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Summary
The modification of the free radical oxidation processes and antioxidant protection
in CCl, intoxication and the influence of sulphatated polysaccaharides from spirulina
Sulphatated polysaccharides from Spirulina platensis (SPS) administered per 0s in
physiological conditions caused predominantly prooxidant changes of the oxidant-antioxidant
balance. CCl, intoxication induced an excessive increase of the free radicals oxidation products
level, demonstrated by the significant increase of serum proteins advanced oxidation products
(PAOP) and by the tendency of increase of the ischemic modified aloumin level (IMA). The
treatment with SPS induced its non-significant reduction, but however IMA did not return to
normal value. SPS in CCl, poisoning intensified the formation of malonic dialdehyde, as well as
strengthened the antioxidant system, which is an adaptive-compensatory response to the
oxidative stress.

Rezumat

Polizaharidele sulfatate din Spirulina platensis (PSS) in conditii fiziologice au provocat
modificari predominant prooxidante asupra echilibrului oxidant-antioxidant. Intoxicatia cu CCly
a condus la cresterea excesivd a nivelului produsilor peroxidarii cu radicali liberi, fapt
demonstrat prin cresterea semnificativa a concentratiei plasmatice a produsilor proteici de
oxidare avansatd (PPOA) si tendinta de majorare al nivelului de albumind ischemic modificata
(AIM) care depasea cu 30% valorile martorului. Cura de tratament cu PSS a condus la o tendinta
slaba de reducere a valorilor acestui indice, care insd n-au revinit in cadru normal. PSS in
intoxicatia cu CCly au contribuit la intensificarea proceselor de formare a dialdehidei malonice,
precum si la fortificarea compartimentului antoxidant fapt ce poartda un caracter adaptativ-
compensator la actiunea stresului oxidativ.

Actualitatea

Radicalii liberi ai oxigenului (RLO), detin functii importante in mentinerea homeostazei
organismului si a proceselor reglatorii. Este certa implicarea RLO in apoptoza, inducerea genelor
responsabile de protectia imunologica, participarea la degradarea compusilor fagocitati,
recrutarea leucocitelor catre situsurile inflamatiei, activarea sistemelor de transport ionic,
reinnoirea membranelor biologice, activeaza in calitate de mesageri secunzi etc. [2, 9].

Totodata, RLO sunt responsabili de afectarea organelor si fesuturilor la nivel celular si
molecular in numeroase maladii si stari patologice [1, 8].

Intensificarea oxidarii peroxidice a lipidelor (OPL) in diverse procese patologice si maladii
este insotitd de acumularea in tesuturi si lichidele biologice a produsilor OPL, ca hidroperoxizii
lipidici, conjugatele dienice, compusii carbonilici si dialdehida malonica. S-a stabilit majorarea
semnificativa a produsilor OPL in diverse maladii, inclusiv, bolile hepatice (hepatite acute si
cronice, ciroza) [3-5].

Producerea RLO si intensitatea OPL sunt mentinute in limitele fiziologice de catre sistemul
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antioxidant (SAO). Se disting doua clase mari de compusi cu proprietati antioxidante — hidrofili
si hidrofobi. Antioxidantii hidrofili activeaza in citoplasma si plasma sangvina, iar cei hidrofobi
— in membranele biologice [9]. Un grup important de antioxidanti il constituie enzimele
antioxidante — superoxid dismutaza (SOD), catalaza (CAT), glutation peroxidaza (GP),
glutation-S-transferaza (G-S-T) si glutation reductaza (GR). Acestea formeaza un sistem
antioxidant multilateral si complex care neutralizeaza peroxidul de hidrogen si peroxizii lipidici
atat in mediile celulare, cat si in membranele biologice [4, 9].

Prin actiunea diferitor factori externi si interni se poate deregla mecanismul sistemului de
protectie antiperoxidica, prin care se instigd declansarea unei reactii nespecifice fiziopatologice —
sindromul de peroxidare.

Un sir de studii in vitro si in vivo sugereaza ca stresul oxidativ si sindromul de peroxidare
asociat lui provoaca dereglari care determind evolutia negativa a afectiunilor hepatice cronice
spre fibroza. Dezvoltarea afectiunilor hepatice cronice este asociatd cu acumularea compusilor
carbonilici, 4-hidroxinonenalului si dialdehidei malonice (DAM) in ficat, precum si de aductii
fluorescenti ai DAM cu proteinele serice in torentul sanguin. Acest fenomen, care este insotit de
o crestere a numarului de celule hepatice stelate (HSC) sugereaza ca, peroxidarea lipidica poate
contribui la stimularea sintezei de colagen si la proliferara acestor celule [3, 5].

