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Summary
Optimisation of the nitroprussidic procedure for the assessment
of reduced glutathione in biological material

Glutathione is one of the main antioxidants in the body. Its determination presents
significant scientific and clinical benefits. The study presents a number of changes to the
classical method (E. Mortensen, 1964) of reduced glutathione assessment, which significantly
optimizes the process. The proposed amendments (the stabilization labile SH groups of
glutathione, the substitution of the meta-phosphoric acid with sulfosalicilic one and sodium
cyanide with acetoncianhidrine) allow to increase the stability and harmlessness of the reagents,
to increase the precision and decrease the variability of the method.

Rezumat

Glitationul este unul din principalii antioxidanti din organism. Dozarea lui prezinta valoare
stiintificd si clinicd incontestabild. Studiul prezintd un sir de modificari ale metodei clasice
(E.Mortensen, 1964) de dozare a glutationului redus, ce optimizeazad semnificativ procedeul.
Modificarile propuse (stabilizarea grupelor SH labile ale glutationului, substituirea acidului
metafosforic cu sulfosalicilic si a cianurii de sodiu cu acetoncianhidrina) permit de a creste
stabilitatea si inofensivitatea reagentilor utilizati, a mari precizitatea determinarilor §i a micsora
variabilitatea metodei.

Actualitatea temei

Glutationul (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina) este o substantd deosebit de interesanta,
principalul antioxidant (AO) neenzimatic si forma de transport al gruparilor sulthidril (SH)
libere. Sub forma redusa acest tripeptid este implicat In multe reactii si procese, datoritd marii
reactivitati a gruparii SH, care cedand o pereche de electroni poate realiza o gama larga de
combinatii chimice, reversibile sau ireversibile. Includerea gruparii SH in centrul activ al multor
enzime, In vecinatatea acestuia sau ca radical al cisteinei 1n structura tridimensionald proteica,
conferd acesteia o pozitie unicd in reactiile biochimice [2].

Spre deosebire de grupdrile SH ce apartin unor enzime si sunt protejate de lantul
polipeptidic, cele care fac parte din structura GSH sau a cisteinei (tiolii cu masa moleculara
micd) vor constitui prima "tintd" a radicalilor liberi (RL). Atat neenzimatic, cat si actionand
drept coenzima a glutation peroxidazei sau transferazei, GSH este implicat In neutralizarea unui
numar mare de substante nocive, formate endogen sau provenite din mediu.

Tinind seama de concentratiile mari ale GSH din ficat si hematii (aproximativ 3 mM), dar
si de functia de transportor al gruparii SH, circulatia glutationului in organism devine o problema
cheie pentru intelegerea rolului lui de protector mobil. Astfel, o mare importanta are enzima
gama-glutamil transpeptidaza (y-GTP), localizatd in membrane si care catalizeaza transportul
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jumatatii y-glutamil spre aminoacizi, formand y -glutamil-aminoacizi, care sunt translocati prin
membrane in celuld. Aceastd enzima este localizata la mamifere mai ales In mucoasa intestinala,
tubii contorti renali, celulele epiteliale si reticulul endoplasmatic. Administrarea unor inhibitori
ai y-GTP la sobolani produce o crestere a excretiei GSH in urina, rinichiul fiind principalul organ
de reglare al nivelului GSH plasmatic datoritd marii cantitati de y-GTP care se contine in
acest organ [3].

Glutationul si enzimele ciclului glutationic indeplinesc in organism functii diverse si foarte
importante: maresc rezistenta celulei la actiuni nocive, influenteaza asupra activitatii enzimelor
si a altor compusi celulari importanti, asupra proliferarii tesuturilor si biosintezei acizilor
nucleici; prezintd rezerva de cisteind, reduc si izomerizeaza legaturile disulfurice, mentin
functiile membranelor, participd la metabolismul eicosanoizilor si la metabolismul
xenobioticelor etc.

Glutationul reactioneazd enzimatic sau neenzimatic atdt cu un spectru variat de compusi
organici, cat si cu derivatii lor (RL, epoxizi, peroxizi). Intr-un sir de lucrari [3, 4] se
demonstreaza rolul central al GSH in intoxicatii acute sau cronice cu compusi ce produc RL
(tetraclorura de carbon, bromobenzen, acetaminofen). Studiile hepatotoxicitatii au aratat ca
instalarea leziunilor necrotice, a steatozei hepatice sunt precedate de scaderea dramaticd a
concentratiei GSH din ficat. Aceste leziuni sunt prevenite prin administrarea unor compusi care
doneaza grupari SH in vivo, asa cum sunt cisteina, metionina, cistamina [5,6,7,8].

