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Summary
The modification of histidine dipeptide content in muscular tissue in the
oxidative stress and the influence of the remedies of algal origin
and their combinations with coordinative compounds of copper
The changes of histidine dipeptide content in skeletal muscle tissue under the influence of
coordinative compounds of copper CMT-28 and CMT 67 and BioR in oxidative stress at rats
induced by CCls have been studied. Research carried out showed a decrease in the level of
carnosine and its derivates in muscle tissue in the management of duration of CCls. BioR
administration in the dose of 1 mg/kg causes a slight decrease in the content carnosie and its
derivates, doubling the dose causes a further decrease these compounds in muscular tissue.
Coordinative compounds CMT-28 CMT-67, and their combinations with the remedy BioR,
except compound coordinative CMT-67 to restore content that causes carnosine and its derivates,
results in a decrease of these compounds in muscle tissue.

Rezumat

S-au studiat modificérile continutului dipeptidelor histidinice in tesutul muscular scheletic
sub influenta compusilor coordinativi ai cuprului CMT-28 si CMT 67, precum si a remediului
BioR la sobolani in stresul oxidativ indus prin administrarea de duratd a CCl,. Cercetarile
efectuate au relevat o diminuare a nivelului de carnozind si derivatilor sdi in tesutul muscular la
administrarea de duratd a CCly. Administrarea BioR in doza de 1 mg/kg determind o usoara
scadere a continutului carnozinei si derivatilor sai, dublarea dozei determind o scddere mai
semnificativaa acestor compusi 1n tesutul muscular. Compusii coordinativi CMT-28, CMT-67, si
combinatiile lor cu remediul BioR, cu exceptia compusului coordinativ CMT-67 care determina
restabilirea continutului carnozinei si a derivatilor sdi, determind o scadere a acestor compusi in
tesutul muscular.

Actualitatea temei

Una din preocuparile ficobiotehnologiei moderne constd in elaborarea tehnologiilor de
obtinere a preparatelor biologic active pentru medicina si industria farmaceuticd din biomasa
unor cianobacterii §i microalge, cea mai cercetata si valorificatd biotehnologic fiind alga
cianofitd Spirulina platensis [6,7]. Printre avantajele biotehnologice demonstrate ale spirulinei
putem enumera cheltuielile mici la cultivare, toleranta fatd de diversi factori, durata scurtda a
perioadei de cultivare, productivitatea inaltd si gradul de asimilare inalt de catre organismul
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uman si animal [5,6,7]. Actualmente sunt valorificate o serie de procedee biotehnologice de
obtinere a preparatelor biologic active cu proprietati curative pronuntate din biomasa de
spirulind. Elucidarea aspectelor terapeutice ale biopreparatelor obtinute din biomasa de
cianobacterii §1 microalge, relevarea mecanismelor de influenta asupra proceselor reparative sunt
actuale pentru diversificarea arsenalului de remedii eficiente pentru corijarea dereglarilor ce apar
in diverse patologii.

In acest sens si-a dovedit eficienta si este deja valorificat biopreparatul BioR [5]. De o mare
perspectivitate pentru medicina experimentala si cea clinicd este studierea biopreparatului BioR
fortificat cu diferiti compusi biologic activi, fapt care ar permite obtinerea remediilor directionate
pentru profilaxia si tratarea afectiunilor de diferita etiologie.

Dipeptidele histidinice, in special carnozina (-alanil-histidina) care sunt prezente in toate
tesuturile excitabile, cea mai mare cantitate fiind identificatd in tesutul muscular scheletic
participd intr-un sir de procese fiziologice importante. Studiile recente releva rolul biologic al
carnozinei si derivatilor sai in diferite stari patologice, in special, in patologia tesutului muscular
(tulburari ale inervatiei, distrofia musculara progresiva, polimielita, etc.). Astfel, Tn miopatiile
ereditare, paralel cu perturbarile functionale ale muschilor scheletici, scade si continutul de
carnozind, constatindu-se o corelatie directd dintre gravitatea afectiunii si diminuarea
continutului de carnozind in tesut [3,9]. Carnozina moduleaza proteinele calciu-dependente din
muschiul cardiac si, In acest fel, determina frecventa contractiilor miocardului si functia
cardiacd 1n conditiile insuficientei de oxigen (stdrile ischemice). Existd dovezi, precum ca,
carnozina joacd un rol important de reglator-tampon al acidicitatii in muschi in treningul anaerob
[10].

