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REZUMAT

Ceruloplasmina (CP) si transferina (TR) sunt doua metalo-proteine cu capacitati antioxidante conferite de nanoparticolele (ionii de
cupru, respectiv de fier), incorporati in structura lor. in aceasts lucrare ne-am propus sa investigam relatia dintre Cu-CP si Fe-TR
la pacientii cu infectii respiratorii acute, prin realizarea grafica a evolutiei parametrilor determinati la fiecare pacient.

Corelatia pozitiva Cu-CP, Fe-TR a corespuns cu evolutia favorabila vindecarii, pe cand corelatia negativa, a caracterizat evolutia
trenanta dificild/severa a infectiei respiratorii acute. Diferentiera pacientilor dupa tipul de afectiuni si explicatiile date in reprezentarea
grafica la fiecare pacient, au facut posibila observarea evolutiei bolii.

S-a realizat o reprezentare grafica prin integrarea valorilor parametrilor Fe-TR, Cu-CP pentru ficare pacient in parte obtinandu-se
urmatorele doua cazuri:

1. 27 din pacienti au prezentat stres oxidativ din care viral (n = 5), mixt (n = 3) si bacterien (n = 19), (Fel TRT si Cul CPT).
S-a costatat ca bolnavii internati cu pneumonie au prezentat numai infectii bacteriene sau mixte.

2. Ceilalti 9 pacienti se aflau in faza tardiva si cronicizanta a bolii, s-au depistat cazuri virale (n = 3), mixte (n = 2) si bacteriene (n = 4),
(FeTTRT si CuTCPJ).

S-au luat in studiu 36 de pacienti (14 barbati si 22 femei, cu varsta medie de 45,3 ani ) internati la Spitalul ,,Victor Babes" in perioada
19.02-15.04.2003 cu infectii respiratorii acute. Probele de sénge s-au recoltat in a 4-a zi si a 8-a zi de la internare. Pacientii au fost
impartiti in grupele A si B cu subgrupele A1 [infectie cu virus gripal de tip B confirmata serologic (F. Topéarceanu), n = 12], A2
(infectie cu alt virus respirator, n = 12), B1 (infectie bacteriana cu agent identificat, n = 4), B2 (infectie bacteriana cu agent
neidentificat, n = 8), precum si grupa C (infectie virala suprainfectata bacterian). TR s-a evaluat prin imunodifuzie radiala, iar CP
prin metoda Ravin cu p-fenilendiamina ca substrat enzimatic. lonii de cupru, respectiv de fier, s-au determinat spectrofotometric
prin reactia cu 3, 5-Di Br PAESA (kitul/RAME-Siero, ltalia) si respectiv ferozina (kitul/Biocom, Germania).

Corelatia pozitivda Cu-CP, Fe-TR a corespuns cu evolutia favorabila vindecarii, pe cand corelatia negativa a caracterizat evolutia
trenanta/severa a infectiei respiratorii acute.

Diferentierea pacientiilor dupa tipul de afectiune si explicatiile date, in reprezentarea grafica la fiecare pacient, au facut posibila
urmarirea evolutiei bolii in functie de concentratiile serice de Cu-CP, Fe-TR. Este un posibil mod de explicare a modificarilor, care
apar in cursul evolutiei bolii si in viitor un mod de diagnosticare mai rapida.

—— ABSTRACT

TR and CP are two metal proteins containing iron and copper nanoparticle in their structure. Correlation between cooper-
ceruloplasmin and iron-transferrin was by graphically represented for several respiratory infections of patients.

We investigated 36 patients from ,Victor Babes® Hospital of Infections Diseasees (14 men and 22 waman) between 19.02-
15.04.2003 are suffering from respiratory infections.

The blood samples were taken in the fourth and the eighth day of hospitalization. The patients were separated in 3 groups, A1
(viral), B (bacterial), and C (mixed viral/bacterial). There were also subgroups: A1 (B influenza virus serologically confirmed), A2
(another influenza virus serologically confirmed), B1 (bacterial infection with identified agent) and B2 (bacterial infection with
unidentified agent). Transferrin was evaluated through radial imunodifusion, and CP through Ravin method with enzymatic substrate
p-phenilendiamin. The copper and iron ions were determined with the spectrophotometer from the kit reaction with 3, 5-Di Br
PAESA (kit/RAME-Siero, ltalia) and ferozin (kitl/Biocom, Germany).

