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Rezumat

Estimarea proceselor de remodelare osoasa s-a efectuat prin evaluarea markerilor biochimici — fosfataza alcalina
termolabila (FATL), fosfataza acida tartratrezistentd (FATR), pirofosfataza (PF) anorganica osoasa si 5'-nucleotidaza
(5'-NT). in studiu au fost utilizati CBA autohtoni - CMD-4, CMD-8, CMJ-23, CMJ-26, CMJ-33 si remedii, obtinute din
Spirulina platensis - BioR, BioR-Ge, polizaharide sulfatate (PSS). in OP CCl,-indusa are loc reducerea concludenta a
activitatii FATL si a FATR cu 32% si, respectiv, 40% Compusul CMJ-23 reduce activitatea FATR cu 54% in raport cu in-



Stiinte Medicale 121

dicii lotului martor si cu 22% fatd de animalele cu patologia provocata. Enzimoactivitatea 5'-NT creste relevant cu 195%
in OP indusa cu etilenglicol (EG), cu 89% in Op CCl,-indusa si cu 125% in OP ciclofosfan-indusd, iar activitatea PF
anorganice sporeste cu 53% in OP EG-indusa. In OP CCl,-indusa CMJ-23 si CMJ-33 amplifici sesizabil forta cataliticd a
5'-NT peste valorile lotului martor (depasire de 2,1-2,4 ori), fapt ce indica la actiunea lor osteoregeneratoare. Majoritatea
CBA testati mentin la valori sporite activitatea S¢-NT si pe cea a PF anorganice in OP EG-indusa, ce denota o sporire
considerabila a turnoverului osos. CBA autohtoni — BioR, BioR-Ge si CMD-4 in OP EG-indusa si PSS 125 mg/kg in OP
indusa cu CCl, demonstreaza capacitate osteoregeneratoare prin faptul cd stimuleaza eficient activitatea PF anorganice.
Bioremediul PSS in dozd 125mg/kg manifesta o actiune elocventa de stimulare a 5'-NT atat la animalele sanatoase, cat si
la cele cu OP indusa de CCl,.
Cuvinte-cheie: osteopatia experimentala, compusi bioactivi, markeri ai remodelarii osoase

Summary. Changes in bone remodeling indices in experimental osteopathies and influence of local bioacti-
ve compounds

Estimation of bone remodeling processes was performed by evaluating bone biochemical markers - thermolabile
alkaline phosphatase (TALP), tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) inorganic bone pyrophosphatase (PP) and 5'-nu-
cleotidase (5'-NT). The local BAC - CMD-4, CMD-8, CMJ-23, CMJ-26, CMJ-33, and remedies, obtained from Spirulina
platensis - BioR, BioR-Ge and sulfated polysaccharides (PSS) were used in the study. In CCl4-induced OP, the activity of
TALP and TRAP were conclusive reduced by 32% and 40%. CMJ-23 reduced the activity TRAP by 54% compared with
control group values and by 22% compared to animals with OP. 5'-NT activity increased significantly by 195% in ethyle-
ne glycol (EG)-induced OP, by 89% in CCl4-induced OP and by 125% in ciclofosfan-induced OP, while the activity of
inorganic PP increased by 53% in EG-induced OP. In CCl4-induced OP CMJ -23 and CMJ-33 considerable increased the
catalytic activity of the 5'-NT in comparison with the control group levels (over the 2.1-2.4 times), indicating their osteo
regenerative action. Most of the tested BAC maintained the increased activity values of 5¢-NT and inorganic PP in EG-in-
duced OP, that is a prove of the considerable increase in bone turnover. Local BAC - BioR, BioR-Ge and CMD-4 and PSS
(125 mg/kg) demonstrate the capacity of bone regeneration in, respectively, EG-induced OP and CCl -induced OP, due to the
efficient stimulation of the activity of inorganic PP. The bioremedy PSS (125 mg/kg) exhibits an significant stimulatory
action upon 5'-NT activity both in healthy animals, as well as in CCl4-induced OP.

Key words: experimental osteopathies, bioactive compounds, bone remodeling markers

Pe3rome. U3MeHeHne MapKepoB peMOdeTHPOBAHUS KOCTHOH TKAHM IPH 3KCINIEPHMEHTAJIBHBIX 0CTEONATHAX
U BIUsIHHEe OHMOAKTHBHBIX COeIUHEHUI

