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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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SOD este reprezentatul liniei intdi de protectie antioxidantd. Enzima neutralizeaza
superoxidanion radicalul, cu formarea apei oxigenate, care este scindatda de CAT la compusi
neactivi - apa si oxigen molecular [2, 5].

GPO catalizeaza reactia de scindare a peroxidului de hidrogen si a peroxizilor organici cu
participarea glutationului redus si trecerea acestuia in forma oxidata, specificitatea pentru GSH
fiind foarte mare. GPO se afld in relatii de competivitate cu CAT si SOD in neutralizarea
excesului de H,O; si alti peroxizi, ceea ce da posibilitate sistemelor feed-back sa actioneze
reglator eficient. Caracterul competitiv al relatiilor dintre aceste enzime fundamenteaza si
localizarea diferita a acestor enzime in compartimentele intracelulare [10]. Astfel, CAT este
localizata in mitocondrii §i peroxizomi in tandem cu GPO, pe cand in citoplasma, GPO este
cuplatd cu SOD. In acest fel, prin cuplarea a doua enzime, si a unor antioxidanti neenzimatici se
asigurd atat protectia structurilor subcelulare, cit si reglarea activarii O, evitandu-se formarea
radicalului OH".

Principalul tip de GPO contine 4 atomi de Se distribuiti Intre cele 4 subunitati polipeptidice
ale enzimei, masa moleculara a enzimei fiind de 85 kDa. Natura a favorizat astfel formarea unei
enzime antioxidante cu o versatilitate mai mare decat a SOD si a CAT, care se caracterizeaza
printr-o specificitate de substrat inaltd. De mentionat ca in celule mai exista un tip de GPO ce nu
contine Se in centrul activ, cu o specificitate si mai micad fatd de diverse substraturi organice si
care poseda si activitate transferazica [8].

Pe langa GPO mentionate anterior, au fost izolate si studiate o grupa de enzime denumite
glutation-S-transferaze (G-S-T), care catalizeaza conjugarea GSH cu o mare varictate de
compusi organici electrofili, cu formarea acizilor mercapturici. Acest tip de reactii reprezintd o
forma importantd de detoxifierie In organism, care asigura supravietuirea lui in conditiile poluarii
chimice. De mentionat, ca in rinichi (tubii proximali) G-S-T constituie cca 2% din proteinele
solubile citoplasmatice. Activitatea G-S-T este mult influentatd de tratamentul indelungat cu
barbiturice, paracetamol, fenacetind, derivatii catecolaminelor (DOPA).

Atat GPO, cat si G-S-T necesitd prezenta glutationului redus (GSH) in sistem pentru
realizarea functiilor sale. GSH este un important reglator redox independent. Un rol important in
metabolismul GSH ii apartine GR. La mamifere GR este prezenta in toate organele si tesuturile;
activitatea cea mai Tnaltad fiind depistatd in rinichi, intestin, ficat, glandele endocrine si plamani.
Rolul biologic principal al GR constd in mentinerea nivelului inalt de GSH si scazut de GSSG,
deoarece GSH isi realizeaza functiile sale biologice doar in forma redusd. GR permite de a
reduce considerabil necesitatea in sinteza de novo a GSH [10]. Totodata, functionarea GR este
cuplatd continuu cu activitatea enzimelor care oxideazd G-SH in procesele de reducere a
peroxizilor (GPO si G-S-T), disulfidelor (glutaredoxina, protein disulfidizomeraza) sau
ribonucleotidelor (ribonucleotidreductaza). Astfel, prin mentinerea nivelului scazut de GSSG,
care moduleaza activitatea mai multor enzime, GR asigura functiionarea acestor enzime.

O problema de mare actualitate care se evidentiaza din analiza situatiei in domeniu consta
in necesitatea studiului modificarilor statutului antioxidant al rinichilor in intoxicatia cu CCly si a

..........

Scopul cercetirii a fost evaluarea actiunii compusilor coordinativi ai cuprului CMT-28 si
CMT-67 si a combinatiilor lor cu remediul de origine cianobacteriand BioR asupra activitatii
principalelor enzime antioxidante - superoxid dismutazei (SOD), catalazei (CAT), glutation
peroxidazei (GPO), glutation-S-transferazei (G-S-T) si glutationreductazei (GR), in tesutul renal
la intoxicatia cu tetraclorura de carbon.

Materiale si metode

Compusii coordinativi ai cuprului — CMT-28 si CMT-67, au fost sintetizati 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).

131



Experientele au fost efectuate pe 80 sobolani adulti fara pedigiu cu masa corporald cuprinsa
intre 180 si 230 g, care au fost divizati egal in urmatoarele grupe: martor — animale intacte,
divizate in doud subloturi - masculi si femele. Animale, carora le-a fost administratd sol. 50%
CCly in ulei de masline, de doua ori pe saptimana, timp de 8 sdptdmani. Sobolanii au fost
divizati in doud subloturi - masculi si femele. Animale, carora dupa intoxicarea cu CCl4, le-a
fost administrat remediul cianobacterian BioR 1n doza de 1 mg si 2 mg la kg masa corporala,
compusii coordinativi al cuprului CMT-28 si CMT-67 si combinatiile BioR+CMT-28 si
BioR+CMT-67 in doza de cate 1 mg/kg masa corporala timp de 10 zile.

