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Summary
Modifications of bone and blood mineral composition in experimental
osteopathy and their correction with local remedies

In experimental osteopathy was established a relative preservation of the content of bone
tissue apatite cardinal elements - calcium and phosphate, and a pronounced sensitivity of the
regulatory, osteotrope mineral compounds (magnesium, zinc and copper). The cianobacterian
remedy BioR and copper coordination compounds CMT-28 and CMT-67 exerted a selective
modulatory and individual action on the bone composition and metabolism in experimental
osteopathy. Serum minerals level did not correlate with the bone values in physiological
conditions and carbon tetrachloride poisoning.

Rezumat

In osteopatia experimentald s-a stabilit o conservare relativd a continutului elementelor
cardinale ale apatitei tesutului osos — calciului si fosfatilor, si o sensibilitate pronuntatd a
nivelului elementelor minerale reglatoare, osteotrope (magneziu, zinc si cupru). Remediul
cianobacterian BioR si compusii coordinativi ai cuprului CMT-28 si CMT-67 exercitd o actiune
modulatoare selectiva si individuala asupra compozitiei si metabolismului tesutului osos in OE.
Nivelul seric al substantelor minerale nu coreleaza cu cel osos in conditii fiziologice si
intoxicatia cu tetraclorura de carbon.

Introducere

Maladiile primare si secundare ale tesutului osos constituie o problema majora a medicineli
moderne, fiind caracterizate printr-o morbiditate semnificativa, incidenta si prevalenta mare in
populatie, evolutie severa si progresiva cu disabilitarea si decesul frecvent al pacientilor.
Declararea de catre OMS a perioadei 2000-2010 drept Deceniu al afectiunilor osteoarticulare
(Bone and Joint Decade), accentueaza actualitatea lor si impune necesitatea aprofundarii
cercetarilor fundamentale si clinice in domeniu, cu scopul elucidarii mecanismelor intime ale
metabolismului normal si patologic al tesutului osos si elaborarii a noi metode de diagnostic
precoce si tratament efficient [1].

O deosebita atentie a fost acordatd cercetarii compozifiei minerale a fesutului osos in
conditii fiziologice si diverse maladii. Faza minerald a tesutului osos reprezintd cota majora
cantitativa, ce constituie intre 65-70% din masa uscata a osului. Compusul primordial anorganic
(95%) sunt sarurile fosfocalcice, ce este forma fixa si relativ stabila din punct de vedere
metabolic a substantelor minerale [3]. In concentratii reduse in tesutul osos se atesta cca 30 de
elemente considerate osteotrope, rolul lor primordial fiind cel de reglator al remodelarii osoase
prin implicarea in diferentierea, proliferarea si functiile celulelor tesutului, a activitatii enzimelor
osoase si a mentinerii homeostaziei tesutului osos [2, 5, 6, 7].

Studiul compozitiei minerale a tesutului 0sos in conditii fiziologice si diferite afectiuni
osteoraticulare in majoritatea cazurilor s-a axat pe metode imagistice (densitometrice) si
evaluarea unor metaboliti in sdnge sau lichidul articular [4]. Totodatd, nu exista date
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exhaustive referitor la corelarea nivelurilor osoase ale substantelor minerale individuale cu
valorile lor sangvine si corectitudinea aprecierii compozitiei minerale a tesutului osos in
baza determinarii compusilor minerali sangvini.

Scopul cercetarii a fost evalurea nivelului substantelor minerale in tesutul 0sos si
serul sangvin in osteopatia experimentala (OE), la corectia cu remediile autohtone BioR,
CMT-28, CMT-67 si combinatiile lor si stabilirea corelatiilor dintre nivelurile osos si
sangvin ale compusilor minerali.