O1eHKa MPOIECCOB PEMOJICTUPOBAHHSI KOCTHOM TKaHH OBIIIO TPOBE/ICHO MyTEM OLIEHKH OMOXUMHYECKHX MapKepoB
- TepMonabmibHON 1menoyHoi ¢ocdaraszsr (FATL), Taprparpesuc-tentHoit kucnoi docdaraszel (FATR), Heoprannye-
ckoit koctHOM podocdarassl (I1D) u 5'-nykneorunass (5'-NT). beutu uccnenosannsl Mmectabie BAC - CMD-4, CMD-
8, CMJ-23, CMJ-26, CMJ-33, u mpenapatsl, nony4eHusie u3 Spirulina platensis - BIOR, BioR-Ge u cynbharupoBaHHbIC
nonucaxapubl (PSS). Ipu CCl4-unnynuposanaom OIT ObUTIO BBISBICHO BBIpaXKEHOE CHIDKeHHE akTUBHOCTH FATL mn
FATR na 32% u 40%, cootBeTcTBeHHO. CoemuneHne CMJ-23 camkaeT aktuBHOCTH FATR Ha 54% 1o cpaBHEHHIO C MTOKa-
3aTessIMU KOHTPOJILHOM TPyl ¥ Ha 22% 1o cpaBHeHHIO ¢ )UBOTHBIME ¢ CCl4-nanynnpoBannom OIl. AKTUBHOCTB 5'-
NT Bo3pocio Ha 195% mpu OP uHAyIIMpOBaHHOM dTHIICHITHKONIEM, Ha 89% mpu CCl4-unaynuporanaom Ol u Ha 125% B
muksodocdan-unaynuposanHom O, a aktuBHOCTE Heopranndeckoii [1D ysennunBaercs Ha 53% B EG-uHIyMpoBaHHOM
OIL. [Mpu CCl4-unayrupoanaom OIT CMJ-23 u CMJ-33 3HaYUTENBHO YCHIUBAKOT KATATUTUICCKYIO aKTUBHOCTD 5'-NT
B CpaBHEHUH C KOHTPOJbHOW Trpynmsl (B 2,1-2,4 pa3a), 4TO CBUIETEIBCTBYET 00 UX OCTEOPEreHEPaTHBHOM JICHCTBHH.
BonpmmacTBO TectupoBaHbix BAC moaaep:kuBaroT NOBbIMIEHHYIO akTUBHOCTh 5¢-NT u nHeopranudeckoit 5-NT npu
OI'-unnynuposanHoM OIl, 4To yka3sIBaeT Ha 3HAUUTEIbHOE YBEIMYEHUE KOCTHOTO pemonenupoBanus. Mectasie BAC
- BioR, BioR-Ge n CMD-4 B OI'-unnynuposannom OIT u PSS (125 mr/kr) B CCl4-unnynuposanaom OIT nposiistor
CIIOCOOHOCTB K OCTEOpETeHEPALIMY BCIISACTBUH CTUMYIISILIMY aKTUBHOCTH Heopranudeckoii I1d. buonpenapar PSS (125
MI/KT) TIPOSIBIISIET BBIp@XKEHHOE CTUMYIHpytotiee aericterue Ha 5'-HT kak y 310pOBBIX KMBOTHBIX, a Takxke npu CCl4-
uHayuposanHoM OI1.

KiroueBbie cioBa:
peMozeTpOBaHuUs

OKCIICPUMCHTAJIbHBIC OCTCOIaTHH, OHMOAKTHUBHELIE COCIMHCHUA, MapKEpbl KOCTHOI'O

Introducere. Afectiunile sistemului osos repre-
zintd o problema deosebit de actuald a medicinei
practice si stiintelor medico-biologice in epoca mo-
derna [15].

Cercetarile recente a etiologiei, fiziopatogenezei
bolilor tesutului osos au stabilit rolul modificarilor
homeostatice in patogenia acestora, s-au elaborat noi

clasificari, programe diagnostice si teste pentru eva-
luarea pronosticului, au fost propuse noi metode de
tratament [11, 14, 15]. Totusi, sunt departe de a fi so-
lutionate problemele de diagnostic complex al modi-
ficarilor metabolice, ale elaborarii metodelor eficiente
de tratament si de corectie a dereglarilor homeostazi-
ei 1n aceste patologii.
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O directie relativ noua si actuala in cercetarile bi-
omedicale este cea legata de evaluarea si perspectiva
utilizarii compusilor chimici - combinatiilor comple-
xe in diverse domenii ale medicinei [5, 6]. Bazele
Schiff si complexele lor, sunt cunoscute pentru acti-
vitatea biologica, antimicrobiana, antifungica si an-
tivirala. Mai mult decat atat, sunt utilizate ca agenti
antitumorali §i citostatici anume datorita reactivitatii
ionilor metalici ai combinatiilor complexe, care ajung
in contact cu membrana celulard prin intermediul
componentei organice a complexului, ligandul de tip
baza Schiff [2, 6, 17].

Actualmente microalgele si cianobacteriile se
implicd cu rol important in solutionarea multor pro-
bleme de ordin global [12]. Randamentul sporit,
componenta biochimica valoroasa si posibilitatea de
a realiza sinteza dirijata a substantelor si compusi-
lor naturali biologic activi [13] sunt doar cateva din
avantajele recunoscute ale oceanoceelor. Astfel, din
cianobacterii se separa un sir intreg de substante cu
activitate antitoxica, antipiretica, antihipoxica, antis-
tresicd, anticanceroasd, imunostimulatoare si cu alte
efecte terapeutice.

