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INTRODUCERE

Prevalenta obezitatii a crescut dramatic in ultimele decenii. Cresterea masei corporale se
coreleaza cu o disponibilitate sporitd a alimentelor cu costuri reduse si cu aport caloric crescut.
Exista totusi diferente interindividuale in susceptibilitatea la obezitate in raport cu expunerea la
acelasi mediu obezogen. Este probabil ca aceastd variabilitate a metabolismului, a stocarii
energiei sau a neurohormonilor care afecteazd comportamentul alimentar sa aibd componente

genetice sau epigenetice (Arabin si Baschat, 2017).

De ce apare obezitatea? Organismul nostru nu dispune de mecanisme fiziologice de
,preventie” a obezitdtii, el este in mod natural mai puternic orientat inspre prevenirea deficientei
energetice decat spre o stocare a rezervelor metabolice in exces. Organismul nostru poseda
mecanisme fiziologice de prevenire a inanitiei si asigurd cantitatea adecvata de energie necesara
satisfacerii cerintelor energetice ale metabolismului bazal, activitatii fizice, cresterii si

reproducerii (Klaassen si colab, 2013).

Este important de subliniat faptul ca bolile generate de obezitate includ diabetul zaharat,
afectiunile cardiace, hipertensiunea, accidentul vascular cerebral si osteoartrita, iar dezvoltarea
obezitatii la femeile care raman gravide determind complicatii grave legate de sarcind cu impact
atat asupra mamelor, cat si a descendentilor acestora (diabetul gestational, hipertensiunea,
preeclampsia, afectarea fetala precum defectul de tub neural, spina bifida, sau afectarea inimii
fatului (Stupin si Arabin, 2014)).

Pe langd tratamentul medicamentos si cel chirurgical, pentru tratarea obezitatii, o
alternativa tot mai des recomandatd si care a castigat rapid popularitate este reprezentatd de
suplimentele alimentare. Tn momentul de fatdi se cunoaste foarte putin despre efectele
tratamentului cu suplimente alimentare pe termen lung si despre efectele acestora in obezitatea

gestationald, iar mecanismele lor de actiune sunt insuficient studiate.

In acest context, considerim necesari o evaluare experimentald detaliati a influentei
exercitatd de principii active naturale din compozitia acestor suplimente, pentru elucidarea si
intelegerea mecanismelor care stau la baza modularii homeostaziei redox celulara si a statusului
inflamator de la nivel adipocitar. Astfel, studiul de fata isi propune sa investigheze efectele

produse de uleiul de peste, uleiul de chimen si fructul de cétina, cu scopul principal de a obtine



noi dovezi experimentale privind efectele antioxidante si antiinflamatoare ale acestor suplimente,

intr-un model de obezitate materna indusa prin dieta.

Prezenta teza de doctorat si-a propus sa aduca noi contributii in acest domeniu al
obezitatii indusa experimental, prin evaluarea efectelor negative ale wunei diete
hipercalorice/hiperlipidice asupra statusului metabolic matern si cel al descendentilor. De
asemenea, au fost urmadrite efectele administrarii a trei suplimente cu actiune antioxidantd si
antiinflamatoare asupra homeostaziei redox - evaluatd la nivel tisular si sistemic, asupra
markerilor adipocitari si a rezistentei la insulind, si corelarea acestora cu examenul histopatologic
al principalelor organe care pot fi afectate de obezitate (ficat, pancreas, inima, creier, rinichi).
Tntrucat expunerea organismului matern la o dieti obezogena poate afecta si descendentii,
influentand procesele metabolice, cresterea si dezvoltarea acestora, investigarea efectelor unor
compusi naturali utilizati sub forma de suplimente alimentare pe o perioada mai extinsa de timp
a devenit un alt obiectiv de solutionat. Studiul deschide noi perspective pentru gestionarea
obezitdtii si a sarcinii In obezitate si vine in sprijinul gasirii unor noi remedii cu mai putine efecte
secundare decat medicamentele obtinute prin sinteza chimicd, pentru tratamentul si prevenirea

comorbiditatilor asociate obezitatii.

Lucrarea de fatd s-a axat pe studiul obezitatii In cursul sarcinii deoarece sarcina ofera
organismului oportunitatea de a modula mediul intrauterin: ,,Pregnancy as a window for future
health”. Deci studiul unor interventii farmacologice si nutritionale realizate in cursul gestatiei ne

pot da un indiciu real privind beneficiile asupra starii de sandtate a descendentilor.

Plecand de la conceptul cd mecanismele epigenetice si antagonismul dintre viata pre- si
post-natald au creat termenul de ,,origine fetald” pentru numeroase maladii, aceastd teza si-a
propus obtinerea de noi date referitoare la o serie de aspecte neelucidate privind influenta
obezitatatii maternale asupra fenotipului si profilului metabolic al descendentilor, si a efectului

administrarii in cursul gestatiei a unor suplimente alimentare pe baza de compusi naturali.



CONTRIBUTII ORIGINALE

MOTIVATIA SI OBIECTIVELE STUDIULUI

Scopul acestei lucrari de doctorat este de a compara printr-un set de studii experimentale
realizate pe modele animale de obezitate, efectul a trei suplimente alimentare asupra unor
comorbiditati asociate obezitatii. Din multitudinea de efecte benefice descrise n literatura
biomedicald pentru numerosi compusi naturali au fost selectate pentru acest studiu urmatoarele
surse naturale de micronutrienti: uleiul de peste, uleiul de chimen si fructul de catina.

Unul din criteriile pentru alegerea acestor suplimente o reprezinta efectele lor comune —
antioxidant si antiinflamator, bine documentate in literaturd. Pornind de la cele doua calitati ale
acestor suplimente alimentare, studiul si-a propus optimizarea tratamentului unor comorbiditati
asociate obezitatii precum ficatul gras non-alcoolic (NAFLD), dislipidemia, pancreasul gras non-
alcoolic (NAFPD), etc.

De asemenea, cele trei suplimente alimentare utilizate in acest studiu au fost selectate
tinind cont de popularitatea lor 1n randul pacientilor si de accesibilitatea lor pe piata
farmaceutica. In prezent existi si sunt utilizate de publicul larg numeroase suplimente cu efect
antiinflamator si antioxidant recunoscut, dintre care studiul de fatd a inclus: uleiul de peste
(Lysi), uleiul de chimen (Imunoprotect) si fructul de catina.

Plecand de la premisa ca fiecare din compusii activi prezenti in aceste surse naturale isi
pot exercita efectul protector asupra unui anumit ,tesut tintd” (adipos, pancreatic, hepatic, etc)
prin acest studiu ne-am propus identificarea suplimentului farmaceutic ,,ideal” care sa exercite in
mod optim aceste efecte protectoare antioxidante si antiinflamatoare.

Aceste cunostinte ar putea deschide noi posibilitdti clinicienilor de a aplica un
management personalizat n obezitate prin utilizarea unor terapii naturale.

Studiul de fata este de tip experimental, si a fost realizat pe sobolani Wistar femele la
care obezitatea a fost indusa experimental, prin dietd, fiind evaluat efectul acestor suplimente
alimentare asupra unor biomarkeri de stres oxidativ si de inflamatie, la nivel sistemic si tisular —
prin metode biochimice si histopatologice. Efectul antioxidant si antiinflamator al tratamentului
cu suplimente alimentare a fost urmarit si la descendentii animalelor cu obezitate indusa

experimental.



Cu ajutorul acestei abordari de studiu, lucrarea isi propune sd aducd noi dovezi
experimentale pentru a raspunde mai multor intrebari:

- Asocierea acestor suplimente alimentare unei diete hipercaloricd si hiperlipidica este
suficientd pentru a contracara perturbarile metabolice din obezitate?

- Administrarea acestor suplimente ar putea preveni modificarile la nivel tisular generate
de dieta hipercalorica si hiperlipidica tipicd obezitatii?

- In cazul unui rispuns afirmativ, existi o afinitate a fiecirui supliment alimentar pentru
un anumit tip de tesut? Dacd mai multe suplimente au afinitate pentru un anumit tesut, atunci
care din ele are o capacitate protectoare mai mare?

- Luand in considerare principalele mecanismele patogenice din obezitate: stresul
oxidativ, inflamatia si rezistenta la insulina, care dintre suplimente ar putea actiona tintit asupra
unuia dintre mecanisme?

- Afectarea maternd si a descendentilor datd de o dietd hipercaloricd si hiperlipidica
asociatd obezitatii poate fi ameliorata de aceste suplimente? Care este cel mai recomandat?