O directie relativ noua si actuala in cercetdrile biomedicale este cea legata de evaluarea si
perspectiva utilizarii compusilor coordinativi ai metalelor de tranzitie, precum s$i a unor
biopreparate de origine algald in diverse domenii ale medicinei. Compusii coordinativi ai cuprului
CMT-28 si CMT-67 au fost sintetizati la Catedra de Chimie Anorganica a Universitatii de Stat
din R. Moldova sub conducerea dr. hab., profesorului Aurelian Gulea.

Studii stiintifice privitor la actiunea compusilor coordinativi ai cuprului i a combinatiei lor
cu remediul de origine algald BioR asupra metabolismului glutationului in diverse leziuni si stéri
patologice practic lipsesc.

In literatura de specialitate sunt descrise mai multe metode de determinare a glutationului
redus. Neajunsul acestor metode constd in sensibilitatea si specifitatea redusa, complexitatea lor
determinatd de utilizarea unui numar mare de reagenti, adeseori toxici [1, 4].

Un impediment important il constituie stabilitatea redusa a grupelor SH labile care intrd in
componenta tripeptidului mentionat. Este bine cunoscuta sensibilitatea inalta a glutationul fata de
ionii metalelor grele, in special fierul bivalent, care intrd in componenta unor proteine ca
hemoglobina, feritina, transferina, enzimele heminice etc. In prezenta unor acizi utilizati frecvent
la deproteinizarea materialului biologic (de exemplu tricloracetic, percloric, metafosforic) ionii
de fier se pot decupla de la acesti compusi si trece in solutie sub forma de ioni bivalenti liberi.
Acest fapt poate influenta precizitatea si veridicitatea determindrii GSH redus prin metoda
nitroprusidica.

Scopul prezentului studiu consta in perfectionarea metodei nitroprusidice de determinare a
glutationului redus in materialul biologic prin optimizarea conditiilor de efectuare a testului si
evaluarea influentei unor compusi coordinativi ai cuprului si combinatiei lor cu remediul de
origine algala BioR asupra nivelului G-SH in organele de importanta vitala la sobolanii supusi
actiunii propilenglicolului.

Material si metode

Determinarea glutationului redus in probele biologice a fost efectuatd conform metodei
nitroprusidice, descrise de E.Mortensen [1] in modificarea noastrd. Esenta modificarilor consta
in faptul cd, la deproteinizarea probelor biologice acidul metafosforic (produs instabil care se
pregateste ex tempore) a fost substituit cu acid sulfosalicilic, iar in loc de cianurd de sodiu s-a
folosit acetoncianhidrina — reagent utilizat pe larg la determinarea hemoglobinei in sange prin
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metoda hemoglobincianidica. Stabilizarea grupelor SH labile ale glutationului s-a efectuat prin

addugarea In mediul de reactie a tioureei — substanta cu proprietati antioxidante si helatoare.

La determinarea GSH prin metoda nitroprusidicd modificatd s-au folosit urmatorii
reagenfi:

1. Sol. 5% acid sulfosalicilic care contine 0,05% tiouree;

2. Sol. 50% de K,COj care contine 0,1% de acetoncianhidrin;

3. Sol. 1% nitroprusiat de sodiu;

4.  Sol.standard stock 10 mmol/l GSH: 30,9 mg glutation redus se dizolva in 10 ml sol. 5%
acid sulfosalicilic care contine 0,05% tiouree. Reagentul se pregateste zilnic si se pastreaza
la temperatura de 0°C pentru a limita hidroliza si a reduce oxidarea.

Reagentii 1-3 sunt stabili la pastrarea la frigider la temperatura de +4°C timp de 2-3 luni.

Principiul metodei se bazeaza pe interactiunea glutationului redus in mediu alcalin cu
nitroprusiatul si ionii de cian cu formarea unui compus complex de culoare rosie-violeta,
intensitatea coloratiei fiind direct proportionald cu concentratia GSH in materialul biologic
cercetat.

Compusul format este stabil timp de cel putin 10 min in intervalul de temperaturd +2-
+10°C.

Procedeul se realizeaza in modul urmator. Se homogenizeaza 0,3 g de tesut (ficat, rinichi,
splind, miocard, suprarenale, etc.) intr-o piulitd de portelan cu praf de sticla, adaugind treptat 10
ml de sol. 5% acid sulfosalicilic care contine 0,05% tiouree, se lasd pe 15 min la temperatura
camerei, amestecind periodic si apoi se filtreaza printr-un filtru de hirtie.

