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MICROSOMAL ENZYMES IN PATIENTS
WITH CHRONIC VIRAL HEPATITIS B AND C
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Rezumat

Orice proces patologic implica decompensarea sistemelor de protectie si reglare a organismului, in rezultatul cdruia are loc perturbarea
metabolismului intracelular Ficatul se considera filtrul biologic in administrarea toxinelor exogene in circulatia sanguind a organismului.
Studiul a cuprins 105 pacienti cu hepatite cronice virale B si C. La pacientii respectivi s-au studiat marcherii de detoxicare hepaticd (citocro-
mul P450, glutation S-transferaza). Cu scop de evaluare a enzimelor microsomale pacientii au fost cercetati in dependenta de activitatea
procesului inflamator hepatic si faza infectiei virale. Activitatea sistemului monooxigenazic este modificata in hepatitele cronice virale.
Concomitent cu patrunderea in organism a xenobioticelor, are loc inductia sistemelor monooxigenazice cu mdrirea concentratiei citocro-
mului P450 in hepatocite si cresterea activitétii reactiilor enzimatice. in hepatitele cronice virale, independent de activitatea procesului
inflamator hepatic si infectiei virale, s-a stabilit o majorare a concentratiei citocromului P450 si diminuare al nivelului GStot fatd de indicii
similari a persoanelor lotului martor. Studiul prezentat a constatat o diminuare al GSTtot la toti pacientii examinati din cauza dereglarilor
metabolice in ficat, legate de functia de detoxificare a acestuia si perturbarilor sistemului antioxidant de protectie. Hepatitele cronice
virale sunt caracterizate printr-o concentratie sporitd a citocromului P450, fapt explicat printr-o reactie compensatorie la raspunsul actiunii
factorilor toxici si procesului inflamator persistent.

Summary

Every pathological process implies decompensation of protective and requlatory systems of the organism, in result takes place the
perturbation of intracellular metabolism. Liver is considered the biological filter in the administration of exogenous toxins in sanguine
circulation of the organism. The study included 105 patients with chronic viral hepatitis B and C. In the following patients were studied
the markers of hepatic detoxification ( Cytochrome P450, glutathione S-transpherase ). Patients were researched in dependence on the
activity of hepatic inflammatory process and viral infection phase with the aim of microsomal enzymes evaluation. The activity of the
monooxigenazic system is modified in chronic viral hepatitis. Concomitantly with the penetration of xenobiotics in organism, takes place
the induction of monooxigenazic systems with the increment of Cytochrome P450 concentration in hepatocyte and the increase of the
activity of enzymatic reactions. In chronic viral hepatitis, irrespective of the activity of hepatic inflammatory process and viral infection,
has been established an increase of Cytochrome P450 concentration and a decrease of the GSTtot level in comparison with the similar signs
of the healthy persons. The presented study showed a diminished concentration of GSTtot in all examined patients due to the metabolic
disorders in liver related to its detoxification function and perturbations of the antioxidant protective system. Chronic viral hepatitis is
characterized by an increased Cytochrome P450 concentration, fact which is explained by the compensatory reaction to the answer of the
toxic factors as well as persistent inflammatory process action.

Actualitatea temei tationului. Aceste schimbari induc eliberarea citocromului C
cu activarea unor cascade de proteaze ce implicd nemijlocit
leziunea hepatocitelor. La lezarea hepaticd induc diverse sub-
stante naturale, toxine de diversa etiologie, virusii, substantele
cancerigene si xenobioticele, care deregleazd procesele de
fosforilare oxidativa. In acest caz hepatocitele functioneazi in
conditiile concentratiilor inalte de substante reactive si toxice
[11]. Acesti factori provoaca mdrirea continutului in organism
a formelor active de oxigen, deregleazi echilibrul sistemului
antioxidant-prooxidant si activarea oxidarii radicalilor liberi in
rezultatul cireia are loc modificarea unor componente celulare
separate cat si complexelor supramoleculare [10].
Metabolismul xenobiotic consta din doi pasi majori in
organismul uman. Primul pas prezinta bioactivarea sau bio-
transformarea mediata prin faza I a enzimelor, precum sunt

