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INDICII METABOLISMULUI TIOL-DISULFIDIC iN FICAT
iN CIROZA HEPATICA EXPERIMENTALA SI INFLUENTA
POLIZAHARIDELOR SULFATATE DIN SPIRULINA
Lilia Andronache, Olga Tagadiuc, Veronica Sardari, Olga Stirba, Valentin Gudumac
Laboratorul stiintific Biochimie, USMF , Nicolae Testemitanu”

Summary
The indices of thiol-disulfide metabolism in experimental liver cirrhosis
and influence of sulphatated polysaccharides from Spirulina

In experimental liver cirrhosis (LC) induced by CCl, administration, changes of different
intensity of the thiol-disulfide metabolism indices was noted — accumulation of significant
quantity of oxidized glutathione (GSSG), and decrease of the (GSH)/GSSG ratio, diminution of
the glutaredoxin and increase of y-glutamyl transpeptidase (y-GTP) activities. Administration to
intact animals of sulphatated polysaccharides from spirulina (SSP) resulted in the increase of
GSSG amount, decrease of GSH/GSSG ratio and decrease of the functional level of thioredoxin
reductase (TrsR) and glutaredoxin. Medications of experimental LC with SSP leads to
normalization of the GSH/GSSG ratio compared with the group of untreated cirrhotic animals.
SSP exerted a supressive action on TrsR and glutaredoxin in cirrhotic liver.

Rezumat

In ciroza hepatici (CH) indusd prin administrarea CCl; S-au remarcat modificari de
intensitate diferita ale indicilor metabolismului tiol-disulfidic — acumularea unei cantitati
sugestive de glutation oxidat (GSSG) si reducerea raportului GSH/GSSG, diminuarea activitatii
glutaredoxinei si majorarea activitatii y-glutamiltranspeptidazei (y-GTP). Administrarea
polisaharidelor sulfatate din spirulina (PSS) animalelor intacte a condus la cresterea nivelului de
GSSG, reducerea raportului GSH/GSSG si a nivelului functional al tioredoxinreductazei (TrsR)
si glutaredoxinei. Medicatia CH cu PSS a condus la normalizarea valorilor GSSG si a raportului
GSH/GSSG comparativ cu lotul animalelor cu patologia netratatd. PSS au manifestat o actiune
supresanta asupra TrsR si glutaredoxinei in ficatul cirozat.

Actualitatea
Studiul aprofundat al proceselor biochimice, mecanismelor de reglare care participa la
mentinerea homeostazei celulare este o directic de mare actualitate a biochimiei functionale a
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ficatului. In mentinerea statutului tiol-disulfidic in celulele mamiferelor un rol important ii revine
sistemului glutationic (GR/GSH) si celui tioredoxinic (TrxR/TRX). Aceste sisteme joaca un rol-
cheie in protejarea macromoleculelor celulare de deteriordrile cauzate de radicalii liberi ai
oxigenului (RLO) si speciile electrofilice, dar si datoritd implicarii In mai multe cai de
semnalizare celulard (controlul activitatii factorilor de transcriptie si altor factori ce regleaza
apoptoza si diviziunea celulard). In consecintd, inhibarea sistemului tioredoxinic poate induce
medicamente anticanceroase [6, 8].

Glutation peroxidaza (GP), glutation-S-transferaza (G-S-T), glutation reductaza (GR) si
glutationul (GSH) formeaza un sistem antioxidant multilateral si complex care neutralizeaza
peroxidul de hidrogen si peroxizii lipidici atat in mediile celulare, cét si in membranele biologice
[9, 10, 11]. Glutationul este componenta de bazd a redox tamponului celular, care mengine
constant mediul redus caracteristic pentru celuld si care participa la controlul redox-tiolic al
activitatii enzimelor.

Metabolismul tiol-disulfidic prezinta o functie integrativa si pentru multe procese este un
factor rezultant, care determina activitatea functionald a organismului animal. Intensitatea lui
conditioneaza viteza celor mai diverse reactii de biosinteza, crestere si dezvoltare a celulelor si
organelor, a proceselor de transport si de reparatie si multor altor aspecte ale activitatii vitale.
Aceasta explica interesul constant al savantilor pentru explorarea diverselor aspecte ale
metabolismului tiol-disulfidic [2, 3, 5].

Progresele stiintelor fundamentale au permis o mai bund cunoastere a patogeniei
afectiunilor hepatice [6]. Totusi, acestea continud si fie o problema dificili a medicinei
contemporane in aspectul diagnosticului, tratamentului si a mecanismelor moleculare ale
aparitiei si dezvoltarii lor.

