12. Kum JLb., KammeikoBa E. . JlmarHoctudeckoe © MPOTHOCTUYECKOE 3HAYCHHE
CBIBOPOTOYHOTO IiepyJoriazMuna. B: Kinunnueckas naboparopnas nuarnoctuka. 2005, BbIII.
5, c. 13-19.

13. JIeBoBckas E. U., Bomueropckuii U. A., lllemsikoB C. E. u coaBt. CiekrpodoToMeTpudeckoe
ONpeJieJICHUE KOHEYHBIX IMPOAYKTOB MEPEKHUCHOro OKUCIeHus aunuaoB. B: Bomp. men.
xumun. 1991, nr. 4, c. 92-93.

14. Merenbckas B. A., I'ymanoBa H. I'. CKpUHUHT-METOA OIpeeieHUs] YPOBHS METa0OIUTOB
OKCHJIa a30Ta B CBIBOPOTKE KpoBH. B: KinH. mabop. n-ka. 2005, nr. 6, c. 15-18.

15. HoBukoBa U. A., Speu FO. U. Tloka3zarenu nepeKUCHOrO OKHUCIICHHS JUMUAOB B MPOTHO3E
MCX0JI0B aytoaepmoruiactuku. B: Knnanueckas nmaboparopnas nuaranoctuka. 2009, B, 7,
c. 14-22.

16. Cesepun C. E. [Ipakrukym mo 6moxumuu. Mocksa: M3a. MI'Y, 1989, c. 191-195.

INFLUENTA COMPUSILOR COORDINATIVI Al CUPRULUI
ASUPRA ACTIVITATII PROTEAZELOR LIZOZOMALE HEPATICE
IN INTOXICATIA CU PROPILENGLICOL
Olga Tagadiuc, Valentin Gudumac, Victor Rivneac, Lilia Andronache
Laborator biochimie USMF “N.Testemitanu”

Summary
Influence of the coordinative copper compounds on the activity
of liver lisosomal proteases in propylene glycol poisoning

We studied the influence of copper coordinative compounds CMT-28 and CMT-67 and
their combination with cyanobacterial remedy BioR on hepatic lysosomal proteases activity in
intoxication with propylene glycol (PG). It was established that PG enhance statistically
conclusive the activity of cathepsines D, G, L, H, B and leucinaminopeptidase in rat liver. All
studied remedies in low doses (1 g/kg) reduced statistically reliable leucineaminopeptidase
activity, CMT-28 and CMT-67+BioR influenced cathepsin H activity and CMT-67+BioR -
cathepsin L activity. In high doses (10 mg/kg) statistically conclusive was reduced only the
activity of cathepsin G by CMT-67, CMT-67+BioR, CMT-28+BioR and cathepsin H activity by
CMT-28 + BioR.

Rezumat

S-a studiat influenta compusilor coordinative ai cuprului CMT-28 si CMT-67, precum si a
combinatiilor lor cu remediul cianobacterian BioR asupra activitatii proteazelor lizozomale
hepatice 1n intoxicatia cu propilenglicol (PG). S-a stabilit ca PG amplifica statistic concludent
activitatea catepsinelor D, G, L, H, B si a leucinaminopeptidazei in ficatul sobolanilor. In doze
mici (1 mg/kg) toate preparatele studiate diminueaza statistic veridic activitatea leucinamino-
peptidazei, CMT-28 si CMT-67 + BioR influenteaza activitatea catepsinei H, iar CMT-67 +
BioR — activitatea catepsinei L. In doze mari (10 mg/kg) este micsorata statistic veridic doar
activitatea catepsinei G de catre CMT-67, CMT-67 + BioR si CMT-28 + BioR) si a catepsinei H
de catre CMT-28 + BioR.

Actualitatea temei

Patologiile hepatice continue sa fie una din cele mai dificile probleme ale medicinei
contemporane atit in aspectul diagnosticului si tratamentului, cit si In aspectul elucidarii
mecanismelor intime, moleculare ale aparifiei si dezvoltarii lor, Cunoasterea carora este
indispensabila diversificarii abordarilor terapeutice si profilactice [5, 1, 10, 13].

