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Abstract
Modification of the bone mineral composition by coordinative
copper compounds and BioR in experimental osteopathy

The aim of the study was to investigate coordinative copper compounds and BioR influence
on mineral composition of the bone in adult rats in experimental osteopathy induced by long
term CCly administration (8 weeks). Long term CCly administration statistically significantly
decreased magnesium and potassium and increased sodium contents in the bone of female rats.
Only phosphates were statistically significantly changed (increased) in male rats after CCly
administration. Calcium content is not changed by any of the tested drugs and there are only a
few, not very significant variations of the phosphate content. Coordinative copper compounds
CMT-28, CMT-67, their combinations with BioR and BioR alone in low doses (1 mg/kg)
exhibited negative effect on magnesium, chloride, potassium and sodium contents in bone in
toxic osteopathy induced by CCls. High doses of BioR (2 mg/kg) have beneficial effect on
magnesium and potassium levels and less negative effect on chloride and sodium contents.

Rezumat

Scopul studiului a fost de a cerceta influenta compusilor coordinativi ai cuprului si a BioR
asupra compozitei minerale a tesutului osos la sobolanii adulti In osteopatia experimentald
indusd prin administrarea de durata a CCly (8 saptdmani). S-a stabilit ca la administrarea de
duratd a CCly scade semnificativ cantitatea magneziului §i potasiului si creste cantitatea sodilui
in tesutul osos la femele. La masculi administrarea CCls induce doar cresterea semnificativa a
cantitatii fosfatilor in tesutul osos. Cantitatea calciului nu este modificatd de administrarea
preparatelor testate, iar a fosfatilor manifestd un numar limitat de schimbari de amploare mica.
Compusii coordinativi ai cuprului CMT-28, CMT-67, imbinarile lor cu BioR si BioR in doze
mici (1 mg/kg) exercita o actiune negativa asupra canitatii magneziului, clorului, poatasiului si
sodiului in tesutul osos pe fundal de osteopatie toxica indusd de CCly. Dozele mari de BioR (2
mg/kg) poseda actiune pozitiva asupra cantitatii magneziului si potasiului si actiune negativa mai
putin exprimata asupra cantitatii de clor si sodiu.

Actualitatea temei

Cercetarea intensa a tesutului osos normal si in diverse patologii, ce a caracterizat ultimele
decenii, s-a orientat in mai multe directii, printre cele mai importante fiind compozitia si
metabolismul normal al tesutului osos [3, 8], mecanismele patogenice ale dezvoltarii afectiunilor
osteoarticulare [2, 4, 6, 9], metodele de diagnostic al maladiilor scheletului [10], strategiile
profilactice si terapeutice ale bolilor cu atingere osoasa [1, 5, 7].

In prezent pentru profilaxia si tratamentul afectiunilor tesutului osos, in special a
osteoporozei, sunt utilizate preparate cu doua directii de actiune:

1. preparate care inhibd resorbtia tesutului osos — medicamente pentru terapia hormonala de
substitutie; miacalcic; bisfosfonati; preparate ale calciului si vitaminei D; steroizi anabolici
(Deca-Durabolin);

2. preparate care majoreazd masa osoasd — derivatii fluorului; livial; PGE2; hormonul de
crestere; oseina; remedii experimentale (antagonistii integrinelor).

Totusi, pand In prezent nu existd un medicament antiosteoporotic ce ar Intruni toate
cerintele inaintate catre aceste medicamente — sd stimuleze cresterea densitatii minerale osoase
(DMO) la femei si barbati independent de varsta, sa nu afecteze structura normald a oaselor, sa
micsoreze riscul si incidenta fracturilor de fragilitate, s nu provoace reactii adverse grave si sa
fie bine suportat de pacienti, sa se poatd asocia cu alte medicamente, sa fie intr-o forma practica

154



de administrare §i economic eficace. Cele mentionate anterior fundamenteazd necesitatea
continudrii cercetdrii efectelor osteotrope a diferitor medicamente si remedii.

