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Summary
The dynamics of the pyrophosphatase in primary and secondary
osteoporosis and under the influence of bioremedies of algal origin

The dynamics study of the inorganic pyrophosphatase activity at 1.5, 3 and 6 months
after primary and secondary osteoporosis (OP) induction was performed, that denoted a phasic
character of its changes. Biological preparations of algal origin with high content of organic Zn
showed pronounced osteoregenerative properties by effective stimulation of inorganic
pyrophosphatase activity, the highest eficiency being characteristic for biopreparation BP-Zn1.
The research performed confirms a prospect of the studied preparations use as effective
osteogenic remedies for the correction of metabolic disturbances caused by OP.

Rezumat

Studiul in dinamica, la 1,5; 3 si la 6 luni de la initierea procesului patologic denotd
caracterul fazic al modificarilor activitatii pirofosfatazei anorganice, in OP primara si in cea
secundard. Biopreparatele de origine algala, cu un continut sporit de Zn organic, manifestd
proprietati osteoregeneratoare pronuntate prin faptul ca stimuleazd eficient activitatea
pirofosfatazei anorganice osoase, prioritar fiind biopreparatul BP-Znl. Cercetirile efectuate
confirma perspectiva utilizarii remediilor studiate in calitate de mijloace eficiente de corectie in
dereglarile metabolice provocate de osteoporoza.

Actualitatea temei

In prezent osteoporoza (OP) este definiti ca o maladie sistemicd a scheletului,
caracterizata prin reducerea masei osoase si prin deteriorari microarhitecturale ale tesutului osos
care maresc fragilitatea osului, majorand riscul fracturilor [2].

Elaborarea metodelor eficiente de diagnostic de laborator in OP necesitd cunoasterea
aprofundata a biochimiei tesutului osos. Timp indelungat tesutul osos a fost considerat inactiv
din punct de vedere metabolic. Studiile publicate in anii 50 ai secolului trecut au ardtat ca aceasta
conceptie este nefundamentata si cd osul are un metabolism deosebit de activ, in toate etapele de
viata ale omului [12,15].

Spectrul enzimatic al tesutului osos include atat fermenti, care efectueaza functii
biosintetice specifice ale osului si procesele de mineralizare, cat si catalizatori, necesari in
activitatea vitald a celulelor si in pregatirea metabolitilor, precursori in procesele de biosinteza
specifici. In tesutul osos se contin aproape toate enzimele ciclului acizilor tricarboxilici,
metabolismului glucidic, proteic si a altor tipuri de metabolism.

Dintre enzimele, participante in metabolismul fosforic al tesutului osos, fac parte
fosfataza alcalina (FAI), fosfataza acida osoasa (FAc) si pirofosfataza anorganica. Ultima joaca
un rol important In mineralizarea osului, inldturdnd actiunea pirofosfatului anorganic —
inhibitorul specific al calcifierii tesutului osos [12;16]. Posibil, actiune similara poate manifesta
si FAI [5]. Pirofosfatul anorganic suprima activitatea FAc si inhiba mineralizarea fixandu-se la
cristalele minerale de hidroxiapatitd [1]. Osul tandr contine o proportie mai mare de grupe
pirofosfat (P,0;*) decat osul adult si se observa intotdeauna un procent de fosfor pirofosforic
mai mare acolo unde metabolismul este mai intens [7;14;16]. Pirofosfataza substantei
intercelulare a osului este destul de sensibila in modificarea concentratiei ionilor de calciu si de
magneziu [13;16].

In prezent sunt cunoscute un sir de biopreparate de origine algala (BP) cu un spectru larg
de actiune, in special, cu proprietati osteoregenerative [8;9].
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In literatura accesibild lipsesc date referitoare la influenta biopreparatelor de origine
algala asupra activitatii pirofosfatazei anorganice, in tesutul osos, in OP experimentala.

Reiesind din acestea, scopul studiului a fost evaluarea modificarilor pirofosfatazei
anorganice in tesutul osos in dinamica evolutiei OP experimentale primare si secundare, precum
si estimarea eficientei administrarii biopreparatelor de origine algala cu un continut divers de Zn.

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 acceptata de multi cercetatori [6].
Osteoporoza secundara a fost provocata la sobolanii masculi, prin injectari subcutanate
bisaptamanale de prednisolon, in doza de 10 mg/kilocorp [10].
Animalele au fost divizate in 10 loturi (cate 7-8 in fiecare).
Animalele din lotul 1 (lotul-martor pentru OP primard) au fost fals operate, adica supuse
aceleiasi interventii chirurgicale, dar fara nlaturarea ovarelor.
Lotul 2 (lotul-martor pentru OP secundard) 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 carora li s-a modelat OP primara prin ovariectomie.
Lotul 4 — OP secundard reprodusa prin injectarea prednisolonului, 10 mg/kilocorp dizolvat in
solutie fiziologica.
Loturile 5 si 6 au inclus animalele cu OP primard si, respectiv, secundara, carora li s-a
administrat biopreparatul ce continea 10 pg/ml de zinc (OP+ BP-Zn1l).
Loturile 7 si 8 au inclus animalele cu OP primara si secundarda + 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 dinamica 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 inlaturata 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 pirofosfatazei (EC 3.6.1.1) s-a operat conform procedeului descris de
I'pubanos I'. A., 1993 [11], dupa tehnici adaptate pentru aplicarea la analizorul biochimic FP-
901 “Labsystems” (Finlanda) si descrise de noi [3;4].

