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Rezumat

Administrarea unor baze heterociclice Schiff noi si complexelor lor cu cuprul (II), derivati ai tiosemicarbazidei indu-
ce influente variate asupra activitatii enzimelor glutation-dependente in tesutul splenic. Este evidenta actiunea selectiva a
compusilor studiati asupra expresarii enzimelor glutationice care se manifesta prin tendinta de diminuare nesemnificativa
a glutationreductazei (GR) si glutationperoxidazei (GPO), cresterea neimportanta a glutation-S-transferazei (GST) si de-
presia marcatd a nivelului glutaredoxinei. Sporul leger al GST la actiunea compusilor studiati poate fi considerata drept o
reactie de protectie orientatd sa stagneze intensitatea proceselor peroxidice si sd sustina activitatea ciclului glutationic, iar
diminuarea enzimoactivitatii glutaredoxinei denota efectul lor antiproliferativ, citostatic. Sunt necesare studii suplimen-
tare pentru a evalua mecanismele de actiune ale compusilor cercetati asupra activitatii enzimelor glutation-dependente in
alte biosisteme si experimente pe animale pentru a aprecia importanta practica a rezultatelor obtinute.

Cuvinte cheie: baze Schiff, compusi coordinativi, derivati ai tiosemicarbazidei, enzime glutation-dependente, splina.

Summary. Expression of glutation enzymes in splenic tissue is influenced by thiosemicarbazide derivatives

The administration of new Schiff heterocyclic bases and their copper (II) complexes, thiosemicarbazide derivatives
induces various influences on the activity of glutathione-dependent enzymes in splenic tissue. The selective action of the
studied compounds on the expression of glutathione enzymes is evident, which is manifested by a tendency of insignificant
decrease of glutathione reductase (GR) and glutathione peroxidase (GPO), insignificant increase of glutathione-S-transferase
(GST) and marked depression of glutaredoxin levels. The slight increase of GST under the action of the studied compounds
can be considered as a protective reaction aimed at stagnating the intensity of peroxide processes and supporting the activity
of the glutathione cycle, and decreased the activity of glutaredoxin denotes their antiproliferative, cytostatic effect. Further
studies are needed to evaluate the mechanisms of action of the investigated compounds on the activity of glutathione-depend-
ent enzymes in other biosystems and animal experiments, to assess the practical importance of the obtained results.

Keywords: Schiff bases, coordinating compounds, thiosemicarbazide derivatives, glutathione-dependent enzymes, spleen.

Pesiome. [Ipon3BoHbie THOCEMUKAPOA3H/IA BIHSIOT HA IKCIPECCHIO ITIOTATHOHOBBIX ()ePMEHTOB B TKAHHU CeJle3eHKH

Benenne HOBBIX rerepormiimiaecknx ocHoBannil udda n nx xommiexcoB menu (1), mpou3BOIHBIX THOCEMU-
kap0asuaa, WHAYIHPYET pa3IHYHbIC BIUSHUS HAa aKTHBHOCTH IITyTaTHOH-3aBHCUMBIX (PEPMCHTOB B TKAHH CEJIC3CHKH.
OdeBUIHO U30HMPATEITBHOC ICHCTBHE UCCIICAYEMBIX COCTMHCHUI Ha SKCIPECCUIO TIIyTaTHOHOBBIX (PEPMEHTOB, UTO IIPO-
SIBIISICTCSI TEHJCHIMEH K CHIDKeHHI0 TiryTatuoHpenykrasel (['P) u miyrarnonnepokcunasel (I'TIO), He3HaYMTEIBHOTO
yBeJIM4YeHUs TiyTarnoH-S-Tpancdepasbl (GST) 1 BhIpakeHHOE CHI)KEHHE YPOBHsI IIyTapenokcuHa. He3HauutenbHoe
yBenuuenue GST mon AeHCTBUEM HCCIIEAyeMbIX COSAMHEHII MOKHO PacCMaTPHUBATh KaK 3aIIUTHYIO PEAKIIMIO, HAIIPaB-
JICHHYIO Ha YMEHBIIICHIE HHTEHCHBHOCTH MEPEKUCHBIX MIPOIIECCOB M MOAIEPYKAHNE aKTUBHOCTH TITyTaTHOHOBOTO ITHKIIA;
CHIDKCHHE K¢ (PePMCHTATHBHON aKTHBHOCTH TITyTapEIOKCHHA CBUICTEIILCTBYET 00 MX aHTHIIPOIH(EPaTUBHOM, ITATOCTA-
THYECKOM JieiicTBrr. HeoOXomuMbl nanpHEHIINE UCCICIOBAHUS ISl OLICHKA MEXaHU3MOB JICHCTBUS HCCIICAYCMBIX COC-
JUHCHUI Ha aKTUBHOCTH DIIyTaTHOH-3aBUCUMBIX ()EPMCHTOB B IPYTHX OMOCHCTEMAaX M B 3KCIICPUMEHTAX HA KUBOTHBIX,
‘-IT06BI OLUCHUTH HpaKTHqCCKy}O BAXXHOCTbH HOHy‘IeHHBIX pCSyJ'[BTaTOB.

