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Rezumat
Mecanismele prin care dereglările lizozomale afectează funcțiile țesuturilor mineralizate sunt insufi cient elucidate, 

iar efi cacitatea măsurilor terapeutice actuale sunt limitate. Scopul studiului - cercetarea mecanismelor de acţiune a unor 
compuşi biologic activi (CBA) autohtoni asupra activităţii hidrolazelor lizozomale osoase (HLO) în osteopatia (OP) in-
dusă prin intoxicaţia cu CCl4, etilenglicol (EG) și ciclofosfan (CF). În studiu au fost utilizaţi CBA autohtoni (baze Schiff 
noi, combinaţiile lor cu metale 3d –  CMD-4, CMD-8, CMJ-23, CMJ-26 şi CMJ-33) şi remedii, obţinute din  Spirulina 
platensis -  BioR, BioR-Ge, polizaharide sulfatate din spirulină (PSS). Rezultatele obținute relevă că în în OP indusă cu 
CCl4  compuşii – CMD-4, CMD-8 şi CMJ-23, CMJ-33 și CMJ-26 restabilesc suprimarea activității NAG și b-Gal. Com-
puşii testaţi manifestă o acţiune redresantă asupra catepsinei D, dar şi de amplifi care notabilă a enzimoactivităţii, cei mai 
activi fi ind compușii CMD-4 şi CMJ-26. În OP indusă cu EG  remediile BioR și BioR-Ge, compuşii CMD-4 şi CMJ-23 
mențin la valori sporite activitatea b-Gal, iar CMD-4 și CMJ-26 determină amplifi carea concludentă a nivelului catepsinei 
D. În OP indusă cu  CF, PSS şi BioR-Ge determină menţinerea la valori reduse şi chiar accentuarea inhibiţiei NAG şi 
reducerea marcată a nivelului β- gluсozidazei. PSS şi BioR-Ge inhibă catepsina D cu 50-60%, iar PSS scade activitatea 
arilsul-fatazelor, fapt ce indică sensibilitatea lor înaltă la acţiunea acestor remedii. Datele obținute deschid posibilități noi 
privind elaborarea unor strategii terapeutice individualizate.
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Summary. Changes of the bone lysosomal enzymes activity in experimental osteopathy and infl uence of 
some local bioactive compounds

The mechanisms by which lysosomal dysfunction affects mineralized tissues are poorly understood and the effec-
tiveness of current therapeutic measures are limited. The purpose of the study was to study the mechanisms of action of 
bioactive compounds (BAC) on the bone lysosomal hydrolases in osteopathy (OP) caused by exposure to CCl4, ethylene 
glycol (EG) and cyclophosphane (CP). Schiff bases, their combinations with 3d-metalls (CMD-4, CMD-8б CMJ-23, 
CMJ-33 и CMJ-26) and remedies from Spirulina platensis - BioR, BioR-Ge and sulphated polysaccharides (PSS) were 
studied. Results: CMD-4, CMD-8б CMJ-23, CMJ-33 and CMJ-26 restored the inhibited activity of  N-acetyl-beta-D-glu-
cosaminidase and b-galactosidase in CCl4-induced OP. Tested compounds exhibit an activating effect on cathepsin D, 
the most active compounds were CMD-4 and CMJ-26. In EG-induced OP, BioR and BioR-Ge, CMD-4 and CMJ-23 
maintained at high levels the pathology-induced activation of b-Gal, while CMD-4 and CMJ-26 enhanced the expressi-
on of cathepsin D. In CP-induced OP, PSS and BioR-Ge maintained the marked decrease or even inhibit the activity of 
β-glycosidase. PSS and BioR-Ge inhibited the activity of cathepsin D by 50-60%, while PSS reduced the arylsulfatase 
activity, indicating their high sensitivity to these agents. The data obtained provide new opportunities for the development 
of individualized therapeutic strategies. 
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Резюме. Изменения активности лизосомальных ферментов костной ткани при экспериментальной 
остеопатии и влияние некоторых отечественных биоактивных соединений