Determinarea glutationului redus (GSH) se efectueaza in modul urmitor. Intr-o eprubeti se
toarnd consecutiv: 1,5 ml filtrat transparent, 1,0 ml sol 50% de K,CO; care contine 0,1% de
acetoncianhidrind, 1,0 ml sol 1% nitroprusiat de sodiu. Se amestecd si se tine in baia cu gheata
60 sec. Se colorimetreaza la 525 nm fatd de proba martor le reagenti. Martorul la reagenti se
monteazd in mod analogic, dar se substituie filtratul transparent cu 1,5 ml sol. 5% acid
sulfasalicilic.

Calculul se efectueaza dupa curba de calibrare construita in baza dilutiilor solutiei standard
stock de glutation redus.

Metoda de determinare a glutationului a fost utilizatd la evaluarea influentei unor compusi
coordinativi ai cuprului §i a combinatiei lor cu remediul de origine algala BioR asupra nivelului
GSH 1n organele de importanta vitald la sobolanii supusi actiunii propilenglicolului (PG).

Cercetarile au fost efectuate pe un lot de 60 sobolani albi masculi linia Wistar cu masa 200
— 220 g, care au fost divizati in 6 loturi, cite 10 animale in fiecare. Primul lot — martor, a fost
constituit din 10 animale, intretinute la un regim obisnuit alimentar de vivariu §i carora li se
injecta intramuscular zilnic solutie fiziologicd. Animalelor din loturile experimentale 2-6 1i s-a
administrat intramuscular propilenglicol, 5 mg/kg masa corp zilnic, pe parcursul a 14 si 28 zile.
Animalele din grupul 3 au fost supuse tratamentului cu CMT-28, iar cele din grupul 4 — cu
CMT-67. Grupul 5 a fost supus tratamentului cu CMT-28 1n imbinare cu BioR, iar grupul 6 — cu
combinatia CMT-67 + remediul medicamentos BioR. Toate preparatele mentionate au fost
administrare intramuscular, in volumul de 0,5 ml, timp de 14 si 28 zile, doza zilnicd constituind
pentru CMT-67, CMT-28 fiind de 1,0 mg/kilocorp, iar a remediului medicamentos BioR"® 0,05
mg/kilocorp.

Rezultate si discutii

Eficacitatea utilizarii stabilizatorilor gruparilor SH — acidului sulfosalicilic si tioureei, la
determinarea cantitativd a G-SH 1in tesutul hepatic la sobolani este demonstrata in tabelul 1.
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Tabel 1
Eficacitatea folosirii stabilizatorilor grupdrilor SH (acidului sulfosalicilic §i tioureei) la
determinarea cantitativa a G-SH in tesutul hepatic la sobolani

Timpul efectudrii Concentratia G-SH mmol/g tesut Numarul de
cercetarii Metoda propusa Metoda cunoscuta animale
Dupa 10-15 min 2,19 £0,34 (100%) 2,26+0,32 (100%) 5
Dupa 240 min 2,09 £0,31 (95%) 1,87+0,24 (83%) 5

Rezultatele determindrii concentratiei de GSH in probe paralele, efectuate cu adaugarea
stabilizatorilor si fara adaugarea acestora (tab. 1), indica cu certitudine ca, la pastrarea extractelor
aproteice pind la 3 ore in probele fara addugarea stabilizatorilor se produce scaderea
concentratiei de GSH redus (pana la 17%), iar adaugarea stabilizatorilor (acidului sulfosalicilic si
tioureei) preintimpind micsorarea concentratiei de tripeptid. Tioureea contribuie la mentinerea
grupdrilor SH ale glutationului In forma redusa datoritd proprietatilor ei antioxidante si helatoare.
Pe de alta parte, acidul sulfosalicilic actioneaza ca un stabilizator al grupelor SH, deoarece acesta
are proprietatea de a lega ionii metalelor, in special, ionii de Fe'~ — catalizatorul principal al
oxidarii grupelor SH. De mentionat ca, acidul sulfosalicilic contribuie la marirea specificitatii
determindrii GSH, deoarece el produce sedimentarea nu numai a proteinelor dar si a poli- si
oligopeptidelor si prin aceasta se inlatura SH-grupele prezente in ele. Acest fapt permite la
folosirea procedeului propus prelucrarea concomitenta a unui numar mare de probe biologice si
de a capata, 1n acest caz, rezultate mai precise.

Rezultatele evaluarii influentei unor compusi coordinativi ai cuprului si a combinatiei lor
cu remediul de origine algala BioR asupra nivelului GSH in organele de importantd vitald la
sobolanii supusi actiunii propilenglicolului (PG) sunt expuse in tabelul 2.

