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INFLUENTA PREPARATELOR ENTOMOLOGICE ASUPRA STRESULUI OXIDATIV
iN AFECTIUNILE HEPATICE TOXICE.
Nicolae Bacinschi
Catedra farmacologie si farmacologie clinica
Universitatea de Sta de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”

Summary

The influence of entomological drugs on oxidativ stress in the toxic liver diseases

Entoheptin, imuheptin, less imupurin prevent the hepatotoxic action of CCly and
paracetamol through maintainance of total antioxidant activity and diminishing of initial, of
intermediate and final hydroperoxides fromation

Rezumat

Entoheptinul, imuheptinul i, Intr-o masurad mai mica, imupurinul preintdmpina actiunea
hepatotoxica a CCly si paracetamolului prin mentinerea activitdtii antioxidante totale si
diminuarea formarii hidroperoxizilor initiali, intermediari si finali.

Cuvinte cheie: preparate entomologice, entoheptin, imuheptin, imupurin, afectiune
hepaticd, stres oxidativ, proprietd{i hepatoprotectoare

Actualitatea

Maladiile hepatice de diferitd geneza au constituit una din primele dovezi ale implicarii
stresului oxidativ in patogeneza diferitor afectiuni. Studiile experimentale si clinice au
demonstrat implicarea speciilor reactive ale oxigenului (SRO) in dezvoltarea si evolutia
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leziunilor hepatice, cum ar fi cele alcoolice, toxice, medicamentoase sau virale, precum si din
ciroza hepaticad si biliara, bolile colestatice si cele metabolice, carcinomul hepatic (Dejica D.,
2001). Ficatul, datorita rolului esential in metabolizarea compusilor exo- si endogeni, este expus
unui stres oxidativ continuu cu epurarea SRO datoritd continutului important de antioxidanti
enzimatici $i non-enzimatici.

Actualmente hepatitele virale si toxice reprezintd o problema importanta a hepatologiei
atat din punct de vedere al diagnosticului, cat si al tratamentului. In ultimele decenii a crescut
vadit incidenta leziunilor toxice ale ficatului produse de xenobiotice, inclusiv de toxice
industriale (tetraclorura de carbon, tricloretan etc.) si medicamente (analgezice antipiretice,
antiinflamatoare nesteroidiene, citostatice, antituberculoase, antibiotice, antiaritmice, preparate
hormonale etc.). Un loc separat il ocupa hepatitele toxice induse de tetraclorura de carbon
(utilizat in diferite ramuri ale industriei) si paracetamolul (component frecvent al preparatelor
eliberate fard prescriptie medicald) (BenrepoBckuii A.W., CapatukoB A.C., 1991, Kynenko
C.A., 2002, Grigorescu T., 2004). In acest context un interes deosebit prezintd elucidarea
eficacitatii hepatoprotectoarelor in leziunile toxice ale ficatului si optimizarea utilizarii lor. Un
compartiment separat reprezintd studiul influentei preparatelor cu presupusd actiune
hepatoprotectoare asupra dezvoltarii si evolutiei stresului oxidativ, care va permite de a elucida
starea sistemului pro- si antioxidant si directiile prioritare de corectie a lor. Studiile
experimentale au demonstrat, ca stresul oxidativ in afectiunile toxice este responsabil de
dezvoltarea sindromului citolitic, colestatic si al intoxicatiei endogene, precum si a dereglarilor
metabolice si morfologice (Login C., 2009; Noguiera C.W. et al., 2009, Lee M.K. et al , 2009;
Cemek M. et al., 2010, Uzma N.et al., 2010)..

In ultimele decenii, de rand cu spectrul larg de preparate hepatoprotectoare studiate, la un
nivel stiintific si metodologic avansat se efectueaza cercetari pentru o argumentare minutioasa a
eficacitatii preparatrelor din aceastd grupa in baza unor recomandari unificate.