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 reprezinta un complex
sinergist de principii bioactive — 5-7% aminoacizi determinati in stare liberd, 5-11% inclusi in
componenta oligopeptidelor, glucide — 6-10% precum si macro- si microelemente esentiale,
inclisiv 0,2 ug/ml Zn legat organic

Compozifia aminoacidd a preparatului se caracterizeaza prin prezenta unei cantitafi
apreciabile de aminoacizi imunoactivi: acidul asparagic, glutamic, alanina, cisteina, serina
treonina, triptofanul §i 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.

219



Rezultatele obtinute

Rezultatele cercetarilor efectuate expuse in tabelul 1 denotd faptul ca activitatea
pirofosfatazei anorganice osoase, in perioada de 1,5 luni iIn OP primard, practic se mentine la
nivelul cifrelor de control, pe cand in OP secundard enzima isi reduce, cu 40% (p>0,05), din
nivelul sdu de activitate.

Tabelul 1

Dinamica activitatii pirofosfatazei, in tesutul osos, la animalele cu osteoporoza primara si
secundara si sub influenta biopreparatelor de origine algala (uM/s.g.prot.)

Termenele de cercetare si formele de osteoporoza

Grupuri- 1,5 luni 3 luni 6 luni
le de Primara | Secundar | Primara | Secundari Primara Secundar
studiu a a
Martor 1,81+0,12 1,86+0,16 1,89+0,21 1,50+0,14 1,89+0,21 1,84+0,33

(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
OP 1,89+0,16 1,12+0,36 1,25+0,09* 1,33+0,17 2,92+0,25** 1,86£3,0

(104%) (60%) (66%) (89%) (154%) (101%)
OP + 3,9710,27%** 0,81+0,66 3,64+0,65* 2,6940,26** 1,73£0,77 2,70£1,22
BP-Zn1 (220%) (44%) (193%) (179%) (92%) (147%)
OP + 24+0,17% | 2,05+1,19 | 243+0,28 | 2,33t028* | 3,12+0,35% | 1,72+114
BP-Zn2 (133%) (110%) (129%) (155%) (165%) (93%)
OP + 2,18+0,18 1,28+0,59 1,22+0,15* 0,77+0,13** 2,5710,24 3,22+3,28
BP-R (120%) (69%) (65%) (51%) (136%) (175%)

NOTA: * - diferentd statistic semnificativi cu lotul martor, p<0,05;
** - p<0,01;
*** - p<0,001

In aceastd perioadi in OP primari, remediul BP-Znl inciti o crestere elocventi a
pirofosfatazei anorganice osoase cu 120% (p<0,001). Administrarea biopreparatelor BP-Zn2 si
BP-R induce sugestiv gradul de activitate a parametrului testat cu 33% (p<0,05) si cu 20%,
respectiv, in raport cu animalele intacte. in OP secundara remediul BP-Zn2 induce neveridic cu
10% nivelul pirofosfatazei osoase, pe cand biopreparatele BP-Znl si BP-R reduc neveridic
enzimoactivitatea, atingand 44% si, respectiv, 69% din valorile inregistrate la animalele intacte.

Studiul efectuat deceleaza o reducere marcanta a pirofosfatazei in perioada de 3 luni, cu
34% (p<0,05), in lotul de animale supuse ovariectomiei $i o diminuare discreta, cu 11%, in lotul
de animale supuse injectarii cu prednisolon.

Activitatea pirofosfatazei, sub influenta tratamentului, In aceasta perioadd demonstreaza o
evolutie similara Tn ambele variante de osteoporoza. Astfel, sub actiunea BP-Znl se remarca o
intensificare pregnantd a gradului de activitate a fermentului dat cu 93% (p<0,05), in OP
primara, si cu 79% (p<0,01), in OP secundara. Biopreparatul BP-Zn2 induce mai expresiv
potentialul functional al enzimei in OP secundara, fiind net superior cu 55% (p<0,05), iar in OP
primard cu 29%, fatd de valorile lotului de referinti. In acelasi timp, nivelul functional al
fermentului sub actiunea tratamentului cu BP-R se mentine la cote similar reduse versus cele
inregistrate la animalele supuse ovariectomiei si scade statistic veridic cu 42% (p<0,05),
comparativ cu cele atestate la animalele supuse injectarii cu prednisolon.

Totodata, in perioada de 6 luni a procesului patologic, in grupul cu OP primara se releva
o intensificare mai pronuntatd a activitatii pirofosfatazei versus etapele precedente, cu 54%
(p<0,01), 1n raport cu nivelul initial, pe cand in grupul cu OP secundard aceasta practic a ramas
stationara 1n raport cu valorile initiale.