Material si metode

Studiul a fost efectuat pe un esantion de 78 sobolani albi de laborator, adulti, fara pedigriu
de ambele sexe. Animalele au fost divizate in urmaétoarele lotui: martor — animale intacte;
animale cu OE, modelatd prin administrarea a 0,1 ml solutie 50% de CCly in ulei de masline la
100 g masd corporald, bisdptamanal, timp de 8 saptdmani; animale cu OE, carora li s-a
administrat BioR in doze de 1 mg/kilocorp si 2 mg/kilocorp timp de 10 zile; animale cu OE,
carora li s-a administrat CMT-28, CMT-67, CMT-28+BioR si CMT-67+BioR cate 1mg/kilocorp
timp de 10 zile.

Soblanii au fost sacrificati sub narcoza usoara cu eter. Au fost extrase oasele femurale, s-a
inlaturat maduva osoasa prin spalari repetate cu solutie glaciala de NaCl (0,9%) si S-au triturat in
azot lichid pand la starea de pulbere. Dozarea substantelor minerale s-a efectuat dupa
solubilizarea unui esantion de tesut osos triturat in azot lichid pana la stare de pulbere (20 mg) in
sol. de acid tricloracetic de 0,43M (7%). Determinarea nivelurilor calciului, fosfatilor si a
magneziului s-a efectuat cu kitul standard EliTech (Franta) si S-a exprimat in mmol/g tesut.
Dozarea concentratiei de cupru s-a efectuat cu kitul standard Elitech (Franta), iar de zinc — cu
kitul standard Centronic GmbH (Germania) si S-a exprimat in umol/g tesut.

Pentru testarea diferentei semnificative dintre indicii studiati ai loturilor comparate s-a
utilizat testul statistic nonparametric ,,U Mann-Whitney” si pragul de semnificatie p<0,05. Inter-
dependentele fenomenelor studiate au fost determinate utilizand regresia liniard simpla, redata
cantitativ de coeficientul de corelatie Iy, (StatsDirect statistical software, version 1.9.5, 2001).

Rezultate si discutii

Rezultatele evaludrii compozitiei minerale a tesutului osos la sobolani in conditii
fiziologice si OE sunt expuse in tabelul 1.

OE indusa prin administrarea de durata a tetraclorurii de carbon nu afecteaza semnificativ
statistic nivelul elementului cardinal al substantei minerale a tesutului osos — calciului
comparativ cu lotul martor (tab. 1). S-a inregistrat doar o tendinta de crestere a compusului la
masculi (cu 6%), care a determinat atenuarea diferentelor in functic de sex ale compusului
specifice animalelor intacte, nivelul lui fiind similar la masculii i femelele cu OE.

Administrarea CCl; modifica statistic concludent continutul fosfatilor la masculii adulti, la
care s-a constatat cresterea valorilor fosfatilor cu 11% (p<0,05). La femelele cu OE continutul
fosfatilor scade neconcludent. Modificarile inregistrate, ca si in cazul concentratiei calciului,
niveleaza continutul de fosfati la animalele de diferit sex.

OE afecteaza semnificativ confinutul magneziului la sobolanii de diferit sex. Astfel, la
masculi s-a inregistrat cresterea valorilor magneziului cu 8% (p<0,05). La femele nivelul
magneziului scade statistic concludent cu 23% (p<0,01). Modificarile mentionate determina
aparitia diferentelor in functie de sex. Nivelul magneziului la sobolanii de diferit sex se
caracterizeaza printr-o relatie inversd celei constatate la animalele martor. Continutul de
magneziu este cu 18% (p<0,05) mai mare la masculii cu OE, decat la femele din lotul respectiv.

Ca si la animalele martor in tesutul osos al sobolanilor cu OE de diferita varsta se releva o
concentratie semnificativ mai mica (micromoli VS milimoli) de zinc si cupru comparativ cu alte
substante minerale (calciu, fosfati si magneziu). Nivelul zincului nu se modificd semnificativ
statistic in tesutul osos la animale cu OE de ambele sexe. La animalele adulte s-a identificat o
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tendintd nesemnificativa de crestere a concentratiei de cupru 1n tesutul osos atat la masculi (7%,
p>0,05), cat si la femele (3%, p>0,05). Nu s-au identificat diferente in functie de sex ale
nivelelor de zinc si cupru la animalele cu OE.

