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Summary
The dynamics of the bone remodelling markers in primary and secondary
osteoporosis and under the influence of bioremedies of algal origin

The action of some bioremedies of algal origin with different content of organically
linked Zn on activities of the bone tissue, specific enzymes such as thermolabile alkaline
phosphatase and tartrate-resistant-acid phosphatase was investigated in primary and secondary
experimental osteoporosis at 1.5, 3 and 6 months. Primary osteoporosis was provoked by
ovariectomy and secondary osteoporosis was induced by prednisolon injections. The
experimental investigations revealed osteoregenerative effect of the studied preparations
manifested by the elevation of thermolabile alkaline phosphatase activity.

Rezumat

S-a studiat actiunea unor bioremedii de origine algald cu un continut divers de Zn legat
organic in osteoporoza experimentala (OP) primara si secundard in dinamica la 1,5; 3 si 6 luni
asupra activitatii enzimelor specifice tesutului osos — fosfatazei alcaline termolabile si fosfatazei
acide tartratrezistente. OP experimentald primara a fost reprodusa prin ovariectomie, iar cea
secundard prin introducerea prednisolonului. In urma investigatiilor experimentale s-a depistat
efectul osteoregenerativ al preparatelor cercetate, ceea ce se manifestd prin cresterea activitatii
fosfatazei alcaline termolabile.

Actualitatea temei

Metabolismul osos reprezintd imbinarea a doud procese antagoniste — resorbtia osului
vechi, efectuata de osteoclaste, si formarea osului nou, realizatid de osteoblaste. Aceste procese,
intim legate, sunt reglate de diferifi factori hormonali, umorali si tisulari. Ele formeazd baza
reinnoirii (remodelarii) permanente si dinamice a osului [5]. Actualmente markerii biochimici,
concomitent cu biopsia tesutului osos, densitometria osoasa si investigarea cineticii calciului
radioactiv, sunt frecvent utilizati in estimarea starii metabolismului osos. Se evidentiaza markeri
ai osteogenezei, ce caracterizeaza functia osteoblastelor, si markeri ai resorbtiei osoase, ce
caracterizeaza functia osteoclastelor.

Markerii osteogenezei sunt: fosfataza alcalina termolabila (FATL), osteocalcina (proteina
gla osoasd), propeptidele procolagenului de tip 1 [4]. Markerii resorbtiei osoase reprezinta:
hidroxiprolina, compusii colagenului cu legatura incrucisata — piridinolina si dezoxipiridinolina,
telopeptidele N si C terminale ale colagenul de tip I, CrossLaps, fosfataza acida tartratrezistenta
(FATR), continutul Ca®" in urina [8].

Dintre enzimele, participante in metabolismul fosforic al tesutului osos, fac parte
fosfataza alcalind (FAl), fosfataza acida (FAc) si pirofosfataza anorganica.

Fosfataza alcalina (si anume izoenzima ei termolabild) — (FATL) joaca un rol important
in fiziologia si in patologia tesutului osos, participdnd in formarea nucleelor de cristalizare a
osului si transpunand grupele PO,* de la ester la acceptorul matricei organice. Ca parte
componentd a enzimelor lizozomale, fosfataza acida este concentrata, in special, in osteoclaste si
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in macrofage, participa nemijlocit in resorbtia osului si asigura hidroliza esterilor hexozofosforici
cu eliberarea ionilor-fosfat in mediu acid [1;6;14].

In prezent este cunoscut efectul unor biopreparate de origine algala (BP) cu diferite efecte
terapeutice [9;10].

In literatura accesibild lipsesc date referitoare la influenta biopreparatelor de origine
algala asupra markerilor remodelarii osoase, in tesutul osos, In OP experimentala. Reiesind din
acestea, am considerat oportun a studia modificarile markerilor metabolismului osos: fosfataza
alcalind termolabila (FATL) si fosfataza acida tartratrezistentda (FATR) in administrarea
biopreparatelor de origine algald cu un continut divers de Zn, In dinamica evolutiei OP
experimentale primare si secundare la 1,5; 3 si 6 luni.

Materialul si metodele de investigatie

Experimentele au fost efectuate pe 78 de sobolani, femele si masculi maturi, cu masa de
160-250 g.