Positive correlation between Cu-CP, Fe-TR was favorable for the helding, and the negative correlation matched the severe and
acute phase of the respiratory infections. The calssification of patients by type of affections and the explanations given in the
graphic representations for each pacient made possible to observe the elovution of the disease.

A graphic representation was made by integrating the values of Fe-TR, Cu —CP parameters for each patient and it are separate
between oxidative stress and chronic diseases.

1. 27 of the patients suffered from oxidative stress viral (n = 5), complex (n = 3) and bacterium (n = 19), (Fe!TRT si Cul CPT).
Pulmonian diseasees have only mixt and bacterial infections.

2. The ather 9 patients were in the late(final) and cronic phase of the disease and we found cases of viral (n = 3), complex (n = 2)
and bacterien (n = 4), (FeTTRT si CuTCP).

Positive correlation between Cu-CP, Fe-TR matched the helding, and the negative correlation was matched the severe and acute
phase of the respiratory infections. The classifications of the patients by type of affections given in the graphic reprezentations for
each pacient made possible to follow the evolution of the disease according to the serum concentrations of Cu-CP, Fe-TR. It is
possible way to explain the modifications which appear during the evolution of the diesease and for the future,it is foster, direct
method of diagnostic.
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INTRODUCERE

Infectiile cdilor respiratorii superioare (ICRS)
constituie o problema importantd de sédnatate, ocu-
pand 40-60% din totalul morbiditdtii copilului si
20% din cel al adultului. Entitdtile cuprinse in ICRS
sunt: rinitele, adenoiditele, faringoamigdalitele, oti-
tele, sinuzitele, laringitele. Etiologia ICRS este
predominant virald (80-90%): rinovirusuri, virusuri
gripale, paragripale, adenovirusuri, reovirusuri,
coronavirusuri, herpesvirusuri, enterovirusuri, vi-
rusul sincitial respirator. Bacteriile pot fi cauza pri-
mard a ICRS, dar mai frecvent ele complica in-
fectia virald. Agentii bacterieni mai frecvent
implicati sunt: Streptococcus pyogenes, strepoco-
cii piogeni de grup B, C, G, Streptococcus pneumo-
niae, Haemophilus influenzae, Moraxella cata-
rrhalis, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma
pneumoniae, Arcanobacterium hemolyiticum, aso-
ciatii fuso-spirochetozice.

Infectiile cdilor respiratorii inferioare (ICRI)
cuprind traheobronsite, brongiolite, pneumonii si
supuratii bronhopulmonare. Agentii infectiosi cei
mai frecventi ai ICRI sunt: virusurile respiratorii
(sincitial respirator, paragripale, gripale A, B, C,
adenovirusuri, enterovirusuri, virusul rujeolic, vari-
celo-zosterian, herpes simplex, virusul cito-
megalic), bacteriile (Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus,
Klebsiella spp., E. coli, Proteus spp, Chlamydia
pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Legio-
nella pneumophila etc.), fungii.

Frecvent pneumoniile initial virale se supra-
infecteaza cu bacterii realizand aspectul de pneu-
monie mixtd, in care componenta bacteriand ras-
punde promt la tratamentul cu antibiotice, persis-
tand in continuare componenta virala pulmonara.

Nanomedicina reprezintd un instrument de
diagnosticare, testare si prevenire a Tmbolnavirii,
traumatismelor, sau fricii, contribuind astfel la im-
bunititirea stirii de sdndtate a populatiei. Ea utili-
zeaza instrumente pentru intelegerea structurii mo-
leculare a corpului uman, adresandu-se proble-
melor medicale, ce implicd structura nano a unor
componente ale serului uman, §i interactiunea lor
cu sistemele biologice. Dintre ele mai studiate sunt
ceruloplasmina (CP) si transferina (TR), metalo-
proteine cu capacitati antioxidante conferite de
nanoparticule (ioni de cupru, sau fier incorporati
in structura lor).