Astfel, rezultatele cercetarii au relevat, ca OE se caracterizeaza printr-o sensibilitate
semnificativa a nivelului elementelor minerale reglatoare, osteotrope in tesutul osos la actiunea
factorului nociv. Cele mai importante au fost modificarile nivelului magneziului, ce asigura
activitatea normald a fosfatazei alcaline osoase — enzima cardinald a etapei formarii osoase in
procesul de remodelare a tesutului. Mai putin pronuntate au fost modificarile continutului
zincului, reglator potent al metabolismului osos, si cuprului, indispensabil pentru functionarea
corespunzatoare a liziloxidazei, ce asigura formarea legaturilor covalente incrucisate in
moleculele colagenului si, in consecintd, structura, proprietatile si functiile specifice ale
proteinei. Diminuarea nivelului magneziului si zincului reflecta actiunea nociva a CCl, asupra
proceselor de remodelare osoasa. Posibil, mai profund este afectatd faza de formare osoasa, atat
la etapa biosintezei matricei organice a tesutului, cat si la cea a mineralizarii matricei formate.

Tabelul 1. Nivelul substantelor minerale in tesutul 0sos al animalelor martor, cu OE
si la medicatie cu remedii autohtone

Grup Calciu Fosfati Magneziu Zinc Cupru
de studiu mmol/gtesut | mmol/gtesut | mmol/gtesut umol/g tesut umol/g tesut
Martor femele 4,86+0,41 3,66+0,10 0,72+0,05 18,80+0,10 2,01+0,15
Martor masculi | 4,88+0,14 | 321+0,10" 0,600,03 17,93+0,10 1,99+0,11

OE femele 4,89+0,17 3,25+0,10% 0,59::0,02 16,75+0,2058& 2,07+0,14

OE masculi 51540,15 | 3,57+0,09% | 0,65+0,04" 18,13+0,10"* 2,13+0,16
OEr;gB/ingi (11 4871010 | 3230,09° | 0576002 | 2350£1,59% | 2,07£0,12
OEr;gB/ilf; (2 487+0,11 | 3,3440,14 0,68+0,02 | 25,48+0,95%4&%8 | 2 16+0,17
OE+CMT-28 | 4,76+£0,15 | 3,27+0,09% | 0,49+0,05%% 22.43+1,04 2,09+0,13%

Oz'g:g:\ég' 5,01+0,08 | 2,79+0,17%%%3 | 0,65+0,04% | 21,00+1,02% 2,31+0,24
OE+CMT-67 | 5,01£0,12 | 3,31+0,06%% | 0,65+0,03° 23,94£1,20 | 2,05+0,19%%

%Eig:\g;' 5,0240,14 | 3,02+0,18% | 0,48+0,04%% | 27,63+1,80%% | 2,50+0,18

Nota: OE — osteopatie experimentala,

a) veridicitatea diferentelor in functie de sex: o p<0,05; . p<0,01; . p<0,001;

b) veridicitatea diferentelor comparativ cu martorul: &_ p<0,05; && p<0,01; &&& p <0,001;
¢) veridicitatea diferentelor comparativ cu lotul cu OE: S p<0,05; W p<0,01,; 888 _ p<0,001.