Osteoporoza primara a fost reprodusa la animalele de laborator — sobolanii albi, femele,
fara pedigriu, prin ovariectomie — metoda clasica si acceptatd de multi cercetatori [7].
Osteoporoza secundara a fost provocatd la sobolanii masculi, prin injectari subcutanate
bisaptamanale de prednisolon, in doza de 10 mg/kilocorp [11].
Animalele au fost divizate in 10 loturi (cate 7-8 in fiecare).
Animalele din lotul 1 (lotul-martor pentru OP primara) au fost fals operate, adica supuse
aceleiasi interventii chirurgicale, dar fara inlaturarea ovarelor.
Lotul 2 (lotul-martor pentru OP secundara) a fost constituit din 7 animale intacte, carora li s-a
introdus subcutanat, bisaptamanal solutie fiziologica (8,5 g/l NaCl) — 1,0 ml/kilocorp.
Lotul 3 a inclus animalele cérora li s-a modelat OP primara prin ovariectomie.
Lotul 4 — OP secundara reprodusa prin injectarea prednisolonului, 10 mg/kilocorp dizolvat in
solutie fiziologica.
Loturile 5 si 6 au inclus animalele cu OP primard si, respectiv, secundard, carora li s-a
administrat biopreparatul ce continea 10 png/ml de zinc (OP+ BP-Zn1).
Loturile 7 si 8 au inclus animalele cu OP primara si secundard + biopreparatul ce continea 5
ug/ml de zinc (OP + BP-Zn2).
Loturile 9 §i 10 au reprezentat animalele cu aceleasi forme de OP + biopreparatul de origine
algala cu un continut redus de Zn — 0,2 ug/ml (OP+BP-R).

Prelevarea materialului de cercetare (osul femural) a fost efectuatd in dinamicd pe
parcursul a 1,5; 3 si 6 luni de la debutul experimentului, animalele fiind sacrificate prin
decapitare sub narcoza usoara cu eter.

Osul femural a fost extras, eliberat de tesuturile adiacente si a fost inlaturatd maduva
osoasa prin spalari repetate cu solutie fiziologica. Ulterior, a fost congelat in azot lichid si supus
triturarii, in piulitd de portelan cu pisilog si cantirit pe balanta de torsiune. In calitate de mediu
de dispersare a fost utilizatd solutia de zaharoza 0,25M (pH 7,4), ce continea 0,001M EDTA,
astfel ca dilutia finald a omogenatului sd constituie 1:10. Pentru distrugerea completd a
membranelor celulare, omogenatul a fost prelucrat cu triton X-100, cu o concentratie finala de
0,1%, si supus ciclurilor repetate de inghetare-dezghetare.

Dozarea activitatii fosfatazei alcaline termolabile (EC 3.1.3.1) s-a operat conform
procedeului descris de Kon6 B. I'., Kampimraukos B. C., 1982 [13].

Determinarea activitatii fosfatazei acide tartrat-rezistente (EC 3.1.3.2) s-a efectuat dupa
metoda descrisa de Acarmanu B. C., 1969 [12].

Toate determinarile biochimice s-au executat dupa tehnici adaptate pentru aplicarea la
analizorul biochimic FP-901 “Labsystems” (Finlanda) si descrise de noi [2;3].

In studiu s-a utilizat preparatul BioR, solutie injectabila 0,5% (Certificat de inregistrare
Nr. 6839 din 22.04.2003, eliberat de MS al RM).

Preparatul BioR obtinut conform schemei tehnologice elaborate reprezintd un complex
sinergist de principii bioactive — 5-7% aminoacizi determinati in stare libera, 5-11% inclusi in
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componenta oligopeptidelor, glucide — 6-10% precum si macro- si microelemente esentiale,
inclisiv 0,2 ug/ml Zn legat organic

Compozitia aminoacidd a preparatului se caracterizeaza prin prezenta unei cantitati
apreciabile de aminoacizi imunoactivi: acidul asparagic, glutamic, alanina, cisteina, serina
treonina, triptofanul si valina. Acestea constituie circa 64-66% din fractia aminoacizilor liberi si
cea a oligopeptidelor. Este de mentionat continutul inalt (circa 52%) al acidului glutamic
(glutamina) in componenta preparatului. Preparatul BP-Zn1 avea aceeasi compozitie ca si Bio-R,
dar continea suplimentar 10 pg/ml, iar BP-Zn2 — 5 ug/ml Zn legat organic.