Mai mult, am dorit ca prin efectuarea unui studiu comparativ a trei suplimente
alimentare cu efecte antiinflamatoare si antioxidante, s identific o variantd optima de
tratament, care sa nu implice administrarea de medicamente obtinute prin sinteza chimica,
adeseori cu contraindicatii in timpul sarcinii si cu potentiale efecte adverse asupra oricarui
tip de pacient, indiferent de varsta sau de alte stari fiziologice sau patologice speciale, in care
s-a putea afla.

Primul obiectiv al acestui studiu a fost acela de evalua impactul expunerii animalelor de
experientd — sobolani femele si descendentii lor- la o dietd obezogena pe toatd durata cresterii,
dezvoltarii, sarcinii si alaptdrii puilor. Astfel, au fost induse experimental doud modele de
obezitate: 1) printr-o expunere continua a animalelor la o dieta hipercalorica/hiperlipidica, pe tot
parcursul cresterii, gestatiei si alaptarii, si 2) printr-o expunere limitata la dieta
hipercalorica/hiperlipidica doar 1n cursul gestatiei, deci pentru inducerea unei obezitdti post-
gestationale. Tn acest context, s-a evaluat la nivel sistemic si tisular efectului proinflamator si
citotoxic al acestei diete prin evaluarea dinamicii unor parametri biochimici de status metabolic
global, status adipocitar (adiponectina, rezistina) si homeostazie redox.

Cel de-al doilea obiectiv al acestui studiu a fost evaluarea potentialul farmacologic —

antiinflamator, antioxidant, hipolipemiant si hipoglicemiant, al celor trei suplimente alimentare-



uleiul de peste, uleiul de chimen si fructul de catind, administrate concomitent cu dieta
obezogend la animale cu cele doua tipuri de obezitate indusa experimental, atat la sobolanii
femela cat si la descendentii acestora.

Modelele experimentale de tratament utilizate Tn acest studiu au avut ca finalitate
evaluarea efectului de ameliorare a inflamatiei, stresului oxidativ si rezistentei la insulind induse
de dieta obezogena, deci pentru a evidentia in masura aceste tratamente cu suplimente naturale
pot reversa complicatiile obezitatii.

Cel de-al treilea obiectiv a fost reprezentat analiza modificarilor histopatologice induse
de dieta hiperlipidica/hipercalorica si de administrarea celor trei suplimente alimentare, prin
descrierea particularitatilor patologice, citologice si histologice evidentiate in tesutul hepatic,

renal, cerebral, pancreatic si cardiac.

Cel din urma obiectiv al acestui studiu a avut in vedere evaluarea interrelatiei adipozitate
ectopicad — rezistenta la insulina. Tesutului adipos cu localizare ectopica a fost analizat atat din
punct de vedere macroscopic cat si din punct de vedere histopatologic iar rezistenta la insulind a
fost estimata prin analizarea imunohistochimica a expresiei proteinei fosforilate pAkt, implicata

in translocarea transportorului de glucoza 4 (GLUT4) stimulat de insulina.



MATERIALE SI METODE

Animale de experientid. Schema studiului experimental

S-au utilizat 60 sobolani rasa Wistar, femele, in varstd de 3 sdptdmani, provenite de la
Biobaza Universitatii de Medicind si Farmacie "Carol Davila". Sobolanii au fost selectati astfel
incat sa se incadreze cu greutatea initiala in intervalul 50-60 g. Animalele au avut acces nelimitat
la hrand si apa intr-un mediu ambiental cu temperaturd constantd, 25+2°C si umiditate
(50£10%), cu ciclu zi-noapte de 12 ore. Procedurile experimentale au respectat reglementarile
Directivei 86/609/EEC, din 24 noiembrie 1986, privind protectia animalelor folosite in scop
experimental sau stiintific. Studiul a fost aprobat de Comisia de Eticd a UMF ,,Carol Davila”.

Animalele au fost impartite in mai multe grupuri si loturi de studiu, In functie de dietd si
de tratamentul cu suplimente alimentare.

Animalele au fost Impartite in doua grupuri in functie de dieta urmata pana la maturitate,
timp de 10 saptdmani, din momentul Intarcarii.

Astfel, grupul 1 (n=30 sobolani) cu obezitate indusd experimental (sau grup ,,gras”), a
primit o dieta hipercalorica si hiperlipidicd, in timp ce grupul 2 (n=30 sobolani), a primit o dieta

normocalorica si normolipidica pe toata perioada cresterii (grup ,,standard”).

Dieta normocalorica si normolipidica a constat in nutret combinat granulat, fabricat la Statiunea
Baneasa (nutret cu nr. de identificare ROB 0001) si apa la discretie.

Dieta hipercalorica/hiperlipidica a constat in grasimi saturate (30% din aportul caloric)
sub forma de unt 80% si glucide sub forma de ciocolata alba. Scopul administrarii acestui tip de
dieta a fost inducerea experimentald a obezitatii.

Ambele grupuri — grupul ,.gras” si grupul ,standard” - au fost puse la monta si au fost
subimpartite egal (n=6 sobolani), fiecare in cate 5 loturi de tratament organizate in paralel, care
au primit pe toatd perioada gestatiei, adica de la montd pana la nasterea puilor, timp de 3

saptdmani, urmatoarele suplimente alimentare:

- Lot cu dieta hipercaloricd/hiperlipidica si ulei de cod Lysi, 0.1 g/kg corp;

- Lot cu dieta hipercaloricd/hiperlipidica si Imunoprotect®, 0.1 g/kg corp;

- Lot cu dieta hipercaloricd/hiperlipidica si fructe de catina, 1 g/kg corp;

- Lot cu dietd hipercaloricd/hiperlipidica, fara supliment alimentar asociat (lot de control

fara tratament;
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- Lot cu dietd normocaloricd si normolipidicd pe perioada aldptarii, fara supliment

alimentar asociat (lot de control cu dieta standard, fara tratament).

De remarcat faptul ca toate cele 10 loturi de tip ,,gras” si ,,standard” din ambele grupuri au

avut o dietd hipercalorica/hiperlipidica pe timpul gestatiei, diferentierea dintre loturi facandu-se

pe baza dietei din perioada de crestere si din perioada alaptarii.

Mai exact, grupul 1 - ,gras” a fost crescut pe dietd grasa si a continuat cu dieta grasa pe

perioada alaptarii, in timp ce grupul 2 — ,standard” a fost crescut pe dietd standard, iar pe

perioada alaptarii a revenit pe dieta standard. Subliniem ca pe perioada gestatiei, femelele din

ambele grupuri, indiferent de lot au avut dieta hipercaloricd/hiperlipidica.
Dupa perioada de gestatie, femelele impreund cu puii lor au fost monitorizate pana la
intarcarea puilor, adica timp de inca 3 saptamani, deci pana la 19 saptamani-varsta mamelor,

moment 1n care atat mamele cat si puii au fost sacrificati.

Determinari biochimice

Markeri de stres oxidativ evaluati la nivel tisular

Determinarea MDA (malonildialdehidei) Tn omogenatele tisulare

Nivelul malondialdehidei (MDA) a fost masurat ca marker al peroxidarii lipidice
conform metodei descrise de Esterbauer (Esterbauer si colab., 1990).
Determinarea tiolilor totali in omogenatele tisulare

Metoda are ca principiu formarea unui compus colorat intens in galben cu reactivul
Ellman (acidul 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoic, DTNB), reprezentat de acidul 2-nitro-5-
mercaptobenzoic, avand maxim de absorbtie la lungimea de unda de 412 nm. (Beutler si
colab.,1963).
Determinarea glutationului total in omogenatele tisulare

Metoda are ca principiu formarea unui compus colorat in galben, reprezentat de acidul 2-
nitro-5-mercaptobenzoic (pK=4), avand maxim de absorbtie la lungimea de unda de 412 nm.
Complexul se formeaza in mediu bazic, asigurat de solutia tampon TRIS EDTA, pH 8.9, avand
ca etapd precursoare precipitarea proteinelor cu TCA 20% (Beutler si colab., 1963).

Markeri de stres oxidativ evaluati la nivel sistemic

11



Determinarea superoxid dismutazei (SOD) in eritrocite

Metoda determinarii este enzimaticd, cu ajutorul sistemului generator de anion superoxid
xantind-xantin-oxidaza, in prezenta unei sari de tetrazoliu 2-(4-lodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-
(2,4-disulfophenyl)- 2H tetrazolium (INT).
Determinarea glutation peroxidazei (GPx) in eritrocite

Metoda are ca principiu scaderea absorbantei NADPH la 340 de nm, in urma oxidarii
NADPH la NADP sub actiunea glutation reductazei (GR).
Determinarea glutationului total (GSH+GSSG) in sange

Metoda are ca principiu formarea unui compus colorat in galben, reprezentat de acidul 2-
nitro-5-mercaptobenzoic (pK=4), avand maxim de absorbtie la lungimea de unda de 412 nm. Se
lucreaza pe sange total, iar eritrocitele sunt hemolizate.