Carnozina manifestd o proprietate biologicd unica — functia de antioxidant intracelular
hidrofil, care protejeaza celulele de efectele nocive ale speciilor reactive ale oxigenului [1].
Tetraclorura de carbon (CCly) - o substantd extrem de toxicad poate patrunde in organism ca
poluant al mediului Tnconjurator sau prin intoxicatii profesionale, reactioneaza cu aminele sau
proteinele, in urma acestui proces rezultand radicali liberi, ceea ce conduce la dezvoltarea
reactiei patofiziologice nespecifice — sindromul de peroxidare. Oxidarea peroxidica a lipidelor cu
radicali liberi deregleaza functionarea sistemelor membranare ale celulei, provocind cresterea
permeabilitatii si destructia lor, fiind consideratd ca un mecanism universal al leziunilor celulare
la nivel membranar [2,4].

Scopul studiului a fost de a cerceta influenta compusilor coordinativi ai cuprului CMT-28
si CMT-67 si a bioremediului de origine algald BioR asupra modificarilor continutului
dipeptidelor histidinice in tesutul muscular sheletic in stresul oxidativ indus prin administrarea
de durata a CCl,.

Materiale si metode

Experientele au fost efectuate pe 60 sobolani albi fara pedigriu cu masa corporald cuprinsa
intre 230 s1 290 g. Animalele au fost divizate in urmatoarele loturi de cercetare:

LotulI - animale intacte (martorul) (6 femele si 5 masculi).

Lotul I — animale cérora li s-a administrat intraperitoneal 1 ml/’kg masa corporald solutie
CCly 50%, bisaptamanal, timp de 8 sdptdmani si carora li s-a introdus intramuscular solutie 0,9%
NaCl timp de 10 zile(6 femele si 5 masculi);

Lotul Il — animale care au fost tratate cu compusul coordinativ CMT-28 1 mg/kg masa
corporala timp de 10 zile, dupa 8 saptamani de administrare i/p a solutiei de CCls 50% 1n doza 1
ml/kg masa corporala de 2 ori pe saptdmana(6 femele);

Lotul IV — animale cérora li s-a administrat compusul coordinativ CMT-67 1 mg/kg masa
corporald timp de 10 zile, dupa 8 saptdmani de administrare i/p a solutiei de CCls 50% 1 ml/kg
masa corporala (5 femele);

Lotul V — animale cérora li s-a administrat compusul coordinativ CMT-28 1 mg/kg masa
corporald in combinatie cu remediul de origine algald BioR 1 mg/kg masa corporald timp de 10
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zile, dupa 8 saptamani de administrare i/p a solutiei de CCly 50% 1 ml/kg masa corporala (6
femele);

Lotul VI — animale carora li s-a administrat compusul coordinativ CMT-67 1 mg/kg masa
corporald in combinatie cu BioR 1 mg/kg masa corporald timp de 10 zile, dupa 8 sdptdmani de
administrare i/p a solutiei de CCly 50% 1 ml/kg masa corporald (6 femele);

Lotul VII — animale carora li s-a administrat BioR 1 mg/kg masa corporala timp de 10 zile,
dupa 8 saptamani de administrare i/p a solutiei de CCls 50% 1 ml/kg masa corporald (5 masculi);

Lotul VIII — animale carora li s-a administrat BioR 2 mg/kg masa corporala timp de 10
zile, dupa 8 saptamani de administrare i/p a solutiei de CCly 50% 1 ml/kg masa corporald (5
masculi);

Compusii coordinativi ai cuprului — CMT-28 si CMT-67 au fost sintetizati la Catedra
Chimie Anorganica si Fizica, USM (sef Catedra, membru cor. AS RM, dr hab chimie, prof.univ.
Aurelian Gulea, iar remediul BioR a fost obtinut in Institutul de Microbiologie si Biotehnologie
al AS RM (director, academician, dr hab biol., prof. univ. Valeriu Rudic).

