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MODIFICARILE ONTOGENETICE ALE NIVELULUI DE SULFATI
IN TESUTUL OSOS IN CONDITII FIZIOLOGICE, OSTEOPATIA
EXPRIMENTALA SI LAADMINISTRAREA UNOR REMEDII

Tagadiuc Olga?, Rudic Valeriu', Gulea Aurelian®

nstitutului de Microbiologie si Biotehnologie al ASM,
2USMF “N.Testemitanu”, 3Catedra Chimie anorganica a USM

Introducere

Numeroase cercetari de ultima ora s-au axat pe studiul substantelor biologic active
de origine naturala cu efecte adaptive, modulatoare, terapeutice, etc. Un interes deosebit
ca obiect de cercetare il reprezintd cianobacteria Spirulina platensis. Preparatele din
aceastd cianobacterie se caracterizeaza prin continut important de proteine, aminoacizi
indispensabili, acid y-linolenic, vitamine, polizaharide, minerale, etc. [9]. Actualmente
a crescut numarul comunicarilor referitor la efectele terapeutice ale preparatelor din
Spirulina platensis in afectiuni ca diabetul zaharat, artrita, anemia, cancerul, bolile
cardiovasculare etc. [4, 6, 1, 3]. Sunt bine cunoscute si efectele antioxidante ale
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preparatelor din Spirulina platensis atribuite ficocianinei, -carotenei, tocoferolului, ac.
v-linolenic si fenolilor din componenta lor [7]. Administrarea profilactica a remediilor
din Spirulina platensis diminueaza actiunea hepatotoxica a cadmiului si cea nefrotoxica
a gentamicinei [5]. Deasemenea, este certd actiunea imunostimulatoare a extractelor
Spirulinei platensis, care se manifesta prin cresterea rezistentei organismelor la infectii,
amplificarea sintezei anticorpilor si citokinelor [2].

Datele literaturii de specialitate referitor la actiunea remediilor din Spirulina
platensis asupra metabolismului si compozitiei tesutului osos sunt extrem de limitate.
Astfel, scopul cercetarii noastre a fost studirea modificarilor ontogenetice ale nivelului
de sulfati in testutul osos in conditii fiziologice normale, in osteopatia experimentala si
la administrarea remediului cianobacterian BioR, a compusilor coordinativi ai cuprului
CMT-28 si CMT-67 si a combinatiilor lor.

Materiale si metode

Studiul a fost efectuat pe un esantion de 301 sobolani albi de laborator fara
pedigriu de ambele sexe. Animalele au fost divizate in urmatoarele loturi: I — sobolani
tineri, pind la maturitatea sexuald; II — sobolani adulti, in perioada reproductibila; III —
sobolani batrini, postmenopauzali; IV — sobolani senili. Animalele loturilor I-IIT au fost
divizate In urmatoarele subloturi: martor — masculi §i femele in numar egal; animale
cu OP, indusd prin administrarea sol. 50% de CCl, in ulei de masline in doza de 1 ml/
kg, bisaptamanal, timp de 8 saptdmani; animale cu OP+BioR 1mg/kilocorp (masculi);
animale cu OP+BioR 2 mg/kilocorp (masculi); animale cu OP+CMT-28 1 mg/kilocorp
(femele); animale cu OP+CMT-67 1 mg/kilocorp (femele); animale cu OP+CMT-
28+BioR (cite 1 mg/kilocorp, femele); animale cu OP+CMT-67 + BioR (cite 1 mg/
kilocorp, masculi).

Remediul BioR a fost obtinut din biomasa cianobacteriei Spirulina platensis la
Institutul de Microbiologie si Biotehnologie al Academiei de Stiinte a Republicii
Modova, iar compusii coordinativi ai cuprului CMT-28 si CMT-67 — la Catedra Chimie
anorganicd a USM.

La 24 ore dupa ultima administrare animalele au fost sacrificate sub narcoza usoara
cu eter sulfuric. Oasele femurale au fost extrase, eliberate de tesuturile adiacente si
inlituratd miaduva osoasa prin spalari repetate cu solutie glaciara de 0,9% de NaCl. In
continuare oasele femurale au fost inghetate in azot lichid si supuse triturarii pana la
starea de pulbere in piulita de portelan cu piséalog.