Administrarea remediului cianobacterian BioR in dozd de 1 mg/kg micsoreaza nivelul
calciului in tesutul osos al sobolanilor, iar dublarea dozei de BioR la animalele adulte determina
revenirea nivelului calciului la valorile depistate la sobolanii martor. La animalele cu OE sub
influenta BioR continutul de fosfat scade concludent cu 10%, (p<0,05) si atinge nivelul specific
martorului. Dublarea dozei de BioR induce modificari ale concentratiei de fosfati similare cu
cele produse de doza ordinarda de BioR. Administrarea remediului cianobacterian BioR nu
modificd concludent nivelul magneziului in tesutul osos. La animalele adulte cu OE
administrarea BioR amplifica nivelul antecedent crescut al zincului cu 30% (p<0,05) si 41%
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(p<0,001), respectiv. BioR in ambele doze nu modifica statistic concludent nivelul cuprului in
tesutul osos la animalele cu OE inregistrandu-se doar o tendintd de diminuare a concentratiei
cuprului. Aceste schimbari sunt o dovada a mecanismelor compensator-adaptive induse in
tesutul osos al animalelor cu OE de remediul cianobacterian BioR.

Compusul coordinativ al cuprului CMT-28 nu modifica concentratia calciului in tesutul
0sos al animalelor cu OE, iar CMT-67 induce o tendintd neconcludentd de crestere a nivelului de
calciu fatd de martor. Compusii coordinativi ai cuprului CMT-28 si CMT-67 influenteaza
neunivoc concentratia fosfatilor in tesutul osos al animalelor cu OE. Astfel la utilizarea
compusului CMT-28 continutul de fosfati in tesutul osos al animalelor cu OE, persista la valori
joase similare celor apreciate in patologia provocatd. Compusul CMT-67 nu reuseste sa
restabileasca nivelul de fosfati, continutul acestora mentinandu-se la valorile reduse specifice
grupului cu OE. Studiul efectuat atesta ca compusul coordinativ al cuprului CMT-28 determina
diminuarea nivelului magneziului la animalele cele adulte cu 32% (p<0,01). Compusul CMT-67
exercitd efecte distincte de cele ale CMT-28, restabilind confinutul de magneziu pana la valorile
animalelor martor.

S-a stabilit ca combinatiile CMT-28+BioR si CMT-67+BioR nu afecteaza nivelul calciului
in tesutul osos al animalelor cu OE, mentinand continutul elementului in tesutul osos la valori
apropiate de cele martor. Rezultatele obtinute demonstreaza influenta semnificativa a ambelor
combinatii studiate asupra nivelului fosfatilor la animalele cu OE. Datele din tabelul 1 atesta ca,
CMT-28+BioR aprofundeaza dereglarile produse de OE si diminueaza continutul de fosfati sub
valorile martor cu 24% (p<0,001), iar combinatia CMT-67+BioR mareste nivelul fosfatilor in
tesutul osos cu 52% (p<0,001) comparativ cu OE si cu 54% (p<0,001) comparativ cu martorul.

Astfel, investigatiile efectuate ne permit sia constatim ca, tratamentul cu compusii
coordinativi CMT-28 si CMT-67 nu reuseste sia normalizeze sau sa amelioreze indicii
metabolismului fosfo-calcic in tesutul osos in OE. Fenomenul denota eficienta redusa a
compusilor coordinativi ai cuprului studiati in restabilirea compozitiei chimice a apatitei osoase
asociatd posibil, cu micsorarea saturatiei nodurilor retelei cristaline si scaderea rezistentei
chimice si mecanice in OE.

Combinatiile CMT-28+BioR si CMT-67+BioR influenteaza in mod diferit asupra
concentratiei magneziului in tesutul osos al animalelor cu OE. Combinatia CMT-28+BioR
determind cresterea nivelul magneziului in tesutul osos, pana la valori ce se deosebesc
neimportant de cele inregistrate la animalele lotului martor (p>0,05). La animalele cu OE
combinatia CMT-67+BioR determind scaderea continutului de magneziu cu 26% (p<0,01) fata
de OE netratata, care totusi se mentine la valori reduse in raport cu martorul cu 20% (p<0,05).

