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ASPECTE ONTOGENETICE ALE OXIDARII PEROXIDICE A LIPIDELOR
SI ACTIVITATII ANTIOXIDANTE TOTALE iN TESUTUL MUSCULAR SI
INFLUENTA REMEDIULUI BIOR iN STRESUL OXIDATIV EXPERIMENTAL
Veaceslav Popa
Laboratorul Biochimie LCCS, USMF “N.Testemitanu”

Summary
Ontogenetic view on lipid peroxidation and total antioxidant activity
in muscular tissue and influence of BioR remedy in experimental oxidative stress

Muscle tissue lipid peroxidation (POL) intensity and total antioxidant activity (AAT) in
ontogenesis at rats and the influence BioR remedy to CCl, intoxication have been studied.
Research has revealed marked increases of the POL level products and reduce the AAT in CCl,
intoxication depending on ontogenetic stage of postnatal development. Medication with BioR
reduce and/or normalization of POL indices and restore or even increase AAT in muscle tissue
from animals of different age.

Rezumat

S-au studiat modificarile intensitatii peroxidarii oxidative a lipidelor (POL) si activitatea
antioxidanta totald (AAT) in ontogeneza in tesutul muscular la sobolani supusi intoxicatiei cu
CCly si dupa administrarea remediului BioR. Cercetérile efectuate au relevat cresteri marcante
ale nivelului produsilor POL si reducerea AAT 1in intoxicatia de duratd cu CCl, in dependenta
de etapa ontogenetica de dezvoltare postnatalda. Medicatia cu BioR determina reducerea si/sau
normalizarea indicilor POL si restabilirea si chiar cresterea valorilor AAT 1n tesutul muscular la
animalele de diferita varsta.
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Actualitatea

In pofida realizarilor obtinute in ultimii ani maladiile tesutului muscular continui si
ramana o problema dificila a medicinei contemporane in aspectul diagnosticului, tratamentului,
elucidarii mecanismelor moleculare ale aparitiei si dezvoltarii lor, cunoasterea carora este
indispensabila diversificarii abordarilor terapeutice si profilactice.

Pierderea capacitatii functionale a musculaturii scheletice reprezinta o importanta cauza a
morbiditatii printre pacientii cu afectiuni pulmonare cronice, inclusiv cele obstructive, arsuri,
uremie, insuficientd cardiaca congestiva, cancer, sepsis sau diabet zaharat. Acesti pacienti
manifestd atrofii musculare severe la nivelul membrelor, slabiciune musculara respiratorie care
necesita ventilare mecanica si/sau combinatia acestor fenomene, stari ce sunt asociate cu atrofia
musculaturii scheletice la om si alte animale [5, 13, 17]. Astfel, este certa necesitatea aprofundarii
cercetarilor fundamentale si clinice in domeniu cu scopul elucidarii mecanismelor fine care stau
la baza metabolismului normal si patologic al tesutului muscular.

Un rol important in patogenia maladiilor musculare se aribuie stresului oxidativ, rezultat Tn
urma producerii excesive de radicali liberi (RL). In rezultatul actiunii lor apar o serie de compusi
citotoxici, care determind modificari sau inhiba functia celulara prin cresterea permeabilitatii
membranelor biologice [2, 3, 4, 11, 14, 15].

Totodatd organismele superioare au dezvoltat de-a lungul evolutiei un sistem antioxidant
deosebit de eficient. Gradul de deteriorare oxidativd este determinat nu numai de nivelul de
generare a radicalilor liberi, dar, de asemenea, de capacitatea de aparare antioxidativa [9].

Muschii sunt dotati cu un sistem de enzime antioxidante care neutralizeaza rapid RL,
sarcoplasma contine in principal CuZn-superoxid dismutaza (SOD-CuZn, SOD1), catalaza si
glutation peroxidaza. Matricea mitocondriald confine MnSOD (SOD2) si glutation peroxidaza.
Functia antioxidanta a enzimelor este completata de antioxidantii non-enzimatici. Vitamina E,
carotenul, si ubiquinolul sunt liposolubile si localizate pe membranele celulare. Ascorbatul,
lipoatul, uratul si glutationul sunt hidrosolubile si pe larg distribuite in cadrul miocitelor [6, 16]
Stresul oxidativ este considerat rezultatul dezechilibrului a doua forte opuse si antagoniste, RL
si antioxidantii, Tn care efectele RL sunt mai puternice, decit capacitatea compensatorie a
antioxidantilor [10, 12].