E bine cunoscut faptul, ca plantele medicinale au fost si continud sa fie o sursd importanta
de obtinere a preparatelor hepatoprotectoare. In ultimii ani un interes deosebit prezintd
substantele biologic active obtinute din insecte, studiul aprofundat al carora va deschide un
domeniu nou de utilizare a produselor naturale in practica medicald. Folosirea empiricd a unor
insecte 1n tratamentul unor maladii actualmente tinde sa fie pusa pe o baza stiintificd, insectele
servind o sursd bogatd de substante biologic active. Elucidarea acestora va deschide noi
perspective, care cu ajutorul procedeelor biotehnologice si ingineriei genetice va da posibilitate
de a obtine preparate noi, inclusiv hepatoprotectoare.

In baza celor expuse s-au initiat studii experimentale si clinice a unor produse obtinute
din insecte la diferite etape de dezvoltare (oud, pupe, larve) in vederea studierii proprietatilor
farmacologice (hepatoprotectoare, imunomodulatoare, antiinflamatoare, antivirale, antibacteriene
etc.).

Scopul lucrarii a constat in studiul influentei prepartelor entomologice asupra unor
parametri ai stresului oxidativ in afectiunile hepatice toxice.

Obiectivele

1. Elucidarea dinamiei proceselor de peroxidare lipidica in ficat la utilizarea prepartelor
entomologice in afectiunile toxice experimentale.

2. Determinarea influentei entoheptinului, imuheptinului §i imupurinului asupra stérii
sistemului antioxidant in leziunile hepatice toxice.

Materiale si metode

Studiile experimentale au fost efectuate pe 84 sobolani albi, masculi si femele, cu masa
150 — 250 g. Animalele au fost repartizate in doud serii. In prima s-a studiat influenta
entoheptinului, imuheptinului §i imupurinului la pretratarea timp de 7 zile asupra continutului
hidroperoxizilor initiali (HPLi), intermediari (HPLm) si finali (HPLf) in ficat si activitatii
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antioxidante totale (AAT) a plasmei si nivelul ceruloplasminei §i carnozinei in ser dupa
administrarea intraperitoneald a tetraclorurii de carbon 0,4 ml/kg la a 7-a zi. Animalele au fost
subdivizate in 5 loturi: I-ul — martor; al II-lea — CCls 0,4 ml/kg solutie 50% in doza unicd la a 7
zi; al I1I-lea — entoheptin 50 mg/100g timp de 7 zile intragastral + CCls 0,4 ml/kg solutie 50% 1n
doza unica la a 7 zi; al IV-lea — imuheptin 50 mg/100g timp de 7 zile intragastral + CCly 0,4
ml/kg solutie 50% in doza unica la a 7 zi; al V-lea — imupurin 50 mg/100g timp de 7 zile
intragastrl + CCly 0,4 ml/kg solutie 50% in dozi unici la a 7 zi;. In seria a doua s-a stuiat
influenta preparatelor entomologice asupra parametrilor respecivi dupd administrarea laa 7 zi a
dozelor toxice de paracetamol. Animalele au fost subdivizate in 5 loturi: [-ul — martor; al II-lea —
paracetamol in doza unicd de 500 mg/kg intraperitoneal la a 7 zi; al Ill-lea — entoheptin 50
mg/100g timp de 7 zile intragastral cu injectarea la a 7-a zi a dozei unice de 500 mg/kg
paracetamol intraperitoneal; al IV-lea — imuheptin 50 mg/100g intragastral timp de 7 zile +
paracetamol in doza unicd de 500 mg/kg intraperitoneal la a 7 zi;; al V-lea — imupurin 50
mg/100g intragastral timp de 7 zile + paracetamol in doza unica de 500 mg/kg intraperitoneal la
a7 zi. Laa 8-a zi s-au determinat indicii respectivi. Datele obtinute au fost prelucrate statistic
dupa criteriul t-Student.