La 24 ore dupa ultima injectare animalele au fost sacrificate sub narcoza usoara cu eter
sulfuric. Tesutul muscular a fost extras din regiunea coapselor, eliberat de tendone si oase si
triturate sub forma de pulbere in azot lichid.

Pentru aprecierea concentratiei dipeptidelor histidinice im tesutul muscular s-a operat
conform procedeului descris de Severin S.E. et al. [8].

Rezultatele obtinute au fost evaluate statistic conform criteriului #-Student si a criteriului
neparametric Mann-Whitney (U) (Statistica 6,0, Stat Soft Inc., 2002).

Rezultate si discutii

Administrarea CCly se soldeaza cu diminuarea continutului dipeptidelor histidinice in
tesutul musular. Din datele expuce in figura 1, putem constata ca existd deosebiri semnificative
in continutul dipeptidelor histidinice la administrarea CCly, legate de sexul animalelor. Astfel, la
femele are loc o o diminuare statistic neconcludentd a valorilor indicelui mentionat cu 19%
(p>0,5), pe cand la masculi se inregistreaza o diminuare pronuntatd a concentratiei dipeptidelor
histidinice cu 46% (p<0,001). Insi, la calcularea valorilor medii ale continutului dipeptidelor
histidinice, atunci cand nu se tine cont de sexul animalelor, diferentele statistic veridice dintre
lotul martor si lotul de animale carora li s-a administrat CCly dispar, fapt ce indicad la
sensibilitatea mai mare a sobolanilor de sexul masculin la noxa mentionata. Astfel, este necesar
de a lua in consideratie sexul animalului la evaluarea modificarilor nivelului de dipeptide
histidinice in tesutul muscular la actiunea divestilor factori si in diverse stari patologice.
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Figura 1. Continutul dipeptidelor histidinice (nmol/g tesut) in tesutul muscular
la sobolanii intacti (femele si masculi) si dupa administrara CCly
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Administrarea compusilor CMT-28, CMT-67, bioremediului BioR in diferire doze si a
combinatiilor sobolanilor supusi actiunii CCly influenteaza diferit asupra deficitului de dipeptide
histidinice in tesutul muscular. Astfel, la administrarea CMT-28 sobolanilor de sexul feminin
supusi intoxicatiei cu CCly are loc o reducere statistic veridica a concentratiei dipeptidelor
histidinice cu 51% (p<0,001), Insd la medicatia animalelor de acelasi sex cu CMT-67 depistdm o
scadere nesemnificativa, valorile acestora situandu-se in limite normale. Combinarea CMT-28 cu
BioR s-a dovedit a fi mai eficientd, deoarece in acest caz are loc reducerea deficitului de
dipeptide carnozinice, nivelul acestora mentinindu-se cu 21% mai scdzut (p> 0,5) fatd de lotul
martor. Dimpotriva, medicatia cu compusul CMT-67 in combinatie cu BioR contribuie la
mentinerea nivelului redus de dipeptide histidinice care practic nu se deosebea de cel al lotului
de animale supuse actiunii CCls.

BioR 1n dozd de 1 mg/kg masa corporald, adminstrat sobolanilor supusi stresului oxidativ,
induce cresterea nivelului dipeptidelor histidinice pana la valorile normale ale lotului de
referintd. Dublarea dozei remediului mentionat nu conduce la restabilirea nivelului acestor
compusi 1n tesutul muscular, Inregistrandu-se, in acest caz, o crestere cu +18% fatd de animalele
din lotul cu CCly (p<0,05), totodata, valorile indicelui mentionat fiind cu 36% (p<0,01) mai
inferioare in comparatie cu cele de referinta .