Elucidarea aspectelor noi ale activitatii compu-
silor mentionati si ale mecanismelor lor de actiune
asupra organismului este actuald si de perspectiva
pentru diversificarea arsenalului de remedii de Tnalta
eficientd, necesari corectiei dereglarilor metabolice in
diferite afectiuni.

Cercetarile de folosire a CBA autohtoni in trata-
mentul complex al maladiilor osoase reprezintd un
deosebit interes in legatura cu faptul, cd multiplele
actiuni ale acestora ar putea manifesta o influentd
patogenica asupra proceselor patologice care apar in
aceste maladii.

Scopul studiului a fost de a cerceta mecanismele
de actiune a unor compusi bioactivi autohtoni (baze
Schiff noi, combinatiei lor cu metale 3-d, a unor sub-
stante de origine cianobacteriand) asupra proceselor
de remodelare osoasa in tesutul osos in norma si la
modelarea osteopatiilor experimentale, argumentarea
utilitatii folosirii lor in profilaxia si tratamentul pato-
logiei osoase.

Material si metode. Investigatiile in patologiile
experimentale contribuie la cunoasterea mecanisme-
lor care participa in dezvoltarea ei, cat si la dezvol-
tarea directiilor noi in diagnosticul si in tratamentul
acestor maladii.

In studiu au fost utilizati compusii bioactivi
(CBA) autohtoni (baze Schiff noi, combinatiile lor cu
metale 3d) si remedii, obtinute din biomasa cianobac-
teriei Spirulina platensis. Compusii CMD-4, CMD-8,
CMJ-23, CMJ-26 si CMJ-33 au fost oferiti de prof.
univ., sef Catedra Chimie Anorganica a USM, aca-

demician Aurelian Gulea. Remediile — polizaharide
sulfatate din spirulind (PSS), BioR si BioR-Ge, au
fost oferite de prof. univ, directorul Institutului de Mi-
crobiologie si Biotehnologie al Academiei de Stiinte
a Moldovei, academician Valeriu Rudic.

Osteopatia (OP) toxica a fost indusa prin intoxi-
carea cu CCl, [9], etilenglicol si ciclofosfan in trei
serii de experiente.

In prima serie de experiente cercetarea a fost
efectuata pe un esantion de 45 sobolani albi masculi
linia Wistar cu masa 180-220 g, divizati in 7 loturi a
cate 5-6 animale in fiecare. Animalele au fost divizate
in urmatoarele loturi experimentale: 1) martor (6 ani-
male intacte, carora li s-a administrat ulei de masline
1,0 ml/kilocorp, bisdptamanal, timp de 8 saptdmani);
2) animale cu OP, indusé prin administrarea solutiei
50% de CCl, in ulei de masline in doza 1,0 ml/kilo-
corp, bisaptamanal, timp de 8 sdptdmani; 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. In aceasti serie de ex-
periente, toate substantele au fost diluate in sol. fizi-
ologica ce continea 1% gelatina ai apoi administrate
i/m timp de 14 zile, doza zilnicé constituind 0,1 mg/
kilocorp pentru CMD-4, CMD-8, CMJ-23, CMJ-26
si CMJ-33. Animalelor din lotul martor si lotul cu OP
in decursul a 14 zile li se injecta i/m solutie fiziologi-
ca ce continea 1% gelatina.

In a doua serie de experiente activitatea biologica
a CBA autohtoni a fost evaluatd pe un lot de 45 so-
bolani albi masculi linia Wistar cu masa 160 — 180 g,
divizati in 7 loturi a cate 5-7 animale: 1) martorul - 6
animale intacte; 2) animale cu OP, indusa prin admi-
nistrarea etilenglicolului in doza 1 g/kilocorp per os
zilnic pe parcursul a 30 de zile; 3) animale cu OP+-
BioR; 4) animale cu OP+BioR-Ge; 5) animalele cu
OP+CMD-4; 6) animale cu OP+CMD-8; 7) animale
cu OP+CMJ-23; Toate substantele au fost diluate in
sol. fiziologica ce continea 1% gelatind si apoi admi-
nistrate i/m timp de 14 zile, doza zilnica constituind
0,1 mg/kilocorp. Animalelor din lotul martor si lotul
cu OP in decursul a 14 zile li se injecta i/m solutie
fiziologica ce continea 1% gelatina.

In a treia serie de experiente activitatea biologica
a compusilor mentionati a fost evaluata in experien-
te pe un lot de 33 sobolani albi masculi linia Wistar
cu masa 160 — 180 g divizati in 5 loturi a cate 6-7
animale in fiecare: 1) martorul - 6 animale intacte,
intretinute la un regim obignuit alimentar de vivariu si
carora li se administra zilnic solutie fiziologica timp
de 14 zile; 2) animale, intoxicate cu ciclofosfan (CF)
in doza 50 mg/kg, i/m de 2 ori pe saptamana pe par-
cursul a 14 zile; 4) animale intoxicate cu CF, supuse
tratamentului cu PSS in doza 50 mg/kg; 4) animale
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intoxicate cu CF, supuse tratamentului cu PSS in doza
125 mg/kg; 5) animale intoxicate cu CF, supuse tra-
tamentului cu remediul cianobacterian BioR-Ge timp
de 14 zile, i/m, doza zilnica constituind 0,1 mg/kilo-
corp.