Stresul oxidativ reprezintd un dezechilibru dintre genararea de radicali liberi si
antioxidanti si constituie o reactie patologica tipica organismului in diferite patologii. Din aceste
comsiderente cercetarea stresului oxidativ (a nivelului hidrperoxizilor, produselor peroxidarii
lipidice si a conntinutului antioxidantilor) prezintd un interes in evolutia maladiilor si starilor
patologice. Pentru a caracteriza pulul heterogen al diferitor clase de antioxidanti se foloseste o
notiune integrala nespecifica — activitatea antioxidanta totala (AAT). Aceasta permite a aprecia o
componentd integrald ce caracterizeaza potentialul posibil al actiunii antioxidante a tuturor
componentilor ce se afld in lichidul biologic nu separat, ci ininteractiunea intre ele in sistemul
biologic compus, ludnd in consideratie sinergismul cooperativ al actiunii lor antioxidante si
implicatiile antioxidantilor necunoscuti, rar intdlniti sau cu efect minor (benskoB H.A.,
Cemecbko C.I'., 2005). Determinarea AAT presupune nu determinarea uneia sau mai multor
substante, ci a activitatii antioxidante functionale, ce poate fi remodelata in sistemul convenabil
unde au loc reactiile oxidative. Orice metoda de determinare a AAT 1n lichidele biologice se
bazeaza pe utilizarea istemului ce consta minim din 2 componente: generatorul de radicali liberi
si detectorul lor. Introducerea in sistem a captatorului radicalilor liberi sau substantelor ce
influenteaza concentratia sau starea catalizatorului va produce micsorarea radicalilor liberi, ce se
va rasfrange asupra detectorului lor. Astfel, AAT se determind dupa capacitatea de a inhiba
formarea radicalilor liberi. In aceasta consta sensul analizei inhibitoare, iar principiul ei de baza
— concurenta dintre antioxidantul lichidului biologic si indicator pentru oxidator sau mai precis
radicalul liber.

Activitatea antioxidanta totald este nu pur si simplu suma activitdtii diferitor antioxidanti,
aceasta este un parametru ce se modificd dinamic, determinat de interactiunea dintre fiecare
component. Efectul cooperativ al antioxidantilor asigura o protectie mai mare de atacurile
radicalilor liberi decat fiecare component (bensikoB H.A., Cemecbko C.I'., 2005).

Cercetarea AAT a lichidului biologic are semnificatie clinica (diagnostica si prognostica).
O importantd mai mare au nu valorile absolute ale AAT, ci dinamica lor pe durata procesului
patologic. AAT nu manifesta nici specificitate antioxidanta, nici nozologica, dar poate fi unul din
criteriile efective de control al evolutiei maladiei, in dezvoltarea céreia un rol primordial revine
proceselor POL, precum si de selectare individuald a terapiei medicamentoase §i aprecierea
eficacitatii tratamentului in practica medicala.

Ceruloplasmina reprezintd o proteind plasmatica cu proprietdti antioxidante, care se
siuntetizeaza in ficat si in alte organe (limfocite, pulmoni, creier, uter etc.) (JlorunoB A.C. u
ap.., 1998). Ceruloplasmina transfera formele toxice ale fierului (Fe2+) in cele netoxice (Fe3+),
inhiba generarea radicalilor hidroxil (OH"), reactioneaza cu superoxidul (O”) si peroxidul de
hidrogen (H,O,), inhibd lipoperoxidaza dependenta de fier si, astfel, impiedica peroxidarea
acizilor grasi nesaturati si inactivarea enzimelor ce contin grupe tiolice (SH) [Koctrouenko A.JL.,
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u 71p.., 2002]. In acelasi timp, ceruloplasmina se considera un indicator al capacitatii de inhibitie a
proceselor de peroxidare a lipidelor (POL), care se intensifica si stau la baza patogenezei maladiilor
si starilor patologice. Afectiunile hepatice, inclusiv cele toxice, se caracterizeaza prin activarea
proceselor de formare a radicalilor liberi si POL cu acumulare de produse intermediare si finale
(dialdehida malonica, conjugatii dienici, bazele SHIF etc.), cu dereglarea functiilor si stabilitatii
hepatocitelor [Kaur G et al., 2006, Chandan B.K et al., 2007, Lee K.J. et al., 2007, Wu Z.M. et
als., 2007, Benreposckuii A.W. u ap., 2000, TI'yraukoBa A.P. . u ap., 2003]. Una din verigile
patogenetice, in aceste cazuri, reprezintd dezvoltarea endotoxemiei ce initiaza sau sustine
procesele POL.