Datele privind rolul endopeptidazelor lizozomale — catepsinelor, in dezvoltarea proceselor
patologice, inclusiv patologia hepatica sunt incomplete si deseori contradictorii, acestor enzime
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atribuinduli-se atit efecte nocive potente, cit si un rol important in procesele ce asigura adaptarea
organului si regenerarea tisulara [11, 16, 10, 14].

In conditii fiziologice catepsinele hepatice sunt verigi reglatoare importante ale
diferentierii celulare, angiogenezei, renovarii tesuturilor prin degradarea elementelor matricei
extracelulare si distrugerea celulelor imbatrinite sau deteriorate, etc. [7]. Totodata,
endopeptidazele lizozomale sunt responsabile de inductia proceselor distructive, apoptotice in
ficat, inductori ai activitatii apoptotice a catepsinelor considerindu-se produsele oxidarii
peroxidice a lipidelor. POL este declansata de radicalii liberi generati in diverse procese,
inclusiv si in cadrul metabolismului xenobioticelor in ficat [3, 12].

Propilenglicolul — 1,2 propandiolul (PG) — solvent frecvent utilizat in fabricarea a diverse
alimente, produse cosmetice si medicamente (orale, injectabile si pentru aplicare topicd) poate
manifesta efecte toxice atunci cand este folosit in cantitati semnificative intr-o perioada scurta de
timp. Efectele toxice sunt determinate atit de compusul in sine, cit si metabolitii lui. PG se
metabolizeaza in organism prin oxiadare cu formarea acizilor piruvic, acetic si lactic, aldehidei
propionice si altor substante [8]

In literatura de specialitate au fost raportate mai multe efecte negatuve ale PG asupra
proceselor metabolice din organism — hiperosmolalitatea, acidoza metabolica, hipoglicemia [6,
15]. Deasemenea, au fost inregistrate dereglari ale functiei diferitor organe — leziune renala
acuta, aritmii cardiace, stop respirator, inhibarea functiei SNC, sindrom similar sepsisului,
hemoliza, etc. [2, 9].

Totodatd, in literatura accesibild lipsesc datele referitor la influenta PG asupra
metabolismului hepatic, care este principalul sediu al detoxifierii si inactivarii xenobioticelor,
inclusiv, a medicamentelor in organismul uman, precum si referitor la implicarea proteazelor
lizozomale in metabolismul acestui xenobiotic in ficat.

Scopul

Cercetarea a avut ca scop studiul influentei compusilor coordinativi ai cuprului CMT-28 si
CMT-67 si a combinatiilor lor cu remediul BioR administrati n diferite doze timp de 2 saptamini
asupra activitatii proteazelor lizozomale — catepsinelor D, G, L, H, B si a leucinaminopeptidazei
in ficatul sobolanilor intoxicati cu propilenglicol.

Materiale si metode
Experientele au fost efectuate pe 61 de sobolani adulti ce au fost divizati in 10 grupe
experimentale:
| — martor — animale intacte;

Il —animale carora li s-a administrat sol. 10% propilenglicol;

1l — animale, carora le-a fost administrat compusul coordinativ al cuprului CMT-28 in doza
de 1 mg/kg masa corporald timp de 14 zile dupa administrarea propilenglicolului;

IV — animale, carora le-a fost administrat compusul coordinativ al cuprului CMT-67 in doza
de 1 mg/kg masa corporala timp de 14 zile dupa administrarea propilenglicolului;

V — animale, carora le-a fost administrat compusul coordinativ al cuprului CMT-28 in
imbinare cu bioremediul algal BioR cite 1 mg/kg masad corporald timp de 14 zile dupa
administrarea propilenglicolului;

VI — animale, carora le-a fost administrat compusul coordinativ al cuprului CMT-67 in
imbinare cu bioremediul algal BioR cite 1 mg/kg masa corporala timp de 14 zile dupa
administrarea propilenglicolului;