Scopul studiului a fost de a cerceta influenta compusilor coordinativi ai cuprului CMT-28
si CMT-67 si a biopreparatului de origine algald BioR asupra compozitiei minerale a tesutului
0sos 1n osteopatia toxicd, indusa prin administrarea tetraclorurii de carbon (CCly).

Material si metode

Experientele au fost efectuate pe 80 sobolani albi, adulti, fara pedigriu, cu masa corpului
de 160-180 g. Au fost cercetate urmatoarele grupuri experimentale.

I lot — animale intacte (8 femele si 8 masculi);

I lot — animale, carora li s-a administrat 0,1 ml solutie CCly 50% la 100 g masa
corporald, bisdptaimanal, timp de 8 saptamani (8 femele si 8 masculi);

I  lot — animale, carora li s-a administrat CMT-28 1 mg la 1 kg masa corporala timp de 10

zile, dupd 8 saptdmani de administrare a 0,1 ml solutie CCls 50% la 100 g masa
corporala (8 femele);

IV  lot — animale, carora li s-a administrat CMT-67 1 mg la 1 kg masa corporala timp de 10
zile, dupd 8 saptdmani de administrare a 0,1 ml solutie CCls 50% la 100 g masa
corporald (8 femele);

V  lot — animale, carora li s-a administrat CMT-28 1 mg la 1 kg masa corporala in
imbinare cu BioR 1 mg la 1 kg masa corporala timp de 10 zile, dupa 8 saptamani
de administrare a 0,1 ml solutie CCl; 50% la 100 g masa corporald (8 masculi);

VI lot — animale, cdrora li s-a administrat CMT-67 1 mg la 1 kg masa corporald in
imbinare cu BioR 1 mg la 1 kg masa corporald timp de 10 zile, dupa 8 saptamani
de administrare a 0,1 ml solutie CCl; 50% la 100 g masa corporald (8 masculi);

VII lot — animale, cdrora li s-a administrat BioR 1 mg la 1 kg masa corporald timp de 10
zile, dupd 8 saptdmani de administrare a 0,1 ml solutie CCl; 50% la 100 g masa
corporald (8 masculi);

VIII lot — animale, cdrora li s-a administrat BioR 2 mg la 1 kg masa corporald timp de 10
zile, dupa 8 sdptamani de administrare a 0,1 ml solutie CCly 50% la 100 g masa
corporala (8 masculi).

Compusii coordinativi ai cuprului — CMT-28 si CMT-67 au fost oferiti de prof.univ.,
d.h.ch. Aurelian Gulea (Catedra Chimie anorganica, USM), iar BioR de academicianul AS a R.
Moldova, prof. univ., d.h.b., Valeriu Rudic (Institutul de Microbiologie al AS a R. Moldova).

La 24 ore dupd ultima injectare animalele au fost sacrificate sub narcoza usoara cu eter
sulfuric. Oasele femurale au fost extrase, eliberate de tesuturile adiacente si Inldturatd maduva
osoasd prin spalari repetate cu solutie glaciara 0,9% de NaCl. In continuare oasele femurale au
fost inghetate in azot lichid si supuse triturdrii panad la starea de pulbere. Pulberea (20 mg) a fost
hidrolizatd iIn HCIO4 si in hidrolizatul rezultat s-a determinat cu ajutorul seturilor standarde
cantitatea substantelor minerale:

1. calciului (Calcium Arsenazo, ENiTECH),
fosfatilor (EWTECH),
magneziului (Magnesium Calmagite, EiTECH),
clorului (Chloride, EiTECH),
potasiului (Potassium Fluid monoreagent, Centronic GmbH)

6. sodiului (Sodium, Centronic GmbH).

Cantitatea compusilor exprimata Tn mM a fost referita la g pulbere os.