Intoxicatia cu tetraclorura de carbon este un model experimental al stresului oxidativ care
induce formarea RL in ficat. Unele studii demonstreaza ca nu numai ficatul este organul — {intd a
CCly, insa si asa tesuturi ca rinichii, inima, plamanii, testiculele, creierul si sangele [1]. De
mentionat ca in literatura accesibila nu am gasit studii consacrate actiunii acestei noxe asupra
tesutului muscular scheletic. Sunt departe de a fi solutionate §i problemele de diagnostic complex
al modificarilor metabolice, a elaborarii metodelor eficiente de terapie si optimizare a corectiei
dereglarilor homeostazice care survin in tesutul muscular in stresul oxidativ.

In numeroase studii experimentale si clinice a fost demonstrati eficienta bioremediul
cianobacterian BioR [15], dar nu se cunosc in detaliu incd multe mecanisme de actiune
biochimica a acestuia, in special, mecanismul lui de actiune asupra proceselor de peroxidare a
lipidelor in tesutul muscular afectat de CCly.

Scopul cercetirii a fost studierea intensitatatii proceselor POL si a activitatii antioxidante
totale (AAT), precum si influenta remediului BioR asupra acestor parametri in fesutul muscular
sheletic la sobolanii albi la intoxicarea de lunga durata cu tetraclorura de carbon.

Material si metode

Experientele au fost efectuate pe sobolani masculi albi fara pedigriu cu masa corpului 130-
290g divizati in trei serii dupa varsta (sobolani tineri — seria I, sobolani adulti — seria II, sobolani
batrani — seria I11). Animalele din toate seriile au fost divizate in 3 loturi de cercetare: Lotul 1 —
martor; Lotul 2 — animale carora li s-a administrat CCls; Lotul 3 — animale carora li s-a
administrat CCl, si BioR (1,0 mg/kg).
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Animalelor din toate seriile, in loturile 2 si 3 li s-a administrat intraperitoneal 1 ml/kg masa
corporala solutie CCly 50% in ulei de masline, bisaptamanal, timp de 8 saptamani); ulterior timp
de 10 zile a fost administrat remediul BioR in doza de 1 mg/kg masa corporala. Remediul BioR a
fost oferit de catre academicianul ASM, prof. univ., d.h.b., Valeriu Rudic (Institutul de
Microbiologie si Biotehnologie al ASM). Lotul 2 (din toate seriile) intoxicat cu CCly a primit
intramuscular solutie 0,9% NaCl timp de 10 zile.

La 24 ore dupa ultima injectare animalele au fost sacrificate sub narcoza usoard cu eter
sulfuric. S-a extras tesutul muscular din regiunea coapselor, eliberat de tesuturile adiacente.
Ulterior tesutul muscular a fost omogenizat la rece, ca mediu de suspensie s-a utilizat solutia
tampon de zaharoza 0,25 M (pH 7.,4).

In omogenatele de tesut muscular a fost apreciatd intensitatea oxidarii peroxidice a
lipidelor prin determinarea produsilor primari ai oxidarii peroxidice a lipidelor — hidroperoxizilor
lipidici (HPL), a celor secundari — conjugatelor cetodienice (CD) si compusilor carbonilici (CC).

Dozarea produsilor oxidarii peroxidice a lipidelor — hidroperoxizilor lipidici, conjugatelor
cetodienice si compusilor carbonilici de tipul bazelor Schiff s-a efectuat in faza hexanica si in
cea hidroalcoolicd prin procedeul descris in [7]. Cantitatea lor a fost exprimatd in unitati
conventionale la 1g tesut muscular.

Dozarea AAT s-a bazat pe diminuarea cantitatii radicalului 2,2’-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) neutralizat de substantele antioxidante din esantionul analizat, si s-a exprimat in mmol
de DPPH neutralizati de 1 g de tesut dupa procedeul descris in [7]. AAT s-a determinat separat
in fazele hexanica si hidroalcoolica, apreciindu-se astfel activitatea antioxidantd a compusilor
nepolari si polari.