Mai multe studii clinice i experimentale au stabilit, ci orice
proces patologic poate implica decompensarea sistemelor de
protectie si reglare a organismului, in rezultatul ciruia are loc
perturbarea metabolismului intracelular. Cauza de baza a dere-
glarilor functionale si structurale a hepatocitelor constituie sin-
dromul de endotoxemie, care se dezvoltd in rezultatul infectiei
bacteriene si virale. Rolul de bazi in detoxicarea acestor procese
apartine glutationtransferazelor, si citocromului P450 [19]. In
hepatitele virale are loc secretia sistematicd al TNF-a cu marirea
nivelului lui. Sintetizdndu-se in cantitati majorate in conditiile
de inflamatie si toxinemie, el provoacd moartea hepatocitelor
si celulelor Kupfer, urmatd de dezvoltarea ,,stresului oxidativ”,
leziunea mitocondriilor, diminuarea cantititii NADPH, glu-
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monooxigenazele citocromului P450. A II implica conjugarea,
detoxificarea primard mediaté de faza a doua a enzimelor, inclu-
zand glutation S-transferazele, UDP-glucuronoziltransferazele
si sulfotransferazele [11, 22, 24]. Monooxigenazele citocromului
P450 participd in sinteza si metabolismul importantelor clase
de compusi fiziologici — hormonilor steroizi, acizilor biliari,
vitaminelor, neurotransmitiei, acizilor grasi, prostaglandine-
lor, insé functia lor fiziologica de baza constituie detoxicarea
xenobioticelor prin intermediul hidroxildrii [17, 20]. Primele
structuri biochimice, ce reactioneazi la prezenta sau lipsa oxi-
genului in celule este citocromoxidaza, citocromul P450, Hb si
Mb. Anume aceste proteine pretind la rolul de sensori ce de-
termina gradul de hipoxie sau aprovizionare celulard cu oxigen
[12, 18, 24]. Una dintre particularitatile esentiale a enzimelor
citocromului P450 constituie oxidarea unui numdr enorm de
substrate naturale §i practic toate xenobioticele. Aceste enzime
sunt divizate in doua tipuri: constitutive i inductibile. Cea
constitutivd se formeazd independent de conditiile in care se
afla celula, iar inductibild, este frecvent sintetizata in cantitati
mai mici, atingand anumite niveluri in prezenta substratelor
endogene si exogene [19, 22].

Diverse procese fiziologice si patologice ale organismului
influenteaza nivelul citocromului P450 hepatic. Deoarece
reactiile de oxidare microsomala cel mai activ decurg in ficat,
se presupune ca pentru organul dat microsomele servesc ca
sursd de baza a metabolitilor activi de oxigen. Producerea
metabolitilor activi de oxigen de catre P450 activeaza procesele
de peroxidare lipidicd, care provoaca lezarea hepatocitelor
[1, 7]. Capacitatea citocromului P450 de a genera metaboliti
activi de oxigen permit de a considera aceasta clasa de enzime
in calitate de reglatori importanti a multor functii celulare si
procese patologice. Actiunea distructiva si reglatorie a mono-
oxigenazelor este importanta in diverse forme de hepatite si
fibroza hepaticd, procese inflamatorii, afectiunile ischemice
a cordului [3, 5].