Rezultatele obtinute au fost evaluate statistic conform criteriului ¢-Student si coeficientului
de corelatie 7, cu ajutorul programului STATISTICA 6,0 (StatSoft Inc, 2001).

Rezultate si discutii

Administrarea de duratd a CCly (8 sdptamani) determind mai multe schimbari ale cantitatii
substantelor minerale in tesutul osos la femele. Pot fi mentionate scaderea semnificativa a
cantitatilor magneziului (cu 21%, p < 0,01) si potasiului (cu 23%, p < 0,001) si cresterea
importantd a sodiului (cu 62%, p < 0,05) peste valorile de referintd. De asemenea, se

el
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inregistreaza o tendintd de crestere a clorului (109% fatd de martor). La masculi semnificativa
statistic este doar cresterea cantitatii fosfatilor cu 11% (p < 0,05).

Utilizarea valorilor medii, independente de sexul animalelor, determina eliminarea
diferentelor statistic veridice dintre valorile depistate la animalele intacte si cele cdrora li s-a
administrat CCly. Astfel, este evidentd necesitatea de a lua in consideratie sexul la evaluarea

rezultatelor dozarii elementelor minerale in testului osos normal si in diverse stari patologice.

Tabelul 1. Continutul substantelor minerale in tesutul osos al sobolanilor adulti
sandtosi si dupa administrarea CCly (mM la 1g pulbere os).

Lotul Calciul Fosfatii Magneziul Clorul Potasiul Sodiul
. Q | 5,773£0,17 | 3,389+0,07 | 0,748+0,05 | 2,096+0,06 | 0,073£0,001 | 1,98+0,38
§ 4 | 577+0,17 | 2,981+0,1*% | 0,639+0,03 | 2,626+0,12* | 0,068+0,002* | 3,788+0,12
> media | 5,771+ 3,185+ 0,694+ 2,361+ 0,071+ 2,884+
5,803+0,17 | 3,253+0,1 | 0,588+0,02" | 2,283+0,14 | 0,056=0,003" | 3,197+0,42"

¥ 101% 96% 79% 109% 7% 162%
§ p 6,111+0,15 | 3,317+0,09" | 0,68440,04 | 2,641+0,12 | 0,069+0,002 | 3,064+0,42
106% 111% 107% 100,6% 102% 81%

media | 5,957+ 3,285+ 0,636+ 2,462+ 0,063+ 3,13+

Legenda: a) veridicitatea statistica a diferentelor cantitatii elementelor minerale la animalele
intacte de diferite sexe conform criteriului #-Student: * p < 0,05;

b) veridicitatea statistica a diferentelor cantitatii elementelor minerale la animalele
intacte si dupd administrarea CCly confrom criteriului: #-Student — * p<0,05; ™
p<0,001.

Administrarea CMT-28, CMT-67, BioR in diferite doze si a combinatiilor lor nu modifica
statistic semnificativ cantitatea calciului in tesutul osos al animalelor experimentale, continutul
lui variind intre 97% si 103% fatad de martor. Cantitatea fosfatilor este diminuata la femele de
CMT-28, CMT-67 si CMT-28-BioR cu 11% (p < 0,01), 24% (p < 0,01) si 9% (p < 0,01),
respectiv. Administrarea BioR 1in diferite doze si CMT-67-BioR nu modificd continutul
fosfatilor 1n tesutul osos al masculilor (tab. 2).

Tabelul 2. Continutul calciului si fosfatilor in tesutul osos al sobolanilor adulti sanatosi,
dupa administrarea CCly si preparatelor testate (mM la 1g pulbere os).