Remediul cianobacterian PSS a fost diluat in bu-
lion de vitd pana la concentratia finala de 5% si ad-
ministrat per os in doza de 50 si 125 mg/kg timp de
14 zile.

Cercetarea tesuturilor mineralizate prezinta anu-
mite dificultati, de aceea pregitirca omogenatelor
osoase a fost efectuatd in felul urmétor: oasele femu-
rale au fost extrase, eliberate de tesuturile adiacente
si inlaturatd maduva osoasd prin spalari repetate cu
solutie glaciara de 0,9% de NaCl. In continuare, oa-
sele femurale au fost supuse triturdrii in azot lichid
pana la starea de pulbere in piulitd de portelan cu pi-
silog si cantirite pe balanta de torsiune. In calitate
de mediu de dispersare a fost folosita solutia de 0,16
mM EDTA, pH 7,4, astfel ca concentratia finald a
omogenatului sd constituie 10%. Pentru distrugerea
completd a membranelor celulare omogenatele osoa-
se, dupa prelucrarea cu triton X-100 in concentratia
finala 0,1% au fost supuse ciclurilor de congelare/
dezghetare (repetate de 3 ori).

Determinarea activitatii enzimatice s-a efectuat
in supernatantul obtinut la centrifugarea omogena-
tului osos la 5000 tur/min timp de 10 min. Ulterior
supernatantul obtinut a fost transferat in eprubete Ep-
pendorf si pastrat in stare congelata la temperatura de
-40°C.

Cercetarea a fost aprobatd de Comitetul de Etica
a Cercetarii a USMF , Nicolae Testemitanu” (aviz din
20 iunie 2011).

Estimarea proceselor de remodelare osoasa s-a
efectuat prin evaluarea markerilor biochimici — fosfa-
taza alcalina termolabild (FATL, EC 3.1.3.1.), fosfa-
taza acida tartratrezistentd (FATR, EC 3.1.3.2), piro-
fosfataza anorganica osoasa (EC 3.6.1.1) si 5’-nucle-

otidaza (EC 3.1.3.6) prin metode descrise anterior [4,
16].

Toate procedeele de determinare a activitatii enzi-
melor si a continutului de substante au fost executate
dupa tehnici, adaptate la riderul hibrid multi-modal
cu microplaci Synergy H1 (Hydrid Reader) (BioTek
Instruments, SUA).

Rezultatele obtinute au fost evaluate statistic con-
form criteriului t-Student, precum si celui non-pa-
rametric ,,U” Mann-Witney cu ajutorul programului
StatsDirect Statistical Softwear (StatsDirect Ltd, Ma-
rea Britanie).

Rezultate si discutii. Modificarile indicilor re-
modelarii osoase in OP indusd prin intoxicarea cu
CCl, si efectele administrarii CBA cercetafi sunt ex-
puse in tabelul 1.

Rezultatele studiului atestd ca la animalele cu
OP experimentald indusd prin intoxicatia cu CCl,
are loc reducerea proceselor de remodelare in tesu-
tul osos afectat, relevatd de micsorarea concludenta
a markerilor remodelarii osoase - activitatii fosfata-
zei alcaline termolabile (FATL) si a fosfatazei acide
tartratrezistente (FATR) cu 32% (p<0,05) si respectiv
40% (p<0,05) comparativ cu valorile lotului martor.

Fosfataza alcalind termolabild (FATL) joaca un
rol important in fiziologia si in patologia tesutului
0sos, participand in formarea nucleelor de cristalizare
a osului si transpunand grupele PO,* de la ester la
acceptorul matricei organice. Ea este consideratd un
marker important al formarii osoase si este la momen-
tul actual unica enzima de importanta practica pentru
patologia sistemului osos. FAL este o ectoenzima lo-
calizata pe membrana osteoblastelor, iar nivelul ei in
tesutul osos depinde de activitatea osteoblastelor [3,
7, 14, 15].