Markeri ai functiei adipocitare evaluati la nivel sistemic

Determinarea adiponectinei serice

Adiponectina sericd s-a evaluat printr-o metoda imunoenzimatica de tip ELISA (kitul
EIA 4172, DRG International Inc. USA) ce utilizeaza o tehnica de tip ”sandwich”.
Determinarea rezistinei serice

Determinarea rezistinei serice s-a facut prin metoda imunoenzimaticd (ELISA), cu
ajutorul kitul EIA 4283, DRG International Inc. USA.
2.4. Evaluarea parametrilor de biochimie clinica

Parametrii de biochimie clinica s-au efectuat prin metode standardizate cu ajutorul unor
kituri enzimatice produse de firma Hospitex Diagnostics.
Determinarea glucozei serice

Determinarea glicemiei are la baza o metoda enzimatica spectrofotometrica. Glucoza este
oxidata in prezenta glucoz-oxidazei, iar apa oxigenata eliberatd formeaza chinonimina, in reactie
cu fenolul si 4-aminofenazona, sub actiunea catalitica a peroxidazei.
Determinarea trigliceridelor serice

Metoda de determinare incepe cu hidroliza enzimatica a trigliceridelor la glicerol si acizi
grasi.
Determinarea acidului uric seric

Metoda de determinare are la baza metoda enzimaticd, spectrofotometricd. Enzima

uricaza oxideaza acidul uric din proba la alantoind, dioxid de carbon si apa oxigenata.
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Determinarea albuminei serice

Metoda de determinare a albuminemiei este spectrofotometricd, albumina formand cu
verde de bromcrezol in tampon citrat cu pH 4.2 un complex cu maxim de absorbtie la 546 nm.
Determinarea colesterolului seric

Principiul metodei se bazeaza pe o metoda enzimatica ce presupune hidroliza
colesterolului esterificat si apoi oxidarea cu formare de apd oxigenatd, care determind o reactie
de culoare cu 4-aminofenazona si cu fenolul, formandu-se chinonimina cu maxim de absobtie la
500 nm.

Determinarea proteinelor totale

Reactivul biuret format din sulfat de cupru, tartrat dublu de sodiu si potasiu, iodurd de
potasiu si hidroxid de sodiu formeazd un compus colorat in violet, cu proteinele plasmatice cu
maxim de absorbtie la 546 nm.

Determinarea alanin amino trasferazei (ALT)

Principiul metodei este spectrofotometric indirect, bazat pe diferenta de absorbtie in
ultraviolet (340 nm) a coenzimei reduse NADH + H” fati de coenzima oxidati NAD".
Determinarea aspartat aminotrasferazei (AST)

Principiul metodei este spectrofotometric indirect, bazat pe diferenta de absorbtie in
ultraviolet (340 nm) a coenzimei reduse NADH + H” fati de coenzima oxidati NAD".
Determinarea ureei serice

Principiul determinarii se bazeaza pe hidroliza enzimatica a ureei sub actiunea ureazei.
Determinarea HDL-colesterolului are loc printr-o metoda indirecta care presupune precipitarea
lipoproteinelor care contin ApoB si separarea HDL-C n supernatant.

Determinarea gamma-glutamil transferazei

Determinarea se face folosind ca substrat L-gamma-glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida.

Examenul histopatologic

Examenul histopatologic s-a efectuat la animalele de experientd din toate loturile studiate pe
urmatoarele organe prelevate: ficat, rinichi, creier, pancreas si inima si tesut muscular.
Prima etapd de lucru a constat in fixarea probelor recoltate in solutie tamponata de formol 10%,
timp de 24 h, urmata de spalare, deshidratarea in bai succesive de alcool 70%, 96% si absolut si

apoi procesarea lor folosind tehnica la parafina. Procesarea si includerea la parafina s-au facut
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automat Tn procesorul de tesuturi Thermo Scientific STP 120-3, iar includerea in parafina s-a

realizat cu ajutorul statiei Thermo Scientific Microm EC 350-1.

Dupa includerea fragmentelor de organe, blocurile au fost sectionate la 3-4 um si etalate

pe lame histologice cu ajutorul microtomului Leica RM 125RTS. Aparatul Thermo Scientific

Microm HMS 70 a fost folosit pentru colorarea lamelor, si s-a folosit coloratia hematoxilina-

eozind (H&E) pentru tesuturile studiate.

Microscopul Olympus BX 41, dotat cu sistem de achizitie Olympus SP350, a fost folosit

la examinarea preparatelor histologice, iar pentru analiza imaginilor obtinute s-a folosit

programul semiautomat de analiza imagine Olympus Cell"B.

Pentru interpretarea cat mai exactd a hepatopatiilor s-a recurs la acordarea unui scor

lezional histopatologic, care sa permita gruparea acestora in hepatopatie minora, medie sau grava
(Militaru si colab., 2008). Indicatorii integritatii morfologice hepatice au fost:

Aspectul hepatocitelor: tip de leziune, grad de extindere, grad de exprimare lezionala;
Reactia celulelor Kupffer: absente (neevidentiate), prezente (cu sau fara semne de
activare);

Capilarele sinusoide: neevidentiate (fara lumen), evidentiate, extaziate cu definirea cauzei
(hiperemie/staza, leucocitoza);

Spatiul Disse: neevidentiat, evidentiat cu definirea cauzei;

Spatiul portal: fard modificdri (redus infiltrat celular), afectat cu definirea tipului de
modificare;

Alte leziuni observate (afectarea canaliculelor/canalelor biliare, microfocare de necroza,
micronoduli leucocitari, infiltrate celulare, granuloame etc.).

S-a utilizat o cheie de interpretare a incadrarii fiecarui caz intr-0 anumita categorie de

hepatopatii. Punctajul s-a acordat in functie de gradul de alterare al elementelor examinate,

astfel:

Hepatopatia minora (4-5 puncte):

Aspectul hepatocitelor: modificari degenerative minore cu afectarea hepatocitelor izolate
-1 punct

Reactia celulelor Kupffer: prezente dar fara semne de activare — 1 punct

Capilarele sinusoide: hiperemie activa focala sau difuza — 1 punct sau staza discreta, fara
leucocitoza — 1 punct sau staza focala — 2 puncte

Spatiul Disse: neevidentiat — O puncte

Spatiul portal: hiperemie, edem — 1 punct sau reactie leucocitara redusa — 1 punct
Aspectul general al ficatului si alte aspecte surprinse: fara modificari, arhitectura
conservata — 0 puncte.
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Hepatopatia medie (6-10 puncte)*:

- Aspectul hepatocitelor: modificari degenerative (hidroprotidice, protidice si lipidice)
uniform repartizate, difuze, fara afectarea viabilitatii celulare — 2 puncte

- Reactia celulelor Kupffer: numeroase si active — 2 puncte

- Capilarele sinusoide: staza difuza cu ectazie vasculara evidenta — 2 puncte sau
neevidentiate (fara lumen) datorita tumefierii hepatocitare — 2 puncte

- Spatiul Disse: evidentiat — edem — 1 punct sau evidentiat — acumulare de metaboliti — 2
puncte

- Spatiul portal: hiperplazia canalelor biliare — 2 puncte

- Aspectul general al ficatului si alte aspecte surprinse: fara modificari, arhitectura
conservata — 0 puncte.

Hepatopatie grava (11-18 puncte)*:

