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Abstract. Effects of 12 mg% glucose (G), mannitol (M), sorbitol (S) and their
total acetylated derivatives — pentaacetylglucose (PAG), heyaacetylmannitol (HAS)
and hexaacetylsorbitol (HAS) — upon the electric membrane potential and redox
potential (rH) of normal and intoxicated with allyl alcohol hepatic cells of frog have
been investigated, comparatively with the Aspatofort medicine effects. Allylic alcohol
induces an irreversible membrane depolarization and an abnormal rH increase, thus
manifesting similar effects to that of hepatic diseases. Polyolic type agents determine a
light membrane hyperpolarization of normal hepatic cells and a recovery of the rH of
cells intoxicated with allyl alcohol, as well. So, they manifest hepatoprotective,
stabilizing and redox modulating properties, similar to that of Aspatofort medicine.
Acetylated derivatives evidenced, in this context, more pronounced effects, compared
with that of nonacetylated agents. The results argue therapeutical utilization of these
polyolic type compounds.

Studierea proprietatilor biofarmacologice ale diferitilor produsi naturali este
in prezent de un deosebit interes.

Astfel, alcoolii hexahidroxilici, cu o structurd chimica asemandatoare cu cea
a hexozelor, sunt produsi naturali existenti, in stare liberd sau in unele combinatii,
in fructe, sucuri si vin, de o importantd aparte fiind manitolul si sorbitolul [3, 5, 6,
12]. Datoritd proprietatilor lor, acesti compusi prezintd interactiuni multiple cu
organismul animal si uman, avand o serie de importante utilizari farmacologice.
Astfel, manitolul, desi nu este metabolizabil, este cunoscut in special pentru
proprietatile sale de reechilibrare osmoticd si reducerea edemelor, actiunea
citostatica si ca agent de diagnostic, iar sorbitolul este un substrat energetic
metabolizabil, independent de insulind, putdnd fi utilizat de diabetici si avand,
totodata, si importante proprietdti anticetogene si hepatoprotectoare [6, 17]. La
aceste proprietati farmacologice se adauga si contributia lor la stabilirea calitatilor
specifice ale fructelor si vinului [3, 5].

Pornindu-se de la proprietatile moleculare ale poliolilor si ale ozelor si de la
implicatiile multiple ale radicalilor acetil in procesele celulare — de exemplu in
acetil-CoA si ciclul Krebs — [8, 9], au fost sintetizati o serie de derivati
poliacetilati ai acestora, obtindndu-se astfel pentaacetilglucoza (PAG),
hexaacetilmanitolul (HAM) si hexaacetilsorbitolul (HAS), cu proprietiti
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moleculare si de biodisponibilitate imbogatite fatd de produsii de baza, neacetilati
[14, 15].

Intr-o serie de cercetiri anterioare am evidentiat diferite actiuni la nivel
celular ale acestor derivati, exprimate prin efecte specifice asupra structurii,
permeabilitatii si incarcarii electrice a membranelor celulare [13], efecte
antialcoolice [9], imunomodulatoare [11], metabolice, anticanceroase [1], precum
si unele aspecte ale proprietitilor hepatoprotectoare si de modulatori redox [9, 10].
Numeroase aspecte ale proprietdtilor fizio-farmacologice ale acestor agenti sunt
insa putin cunoascute, in special in privinta mecanismului lor de actiune la nivel
celular.

Pentru imbogatirea tabloului de date experimentale In vederea explicarii
efectelor celulare ale acestor compusi de tip poliolc, in prezenta lucrare am
urmarit efectele acestora asupra celulelor hepatice normale §i intoxicate cu alcool
alilic, care produce o serie de modificari celulare similare cu cele care au loc in
afectiunile ficatului [10, 16, 19]. In acest sens, am studiat efectele acestor agenti
asupra potentialului de membrand a celulelor hepatice, care reflectd starea
fiziologica celulara [2], precum si asupra potentialului redox, care se modifica in
situatii patologice [8, 9, 18].