In studiile stiintifice cu referinta la problema in cauzi lipsesc datele ce relevd modificarile
metabolismului tiol-disulfidic la utilizarea unor compusi biologic activi (CBA) autohtoni (baze
Schiff noi, combinatiile lor cu metale tri-d) si remediilor de origine cianobacteriana in
hepatopatiile experimentale toxice.

Scopul cercetirii constd in elucidarea particularitatilor metabolismului tiol-disulfidic si
importanta lui patogenicd in ciroza hepatica si a mecanismelor de actiune a polizaharidelor
sulfatate din spirulind (PSS), argumentarea eficientei aplicarii lor in tratamentul patologiilor
hepatice.

Materiale si metode

CH experimentald a fost indusd la animalele de laborator prin metoda clasica de injectari
subcutanate bisdptaminale a solutiei de 50% de tetraclorurd de carbon (CCly) in ulei de masline
in doza de 3 ml/kg masd corporald in decurs de 60 zile. Animalelor cu CH experimentala in
decursul a 30 zile li se injecta i/m solutie fiziologica.

Medicatia CH experimentale a fost efectuata prin administrarea PSS. Experimentele au fost
efectuate pe 30 sobolani adulti, fara pedigiu, cu masa corporald cuprinsa intre 110 si 230 g, care
au fost divizati egal in urmatoarele loturi: 1) lotul-martor; 2) sobolani practic sandtosi, carora li
s-a administrat PSS; 3) sobolani intoxicati cu CCly); 4) sobolani intoxicati cu CCly, carora li s-a
administrat PSS.

Lotul-martor a fost intretinut la un regim obisnuit alimentar de vivariu si carora li se injecta
intramuscular solutie fiziologica in decursul a 30 zile. PSS au fost administrate peroral zilnic sub
forma de bautura in doza majora de 50 mg/kilocorp, dizolvat in 20 ml bulion de vita, timp de 30
zile.

Dupa 24 de ore de la ultima administrare a remediilor testate, animalele au fost sacrificate
sub narcoza usoara cu eter sulfuric si prelevate ficatul si sangele. Toate operatiile s-au executat
in mediu glacial. Ficatul a fost spalat cu sol. fiziologicd 0,85%, desicat cu hartie de filtru. In
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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 tesutul hepatic s-a determinat continutul de glutation total, glutation redus (GSH),
glutation oxidat (GSSG), a raportului GSH/GSSG, precum si a nivelului de SH-grupe proteice
[4, 7].

Activitatea celor mai importante enzime ale metabolismului tiol-disulfidic — glutation-
reductazei (GR), glutation-S-transferazei (G-S-T), y-glutamiltranspeptidaza (y-GTP), tioredo-
xinei (TrsR) si a glutaredoxinei au fost apreciate conform metodelor descrise anterior [4-7].

Toate procedeele de determinare a activitatii enzimelor si a continutului de substante au
fost executate dupa tehnici, adaptate pentru aplicarea la riderul hibrid multi-modal cu microplaci
Synergy H1 (Hydrid Reader) (BioTek Instruments, SUA).

Cercetarea a fost aprobata de Comitetul de Eticd a Cercetarii a USMF , Nicolae
Testemitanu” (aviz pozitiv din 20 iunie 2011).

Rezultate si discutii

Rezultatele de evaluare ale metabolismului tiol-disulfidic in tesutul hepatic al animalelor cu
CH experimentala si la administrarea CBA autohtoni sunt expuse in statistica tabelului 1.

Studiul efectuat releva ca, in CH se produce o acumulare statistic autenticd de GSSG, fapt
confirmat prin acumularea unei cantitati sugestive de acest tripeptid si de reducerea raportului
GSH/GSSG (tabelul 1). Administrarea PSS animalelor intacte, de asemenea, se soldeaza cu
aceleasi modificari ale indicilor mentionati mai sus, si anume: cresterea nivelului de GSSG,
reducerea raportului GSH/GSSG. Medicatia CH cu PSS conduce practic la normalizarea
valorilor GSSG si a raportului GSH/GSSG (tabelul 1).