Concentratiile excesive ale compusilor de peroxidare
exercitd actiune toxica asupra organismelor vii, de acea pen-
tru neutralizarea lor existd un sistem antioxidant nespecific,
prezentat prin enzime si antioxidanti de greutate moleculara
mica. Un rol deosebit in protectia biomoleculelor de mecanis-
mul lezional ale xenobioticelor apartine sistemului antioxidat
al glutationului. Una din enzimele de baza al acestui sistem se
considera glutation-S-transferaza (GST). Cea mai importantd
functie a GST o constituie protectia celulelor de xenobiotici si
produsilor de peroxidare lipidicd prin intermediul restabilirii,
cuplrii la substratul GSH [8, 13, 15, 18]. Anume aceasta enzima
determina stabilitatea hepatocitelor catre actiunea radicalilor
liberi, fiind importanta in neutralizarea moleculelor electofile
instabile. GST microsomala are legéturi reciproce cu sistemul
citocromului P450, ce contribuie la inactivarea mai rapida a
metabolitilor activi, formati in metabolismul xenobioticelor
[17]. Unii autori relateaza cd glutationul joaca un rol important
in protectia antioxidanti a metabolismului nutrient i reglarea
celulard, incluzind expresia genelor, ADN si sinteza proteine-
lor, proliferarea celulard si apoptoza, transductiile, producerea
citokinelor si rdspunsul imun, glutationarea proteicé. Deficienta
glutationului contribuie la stresul oxidativ, care joaca un rol-
cheie in patogenia multor maladii (bolile ficatului, fibrozele
chistice, diabetul zaharat, HIV, SIDA) [11, 13, 16]. Sistemul
glutationtransferazei se considera un sistem antioxidant pri-

mordial, care impedicd formarea si acumularea in organism a
formelor active de oxigen. Detoxicarea precedata de glutation
manifestd un rol important in asigurarea rezistentei celule-
lor cétre peroxidarea lipidica, a radicalilor liberi, alchilarea
proteinelor si preintimpind lezarea ADN [2, 9, 11]. GSH-S-
transferaza fiind prezentd intracelular, eliberarea ei in sange
survine in urma proceselor litice, nespecifice, ce apar in infectii,
intoxicatii, neoplazii. Pe 1anga aceasta, familia enzimelor GST
utilizeaza glutationul restabilit pentru regenerarea directa a li-
poperoxizilor din membrane, micsorand consecintele stresului
oxidativ, care se dezvoltd in inflamatia acuta [23].

Scopul lucrarii

Studierea enzimelor microsomale (citocromului P450 si
glutation-S-transferazei) la pacientii cu hepatite cronice virale B
si Cin dependentd de activitatea procesului inflamator hepatic
si a infectiei virale.

Material si metode

Materialul clinic a fost selectat in baza sectiei de hepa-
tologie a Spitalului Clinic Republican, Chisinau, Republica
Moldova. Lotul de studiu a fost constituit din 105 pacienti cu
patologie hepatica cronica din diferite localitéti ale republicii.
Repartizarea bolnavilor in loturi a fost efectuata in conformi-
tate cu urmatoarele principii: in functie de etiologia hepatitei
cronice; in functie de gradul activitatii procesului patologic
hepatic, bolnavii au fost divizati: grad minimal si grad mode-
rat-maximal. Din considerentele numérului mic de bolnavi
cu activitate maximald pentru a spori veridicitatea analizelor
statistice, loturile de pacienti cu activitate moderata i maximald
au fost reunite formand lotul de pacienti cu activitate moderat-
maximala. HCV B a fost depistatd la 57 (32,0+6,2 %, p<0,001)
pacienti, inregistrindu-se mai frecvent la barbati 56,14+8,8
%, p<0,001 (32). La pacientii cu hepatita cronica virala B
varsta medie a constituit 42,3+3,52 ani. Grupul de pacienti cu
HCV C l-au constituit 48 pacienti (26,82+6,4%), mai frecvent
aceastd maladie depistdndu-se la persoanele de gen feminin
56,25 £9,5 % (27). Lotul martor a fost alcatuit din 29 persoane
practic sanatoase - 58,62 % (17) femei si 41,38 % (12) bérbati
cu varsta cuprinsa intre 18 si 42 ani, varsta medie 30,97+5,65
ani, fira anamneza ereditard agravatd, in absenta patologiei
hepatice i gastrointestinale, bolilor sistemului cardiovascular
si tesutului conjunctiv, a dereglirilor autoimune si endocrine.
Diagnosticul a fost stabilit respectiv sindroamelor hepatice de
baza cu efectuarea examenului ecografic, scintigrafiei hepatice.
Marcherii virali au fost apreciati prin tehnica imunoenzimatica
ELISA. Determinarea concentratiei glutation S-transferazei a
fost efectuatda conform test-sistemelor firmei AKSIS (Germa-
nia). Concentratia citocromului P450 a fost determinatd prin
metoda de apreciere al activitatii p-hidroxilazei dupd N. Ori-
hovici (1993). Aceasta metoda constd in determinarea vitezei
hidroxilarii anilinei apreciate dupa cantitatea de formare al
p-aminofenolului. Ca lot martor au servit 29 persoane practic
sandtoase.