- Aspectul hepatocitelor: modificari degenerative grave, extinse, cariomegalie, cu
fenomene de moarte celulara — 3 puncte
- Reactia celulelor Kupffer: numeroase si active — 2 puncte
- Capilarele sinusoide: leucocitoza — 3 puncte
- Spatiul Disse: evidentiat — fibrozare — 3 puncte
- Spatiul portal: puternic infiltrat celular, cu tendinta de extindere interlobulara; fibroza — 3
puncte
- Aspectul general al ficatului si alte aspecte surprinse: microfocare de necroza celulara
areactiva — 1 punct sau evidentierea canaliculelor biliare, rare microfocare de infiltrat
leucocitar — 2 puncte sau focare purulente, granulomatoase, infiltrat eozinofilic sau alt tip
de reactie inflamatorie clar exprimata — 3 puncte sau ciroza sau aspect de hepatita
fibroasa interstitiala — 4 puncte.
Evaluarea grasimii ectopice prin coloratie Sudan
Microscopic, lipidele au fost evidentiate pe preparate la gheata, sectionate la criotom, cu
coloratia histochimica Sudan III (portocaliu) (colaborare cu Spitalul Fundeni Bucuresti).
Evaluarea imunohistochimica a proteinei Akt fosforilate (pAkt)
Evaluarea imunohistochimica a fost efectuata pe tesut muscular, inima, rinichi si ficat. P-
Akt (Thr 308)-R este un anticorp obtinut pe iepuri ca raspuns la o secventd aminoacidica care
contine proteina Akt de origine umana Thr 308. Anticorpul este folosit pentru evidentierea celor
3 izoforme de p-Akt (proteina fosforilata) la diverse specii (soarece, sobolan, om, cal si pasari).
Aplicarea anticorpului s-a facut pe sectiunile obtinute din blocurile de parafina ale tesuturilor

studiate. Pe mai multe sectiuni obtinute din portiuni diferite ale aceluiasi tesut, pe campuri

microscopice, s-a facut numaratoarea nucleilor colorati in violet (care corespund proteinei Akt
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nefosforilate) comparativ cu cei colorati in maro (care corespund proteinei Akt fosforilate-pAkt).
Evaluarea s-a efectuat de catre doi observatori, in mod independent. in cazul nucleilor care aveau
o combinatie intre cele doud culori, intensitatea coloratiei predominante a fost consideratd pentru
numaratoare. Media valorilor pentru fiecare dintre cele doud variante (nuclei violeti si nuclei
maro) a fost calculata si trecuta in tabelul cu rezultate.
Analiza statistica

Toate rezultatele au fost calculate ca valori medii + deviatia standard (SD) a cel putin trei
experimente independente (n=3). Datele au fost reprezentate relativ la control si au fost analizate
pentru semnificatia statistica utilizand testul Student (t-test). O valoare p<0,05 a fost considerata

semnificativa. *p<0.05; **p<0.01 si ***p<0.001 fata de control.

EFECTUL DIETEI HIPERCALORICA/ HIPERLIPIDICA SI A TRATAMENTULUI CU
SUPLIMENTE ALIMENTARE ASUPRA DINAMICII PARAMETRILOR DE
BIOCHIMIE CLINICA LA SOBOLANI CU OBEZITATE INDUSA EXPERIMENTAL

Evolutia parametrilor de biochimie clinica la sobolanii femele

In cadrul fiecarui grup de studiu, valorile medii ale parametrilor biochimici de la loturile
de animale tratate cu suplimente alimentare s-au comparat cu valorile obtinute la Lotul gras 1,
considerat ca lot de control cu dietda hipercaloricd/hiperlipidica, la care nu s-a administrat
tratament.

Lotul standard grup 2 a fost considerat ca lot de control ,,absolut” (dieta standard pe
durata cresterii si alaptarii, fara tratament), fiind utilizat pentru a verifica efectul dietei
hipercalorica/hiperlipidica asupra animalelor, deci pentru a verifica modelul de obezitate indusa
experimental, prin dieta.

in studiul nostru, sobolanii femele din loturile ,,gras”, fira tratament cu suplimente
alimentare, din ambele grupuri au avut valorile cele mai mari pentru parametrii biochimici de
status metabolic: glicemie, trigliceridemie, colesterolemie, uree si acid uric. Deci cresterea in
greutate a fost Insotitd de hiperglicemie, hipertrigliceridemie, hipercolesterolemie, hiperuremie,
hiperuricemie si valori scazute ale fractiunii HDL- colesterol.

Aceste valori confirma inducerea experimentald prin dietd hipercaloricd/hiperlipidica, a

obezitdtii asociatd cu perturbari ale metabolismului glucidic si lipidic. Se remarca faptul ca
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ambele modele de obezitate indusd experimental - in care sobolanii femele au primit, fie o dieta
hipercalorica/hiperlipidica in cursul cresterii, gestatiei si alaptarii (Grupul 1), fie doar in cursul
gestatiei (Grupul 2) - au fost exprimate fenotipic in mod specific, atit la nivelul greutatii
corporale, cat si a parametrilor biochimici metabolici. Perturbarile metabolice determinate de
dieta hipercalorica sunt exprimate in mod similar in cele doua grupuri de studiu.

In urma administrarii celor trei suplimente alimentare — ulei de peste, ulei de chimen si

fruct de catina - se observa ca prim efect o normalizare semnificativd a valorilor parametrilor
biochimici metabolici, in functie de lotul de tratament.
Trigliceridele serice au scdzut semnificativ la toate loturile de tratament din cele doud grupuri de
studiu. Glicemia a fost semnificativ Imbunatatitd dupd administrarea celor 3 suplimente
alimentare in grupul 2, iar in grupul 1 s-au remarcat efecte benefice numai in cazul loturilor
tratate cu catind si ulei de chimen. Colesterolemia a fost moderat diminuatd numai la loturile
tratate cu ulei de peste. HDL-colesterolul a crescut semnificativ la grupul 1, la toate loturile de
tratament. Ca o remarcd, efectele benefice asupra parametrilor de biochimie clinica sunt mult
mai evidente la grupul 1 de studiu, cu dietd hipercaloricd/hiperlipidicd in cursul cresterii,
gestatiei si aldptarii.

Cele trei suplimente alimentare utilizate in acest studiu au fost selectate tinand cont de
popularitatea lor in randul pacientilor si de accesibilitatea lor pe piata farmaceutica. In prezent
existd si sunt utilizate de publicul larg numeroase suplimente cu efect antiinflamator si
antioxidant recunoscut, dintre care studiul de fatd a inclus: uleiul de peste (Lysi), uleiul de
chimen (Imunoprotect) si fructul de catina.

La animalele din Grupul 1 ,,gras” (cu dietad hipercaloricd/hiperlipidicd in cursul cresterii,
gestatiei si alaptarii), uleiul de peste a avut cele mai numeroase efecte benefice asupra
metabolismului lipidic si glucidic: a normalizat valorile colesterolului, trigliceridelor si
glicemiei, si a crescut semnificativ valorile HDL-colesterol. Efectul benefic s-ar putea datora
proprietatii acizilor grasi Omega-3 de a creste beta-oxidarea acizilor grasi, prevenind acumularea
lor sub forma de trigliceride.

Uleiul de chimen a avut un efect hipolipemiant numai asupra trigliceridelor si a
imbunatatit semnificativ valorile HDL-colesterol.

Fructul de catind a corectat cel mai semnificativ (p < 0,001) valorile mari ale glicemiei si a

trigliceridelor, probabil prin efectul antioxidant datorat concentratiei mari de flavonoide (\Wang,
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2011, Gao, 2014) si a continutului crescut in acid palmitoleic semnalat in unele studii (Gao,
2017, Shi, 2016)

Toate cele trei suplimente utilizate ca tratament au avut si un efect hepatoprotector,
scizand activitatea transaminazelor (AST SI ALT). In plus, uleiul de peste a actionat cel mai
semnificativ si asupra activitatii GGT si acidului uric, ca markeri de toxicitate, inflamatie, risc
metabolic si cardiovascular.

Studiul nostru subliniaza si aduce ca noutate faptul ca efectul hipolipemiant, desi prezent
la toate cele trei suplimente, este puternic semnificativ in cazul uleiului de peste, pentru ambele
grupuri de studiu. Mai mult, acizii grasi polinesaturati Omega 3 din uleiul de peste au crescut
valorile HDL colesterolului.

De asemenea, toate suplimentele au scazut glicemia, dar catina s-a dovedit a fi cel mai
eficient produs natural pentru corectarea hiperglicemiei cronice indusa de dieta hipercalorica.

La animalele din Grupul 2 - ~cu obezitate post-gestationala (cu dietd
hipercalorica/hiperlipidica doar in cursul gestatiei), uleiul de peste a avut un efect net
hipolipemiant si de detoxifiere, spre deosebire de uleiul de chimen si fructul de catina care au
actionat numai la nivelul metabolismului trigliceridelor si al glicemiei. Usoare cresteri,
semnificative (p<0.05) ale HDL-colesterolului au fost semnalate numai la lotul tratat cu ulei de

chimen.

Evolutia parametrilor de biochimie clinica la descendentii sobolanilor femele cu obezitate

indusa experimental

Se remarcd faptul cd puii femelelor din grupul 1 care au primit o dieta hipercaloricad/
hiperlipidica pe toata durata vietii, au prezentat dereglari ale metabolismului lipidic manifestate
prin hipercolesterolemie si hipertrigliceridemie, fard sa fie asociate cu hiperglicemie.

Tn cazul descendentilor ce provin de la sobolanii femele din grupul 2 care au primit o
dietda hipercaloricd/ hiperlipidicda numai 1n cursul gestatiei, au prezentat deregliri ale
metabolismului lipidic manifestate prin hiperglicemie asociata cu hipercolesterolemie si
hipertrigliceridemie.