Situatia este diametral opusa la administrarea biopreparatelor BP-Znl si BP-Zn2 in
variantele de OP cercetate. Astfel, tratamentul cu BP-Znl induce amploarea functionala a
fermentului cu 47% in OP secundard, pe cand in OP primard manifestd o tendintd usoard de
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descrestere a enzimoactivitatii vis-a-vis de lotul-martor. Medicatia cu BP-Zn2 in OP primara
sporeste vadit activitatea fermentului dat cu 65% (p<0,05) si cea cu BP-R — cu 36%, in raport cu
animalele sanatoase. Concomitent, In OP secundara bioremediul BP-Zn2 practic mentine gradul
de activitate a pirofosfatazei in limitele valorilor existente in lotului martor, iar sub actiunea BP-
R activitatea enzimei este net superioard —cu 75%, celei atestate 1n lotul-martor.

Dinamica activitafii pirofosfatazei are un caracter fazic in ambele variante de OP, cu o
scadere exprimata in decursul primelor 3 luni, in OP secundard, si cu o crestere in 6 luni de la
debutul procesului patologic, pentru ambele forme de OP. Cresterea vadita a activitatii
pirofosfatazei in tesutul osos, relevatd in stadiile tardive ale OP primare si sub influenta
medicatiei, poate fi privitd ca o reactie adaptiv-compensatoare, orientatd spre diminuarea
nivelului de pirofosfat-inhibitor al calcifierii tesutului 0s0s.

Rezultatele investigatiilor efectuate confirma, cu certitudine, faptul ca biopreparatele de
origine algald cu un continut divers de Zn organic demonstreaza o capacitate osteoregeneratoare
pronuntata prin faptul ca stimuleaza eficient activitatea pirofosfatazei anorganice osoase.

Concluzii

1. Studiul in dinamica, la 1,5; 3 si la 6 luni de la initierea procesului patologic denota
caracterul fazic al modificarilor activitatii pirofosfatazei anorganice, in OP primard si in cea
secundara, cu o scadere exprimata la 3 luni in OP primara si in stadiile initiale ale OP secundare.

2. Biopreparatele de origine algald, cu un continut sporit de Zn organic, manifesta
proprietati osteoregeneratoare pronuntate prin faptul ca stimuleazd eficient activitatea
pirofosfatazei anorganice osoase, prioritar fiind biopreparatul BP-Zn1.

3. Cercetarile efectuate confirma perspectiva utilizarii remediilor studiate in calitate de
mijloace eficiente de corectie in deregldrile metabolice provocate de osteoporoza.
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Summary
Biochemical interpretation of nitric oxide pluralism of action

Nitric oxide, synthesized in vascular endothelium, macrophages, neutrophils, adrenals,
cerebellum and other tissues from endogenous L-arginine and oxygen by the nitric oxide
synthase, has an important role in inter- and intracellular signaling. Nitric oxide possesses a
broad spectrum of biological activities, which can be conventionally classified in regulating,
protective and toxic. Although the second messenger role of nitric oxide has been shown already
in 1980, the molecular mechanisms by which nitric oxide exerts its biological effects are far from
completely understood. This paper is a summary of the literature on mechanisms of action,
biological role and involvement of nitric oxide in pathological processes.

Rezumat

Oxidul de azot, sintetizat in endoteliul vascular, macrofage, neutrofile, suprarenale,
cerebel si alte tesuturi din L-arginina endogena si oxigen sub actiunea nitricoxid-sintazelor,
indeplineste un rol important in semnalizarea inter- si intracelulard. Poseda un spectru larg de
actiuni biologice, care pot fi clasificate conventional in reglatoare, protectoare si toxice. Cu toate
ca rolul de mesager secund al oxidului de azot a fost mentionat incd din anul 1980, mecanismele
moleculare prin intermediul carora oxidul de azot isi exercitd efectele biologice sunt departe de a
fi complet elucidate. Lucrarea reprezinta o sinteza a literaturii referitoare la mecanismele de
actiune, rolul biologic si implicarea oxidului de azot in procesele patologice.

Introducere

Oxidul de azot (NO) reprezintd un gaz incolor, greu solubil in apa, cu temperatura de
topire -163.,6 °C si cea de fierbere -151,7 °C. In ultimele doud decenii a fost stabilit ca aceastd
moleculd poseda un spectru vast de activitate biologica, pe care conventional il putem imparti in
reglator, protector si nociv. Oxidul de azot participd la procesele de semnalizare inter- si
intracelulara. In comparatie cu mediatorii clasici endocrini, paracrini si neuromediatorii, care ca
reguld sunt proteine, peptide sau alte substante organice complexe, NO este o molecula mica,
lipsita de sarcind electrica, ceea ce 1i permite sa difuzeze usor prin membranele plasmatice si in
spatiile intracelulare. Traversand membrana plasmatica, NO actioneaza nu doar ca purtator al
semnalului intercelular, dar si ca parte componenta a sistemului efector intracelular, functionand
ca mesager secund [4].

Oxidul de azot posedd un electron necuplat, ceea ce 1i conferd o reactivitate chimica
inaltd si 11 permite sd interactioneze usor cu mulfi compusi chimici si structuri celulare, fapt ce
explica diversitatea exceptionald a efectelor biologice produse [6].
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