Механизмы влияния нарушений лизосом на функции минерализованных тканей недостаточно изучены, 
а эффективность существующих лечебных средств ограничены. Цель исследования - изучение механизмов 
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влияния биоактивных соединений (БАС) на активность костных лизосомальных гидролаз (КЛГ) при остеопатиях 
(ОП) вызванных воздействием CCl4, этиленгликолем (ЭГ) и циклофосфаном (ЦФ). В работе использовались БАС 
(Шиффовые основания и их комбинации с 3d-металлами - CMD-4, CMD-8б CMJ-23, CMJ-33 и CMJ-26), а также 
препараты, полученные из Spirulina platensis - BioR, BioR-Ge и сульфатированные полисахариды (PSS). Резуль-
таты: при CCl4-индуцированной ОП, соединения CMD-4, CMD-8, CMJ-23, CMJ-26 и CMJ-33 восстанавливают 
ингибированную интоксикацией активность N-ацетил-β-глюкозаминидазы и b-галактозидазы (b-Гал). Тестируе-
мые соединения проявляют активирующее действие на катепсин D, при этом наиболее активными соединениями 
оказались CMD-4 и CMJ-26. При ЭГ-индуцированной ОП,  BioR и BioR-Ge,  CMD-4 и CMJ-23 поддерживают на 
высоком уровне вызванную патологией активацию b-Гал, а CMD-4 и CMJ-26 усиливают экспрессию катепсина 
D. При ЦФ-индуцированной ОП, PSS и BioR-Ge сохраняют заметное снижение и даже ингибируют активность 
β-гликозидазы. PSS и BioR-Ge подавляет активность катепсина D на 50-60%, а PSS снижает активность арилсуль-
фатаз, что указывает на их высокую чувствительность к действию этих средств. Полученные данные открывают 
новые возможности по развитию индивидуализированых терапевтических стратегий.

Ключевые слова: экспериментальная остеопатия, биоактивные соединения, лизосомальные ферменты 

Introducere. În prezent afecţiunile  sistemului 
osos se impun în atenţia specialiştilor ca o problemă 
de mare actualitate, datorită morbidităţii în creştere 
progresivă, evoluţiei grave şi complicaţiilor lor atât la 
persoane de vârstă medie şi înaintată, cât şi prin im-
perfecţiunea mijloacelor terapeutice, oferite de medi-
cina modernă [2, 3, 17, 21]. Progresele din ultimul 
deceniu ale ştiinţelor fundamentale, au permis o mai 
bună cunoaştere a patogeniei afecțiunilor sistemului 
osos. Un rol important în patogenia maladiilor os-
teo-articular se atribuie aparatul lizozomal al celulei 
[5].

Lizozomii sunt considerați „centre importante de 
reciclare” a fi ecărei celule, care scindează componen-
tele macromoleculare  celulare uzate în produse sim-
ple, pentru a fi  utilizate la construirea unor noi materi-
ale [8]. Această funcție este realizată prin acțiunea en-
zimelor implicate în degradarea progresivă a diferitor 
substraturi. În procesele de resorbţie osoasă, participă 
un şir de hidrolaze lizozomale, care realizează degra-
darea glicozaminoglicanilor – β-galactozidaza, β-glu-
cozidaza, β-glucuronidaza, arilsulfatazele A şi B, dar 
și a componentelor proteice – catepsinele D, S, K şi 
elastaza [1, 4]. Studiile recente relevă că 10% din toa-
te genele asociate afecțiunilor țesuturilor mineralizate 
codifi că proteinele lizozomale. Pe de altă parte, para-
digma conform căreia enzimele lizozomale participă 
doar la degradarea nespecifi că a macromoleculelor 
uzate s-a schimbat. În ultimele decenii se consideră 
a fi  centre de semnalizare cheie, care reglează și, la 
rândul lor, sunt supuse unor reglări stricte din par-
tea moleculelor de semnalizare. Aceste date vorbesc 
despre importanța lizozomilor în reglarea proceselor 
fundamentale de dezvoltare a țesuturilor [9, 10, 11, 
19]. În ciuda acestui fapt, mecanismele prin care de-
reglările lizozomale afectează dezvoltarea și funcțiile 
țesuturilor mineralizate sunt insufi cient elucidate, iar 
efi cacitatea măsurilor terapeutice actuale  în disfunc-
țiile sistemului osos sunt limitate. 