Enzimoactivitatea fosfatazei alcaline totale si
a fosfatazei acide totale de asemenea scade fata de
valorile martorului, insa fara relevanta statistica. Me-
dicatia cu compusii CMD-4, CMD-8 si CMJ-23 nu

Tabelul 1
Influenta CBA autohtoni asupra indicilor remodeldrii osoase in tesutul osos
in OP experimentald indusa de tetraclorura de carbon
Grupuri de Fosfataza alcalina FATL, Fosfataza acida totala, FATR,

studiu totala, pkat/g.prot pkat/g.prot nkat/g.prot nkat/g.prot

Martor 10,64+0,64 (100%) | 4,65+0,42 (100%) 58,33+6,77 (100%) 30,56+2,93 (100%)

CCl4 8,65+0,34 (81%) 3,17+0,58* (68%) 39,19+3,70 (67%) 18,2042,22* (60%)
CCl,+CMD-4 9,86+0,2* (93%) 2,50+0,31 (54%) 48,76+5,26 (84%) 17,34+2,74* (57%)
CCl,+CMD-8 9,75+0,90 (92%) 2,36+0,32 (51%) 49,35+4,00 (85%) 17,56+2,40% (57%)
CCl,+CMJ-23 9,02+0,76 (85%) 2,45+0,47 (53%) 43,49+4.20 (75%) 14,20+1,18* (46%)
CCl,+CMJ-33 12,02+1,05 (113%) 3,81+0,40 (82%) 46,86+4,40 (80%) 21,04+2,69 (69%)
CCL+CMJ-26 | 11,48+0,49" (108%) 3,7120,67 (80%) 43,933,64 (75%) 17,24£1,53* (56%)

Nota: * - diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, p<0,05.




124

Buletinul ASM

Tabelul 2

Influenta CBA autohtoni asupra activititii 5'-nucleotidazei §i pirofosfatazei in tesutul osos in OP
experimentald indusd de tetraclorura de carbon

Grupuri de studiu

Pirofosfataza, nkat/ g.prot

5'-NT, nM/g.prot

Martor 135,40+12,26 (100%) 251,94+3,92 (100%)
cal, 148,58+19,87 (110%) 477,12452,0* (189%)
CCl, +CMD-4 148,38+14,80 (110%) 410,72+42,79* (163%)
CCl,+CMD-8 167,32+14,77 (124%) 231,46+43,10 (92%)

CCl,+CMJ-23

161,62+7,19 (119%)

530,68+32,51* (211%)

CCl,+CMJ-33

187,33+17,21 (138%)

598,14+82,11* (237%)

CCl,+CMJ-26

131,89+18,96(97%)

276,13+60,72 (110%)

Nota: * - diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, p<0,05.

produce modificari semnificative ale activitatii FATL
in tesutul osos, aceasta mentinandu-se la valori redu-
se similare celor inregistrate la animalele cu patolo-
gia netratatd. La administrarea compusilor CMJ-26 si
CMJ-33 animalelor cu OP s-a stabilit o amplificare
neimportantd a activitatii enzimei nominalizate fata
de lotul cu OP (17%, (p>0,05) si 20%, (p>0,05), dar
care erau inferioare valorilor specifice martorului.

Tendinta de restabilire a nivelului functional al
FATL - markerul osteoblastilor sub influenta com-
pusilor CMJ-26 si CMJ-33 demonstreaza faptul ca
acestea nu afecteazd capacitatea functionald a oste-
oblastelor de a produce matricea osoasa. Deosebirile
in actiunea CBA testati asupra FATL ar putea fi expli-
cate prin faptul ca compusii CMJ-26 si CMJ-33 con-
tin microelementul cupru si, de aceea, poseda propri-
etatea de a activiza aminoacil-ARNt sintetazele si de
a stimula biosinteza proteinelor la nivel translational
in celulele osoase [15, 18].

In acelasi timp, constatim ci CBA cercetati ma-
nifestd proprietatea de a mentine la valori reduse ni-
velul functional al FATR, markerul osteoclastelor la
animalele cu OP, similare celor specifice lotului cu
OP. Fosfataza acida (FAc) participa in resorbtia osoa-
sd fiind concentratd in osteoclaste si macrofagi, ea
asigura hidroliza esterilor hexozofosforici cu elibera-
rea ionilor-fosfat in mediu acid [7, 14, 15]. Fosfataza
acida tartratrezistenta este o glicoproteind cu un con-
tinut Tnalt de manoza, are masa moleculara 30-40 kDa
si este considerata marcherul resorbtiei sau distructiei
osoase.

Compusul CMJ-23 manifesta o actiune supresan-
ta asupra activitatii FATR, sub influenta caruia gradul
de activitate al enzimei scade semnificativ cu 54%
(p<0,05) 1in raport cu indicii lotului martor si cu 22%
fata de animalele cu patologia provocata. Astfel, CBA
cercetati, in special, CMJ-23 manifesta proprietatea
de a diminua procesele de resorbtie osoasd, gratie
capacitatii lor de a reduce potentialul functional al
FATR.

Dupa cum reiese din tabelul 2 si figura 1 in OP
CCl,-indusa activitatea 5¢-nucleotidazei se majorea-
za semnificativ, statistic concludent, cu 89% (p<0,05),
pe cand cea a pirofosfatazei se modifica neimportant,
in raport cu valorile animalelor intacte.