Se remarca faptul ca, spre deosebire de femelele din Grupul 1, in cazul descendentilor

acestora, tratamentul cu cele trei suplimente administrat in cursul dezvoltarii foetale a avut o
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eficacitate semnificativd in scaderea colesterolului. Iar tratamentul cu cele trei suplimente a
imbunatatit semnificativ valoarea trigliceridelor, la fel ca in cazul femelelor.

Tn cazul Grupului 2, tratamentul mamelor in cursul gestatiei nu avut efect hipolipemiant
asupra colesterolului dar toate cele 3 suplimente au actionat prin reducerea semnificativd a
nivelului trigliceridelor. Numai tratamentul cu catina a avut un efect semnificativ, dar slab, de
reducere a glicemiei.

Din evaluarea parametrilor de biochimie clinica reiese faptul cd descendentii femelelor
din cele doua grupuri de studiu au prezentat perturbari ale metabolismul glucidic si lipidic

exprimate diferit si au reactionat diferentiat la tratamentul cu suplimente alimentare.

EFECTUL DIETEI HIPERCALORICA/ HIPERLIPIDICA SI A TRATAMENTULUI CU
SUPLIMENTE ALIMENTARE ASUPRA BIOMARKERILOR DE STRES OXIDATIV
EXPRIMATI LA NIVEL SISTEMIC: SOD, GPX, GLUTATION TOTAL

La sobolanii femeld dieta hipercaloricd/ hiperlipidicd administrata pe toatd durata vietii
(Grup 1) sau numai pe perioada gestatiei (Grup 2) a indus schimbari semnificative si in valorile
biomarkerilor de stres oxidativ evaluati la nivel sistemic.

Se semnaleaza faptul ca toti cei trei biomarkeri evaluati la nivel eritrocitar la femelele din
grupul 1, au crescut semnificativ la toate loturile tratate cu suplimente alimentare. La grupul 2
activitatea SOD a scazut semnificativ la loturile tratate cu fruct de cétina si ulei de chimen, in
timp ce activitatea GPx a crescut semnificativ la toate loturile tratate, iar glutationul total
sanguin a crescut semnificativ la loturile tratate cu fruct de catina si ulei de chimen.

La descendentii din grupul 1, glutationul total sanguin a crescut semnificativ loturile
tratate cu fruct de catind si ulei de peste. La descendentii din grupul 2, glutationul total sanguin a
crescut semnificativ doar la lotul tratat cu fruct de catina.

In studiul nostru, femelele din lotul gras grup 1 au avut valoarea SOD cea mai mici, si
consideram ca enzima SOD s-a “epuizat” in conditiile unui stres oxidativ crescut. Pe de alta
parte, activitatea SOD eritrocitara la femelele din lotul gras grup 2 a fost cea mai crescuta,
probabil ca mecanism compensator la stresul oxidativ bland indus de dieta grasd pe perioada

celor 3 sdptamani de gestatie. Diferentele activitdtilor enzimei SOD dintre cele doud grupuri,
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sunt datorate severitatii diferite a stresului oxidativ sistemic, acesta fiind mai intens la grupul cu
dietd grasa administratd timp indelungat.

Spre deosebire de SOD, GPx-ul a avut valori asemanatoare, mici, in ambele grupuri de
femele la loturile gras 1 si gras 2.

Fructul de cétina s-a dovedit a fi remediul care a imbunatatit cel mai mult valorile SOD
din ambele grupuri.

In studiul de fata, uleiul de peste a modulat activitatea enzimelor SOD si GPx, dar nu
semnificativ. Mecanismul de modulare a activitatii acestor enzime poate fi si indirect, uleiul de
peste reducand stresul oxidativ sistemic, astfel activitatea SOD nu mai trebuie sa fie marita
compensator.

Tn plus, GSH total evaluat la nivel sanguin a fost semnificativ scizut la loturile gras grup
1 si gras grup 2, iar fructul de catina a fost suplimentul care a crescut semnificativ concentratia
acestuia.

Se observa ca Grupul 1 al descendentilor este cel mai afectat de stresul oxidativ,
inregistrand valorile cele mai scdzute ale glutationului total. Astfel, chiar daca acesti descendenti
nu au primit decat lapte matern, fard suplimente alimentare, dar si fara dietd hipercalorica,
obezitatea materna a compromis echilibrul redox, indicand un stres oxidativ accentuat. Mai mult,
si Grupul 2 al descendentilor a fost afectat de stres oxidativ, desi intr-o mai micd masura,
sugerand astfel cd durata administrarii unei diete grase la mame poate influenta statusul
antioxidant al descendentilor acestora, crescand stresul oxidativ, fapt dovedit de valorile
glutationului total din aceste doua grupuri.

Coreland rezultatele SOD, GPx si glutation total intre Grupul 1 si Grupul 2 al mamelor,
se observa ca stresul oxidativ in grupul 1 a fost mai accentuat decat in grupul 2.

Fructul de catina s-a dovedit a fi cel mai eficient supliment privind corectarea valorilor
glutationului total si a superoxid dismutazei, iar uleiul de chimen a crescut cel mai mult valorile
GPx.

In concluzie, obezitatea creste stresul oxidativ atit la mame, ct si la descendentii
acestora, astfel fiind indicata administrarea unui supliment antioxidant pe perioada sarcinii, care
sa aducd un aport aditional de nutrienti si care sd imbundtdteasca capacitatea nou-nascutilor de a

rezista fata de stresul oxidativ.
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EFECTUL DIETEI HIPERCALORICA/ HIPERLIPIDICA SI A TRATAMENTULUI CU
SUPLIMENTE ALIMENTARE ASUPRA BIOMARKERILOR DE STRES OXIDATIV
EXPRIMATI LA NIVEL TISULAR, LA SOBOLANI CU OBEZITATE INDUSA
EXPERIMENTAL

La sobolanii femeld dieta hipercalorica/ hiperlipidica administrata pe toata durata vietii
(Grup 1) sau numai pe perioada gestatiei (Grup 2) a indus schimbari semnificative si in valorile
biomarkerilor de stres oxidativ evaluati la nivel tisular, evaluat in ficat, rinichi, creier, pancreas,
inima si splina.

Tn studiul nostru, se observa ca uleiul de peste Omega-3 si uleiul de chimen au redus
semnificativ peroxidarea lipidica in ficat. De asemenea, fructul de catina a redus peroxidarea
lipidica in pancreas, rinichi si inimad, iar la nivelul creierului, acizii grasi Omega 3 au avut efect
neuroprotector. In tandem cu reducerea peroxidarii lipidice hepatice, se observa ca uleiul de
chimen a crescut apararea antioxidanta in ficat prin cresterea glutationului total. De asemenea,
uleiul de chimen a avut efect antioxidant hepatic prin cresterea tiolilor totali proteici in ficat.
Fructul de cétind a determinat cresterea tiolilor totali pe rinichi §i a glutationului total in pancreas
$i inima.

Subliniem faptul ca rezultatele benefice ale suplimentelor alimentare se suprapun la cele
doud modele de obezitate indusa prin dietd: grup 1 si grup 2.

Din analiza integrata a rezultatelor privind dinamica markerilor tisulari de stres oxidativ,
ce caracterizeaza atat gradul de lezare al lipidelor (MDA), cat si sistemele antioxidante (grupari
tiol -SH, glutation, GSH), studiul demonstreaza ca toate cele trei suplimente au redus stresul
oxidativ tisular printr-un posibil mecanism dual: printr-o scadere a peroxidarii lipidice si o
crestere a apararii antioxidante. Astfel:

-uleiul de peste bogat in Omega-3 a redus peroxidarea lipidica in ficat si creier;

-uleiul de chimen a redus peroxidarea lipidica, dar a crescut si apararea antioxidantd in ficat;
-fructul de catind a redus peroxidarea lipidica si a crescut apararea antioxidantd in doua tesuturi,
rinichi si pancreas.

Utilizarea celor trei suplimente a avut beneficii prin limitarea stresului oxidativ tisular, cu
efecte diferite in functie de tesut dupa cum urmeaza:

-uleiul de peste bogat in Omega 3 a redus peroxidarea lipidicd in ficat si creier;

-uleiul de chimen a redus peroxidarea lipidica, dar a crescut si apararea antioxidantd in ficat;
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-fructul de catind a redus peroxidarea lipidicd si a crescut apararea antioxidantd in doud tesuturi:
rinichi si pancreas.

Expunerea descendentilor la obezitatea maternd a determinat aparitia stresului oxidativ,
fapt marcat prin alterarea valorilor markerilor specifici de peroxidare lipidica (MDA), tioli si
glutation. Prin administrarea unui supliment alimentar pe perioada sarcinii si aldptarii, aceste
valori au putut fi corectate, scazand astfel riscul descendentilor de a dezvolta obezitate sau
rezistenta la insulind pe parcursul dezvoltarii ulterioare.