VIl — animale, carora le-a fost administrat compusul coordinativ al cuprului CMT-28 in doza
de 10 mg/kg masa corporald timp de 14 zile dupd administrarea propilenglicolului;
VIl — animale, carora le-a fost administrat compusul coordinativ al cuprului CMT-67 in doza

de 10 mg/kg masa corporald timp de 14 zile dupd administrarea propilenglicolului;
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IX — animale, carora le-a fost administrat compusul coordinativ al cuprului CMT-28 in
imbinare cu bioremediul algal BioR cite 10 mg/kg masa corporala timp de 14 zile dupa
administrarea propilenglicolulut;

X — animale, carora le-a fost administrat compusul coordinativ al cuprului CMT-67 in
imbinare cu bioremediul algal BioR cite 10 mg/kg masa corporald timp de 14 zile dupa
administrarea propilenglicolului.

Compusii coordinativi ai cuprului — CMT-28 si CMT-67, au fost oferiti de prof. univ.,
d.h.ch. Gulea Aurelian (Catedra Chimie anorganica, Universitatea de Stat din Moldova), iar
BioR de academicianul AS a R. Moldova, prof. univ., d.h.b., Rudic Valeriu (Institutul de
Microbiologie al AS a R. Moldova).

La 24 ore dupd ultima injectare animalele au fost sacrificate sub narcoza usoard cu eter
sulfuric. Ficatul a fost extras si s-a preparat homogenatul hepatic in solutie 0,25M zaharoza, ce
contineca 1 mM EDTA, pH 7.4, astfel ca dilutia finald a homogenatului sa constituie 1:10.In
homogenat s-a determinat activitatea catepsinelor D, G, L, H, B si a leucinaminopeptidazei
(LAP) conform procedeelor descrise anterior [4].

Rezultatele obtinute au fost evaluate statistic conform criteriului parametric t-Student cu
ajutorul programului Statistica 6,0.

Rezultate si discutii

Rezultatele cercetarii atestd cd intoxicarea cu PG determind o activare semnificativa
statistica a activitatii tuturor enzimelor studiate — catepsinelor D, G, L, H, B si a LAP (fig. 1).
Crestere moderata s-a inregistrat in cazul catepsinelor B (+78%, p<0,001) si L (+90%, p<0,001).
Activitatea catepsinelor H, D, si G a crescut semnificativ — cu 115%, 125% si 141%, respectiv
(p<0,001 1in toate cazurile), iar activitatea LAP s-a madrit brusc, atingind 410% (p<0,001)
comparativ cu valorile martorului.

Administrarea bioremediilor studiate in doza de 1 mg la kg masa corporala s-a soldat cu un
raspuns neunivoc a activitatii proteazelor lizozomale cercetate (fig. 1).
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H B LAP
O Martor 100 100 100 100 100 100
BAPG 225 241 190 215 178 410
OCcCMT-28 146 239 197 147 183 192
O CMT-67 282 209 182 169 174 209
B CMT-28+BioR 289 214 202 162 200 228
B CMT-E7+BioR 210 203 167 150 172 177

Fig. 1. Modificarile activitatii catepsinelor D, G, L, H, B si a leucinaminopeptidazei in ficat sub
influenta propilenglicolului si la remedierea cu CMT-28, CMT-67 si a combinatiilor lor in doza
de 1 mg/kg. Veridicitatea diferentei statistice fatd de martor: * — p<0,001

CMT-28 (1 mg/kg) determina o scadere statistic concludenta a activitatii catepsinei H
(-31%, p<0,001) si LAP (-213% p<0,001) fata de nivelul activitatii enzimelor corespunzatoare la
animalele intoxicate cu PG. Totusi, aceasta diminuare nu determina revenirea la nivelul specific
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martorului, activitatea catepsinei H si a LAP fiind in continuare mai mare decit valorile de
referinta cu 47% (p<0,001) si, respectiv, 92% (p<0,001). Activitatea catepsinelor G, L si B nu se
modifica comparativ cu cele specifice animalelor intoxicate cu PG. Nivelul catepsinei D nu se
modifica statistic concludent fata de valorile de referinta.