Rezultatele obtinute au fost evaluate statistic conform criteriului parametric t-Student
(StatDirect, 2001).

Cercetarea a fost aprobatd de Comitetul de etica in cercetarea biomedicald a USMF
“N.Testemitanu”.

Rezultate si discutii

Rezultatele cercetarii denota ca intoxicatia cu CCl, determina intensificarea proceselor de
peroxidare a lipidelor in tesutul muscular in ambele medii studiate - atat polar cét si cel nepolar
si care se afla Tn dependenta de etapa ontogenetica de dezvoltare postnatala.

Cercetarile efectuate au relevat ca la animalele tinere (seria I) intoxicate cu CCly continutul
produsilor POL in ambele medii (faze) creste, dar veridice s-au dovedit a fi majorarea nivelului
de hidroperoxizi lipidici si compusi carbonilici nepolari, precum si de conjugate cetodienice si
compusi carbonilici polari (tabelul 1).

La animalele adulte (seria II) intoxicatia cu CCls induce cresterea concludentd doar a
conjugatelor cetodienice din faza nepolara, hexanica.

In acelasi timp, la animalele batrane (seria IIT) sub actiunea CCly in tesutul muscular se
produce majorarea statistic relevantd a tuturor produsilor POL cercetati (HPL, CD, CC) polari
din faza hidroalcoolicd, pe cand in faza hexanicd se inregistreaza o diminuare veridicd a
conjugatelor cetodienice nepolare, hidrofobe. Produsele de oxidare a lipidelor (POL), in special,
cei care contin grupele carbonilice, pot declansa un set de perturbari celulare si intracelulare [6,
12].

Cele mai importante sunt: alterarea membranelor organitelor celulare (reticulul
sarcoplasmic si mitocondriile) ce rezulta in afectarea pompelor de calciu, decuplarea fosforilarii
oxidative, edematierea si chiar necroza (de tip calciu sau ischemic) celulelor, expresia citokinelor
proinflamatoare si a moleculelor de adeziune [10,12, 17.]. Pentru neutralizarea RL organismele
au elaborat pe parcursul evolutiei lor mecanisme eficiente care limiteaza efectele nocive ale
radicalilor liberi RL si care includ un sir de substante antioxidante.

Rezultatele obtinute releva modificari de orientare diferita a activitatii sistemului
antioxidant in tesutul muscular la animalele de diferita varsta in intoxicatia cu CCl4 (figura 1 si
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2) si care se manifestd prin diminuarea sau cresterea valorilor AAT in ambele medii studiate -
atat polar cat si cel nepolar.

Tabelul 1. Nivelul produsilor POL in tesutul muscular (un. conv./g tesut)

Animale tinere

Lotul Produsii POL, faza hexanica Produsii POL, faza hidroalcoolica
HPL CD CC HPL CD CC
Martor| 2,64 +0,06 1,37 £ 0,04 0,58 £ 0,02 2,09+ 0,08 | 1,10+0,04 0(’)461;
CCly {2,96+0,07 ** | 145+0,02 | 0,67+0,02** | 2,26+0,09 |1,22+0,03* (())’ggi
BioR 0,49 +
1 [3,02+0,07*%**| 1,39+0,05 0,59 £ 0,02 # 2,27+0,05 | 1,15+0,03 6 02
mg/kg ’
Animale adulte
Martor| 3164012 | 156007 | 0.55+0008 | 2374008 | 118004 | %47
CCly 296 +£0,11 |2,26+0,13 ** 0,54 + 0,02 2,25+0,05 | 1,22+0,04 0653;
BioR 0,48 +
1 | 3,14£0,08 |1,28+0,04%*"% 0 47£0,009%***| 2 00£0,06**| 1,00 + 0,04 e
mg/kg ’
Animale batrane
Martor| 1,26 £0,02 1,33 +0,03 0,42 £ 0,04 1,66 £0,05 | 1,36 £0,03 064§2i
0,67
CCly 1,37 £ 0,05 1,08 £ 0,06* 0,51+0,05 |2,1240,04*** 1,52 + 0,04* L0,02%%+
BioR 0,50 +
1 [1,73£0,05%%| 146+0,07" | 0,510,002 [2,25£0,06%%*|1,6120,03%* 0 02+
mg/kg ’
Nota:
a) veridicitatea statistica a diferentelor cantitatii produselor POL comparativ cu lotul martor
conform criteriului parametric t-Student: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001;
b) veridicitatea statistica a diferentelor cantitatii produselor POL comparativ cu lotul CCly

conform criteriului parametric t-Student: * — p<0,05; *— p<0,01; **— p<0,001.