Oxidarea peroxidicd a lipidelor cu radicali liberi deregleazd functionarea sistemelor
membranare ale celulei, inclusiv si ale lizozomilor, provocand cresterea permeabilitatii lor, fapt
considerat ca un mecanism universal al leziunilor celulare la nivel membranar [2, 8, 9].

Un interes aparte prezintd polizaharidele sulfatate extrase din biomasa cianobacteriei
Spirulina platensis (PSS), functiile principale ale carora sunt cele de bariera tisulara, adeziune
celulard, de protectie contra agentilor patogeni, precum si cea de rezervor al factorilor de
crestere. Multiple studii au pus in evidentd efectele antiviral, antitumoral, antiinflamator,
antiproliferativ, antioxidante etc. ale polizaharidelor sulfatate din cianobacterii [10], de aceea,
studierea mecanismelor de actiune a SBA de origine cianobacteriand, si anume a PSS asupra
proceselor OPL in intoxicata cu CCly, prezinta un interes teoretic si practic deosebit.

Scopul cercetarii consta in elucidarea particularitatilor proceselor de oxidare cu radicali
liberi, protectiei antioxidante si importanta lor patogenica in ciroza hepaticd experimentala,
precum si a mecanismelor de actiune a PSS, argumentarea eficientei aplicarii lor in hepatologie,
optimizarea metodelor de diagnostic biochimic pentru urmarirea eficientei tratamentului aplicat.

Materiale si metode

Experimentele au fost efectuate pe 30 sobolani adulti, fara pedigiu, cu masa corporala
cuprinsa intre 180 i 210 g, care au fost divizati egal in urmatoarele grupe:

1) grupa-martor; 2) sobolani practic sanatosi, carora li s-a administrat per os PSS; 3)
sobolani intoxicati cu CCly; 4) sobolani intoxicati cu CCly, carora li s-a administrat per os PSS.

Grupa martor a fost Intrefinutd la un regim obisnuit alimentar de vivariu. PSS au fost
administrate peroral zilnic sub forma de bautura in doza de 50 mg/kilocorp, dizolvat in 20 ml
bulion de vitd, timp de 14 zile. Modelarea cirozei hepatice (CH) a fost efectuata prin
administrarea subcutanata a sol. 50% CCl,, dizolvat in ulei de masline, in doza de 3 ml/kilocorp,
bisdptamanal timp de 60 zile.

La finalul experientei animalele au fost sacrificate sub narcoza usoard cu eter etilic.
Materialul biologic — ficatul a fost prelevat, spalat cu sol. fiziologica 0,85%, desicat cu hartie de
filtru. In continuare s-a preparat omogenatul hepatic in solutie tampon 0,1 M fosfat, ce continea
1 mM EDTA, pH 7,4, astfel ca dilutia finala a omogenatului sa constitue 1:10.

In omogenat s-au determinat indicii stresului oxidativ - hidroperoxizii lipidici (HPL),
dialdehida malonica (DAM), derivatii oxidului nitric (NO), produsele finale de glicare avansata
(AGE), albumina ischemic modificata (AIM), produsii proteici de oxidare avansata (PPOA)
conform procedeelor descrise [6, 7]. Modificarile indicilor protectiei antioxidante au fost
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apreciate prin evaluarea activitdtii antioxidante totale (AAT), superoxiddismutazei (SOD),
catalazei si glutationperoxidazei (GPO) [7].

Cercetarea a fost aprobatd de Comitetul de eticd In cercetarea biomedicala a USMF
,Nicolae Testemitanu” din 19.06.2011.

Rezultate si discutii

Rezultatele evaluarii influentei PSS asupra proceselor de oxidare cu radicali liberi ai
oxigenului si azotului sunt expuse in statistica tabelelor 1, 2, 3 si in figurile 1 si 2.

Studiul efectuat releva ca, in intoxicatia cu CCly se produce o acumulare elocventa de
peroxizi lipidici, confirmat prin acumularea unei cantitati sugestive de HPL, DAM si PPOA.
Acest fapt poate fi atribuit generarii in exces sau neutralizarii insuficiente a radicalilor liberi ai
oxigenului (RLO) si azotului (RLN). Radicalii mentionati sunt produsi in mod normal in
organism in cantitate mica, avand rolul de molecule mesager la nivel celular sau fiind implicati
in apdrarea celulara (in macrofage si neutrofile).