Rezultatele obtinute si analiza lor

Din datele expuse in tabelul 1, constatim o tendintd de crestere nesemnificativa a
activitatii FATL, cu 11%, in osul femural la animalele cu OP primard dupa 1,5 luni din
momentul ovariectomiei, fatda de valorile inregistrate la sobolanii de referinta. E necesar de
remarcat ca tendinta de crestere a fermentului nominalizat se datoreaza implicarii mecanismelor
de formare osoasa, constituind un mecanism adaptiv-compensatoriu de mentinere a homeostaziei
celulare. Se releva o crestere a activitatii FATL cu 22%, in grupul supus medicatiei cu BP-Zn1,
si cu 15% sub actiunea BP-Zn2 si BP-R 1n raport cu nivelul atestat la animalele intacte. Suscita
atentie faptul cd FATL manifestd o tendinta de crestere a nivelului de enzimoactivitate mai
exprimata la medicatia cu BP-Zn1l.

Tabelul 1

Dinamica activitatii fosfatazei alcaline termolabile, in tesutul osos, la animalele cu
osteoporozd primard §i secundard si sub influenta biopreparatelor de origine algali
(nmol/s.g.prot.)

Termenele de cercetare si formele de osteoporozd
Grupuri- 1,5 luni 3 luni 6 luni
le de Primara Secundaria Primara Secundara Primarda | Secundarid
studiu
Martor 8,42+0,94 7,96+0,76 7,14+0,78 7,83+0,82 7,14+0,75 7,39+0,96
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
OP 9,31+0,18 | 3,97+0,38*** | 4,05+0,17** | 4,51+0,28** | 5,13+0,47* 6,10+1,15
(111%) (50%) (57%) (58%) (72%) (83%)
OP + 10,28+0,81 4,87+0,75* 5,13+0,47* | 3,25+0,19*** | 6,47+0,42 5,62+0,33
BP-Zn1 (122%) (61%) (72%) (42%) (91%) (76%)
OP + 9,66+0,52 7,65+0,65 4,93+0,40* 3,53+0,37*** 5,87+1,03 7,49+0,51
BP-Zn2 (115%) (96%) (69%) (45%) (82%) (101%)
OP + 9,700,34 | 4,04+0,13*** | 4,36+0,58* | 514+0,41* | 6,38+0,76 | 6,71+0,18
BP-R (115%) (51%) (61%) (66%) (89%) (91%)

s

Totodatd, se deceleaza o reducere pregnantd cu 50% (p<0,001) a enzimoactivitatii, in
grupul de animale cu OP secundara versus grupul de animale intacte.

Datele obtinute reliefeaza ca, pentru OP secundara in aceasta perioada, sub influenta BP-
R activitatea enzimei vizate practic a ramas stationara in raport cu valorile atestate in lotul cu
OP. Sub medicatia cu BP-Zn1 si cu BP-Zn2 se constata o crestere continua a activitatii enzimei
sus-numite pana la nivelul inregistrat in lotul-martor. Astfel, activitatea FATL creste cu 23% sub
actiunea BP-Zn1 si cu 93% (p<0,001) de BP-Zn2 fatd de indicii existenti la animalele cu OP.
Cele expuse anterior demonstreaza cert actiunea stimulatoare osteoregeneratoare a BP studiate,
cu precadere a BP-Zn2, manifestata prin cresterea nivelului functional al FATL.

In perioada de 3 luni de proces patologic se constati o diminuare pronuntati, statistic
concludentd a activitatii FATL in OP primara, cu 43% (p<0,01), si cu 42% (p<0,01), in OP
secundara, vis-a-vis de parametrii de referinta.
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In OP primari, sub influenta biopreparatului BP-R activitatea enzimei practic riméne la
nivelul atestat la animalele cu OP primara. Sub medicatia cu BP-Zn1 si cu BP-Zn2 se denota o
intensificare a enzimoactivitatii cu 27% (p<0,05) si cu 22% versus animalele cu OP.

In cazul OP secundare, in aceastd perioada a afectiunii, tratamentul a redus mai pronuntat

gradul de inhibitie suscitat de OP: cu 28% (p<0,01) — sub influenta BP-Zn1; cu 22% — sub
actiunea BP-Zn2; exceptand doar BP-R care manifestd o tendinta sesizabila de majorare cu 14%
fata de valorile specificate pentru lotul cu OP.

Spre finele perioadei de cercetare (6 luni) se remarca o tendintd de restabilire a
enzimoactivitatii FATL, inferioard totusi celei atestate la animalele de referintd: cu 28%
(p<0,05), pentru OP primara, si cu 17% (p>0,05), pentru OP secundara.