O direcţie relativ nouă şi actuală în cercetările bi-
omedicale este cea legată de evaluarea şi perspectiva 
utilizării compușilor chimici - a combinaţiilor com-
plexe, precum și a unor remedii de origine cianobac-
teriană în diverse domenii ale medicinei. Cercetările 
preliminare efectuate au relevat efi cienţa lor terapeu-
tică şi perspectivele de valorifi care a acestor compuşi 
[7, 13, 14, 15, 16, 18].

Pornind de la aceste raţionamente, scopul studiului 
a fost cercetarea mecanismelor de acţiune a unor com-
puşi biologic activi autohtoni (baze Schiff noi, com-
binaţiei lor cu metale 3d, a unor remedii de origine 
cianobacteriană) asupra stării funcţionale a aparatului 
lizozomal în ţesutul osos la modelarea unor osteopatii 
şi argumentarea utilităţii folosirii lor în profi laxia şi 
tratamentul acestor patologii.

Material  și metode. În studiu au fost utilizaţi 
compușii biologic activi (CBA) autohtoni (baze Schiff 
noi, combinaţiile lor cu metale 3d) şi remedii, obţi-
nute din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis. 
Compuşii CMD-4, CMD-8, CMJ-23, CMJ-26 şi 
CMJ-33 au fost oferiţi de prof. univ., şef Catedră Chi-
mie Anorganică a USM, academician Aurelian Gulea. 
Remediile cianobacteriene – polizaharide sulfatate 
din spirulină (PSS), BioR și BioR-Ge au fost oferite 
de prof. univ, directorul Institutului de Microbiologie 
şi Biotehnologie al Academiei de Ştiințe a Moldovei, 
academician Valeriu Rudic. 

Osteopatia (OP) toxică secundară a fost studiată 
pe 3 modele experimentale induse prin intoxicarea cu 
CCl4 [12], etilenglicol [20] și ciclofosfan în trei serii 
de experiențe.  

În prima serie de experiențe cercetarea a fost 
efectuată pe un eşantion de 40 şobolani albi masculi 
linia Wistar cu masa 180–220 g, divizaţi în 7 loturi a 
câte 5-6 animale în fi ecare. Animalele au fost divizate 
în următoarele loturi experimentale: 1) martor (6 ani-
male intacte, cărora li s-a administrat ulei de măsline 
1,0 ml/kilocorp, bisăptămânal, timp de 8 săptămâni); 



116 Buletinul AȘM

2) animale cu OP, indusă prin administrarea soluţiei 
50% de CCl4 în ulei de măsline în doza 1,0 ml/kilo-
corp, bisăptămânal, timp de 8 săptămâni; 3) animale 
cu OP+CMD-4; 4) animale cu OP+CMD-8; 5) ani-
malele cu OP+CMJ-23; 6) animale cu OP+CMJ-26; 
7) animale cu OP+CMJ-33. În această serie de expe-
riențe, toate substanțele au fost diluate în sol. fi zio-
logică ce conținea 1% gelatină și apoi  administrate 
i/m timp de 14 zile, doza zilnică constituind  0,1 mg/
kilocorp pentru CMD-4, CMD-8, CMJ-23, CMJ-26 
și CMJ-33. Animalelor din lotul martor și lotul cu OP 
în decursul a 14 zile li s-a injectat i/m soluţie fi ziolo-
gică ce conținea 1% gelatină.