Enzimele 5¢-nucleotidaza si pirofosfataza joaca
un rol important in fiziologia si patologia tesutului
o0sos. S¢-nucleotidaza, localizata pe membrana celu-
lelor osoase, participa ca si fosfataza alcalina la for-
marea nucleelor de cristalizare a osului, transferand
grupele PO’ de la esteri la acceptorul matricei orga-
nice, iar a doua enzima - pirofosfataza, inlatura actiu-
nea inhibanta a pirofosfatului anorganic asupra calci-
fierii tesutului osos [1, 8, 15]. Pirofosfataza matricei
extracelulare osoase este destul de sensibila la modi-
ficarea concentratiei ionilor de calciu §i magneziu [1,
8] De aceea, determinarea activitatii pirofosfatazei in
tesutul osos In OP poate prezenta un mare interes.

Rezultatele cercetarilor marturisesc ca, tratamen-
tul cu CBA testati influenteaza in mod variat activi-
tatea 5'-NT: compusii CMD-8 si CMJ-26 reduc en-
zimoactivitatea 5'-NT practic pana la valorile lotului
martor, CMD-4 induce doar o tendinta slaba de dimi-
nuare a activitatii enzimei cu 14% in comparatie cu
OP, iar compusii CMJ-23 si CMJ-33 amplifica sesiza-
bil forta catalitica a 5'-NT peste valorile lotului mar-
tor (depasire de 2,1-2,4 ori), fapt ce indica la actiunea
osteoregeneratoare a ultimilor compusi.

La administrarea CBA animalelor cu OP experi-
mentala se releva o tendinta discreta de crestere a ac-
tivitatii pirofosfatazei cu 19-24% (p>0,05), iar com-
pusul CMJ-33 amplificd gradul de activitate a enzi-
mei cu 38% (p<0,05) comparativ cu valorile specifice
animalelor cu patologia netratata.

Influenta bioremediului PSS asupra activitatii
5’-nucleotidazei si pirofosfatazei in tesutul osos in
OP experimentald indusa de CCl4 este prezentatd in
figura 1.
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Influenta CBA autohtoni asupra activitatii 5'-nucleotidazei si
pirofosfatazei in tesutul osos in OP experimentald indusa de CCl4
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Figura 1

Activitatea pirofosfatazei in toate loturile expe-
rimentale manifesta o tendintd de crestere insugestiv
statistica, iar activitatea 5'-NT in OP scade. Bioreme-
diul PSS 1n doza 125 mg/kg manifesta o actiune eloc-
ventd de stimulare a 5'-NT atat la animalele sanatoa-
se, cﬁt si la cele cu OP indusa de CCl,.

In baza rezultatelor obtinute conchidem, ca cres-
terea pirofosfatazei sub influenta medicatiei prezinta
o reactie de adaptare si compensare, orientata spre
diminuarea nivelului de pirofosfat — inhibitor al calci-
fierii tesutului 0sos.

Din datele expuse in tabelul 3 reiese, ca intoxica-
tia cu etilenglicol nu produce modificari semnifica-
tive ale activitatii fosfatazelor in tesutul osos al ani-
malelor, inregistrandu-se doar o tendinta statistic ne-
concludentda de diminuare a activitatii FATL, FATR,
fosfatazelor alcaline si acide totale.

La administrarea remediului BioR-Ge si a com-
pusului CMD-4, enzimoactivitatea fosfatazei alcaline
totale creste relevant in raport cu valorile caracteris-
tice animalelor cu OP cu +35% (p<0,05) si, respec-
tiv, cu +54% (p<0,01). In acest caz, activitatea FATL
atinge valori mai 1nalte decét cele specifice patologei
netratate cu 50% (p<0,05) sub influenta bioremediu-
lui BioR-Ge.

La animalele cu OP medicatia cu BioR, CMD-4 si
CMJ-23 tinde sa readuca nivelul functional al FATL
catre valori apropiate de cele ale martorului.

Din datele tabelului 4 relevam ca intoxicatia cu
etilenglicol produce modificari semnificative ale acti-
vitatii 5'-NT si a pirofosfatazei in tesutul osos al ani-
malelor. Astfel gradul de enzimoactivitate al 5'-NT
creste relevant cu 195% (p<0,01), iar cel al pirofo-
sfatazei — cu 53% 1n raport cu parametrii de referinta.

Majoritatea CBA testati - BioR, BioR-Ge, CMD-
4 CMD-8 mentin la valori sporite activitatea S¢-nu-
cleotidazei si pe cea a pirofosfatazei la animalele
cu OP indusa cu etilenglicol in raport cu parametrii
de referintd, ce ne denotd o sporire considerabila a
turnoverului 0sos.

Exceptie constituie doar compusul CMJ-23 care
determind normalizarea functionalitatii S5¢-nucleo-
tidazei si compusii - CMD-8 si CMJ-23 care reduc
forta cataliticd a pirofosfatazei cu 21% (p>0,05), si
respectiv, cu 43% (p>0,05) fata de valorile de referin-
td. In baza rezultatelor obtinute conchidem, ci cres-
terea pirofosfatazei sub influenta medicatiei prezinta
o reactie de adaptare i compensare, orientata spre
diminuarea nivelului de pirofosfat — inhibitor al calci-
fierii tesutului o0sos.