Din cele inregistrate investigational deducem, in OP primara, o tendintd de redresare a
activitatii FATL 1in toate grupurile experimentale supuse tratamentului cu bioremediile testate,
exprimata sub actiunea biopreparatului BP-Znl, care a reusit sa redreseze enzimoactivitatea
FATL practic pana in limitele valorilor din lotul-martor. La administrarea BP-Zn2 si BP-R se
atestd o sporire a gradului de activitate a enzimei date, respectiv, cu 14% si cu 24%, in raport cu
OP.

Referitor la OP secundard, in aceastd perioadd de cercetare, tratamentul cu BP-Znl a
redus gradul de activitate a enzimei cu 24% fata de lotul-martor, s-a restabilit enzimoactivitatea
catre norma la administrarea BP-Zn2 si a ramas inferioara fata de cea a animalelor de referinta,
cu 9%, sub actiunea BP-R.

Rezumand cele expuse anterior, conchidem ca reducerea exprimata, in fesutul osos, a
nivelului functional a FATL, in toate perioadele de evolutie a procesului patologic in OP
secundard si 1n stadiile intermediara si tardivda in OP primard, se explicd prin micgorarea
intensitdfii proceselor de formare osoasd in aceste etape, ca rezultat al epuizarii mecanismelor
adaptiv-compensatorii de remaniere osoasd. La 6 luni de la debutul procesului patologic se
constata o tendinta de crestere a activitatii markerului osteogenezei, pentru ambele forme de OP.

Cresterea activitatii FATL sub actiunea tratamentului, ne indica actiunea stimulatoare
osteoregeneratoare a medicatiei cu BP studiate.

Tabelul 2
Dinamica activitatii fosfatazei acide tartratrezistente, in tesutul osos, la animalele cu
osteoporozd primard si secundard si sub influenta biopreparatelor de origine algala
(nmol/s.g.prot.)

Termenele de cercetare si formele de osteoporozd
Grupuri- 1,5 luni 3 luni 6 luni
le de Primara Secundara Primara Secundara Primara Secundara
studiu
Martor 0,348+0,06 0,269+0,05 0,250+0,03 0,349+0,03 0,250+0,03 0,348+0,04
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
OP 0,342+0,04 | 0,144+0,02* | 0,165+0,02* 0,283+0,03 0,271+0,01 0,354+0,12
(98%) (54%) (6696) (81%) (108%) (102%)
OP + 0,278+0,06 0,229+0,11 0,198+0,02 | 0,209+0,01*** | 0,242+0,03 0,351+0,08
BP-7n1 (80%) (85%) (79%) (60%) (97%) (101%)
OP + 0,246+0,04 | 0,269+0,09 | 0,175+0,01* | 0,284+0,02 | 0,240+0,03 | 0,299+0,04
BP-7n2 (71%) (100%) (70%) (81%) (96%) (86%)
OP + 0,287+0,04 0,192+0,18 0,204+0,02 0,265+0,03 0,349+0,03* | 0,213+0,08
BP-R (83%) (71%) (82%) (76%) (140%) (61%)

NOTA: * - diferentd statistic semnificativi cu lotul martor, p<0,05;
** -
- p<0,01;
*** - p<0,001
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Din tabelul 2 constatam ca, in perioada de 1,5 luni de proces patologic in OP primara,
enzimoactivitatea FATR se mentine practic in limitele normei. In acelasi timp, in OP secundara
s-a inregistrat o suprimare statistic concludentad a potentialului functional al fermentului cu 46%
(p<0,05), In comparatie cu animalele intacte.

In OP primari in aceastd perioada, medicatia cu biopreparatele BP-Zn1, BP-Zn2, BP-R
reduc neconcludent activitatea catalitica a FATR in toate loturile experimentale cu 20%, 29% si
cu 17%, respectiv, vis-a-vis de valorile existente in lotul-martor. Datele investigatiilor
experimentale indica efectul de elevare a remanierii osoase, prin suprimarea activitatii
osteoclastice, incitat de aceste preparate in OP primara.

In utilizarea BP-R, BP-Znl si BP-Zn2 in OP secundara, activitatea enzimei testate se
reorienteazd spre o amplificare treptatd cu 33%, 59% si cu 87%, fatd de animalele cu patologia
provocata. Tratamentul cu BP-Zn2 reuseste sa amplifice forta catalitica pana la norma, ceea ce
indica efectul de augmentare a remodelarii osoase, suscitat de aceste preparate, prin stimularea
activitatii osteoclastice.