MATERIAL SI METODA

Experimentele au fost realizate in vitro, pe ficat de broasca (Rana ridibunda,
Pall.) mentinut la temperatura camerei (22 °C) in solutie fiziologicd Ringer normala
(RN) ce continea unul din produsii studiati, Tn concentratie de 12 mg/100 mL. Pentru
solubilizarea PAG, HAM si HAS s-a utilizat propilenglicol (PGL) 0,5 mL%, fara efecte
bioelectrice si redox semnificative.

intr-o serie experimentald s-a determinat potentialul de repaus membranar
(mV) al hepatocitelor prin metoda microelectrozilor intracelulari de sticla, pe celule
normale sau intoxicate cu alcool alilic (AAL) 3 mL% si tratate cu G, M, S, PAG, HAM
sau HAS, ori cu medicamentul hepatoprotector Aspatofort (ASP) 0,5 mL%
(concentratie utilizata clinic), ca agent de referinta, sau cu solventul propilenglicol 0,5
mL%.

Concomitent s-a determinat pH-ul solutiilor cu agenti si potentialul redox (Ey) al
acestora si al extractelor tisulare hepatice, dupd metode potentiometrice, calculandu-
se apoi parametrul rH prin relatia lui Clark si raportare la electrodul normal de
hidrogen, valorile fiind exprimate in volti [7, 20]:

E, +0,058- pH +0,250
0,029

Calculul statistic al datelor s-a realizat conform metodei Student.

rH =

V)

REZULTATE SI DISCUTII

Determinarea potentialului de membrana al celulelor hepatice normale in
prezenta agentilor poliolici evidentiaza un efect hiperpolarizant al acestora, mai
slab 1n cazul produsilor de baza, neacetilati, $i mai puternic la actiunea derivatilor
acetilati (tab. 1). Astfel, dupd 60 de minute de actiune, G determind doar o slaba
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depolarizare (2,60%), iar M si S o hiperpolarizare de 8,42% si respectiv 9,48%
fatd de potentialul de repaus normal (PRN) initial (100%). HAM si HAS au insa
efecte hiperpolarizante mai puternice, de peste 11% fatda de PRN. Aceste efecte
sunt foarte persistente, astfel ca, dupad 60 de minute de spilare a preparatelor
hepatice cu Ringer normal fard agenti, hiperpolarizarea, desi scade mult, se mai
pastreaza inca, in special in cazul PAG si HAM (tab. 1).

Tabelul 1
Efectele bioelectrice ale poliolilor si derivatilor lor acetilati asupra
celulelor hepatice normale
PRN in RN (mV) Efect agent — min 60 | Efect RN dupa agent — min 60
- tmVdin | 1% din
X£ES % Agent PRN PRN +mV din PRN +% din PRN

31,16+0,23 | 100 G -0,81 —2,60 -0,08 0,26
31,73+0,25 | 100 PAG +3,02 +9,51 +1,13 +3,56
32,18+0,27 | 100 M +2,71 +8,42 +0,67 +2,08
31,51+0,37 | 100 HAM +3,55 +11,26 +1,36 +4,32
30,17+0,32 | 100 S +2,86 +9,48 +0,35 +1,16
32,1640,31 100 HAS +3,76 +11,69 +0,29 +0,90
31,15+0,35 | 100 ASP +0,22 +0,70 -0,26 -0,83
30,15+0,31 100 PGL +0,20 +0,66 +0,15 +0,49

Efectele hiperpolarizante indica existenta unor proprietati de stabilizatori de
membrana ale acestor agenti i o posibild actiune de reducere a permeabilitatii
pasive membranare §i/sau o stimulare a transportului activ, cum am constatat in
alte cercetari pe celule musculare striate [13]. Persistenta efectelor indica o legare
puternica a acestor agenti in structura membranei celulare, In special a celor
acetilati, care prezintd o lipofilie moleculara mai accentuatd. ASP si PGL nu
determina efecte semnificative, la concentratiile utilizate.