Rezultate si discutii

In dependent de activitatea procesului inflamator hepatic
(conform sindromului citolitic- minim §i maxim) pacientii
respectivi au fost repartizati in loturi. La pacientii cu HCV B
studierea concentratiei citocromului P450 (26,09+7,20mu/1)
cu activitatea minimald a procesului inflamator hepatic (n=50)
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Figura 1. Enzimele microsomale la pacientii cu HCV in functie de activitatea procesului inflamator hepatic

a relatat o majorare al acestuia fatd de indicele respectiv al
persoanelor lotului martor - 12,08 + 3,34 mu/l (p<0,01). Ni-
velul GST tot (53,60+29,40mm/l) s-a constatat mai diminuat
comparativ cu datele similare al persoanelor sdnétoase - 157,0
+ 3,16 mm/] (p<0,001). La persoanele cu activitatea mode-
rat-maximala a procesului inflamator hepatic (n=7) la fel s-a
apreciat o concentratie mai exprimata al citocromului P450
(31,81+3,57mu/l) comparativ cu valorile similare a persoanelor
sdndtoase (p<0,001). De asemenea s-a stabilit o diminuare al
valorii GSTtot (56,55+28,84mm/l) versus indicilor respectivi
la sanatosi (p<0,01) (fig.1). Cercetarea concentratiei citocro-
mului P450 la pacientii cu HCV C cu activitatea minimala
a procesului inflamator hepatic (n=35) (33,98+3,93mu/l) se
caracterizeaza de asemenea printr-o majorare al acestuia fatd de
datele similare a persoanelor lotului martor (p<0,001). Nivelul
GSTtot (47,23+9,92mm/]) s-a constatat diminuat comparativ
cu indicele respectiv al indivizilor sdnitosi (p<0,001).\
Studierea concentratiei citocromului P450 (29,09+3,87mu/
1) la pacientii cu activitatea moderat-maximald a procesului
inflamator hepatic (n=13) s-a stabilit la fel crescuta comparativ
cu datele similare al persoanelor sanatoase (p<0,01). Nivelul
GSTtot (52,54+10,33mm/1) a fost mai diminuat versus indicilor
respectivi al persoanelor lotului martor (p<0,001) (Fig. 1). La
pacientii loturilor examinate s-au studiat valorile enzimelor
microsomale in dependenta de activitatea infectiei virale. Lotul
de pacienti cu HCV B se caracterizeaza printr-o concentratie
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majorata al citocromului P450 atét la persoanele in faza de
replicare virald (29,04+3,33mu/l) (n=9) cét si la cei in faza in-
tegrativa a maladiei (26,38+7,55mu/l) (n=48) versus indicilor
similari a persoanelor sdnatoase (p<0,001, p<0,01). La aceste
persoane se atestd o concentratie diminuatd al nivelului GSStot
atdt in faza activa a infectiei virale (45,61+11,45mm/l) cat si
in perioada neactiva a bolii (55,53+15,23mm/]) fatd de valo-
rile similare a persoanelor lotului martor (p<0,001, p<0,001)
(fig.2). La bolnavii cu HCV C concentratia citocromului P450
s-a determinat deasemenea majorata atat in faza de reactivare
a maladiei (32,8745,72mu/l) (n=27) cit si in faza latentd a in-
fectiei virale (32,15+7,92mu/l) (n=21) versus valorilor similare
a persoanelor lotului martor (p<0,001, p<0,01). Cercetarea
nivelului GSTtot la persoanele respective s-a constatat diminuat
atat in faza activd a bolii (48,47+19,35mm/l) cét si in perioada
neactivd a maladiei (49,17£11,22mm/l) comparativ cu datele
analogice a persoanelor sanatoase (p<0,001,p<0,001) (Fig. 2).