În a doua serie de experiențe activitatea biologică 
a CBA autohtoni a fost evaluată  pe un lot de 45 şo-
bolani albi masculi linia Wistar cu masa 160 – 180 g, 
divizaţi în 7 loturi a câte 5-7 animale: 1) martorul - 6 
animale intacte; 2) animale cu OP, indusă prin admi-
nistrarea etilenglicolului în doza  1 g/kilocorp per os 
zilnic pe parcursul a 30 de zile; 3) animale cu OP+C-
MD-4; 4) animale cu OP+CMD-8; 5) animalele cu 
OP+CMJ-23; 6) animale cu OP+CMJ-26; 7) anima-
le cu OP+CMJ-33; 8) animale cu OP+polizaharide 
sulfatate din spirulină (PSS). Toate substanțele, cu 
excepţia remediului PSS, au fost diluate în sol. fi zi-
ologică ce conține 1% gelatină și apoi administrate 
i/m timp de 14 zile, doza zilnică constituind  0,1 mg/
kilocorp pentru CMD-4, CMD-8, CMJ-23, CMJ-26 
și CMJ-33. Remediul cianobacterian PSS a fost diluat 
în bulion de vită până la concentraţia fi nală de 5% 
şi administrat per os în doza de 50 mg/kg, timp de 
14 zile. Animalelor din lotul martor și lotul cu OP în 
decursul a 14 zile li s-a injectat i/m soluţie fi ziologică 
ce conține 1% gelatină.

În a treia serie de experiențe activitatea biologică 
a compuşilor menţionaţi a fost evaluată în experien-
ţe pe un lot de 33 şobolani albi masculi linia Wistar 
cu masa 160 – 180 g divizaţi în 5 loturi a câte 6-7 
animale în fi ecare: 1) martorul - 6 animale intacte; 
2) animale, intoxicate cu ciclofosfan (CF) în doză 50 
mg/kg, i/m de 2 ori pe săptămână pe parcursul a 14 
zile; 4) animale intoxicate cu CF, supuse tratamentu-
lui cu PSS în doza 50 mg/kg; 4) animale intoxicate cu 
CF, supuse tratamentului cu PSS în doza 125 mg/kg; 
5) animale intoxicate cu CF, supuse tratamentului cu 
remediul cianobacterian BioR-Ge timp de 14 zile, i/m 
doza zilnică constituind  0,1 mg/kilocorp. 

Remediul cianobacterian PSS a fost diluat în bu-
lion de vită până la concentraţia fi nală de 5% şi ad-
ministrat per os în doza de 50 şi 125  mg/kg timp de 
14 zile. 

Cercetarea a fost aprobată de Comitetul de Etică 
a Cercetării a IP USMF „Nicolae Testemiţanu” (aviz 
din 20 iunie 2011).

Cercetarea ţesuturilor mineralizate prezintă anu-
mite difi cultăţi, astfel tehnologia de pregătire a omo-
genatelor osoase a fost perfecţionată în felul următor: 
oasele femurale au fost extrase, eliberate de ţesuturile 
adiacente şi înlăturată măduva osoasă prin spălări re-
petate cu soluţie glaciară de 0,9% de NaCl. În conti-
nuare, oasele femurale au fost supuse triturării în azot 
lichid până la starea de pulbere în piuliţă de porţelan 
cu pisălog şi cântărite pe balanţa de torsiune. În cali-
tate de mediu de dispersare a fost folosită soluţia de 
0,16 mM EDTA, pH 7,4, astfel ca concentraţia fi nală 
a omogenatului să constituie 10%. Pentru distrugerea 
completă a membranelor celulare omogenatele osoa-
se, după prelucrarea cu triton X-100 în concentraţia 
fi nală 0,1%, au fost supuse ciclurilor (repetate de 3 
ori) de congelare/dezgheţare.

Determinarea activităţii enzimatice s-a efectuat în 
supernatantul obţinut la centrifugarea omogenatului 
osos la 5000 tur/min timp de 10 min. Ulterior super-
natantul obţinut a fost transferat în eprubete Eppen-
dorf şi până la examinare  păstrate în stare congelată 
la temperatura de  -40ºC.

Activitatea hidrolazelor lizozomale - N-ace-
til-β-D-glucozaminidazei, b-glucozidazei, β-ga-lac-
tozidazei, arilsulfatazelor A, B şi arilsulfatazei C, 
precum, şi a catepsinei D a fost determinată conform 
procedeelor descrise anterior [6, 10].

Toate procedeele de determinare a activităţii enzi-
melor şi a conţinutului de substanţe au fost executate 
după tehnici, adaptate pentru aplicarea la riderul hi-
brid multi-modal cu microplăci Synergy H1 (Hydrid 
Reader) (BioTek Instruments, SUA).