Dinamica ulterioara a parametrului testat arata ca, in perioada de 3 luni de OP primara,
gradul de activitate a FATR s-a redus cu 34% (p<0,05), pe cand in OP secundara se instaleaza o
tendinta de restabilire a nivelului enzimei date, dar care n-a atins, cu numai 19%, valorile
existente in lotul-martor. Administrarea biopreparatelor BP-Zn1, BP-Zn2, BP-R in OP primara
inregistreaza valori inferioare ale activitatii enzimei comparativ celor din lotul-martor de animale
si constituie 79%, 70% (p<0,05) si 82%. Biopreparatul BP-Zn2 mentine enzimoactivitatea la
cote minore similare celor apreciate in grupul cu OP primara, pe cand bioremediile BP-Znl1 si
BP-R manifestd o dinamizare a potentialului functional al markerului osteodistructiei cu 20% si
Ccu 24%, respectiv.

In OP secundari, in aceasti perioadi suntem martori ai unei noi diminuiri in
enzimoacivitatea FATR sub influenta BP-Zn1 — cu 40% (p<0,001), iar utilizarea BP-Zn2 si BP-
R practic n-a influentat gradul de activitate.

De mentionat ca, spre finele perioadei de investigatie (6 luni), are loc redresarea indicilor
de enzimoactivitate a FATR pana la valorile normale in OP secundara si se observa chiar o
usoard tendintd de devansare cu 8% in OP primara. Utilizarea remediului BP-Znl practic
mentine in limitele valorilor normale gradul de activitate a enzimei atat in OP primara, cat si in
OP secundara. Biopreparatul BP-Zn2 in OP primara, de asemenea, menfine activitatea
markerului osteodistructiei in limitele normei, pe cand in OP secundard diminueaza discret
amploarea functionald a fermentului dat cu 14%, fatd de lotul-martor. Totodata, BP-R in OP
primara reuseste sa amplifice forta catalitica a FATR cu 40% (p<0,05), pe cand in OP secundara
o reduce semnificativ cu 39% fata de nivelul initial.

Rezumand cele expuse, remarcam ca diminuarea activitdtii FATR in tesutul osos,
inregistratd in ambele variante de osteoporoza, denotd reducerea proceselor de remodelare
0soasa, aceasta fiind mai exprimata in perioada de 1,5 luni, in OP secundara, si in perioada de 3
luni, iIn OP primara. Rezultatul studiului in perioada de 1,5 luni indicd efectul de elevare a
remanierii osoase de catre biopreparatele cercetate prin suprimarea activitatii osteoclastice, in OP
primard, si prin stimularea activitatii lor, in OP secundara.

Concluzii

1. In OP primari, indusi prin ovariectomie, se constati o reducere notabili a proceselor de
remodelare osoasd, in perioada de 3 luni de proces patologic, manifestatd prin diminuarea
activitatii fosfatazei alcaline termolabile, fosfatazei acide tartrat-rezistente si
pirofosfatazei anorganice osoase.

2. In OP secundari prednisolon-indusa, are loc estomparea proceselor de formare osoasa, in
decursul primelor 3 luni, mai exprimata la 1,5 luni de la initierea procesului patologic,
fiind determinata de scaderea nivelului de markeri ai remodelarii osoas; si o tendinta de
restabilire a acestor procese la 6 luni de la debutul maladiei.
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3.

10.
11.

12.
13.

14.

Studiul in dinamicd, la 1,5; 3 si la 6 luni de la initierea procesului patologic denotd
caracterul fazic al proceselor de formare osoasa, in OP primara si in cea secundara.
Rezultatele obtinute indica o intensitate diferitd a proceselor de remodelare, in functie de
stadiul de evolutie a procesului patologic. Astfel, etapele initiale se caracterizeaza printr-
o ratd medie a remodeldrii; la 3 luni de osteoporoza procesele au o intensitate sporita, iar
in etapa tardiva se atesta epuizarea ambelor mecanisme de remodelare osoasa.
Biopreparatele de origine algald, cu un continut sporit de Zn organic, manifesta
proprietati osteoregeneratoare pronuntate prin faptul ca stimuleaza eficient activitatea
fosfatazei alcaline termolabile, a pirofosfatazei anorganice osoase, prioritar fiind
biopreparatul BP-Znl. Cercetarile efectuate confirma perspectiva utilizarii remediilor
studiate in calitate de mijloace eficiente de corectie in dereglarile metabolice provocate
de osteoporoza.
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