CMT-67 (1 mg/kg) nu modifica staistic concludent activitatea enzimelor studiate, cu
exceptia LAP. Activitatea acestei enzime scade statistic semnificativ cu 49 % (p<0,001) fata de
valorile la animalele intoxicate cu propilenglicol, dar depaseste cu 109 % (p<0,001) cele martor
(fig. 1).

Administrarea combinatd a CMT-28 si BioR (cite 1 mg/kg) determind modificarea statistic
concludentd doar a activitatii LAP, care scade cu 44% (p<0,001) compartic cu nivelul specific
animalelor intoxicate cu PG, dar nu atinge valorile martorului (+ 128%, p<0,001). Totodata, s-a
inregistrat cresterea maxima a activitatii catepsinei D comparativ cu toate celelalte grupe studiate
— 0,081+0,014 pg/s.g prot., ce depaseste valorile depistate la sobolanii intoxicati cu
propilenglicol cu 29% (p>0,05) si cele ale martorului cu 189% (p<0,001). Activitatea
catepsinelor G, L, H si B nu se modifica statistic veridic comparativ cu valorile depistate la
animalele intoxicate cu propilenglicol, deci se mentin semnificativ mai inalte decit la
martor (fig. 1).

Combinarea CMT-67 cu BioR (cate 1 mg/kg) micsoreaza statistic veridic activitatile
catepsinelor L, B si a LAP compartiv cu nivelul la sobolanii intoxicati cu propilenglicol respectiv
cu 12%, 30% si 57% (p<0,001 in toate cazurile). Diminuarea nu se soldeazd cu revenirea
activitatii acestor enzime la valorile specifice martorului. Activitatile catepsinelor D, G si B nu
se modifica statistic semnificativ comparativ cu valorile la sobolanii intoxicati cu propilenglicol
si se mengin mai mari decit la animalele intacte respectiv cu 110%, 103% si 72% (p<0,001 in
toate cazurile).

Astfel, in dozd de 1 mg/kg masa corporald toate remediile testate diminueaza statistic
veridic activitatea LAP, activitatea catepsinei H este influentatd de CMT-28 si CMT-67+BioR,
1ar activitatea catepsinei L este modulata de CMT-67 + BioR. Activitatile catepsinelor D si B nu
sunt influentate de biopreparatele studiate.
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BCMT-67 217 142 171 162 174 483
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Fig. 2. Modificarile activitatii catepsinelor D, G, L, H, B si a leucinaminopeptidazei
in ficat sub influenta propilenglicolului si la remedierea cu CMT-28, CMT-67 si a combinatiilor
lor in doza de 10 mg/kg. Veridicitatea diferentei statistice fata de martor: * — p < 0,001

Administrate in dozd de 10 mg/kg remediile studiate modificd veridic doar activitatea

catepsinei G si H. Astfel, CMT-67 si CMT-67 + BioR diminueaza activitatea catepsinei G cu
41% (p<0,001), CMT-28+BioR — cu 31% (p<0,001), iar CMT-28 — cu 6% (p>0,05). Activitatea
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catepsinei H este diminuatd veridic de CMT-28+BioR cu 33% (p<0,001), celelalte remedii
inducind doar o tendintd de diminuare (fig. 2). Nivelul functional al catepsinelor D, L, B si a
LAP nu se modifica statistic veridic fatd de valorile inregistrate la animalele intoxicate cu PG.
Se atesta doar o tendintd de diminuare a activitatii catepsinei L cu cca 13 %. Tendinte de
micsorare a activitatii s-au inregistrat si in cazul catepsinei D, cu exceptia animalelor carora
li s-a administrat CMT-67+BioR la care s-a relevat o tendintd de crestere a activitatii enzimei
(7%, p>0,05). Functionalitatea catepsinei B, similar activitatii catepsinei D, denota tendinte de
micsorare la administrarea tuturor preparatelor cu exceptia CMT-28, care induce putin acest
ferment (6%, p>0,05). Evaluarea activitatii LAP releva o tendinta de crestere la actiunea tuturor
preparatelor cercetate.