Tratarea celulelor hepatice cu alcool alilic determind o depolarizare
(10,91-14,40%) greu reversibila a membranei hepatocitelor, dupa 60 de minute de
spélare a preparatelor cu RN repolarizarea fiind de numai 21% (tab. 2). Aceasta
evidentiazd perturbari celulare pronuntate, similare cu cele din afectiunile
hepatice [16, 19].

Tabelul 2

Efectele bioelectrice ale poliolilor si derivatilor lor acetilati asupra celulelor hepatice
intoxicate cu alcool alilic

PRN in RN (mV) AAL — efect min 60 Agent Efect dupa AAL — min 60
- +mV din +% din +mV din %

X+ES % PRN PRN PRN repolarizare
30,55+0,43 | 100 -4,25 -13,91 RN -3,35 21,17
31,26+0,26 | 100 -4,65 -16,09 G -2,84 38,92
30,28+0,29 | 100 -3,99 -13,17 PAG -0,11 97,24
32,63+0,26 | 100 -4,34 -13,30 M -2,70 38,68
29,87+0,28 | 100 -3,26 -10,91 HAM +0,67 120,55
31,23+0,34 | 100 -4,50 —14,40 S -1,69 62,44
30,33+0,32 | 100 -3,33 -10,98 HAS +0,63 118,92
34,10+0,48 | 100 -4,40 -12,90 ASP -0,04 99,02
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Tratamentul cu agenti poliolici al acestor celule determina insa o reducere
treptatd a depolarizarii alilice (tab. 2). Efectul de refacere a potentialului de
membrana este insd mai slab in cazul produsilor neacetilati (in medie 38—-62%),),
cei acetilati determindnd o repolarizare totald, ca si ASP, si in special HAM si
HAS care, dupa 60 de minute, induc chiar o usoard hiperpolarizare membranara
(+0,67 si +0,63 mV). Aceste rezultate indicd o actiune a agentilor de tip poliolic
de restabilire a proprietdtilor structurale, de permeabilitate si bioelectrice ale
hepatocitelor, similare cu cele ale medicamentului Aspatofort, potentialul de
membrana indicand starea fiziologica a celulelor [2], ceea ce dovedeste existenta
unor proprietati hepatoprotectoare ale acestor agenti.

Alte aspecte importante au reiesit din determinarile de potential redox.

Avand in vedere faptul cd valoarea 28,3 V reprezintd rH-ul neutru si
valorile intre 0-28,3 V indica domeniul redox reducator, iar valorile intre 28,3—
42,4 V constituie domeniul oxidant [7, 20], se constatd ca toate valorile de rH
inregistrate in prezenta poliolilor si derivatilor acetilati se situeazd in domeniul
redox reducdtor (tab. 3), atat in solutii, cat Tn extractele hepatice, astfel de valori
rH fiind specifice pentru organismele animale [4, 20].

Tabelul 3

Influenta poliolilor si a derivatilor lor acetilati asupra valorilor rH ale solutiilor
fiziologice si ale tesutului hepatic

Agent rH (V)
in solutie in tesut hepatic
valoare +% din RN valoare +% din RN

RN 28,27 100 22,33 100
AAL 32,51 +14,99 22,80 +2,10
G 27,35 -3,26 20,95 -6,18
PAG 27,32 -3,36 21,95 -1,71
M 26,90 —4,85 20,65 -7,53
HAM 27,30 -3,43 21,69 -2,87
S 27,65 -2,19 20,85 -6,63
HAS 27,75 -1,84 22,25 -0,36
ASP 27,40 -3,08 22,31 -0,09
PGL 28,26 -0,04 - -

Valorile rH din extractele celulare sunt insd mai mici decat cele din
solutiile extracelulare, solutia fiziologica RN avand chiar un rH neutru.