Reducerea stresului oxidativ la nivel tisular se coreleaza cu aspectul imbunatatit al
imaginilor histopatologice din grupurile de femele tratate cu suplimente alimentare, fata de lotul

netratat (lot gras grup 1 si respectiv lot gras grup 2).

EFECTUL DIETEI HIPERCALORICA/ HIPERLIPIDICA SI A TRATAMENTULUI CU
SUPLIMENTE ALIMENTARE ASUPRA BIOMARKERILOR ADIPOCITARI:
ADIPONECTINA SI REZISTINA

In studiul nostru, adiponectina serici a avut valorile cele mai mici la loturile gras grup 1
sl grup 2 iar asocierea suplimentelor la dieta hiperlipidica/hipercalorica a imbunatatit valorile
acestei adipocitokine.

Uleiul de peste si fructul de catind au crescut semnificativ valorile adiponectinei
comaparativ cu concentratia adipocitokinei in lotul gras grup 1 (fard tratament). Cu alte cuvinte,
aceste doud suplimente au avut efectul cel mai benefic asupra scaderii rezistentei la insulind,
tindnd cont de faptul cd adipocitokina imbunatateste mult sensibilitatea la insulina.

Tn studiul prezent, rezistina, a avut variatii in oglinda fata de adiponectina. Astfel, cele
mai mari valori ale rezistinei au fost inregistrate la loturile gras din grupul 1 si grupul 2 de
femele, iar uleiul de peste a reversat catre normal concentratiile acestei adipocitokine.

Tn acest studiu, determinarea concomitentd a expresiei celor doud adipocitokine,
adiponectina si rezistina, implicate in controlul rezistentei la insulind din cadrul obezitatii, a
permis pentru prima oard o comparatie intre cele trei suplimente, a eficientei acestora, corelata,
in acelasi timp cu durata administrarii unei diete hipercalorice/hiperlipidice. Uleiul de peste si
fructul de catind au dovedit a fi cele mai eficiente remedii 1n corectarea valorilor celor doua

adipocitokine.
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ANALIZA MODIFICARILOR HISTOPATOLOGICE INDUSE DE DIETA
HIPERCALORICA/ HIPERLIPIDICA SI DE TRATAMENTUL CU SUPLIMENTE
ALIMENTARE

Efectul tratamentului cu suplimente alimentare exprimat la nivel tisular prin modificari
de naturd histopatologica este ilustrat prin imagini reprezentative de microscopie optica. Acestea
sunt Insotite de descrierea particularitatilor patologice, citologice si histologice evidentiate in
tesutul hepatic, renal, cerebral, pancreatic si cardiac.

In studiul nostru, dieta hipercalorica/hiperlipidicd a determinat modificari histopatologice pe
toate tesuturile studiate: ficat, rinichi, creier, pancreas, inima, splina.

Femelele din grupul 1, cu exceptia grupului standard au urmat dietd grasa timp de 16
saptdmani (10 saptamani pe perioada de crestere, de la Intarcare, pand la atingerea maturitatii, 3
saptamani pe perioada sarcinii si 3 saptamani pe perioada alaptarii). Femelele din grupul 2, cu
exceptia lotului standard, au urmat dieta grasa timp de 6 saptdmani (3 sdptdmani pe perioada
sarcinii si 3 sdptamani pe perioada aldptarii). Durata dietei grase a avut un impact pronuntat
negativ tisular, dovada fiind modificarile histopatologice severe din grupul 1, in timp ce, in
grupul 2, unele modificari histopatologice, induse de dieta grasa, au putut fi reversate.

Discutii asupra rezultatelor histopatologice hepatice

Femelele din lotul gras grup 1 au dezvoltat hepatopatie medie asociatd cu sindrom
inflamator evident. Administrarea suplimentelor pe timpul sarcinii si aldptarii a ameliorat
aspectul histopatologic al ficatului, observandu-se o reversie de la hepatopatie medie la
hepatopatie minora. Dintre cele trei remedii, uleiul de peste a avut efectul antiinflamator
histopatologic cel mai pronuntat, pana la disparitia totala a inflamatiei.

Femelele din lotul gras grup 2, dupa sase sdptdmani de dietd grasd au dezvoltat
hepatopatie minora asociati cu inflamatie. In loturile cu suplimentele ulei peste si ulei chimen
din grupul 2, s-a observat o reversie totala a modificarilor histopatologice hepatice, obtindndu-se
un aspect tisular normal. Administrarea fructului de cétind a mentinut aspectul de hepatopatie
minord, dar a redus sindromul inflamator local tisular, astfel, la examenul histopatologic s-a
descris doar leucocitoza discreta.

Loturile standard de la ambele grupuri de femele se diferentiaza de cele care au luat
suplimente prin mentinerea inflamatiei, ceea ce subliniaza inca o data efectul antiinflamator al

celor trei remedii.
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De mentionat ca atat uleiul de chimen, cat si uleiul de peste, contin vitamina E, care este
un bun antioxidant si ajutd exportul trigliceridelor din ficat. Tn studiul nostru, efectele
hepatoprotectoare ale acestor uleiuri, sunt potentate de prezenta vitaminei E.

Ca o concluzie, toate cele 3 suplimente au avut efect hepatoprotector, dar uleiul de peste
a cumulat cele mai multe rezultate benefice, avand cel mai pronuntat efect antiinflamator.
Discutii asupra rezultatelor histopatologice renale

Femelele din lotul gras grup 1 au avut tubulonefrozd granulo-vacuolard asociata cu
inflamatia. Suplimentele au Tmbunététit aspectul histopatologic renal, protejand celula renald,
impiedicand aparitia vacuolizarilor si reducand inflamatia. Dintre cele trei remedii, efectul
antiinflamator renal cel mai pronuntat s-a observat la grupul la care s-a administrat fruct de
catina.

La grupul standard fard remediu infiltratul inflamator a persistat, aldturi de distrofia
granulara.

Femelele din lotul gras grup 2 au dezvoltat tubulonefroza si tubulonecroza asociate cu
inflamatia. Doua dintre remedii, adica uleiul de chimen si fructul de catind, au reversat la normal
aspectul histopatologic renal. Uleiul de peste a imbunatatit aspectul renal histopatologic, dar
focal s-au pastrat imagini de distrofie granulard. La lotul standard din grupul 2 a persistat
aspectul de tubulonefroza asociati cu inflamatia. In concluzie, toate cele trei remedii s-au
dovedit a fi renoprotectoare, dar fructul de catind a fost cel mai eficient dintre ele.

Discutii asupra rezultatelor histopatologice cerebrale

Femelele din lotul gras grup 1 au avut modificari severe cerebrale caracterizate prin
necroza neuronilor Purkinje, hemoragii si edem in cerebel. De asemenea, s-au descris celule
cerebrale cu citoplasma bazofild, ceea ce corespunde unui metabolism modificat. La lotul
standard s-au observat vacuolizari nespecifice cerebrale. La loturile cu remedii, uleiul de peste si
uleiul de chimen au protejat cortexul de efectele lezante ale dietei grase, mentindnd cortexul
normal. Fructul de catina a avut efecte protectoare cerebrale mai reduse, astfel, la lotul cu catina
s-au pastrat zone de necroza focala a neuronilor Purkinje.

La femelele din lotul gras grup 2, dieta grasa, fara remediu, a determinat modificari
cerebrale caracterizate prin cariopicnoza si celule cu metabolism alterat (celule cu citoplasma
intens bazofila). La lotul cu dieta standard s-a observat acelasi aspect de cariopicnoza si de celule

cu citoplasma intens bazofild. Doud remedii, uleiul de chimen si fructul de catind au protejat
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partial tesutul cerebral, dovada fiind persistenta unor zone de necrozd focald a neuronilor
Purkinje. Tn schimb, uleiul de peste s-a dovedit cel mai bun remediu, mentinand aspectul normal
al creierului in conditiile unei diete grase.

Discutii asupra rezultatelor histopatologice pancreatice

La femelele din lotul gras grup 1 dieta grasa a determinat modificari histopatologice
multiple: edem periacinar discret, vacuolizari citoplasmatice in insulele Langerhans si inflamatie.
Doud dintre remedii, uleiul de peste si uleiul de chimen, au protejat partial pancreasul de
leziunile dietei hipercalorice/hiperlipidice, la aceste loturi fiind inca prezente izolate vacuolizari
citoplasmatice in insulele Langerhans si inflamatie peripancreatica. Interesant este ca la lotul
standard, vacuolizdrile nu sunt prezente, dar inflamatia desi este discretd, este prezentd
perilobular. Aceste aspecte histopatologice subliniaza efectul antiinflamator al remediilor si, in
plus, atrag atentia asupra vulnerabilitdtii pancreasului la agresiunea unei diete
hipercalorice/hiperlipidice.