Tabelul 1
Influenta PSS asupra indicilor metabolismului tiol-disulfidic in ficat n norma
si In CH experimentald (nmol/s.g prot)

Indicii studiati Loturile
Martor PSS CCl, CCl4+PSS
Glutation total, 12,1+0,06 10,8+0,14 11,2+0,19 10,4+0,41
mkM/g tesut (100%) (89%) (92%) (82%)
GSH, 11,3+ 0,03 9,8+0,09 10,2+0,19 9,9+0,09
mkM/g tesut (100%) (87%) (86%) (88%)
GSSG, 0,9+0,07 1,4+0,52* 1,3+0,16* 0,93£0,09
mkM/g tesut (100%) (164%) (149%) (108%)
12,6+1,1 7,4+0,5* 7,8+0,6* 10,6+0,9
GSHIGSSG (100%) (59%) (62%) (84%)
GR, 2,05+0,03 1,65+0,02 2,17+0,06 2,11+0,03
mkM/s.g prot (100%) (80%) (106%) (103%)
G-S-T, 142 5+14,1 127,7+12,19 135,0+4,32 121,6+14,73
nM/s.g prot (100%) (89%) (95%) (85%)
TrsR, 84,36+2,9 53,67+6,67* 75,56+0,83 47,114+4,26*
nM/s.g prot (100%) (64%) (89%) (56%)
Glutaredoxina, 31,3+0,46 22,4+0,86* 18,6+1,0** 22,6+1,78*
nM/s.g prot (100%) (72%) (59%) (72%)
SH-grupe proteice, 94,4+8.6 83,3+6,91 83,8+7,85 83,8+9,06
mol/g prot (100%) (88%) (89%) (89%)

NOTA: * — diferenta statistic semnificativa fatd de lotul-martor, p<0,05; ** — p<0,01;
i diferenta statistic semnificativa fata de lotul cu CH, p<0,05; " p<0,01.

Astfel, rezultatele studiului efectuat releva cd, compusul PSS contribuie la normalizarea
continutului de GSSG 1in tesutul hepatic cirozat, iar la animalele intacte preparatul PSS induce
formarea acestui tripeptid.
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Cresterea concentratiei de GSSG poate fi explicatad atat prin reducerea vitezei de reciclare
a GSH la nivel enzimatic, cat si prin intensificarea formarii lui, produsa de exacerbarea stresului
oxidativ (SO) la actiunea CCly si a produsilor lui de metabolizare.

Rezultatele de evaluare a activitatii GR, care reduce GSSG si detine astfel un rol important
in reciclarea GSH demonstreaza, ca aceasta enzima nu sufera modificari relevante. De mentionat
totusi o tendintd neveridica de diminuare a fortei catalitice a enzimei la administrarea PSS
animalelor intacte.

O alta enzima a sistemului antioxidant de protectie — glutation-S-transferaza (G-S-T)
catalizeaza conjugarea glutationului cu o mare varietate de compusi organici electrofili, initiind
formarea acizilor mercapturici — o forma importanta a detoxifierii in organism.

In cazul evolutiei proceselor de peroxidare lipidica panid la formarea unor compusi finali
foarte reactivi — aldehidelor, G-S-T intervine prin descompunerea lor. Aceste aldehide o, B-
nesaturate sunt exterm de reactive, producand inhibarea sintezei de acizi nucleici si proteine, a
glicolizei si respiratiei mitocondriale [9].

In ficatul sobolanilor intoxicati cu CCls nu s-au inregistrat modificari veridice ale activitatii
glutation-S-transferazei. Totodata, la administrarea PSS atit animalelor cu CH, céat si celor
intacte, activitatea tisulard a enzimei suferd o usoara tendintd neveridica de reducere a nivelului
sau functional.

Dinamicul activitatii serice a glutation-S-transferazei in ciroza si la medicatia acesteia cu
PSS sunt ilustrate in statistica tabelului 1 si figura 1.
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Figura 1. Influenta PSS asupra activitatii G-S-T in serul sanguin in norma
si ITn CH experimentala.

Datele obtinute atestd ca activitatea acestei enzime in serul sanguin in CH si la
administrarea PSS suportd o crestere statistic concludentd a nivelului sdu functional fata de
valorile considerate de referintd ale animalelor intacte. Amplificarea functionalitatii G-S-T in
serul sanguin ar putea fi rezultatul atat al modificarilor conformationale ale moleculelor enzimei,
cat si intensificarii exocitozei acesteia din tesuturile si celulele producatoare.

Modificarile activitatii G-S-T in serul sanguin, stabilite in cercetarile noastre pot fi privite
drept o manifestare a proceselor de compensare si adaptare, orientate spre intensificarea
proceselor de detoxifiere si neutralizare a compusilor toxici foarte reactivi.