Datele literaturii demonstreazd, ca activitatea sistemului
monooxigenazic este modificatd in aterosclerozi, hipertensiune
arteriala, hepatite, procese tumorale, stari alergice, infectii bac-
teriene. Majoritatea izoformelor citocromului sunt inductibile,
adicd cantitatea lor in celule se mareste considerabil la aparitia
substratului. In dependenti de predominarea in celuld a unea
sau altea izoforme poate fi schimbata componenta produsi-
lor reactiei, in special, raportul dintre activare §i detoxicare
[13, 22, 23, 24]. Concomitent cu patrunderea in organism a
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Figura 2. Enzimele microsomale la pacientii cu HCV in dependenta de activitatea infectiei virale
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xenobioticelor, are loc inductia sistemelor monooxigenazice
cu mdrirea concentratiei citocromului P450 in hepatocite si
cresterea activitatii reactiilor enzimatice [10]. Totodata, xe-
nobioticele, nimerind in organismul uman, produc inductia
sistemului microsomal monooxigenazic, ca rezultat are loc
majorarea concentratiei citocromului P450 in hepatocite cu
marirea activitatii reactiilor enzimatice [4, 7]. Mérirea activi-
tatii enzimelor de oxidare microsomald a fost demonstrata in
patologia acutd a ficatului, in hepatitele reactive [5, 16]. Unii
autori mentioneaza ca in afectiunile inflamatorii este dereglat
echilibrul intre procesele pro-o si antioxidative. Sistemul
citocromului P450 manifesta un rol esential in mentinerea
homeostazei chimice a mediului intern al organismului, luand
parte in biotransformarea oxidativa a compusilor chimici,
moleculelor bioregulatorii endogene - endobioticelor [1, 18].
Unii autori afirmd cd adaptarea cétre hipoxie maregte activitatea
sistemelor monooxigenazice, ce contin citocrom P450 [1]. Ac-
tiunea destructivd i reglatorie a reactiilor monooxigenazice are
o importanta deosebita in diverse forme de hepatita si fibrozd
hepaticd, in procesele inflamatorii [10]. S-a demonstrat ca in
conditiile dezvoltarii stresului oxidativ in timpul ischemiei-re-
perfuziei §i a proceselor inflamatorii producerea metabolitilor
activi de oxigen de catre monooxigenaze poate fi importantd in
reglarea tonusului vascular, sinteza mediatorilor si reglatorilor
proceselor biologice [1, 3]. In ultimii ani apar numeroase lucrari
care demonstreazd, cd xenobioticele, inducind sistemul de
citocrom P450, provoaca o hiperproducere a citokinelor pro-
inflamatorii, maresc sensibilitatea la endotoxinele bacteriene,
infectiile virale, sensibilizeaza hepatocitele si alte celule cétre
apoptozd [11, 17, 24]. Sursele din literatura mentioneaza ca
producerea metabolitilor activi de oxigen de cétre citocromul
P450 activeazd procesele de peroxidare lipidica, care provoaca
lezarea hepatocitelor si evolueazd spre cirozé [1, 7]. Unele surse
bibliografice atestd faptul cd marirea concentratiei de citocrom
P450 la pacientii cu hepatité cronicé virala poate fi interpretata
ca o reactie compensatoare de adaptare ce raspunde la actiunea
combinatd a virusilor si a factorilor de mediu. Sursele literare
relateazd cd continutul ridicat de enzime din sistemul citocrom
P450 in rezultatul inductiei cauzeaza producerea excesiva de
metaboliti toxici [13, 22, 23, 24]. Generarea formelor active
de oxigen de catre citocromul P450 poate fi o cauza de lezare
a hepatocitelor prin formarea radicalilor liberi si dezvoltarii
cirozei hepatice [1]. Leahovici §i coautorii sai relevi ca inductia
enzimelor fazei II de detoxicare a xenobioticelor este deosebit
de importanta in protectia organismului de actiunea toxica si
cancerogena a compusilor electrofili, formati in reactiile mo-
nooxigenazice [20]. Datele literaturii studiate demonstreaza
ca GST este una dintre cele mai importante componente in
protectia antioxidanta ce reflectd starea organismului in con-
ditiile poludrii antropogene [17, 18]. Prin urmare, procesele
inflamatorii provoaca deregliri in mecanismele de protectie
a organismului, iar la randul sau acestea deregleazi echilibrul