KuroueBble cioBa: ocHoBanus [Indda, koopauHanmoHHbIE COSNHEHNS, TIPON3BOIHBIC THOCEMUKapOa3na, ITyTa-
THOH-3aBUCUMBIE (PEPMEHTHI, CeTIe3eHKa.
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Introducere.

Un rol important in protectia antioxidanta il deti-
ne glutationul (GSH) si enzimele glutationice [1,2,3].
Identificarea, studiul si testarea unor remedii noi de
corectie a dereglarilor sistemului glutationic 1n pa-
tologiile multifactoriale prezintd un interes deosebit
datorita cresterii incidentei acestor patologii si severi-
tatii procesului pathologic. Sub acest aspect prezinta
un interes deosebit bazele heterociclice Schiff si com-
plexele lor cu cuprul (II), derivati ai tiosemicarbazi-
dei autohtoni noi sintetizati in Laboratorul materiale
avansate in biofarmaceutica si tehnicd, Universitatea
de Stat din Moldova (acad. Aurelian Gulea) [4,5,6] si
care, ar putea exercita o influenta semnificativa asupra
proceselor metabolice. Cercetarile preliminare efec-
tuate au relevat eficienta lor terapeutica si perspecti-
vele de valorificare a acestor compusi [7,8]. Multiple
cercetari efectuate in tard si peste hotarele ei au pus
in evidenta efectele citostatice si citotoxice pronun-
tate asupra celulelor canceroase ale acestor compusi
autohtoni, fara a exista efecte toxice secundare po-
tente. Totusi, studiile precedente nu au fost destul de
sistemice si exhaustive, lipsind cercetdri ale actiunii
acestor compusi asupra proceselor metabolice in dife-
rite tipuri de tesuturi, in special cel splenic. Dupa cum
se stie splina este un organ important al sistemului
imunitar, responsabil de raspunsul imun innascut si
dobandit care luptd impotriva infectiilor, sintetizeaza
anticorpi si elimind globulele rosii deteriorate.

Luand in consideratie cele expuse, elucidarea as-
pectelor noi ale activitatii compusilor mentionati si
ale mecanismelor lor de actiune este foarte actuala
si de perspectiva pentru diversificarea arsenalului de
remedii de Tnalta eficienta, necesari preventiei si/sau
corectiei dereglarilor depistate in bolile multifactori-
ale, cum ar fi neoformatiunile tumorale, bolile infla-
matorii cronice, autoimmune, si alt., precum si meca-
nismele moleculare ale actiunii lor.

Scopul studiului consta in cercetarea actiunii
unor baze heterociclice Schiff noi si complexelor lor
cu cuprul (II), derivati ai tiosemicarbazidei, asupra
expresiei enzimelor glutationice in tesutul lienal la
administrarea animalelor de laborator.

Material si metode.

In experimente au fost utilizate 2 baze heteroci-
clice Schiff noi (CMD-4 si CMJ-23) si complexele
lor cu cuprul (II) (CMD-8 si CMJ-33). Denumirile

substantelor chimice codificate sunt prezentate mai
jos in tabelul 1:

Actiunea bazelor heterociclice Schiff si comple-
xelor lor cu cuprul (II), derivati ai tiosemicarbazidei -
CMD-4, CMD-8, CMJ-23, CMJ-33 a fost evaluata in
experiente pe un lot de 35 sobolani albi masculi cu
masa 180-250 g, divizati in 5 loturi a cite 7 animale 1n
fiecare. Primul lot — martorul, a fost constituit din 7 ani-
male, intretinute la un regim obignuit alimentar de vi-
variu §i carora li se injecta i/m zilnic solutie fiziologica
timp de 30 zile. Animalelor din loturile experimentale
2-5 1i s-au administrat compusii mentionati de trei ori
pe saptdimana i/m in doza 100 nM/kg, pe parcursul a 4
saptamani in urmatoarea succesiune: lotul 2 - CMD-4,
lotul 3 - CMD-8, lotul 4 - CMJ-23, lotul 5 - CMJ-33.