Totodata, modificarile produse de compusii coordinativi ai cuprului CMT-28 si CMT-67,
precum si combinatiile lor cu BioR nu se soldeaza cu revenirea activitatii enzimelor studiate la
valorile martorului. Datele din fig. 2 atestd ca, nivelurile activitatii tuturor fermetilor sunt
semnificativ mai mari decit cele de referinta (p<<0,001 in toate cazurile).

Astfel, i1n doze mari (10 mg/kg) compusii coordinativi ai cuprului CMT-28 si CMT-67,
precum si combinatiile lor cu BioR influenteaza statistic concludent doar activitatea catepsinei G
(CMT-67, CMT-67 + BioR, CMT-28+BioR) si a catepsinei H (CMT-28 + BioR), care se
micsoreazd comparativ cu valorile depistate la animalele intoxicate cu PG, dar nu ating nivelul
martor (p < 0,001 in toate cazurile).

Rezultatele obtinute releva implicarea potenta a protezelor lizozomale in raspunsul ficatului
la actiunea PG ca parte a mecanismului de adaptare a organismului la actiunea xenobioticelor.
Ficatul, fiind principalul sediu al dezintoxicarii §i inactivarii noxelor este permanent supus
actiunii ddunatoare a xenobioticelor 1n sine, precum, si a produsilor intermediari si/sau finali ai
dezintoxicarii lor. Astfel, este cert cad in intoxicarea cu PG, amplificarea activitatii catepsinelor
hepatice, ce asigura biodegradarea proteinelor modificate §i preintimpind acumularea lor, este o
etapa indispensabila a restabilirii functional-metabolice a hepatocitelor. Gradul diferit de
modificare a activitdtii enzimelor atestd, probabil, nivelul implicdrii fermentului respectiv in
remedierea dereglarilor metabolice si structurale in ficat.

Compusii testati - CMT-28, CMT-67 si combinatiile lor cu BioR, moduleaza activitatea
tuturor enzimelor lizozomale studiate, manifestind tropism lizozomal semnificativ. Gradul de
interferentd a remediilor cu activitatea proteazelor lizozomale variaza, fiind influentat de mai
multi factori — doza remediului, conditiile mediului in care activeaza enzima, stabilitatea
membranelor lizozomale, etc.

Actiunea modulatoare a bioremediilor testate asupra activitdfii enzimelor lizozomale
hepatice prezinta oportunitdti de utilizare in scopul ameliordrii efectelor agresiunii substantelor
alogene asupra ficatlui, adaptdrii i remanierii structural-metabolice a organului, precum si a
restabilrii homeostaziei hepatice.

Concluzii

1. Propilenglicolul manifesta actiune stimulatoare semnificativd potenta asupra activitatii
tuturor protezelor lizozomale studiate in ficat.

2. In dozid de 1 mg/kg masi corporald toate remediile testate diminueaza statistic veridic
activitatea LAP, activitatea catepsinei H este modulatd de CMT-28 si CMT-67+BioR, iar
activitatea catepsinei L — de CMT-67+BioR. Activitatile catepsinelor D si B nu sunt
influentate de biopreparatele studiate.

3. In doze mari — 10 mg/kg masi corporald, compusii coordinativi ai cuprului CMT-28 si CMT-
67, precum si combinatiile lor cu BioR influenteaza statistic concludent doar activitatea
catepsinei G (CMT-67, CMT-67+BioR, CMT-28 + BioR) si a catepsinei H (CMT-28+BioR),
care se micsoreaza comparativ cu valorile depistate la animalele intoxicate cu PG, dar nu
ating nivelul martor.
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Summary
Influence of the coordinative copper compounds
on the activity of liver lisosomal proteases
The aim of the study was to investigate the influence of copper coordinative compounds

CMT-28 and CMT-67 and their combinations with the cyanobacterial bioremedy BioR on the
activity of lysosomal proteases in the liver of intact rats. It was established that all studied
substances enhance the activity of cathepsines D, G, L, H, B and leucineaminopeptidase. CMT-
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