Rezultatele obţinute au fost evaluate statistic con-
form criteriului t-Student, precum și cel nonparame-
tric „U” Mann-Witney cu ajutorul programului Stat-
sDirect Statistical Softwear (StatsDirect Ltd, Marea 
Britanie).

Rezultate și discuții. Din datele tabelului 1 re-
zultă că activitatea hidrolazelor lizozomale în ţesutul 
osos în OP CCl4-indusă scade cu 20-30%, dar statistic 
concludente sau dovedit a fi  doar suprimarea N-ace-
til-b-D glucozaminidazei (NAG), β-galactozidazei şi 
a catepsinei D. Totodată sub infl uenţa CCl4 activitatea 
arilsulfatazei C creşte esenţial cu 83% (p<0,05).

Efectul compuşilor luaţi în studiu asupra nivelu-
lui funcţional al enzimelor lizozomale în OP experi-
mentală indusă de tetraclorura de carbon se manifestă 
în mod diferit. 

Analiza rezultatelor obţinute demonstrează, că 
toţi compuşi administraţi reuşesc să restabilească ac-
tivitatea suprimată a NAG, b-galactozidazei și β-glu-
cozidazei în ţesutul osos la animalele cu OP indusă 
cu CCl4 atât în raport cu OP netratată, cât şi faţă de 
nivelul lotului martor. Mai mult decât atât, compuşii 
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CMJ-26 şi CMJ-33 reuşesc să restabilească depresia 
nivelului funcţional al NAG şi β-glucuronidazei la 
animalele cu OP indusă de CCl4.

La medicaţia animalelor cu CMD-8 are loc nu 
numai restabilirea forţei catalitice a β-glucozidazei 
în ţesutul osos, dar şi depăşirea notabilă a nivelului 
acesteia (cu +44%) la animalele intacte. 

Compuşii testaţi manifestă nu numai o acţiune 
redresantă asupra catepsinei D, dar şi de amplifi care 
notabilă a enzimoactivităţii. În acest aspect, cei mai 
activi compuşi s-au dovedit a fi  CMD-4 şi CMJ-26 
care favorizează evident activizarea catepsinei D 
în ţesutul osos al animalelor cu OP. Datele recente 
sugerează ideia că catepsina D este o enzimă multi-
funcțională, implicată în multiple procese biologice. 
Catepsina D este responsabilă pentru clivajul selectiv 
și limitat a anumitor substraturi vitale pentru funcțiile 
celulare. Aceste evenimente proteolitice sunt critice 
în controlul proceselor biologice, inclusiv progresia 
ciclului celular, diferențierea și migrarea, morfogene-
za și remodelarea tisulară, procese imunologice, angi-
ogeneza, și apoptoza [8, 9, 10, 11].

Figura 1

Astfel, remediile studiate posedă capacitatea de 
a modula starea funcţională a aparatului lizozomal în 
ţesutul osos la intoxicaţia cu CCl4 prin supresia unor 
hidrolaze şi menţinerea funcţionalităţii în limite fi zio-
logice sau chiar supraexpesarea altor enzime. 

Tabelele 2 şi 3 refl ectă infl uenţa intoxicaţiei cu 
etilenglicol şi ciclofosfan asupra activităţii hidrola-
zelor lizozomale în ţesutul osos, precum şi efectele 
administrării CBA luaţi în studiu. 

Analiza rezultatelor obţinute demonstrează, că in-
toxicaţia cu etilenglicol conduce la majorarea conclu-
dentă a activităţii β-galactozidazei în ţesutul osos, în 
timp ce activitatea celorlalte hidrolaze crește neesen-
ţial. Utilizarea bioremediului BioR-Ge şi compusului 
CMD-4 produce o amplifi care notabilă a forţei catali-
tice a β-glucozidazei în ţesutul osos cu depăşirea sub-
stanţială a nivelului acesteia faţă de animalele intacte. 