Tabelul 3

Influenta CBA autohtoni asupra indicilor remodelarii osoase in tesutul osos in intoxicatia cu etilenglicol
Grupurile de Fosfataza alcalina FATL, Fosfat. acida totala, FATR,
studiu totala, nkat/g.prot pkat/g.prot nkat/g.prot nkat/g.prot

Martor 9,72+0,84 (100%) 0,17+0,03 (100%) 21,39+3,25 (100%) 12,2542,16 (100%)
EG 9,3+0,66 (96%) 0,14+0,01 (87%) 17,64+2,25 (82%) 8,73+1,98 (71%)
EG+BioR 9,36+0,54 (96%) 0,19+0,02 (115%) 18,41£1,15 (86%) 9,55+1,40 (78%)
EG+BioR-Ge 12,73+0,87* (131%) 0,21+0,02% (126%) | 24,39+1,83 (114%) | 15,21+2,85 (124%)
EG+CMD-4 14,59+1,17 ## (150%) 0,15+0,01 (91%) 22,23+4,05 (104%) 11,12+0,82 (91%)
EG+CMD-8 7,21£1,61 (74%) 0,14+0,03 (87%) 17,82+1,70 (83%) 9,57+0,99(78%)
EG+CM]J-23 7,66+0,49 (79%) 0,17+0,04 (102%) 20,99+4,08 (98%) 10,10+2,44 (82%)

Nota: " - diferentd statistic semnificativa cu lotul-martor, p<0,05;
# - veridicitatea diferentelor fata de lotul cu OP: p<0,05.
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Tabelul 4

Influenta CBA autohtoni asupra activititii 5'-nucleotidazei si pirofosfatazei

in tesutul osos in intoxicatia cu etilenglicol

Grupuri de studiu Pirofosfataza, nkat/ g.prot 5’ —NT, pkat/g.prot
Martor 104,84+19,60 (100%) 221,27422,48 (100%)
EG 160,87+15,39 (153%) 653,82+23,8** (295%)
EG+BioR 151,70+22,43 (145%) 556,1£59,82** (251%)
EG+BioR-Ge 153,82+7,76 (147%) 692,95+65** (313%)
EG+CMD-4 165,48+23,73 (158%) 532,59£17**% (241%)
EG+CMD-8 83,08+18,33 (79%) 393,59+£90*** (178%)
EG+CMJ-23 59,56+17,61 (57%) 217,73+45% (98%)

Nota: * - diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, p<0,05; ** - p<0,01;
# - veridicitatea diferentelor fata de lotul cu OP: p<0,05; # — p<0,01.

Rezultatele investigatiilor efectuate confirma, cu
certitudine, cd CBA autohtoni demonstreaza capaci-
tate osteoregeneratoare pronungatd prin faptul ca sti-
muleaza eficient activitatea pirofosfatazei anorganice
osoase.

Conform datelor expuse in tabelul 5, in intoxica-
tia cu ciclofosfan se constata cresterea veridica a ac-
tivitatii fosfatazei alcaline totale cu 39% (p<0,05) si
a FATL cu 50%, iar modificarile activitatii fosfatazei
acide totale si ale FATR in tesutul osos al animalelor
s-au dovedit a fi fara relevanta statistica.

Administrarea bioremediilor pe bazé de spirulina
in acest caz inlatura gradul de inductie al fosfatazelor
alcaline n OP ciclofosfan-indusé contribuind la nor-
malizarea valorilor lor.

Sub influenta bioremediului BioR-Ge amploarea

functionala a fosfatazei acide totale si FATR scade
cu 19-24% (p>0,05) fata de animalele intacte si cu
26-27% in raport cu patologia indusa. PSS in ambele
doze 50 si 125 mg/kg, de asemenea, incitd o diminua-
re a activitdtii enzimei atat fatd de lotul martor, cat si
fata de cel cu OP ciclofosfan-indusa.

In intoxicatia cu ciclofosfan relevam o tendinta
de scadere a functionalitatii pirofosfatazei cu 16% si
o crestere relevanta cu 125% (p<0,05) a activitatii 5'-
NT comparativ cu indicii de referinta

In acelasi timp, la dublarea dozei de PSS se in-
registreazd o reducere statistic concludenta cu 41%
(p<0,01) a activitatii 5'-NT in tesutul osos fata de lo-
tul martor si cu 74% (p<0,01) fata de valorile specifi-
ce animalelor cu patologia incitata.