In metabolismul glutationului este implicata si y-glutamiltranspeptidaza (y-GTP) — o
peptidaza specifica, localizatd in fractia microsomald a hepatocitelor si in celulele epiteliale ale
ducturilor biliare si care participa in transportul aminoacizilor si peptidelor mici prin membrana
plasmatica, implicandu-se astfel in sinteza proteicd [7, 9].
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Modificarile activitdtii y-GTP in tesutul hepatic iIn norma si In CH experimentald la
administrarea PSS sunt expuse in figura 2. Dupa cum se vede, activitatea y-GTP in tesutul
hepatic la animalele cu CH creste veridic cu +27% (p<0,05).
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Figura 2. Modificarile activitatii y-GTP in tesutul hepatic in norma
si in CH experimentald la administrarea PSS.

In experientele noastre activitatea y-GTP este indusa de catre PSS, atat la administrarea
animalelor intacte, cat si in CH. Modificarile in activitatea y-GTP, induse de tratamentul cu PSS
in CH, se rezuma la amplificarea enzimei date, cand indicii de enzimoactivitate devanseaza cu
47% (p<0,05) nivelul desemnat pentru lotul fara medicatie (figura 2).

Activitatea enzimei creste in afectiunile hepatice cronice [1, 2, 12], fapt confirmat si in
investigatiile noastre. Este cunoscut cd, y-GTP participa la transpunerea aminoacizilor prin
membranele celulare si, deci, se angajeazi in sinteza proteici la nivel de organe si tesuturi. In
acest caz devine clar ca, inductia y-GTP 1n tesutul hepatic prin administrarea PSS poate potenta
procesele anabolice si cele proliferative in acest organ. In baza acestor date, am putea prezuma,
ca PSS influenteaza pozitiv asupra proceselor proliferative, derulate in parenchim in CH.

Un rol important In metabolismul tiol-disulfidic apartine tioredoxin reductazei (TrsR) si
glutaredoxinei. TrsR este o enzimd homodimerica ce contine selenocisteina si care catalizeaza
reducerea NADPH-dependenta a tioredoxinei (TRX) si a altor numeroase proteine celulare
oxidate. Ea joacd un rol important in protectia celulara fatd de efectele nocive ale SO. In plus,
TrsR participa In mai multe cai de semnalizare celulara, fiind implicata in controlul activitatii
factorilor de transcriptie care contin sisteme critice in domenele lor de legare cu ADN, cum ar fi
factorul nuclear NF-kB, activatorul proteinei-1, proteina p53 si receptorul glucocorticoid. TRX
redusa poate lega si inactiva kinaza-1, ce regleazd apoptoza, iar oxidarea TRX conduce la
reactivarea acestei kinaze si inducerea apoptozei dependente de kinaza-1 [5, 10].

In afard de TRX, TrsR are un spectru larg de substraturi, variind de la molecule mici, cum
ar fi selenitul, hidroperoxizii lipidici, dehidroascorbatul, precum si asa proteine ca disulfid-
izomeraza sau glutation peroxidaza, etc. Cele mai multe dintre aceste substraturi sunt implicate
in reglarea tamponului redox tiolic celular, prin urmare, TrxR joacad un rol central in mentinerea
homeostazei redox-tiolice direct sau inpreuna cu TRX [3, 7]. Modificarile activitatii TrsR in
norma si in CH experimentald precum si la administrarea PSS sunt expuse in tabelul 1.

Activitatea TrsR in CH manifesta o tendinta statistic neconcludenta de reducere cu 11%, iar
cura de tratament cu PSS conduce la depresia substantiald a nivelului de activitate enzimatica,
aceasta Inregistrand valori de aproape cu 2 ori mai inferioare celor Inregistrate in lotul de
referintd. Administrarea PSS animalelor intacte, deasemenea, induce o diminuare substantiala a
fortei catalilice a TrsR cu 44% fata de nivelul martorului.

TrsR Se-dependentd este tinta moleculara a multor remedii antitumorale [3, 7]. Astfel,
remediul cianobacterian PSS, dupa cum au stabilit cercetdrile noastre, ar putea inhiba
proliferarea celulele hepatice stelate prin reducerea functionalitatii TrsR Se-dependente.
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Din datele incluse 1n tabelul 1 a rezultatelor aprecierii activitatii tisulare a glutaredoxinei
desprindem ca, administrarca PSS animalelor intacte contribuie la supresia activitatii acestei
enzime. In CH se remarci o reducere concludentd a nivelului functional al glutaredoxinei cu
48% (p<0,001). Pe fundal de medicatie cu PSS activitatea enzimei testate se reorienteaza spre o
amplificare usoara, totodata, valorile deduse erau cu 20% (p<0,01) mai inferioare comparativ cu
indicii de referintd, ceea ce demonstreaza capacitatea redusa a acestui remediu de a restabili
functionalitatea glutaredoxinei.