Cercetările noastre au demonstrat că administra-
rea CBA autohtoni nu se manifestă, în ansamblu, cu 
efecte sesizabile asupra activităţii NAG induse de eti-
lenglicol, aceasta menţinându-se la aceleaşi cote ce 
au fost înregistrate la animalele netratate. 

CBA luaţi în studiu exercită efecte minore asupra 
funcţionalităţii β- glucuronidazei, activitatea căreia 
manifestă, în general, o tendinţă slabă de reducere 
faţă de nivelul lotului cu OP indusă de EG fără me-
dicaţie. 

La animalele cu OP indusă de etilenglicol reme-
diul BioR şi compuşii CMD-8 şi CMJ-23 determină 
menţinerea funcţionalităţii β-galactozidazei la cote 
majore, similare celor identifi cate în intoxicaţia cu 
etilenglicol. 

Medicaţia cu CBA studiaţi n-a infl uenţat esenţial 

Tabelul 1
Infl uenţa CBA autohtoni asupra activităţii enzimelor lizozomale în ţesutul osos (nkat/g. prot)

 în OP indusă de tetraclorura de carbon
Grupurile
de studiu NAG β-glucuro-

nidaza
β-galacto-

zidaza
β-glucozi-

daza
Arilsulfa-
taza A și B

Arilsulfa-
taza C

Martor 14,2±0,7
100%

25,2±1,8
100%

5,7±0,3
100%

3,2±0,3
100%

3,1±0,4
100%

0,7±0,1
100%

OP 10,7±1,3*
76%

19,6±2,9
78%

4,0±0,5*
70%

2,8±0,3
87%

2,3±0,3
73%

1,3±0,1*
183%

OP +CMD-4 13,2±0,7
93%

25,1±2,4
100%

4,9±0,3
85%

3,6±0,2
113%

3,0±0,2
97%

0,9±0,2
121%

OP +CMD-8 13,7±1,3
96%

26,7±1,5
106%

5,5±0,3#
95%

4,6±0,3*#
144%

3,3±0,3
107%

1,0±0,1*#
146%

OP +CMJ-23 13,1±0,9
92%

24,5±2,6
97%

5,5±0,4#
96%

3,4±0,4
105%

3,1±0,3
100%

1,1±0,1 #
162%

OP +CMJ-33 13,5±0,2*
95%

28,9±1,9#
114%

5,3±0,2
93%

3,5±0,3
109%

2,9±0,2
95%

1,2±0,2*
170%

OP +CMJ-26 13,5±0,2#
95%

26,2±1,2#
104%

5,0±0,1#
87%

3,5±0,1#
110%

2,6±0,1
85%

0,9±0,1
134%

Notă: * - diferenţă statistic semnifi cativă față de lotul-martor, p<0,05;
          # - diferenţă statistic semnifi cativă față de lotul-OP, p<0,05.
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asupra funcţionalităţii arilsulfatazei A,B şi arilsulfa-
tazei C, modifi cările acestora fi ind fără relevanţă sta-
tistică. 

Influența CBA autohtoni asupra activității catepsinei D  în ţesutul 
osos în OP indusă de intoxicația cu Etilenglicol
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Intoxicaţia cu etilenglicol determină creşterea ne-
concludentă a activității catepsinei D în ţesutul osos, 

iar administrarea remediilor BioR şi BioR-Ge asigură 
sporirea notabilă a acestei enzime cu 56% şi, respec-
tiv, 32% faţă de valorile specifi ce martorului. În ace-
laşi timp compuşii CMD-4, CMD-8 şi CMJ-23 înles-
nesc atenuarea activităţii enzimei, contribuind chiar 
la normalizarea ei.

Modifi cările activităţii hidrolazelor acide lizozo-
male din ţesutul osos pe fondal de intoxicaţie cu ci-
clofosfan (CF) sunt reprezentate în tabelul 3, din care 
deducem că activitatea NAG şi a catepsinei D scade 
evident, nivelul funcţional al β-galactozidazei creşte 
neveridic cu 24%, iar activitatea celorlalte hidrolaze 
nu se modifi că. 