Lotul Calciul Fosfatii

Martor Q 5,773+0,17 3,389+0,07

J 5,77+0,17 2,981+0,1%*
col, Q 5,803+0,17 101% 3,253+0,1 96%
3 6,111+0,15 106% 3,317+0,09" 111%
CMT-28 Q 5,596+0,17 97% 3,029+0,09" 89%
CMT-67 Q 5,943+0,14 103% 3,066+0,05" 91%
CMT-28-BioR Q 5,949+0,1 103,1% 2,59+0,16" 76%
CMT-67-BioR 3 5,956+0,16 103,2% 2,799+0,17 94%
BioR 1 mg/kg 3 5,776+0,11 100,1% 2,996+0,08 101%
BioR 2 mg/kg 3 5,784+0,13 100,2% 3,094+0,13 104%

Legenda: a) veridicitatea statistica a diferentelor cantitatii elementelor minerale la animalele
intacte de diferite sexe conform criteriului -Student: * p < 0,05;
b) veridicitatea statistica a diferentelor cantitatii elementelor minerale la animalele
intacte si dupa administrarea CCly si a preparatelor testate confrom criteriului: #-

Student —" p<0,05; ** p<0,01.



Astfel, cantitatea calciului — elementul principal al cristalelor de apatita a tesuturilor
mineralizate (Ca;o[PO4]¢OH2), denotd o anume rezistentd la actiunea noxei (CCly) si a
preparatelor testate. Fosfatul se prezintd ca un element mai labil, in special, in tesutul osos al
femelelor.

Compusul coordinativ al cuprului CMT-28 induce diminuarea magneziului, clorului,
potasiului si sodiului in tesutul osos al sobolanilor. Statistic veridic se micsoreaza cantitatile
magneziului cu 31% (p < 0,05), clorului cu 15% (p < 0,001) si potasiului cu 27% (p < 0,001)
la administrarea CMT-28. Imbinarea lui cu BioR (1 mg/kg) aprofundeazi aceastd diminuare,
aducand continutul magneziului la 51% (p < 0,05), a clorului la 57% (p < 0,001) si a
potasiului la 53% (p < 0,001) din valorile de referintd. Cantitatea sodiului, la fel, manifesta o
scadere la administrarea CMT-28 si CMT-28-BioR, dar modificarile nu sunt statistic veridice
(tab. 3).

CMT-67 si CMT-67-BioR exercitd actiune similard asupra cantitdtii elementelor
minerale studiate, dar numarul schimbarilor statistic veridice este semnificativ mai mic.
Astfel, la administrarea CMT-67 scade veridic cantitatea clorului cu 55% (p < 0,001) si a
potasiului cu 33% (p < 0,001). Imbinarea CMT-67-BioR micsoreaza nivelul clorului cu 73%
(p < 0,001) si a potasiului cu 46% (p < 0,001). In acelasi timp, CMT-67 mareste cantitatea de
sodiu cu 73% (p < 0,05). Diminuarea cantitatii de magneziu sub influenta CMT-67 si a
magneziului si sodiului la administrarea CMT-67-BioR nu este concludenta.

Tabelul 3. Cantitatea de magneziu, clor, potasiu si sodiu in tesutul osos al sobolanilor
adulti sanatosi, dupa administrarea CCly si preparatelor testate (mM la 1g pulbere os).

Lotul Magneziul Clorul Potasiul Sodiul
0 0,748+0,05 2,096+0,06 0,073+0,001 1,98+0,38
Martor 3 | 0,639+0,03 2,626+0,12% 0,068+0,002* 3,788+0,12
0 0,588+0,027 2,283+0,14 0,056+0,003" 3,197+0,42
ccl 79% 109% 7% 162%
! 3 0,684+0,04 2,641£0,12 0,069:+0,002 3,064+0,42
107% 101% 102% 81%
CMT28 Q | 0,515£0,05" 1,779£0,02% | 0,053+0,02"" 1,396+0,36
69% 85% 73% 71%
CMT-67 Q 0,685+0,03 0,932+0,11" | 0,056+0,002"" |  3,422+0,19"
92% 45% 7% 173%
CMT-28- Q 0,384+0,04" 1,183+0,12"" | 0,039+0,005™" 1,192+0,38
BioR 51% 57% 53% 60%
CMT-67— 3 0,51+0,04 0,695+0,03" | 0,037+0,004"" 3,125+0,71
BioR 80% 27% 54% 83%
BioR 1 me/ke | © 0,569+0,04 1,146+0,12"% | 0,0499+0,002"" | 1,492+0,12"
Eke 89% 44% 73% 39%
. 3 0,722+0,02 1,907+0,17" 0,103+0,05" 1,645+0,52"
BioR 2 mg/kg 113% 73% 152% 43%