Combinatiille CMT-28+BioR s1 CMT-67+BioR induc modificdri neunivoce ale
continutului de zinc in tesutul osos al animalelor cu OE. Combinatia CMT-28+BioR induce
cresterea concentratiei de zinc peste valorile stabilite la animalele cu OE cu 25%, (p<0,01), si cu
12% peste valorile martorului, dar fara relevanta statistica (p>0,05). Combinatia CMT-67+BioR
determind micsorarea statistic veridicd a concentratiei de zinc in tesutul osos cu 15%, (p<0,05)
comparativ cu nivelul identificat In OE. Astfel, concentratia de zinc scade cu 17%, (p<0,01)
comparativ cu nivelul martor. Rezultatele obtinute demonstreaza ca la animalele cu OE
combinatia CMT-28+BioR, determind majorarea neconcludentd a concentratiei de cupru, iar
CMT-67+BioR — scaderea ei de 2,3 ori fatd de valorile animalelor cu OE. Combinarea
compusilor coordinativi ai cuprului CMT-28 si CMT-67 cu remediul cianobacterian BioR
potenteaza efectele pozitive exercitate de acesti compusi asupra compozitiei minerale a tesutului
osos al animalelor cu OE. Efectul este mai pronuntat in cazul combinarii CMT-67+BioR care
remediaza nivelul fosfatilor, zincului si cuprului.

In ser la femelele cu OE nu au fost identificate modificari semnificative ale continutului de
calciu, fosfati si magneziu. Totodata, nivelul de zinc si cupru sufera modificari opuse — zincul se
micsoreazd cu 19% (p<0,001), iar cuprul creste cu 22% (p>0,05). La masculii cu OE s-au
costatat modificari veridice ale valorilor fosfatilor (-12%, p<0,05), zincului (-28%, p<0,001) si
cuprului (-15%, p>0,05).
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Spre deosebire de tesutul osos, in ser se atestd modificari semnificative ale continutului de
calciu si fosfati la medicatia cu preparatele studiate. Toate remediile cercetate micsoreaza nivelul
de calciu in ser atat comparativ cu valorile de referinta, cat si cu cele specifice animalelor cu OE
(tab. 2). Continutul de fosfati este majorat comparativ cu cel specific animalelor cu OE de
remediul cianobacterian BioR in ambele doze (cu 12-14%, p<0,05) si diminuat de combinatia
BioR-CMT+28 (p<0,05) si CMT-67 (p<0,01). Continutul de magneziu in ser nu este influentat
de remediile studiate.

Tabelul 2. Nivelul substantelor minerale in serul animalelor martor, cu OE
si la medicatia cu remedii autohtone

. Calciu Fosfati Magnezi Zinc Cupru
Grupdestudiu | (pomy | (mmolf) u (umol/l) (umol/l)
(mmol/l)
Martor femele 2,28+0,03 1,99+0,09 0’831i 0,0 35,43+0,94 23,94+1,40
Martor masculi 2,12+0,10# | 2,00+0,07 0’86; 0,0 40,55+0,72 26,22+0,32
OE femele 2,27+0,03 | 2,06+0,04 0’83f0°0 28,5140,58" | 29,30+0,26**
T
OE masculi 227+0,08 | L81£0,04 0’831i0°0 20.36+0,77" | 22,280, 77%%*
: - , T
OE+BIOR (1 1 950,05 % | 2,000,088 | 870034074083 2 5 13, 33w
mg/kg) 2 -
OE*BIOR (2 1 5 2840,15 2,060,049 | %3400 29 6641 95" | 27,1220,20%
mg/kg) 1
i ***38
oE+cMT-28 | D7EOOT 5 04s0.10 0’85;0’0 2H18£0.60 55 140,159
i - *kk L8 Q RS
OEFBIORT M 11.8620,077 10| 1,9550,04° | OSTO012A8BQTS 0 90 31 gyt
OE+CMT-67 | 1.8420.117 | 1,89+0,04% 0’86;0’0 28.3140,38™" | 28,63+0,43%*

OE+BioR+ CMT- | 1,64+0,05
67 :

Nota: OE — osteopatie experimentala,

a) veridicitatea diferentelor in functie de sex: # p<0,05; L p<0,01,; . _ p<0,001;

b) veridicitatea diferentelor comparativ cu martorul: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** —p <0,001;

¢) veridicitatea diferentelor comparativ cu lotul cu OE: Y p<0,05; W_ p<0,01; 88 _ p<0,001.