Tabel 2
Influenta compusilor coordinativi ai cuprului CMT-28 si CMT-67 si a combinatiei lor cu BioR
asupra nivelului G-SH in organele de importanta vitald la sobolanii supusi actiunii PG

Conditiile Nivelul GSH (mmol/g proteind) Tn organele studiate
experientei Ficat Rinichi Splina Miocard
Martor 2,1940,34 0,70+0,06 1,3540,12 0,34+0,04
Termenul administrarii — 14 zile
PG 3,51+0,44* 0,94+0,12 0,26+0,05* 0,78+0,09*
CMT-28 3,46+0,47* 0,61+0,07 0,21+0,04* 0,50+0,04*#
CMT-67 4,14+0,71* 0,48+0,06*# 0,19+0,03* 0,71+0,11%*
CMT-28+BioR | 3,78+0,36* 0,56+0,73 0,42+0,05*# 1,11£0,13%#
CMT-67+BioR | 4,26+0,56* 0,65+0,08 0,38+0,08* 0,61+0,07*
Termenul administrarii — 28 zile
PG 0,59+0,11%* 0,22+0,31* 0,61+0,08* -
CMT-28 0,95+0,09*# 0,76+0,09 1,19+0,11# -
CMT-67 1,2540,21%# 1,31+0,15%# 0,48+0,07* -
CMT-28+BioR | 1,74+0,16# 0,84+0,07 1,43+0,16# -
CMT-67+BioR | 1,62+0,13# 2,01+0,76*# 0,73+0,08* -

Nota: Propilenglicolul (PG) - 100 mg/kg masd corporald; CMT-28 - 1 mg/kg masa
corporala; CMT-67 - 1 mg/kg masa corporald; BioR — 0,05 mg/kg masa corporala; *- p<0,05
fata de valorile martorului; # - p<0,05 fata de valorile grupului cu PG.

Datele din tabelul 2 releva evident o legatura directd intre modificarile nivelului de GSH si
substantele administrate ca indice a leziunilor celulare produse de acestea. Astfel, administrarea
PG in doza zilnicd 5 mg/kg masd corp timp de 14 zile se soldeazd cu cresterea veridica a
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concentratiei de GSH 1n ficat cu 60%, miocard — cu 129% si cu scaderea nivelului tripeptidului
in splina cu 81% fatd de valorile martorului. Majorarea concentratiei de GSH 1in ficat i miocard,
in acest caz, poate fi privitd drept o reactie de adaptare si compensare, orientatd spre reducerea
efectelor toxice ale PG asupra acestor organe.

Utilizarea compusului CMT-28 pe fundalul administrarii PG pe parcursul a 14 zile
contribuie la mentinerea in ficat a valorilor sporite de G-SH si a deficitului acestuia in splind,
similare celor din grupul cu PG si practic nu influenteaza asupra concentratiei tripeptidului in
rinichi. In miocard compusul CMT-28 mentine un nivel de G-SH de 2 ori mai mare in
confruntare cu martorul, dar reduce veridic concentratia G-SH cu 36% fatd de lotul de animale
supuse actiunii PG. Compusul CMT-67 in conditii similare deasemenea mentine valorile sporite
ale G-SH in ficat si miocard si contribuie la reducerea nivelului de G-SH in rinichi si splina.

Totodata, administrarea combinatiei acestor compusi cu BioR asigurd o protectie mai
bund fata de actiunea toxica a propilenglicolului, modificarile prezentate in tabelul 1 1n acest
sens fiind sugestive. Astfel, combinatia CMT-28+BioR contribuie la mentinerea nivelului sporit
de G-SH 1in ficat, pe cand in rinichi modificarile au fost neconcludente, atat fata de martor, cat si
fatd de lotul supus actiunii PG. Combinatia mentionatd manifesta proprietatea de a reduce
scaderea pronuntatd a G-SH in splind, conditionata de administrarea PG si compusului CMT-28.
In acest caz in splini se inregistreazi cresterea concentratiei G-SH cu 62% si 100% in
comparatie cu valorile acestuia la animalele supuse actiunii PG si, respectiv, tratate cu
compusului CMT-28 (p<0,05). In miocard medicatia cu CMT-28+BioR conduce la cresterea
pronuntatd a nivelului G-SH, care depasea de 3 ori valorile martorului, cu +42% valorile lotului
2 supuse actiunii PG si de 2 ori indicii lotului 3 supus actiunii PG + CMT-28.