dintre procesele pro si antioxidante [17]. Sursele bibliografice
relateaza ca aceste enzime sunt primele care actioneaza in pro-
tectia antioxidanta a organismului $i in mentinerea echilibrului
oxido-reductor in celule. Intensificarea proceselor de oxidare a
radicalilor liberi, pe de o parte, si diminuarea activitatii siste-
mului antioxidant, pe de alta parte, au o importanta esentiala
in formarea citolizei [22]. Unii autori releva ca activitatea GST
este utild pentru reflectarea mai precisd a leziunilor interstitiale
ale ficatului fata de aminotransferaze, in special la pacientii cu
hepatite autoimune si hepatite cronice virale [4, 9, 11]. Surse
bibliografice relateaza, ca in conditiile stresului oxidativ, in pro-
cesele inflamatorii, sub influenta stresului, producerea de catre
monooxigenaze a metabolitilor activi de oxigen poate fi im-
portanta in reglarea tonusului vascular, sinteza mediatorilor si
reglatorilor proceselor biologice [3, 5]. In concluzie, mentionim
cd enzimele GST pot fi considerate drept marcher suplimentar
al procesului inflamator hepatic de rAnd cu gradul de activitate
a sindromului citolitic, posibil printr-o reflectare mai precisd a
evolutiei bolii hepatice deoarece aceastd enzima exprima proce-
sele detoxificatorii ce au loc in celule. Datele literaturii studiate
confirma acest fapt, relatdnd ca studiul enzimelor GST poate
fi util in prognozarea evolutiei hepatitelor cronice, reflectand
procesele de detoxificare in organism si de stabilitate celulara
a membranelor. Unii autori mentioneazd, cd insuficienta de
glutation si dereglarea activitatii glutation-S-transferazei micso-
reaza rezistenta ficatului la actiunea de distrugere a radicalilor
liberi si altor factori [8, 14, 12]. Poluarea mediului ambiant
favorizeazd intensificarea proceselor de oxidare a radicalilor
liberi. Datele din literatura studiata relateaz ca interactiunea
genelor virusului hepatic cu enzimele detoxificatorii contribuie
la accentuarea efectului sinergistic al acestora, care impreuna
cu carcinogenii chimici favorizeaza dezvoltarea carcinomului
hepatocelular [10, 12, 18]. Actualmente, in conditiile actiunii
agresive a xenobioticelor asupra organismului uman, aceasta
problema capati o actualitate deosebita si indiscutabil necesita
o studiere mai aprofundata.

Conduzii

1. In hepatitele cronice virale B si C s-a constatat o concen-
tratie diminuata al GSTtot datorate dereglarilor metabolice in
ficat legate de functia de detoxificare a acestuia si perturbérilor
sistemului antioxidant de protectie.

2. Hepatitele cronice virale sunt caracterizate printr-o
concentratie sporita a citocromului P450, fapt explicat printr-o
reactie compensatorie la raspunsul actiunii factorilor toxici i
procesului inflamator persistent.

3. In hepatitele cronice virale, independent de activitatea
procesului inflamator hepatic (conform sindromului citolitic)
si infectiei virale, s-a stabilit o majorare al concentratiei cito-
cromului P450 si diminuare al nivelului GSTtot fata de indicii
similari a persoanelor lotului martor.
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