Tabelul 1
Modificarile proceselor de oxidare cu radicali liberi in tesutul hepatic n norma, in CH si
la administrarea PSS

Indicii Loturile de studiu

studiati Martor PSS CCl, CCI4+PSS
HPL, 4,3+0,92 5,6+0,7 7,6+0,83* 6,9+0,26*
un/conv (100%) 130% 177% 160%
DAM, 0,28+0,02 0,32+0,02 0,33+0,02* 0,33+0,02*
mkM/g tesut (100%) 114% (117%) 117%
NO, 1,3+0,2 1,5+0,1 1,3+0,2 1,1£0,1
mkM/g tesut (100%) (111%) (100%) (88%)

NOTA: * - veridicitatea statisticd fata de lotul martor, p<0,05.

Generarea RLO si RLN 1in exces are efecte nocive, acesti compusi producand alterarea
structurii unor proteine, lipide si acizi nucleici. Dintre RLO fac parte superoxidanionul (O%),
hidroxilul (OH), peroxilul (RO,), hidroperoxilul (HRO®), hidrogen peroxidul etc, iar din grupul
RLN fac parte oxidul nitric (NO), dioxidul de azot (NO?), peroxinitritul (ONOOQ), etc.

Nivelul NO in ficat in conditii fiziologice si in CH nu se modifica sub influenta PSS si
creste nesemnificativ cu 11% fata de lotul martor si cu 12% la medicatia CH comparativ cu lotul
de animale netratate (tabelul 1).

In conditii fiziologice tratamentul animalelor intacte cu PSS rezulti cu diminuarea valorilor

NO 1in serul sanguin cu 17% (p>0,05).

In CH indusa de CCly continutul de NO in serul sangvin se reduce neimportant cu 10%, iar

la medicatia cirozei cu PSS, nivelul NO revine practic la valorile martorului (figura 1).
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Fig. 1. Influenta PSS asupra continutului de oxid nitric (NO) in serul sangvin
la sobolani in norma si in CH experimentala.
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Tendinta spre diminuare a concentratiei de NO poate prezenta o verigd ce conduce la
micsorarea toxicitatii celulare prin stimularea producerii mesengerilor secundari AMPc, GMPc,
precum si a factorului nuclear NF-kB, etc. Datele recente arata cd o mare parte a citotoxicitatii
atribuitda NO se datoreaza peroxinitritului produs in rezultatul reactiei NO cu radicalii liberi ai
oxigenului (RLO). Peroxinitritul format interactioneaza cu lipidele, acizii nucleici si proteinele
prin mecanisme oxidative directe sau indirecte. Aceste reactii induc raspunsul celular de la
modulari subtile pana la deteriorari oxidative grave, rezultand apoptoza sau necroza celulara.

Reactiile nonenzimatice amplificate in conditii de SO prin care se genereazd RLO pot
conduce la autooxidarea glucozei si contribuie la interactiunea glucidelor cu proteinele cu
formare de AGE — produsi finali de glicare avansata, care sunt implicati in inducerea disfunctiei
endoteliale si aparitia complicatiilor vasculare in CH.

Studiile au aratat ca concentratia serica a AGE a scazut semnificativ la administrarea PSS
animalelor intacte si in CH cu 34% si, respectiv, 28% (p<0,05). Tratamenul CH cu PSS conduce,
practic, la normalizarea acestui indice.

Tabelul 2
Modificarile proceselor de oxidare cu radicali liberi in serul sanguin in norma,
In CH si la administrarea PSS

Grupurile de AGE, AlM, PPOA,
studiu un.conv mM/I mkM/L

Martor 645,0+20,53 0,205+0,008 13,97+1,55
(100%) (100%) (100%)

pSS 425,0+30,07* 0,266+0,016 19,65+1,54*
(66%) (130%) (141%)

ccl, 476,6+31,14** | 0,272+0,012 22,85+0,83*
(14%) (133%) (164%)

588,8+27,69 0,247+0,011 20,01+1,37*
CCL+PSS (91%) (120%) (143%)

NOTA: AGE — produsele finale de glicare avansata; AIM — albumina ischemic modificatd;
PPOA — produsele proteice de oxidare avansata.
Veridicitatea statistica: * - p<0,05; **- p<0,01 comparativ cu lotul martor;
* - p<0,05 comparativ cu lotul PSS, 5. comparativ cu lotul CCly,

Albumina modificata de ischemie (AIM) este o proteind noua, a carei concentratie creste in
starile hipoxice si in ischemiile miocardice. Testul se bazeaza pe capacitatea scazutd a regiunilor
N-terminale ale albuminei serice de a lega cobaltul in conditii de ischemie miocardica, probabil,
din cauza unui mecanism care include producerea de radicali liberi.