Tendinta actuald in medicind si biologie este
de a valoriza aplicatiile fieroelectrice. Aparitia in-
flamatiei induce modificari locale de pH produ-
cand modificdri ale momentului magnetic de spin

sau inmagazinarea energiei rezultate din reactiile
de oxidare absorbite 1n infra rosu (IR), iar in zona
afectatd provoacd mérirea volumului §i cresterea
temperaturii cu 2-40C, peste limita normalid de
36,69C. Potrivirea dimensiunilor nano ale fierului
respectiv cuprului si a canalelor de permeabilitate
ale membranelor biologice, faciliteazd inflamatia
producand disconfort, febrd si toate celelalte fe-
nomene asociate (producere si secretie de chemo-
kine, citokine etc.).

Obiectivul acestei lucriri este investigarea re-
latiei dintre Cu-CP si Fe-TR la pacientii cu infectii
respiratorii acute i monitorizarea evolutiei para-
metrilor determinati la fiecare pacient.

Pe baza momentului magnetic si a conductivi-
tatii moleculare a fierului la temperatura camerei,
studiile de spectrometrie din IR au relevat o structurd
octaedricd a Fe2* [8]. La aceastd temperaturi au loc
modificdri ale conductivititii, a captdrii energiei in
IR, prin variatia momentului magnetic, si inter-
actiunea complexi a ionului de fier cu ionii de cupru
din legiturilor oxalo (la raportul 4 Cu2+/1 Fe3+). In
cazul legiturilor oxalo dintre Cu2+ gi Fe3+, existenta
unui singur spin de antisens, creeazd un moment
antiferomagnetic [9].

Acest proces cuprinde 3 faze:

1. Prima fazi presupune suprasaturarea trans-
ferinei cu fier In proportie de 30%, prin inse-
rarea Fe3* in cei doi lobi de transferini.
Interactiunea fierului cu receptorii de trans-
ferind produce in medii alcaline efecte anti-
tumorale §i o crestere a arderilor in celulele
tumorale. [3,4] Efectele mediate de interac-
tiunea cuprului cu aceste molecule sunt anta-
gonice, intre cele doud minerale existind o
competitie a absorbtiei in organism. [5]

2. Existenta in ser a formei saturate de trans-
ferind (inactivd in reactia redox), promo-
veazd formarea de radicali hidroxil
(Baldwin et al., 1984) confirmand inabili-
tatea ei de a mai lega fierul.

3. Fierul in exces nu este hidrolizat, asfel cd
poate exista in forma liberd, ca sare si poate
fi captat de celulele care absorb fierul. [4]

In formulele, A si B sunt sumarizate principalele
reactii chimice implicate 1n aceste fenomene.

A. Reactiile HABER- WEISS
Fe** + H,0, <> F’* + OH™ +OH"
2H,0, S 50, +2H,0
RO + Fe’" <> RO; + Fe’”

ROOH + Fe’* <> ROO + Fe*"  + H*
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Ionii cupros, feros si hidroxil sunt toxici si foarte
instabili.

B. Feroxidaza |

Fe2+ 4+ Cu2+Feroxidaza 1 «Fe3+ + Cu* Feroxi-
daza I O, + 4H* + 4Cu*Feroxidaza I «<2H;0 +
4Cu?2+ Feroxidaza I

Feroxidaza I are rol in modularea captirii Fe2+
in organism si a afinitatea Fe3+ de a intra in lobii
de transferind.

TR si CP, au factori transcriptionali cu secvente
specifice de legare in regiunile promotor ale ge-
nelor, care se infdsoard cu proteine captatoare de
fier si cupru.