Dupa 24 de ore de la ultima administrare a com-
pusii mentionati, animalele au fost sacrificate sub nar-
coza ugoara cu eter sulfuric si prelevate splina. Toate
operatiile s-au executat in mediu glacial.

Pregdtirea materialului pentru dozarea indicilor
biochimici s-a efectuat in modul urmator. Tesutul li-
enal destinat pentru investigatiile biochimice, a fost
supus omogenizirii. In calitate de mediu de disper-
sare a fost utilizata solutia tampon fosfat 0,1 M (pH
7,4), ce continea 1 mM EDTA, astfel ca dilutia finala
a omogenatului sa constituie 1:10. Pentru distruge-
rea completd a membranelor celulare omogenatul a
fost prelucrat cu triton X-100 n concentratia finala
0,1%. Ulterior, omogenatele tisulare au fost supuse
centrifugarii timp de 15 min la 5000 tur/min, iar su-
pernatantul a fost transferat in eprubete curate si pana
la examinare pastrat in congelator la temperatura de
minus - 40°C. Intreg procesul de preparare a omoge-
natelor tisulare se executd in conditii regulamentare
pentru aprecierea parametrilor biochimici.

Modificarile expresiei enzimelor glutationice in
tesutul lienal au fost apreciate prin evaluarea activi-
tatii glutation-reductazei (GR), glutation-peroxidazei
(GPO), glutation-S-transferazei (G-S-T) si glutare-
doxinei [9].

Acest studiu a fost aprobat de Comitetul de Eticéd a
Cercetarii al Universitatii de Stat de Medicina si Far-
macie ,,Nicolae Testemitanu” (nr.81 din 19.09.2020).

Rezultate si discutii

Rezultatele de evaluare ale expresiei enzimelor
glutationice: GR, GPO, GST si glutaredoxinei in te-
sutul splenic la administrarea unor compusi autohtoni
noi sunt expuse in tabelul 2.

Tabelul 1
Cod Denumirea chimica a substantei
CMD-4 4-etil-2-[fenil (piridin-2-il)metilidena] hidrazin-1-carbotioamida
CMD-8 Cloro- {4-etil-2-[fenil (piridin-2-il)metilidend] hidrazin-1-carbotioamido} cupru
CMIJ-23 4-(3-metoxifenil)-2-[ 1-(piridin-2-il)etiliden] hidrazin-1-carbotioamida
CMIJ-33 Cloro-{4- (3-metoxifenil)-2-[1-(piridin-2-il)etiliden] hidrazin-1-carbotioamido} cupru
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Tabelul 2

Modificarile enzimelor glutationice in tesutul splenic la administrarea bazelor heterociclice Schiff si complexelor
lor cu cuprul (II), derivati ai tiosemicarbazidei

GR GPO GST Glutaredoxina
Grupurile de studiu (nM/s.g. (nM/s.g. (nM/s.g. (nM/s.g.prot)
prot.) prot.) prot.)
Martor 23,37+1,85 28,85+1,89 9,15+0,16 45,85+3,44
(100%) (100%) (100%) (100%)
CMD-4 22,51+1,04 25,27+1,02 9,85+0,72 35,40+1,99*
(96%) (87%) (107%) (77%)
CMD-8 24,55+1,47 29,52+0,77 9,87+0,22* 37,23+4,38
(105%) (102%) (107%) (81%)
CMJ-23 23,84+2,06 28,09+1,66 10,93+0,64 32,83+3,37*
(102%) (97%) (119%) (72%)
CMJ-33 21,13+2,67 27,18+1,79 10,27+0,83 24,4443,14**
(90%) (94%) (112%) (53%)

NOTA: * - diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, p<0,05; ** - p<0,01; ***-p<0,001

In tesutul lienal al animalelor experimentale se
atestd o influenta diferitd a compusilor studiati asupra
activitatii enzimelor glutationice. Astfel, toti compu-
sii cercetati, influenteaza neimportant activitatea GR
si GPO (se constata o tendinta de diminuare nesemni-
ficativa in majoritatea cazurilor), iar cea a GST creste
neimportant sub influenta tuturor compusilor testati
cu 7-19% (p>0,05). Exceptie constituie compusul
coordinative al cuprului (IT) - CMD-8 (Cloro-{4-etil-
2-[fenil (piridin-2-il)metilidend] hidrazin-1-carboti-
oamido} cupru), unde cresterea GST s-a dovedit a fi
cu relevanta statistica (p<0,05).