Astfel, activitatea TrsR in CH scade neimportant, iar medicatia cu PSS conduce la depresia
substantiald a nivelului de activitate enzimatica, ceea ce ar putea inhiba proliferarea celulelor
hepatice stelate prin reducereca functionalititii TrsR Se-dependente. Administrarea PSS
animalelor intacte, deasemenea, induce o diminuare substantiala a fortei catalilice a TrsR fata de
nivelul martorului. Rezultatele obfinute demonstreaza ca, in CH activitatea glutaredoxinei se
micsoreaza substantial, iar cura de tratament cu PSS contribuie intr-o micd masurd la
restabililirea nivelului de enzimoactivitate, care nu atingea valoarea parametrului Tn norma.
Reiesind din aceste date, PSS ar putea contribui la chemopreventia dezvoltarii carcinomului
hepatic datorita efectelor de inhibare a functionalitatii sistemului tioredoxinic, sistem implicat n
reglarea proceselor de proliferare si apoptoza celulara.

Concluzii

1. In ciroza hepatici (CH) experimentala indusi prin administrarea CCly se remarca modificari
de intensitate diferitd a indicilor metabolismului tiol-disulfidic, fapt confirmat prin
acumularea unei cantitati sugestive de glutation oxidat si de reducerea raportului
GSH/GSSG, diminuarea activitatii  glutaredoxinei §i majorarea activitagii = y-
glutamiltranspeptidazei.

2. Administrarea polizaharidelor sulfatate din spirulind (PSS) animalelor intacte conduce la
cresterea nivelului de glutation oxidat (GSSG), reducerea raportului GSH/GSSG si a
nivelului functional al tioredoxinreductazei si glutaredoxinei.

3. Medicatia CH cu PSS contribuie la normalizarea valorilor glutationului oxidat si a raportului
GSH/GSSG comparativ cu lotul animalelor cu patologia netratatd. Preparatul PSS manifesta
o actiune supresantd asupra TrsR si glutaredoxinei din ficatul cirozat.

Lucrarea a fost realizatda 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 PROTEIC
iN HEPATOPATIA EXPERIMENTALA SI INFLUENTA
UNOR COMPUSI BIOLOGICI ACTIVI AUTOHTONI
Veaceslav Popa, Lilia Andronache, Olga Stirba,

Galina Maistrenco, Vasile Niguleanu
Laboratorul stiintific Biochimie, USMF , Nicolae Testemitanu”

Summary
Changes of protein metabolism parameters in experimental hepatopathy
and influence of some local biologically active compounds

The toxic hepatopathy (HP) was induced by long term administration of CCl,. It was
established that toxic doses of CCl, caused pronounced disorders of protein metabolism —
reduction of the total protein content (TP) and albumin of blood serum, and the significant
accumulation of collagen, hydroxyproline and uronic acids in the liver tissue. CCly significantly
decreased tissue enzyme activity — ALT, AST and pseudocholinesterase (PCE) compared to the
reference values. Administration of local biologically active compounds — CMD-8, CMJ-23 and
CMJ-33, sulphatated polysaccharides from spirulina and of the remedy BioR Fe-Se in
experimental HP contributed to the reduction of the toxic effects of CCl, on hepatocytes. Thus
the content of hydroxyproline and collagen was diminished, while of serum total protein and
albumin increased. The functionality of the studied tissue enzymes was also partially restored.

Rezumat

Pe animale de laborator s-a modelat hepatopatia (HP) experimentald toxica prin
administrarea de durata a CCly. S-a stabilit ca dozele toxice de CCly au provocat tulburari
pronuntate ale metabolismului proteic, ceea ce se manifestd prin diminuarea continutului de
proteine totale (PT) si albumina in ser, si acumularea importanta de colagen, hidroxiprolina si de
acizi uronici in tesutul hepatic. Noxa hepatotropa a redus semnificativ activitatea enzimelor
tisulare — ALT, AST si pseudocolinesterazei (PCE) in raport cu valorile de referinta.
Administrarea unor compusi biologic activi autohtoni — CMD-8, CMJ-23 si CMJ-33,
polizaharidelor sulfatate din spirulind si a remediului BioR Fe-Se in HP experimentala a
contribuit la reducerea efectelor toxice ale CCly asupra hepatocitelor. Astfel, nivelul de
hidroxiprolina si colagen s-a redus, iar cel al proteinelor totale si albuminei serice a crescut.
Nivelul de functionalitate a enzimelor tisulare studiate, de asemenea, s-a restabilit partial.
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