Alcoolul alilic impune o crestere a potentialului redox, valoarea rH a
solutiei In prezenta lui fiind de 32,51 V, iar a extractului hepatic de 22,80 V, cele
mai mari din intreg tabloul de date (tab. 3), ceea ce evidentiaza o perturbare a
proceselor redox celulare [8, 18].

Tratamentul cu polioli §i derivati acetilati reduce insa wvalorile rH,
determindnd o reechilibrare redox, In mod similar cu medicamentul Aspatofort,
cee ce reprezintd efectul unor proprietati de modulator redox ale acestor agenti.
Solventul propilenglicol (PGL) nu produce modificari redox semnificative in
raport cu solutia RN fara agenti, considerata ca referinta.

Admitand cd rH-ul optim pentru ficat este de 22,33 V, inregistrat in
prezenta RN (tab. 3), se constata cd G, M si S induc valori mai reducitoare de rH

590




(20,65-20, 95 V), in timp ce in prezenta derivatilor acetilati, rH-ul extractului
hepatic se pastreaza in jurul valorii optime (21,69-22,25 V).

Din datele privind efectele bioelectrice ale agentilor poliolici si efectul lor
redox se constatd o corelatie grafica liniara (figura 1 — linia plind) intre valorile
privind repolarizarea membranei hepatocitelor intoxicate cu alcool alilic si
valorile rH ale extractelor hepatice.

Repolarizare (%)

X

ol—

0 21 2 23 rh
Fig. 1 - Dependenta repolarizarii membranei celulare hepatice de rH-ul tisular
(M reprezinta martorul, Ringer normal)

Valorile rH ale extractelor celulare se inscriu insd pe o curba Gauss
asimetricd, ce contine si punctul caracteristic tratamentului cu RN (M), avand
punctul maxim corespunzator rH-ului optim si o pantd mai abrupta spre valorile
oxidante si cealaltd mai lind spre valorile reducatoare (linia intreruptd), aceasta
alura a curbei gaussiene fiind specifica pentru organismele animale, pentru
vegetale ramurile curbei avand o inclinare inversa, dupa cum am constatat in alte
cercetdri [20]. Totodata, din aceste observatii rezultd ca, o astfel de reprezentare
graficd permite o apreciere rapidd a celei mai potrivite substante si concentratii
privind un anumit efect biologic (maximul curbei), pentru a fi apoi verificate
experimental.

Rezultatele obtinute indicd necesitatea continudrii cercetarilor in vederea

CONCLUZII

Agentii poliolici si derivatii lor poliacetilati (G, M, S, PAG, HAM, HAS)
prezintd o serie de efecte bioelectrice specifice asupra celulelor hepatice, cu
aspecte caracteristice in functie de starea fiziologica a celulelor si natura agentilor.

Produsii de tip poliolic determina o usoard hiperpolarizare a membranei
celulelor hepatice normale, cu o amplitudine mai micd in cazul produsilor
neacetilati, dar mai puternica si mai persistenta in cazul derivatilor acetilati.

Alcoolul alilic provoaca o depolarizare, greu reversibild a membranei
celulelor hepatice si modificd potentialul redox celular, ca urmare a perturbarii
proceselor celulare.
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Produsii de tip poliolic restabilesc incéarcarea electrica si functiile celulelor
hepatice intoxicate cu alcool alilic, manifestdnd proprietdti hepatoprotectoare si
stabilizatoare similare cu cele ale medicamentului Aspatofort, efectele derivatilor
acetilati fiind mai pronuntate. Totodata, acesti produsi manifesta si proprietati de
modulatori redox, restabilind potentialul redox normal al hepatocitelor intoxicate
cu alcool alilic.

Rezultatele sustin posibilitatea utilizarii medicale a acestor produsi.
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