Cercetarile efectuate au stabilit cresterea nivelului de AIM in ciroza hepatica cu 33% (p>
0,05), ceea ce se datoreaza exacerbdrii proceselor de oxidare cu RLO, si este legata, probabil, de
prezenta fenomenelor de hipoxie si ischemie a tesutului hepatic in aceasta patologie. Astfel, in
CH se remarca cresterea nivelului de AIM, dar aceste rezultate nu au avut relevanta statistica din
cauza dispersiei mari ale rezultatelor obtinute. Cura de tratament cu PSS conduce la o tendinta de
revenire a valorilor acestui indice in cadru normal.

Rezultatele studiului, prezentate in tabelul 2 releva ca, administrarea PSS animalelor
intacte induce un spor al nivelului AIM care depdsea cu 30% valorile martorului, dar fara
relevanta statistica.

Astfel, albumina modificata de ischemie ar putea fi un marker util in evaluarea CH si a
patologiilor hepatice insotite de hipoxie si de ischemie tisulard, iar dozarea ei impreuna cu
efectuarea unor teste complementare poate imbunatati in mod evident strategiile de diagnostic si
de monitorizare a bolii. Este necesar de a repeta aceste cercetari si de a efectua studii pe un lot
mai reprezentativ de animale.
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Figura 2. Influenta PSS asupra proceselor de oxidare cu RLO in serul sanguin

in norma si in CH.

NOTA: AGE — produsi finali de glicare avansata,; AIM — albumina ischemic modificata;,
PPOA — produsi proteici de oxidare avansata.

Studiile au aratat ca concentratia plasmatica a produsilor proteici de oxidare avansata
(PPOA) a crescut semnificativ in CH. Medicatia cu PSS conduce la o tendinta slaba de reducere
a valorilor acestui indice, care insd nu revine in cadru normal. PPOA ar putea fi formati in timpul
SO prin interactiunea proteinelor plasmatice cu diferiti prooxidanti si pot fi considerati ca
markeri noi ai alterarii proteinelor induse de RLO. Pe de alta parte, PPOA pot contribui ei insasi
la procesul inflamator, care este asociat cu bolile hepatice, si chiar accelera fibroza hepatica. Unii
exploratori au relatat implicarea PPOA 1in procesele de stimulare a fibrozei renale [8].

Producerea RLO si intensitatea OPL sunt mentinute in limitele fiziologice de catre sistemul
antioxidant (SAO). Se disting doud clase mari de compusi cu proprietati antioxidante — hidrofili
si hidrofobi. Antioxidantii hidrofili activeaza in citoplasmad si in plasma sangvina, iar cei
hidrofobi — in membranele biologice. Un grup important de antioxidanti il constituie enzimele
antioxidante — superoxid dismutaza (SOD), catalaza (CAT), glutation peroxidaza (GPO). Ultima
in prezenta glutationului catalizeaza transformarea hidroperoxizilor in hidroxiacizi, ceea ce
contribuie la suprimarea actiunii lor toxice asupra membranelor celulare si preintampina initierea
reactiilor secundare de oxidare a lipidelor [9].

Din datele incluse in tabelul 3 a rezultatelor aprecierii activitatii antioxidante totale
desprindem cd, in CH se remarcd o reducere a nivelului AAT in tesutul hepatic, atat in mediul
polar, cat si celui nepolar cu 14% (p>0,05) si, respectiv, 20% (p<0,05), iar tratamentul cu PSS
conduce practic la restabililirea valorilor acestui indice, care revine practic in cadru normal.

Rezultatele studiului atesta ca, administrarea PSS animalelor intacte induce un spor statistic
relevant al nivelului AAT din mediul nepolar, hidrofob in tesutul hepatic care depasea cu 22%
valorile martorului.

In CH are loc o reducere concludenti a functionalititii GPO, care era cu 24% mai
inferioard valorilor nregistrate in lotul animalelor intacte. Efectul administrarii PSS in CH
asupra enzimelor sistemului antioxidant se manifesta prin amplificarea nivelului finctional al
SOD si GPO si care practic nu se deosebea de cel inregistrat in tesutul hepatic la animalele
intacte.
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Modificarile indicilor protectiei antioxidante in ficat Tn norma,

CH experimentala si la administrarea PSS

Tabelul 3

Indicii studiati Loturile
¢ Martor PSS cCl, CCl+PSS
AAT-faza * *
Fexanics 3,4i00,27 4,110(,)02 2,9i%,02 3,1i(3,16
kM. tesut (100%) (122%) (86%) (91%)
Qﬁllj;fgohcé 234036 1.840,09 1,8+0,12 2.0£0,07
> 0, 0, 0, 0,
mRM/a. tosut (100%) (80%) (80%) (87%)
S 1298+86.5 100165 1254184 1570457
! (100%) (77%) (97%) (121%)
Catalaza, 46.7848.58 42.41+10,08 47 40+0.10 40,66+7.53
uM/s.g prot (100%) (91%) 101% (87%)
GPO. 99.9+7.78 79.7+1.34 75,6445 93.448,16
nM/s.g prot (100%) (80%) (76%) (94%)

NOTA: * - veridicitatea statisticd fatd de lotul martor, p<0,05;
AAT — activitatea antioxidanta totald, SOD — superoxiddismutaza, GPO — glutationperoxidaza.