Transferina umani face parte din familia
glicoproteinelor, fiind formatd dintr-un singur lang
bilobal, care contine 679 de amino acizi, prin le-
agare fierul, cu masa moleculard de 90 kDa. Cei
doi lobi sunt omologi si contin doud domenii de
mare afinitate pentru ncorporarea metalului 1n po-
zitiile dintre despiciturile interdomeniilor. Pozitiile
lobi N si C sunt similare, dar nu identice. Acestea,
leagd ionul feric mare cu spin octoedric (ale cdrui
grupdri fenolice au doud tirozine), cu un grup de
imidazone histaminic, cu o gruparea carbonica
aspacart si doi oxigeni ai ionului (bi)carbonat.
Transferina leagd o serie de metale nefiziologice
ca (Cu, In, Al si Hf) [17]. Singur, lobul N-terminal
nu dd masura legdrii transferinei de receptorii ce-
lulari, ci serveste ca donor al ionului de fier pentru
celule, iar lobul C-terminal (121-760 reziduri), are
ambele functii [13]. Cele patru reziduri ale lobului
C (Asp392, Tyrd26, Tyr517 si His585), servesc
la legarea fierului, prin complementul anionului
de bicardonat legat de proteine prin punti de hi-
drogen [13].

75% din energia legarii fierul de transferina,
este realizatd prin lobul C de transferina receptor.

Saturarea transferinei constd din:

i. legarea a 2 moli de Fe3+ la 1 mol de trans-

ferind (Morgan, 1992);

ii. saturarea (%)TR = 3,98 x concentratia serica

de Fe3* (umol/l)

unde: masa moleculard a TR este 79570 Da

Blocarea capacititii transferinei de a lega fierul
in exces, generatd de cresterea concentratiei serice
de fier liber are efecte patologice, influentand sta-
rea de sdndtate a pacientilor cu o serie de afectiuni
virale sau maligne (Breuer et al., 2000a).

In infectia microbiani, prognosticul aparitiei
inflamatiei este dependent de tendinta fierului de
a forma lanturi polimerice complexe de 17-19 ioni

de fier (Archibald, 1983). S-au acumulat dovezi
privitoare la implicarea TR si CP in patologie.

A. Haemophilus influentzae (Gray-Owen and
Schryvers, 1996; Schryvers and Stojiljkovic,
1999) are pe suprafatd receptori care se
leagd direct de transferini.

B. Suprasaturarea transferinei conduce la cres-
terea riscului de generare a unor infetii letale
cu Streptococcus pneumonie. (Lambert and
Hunter 1990)

Situatia reversd, absenta legarii Fe si existenta
ionului fieros liber in exces, creste riscul de in-
fectie. Prin urmare inactivarea transferinei, gene-
reazd premizele unor infectii acute, creste riscul
de declansare a unor septicemii, Ward and Bullen,
1999 si inactiveazd reactiile redox. S-a obsevat o
corelatie Tntre rezistenta la antibiotice si la supra-
saturarea transferinei la pacientii cu infectii re-
curente.

Absorbtia fierului este importantd pentru reali-
zarea acestor procese. La pH-ul fiziologic el se
prezintd sub formd de Fe?*, solubil; capabil si in-
teractioneze cu feritina, prin oxidare el devine Fe3+,
foarte insolubil. Feritina si bacterioferitina (Bcf)
cu cele doud functii in dezintoxicare a ionului
feros 1n solutii si de captarea/sechestrarea ionului
prin oxidare, el devine feric. Feritina face parte
din marea familie de fiero-proteine existente in
toate organismele. Bcfeste o hem proteind, de tipul-
b a hemul dimeric. Forma Tn exces este reprezentata
de Fe2+, are o toxicitate mare si este eliberat de
transferina sericd prin diferite mecanisme. Uzual
fiind endocitarea si degradarea mediata de
receptorul pentru transferind.