Administrarea biopreparatului BioR-Ge anima-

Tabelul 5
Influenta CBA autohtoni asupra indicilor remodeldrii osoase in tesutul osos
in intoxicatia cu ciclofosfan
Grupurile de studiu Fosfataza alcalina FATL, Fosfat. acida totala FATR,
totala, pkat/g.prot pkat/g.prot nkat/g.prot nkat/g.prot
Martor 9,72+0,84 (100%) 0,17+0,03 (100%) | 21,39+3,25 (100%) | 12,25+2,16 (100%)

CF, 50mg/kg 13,56+0,28* (139%) 0,25+0,03 (150%) 23,77+2,19 (111%) | 12,68+2,68 (104%)
CF+PSS, 50 mg/kg 11,44+0,85 (118%) 0,13£0,02# (80%) 17,52+2,51 (82%) 11,1542,38 (91%)
CF+PSS, 125mg/kg 10,73+0,42%(110%) 0,18+0,05 (108%) 17,83+1,39 (83%) 8,21£0,59 (67%)

CF+BioR-Ge, Img/kg 10,45+0,26% (107%) 0,20+0,02 (120%) 17,28+2,60 (81%) 9,35+1,37 (76%)
Nota: * - diferenta statistic semnificativa cu lotul-martor, p<0,05;
# — veridicitatea diferentelor fata de lotul cu OP: p<0,05.
Tabelul 6

Influenta CBA autohtoni asupra activititii 5'-nucleotidazei §i pirofosfatazei

in tesutul osos in intoxicatia cu ciclofosfan

Grupuri de studiu Pirofosfataza, nkat/ g.prot 5’ —NT, pkat/g.prot
Martor 104,84+19,60 (100%) 221,27422,48 (100%)
CF 88,39+7,21 (84%) 498,27+24%(225%)
CF+PSS 50 mg/kg 79,4949,89 (76%) 215,33+44,2 (97%)
CF+PSS 125mg/kg 65,99+10,70 (63%) 131,50+5,7"% (59%)
CF+BioR-Ge 58,90+4,34™* (56%) 142,05+20,17 (64%)

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

#— veridicitatea diferentelor fatd de lotul cu OP: p<0,05; # — p<0,0101
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lelor cu OP induce diminuarea statistic autenticd a
activitatii pirofosfatazei cu 44% (p<0,01) in raport
cu indicii animalelor intacte si cu 33% (p<0,01) fata
de animalele intoxicate cu ciclofosfan. Bioremediile
PSS in ambele doze manifestd o tendinta de descres-
tere a enzimoactivitatii pirofosfatazei atat fata de lo-
tul martor, cat si fata de cel cu OP.

Rezultatele investigatiilor efectuate confirma, cu
certitudine, cda CBA autohtoni demonstreaza capa-
citate osteoregeneratoare prin faptul ca stimuleaza
activitatea fosfatazei alcaline termolabile, fosfatazei
acide tartrat rezistente si pirofosfatazei anorganice
osoase.

Concluzii:

1. La animalele cu osteopatia indusa cu CCl, are
loc reducerea concludentd a markerilor remodela-
rii osoase - activitatii fosfatazei alcaline termolabile
(FATL) si celei ale markerului osteodistructiei - fo-
sfatazei acide tartrat reziatente (FATR), ce ne denota
o afectare a proceselor de remodelare osoasa in oste-
opatia experimentala.

2. CBA testati in OP indusa cu CCl, manifes-
ta proprietatea de a mentine la valori reduse nivelul
functional al FATR - markerul osteoclastelor, cel mai
eficient in acest caz fiind compusul CMJ-23 care ma-
nifesta proprietatea de a diminua procesele de resorb-
tie osoasd, gratie capacitatii sale de a reduce potentia-
lul functional al FATR.

3. In toate formele de OP experimentali: indusa cu
CCl,, etilenglicol si ciclofosfan se constatd cresterea
vadita a enzimoactivitatii 5’-nucleotidazei (5'-NT) si a
pirofosfatazei in OP indusa cu etilenglicol, ce ne deno-
ta sporirea considerabild a turnoverului 0sos.

4. CBA autohtoni — BioR, BioR-Ge si CMD-4 in
OP etilenglicol-indusa si PSS 125 mg/kg in OP in-
dusd cu CCl, demonstreaza capacitate osteoregene-
ratoare prin faptul ca stimuleaza eficient activitatea
pirofosfatazei anorganice osoase.

5. Medicatia cu compusii bioactivi (CBA) autoh-
toni — PSS 125 mg/kg, CMD-4, CMJ-23 si CMJ-33
in OP indusa cu CCl, si cu compusii BioR, BioR-Ge,
CMD-4 si CMD-8 in OP indusa cu etilenglicol, s-a
dovedit a fi eficientd, datorita calitatilor lor de a men-
tine la valori sporite activitatea 5'-NT.

6. Rezultatele investigatiilor efectuate confirma,
cu certitudine, ca CBA autohtoni demonstreaza ca-
pacitate osteoregeneratoare prin faptul cd stimuleaza
activitatea FATL, pirofosfatazei anorganice osoase si
5'-NT.

7. Datele obtinute permit evidentierea unor me-
canisme moleculare implicate in raspunsul la trata-
reale de elaborare a unor noi strategii terapeutice efi-
ciente.
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