300

OCCl4 BBioR 1mi/kg

200

100

Serial

Seriall

Seria lll

Figura 1. AAT 1in tesutul muscular in faza hexanica.

127




Nota:
a) axa absciselor — seria | — animale tinere; seria Il —animale adulte; seria 111 — animale batrane;
b) axa ordonatelor — nivelul AAT (%);

La animalele tinere (seria I) intoxicate cu CCl, se constata o diminuare a AAT in mediul
nepolar si o tendintd de crestere a valorilor AAT ale fazei polare. La animalele adulte intoxicatia
cu CCly provoaca cresterea AAT in faza hexanica si reducerea concludenta cu 26% a acestui
indice in faza hidroalcoolica.

Studiul efectuat demonstreaza ca intoxicatia cu CCly la animalele batrane induce majorarea
AAT atat in compartimentul polar, cat si cel nepolar, dar numai cresterea AAT in faza hexanica,
nepolara a avut relevanta statistica.

300
(OCCl4 BBioR 1mi/kg
200
100 B
0
Serial Seriall Seria lll
Figura 2. AAT in tesutul muscular in faza hidroalcoolica.

Nota:
a) axa absciselor — seria | — animale tinere; seria Il — animale adulte; seria 11 — animale batrane;

b) axa ordonatelor — nivelul AAT (%);

Administrarea remediului BioR la animalele tinere, intoxicate cu CCls mentine la valori
sporite nivelul HPL nepolari, similar celui inregistrat la animale netratate §i contribuie la
reducerea pand la valorile normale a continutului compusilor carbonilici nepolari, hidrofobi.
Totodatd BioR in faza hidroalcoolica reduce cantitatea de conjugate cetodienice pana la valorile
normale.

Tratamentul cu BioR a animalelor adulte, intoxicate cu CCl,, determina o reducere in faza
hexanica a conjugatelor cetodienice si a compusilor carbonilici, iar in faza hidroalcoolica se
atesta o diminuare a nivelului hidroperoxizilor lipidici, atat fatd de valorile martorului, cat si
celor cu patologia netratata.

Pe fondal de intoxicatie cu CCls la animalele batrane medicatia cu BioR determina
majorarea valorilor HPL — cu 37%, (p<0,01) si CD — cu 10% (p>0,05) in faza hexanica fata de
lotul martor. Sub influenta biopreparatului in faza hidroalcoolicd, polard produsii POL se mentin
la valori sporite, similare celor inregistrate la animalele netratate, pe cand concentratia
compusilor carbonilici dicreste fata de lotul de animale netratate, dar totusi raman marite cu 19%
(p<0,05).

Medicatia cu BioR determind mentinerea la valori reduse a AAT 1n faza nepolara si
cresterea valorilor AAT 1n faza polard la animalele tinere.

Tratamentul cu BioR a animalelor adulte supuse intoxicatiei cu CCly induce cresterea AAT
in faza hexanica, pe cand in faza polara, hidroalcoolica nivelul acestui indice ramane diminuat si
practic nu se deosebea de cel al animalelor intoxicate cu CCl,.

La animalele batrane, intoxicate cu CCl, tratamentul cu BioR mentine la valori sporite
potentialul antioxidant in tesutul muscular, ceea ce se manifesta prin nivelul crescut al AAT (cu
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108%, p<0,05) in faza hexanica. In faza hidroalcoolici deasemenea a fost inregistrata tendinta de
crestere a valorilor AAT cu 49% (p>0,05).

Activarea proceselor de formare a compusilor carbonilici de tipul bazelor Schiff prezintd
unul din mecanismele importante al utilizarii lipoperoxizilor si care poate fi privit ca un
mecanism de adaptare si compensare. Reducerea capacitatii de formare a CC coreleaza cu
pronosticul nefavorabil al diferitor procese patologice. Din acest punct de vedere BioR se
manifesta pozitiv, deoarece el poseda proprietatea de a activa formarea CC in tesutul muscular al
animalelor la intoxicarea acestora cu CCl,.