Rezultate si discutii

La modelarea afectiunii hepatice prin CCl4 s-a constatat o tendintd de micsorarea a
continutului HLPi si HLPm cu o crestere nesemnificativa a HLPf (tab.1). La administrarea
hepatotoxicului la animalele pretratate timp de 7 zile cu entoheptin in doza de 50 mg/100g s-a
depistat o diminuare semnificativd a nivelului hidroperoxizilor. Astfel, la sobolanii tratati cu
entoheptin In comparatie cu lotul control (CCl4 0,4 ml/kg) concentratia HLPi s-au redus de la
0,68 £ 0,07 pana la 0,29 £ 0,05, cea a HLPm de 1a 0,61 + 0,07 pana la 0,3 + 0,03 si cea a HLPf
de la 0,26 + 0,02 pana la 0,15 = 0,02 (P < 0,05). Efect similar asupra nivelului hidroperoxizilor
in leziunea toxicd a ficatului indusa prin CCl4 s-a relevat si la pretratarea animalelor timp de 7
zile cu imuheptin (tab.l1). Imupurinul in aceste conditii nu modifica esential efectele
hepatotoxicului (tab.1 ).

La administrarea dozei toxice de paracetamol (500 mg/kg) s-a depistat o tendintd de
micsorare a HLPi si de majorarea a HLPm si HPLf (tab.l1). La utilizarea preventivd a
entiheptinului timp de 7 zile s-a constatat o diminuare mai accentuatd a HLPi cu o inversare a
efectului hepatotoxicului fatda de HLPm si HLPf (tab.1). Imuheptinul in aceste conditii a
contribuit la o reducere semnificativa a HLPi de la 0,65 = 0,15 pana la 0,31 £ 0,04, a HLPm de la
0,72 £ 0,2 pand la 0,39 + 0,05 si a HLPf de la 0,24 £+ 0,04 pana la 0,16 = 0,02 (P < 0,05).
Imupurinul, utilizat timp de 7 zile nu a modificat caracterul influentei paracetamolului asupra
nivelului hidroperoxizilor (tab.1).

La administrarea tetraclorurii de carbon (CCI4) in doza unica de de 0,4 ml/kg nu s-au
constatat devieri semnificative in nivelul activitdtii antioxidante totale (AAT) (tab.2). La
injectarea hepatotoxicului dupa utilizarea preventiva a entoheptinului In doza de 50 mg/100g
timp de 7 zile s-a relevat o majorarea a AAT fata de lotul intact ( de la 44,74 + 1,92 pana la
53,59 £ 1,79 P < 0,05 ) si cel cu CCl4 ( de la 45,74 + 3,68 pana la 53,59 = 1,79 P> 0,05). In
conditii similare imuheptinul §i imupurinul practic nu influentau nivelul AAT la sobolani dupa
administrarea dozelor toxice de CCl4 (tab.1).

In cazul modelarii afectiunii heptice toxice prin paracetamol s-a constatat o diminuare a
nivelului AAT de la 44,74 + 1,92 in lotul intact pana la 38,51 + 2,69 (P> 0,05). Entoheptinul si
imuheptinul la administrarea preventiva timp de 7 zile au contribuit la anihilarea efectului
prooxidant al hepatotoxicului relevat prin normalizarea AAT (tab.2). Imupurinul in aceste
conditii nu a modificat efectul hepatotoxic al analgezicului antipiretic, nivelul AAT fiind similar
cu cel depistat la animalele pretratate cu paracetamol (tab.2).

Astfel, rezultatele obtinute ne denota, ca entoheptinul restabileste nivelul AAT in cazul
administrarii dozelor toxice de paracetamol si il majoreaza la urilizarea CCl4. In acelasi timp
imuheptinul nu influenteaza AAT la actiunea hepatotoxicd a CCl4 si preintdmpind diminuarea ei
in cazul paracetamolului. Imupurinul practic nu modifica actiunea ambelor hepatotxice asupra
AAT.