Nivelul sulfatilor s-a determinat prin metoda turbidimetricad dupa hidroliza acida
prealabild a esantionului de tesut 0sos si prelucrarea cu solutie de BaCl,. Concentratia
de sulfati a fost determinata dupa curba de calibrare, care s-a construit in baza dilutiilor
succesive ale solutiei standard stock de K,SO,. Concentratia sulfatilor s-a exprimat
in mMol la gram de tesut. Evaluarea statistica a diferentei semnificative dintre indicii
studiati a fost efectuatd in baza testului statistic nonparametric ,,U Mann-Whitney” si
pragul de semnificatie p<0,05 cu programul computerizat ,,StatsDirect”.

Rezultate si discutii

. Rezultatele cercetarii dinamicii ontogenetice a concentratiei sulfatilor in tesutul
osos in conditii fiziologice normale (tab. 1) releva cd, in ontogeneza concentratia de
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sulfati Tn tesutul osos al sobolanilor masculi adulti, batrini si senili creste extrem de
mult fata de nivelul specific celor tineri — de 35 ori, 23 ori si 27 ori, respectiv (p<0,001
in toate cazurile). Modificari similare s-au inregistrat la femele — nivelul sulfatilor a
crescut la femelele adulte, batrine si senile comparativ cu cele tinere de, respectiv, 14,
18 51 10 ori (p<0,001 1n toate cazurile). Cel mai nalt nivel al sulfatilor la masculi s-a
inregistrat la animalele adulte, pe cind la femele — la cele batrine, nivelul minim fiind la
animalele tinere indiferent de sex.

Inducerea OP experimentale determind modificari diferite ca amploare si directie
ale concentratiei de sulfati in tesutul osos (tab. 1). La masculi, indiferent de etapa
ontogenetica de dezvoltare, nu se atestd modificari statistic concludente, iar la femele
continutul sulfatilor scade statistic veridic la animalele batrine cu 53% (p<0,01).
Dinamica ontogeneticd a nivelului sulfatilor la masculii cu OP experimentald este
similard celei specifice animalelor intacte — la masculii tineri s-a identificat cea mai
joasa concentratie a sulfatilor. Nivelul sulfatilor creste de 52 ori la cei adulti si de 29 ori
la cei batrini (p<0,001 in ambele cazuri)comparativ cu cei tineri, totodata, la masculii
adulti nivelul sulfatilor depasea cu 56% (p<0,01) valorile specifice animalelor bétrane.
Aceeasi dinamica este caracteristicd pentru concentratia sulfatilor in tesutul osos al
femelelor cu OP experimentald, care se deosebea de cea identificata la femelele martor
prin lipsa diferentelor in continutul de sulfati la animalele adulte si batrane.

Tabelul 1. Nivelul sulfatilor in tesutul osos al sobolanilor martor (M) si cu osteopatie
experimentald (OP) la diferite etape ale ontogenezei postnatale (mM/g tesut).

Lot Sex Tineri (I) Adulti (IT) Bitrini (IIT) Senili (IV)
M d 0,070,02 2.42£0,09™T [ 1,59+0,15" A | 1.910.127""A
2 0,16+0,04 2,29+036™ 7 | 2,90:034 % | 1.61+0.11 ="
OP d 0,050,006 2,58+0,10"T | 1,440,251
0,24+0,06* 221204277 | 1,530,097 o
Legenda. a) veridicitatea statistica a diferentelor in dependenta de virsta conform criteriulu

U Mann-Whitney: * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001; T — fata de sobolanii tineri, A —fata de
sobolanii adulti, B — fatid de sobolanii batrini; b) veridicitatea statistici a diferentelor determinate de
sex conform criteriului U Mann-Whitney: * p<0,05; # p<0,01. c) veridicitatea statistica a diferentelor
nivelului sulfatilor intre lotul martor si lotul cu OP conform criteriului U Mann-Whitney: * p<0,05;
4 p<0,01.