La finalul experientei animalele au fost sacrificate sub narcoza usoard cu eter etilic.
Materialul biologic — rinichii, au fost prelevati, spalati cu sol. 0,85% NaCl, desicati cu hartie de
filtru. Homogenatul tesutului renal (10%) a fost preparat in solutie tampon fosfat 0,1 M ce
continea | mM EDTA, pH 7.,4.

In homogenat s-a determinat activitatea SOD, CAT, GPO, G-S-T si GR conform metodelor
descrise anterior [3]. Pentru testarea diferentei semnificative dintre indicii studiati ai loturilor
comparate s-a utilizat testul statistic nonparametric ,,U Mann-Whitney” si pragul de semnificatie
p<0,05 (StatsDirect statistical software, version 1.9.5, 2001).

Rezultate si discutii

In rinichiii sobolanilor intoxicati cu CCl; nu au fost identificate modificari statistic
semnificative ale activitatii SOD si catalazei atat la masculi, cat si la femele (tab. 1). Totusi, la
animalele de diferit sex s-au constatat tendinte distincte ale modificarii activitatii acestor enzime
- la masculi s-a inregistrat o tendinta de majorare a activitatii SOD (6%) si catalazei (3%), iar la
femele - de diminuare (respectiv, cu 4% si 10%). Rezultatele mentionate ne atestd ca, in
intoxicatia subacuta cu CCly se mentine la valorile de referinta potentialul enzimelor antioxidante
renale responsabile de neutralizarea formelor de radicali produsi primar in stresul oxidativ indus
de CCly. Luand in considerare capacitatea oxidativa semnificativd a CCly, este evidenta
necorespunderea intre amploarea proceselor oxidative patologice induse de agentul nociv si
raspunsul modest al sistemului antoxidant enzimatic al rinichilor.

Analiza rezultatelor evaluarii activitatii SOD si catalazei la animalele intoxicate cu CCly
dupd medicatia cu remediile autohtone studiate a relevat, ca BioR, CMT-28, CMT-67 si
combinatiile lor amplifica in diferitd masura activitatea SOD comparativ cu valorile depistate la
animalele intoxicate, ce determind mentinerea nivelului functional al enzimei peste cel de
referintd. Influenta compusilor studiati asupra activitatii catalazei este neunivoca.

BioR induce raspuns in functie de doza administrata. In doza de 1 mg/kg BioR determina o
sporire a activitatii SOD si catalazei atat peste valorile martor (cu respectiv 13% si 8%), cat si
peste cele depistate la animalele intoxicate cu cca 7% (p>0,05 in toate cazurile).

Tabelul 1. Influenta remediilor autohtone asupra activitatii SOD si catalazei in rinichi la sobolani
in conditii fiziologice si la intoxicatia cu CCly

. SOD Catalaza
Grup de studiu u.c./g.prot uM/s.1.
Martor masculi (1) 1990,4+126,6 31,20+3,10
Martor femele (2) 2115,0+55,4 33,62+2,75
Intoxicatie cu CCl, masculi (10) 2104,9+122,6 (106%) 32,17+2,32 (103%)

Intoxicatie cu CCl, femele (9)
BioR (1 mg/kg) (7)
BioR (2 mg/kg) (8)
CCIl4+CMT-28 (6)
CCIl4+CMT-67 (3)

2025,1+114,4 (96%)
2254,1+136,1 (113%)
2042,7+137,1 (103%)
2491,7+107,6 *° (118%)
2630,3+£321,4 (124%)

30,41+2,98 (90%)
34,59+2,03 (108%)
30,46+2,04 (97%)
31,67+0,9 (94%)
29,18%3,60 (86%)
32,55+1,85 (97%)

CCl4+BioR+CMT-28 (5)

2228,2+134,3 (105%)

CCl4+BioR+CMT-67 (4)

2237,7£227,6 (112%)

34,93+5,0 (112%)
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Nota: SOD — superoxiddismutaza;
a) diferenta statistic semnificativa fata de lotul-martor, * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;
b) diferenta statistic semnificativa fata de lotul-CCly, ° - p<0,05; % - p<0,01; °®- p<0,001.

Compusii coordinativi ai cuprului manifestd actiuni diferite asupra activitatii SOD si
catalazei in rinichii animalelor intoxicate cu CCly. Activitatea SOD este majoratd comparativ cu
valorile depistate la animalele intoxicate de CMT-28 cu 23% (p<0,05), ce este cu 18% peste
nivelul de referintd (p<0,05), iar de CMT-67 - cu respectiv, 24% si 30% (p>0,05). Totodata,
CMT-28 amplifica activitatea catalazei cu 4% si o aduce la 94% din valorile de referinta, pe cand
CMT-67 aprofundeazd diminuarea stabilita la animalele intoxicate (86% comparativ cu
martorul).