La injectarea dozelor toxice de CCly s-a constatat o micsorare a nivelului ceruloplasminei
in ser de la 108,7 £ 9,2 pana la 99,5 + 7,0 (P>0,05). La administrarea preventiva timp de 7 zile a
preparatelor entomologice continutul ceruloplasminei in ser era mai mic decdt la animalele
intacte si cele din lotul cu afectiune hepatica (tab.2).
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Tabelul 1 Modificarea continutului hidroperoxizilor (HLPi, HLPm, HLPt) in ficat in

afectiunile hepatice toxice

Numirul
Nr Grupele sobolani- HLPi HLPm HLPf
lor
1 Intact 12 0,71+ 0,04 0,68 £ 0,04 0,21 £0,02
) CCl 7 0,68 + 0,07 0,61 £0,07 0,26 + 0,02
(0,4 ml/kg ) P> > 0,05 P> > 0,05 P> > 0,05
Entoheptin (50 0,29 + 0,05 0,3+0,03 0,15 +0,02
3 mg/lOOg) 9 P13 <0,001 P13 <0,001 Pi3>0,05
7 zile + CClL (0,4 P,3<0,001 P53 < 0,05 P,3<0,05
ml/kg)
Imuheptin 0,31 £ 0,04 0,35+ 0,03 0,17 + 0,02
4 (SOmg/lOOg) 10 P14<0,001 P14 <0,05 P14 >0,05
7 zile + CClL (0,4 P,4<0,001 P,4<0,05 P4 <0,05
ml/kg)
Imupurin 0,63 + 0,05 0,67 + 0,05 0,25 +0,03
5 (SOmg/lOOg) 10 P15 > 0,05 P15 > 0,05 Pi5>0,05
7 zile + CClL (0,4 P,.5 > 0,05 P,.5 > 0,05 P,.5> 0,05
ml/kg)
6 Paracetamol (500 7 0,65+0,15 0,72 £0,2 0,24 + 0,04
mg/kg) P16 > 0,05 P> 0,05 P16 > 0,05
Entoheptin 0,53 £ 0,07 0,57 + 0,09 0,21 +0,03
7 (50 mg/lOOg) 10 P17 <0,05 Pi7>0,05 P17>0,05
7 zile + paracetamol P67 < 0,05 Ps.7 > 0,05 Ps.7 > 0,05
(500 mg/kg)
Imuheptin 0,31 £0,04 0,39 £ 0,05 0,16 £ 0,02
8 (SOmg/lOOg) 10 P15 <0,001 P15 <0,05 Pis> 0,05
7 zile + paracetamol Ps.g < 0,05 Ps.g > 0,05 Ps.g > 0,05
(500 mg/kg)
Imupurin 0,65 £ 0,06 0,68 + 0,07 0,24 + 0,03
9 (SOmg/lOOg) 10 Pio > 0,05 Pio> 0,05 Pio>0,05
7 zile + paracetamol P69 > 0,05 P69 > 0,05 Ps.o > 0,05
(500 mg/kg)

Paracetamolul, administrat in doze de 500 mg/kg a contribuit la majorarea neesentiala a
continutului ceruloplasminei in ser de la 108,7 £ 9,2 pana la 119,1 = 19,6 (P>0,05). Utilizarea
timp de o saptdmina a entoheptinului a determinat o crestere nesemnificativd a nivelului
proteinei respective in ser atat fatd de lotul intact, cat si cel de control (tab.2). Imuheptinul si
imupurinul in aceste conditii au micgorat neesential concentratia ceruloplasminei in ser.

Studiul concentratiei carnozinei in ser ne-a relevat o micsorare nesemnificativa a acesteia
la administrarea dozelor toxice de CCly (tab.2). Entoheptinul la utilizarea timp de 7 zile nu a
preintimpinat diminuarea nivelului carnozinei induse de hepatotoxic. In conditii similare
imuheptinul si imupurinul au contribuit la mentinerea continutului carnozinei la nivelul
animalelor intacte (tab.2).