Administrarea remediului cianobacterian BioR a determinat modificarea semnifi-
cativd a nivelului de sulfati in tesutul osos la animalele tinere cu OP experimentala
(tab 2). Concentratia sulfatilor creste in cazul administrarii a 1 mg/kg BioR cu 140%
(p<0,01) si in cazul administrarii a 2 mg/kg BioR —cu 460% (p<0,01), ce aduce valorile
sulfatilor la 171% s1 400% (p<0,01) comparatic cu martorul. La animalele adulte reme-
diul BioR, de asemenea, mareste concentratia sulfatilor in tesutul osos fata de valorile
identificate la animalele cu OP, dar veridica este doar cresterea indusa de doza de 1 mg/
kg (12%, p<0,05). Aceasta crestere aduce nivelul sulfatilor la valori cu 20% (p<0,01)
peste cele martor. Spre deosebirele de grupele precedente de dezvoltare ontogenetica,
la animalele batrine cu OP remediul BioR in ambele doze, nu induce modificari statistic
concludente ale concentratiei sulfatilor in tesutul osos, 1n raport cu OP experimentala
si lotul martor. Administrarea BioR, indiferent de doza, mentine dinamica ontogenetica
a sulfatilor similara celei specifice animalelor martor si cu OP experimentald — nivelul
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minim a fost stabilit la animalele tinere, iar cel maxim la animalele batrine, diferentele
fiind statistic veridice intre toate loturile (tab. 2).

Tabelul 2. Influenta remediului BioR asupra continutului de sulfati in tesutul osos
al sobolanilor masculi cu osteopatie experimentald (OP) la diferite etape ontogenetice
postnatale (mM/g tesut).

Lotul de animale Tinere (I) Adulte (IT) Bitrine (IIT)
Martor 0,07+0,02 2,424+0,09"T 1,590,155 A
op 0,05+0,006 2,58+0,10"T 1,44+0,25"" 1A
OP+BioR 1 mg/kg 0.12:+0.02% 2.9040.108"T 1.44:£0.28""T""A
OP+BioR 2 mg/kg 0.28+0.07% 2.81+0.17T 1.29-+0. 12T **A

Legenda. a) veridicitatea statistica a diferentelor in dependenti de virsta conform criteriului U
Mann-Whitney: * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; b) veridicitatea statistica a diferentelor intre
lotul martor si lotul cu OP conform criteriului U Mann-Whitney: > p<0,05; *** p<0,01; *** p<0,001;
¢) veridicitatea statistica a diferentelor intre lotul cu OP si loturile cu BioR conform criteriului U
Mann-Whitney: $ p<0,05; % p<0,01.

Datele tabelului 3 releva ca, atit compusul CMT-28, cit si CMT-67 modifica statistic
concludent nivelul sulfatilor in tesutul osos al animalelor cu OP experimentala la toate
etapele de dezvoltare. In toate grupele ontogenetice studiate concentratia sulfatilor
creste statistic semnificativ peste valorile depistate la animalele cu OP experimentala
si la cele martor. Totodata, la administrarea compusilor coordonativi ai cuprului
studiati se modificd dinamica ontogeneticd a concentratiei de sulfati n tesutul osos al
animalelor cu OP. Cresterea extrem de mare a valorilor sulfatilor la animalele tinere
si moderata la cele batrine, niveleaza diferentele dintre aceste doua grupe stabilite
la animalele intacte, cu OP experimentala si cele carora li s-a administrat BioR. Se
mentin diferentele concentratiei de sulfati la animalele adulte comparativ cu cele tinere
si batrine (p<0,001, 1n toate cazurile).

Tabelul 3. Influenta asupra nivelului sulfatilor in tesutul osos al sobolanilor femele, cu
osteopatie experimentala (OP), compusilor coordinativi ai cuprului CMT-28 si CMT-67 la
diferite etape ontogenetice postnatale (mM/g tesut).

Lotul Tineri Adulti Batrini
Martor 0,16+0,04 2,294+0,36™"T 2,90+0,34""T
OP 0,24+0,06 2,21+0,42™"T 1,5340,09"T ¥
CMT-28 4,114+1.02% 22.,43£1,0455%"T 5,5040,50888-"A
CMT-67 12,40+0,5258§ 23,88+1,20%%™T 11,20+0,47888A
Legenda. a) veridicitatea statistica a diferentelor in dependenta de virsta conform criteriulu

U Mann-Whitney: * p < 0,05; ** p <0,01; p < 0,001; b) veridicitatea statistica a diferentelor intre
lotul martor si lotul cu OP conform criteriului U Mann-Whitney: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001;
¢) veridicitatea statisticii a diferentelor nivelului sulfatilor intre lotul cu OP si loturile cu CMT-28 si

CMT-67 conform criteriului U Mann-Whitney: ¥ p<0,05; % p<0,01, %% p<0,001.