Tratamentul combinat - atit cu BioR+CMT-28, cat si cu BioR+CMT-67, majoreaza
activitatea SOD peste valorile specifice animalelor intoxicate (cu respectiv, 10% si 6%, p>0,05)
si celor martor (cu respectiv 5% si 12%, p>0,05). In acelasi timp, activitatea catalazei este
amplificata peste nivelul de referinta doar de BioR+CMT-67.

Rezultatele studiului, prezentate in tabelul 2, au relevat ca intoxicatia cu CCl4 nu produce
modificari ale activitatii enzimelor glutation-dependente in tesutul renal. S-a stabilit doar
cresterea activitatii G-S-T la femele cu 29% fata de valorile martorului (p<0,05).

Tabelul 2. Influenta remediilor autohtone asupra activitatii enzimelor glutationice in rinichi la
sobolani in conditii fiziologice si la intoxicatia cu CCly

Grup de studiu GPO GST GR
uM/s.g.prot. uM/s.g.prot nm/s.g.prot
Martor masculi (1) 62,98+4,71 89,57+4,54 17,49+2,01
Martor femele (2) 65,22+2,17 68,25+4,53 19,30+2,29
E‘é;’ma@e cu CClmaseuli | 6o 7643 11 (110%) | 82.3242,69 (92%) 19(1239*(5(;)81
Intoxicatie cu CCly femele o x 0 20,58+2,23
©) 65,52+5,51(100%) | 88,06+5,31* (129%) (106%)

BioR (1 mg/kg) (7) 77 477,06 (123%) | 81,4546,36 (90%) | 16,47+2.61 (94%)

BioR (2 mg/kg) (8) 63,98+5,13 (102%) | 92,11+4,10 (103%) | 15,65+1,69 (89%)
CCl4+CMT-28 (6) 82,57+3,98%%* (98%) | 71,95+7,31 (105%) 21(’118;[(%)4 !
CCl4+CMT-67 (3) 84,64+9,15° (129%) |96,90+14,39" (142%) | 17,13+2,62 (88%)
CCl4+BioR+CMT-28 (5) | 85,81+3,17° (132%) | 84,66+6,17° (124%) | 16,33+1,26 (84%)
. 114,54+20,96 18,29+2,05
- * 0, > B s ’
CCl4+BioR+CMT-67 (4) | 91,0449,76* (144%) (127%) (104%)

Nota: GR - glutationreductaza; GPO - glutationperoxidaza, GST — glutationtransferaza;
* - diferenta statistic semnificativa fata de lotul-martor, p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001,
0. diferenta statistic semnificativa fatd de lotul-CCly, p<0,05; % - p<0,01; °°- p<0,001.

Analiza datelor obtinute releva raspunsuri similare ca tendinte ale activitatii GPO si G-S-T
la medicatie. Activitatea ambelor enzime nu se modifica semnificativ la administrarea BioR in
ambele doze si a CMT-28.

Totodata, activitatea ambelor enzime se amplifica la administrarea CMT-67 (cu 29% si
42%, respectiv) si a combinatiilor BIOR+CMT-28 (cu respectiv, 32% si 24%) si BioR+CMT-67
(cu respectiv, 44% si 27%). Prin urmare se atesta actiunea sinergistd a BioR si compusilor
coordinativi CMT-28 si CMT-67, ce se manifesta prin iducerea preponderenta a activitatii GPO
si G-S-T. Inducerea activitatii enzimelor mentionate prin administrarea remediilor autohtone
poate ridica eficienta protectiei celulare la actiunea diversilor prooxidanti. Intensificarea
activitatii enzimelor glutationice, (GPO si GST), impusd de BioR pe fundalul administrarii
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compugsilor CMT-28 si CMT-67 constituie efecte pozitive, potentdnd protectia celulelor renale
fata de actiunile toxice ale CCl, si metabolitilor activi si astfel acesti compusi potenteaza
rezistenta organismului fata de substantele citotoxice [10].

Spre deosebire de GPO si G-S-T, activitatea GR este diminuata de majoritatea remediilor
studiate. BioR in ambele doze, precum si combinatia lui cu CMT-67 scade nivelul functional al
enzimei cu 11-16% comparativ cu valorile de referinta. Doar CMT-28 si combinatia
BioR+CMT-67 maresc activitatea GR comparativ cu martorul. Totodata, toate modificarile
stabilite nu sunt statistic veridice.

Concluzii

1. In intoxicatia subacuti cu CCls remediul BioR conditioneazi majorarea activitatii
superoxid dismutazei, catalazei si a glutationperoxidazei in tesutul renal, ceea ce asigura
protectia celulelor renale si a structurilor subcelulare prin neutralizarea excesului de radicali
liberi ai oxigenului, hidroperoxid de oxigen si alti peroxizi.

2. Compusul CMT-28 induce modificari veridice ale activitatii 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.

3. Remediul BioR manifestd sinergism de actiune cu CMT-28 si CMT-67, ce s-a remarcat
prin mentinerea la valori inalte sau chiar amplificarea cresterii activitatii enzimelor antioxidante
cercetate.
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