Dinamica diversă a activității hidrolazelor lizo-
zomale refl ectă, probabil, sensibilitatea lor diferită 
la acţiunea ciclofosfanului. Administrarea PSS în 

Tabelul 2
Infl uenţa CBA autohtoni asupra activităţii enzimelor lizozomale în ţesutul osos (nkat/g.prot) 

în OP indusă de intoxicaţia cu etilenglicol
Grupuri de 

studiu NAG β-glucuroni-
daza

β-galactozi-
daza

β-glucozi-
daza

Arilsulfataza 
A şi B

Arilsulfa-
taza C

Martor 8,8±1,3
100%

15,4±2,2
100%

2,6±0,4
100%

3,0±0,4
100%

1,8±0,2
100%

0,5±0,1
100%

EG 10,0±0,8
113%

14,2±1,9
92%

4,72±0,3*
185%

3,7±0,6
121%

2,0±0,1
111%

0,6±0,2
123%

EG+BioR 7,4±0,4
84%

11,3±0,8
73%

4,45±0,7
174%

3,1±0,3
103%

1,9±0,1
105%

0,7±0,1
135%

EG+BioR-Ge 10,7±0,6
121%

13,2±1,0
85%

5,44±0,6*
213%

5,1±0,5*
169%

2,5±0,2
137%

0,6±0,1
119%

EG+CMD-4 9,7±1,4
111%

9,9±1,4
64%

5,2±0,5**
202%

4,1±0,6
135%

2,2±0,3
122%

0,7±0,1
141%

EG+CMD-8 8,7±0,6
99%

13,5±2,0
87%

3,40±0,30
133%

2,7±0,2
91%

1,8±0,2
100%

0,5±0,1
100%

EG+CMJ-23 9,3±1,3
105%

14,6±1,8
95%

4,5±0,3*
177%

3,1±0,4
103%

2,2±0,1
121%

0,5±0,1
103%

Notă: * - diferenţă statistic semnifi cativă cu lotul-martor, p<0,05; ** - p<0,01;.
                 # - diferenţă statistic semnifi cativă cu lotul- EG, p<0,05; # -# -- p<0,01.

Tabelul 3
Infl uenţa CBA autohtoni asupra activităţii enzimelor lizozomale în ţesutul osos (nkat/g.prot) 

în OP  indusă de intoxicaţia cu ciclofosfan
Grupuri de 

studiu NAG β-glucuroni-
daza

β-galactozi-
daza

β-glucozi-
daza

Arilsulfataza 
A şi B

Arilsulfa-
taza C

Martor 8,8±1,3
100%

15,4±2,2
100%

2,6±0,4
100%

3,0±0,4
100%

1,8±0,2
100%

0,5±0,1
100%

CF 4,5±0,4*
52%

15,3±0,4
99%

3,2±0,2
124%

2,4±0,3
80%

1,8±0,2
100%

0,5±0,1
100%

CF+PSS,
50 mg/kg

3,3±0,5*#
37%

6,8±0,8***
44%

2,1±0,2
83%

2,0±0,2
64%

1,1±0,1
60%

0,2±0,1
46%

CF+PSS,
125 mg/kg

2,8±0,5**#
32%

4,8±0,8*#
31%

2,3±0,2
90%

2,7±0,3
89%

1,1±0,1
60%

0,2±0,1
46%

CF+BioR-Ge 4,2±0,3*#
48%

4,6±0,6*#
30%

1,9±0,2
75%

2,2±0,2
72%

1,0±0,1
55%

0,4±0,03
87%

Notă: * - diferenţă statistic semnifi cativă cu lotul-martor, p<0,05; ** - p<0,01.
                    # - diferenţă statistic semnifi cativă cu lotul- EG, p<0,05; # -# -- p<0,01.
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2 doze diferite şi a remediului BioR-Ge determină 
menţinerea la valori reduse şi chiar accentuarea inhi-
biţiei NAG şi reducerea marcată a nivelului β-glucu-
ronidazei. Activitatea β-galactozidazei, β-glucozida-
zei manifestă o tendinţă statistic nesemnifi cativă de 
reducere faţă de nivelul martorului. PSS în ambele 
doze scade activitatea arilsulfatazelor, în special, a 
arilsulfatazei C.