Analiza datelor din fig. 1 demonstreaza ca, ambele combinatii — CMT-28+BioR
si CMT-67+BioR, amplifica continutul de sulfati in tesutul osos al animalelor cu OP
experimentald la toate etapele ontogenetice, cu exceptia lotului animalelor batrine
carora li s-a administrat CMT-28+BioR si la care s-a Inregistrat diminuarea acestuia
cu 24% (p<0,05) fatd de nivelul specific animalelor cu OP netratate. In rezultat, la
administrarea combinatieie CMT-28+BioR la animalele tinere si adulte continutul
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sulfatilor depdseste valorile martor cu, respectiv, 75% (p<0,05) si 32% (p>0,05), iar la
cele batrine scade cu 60% (p<0,001) sub nivelul de referinta.

tineri adulti batrini - tineri adulti batrini

Martor BopO OP+BioR+CMT-28

|m Martorl OP 0 OP+BioR+CMT-67 |

femele masculi
Figura 1. Influenta compusilor coordinativi ai cuprului CMT-28 si CMT-67 in
combinatie cu BioR asupra nivelului sulfatilor in tesutul osos al animalelor cu OP (mM/g
tesut). Legenda. a) veridicitatea statistici a diferentelor in dependent: de virstii conform criteriului
U Mann-Whitney: * p < 0,05; ** p <0,01; p <0,001; b) veridicitatea statistica a diferentelor intre
lotul martor si lotul cu OP conform criteriului U Mann-Whitney: * p<0,05; ** p<0,01; **% p<0,001;
c) veridicitatea statistici a diferentelor nivelului sulfatilor intre lotul cu OP si loturile cu CMT-28 si

CMT-67 conform criteriului U Mann-Whitney: ¥ p<0,05; % p<0,01, %% p<0,001.

Combinatia CMT-67+BioR majoreazd concentratia sulfatilor in tesutul osos al
animalelor tinere cu 680% (p<0,05) si adulte cu 40% (p<0,001), In comparatie cu
lotul cu OP experimentald precum, si fatd de cel martor cu 457% (p<0,05) si 50%
(p<0,001). La animalele batrine aceastd combinatie induce cresterea neconcludenta a
concentratiei de sulfati care depasea cu +17%, (p>0,05) valorile specifice sobolanilor
cu OP experimentala.

Administrarea combinatd a compusilor coordinativi ai cuprului cu BioR mentine
dinamica ontogenetici a concentratiei de sulfati in tesutul osos al animalelor
experimentale identificata la cele martor. Astfel, valorile specifice animalelor tinere le
depaseau pe cele specifice sobolanilor adulti si batrini, iar cele depistate la animalele
adulte erau mai mari decit cele specifice lotului de sobolani batrini (p<0,001 in toate
cazurile).

Rezultatele studiului nostruaurelevat efectele benefice ale remediului cianobacterian
BioR administrat individual sau in combinatie cu compusii coordinativi ai cuprului
asupra concentratiei sulfatilor in tesutul osos al animalelor cu OP experimentala.
Majorarea nivelului sulfatilor reflecta, probabil, cresterea continutului de proteoglicani
sulfatati in tesut, glicozaminoglicanii predominanti ai cérora sunt condroitin-4- si
condroitin-6-sulfatii. Dat fiind rolul primordial al proteoglicanilor in marcarea sediului
depozitarii substantelor minerale In procesul mineralizarii, este evident cd, acumularea
lor indica o amplificare a formarii osoase in cadrul remodelarii.

Astfel, datele noastre sunt in concordanta cu studiile altor cercetatori, ce au identificat
actiuni polivalente benefice ale remediilor de origine cianobacteriana fortificate cu
elemente minerale osteotrope asupra metabolismului osos in osteoporoza primara si
secundara [8, 10].
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Concluzii

1. Concentratia sulfatilor in tesutul osos al animalelor martor, cu osteopatie
experimentald si la administrarea remediului cianobacterian BioR, a compusilor
coordinativi ai cuprului si combinatiilor lor indiferent de sex se caracterizeaza prin
dinamica ontogenetica similard — nivelul minim s-a depistat la animalele tinere, iar cel
maxim — la cele adulte.

2. Osteopatia experimentald nu afecteaza statistic semnificativ concentratia
sulfatilor in tesutul osos al sobolanilor de diferita virsta si sex.

3. Administrarea BioR s§i a combinasilor lui cu compusii coordinativi ai
cuprului CMT-28 si CMT-67 amplifica potent concentratia sulfatilor in tesutul osos al
sobolanilor cu OP experimentala, ce releva cresterea nivelului proteoglicanilor sulfatati,
indispensabili formarii osoase.
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