0,84:0,0 [ 24,210,437 ¥[39,88+0,73***
§ §

1,92+0,07 1

Studiul a relevat multiple influente ale preparateor testate asupra confinutului de zinc si
cupru 1n serul animalelor cu OE. Remediul cianobacterian BioR amplificd nivelul de zinc, dar el
nu atinge valorile stabilite la animalele martor cu, respectiv, 16% si 27% (p<0,001 in ambele
cazuri). Compusii coordinativi ai cuprului CMT-28 si CMT-67 si combinatiile lor micsoreaza
nivelul zincului atat compartiv cu cel specific animalelor cu OE, cét si cu valorile de referinta (cu
respectiv, -38% si -20%, p<0,001). Efecte identice manifesta si combinatiile CMT-28+BioR si
CMT-67+BioR. Prima combinatie diminueaza nivelul zincului in serul animalelor experimentale
cu 30% (p<0,001), iar a doua — cu 40% (p<0,001).

Analiza corelationald nu a identificat careva corelatii intre nivelurile osos si seric al
substantelor minerale studiate atat la animalele martor, cat si Tn OE si la medicatia cu remediile
studiate sau combinatiile lor.
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Concluzii

1. In osteopatia experimentald s-a stabilit o conservare relativi a continutului elementelor
cardinale ale apatitei tesutului osos — calciului si fosfatilor, si o sensibilitate pronuntatd a
nivelului elementelor minerale reglatoare, osteotrope (magneziu, zinc si cupru).

2. Remediul cianobacterian BioR si compusii coordinativi ai cuprului CMT-28 si CMT-67
exercita o actiune modulatoare selectiva si individuald asupra compozitiei si metabolismului
tesutului osos in OE.

3. Nivelul seric al substantelor minerale nu coreleaza cu cel osos in conditii fiziologice si
intoxicatia cu tetraclorura de carbon.
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INFLUENTA COMPUSILOR COORDINATIVI Al CUPRULUI, PRECUM SI A
COMBINATIILOR LOR CU REMEDIUL BioR ASUPRA ACTIVITATII
HIDROLAZELOR LIZOZOMALE RENALE iN INTOXICATIA
CU PROPILENGLICOL
Olga Tagadiuc, Emil Ceban, Lilia Andronache, Veronica Sardari
Laborator Biochimie, USMF “N.Testemitanu”

Summary
Influence of copper coordination compounds and their combinations with the remedy
BioR on the activity of renal lysosomal hydrolases in propylene glycol intoxication

The influence of copper coordination compounds CMT-28, CMT-67 and their
combinations with the cyanobacterian remedy BioR on the activity of the renal lysosomal
proteases in propylene glycol (PG) poisoning was studied. It was established that PG statistically
conclusive inhibits the activity of cathepsines H, L, arilsulfatases A and B, arylsulfatase C and
acid phosphatase in rat kidneys. In small doses (1 mg/kg) only CMT-28+BioR combination
statistically significant enhances the activity of cathepsin H in females. CMT-28 and CMT-
28+BioR in high doses (10 mg/kg) statistically significantly increase the activity of cathepsin H
in females with propylene glycol poisoning

Rezumat
S-a studiat influenta compusilor coordinativi ai cuprului CMT-28 si CMT-67, precum si a
combinatiilor lor cu remediul cianobacterian BioR asupra activitdtii proteazelor lizozomale
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