Fructul de catina a protejat pancreasul, conservand aspectul normal al insulelor
Langerhans si diminuand inflamatia periacinara.

La femelele din lotul gras grup 2, dieta grasa pe timp de sase saptdmani a determinat doar
izolat vacuolizari citoplasmatice ale celulelor din insulele Langerhans, iar toate cele trei remedii
au mentinut aspectul normal al celulelor pancreatice si au contracarat inflamatia. Lotul standard
din grupul 2 a prezentat izolat vacuolizari citoplasmatice 1n insulele Langerhans.

Discutii asupra rezultatelor histopatologice cardiace

La femelele din lotul gras grup 1, dieta grasa timp indelungat a determinat dilacerarea
celulelor miocardice, edem si inflamatie. La loturile cu suplimente, infiltratul inflamator a fost
discret si edemul a fost prezent izolat. Inimile sobolanilor din lotul standard grup 1 a avut un
aspect histopatologic similar cu cel al inimilor sobolanilor din loturile tratate cu suplimente.

La femelele din lotul gras grup 2 au fost prezente: edemul interfibrilar, degenerescenta
hialind multipla si infiltratul inflamator. La lotul standard din grupul 2, degenerescenta hialina a
fost de asemenea prezentd, iar pe arii focale a persistat inflamatia. La loturile cu remedii,
inflamatia a fost mai discretd, dar degenerescenta hialini focald s-a mentinut. In concluzie,

efectul cardioprotector al remediilor a fost modest si similar.
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Tn studiul nostru, descendentii din femele cu dietd grasa timp indelungat” , fara remediu
au avut modificari histopatologice hepatice, pancreatice, renale, cardiace si cerebrale severe,
comparativ cu modificarile minore ale descendentilor din femele cu dieta grasa timp scurt .

Comparéand cele 2 loturi, s-au observat: hepatopatie medie vs. hepatopatic minora,
vacuolizari citoplasmatice pancreatice vs. celule pancreatice integre, modificari degenerative
renale vs. celule renale integre, mici hemoragii cerebrale vs. tesut cerebral fira hemoragii si
dilacerari ale celulelor cardiace vs. celule cardiace integre. De asemenea, toate tesuturile
analizate ale descendentilor din femele cu dieta grasa timp lung au avut un grad de inflamatie
mai sever fata de inflamatia modesta a descendentilor din femele cu dieta grasa timp scurt.

Comparand descendentii, In functie de suplimentul asociat dietei mamei, cei proveniti din
femele care au luat acizi grasi din uleiul de peste si din chimen au avut cele mai bune rezultate
histopatologice si biochimice hepatice si cerebrale. Pancreasul si rinichiul au avut un aspect
histopatologic imbunatatit si valori tisulare de stres oxidativ mai mici la lotul descendentilor din
femele tratate cu fruct de cétina.

La descendenti, cu toate ca ei nu au primit suplimente alimentare in mod direct direct,
fiind doar alaptati, exista variatii ale valorilor parametrilor stresului oxidativ tisular si sanguin,
care sunt in concordanta cu rezultatele histopatologice. Consideram ca imaginile histopatologice
ale tuturor tesuturilor puilor din femele gras grup 1 sunt impresionante, existand vacuolizari
celulare, modificari degenerative, edem, inflamatic. Suplimentele alimentare au avut efect
dovedit antiinflamator in toate tesuturile. Comparand descendentii din femele grup 1 cu omologii
lor din femele grup 2, primii au avut afectare tisulara hepatica si pancreatica mai severa, precum
si un profil metabolic mai deteriorat. De exemplu, descendentii din femele grup 1 au avut
hepatopatie medie si inflamatie periacinard pancreatica, in timp Ce descendentii din femele grup
2 au avut hepatopatie minora si respectiv inflamatie peripancreatica. Diferentele pot fi puse doar
pe seama dietei mamelor dinainte de a deveni gestante. Mentionam inca o data ca diferentele
dintre grupul 1 si grupul 2 sunt legate de dieta grasa respectiv standard a femelelor pana la varsta
maturitdtii, cand devin gestante. Pe timpul sarcinii si alaptarii existd identitate n ceea ce priveste

dieta si suplimentul celor doud grupuri. in concluzie, extrapoland la om, dieta si stilul de viata

* Dieta grasd timp de 10 saptdmani inainte de sarcind si apoi si pe parcursul sarcinii si alaptarii.
*k . e A e oA oo . ..

Dieta standard timp de 10 saptdmani Tnainte de sarcind si apoi si pe parcursul sarcinii si
alaptarii.
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pana la perioada gestatiei poate avea influentd pe descendenti. Obezitatea de dinainte de sarcina
si pe timpul sarcinii lasd o ,,amprenta” pe dezvoltarea ulterioara a fatului. Asocierea unui
supliment cu efect antioxidant si antiinflamator, ca cele din studiul nostru, ameliorezd si poate
preveni efectele negative ale unei diete hipercalorice/hiperlipidice de pe timpul sarcinii si a
alaptarii.

Compozitia laptelui matern afecteazd clar dezvoltarea si stresul oxidativ sistemic si
tisular al puilor. Descendentii mamelor aflate pe dietd grasa timp indelungat fara supliment
alimentar au avut valorile cele mai mari ale peroxidarii lipidice tisulare si, Tn general, valorile
cele mai mici ale apardrii antioxidante tisulare. Remediile asociate dietei
hipercalorice/hiperlipidice, la mame, au prevenit efectele severe lezante ale acestei diete.

Prezenta unui supliment, oricare dintre ele (ulei de peste sau ulei de chimen sau fruct de
catina) pe perioada sarcinii si alaptarii, a avut efecte benefice la descendenti proveniti din ambele
loturi de femele. Mamele puilor care pe perioada sarcinii au fost pe dietd grasa si ulterior, pe
perioada alaptarii au fost pe dieta standard, au dat nastere la descendenti care au avut un aspect
histopatologic al tesuturilor studiate caracterizat prin inflamatie evidenta. Cele care au continuat
cu un supliment alimentar pe timpul alaptarii, n ciuda dietei grase pe toata perioada pana la
intarcare, au dat nastere la descendenti la care modificarile inflamatorii tisulare sunt discrete sau

absente. Rezultatul histopatologic tisular subliniaza efectul antiinflamator al celor trei remedii.

Tabelele de mai jos cuprind o sinteza a interpretarii rezulatelor histopatologice pe loturile si

grupurile studiate (Tab. 9.1- 9.4).
Tabel 9.1. Aspect histopatologic — lot femele grup 1

Femele grup 1
Organ . Lo +
9 Lot gras+ulei peste Lot gras+ulei chimen Lot gc;;z:isn;ruct Lot gras grup 1 Lot standard grup 1
. Hepatopatie minora, fara Hepatopatie minora. Hepatopatie . . ..
Ficat cpatopatic minora, cpatopatic minora, pa pv Hepatopatie medie Hepatopatie minora
inflamatie leucozitoza discretd minora
< < . Tubulonefroza Tubulonefroza granulo- Distrofie glanulara
L Tubulonefroza granulara, Focal, tubulonefroza ubulo ? o < ubulo ewo granuio 1© granu
Rinichi fira inflamatic anulari. cu inflamatic granulara, fara vacuolara, cu infiltrat cu infiltrate
; & ’ ; inflamatie inflamator evident inflamator discret
. . . | Necrozi focala a Necroza neuronilor
Vacuolizari nespecifice si - L . S
. . T neuronilor Purkinje, edem, hemoragii Vacuolizari
Creier Cortex normal focal neuroni Purkinkje L h . o
citoplasma bazofila Purkinje. la nivelul cerebelului; nespecifice
P ) Cortex normal citoplasma bazofila
Inflamatie discreta, Inflamatie S Inflamatie discreta
. T . . . Vacuolizari . .
Pancreas peripancreatit, izolat peripancreatica, Inflamatie citoplasmatice. edem perilobular;
vacuolizari vacuolizari discreta 0P A Nu sunt descrise
. . . . discret periacinar; .
citoplasmatice citoplasmatice vacuolizari
. . . . Infiltrat . I1zolat edem;
Inima Usoara 1nﬂamagle, edem Usoara 1nﬂamagle, edem inflamator Inﬂ_amape, edem cu Infiltrat inflamator
discret discret - dilacerare celule o
discret minim
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Tabel 9.2. Aspect histopatologic — lot femele grup 2