Ceruloplasmina este o cupro-proteind a plas-
mei, care este produsd prin oxiddri multiple (Fero-
xidaze) fiind esentiald in homeostaza normald a
fierului. Structura ceuloplasminei este formatd din
secvente complete de reziduri de amino acizi =500,
care realizeazd limitarea clivajele proteolitice, iar
prin caracterului hidrolitic/hidrofobic ne aratd
prezenta unei structuri secundare [20]. Fiecare
subunitate este formatd din trei domenii Al, A2 si
B, cu structuri si functii diferite. Tipul Al singur
are o absorbtie intensd la 600 nm, conferind
proteinelelor o culoare albastrd. Tipul A2 singur
este coordonat de cele patru nitrogen imidazol, ce
inchid in ele cele doud momente antiferomagnetice
care cupleazi cu tipul B a ionilor de cupru absorbind
la 330 nm. Tipul A2 si B prezintd o structurd
triunghiulard de ciorchine, care incorporeazd cuprul
(creeind benzi ligand cu amino acizi) cu oxigenul
prin cicluri catalitice, fapt confirmat prin studii de
cristalografie cu raze X [24].
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Ceruloplasmina umand este formatd din sec-
vente de amino acizi cu un terminal amino de 67
kDa. Acest fragment contine 480 de reziduri amino
acizi si de trei oligozaharide glucozilate. Lantul
de polipeptide este de 1046 de reziduri de amino
acizi, care leagd in situsurile sale patru oligo-
zaharide glucozilate, astfel cd masa moleculard a
ceruloplasminei umane este de 132 kDa [15].

Feroxidazele sunt un grup de oxidarii multiple
al cuprului, prin excitarea activitétii ionului feros,
dar nu face parte din familia de cupro-proteine.
Aceastd familie este distinctd si au trei ldcasuri,
unde se insereazd ionului cupric (tip I, II si III).
Toate enzimele, care participa la oxidare cupleazi
cu 4 molecule de cupru la un ion de fier, prin
donarea unui electron formand o moleculad de
oxigen si doud de apd. Prin oxidare se reduce sub-
stratul ocupat de tipul I al ionului de Cu?*, la tipul
II prin altd oxidare, urmata de altd oxidare a tipului
III, grupand atomi de cupru 1n cele trei lacasuri
[22]. Feroxidaza III si CP umana, este deficitard
de cupru, deoarece creeazd dezordine in meta-
bolismul fierului [19]. Studiile cu acestd noud pro-
teind au indicat aspectul fundamental al cuprului
fiziologic, prin supra incédrcarea citoplasmei cu
cupru secvential. Feroxidaza III este o glicopro-
teind, care contine multi ioni de cupru, care cata-
lizeazd reactia de oxidarea a ionului feros in ion
feric. Acestd feroxidazd impreund cu Fe2+ ajutd la
transportul ionului feric spre celule si creeazd de-
ficienta fierului. Feroxidaza III produce ionul feros,
care se transferd in Feroxidaza I, fiind transportatd
din citosol. Hemostaza face Tnserarea post trans-
criptionald a patru ioni de cupru 1n Feroxidaza III,
care este esentiald Tn activitatea de legare a cu-
prului si fierului [6,14]. Cele doud feroxidaze au
un rol major si complect in mentinerea balantei
reactiei redox intre ionul cupros si cupric [6].
Prezenta toxicitéti cuprului se explicd prin absenta
Feroxidazei III 1n plasmd. S-a demonstrat ca acti-
vitatea Cu* 1n substrat poate fi baza propulsdri acti-
vitdtii exprese in vivo si joacd un rol esential 1n
supresia cuprului si a toxicitati fierului [22].

PACIENTI SI METODE

S-au luat in studiu 36 de pacienti (14 bérbati si
22 femei, cu varsta medie de 45,3 ani) internati la
Spitalul ,,Victor Babes* in perioada 19.02-
15.04.2003 cu infectii respiratorii acute. Probele
de singe s-au recoltat in a 4-a zi si a 8-a zi de la
internare. Pacientii au fost Tmpartiti Tn grupele A
si B cu subgrupele Al [infectie cu virus gripal de

tip B confirmati serologic (F. Toparceanu), n = 12],
A2 (infectie cu alt virus respirator, n = 12), B1
(infectie bacteriand cu agent identificat, n = 4),
B2 (infectie bacterianid cu agent neidentificat, n = 8),
precum si grupa C (infectie virald suprainfectatd
bacterian). TR s-a evaluat prin imunodifuzie
radiald, iar CP prin metoda Ravin cu p-fenil-
endiamind ca substrat enzimatic. Ionii de cupru,
respectiv de fier, s-au determinat spectrofotometric
prin reactia cu 3,5-Di Br PAESA (kitul/RAME-
Siero, Italia) si respectiv ferozind (kitul/Biocom,
Germania).