Astfel, PSS influenteaza pozitiv asupra sistemului antioxidant in tesutul hepatic in CH, fapt
demonstrat prin normalizarea activitatii antioxidante totale si a functionalitatii principalelor
enzime antioxidante. Cele expuse pun in evidentd efectul benefic al PSS asupra restabilirii
proprietatilor antioxidante ale ficatului in CH.

Concluzii

1. Intoxicatia cu CCly contribuie la cresterea excesiva a indicilor stresului oxidativ (SO) -
hidroperoxizilor lipidici (HPL) si dialdehidei malonice (DAM), precum si a produsilor proteici
de oxidare avansata (PPOA) si diminuarea produsilor finali de glicare avansati (AGE). In CH se
remarca o reducere a nivelului activitatii antioxidante totale (AAT) in tesutul hepatic, atat in
mediul polar, cat si in cel nepolar, iar cura de tratament cu PSS conduce practic la normalizarea
valorilor acestui indice.

2. La administrarea per os a polizaharidelor sulfatate din spirulind (PSS) animalelor intacte
se produce un stres oxidativ care se manifestd prin cresterea notabila a concentratiei PPOA. PSS
induce, deasemenea, o tendintd de crestere a nivelului HPL si DAM si contribuie la diminuarea
veridica a AGE.

3. In CH PSS influenteazi pozitiv asupra indicilor sistemului antioxidant, ceea ce se
manifesta prin normalizarea nivelului activitatii antioxidante totale din compartimentul hidrofob
sl a activitatii glutationperoxidazei (GPO).

Lucrarea a fost realizata in cadrul Programului de Stat ,,Epidemiologia hepatitelor si
cirozelor, profilactica si metode avansate de tratament” (proectul 11.934.09.01A).
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MODIFICARILE INDICILOR METABOLISMULUI ADENILIC
iN HEPATOPATIA EXPERIMENTALA SI SUB INFLUENTA UNOR
COMPUSI BIOLOGIC ACTIVI AUTOHTONI
Olga Tagadiuc, Veronica Sardari, Olga Stirba, Lilia Andronache

Laboratorul stiintific Biochimie, USMF , Nicolae Testemitanu”

Summary
Adenylate metabolism changes in experimental hepatopathy
and under the influence of some local biologically active compounds

It was established that in experimental toxic hepatopathy (HP) induced by long term
administration of CCly, the activity of the adenylate cycle enzymes: adenylate deaminase (AMP-
ase), adenosine deaminase (ADA-ase) and 5-nucleotidase in the liver and spleen were
significantly increased. Administration of local biologically active compounds — CMD-8, CMJ-
23, sulphated polysaccharides from Spirulina platensis (SPS) and BioR Fe-Se, maintained the
adenylate cycle enzymes activity in the liver tissue of intoxicated animals at high values similar
to those recorded in animals with HP. Bior Fe-Se, CMD-8 and CMJ-23 reduced the former
increased activity of AMP-ase, ADA-ase and normalized the activity of 5-nucleotidase in the
spleen tissue of rats with experiential HP.

Rezumat

S-a stabilit ca, in hepatopatia experimentala (HPE) toxica indusa prin administrarea de
duratdi a CCly, are loc cresterea semnificativa a activitatii enzimelor ciclului adenilic:
adenilatdeaminazei (AMP-azei), adenozindezaminazei (ADA-zei) si 5'-nucleotidazei (5-ND) in
ficat si splind. Administrarea compusilor biologic activi autohtoni — CMD-8, CMJ-23,
polizaharide sulfatate din Spirulina platensis (PSS) si BioR Fe-Se, mentine activitatea enzimelor
ciclului adenilic in tesutul hepatic al animalelor intoxicate la valori sporite, similare celor
inregistrate in lotul de animale cu HP. Remediul Bior Fe-Se si compusii CMD-8 si CMJ-23
reduc activitatea anterior sporita a AMP-azei, ADA-zei si normalizeaza activitatea 5-nucleo-
tidazei in tesutul lienal al sobolanilor cu HP experimentala.
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