Activitatea glutaredoxinei in tesutul splenic la ad-
ministrarea compusilor CMD-4, CMJ-23 si CMJ-33
suporta o depresie marcata, aceasta fiind cu 23-47%
mai redusa fatd de valorile de referintd. De notat ca
compusul CMD-8, de asemenea, inhiba activitatea
glutaredoxinei cu 19%, dar aceste modificari s-au do-
vedit statistic insugestive.

Studiul efectuat demonstreaza o actiune variata
sub influenta compusilor autohtoni noi studiati asupra
activitatii enzimelor glutationice in tesutul splenic.
Din rezultatele evaluarii influentei remediilor testate
asupra activitatii GR si GPO reiese ca, nivelul func-
tional al acestor enzime practic nu este influentat de
medicatia cu remediile cercetate ce ne denota, ca pro-
cesul de interconversie a GSH redus in GSSG oxidat
nu este afectat.

Cresterea nivelului functional al GST in tesutul
lienal poate fi apreciat ca fiind expresia proceselor de
adaptare orientate spre inlaturarea eficienta a radica-
lilor liberi ai oxigenului si azotului, ceea ce denota
majorarea protectiei antioxidante, incitatd de aceste
preparate.

Inhibitia pronuntatd a enzimoactivitatii glutare-
doxinei in splina sub influenta remediile cercetate, pro-
babil, denota efectul lor antiproliferativ, citostatic.

Dupa cum s-a mentionat anterior, glutaredoxinele
catalizeaza reducerea disulfizilor si/sau disulfizilor
micsti ai glutationului, in special, reactiile de redu-
cere — deglutationare a proteinelor, S-glutationiza-
rea fiind un mecanism rapid si mobil al modificarii
posttranslationale a proteinelor [ 10, 11], iar reducerea
functionalitatii acestei enzime exercitata de compusii
studiati ar putea afecta procesul de S-glutationiza-
re a proteinelor — aditionarea glutationului la grupele
SH ale resturilor de cisteina de catre acesti compusi.
Procesul de S-glutationizare joaca un rol cheie in con-
trolul diferentierii si proliferarii celulare [10, 11, 12],
reducerea enzimoactivitatii glutaredoxinei s-ar pu-
tea datora activitatii antiproliferative, citostatice ale
compusilor testati.

Dupa cum se stie, in toate organismele vii sunt
prezente proteine ale familei tioredoxinelor, formate
din tioredoxine, glutaredoxine si peroxiredoxine care
se gasesc in lichidul extracelular, citoplasma, mito-
condrii si in nucleu cu functii importante antioxidante
de semnalizare si control transcriptional. Prin urmare,
descifrarea mecanismelor prin care proteinele fami-
liei tioredoxinelor influenteaza asupra procesele ce-
lulare poate servi drept fundament pentru elaborarea
unor strategii terapeutice eficiente [13,14].

Astfel, modificarile depistate de noi in sistemul
glutationic se pot implica cu rol patogenic important
in constituirea reactiei de raspuns a sistemului imun
splenic la diverse actiuni.

Concluzii

1. Administrarea unor baze heterociclice Schiff
noi si complexelor lor cu cuprul (II), derivati ai tio-
semicarbazidei induce influente variate asupra acti-
vitatii enzimelor glutation-dependente. Este evidenta
actiunea selectiva a compusilor studiati asupra expre-
sdrii enzimelor glutationice care se manifesta prin
tendintd de diminuare nesemnificativa a GR si GPO,
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cresterea neimportantd a GST si depresia marcata a
nivelului glutaredoxinei in majoritatea cazurilor.

2. Sporirea activitatii GST de catre compusii
studiati ne denota majorarea protectiei antioxidante,
incitata de acesti compusi bioactivi, iar diminuarea
enzimoactivitatii glutaredoxinei denota efectul lor
antiproliferativ, citostatic.

3. Sunt necesare studii suplimentare pentru a eva-
lua mecanismele de actiune ale compusilor cercetati
asupra activitatii enzimelor glutation-dependente in
alte biosisteme si experimente pe animale.

Acest studiu a fost sustinut de ANCD in cadrul
Proiectului de stat 2020-2023 nr. 20.80009.5007.10.
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