Administrarea dozelor toxice de paracetamol a determinat o crestere neesentiald a
nivelului carnozinei in ser de la 445,5 + 24,1 pana la 460,3 = 10,8 (P>0,05). Entoheptinul si
imupurinul au anihilat efectul respectiv al analgezicului antipiretic, diminuand conginutul
carnozinei de la 460,3 = 10,8 pani la 390,2 + 20,1 5i 398,0 = 16,3 (P>0,05) respectiv. In acelasi
timp folosirea imupurinului n-a influentat efectul paracetamolului asupra concentratiei
carnozinei in ser.
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Tabelul 2 Modificarea activitatii antioxidante totale (AAT) si continutului ceruloplasminei,
carnozinei in ser in afectiunile hepatice toxice

Nr Grupele Numar}l 1 Ceruloplasmina Carnozina AAT
sobolanilor
1 Intact 12 108,7 +9,2 4455 £ 24,1 44,74 + 1,92
) CCl 7 99,5+ 7,0 410,8 + 32,0 45,74 + 3,68
(0,4 ml/kg ) Pi>>0,05 P> > 0,05 P> > 0,05
Entoheptin (50 92,5496 | 380,8+196
3 mg/lOOg) 9 P> 005 s> 0.05 53,59+ 1,79
7 zile + CCly P 0’05 Py 0’05 P13 <0,05
(0,4 ml/kg) A B P,3> 0,05
Imuheptin
(50mg/100g) 88,0+7.4 4356112 1 41991176
4 . 10 P14>0,05 P14 > 0,05
7 zile + CCly Pou>0.05 Pou>0.05 Pi4>0,05
(0,4 ml/kg) T i P,4> 0,05
Imupurin
(50mg/100g) 885552 | 447T£208 | 4y 54307
5 . 10 Py5>0,05 Pi5>0,05
7 zile + CCly P> 0.05 P> 0.05 P15 > 0,05
(0,4 ml/kg) 7 P P,5> 0,05
6 Paracetamol 7 119,2 £ 19,6 460,3 £ 10,8 38,51 £2,69
(500 mg/kg) P16 > 0,05 P16 > 0,05 P> 0,05
Entoheptin
(50 mg/100g) 136,7 £ 19,1 390,2 + 20,1 45,44 + 2,73
7 7 zile + 10 P17>0,05 P17>0,05 Pi7>0,05
paracetamol Ps.7 > 0,05 Ps.7 > 0,05 Ps.7 > 0,05
(500 mg/kg)
Imuheptin
(50mg/100g) 99,0 + 5,8 398,0 + 16,3 47,1 +£3,72
8 7 zile + 10 P> 0,05 Pig> 0,05 Pis> 0,05
paracetamol Ps.g > 0,05 Ps.g > 0,05 Ps.g > 0,05
(500 mg/kg)
Imupurin
(50mg/100g) 85,9+5,1 4599+ 12,4 37,19 + 1,82
9 7 zile + 10 Pio>0,05 Pio>0,05 P19 <0,05
paracetamol Ps.o > 0,05 Ps.o > 0,05 P69 > 0,05
(500 mg/kg)

Rezultatele relatate ne permit sd conchidem, ca entoheptinul si imuheptinul preintdmpina
efectele negative ale hepatotoxicelor asupra nivelului AAT si hidroperoxizilor, in timp ce
imupurinul practic nu influenteazi aceste actiuni ale CCl4 si paracetamolului. In aceste conditii
imuheptinul anihileaza actiunea prooxidantd a CCl4 si paracetamolului, in timp ce entoheptinul
mai efectiv cea a tetracolurii. E necesar de remarcat, ca entoheptinul in cazul afectiunii toxice
induse de CCl4 creste atat nivelul AAT, cat si reduce intensitatea formarii hidroperoxizilor, iar in
leziunea produsa de paracetamol influentele sunt mai putin relevante. Imuheptinul in ambele
cazuri de hepatotoxicitate modifica mai esential nivelul hidroperoxizilor, iar AAT este benefic
influentata in hepatita toxica indusd de analgezic. Astfel, preparatele entomologice entoheptin si
imuheptin manifestd proprietdti antioxidante in afectiunile toxice ale ficatului relevate prin
mentinerea potentialului antioxidant si preintdmpinarea proceselor peroxidarii lipidelor.
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