Efectul administrarii combinatiei CMT-67+BioR a fost acelasi dar mai putin pronuntat:
astfel medicatia data mentine nivelul inalt al G-SH 1in ficat §1 reduce depresia concentratiei G-
SH in splina (p<0,05) provocata de utilizarea compusului CMT-67.

Dupa 28 zile de administrare, PG provoaca o scadere dramatica a nivelului de GSH in ficat
cu 43 %, in rinichi — cu 69 % si in splind — cu 55 %, fapt ce poate fi interpretat ca consecinta a
compromiterii mecanismelor de adaptare si compensare si serveste drept confirmare a actiunii
hepatotoxice, nefrotoxice i imunosupresoare exprimata a PG.

Medicatia animalelor supuse actiunii PG cu compusii coordinativi ai zincului CMT-28 si
CMT-67 contribuie la reducerea deficitului de G-SH provocat de administrarea PG, normalizarea
sau augmentarea nivelului de tripeptid in toate organele cercetate - ficat, rinichi si splina.
Totodatd, combinatia acestora cu BioR s-a dovedit a fi mai eficientd, deoarece acestea (CMT-
28+BioR si CMT-67+BioR) manifestd proprietatea de a reduce intr-o masurd mai pronuntata
deficitul de G-SH in ficat si splind, normalizeazd (CMT-28+BioR) sau creste concentratia de G-
SH (CMT-67+BioR) in rinichi.

Concluzii

1. A fost optimizatd metoda nitroprusidicd de dozare a glutationului redus ceea ce permite
de a mari specificitatea, acuraretea si reproductibitatea determinarilor si, totodata, de a prelucra
concomitent un numar mare de probe biologice si de a obtine rezultate mai precise.

2. A fost demonstrata aplicativitatea masurdrilor la evaluarea influentei unor compusi
coordinativi ai cuprului §i a remediului de origine algala BioR asupra nivelului de GSH redus in
organele de importantd vitala la sobolanii supusi actiunii propilenglicolului.

3. Utilizarea compusilor coordinativi ai cuprului si, in special, a combinatiei lor cu
remediul de origine algalda BioR asigurd un efect biologic si curativ inalt, manifestat prin
reducerea deficitului de GSH redus, provocat de administrarea PG, normalizarea sau
augmentarea nivelului de tripeptid in toate organele cercetate -ficat, rinichi, splind si miocard.
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ENZIMELE: MARKERI BIOCHIMICI AI INFARCTULUI MIOCARDIC
Renata Racila, Tatiana Timercan
Catedra de Biochimie USMF | N.Testemitanu”

Summary
Enzymes-biochemical markers of myocardial infarction

Myocardial infarction is a major medico-social problem in practical medicine.
Troponynes, glycogen-phosphorilases, creatine-phosphokinases, Ca-ATP-ases are all
enzymes and biochemical markers detected in blood in case of myocardial infarction.
This fact is important to know so that a rapid reperfusion of the affected area could be
achieved and an early administration of a proper treatment could be initiated.

Key words: myocardial infarction, enzymes, marker.

Actualitatea

Infarctul miocardic acut (IMA) constituie o problema majora medico-sociald, deosebit de
actuala, in pofida realizdrilor obtinute in diagnostic, tratament, profilaxie si reabilitare.
Actualitatea IMA este determinatd de nivelul Tnalt si cresterea continua a incidentei, invalidizarii
si letalitatii premature, in special printre persoanele de virsta tinara (8).

Elementul caracteristic al IMA este necroza miocardicd prin moartea celulara, consecinta a
ischemiei prelungite. In jurul necrozei existi o zona variabild de ischemie, de miocard siderat
amenintat de necroza, dar incad reversibil. Microscopic si macroscopic, IMA se clasifica in:
microscopice (focale); mici (<10% din VS); medii (10 — 30%) si intinse ( >30 % din VS).

La majoritatea bolnavilor mecanismul este urmatorul: aparitia unei plici aterosclerotice
vulnerabile, cu ruptura acesteia la stenoze mai reduse i cu asocierea unei tromboze care duce la
ocluzia lumenului.

Aspecte biochimice

In miocard decurg cu o intensitate inalti reactiile ciclului acizilor tricarboxilici si de
oxidare a acizilor grasi.Tot odata glicoliza are o intensitate redusa.

Miocardul contine in cantitdti mari creatinkinaza, care joacd rolul decisiv in transportul
energiei de la mitocondrii spre miofibrile; 45% de creatinkinaza sunt localizate pe suprafata
internd a membranei externe a mitocondriilor. Se intilnesc toate tipurile de izoenzime a
creatinkinazei, din ele 40% din activitatea totala revin izoenzimei MM, 50% din care sunt legate
de miofibrile.
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