Generalizand cele expuse, conchidem ca modificarile nivelului dipeptidelor histidinice in
tesutul muscular diferd in dependenta de sexul animalelor si preparatele administrate. In asa fel
CCly manifestd o actiune negativd mai pronuntatd la masculi, decat la femele. Administrarea
remediilor testate influenteaza in mod diferit asupra continutului acestor dipeptide in tesutul
muscular. Administrarea bioremediului BioR in doza de 1 mg/kg manifestd o actiune benefica
asupra tesutului muscularr, insa la dublarea dozei (2mg/kg) se inregistreaza o diminuare evidenta
a efectului pozitiv asupra compusilor histidinici testati.

Tabel 1

Continutul DH in tesutul muscular in intoxicatia cu CCly si la administrarea

compusilor CMT-28, CMT-67 si a remediului de origine algala BioR in diferire
doze si a combinatiilor lor (X = m).

Conditiile experientei Sexul n Continutul DH
(nmol/g tesut)
Q 6 5,85+0,42
Lotul 1 Martor (100%)
3 5 5,18+0,33
(100%)
6 4,73 £ 0,34
Lotul II cCl, ? (81%)
5 2,80 £ 0,14 ***
Jd (54%)
Lotul III CClL+CMT-28 Q 6 2,85 £ 0,20 ***
(49%)
Lotul IV CCL+CMT-67 Q 5 5,43 +0,20
(93%)
Lotul V CCl4+CMT-28 + BioR Q 6 4,65+0,42
(79%)
Lotul VI | CCl4+CMT-67 + BioR 3 6 2,77 £0,36 **
(53%)
Lotul VII CCl;+BioR 1 mg/kg 3 5 4,65+ 0,20
(90%)
Lotul VIII CCl4+BioR 2 mg/kg 3 5 3,30+ 0,18 **
(64%)

Nota: veridicitatea statistica conform criteriului -Student: ** —p <0,01;
*¥** _p<0,001; DH - dipeptidele histidinice
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10.

Concluzii

1. Stresul oxidativ indus de CCly se caracterizeaza printr-o usoard scadere a cantitatii
dipeptidelor histidinice in tesutul muscular la femele, totodata inregistrandu-se o scadere
semnificativa la sobolanii masculi.

2. Administrarea compusului coordinativ ai cuprului CMT-67, precum si a combinatiei
CMT-28 cu remediul BioR manifestd o actiune pozitivd asupra stresului oxidativ
provocat de administrarea tetraclorurii de carbon, fapt demonstrat prin restabilirea pana
la valori normale a continutului de dipeptidele histidinice in tesutul muscular.

3. BioR in doze mici (1mg/kg) manifesta o influenta pozitiva caracterizata prin restabilirea
nivelului fiziologic al continutului de dipeptide histidinice, iar la dublarea dozei (2
mg/kg) se inregistreazd o diminuare evidentd a efectului pozitiv asupra compusilor
histidinici testati.
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CORELATIA INTRE MANIFESTAREA FENOTIPICA, TIPUL MUTATIEI SI
VARIANTA ALELICA A GENELOR CICLULUI FOLAT LA PACIENTII CU
DISTROFIA MUSCULARA DUCHENNE/BECKER
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Summary
The correlation between phenotypic manifestations, type of mutation
and alelic variants of the genes of folate cycle in patients
with Duchenne/Becker muscular distrophy
The frequency of different alelic variants of MTHFR gene in patients with DMD/B was

estimated during this investigation. The incidence of C677T allelic variant in patients with
DMD/B was 21,4%. This mutation leads to reduction of activity of MTHFR by 35-60%, and,
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