Astfel, intoxicatia cu CCly declanseaza instalarea unui stres oxidativ cronic care conduce la
acumularea diversilor produsi ai peroxidarii lipidelor, iar administarea remediului
cioanobacterian BioR manifesta proprietatea de a creste rezistenta fatd de produsii intermediari
ai POL prin micsorarea formarii lor si/sau cresterea potentialului antioxidant.

Concluzii

1. Intoxicatia cu CCly in tesutul muscular scheletic determinad modificari marcante a nivelului
produsilor intermediari ai peroxidarii lipidelor si care se afla in dependentd de etapa
ontogenetica de dezvoltare postnatald. Totodata, se Inregistreazd modificari neunivoce ale
valorilor AAT, preponderent reducerea potentialului antioxidant la animalele de diferita
varsta.

2. Remediul cioanobacterian BioR manifesta proprietatea de a creste rezistenta fata de produsii
intermediari ai POL prin micsorarea formarii lor si/sau cresterea potentialului antioxidant.
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INFLUENTA COMPUSILOR COORDINATIVI Al CUPRULUI
SI A COMBINATIEI LOR CU REMEDIUL CIANOBACTERIAN BioR
ASUPRA ENZIMELOR ANTIOXIDANTE iN RINICHI
Lilia Andronache
Laboratorul Biochimie USMF “Nicolae Testemitanu”

Summary
Influence of copper coordination compounds and their combinations with cyanobacterial
remedy bior on the activity of antioxidant enzymes in the kindey

The influence of copper coordination compounds CMT-28, CMT-67 and their
combinations with the cyanobacterial remedy BioR on kidney antioxidant enzymes activity in
rats with carbon tetrachloride poisoning. In subacute intoxication with CCl, BioR induced the
increase in superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase activities in the renal
tissue, which protects kidney cells and subcellular structures by neutralizing thre excess of free
radicals of oxygen, oxygen hydroperoxide and other peroxides. Compound CMT-28 induces
superoxide dismutase activity, while CMT-67 complex causes a significant increase in the
activities of SOD, GPO and GST in kidney tissue of laboratory animals with subacute CCl4
intoxication. BioR remedy shows synergistic action with CMT-28 and CMT-67, which was
caracterised by the maintainance of high activity of the investigated antioxidant enzymes.

Rezumat

S-a efectuat studiul actiunii compusilor coordinativi ai cuprului CMT-28 si CMT-67 si a
combinatiilor lor cu remediul de origine cianbacteriana BioR asupra activitatii enzimelor
antioxidante in rinichii la sobolani in intoxicatia cu tetraclorura de carbon. In intoxicatia subacuta
cu CCl, remediul BioR conditioneaza majorarea activitatii superoxid dismutazei, catalazei si a
glutationperoxidazei in tesutul renal, ceea ce asigurd protectia celulelor renale si a structurilor
subcelulare prin neutralizarea excesului de radicali liberi ai oxigenului, hidroperoxid de oxigen si
alti peroxizi. Compusul CMT-28 induce modificari veridice ale activitafii superoxid dismutazei,
pe cand complexul CMT-67 determind majorarea veridica a functionalitatii SOD, GPO si GST in
tesutul renal al animalelor de laborator in intoxicasia subacuta cu CCly, Remediul BioR manifesta
sinergism de actiune cu CMT-28 si CMT-67, ce s-a remarcat prin mentinerea la valori inalte sau
chiar amplificarea cresterii activitdfii enzimelor antioxidante cercetate.

Actualitatea

Sistemul antioxidant asigura o protectie eficientd si rapidd a organismului de actiunea
nociva a radicalilor liberi si produsilor generati de ei, menginand nivelul acestor compusi in
limitele fiziologice. Compartimentul enzimatic al sistemului antioxidant, reprezentat in principal
de superoxid dismutazd (SOD), catalaza (CAT), glutation peroxidaza (GP), glutation-S-
transferaza (G-S-T) si glutation reducatazad (GR) detine in organism functii diverse si foarte
importante [1, 4, 6, 7, 8, 10, 9, 11, 12].
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