REZULTATE SI DISCUTII

Rezultatele determindrii prin spectofotometrie
a concentratiilor fierului si cuprului au fost con-
firmate serologic prin proteinele de faza acuta
[proteina C reactivd (CRP), o j-antitripsina (ot 1 AT),
componenta 3 a complemenrului (C3), transferina
(TR), ceruloplasmina (CP)] si al claselor de imuno-
globuline (IgG, IgM si IgE).

S-au evidentiat modificari generate de stresul
oxidativ (faza incipientd) si saturarea transferinei
(tardiv), prin integrarea valorilor parametrilor Fe-
TR, Cu -CP pentru ficare pacient, permitand gru-
parea lor Tn urmdtoarele categorii:

27 din pacienti au prezentat stres oxidativ din
care viral (n = 5), mixt (n = 3) si bacterian (n = 19),
(FelTR! si Cul CPl). In acest caz Fe, care se
incorporeazd in TR are proprietiti antitumorale si
depinde de temperatura din IR, cind are loc tranzitia
intre Fe2+ — Fe3*, precum si de pH mediului [3,4],
iar saturarea transferinei este de 30% [4].

Existenta fieroelectricititii face posibild coexistenta
celor doud forme (Fe2+ si Fe3+), (Cu2t si Cut), care se
leagd de benzile de hidrogen ale TR si CP[4,7,11].
Schimbdrile de molaritate si de conductivitate, care
au loc la temperatura camerei, conduc la schimbarea
momentului magnetic de spin, prin creerea unui singur
moment antiferomagnetic [1,9].

Etiologia pneunopatiilor diagnosticate a fost
bacteriand sau mixtd.

Algorimului de reprezentare graficd a fost ales
pentru parametri integrati Cu-CP si Fe-TR, ai fie-
cdrui pacient, la timpi diferiti, prin stabilirea curbei
de regresie logaritmicd si a ratei acesteia. Axele
graficului reprezintd:

X = parametrii integrati Fe-TR, Cu-CP

y = intensitdtiile parametrilor mg%
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Prezenta maximului al doilea mult mai mare decit
primul, este un caz de exceptie, (indicd existenta
antagonismului intre ionii de fier si de cupru), unde
Cu este 1n exces fatd de Fe, datorat probabil din
medicamentatia de intretinere a pacientului (CI).
Rata curbei de regresie este micd, ceea ce indicd o
mai rapida vindecare a pacientului.

Existenta celui de al treilea maxim este dat de
existenta Staphylococcus aureus.

Dubla etiologie existentd se remarcd prin repre-
zenta minimul, care coboard sub zero, indicand o
vindecare mai trenantd, cu complicatii.

Combinatie dintre cele doua virusuri, consta intr-
o crestere a ratei de regresie de peste 0,5 (r = 0,639),
transferina este in stare de suprasaturare, la fel ca
si ceruloplasmina.

In aceste cazuri cind Fe creste excesiv, iar TR
nu mai incorporeazd fierul in cei doi lobi, apar
manifestiri patologice, neexistente Tn antenceden-
tele bolii pacientului [4].

Figurile 1,2,3, si 4 reprezintd stresul oxidativ.

La ceilalti 9 pacienti, care se aflau in faza tardiva
si cronicizantd a bolii, s-a depistat etiologie virald
(n = 3), mixti (n = 2) si bacteriani (n = 4), (Fe TTRT
si CuTCP).
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Suprasaturarea transferinei prin cresterea fie-
rului Tn exces, conduce la existenta concurentei
antagonice intre cupru si fier la absorbtia in orga-
nism, cu posibile cronicizdri ale bolii, ulterior du-
cand la complicatii majore [5].

Liza bacteriend este prezentd prin multe maxi-
me. Rata fiind de 0,825 indicd existenta complicatiilor
cu o posibild cronicizare a bolii, conduce la o
vindecare trenantd si dificild (recidive). (Figura 5)

Prezenta ratei de 0,049 indicd o vindecare ra-
pidd este cazul suprasaturdrii trasferinei. (Figura 6)

Cazurile 6 si 7 sunt in faza tardiva.
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