Atât PSS, cât şi remediul BioR-Ge inhibă esenţial 
funcţionalitatea catepsinei D cu 50-60%, fapt ce ar 
putea fi  explicat prin sensibilitatea înaltă a enzimei 
la acţiunea acestor remedii. Catepsina D este o en-
dopeptidază aspartilică lizozomală considerată inițial 
o „enzimă de păstrare a mediului intern celular”, ce 
contribuie la clearance-ul proteinelor modifi cate. Cu 
toate acestea, un șir de studii au relevat implicarea 
catepsinei D în apoptoză, aceasta fi ind un mecanism 
important în dezvoltarea și întreținerea corespunză-
toare a organelor și țesuturilor. În ultimul deceniu, 
însă, un număr tot mai mare de studii demonstrează 
că funcția enzimatică a catepsinei D nu se limitea-
ză doar la inducerea unui mediu acid în lizozomi cu 
consecințe importante în reglarea apoptozei. Pe lângă 
activitatea enzimatică, catepsina D interacționează cu 
diverse molecule de semnalizare care infl uențează va-
riate funcții celulare [9-11]. 

Astfel, remediile studiate posedă capacitatea de 
a infl uența starea funcţională a aparatului lizozomal 
în ţesutul osos în OP. Datele obținute privind sensi-
bilitatea diferită a hidrolazelor lizozomale la acțiunea 
CBA luați în studiu ar putea contribui la dezvoltarea 
unor remedii noi adaptate pentru fi ecare formă de pa-
tologie osoasă.

Concluzii:
1. Osteopatiile experimentale (OP) provoacă 

modifi cări pronunțate ale funcţionalităţii majorității 
enzimelor lizozomale care sunt în funcție de mode-
lul experimental aplicat: în OP indusă cu CCl4 are loc 
suprimarea activității N-acetil-b-D-glucozaminidazei 

(NAG), b-galactozidazei (b-Gal), catepsinei D (Cat 
D) și crește esențial activitatea arilsulfatazei C; în OP 
etilenglicol (EG)-indusă crește activitatea b-Gal, iar 
în OP ciclofosfan (CF)-indusă de are loc suprimarea 
activității NAG.

2. Compuşii testaţi demonstrează un lizozomo-
tropism pronunţat, infl uenţând în mod diferit activita-
tea hidrolazelor lizozomale osoase în OP experimen-
tală. 

3. În OP indusă cu CCl4  compuşii complecşi – 
CMD-4, CMD-8 şi CMJ-23, CMJ-33 și CMJ-26 re-
stabilesc activitatea suprimată a NAG și b-Gal. Com-
puşii testaţi manifestă nu numai o acţiune redresantă 
asupra catepsinei D, dar şi de amplifi care notabilă a 
enzimoactivităţii, cei mai activi în acest aspect fi ind 
CMD-4 şi CMJ-26.

4. În OP indusă de EG  remediile BioR și 
BioR-Ge, compuşii CMD-4 şi CMJ-23 mențin la va-
lori sporite expresia  b-Gal, remediul BioR-Ge induce 
o amplifi care notabilă a activității b- glucozidazei, iar 
compușii CMD-4 și CMJ-26 determină amplifi carea 
concludentă a Cat D față de valorile de referință.

5. În OP indusă cu  CF administrarea PSS şi a 
remediului BioR –Ge determină menţinerea la valori 
reduse şi chiar accentuarea inhibiţiei NAG şi redu-
cerea marcată a nivelului β – Glu. Atât PSS, cât şi 
remediul BioR – Ge inhibă esenţial funcţionalitatea 
catepsinei D cu 50-60%, iar PSS scade activitatea 
arilsulfatazelor, în special, al arilsulfatazei C, fapt ce 
ar putea fi  explicat prin sensibilitatea înaltă a acestei 
enzime la acţiunea acestor remedii.

6. Datele obținute privind sensibilitatea diferită 
a  hidrolazelor lizozomale la acțiunea CBA luați în 
studiu deschid posibilități noi privind elaborarea unor 
remedii adaptate pentru fi ecare formă de patologie 
osoasă.
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