Legenda: a) veridicitatea statistica a diferentelor cantitatii elementelor minerale la animalele

intacte de diferite sexe conform criteriului -Student: * p < 0,05;

b) veridicitatea statistica a diferentelor cantitatii elementelor minerale la animalele
intacte i dupd administrarea CCly si a preparatelor testate confrom criteriului: #-

Student —" p<0,05; ™ p<0,01; " p < 0,001.

BioR 1n doza de 1 mg la kg masa corporald, administrat sobolanilor cu osteopatie toxica,
induce diminuarea statistic veridicd a cantitatii clorului cu 56% (p < 0,001), potasiului cu 23%
(p < 0,001) si sodiului cu 61% (p < 0,001), pe cand cantitatea magneziului manifesta doar o
tendintd neconcludenta de diminuare. Dublarea dozei, la fel, diminueaza cantitatea clorului si a
potasiului, dar modificarile sunt mai putin pronuntate — cantitatea clorului scade cu 27%
(p < 0,05) iar a sodiului cu 57% (p < 0,01) fatd de valorile martor. Cantitatea potasiului creste
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semnificativ peste valorile de referinta, atingdnd 152% (p < 0,05) din martor. Continutul

magneziul, ca si In cazul precedent, doar manifesta o tendinta de crestere.

Astfel, modificarile cantitatii magneziului, clorului, potasiului si sodiului in tesutul osos al
sobolanilor induse de aministrarea preparatelor testate sunt neunivoce. Compusii coordinativi ai
cuprului CMT-28 si CMT-67 exercitd o actiune negativd asupra componentei minerale a
tesutului osos pe fundal de osteopatie toxica indusi de CCly. Imbinarea acestor compusi cu BioR
aprofundeaza modificarile nefavorabile, ce se manifesta prin diminuarea cantitatii magneziului,
clorului, potasiului si sodiului, microelemente implicate in reglarea proceselor de remodelare
osoasd. Administrarea solitard a BioR, in special, in dozd de 2 mg/kg masd corporald, are
influentd beneficd asupra cantitatii magneziului si potasiului, iar actiunea negativa asupra
cantitatii de clor si sodiu este mai putin exprimata, decat in cazul dozelor mici (1 mg/kg).

Concluzii
1. Osteopatia toxica indusa de CCly se caracterizeaza prin scaderea semnificativa a cantitatii

magneziului si potasiului la femele si cresterea cantitatii sodilui la femele si a fosfatilor la
masculi 1n tesutul osos.

2. Cantitatea calciului nu este modificata de administrarea CCly sau a preparatelor testate, iar a
fosfatilor manifesta un numar limitat de schimbari de amploare mica.

3. Compusii coordinativi ai cuprului CMT-28, CMT-67 si imbinarile lor cu BioR exercitd o
actiune negativa asupra canitatii magneziului, clorului, poatasiului si sodiului in tesutul osos
pe fundal de osteopatie toxicd indusa de CCly.

4. BioR 1n doze mici (I mg/kg) manifestd influentd negativd asupra cantitatii magneziului,
clorului, poatasiului si sodiului in tesutul osos pe fundal de osteopatie toxicad indusd de CCls.

5. Dozele mari de BioR (2 mg/kg) posedd actiune pozitiva asupra cantitdtii magneziului si
potasiului si actiune negativa mai putin exprimatad asupra cantitétii de clor si sodiu in tesutul
osos pe fundal de osteopatie toxica indusa de CCly.
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