Femele grup 2 |
Organ . Lot gras+ulei Lot gras+fruct
+ - s
Lot gras+ulei peste chimen citina Lot gras grup 2 Lot standard grup 2
Leucozitoza Hepatopatie minora; Hepatopatie minora;
Ficat Aspect normal Aspect normal discreta; patop . ’ patopalie mnora,
S Inflamatie Inflamatie minima
Hepatopatie minora ’ ’
. < Tubulonefroza . . .
S Focal distrofie granulara ubu oneroza | piseret inflamatie cu
Rinichi . < Aspect normal Aspect normal Tubulonecroza granular si .
si tubulonefroza S tubulonefroza
’ inflitrat inflamator
< « Necroza focala a . - - Cariopicnoza;
. Necroza focala a . L Cariopicnoza; citoplasma . .
Creier Aspect normal - . neuronilor Purkinje. : < citoplasma intens
neuronilor Purkinje. - intens bazofila <
Edem perineuronal. bazofila
Aspect normal Rar, . o S
Pancreas Aspect normal Aspect normal . o < Inflamatie, vacuolizari Izolat vacuolizari
inflamatie discreta ’
- Edem interfibrilar N .
e 1zolat fibre C e Leucocitoza discreta,
oo Degenerescenta hialinad . . Usoara dilacerare, degenerescentd hialind PR
Inima < dilacerate si ; ) . e degenerescentd hialind
focala . LT discret inflamatie multipld, inflitrat M
inflamatie discreta ’ . focala
’ inflamator
Tabel 9.3. Aspect histopatologic — lot descendenti grup 1
Puigrup 1
Organ . Lot gras+ulei . Lot standard gru
9 Lot gras+ulei peste u Lot gras+fruct catind Lot gras grup 1 grup
; chimen 1
. Hepatopatie Leucozitoza discretd; | Hepatopatie medie; Hepatolpgtle
Ficat Aspect normal SN C . medie;
minora Hepatopatie minora Inflamatie T
Inflamatie minima
Aspect normal; - . . .
P 1z0lat ’ Tubulonefroza Discret inflamatie
Rinichi Aspect normal < Aspect normal granulo-vacuolard; | cu degenerescenta
tubulonefroza . . .
inflamatie granulard
granulara ’
< < Necroza focald a Hemoragii mici. . <
Necroza focala a . L oo oy Cariopicnoza;
. . neuronilor Purkinje. Cariopicnoza; . -
Creier Aspect normal neuronilor ) . - citoplasma intens
. Vacuolizari citoplasma intens <
Purkinje. e < bazofila
nespecifice. bazofila
Inflamati S
Aspect normal; Izolate cu Aspect normal; eriacinzirz Izolat vacuolizari;
Pancreas Inflamatie infiltratie lipidica inflamatie discreta penacinard, Inflamatie
eripancreaticd stromala peripancreatica vacuolizari celule peripancreatica
P Langerhans
Dilacerare Sarcoplasma oxifila, Cardiomiocite
< Sarcoplasma P > dilacerate Cardiomiocite
oo moderataa PSR izolat celule . . . .
Inima RN oxifild; dilacerare . Inflamatie; vasele dilacerate izolat si
cardiomiocite $i . < fragmentate si ’ . O .
inflamatic izolatd inflamatic discretai coronare inflamatie discreta.
’ ’ trombozate.
Tabel 9.4. Aspect histopatologic — lot descendenti grup 2
Pui grup 2
Organ +ulei +ulei +
g Lot gras+ulei Lot gras+ulei Lot gras+fruct Lot gras grup 2 Lot standard grup 2

peste

chimen

catina
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. Hepatopatie minora; Hepatopatie
Ficat Aspect normal Aspect normal Aspect normal patop . _riepatop .
Inflamatie minora, inflamatie
Aspect normal; Tubulonefroza, Tubulonefroza
Rinichi Aspect normal tubulonefroza Aspect normal granulo-vacuolard; granulara,
granulara inflamatie inflamatie
Multifocal necroza Focal necrozi
Creier Aspect normal Aspect normal Aspect normal neuroni Purkinje, <
. . neuronald
vacuolizari nespecifice
. Vacuolizari celule insule | Edem periacinar si
Aspect normal; . . .
Pancreas Aspect normal Aspect normal Langerhans si inflamatie perilobular
peripancreatica. inflamatie discreta
Dilacerare . Lo
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ANALIZA INTERRELATIEI ADIPOZITATE ECTOPICA - REZISTENTA LA
INSULINA iN MODELUL DE OBEZITATE INDUSA EXPERIMENTAL LA SOBOLAN

Analiza histopatologica a tesutului adipos perivisceral. Efectul dietei si tratamentului cu
suplimente alimentare

Particularitdtile evidentiate de efectul dietei hipercalorice/ hiperlipidice si tratamentului
cu suplimente alimentare, au fost studiate la nivelul tesutului adipos cu localizare ectopica,
acesta fiind analizat din punct de vedere macroscopic cat si din punct de vedere histopatologic la
femelele din cele doud grupuri de studiu.
Interpretarea incarcarii grase tisulare si peritisulare

Grasimea ectopicd este prezentd intervisceral abdominal, perihepatic, pericardiac si
peripancreatic, ulterior cu ,invazie” interstitiald. De asemenea, grasimea ectopica poate fi
evidentiatd la nivel muscular. In mod normal, excesul de grisime trebuie depozitat in tesutul
adipos subcutanat. Excesul caloric favorizeaza formarea grasimii ectopice.

Grasimea viscerald este mult mai usor mobilizabila decat grasimea periferica subcutanata
si se asociaza cu valori mari ale acizilor grasi liberi, precum si cu valori mai mari ale citokinelor

proinflamatorii.
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In studiul nostru, aspectul macroscopic si evaluarea greutitii grisimii interviscerale
abdominale evidentiaza o cantitate mai redusa de tesut adipos intraabdominala la lotul care a
primit fruct de catina din grupul 1 si la lotul cu ulei de peste din grupul 2.

Facand o comparatie Intre loturile grup 1 si grup 2 se observa o diferentd semnificativa asupra
cantitatii de grasime interviscerala iar in loturile grup 2 asocierea suplimentelor a contracarat mai
eficient acumularea de grasime abdominala.

La nivelul rinichiului, se poate observa grasimea perirenald care este In cea mai mare
cantitate la lotul gras grup 1. De asemenea, comparand cele doud grupuri, femelele din grupul 2
au avut mai putind grasime perirenald in toate loturile, comparativ cu grupul 1. Pe langa
examenul macroscopic, acest fapt a fost confirmat si in urma cantaririi rinichilor Impreuna cu
grasimea perirenald. Valorile determinate in grupul 1 au evidentiat greutati superioare celor din
grupul 2.

Tn urma analizei macroscopice a ficatului, s-a putut observa incarcatura lipidicd cea mai mare in
lotul gras grup 1.

Grasimea peripancreatica este cea mai abundenta la loturile gras din ambele grupuri. Prin
contrast cu aceste imagini, aspectul pancreasului este imbunatatit la loturile cu supliment fruct de
catind, volumul pancreatic fiind mai mare, iar gradsimea peripancreatica fiind discretd. Rezultatul
este sustinut si de greutatile mai mari ale pancreasului din loturile cu fruct de catina.

La nivelul inimii nu s-au observat diferente macroscopice in ceea ce priveste grasimea
pericardiaca.
Examenul histopatologic al adipozitatii periviscerale

In studiul nostru, incarcarea lipidica a organelor studiate: ficat, rinichi, inima si pancreas
a fost estimata prin coloratie Sudan, iar rezistenta la insulind a fost estimatd prin metoda
imunohistochimica folosind anticorpi pAkt pentru a evidentia prezenta proteinei fosforilate in
tesuturi. In studiul nostru, la lotul gras grup 1, coloratia Sudan pe organele studiate evidentiaza
prezenta lipomatozei cardiace si pancreatice si o incdrcare grasa perirenald si intramusculara.
Incarcarea lipidica tisulard si procentul de proteina pAkt s-au corelat pe loturile studiate.

Analiza histopatologica a tesutului muscular in functie de tratament
Interpretarea rezultatelor histopatologice cu coloratie hematoxilini-eozind pe tesutul

muscular scheletic
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In studiul nostru, in urma comparirii rezultatelor histopatologice pe muschi, sobolanii cu
dietd grasd din ambele grupuri au deja afectare musculard. De exemplu, muschii sobolanilor din
loturile gras grup 1 si grup 2 prezinta hialinoza musculara, fibre musculare dilacerate, edem,
hiperemie, iar metabolismul celulei musculare este alterat. Modificarile sunt mai severe pe lotul
gras grup 1 fata de lotul gras grup 2, ceea ce demonstreaza importanta duratei dietei grase.
Oricare dintre loturile cu remedii au prezentat muschi cu aspect histopatologic imbunatatit, fata
de lotul gras din fiecare grup. Cu alte cuvinte, tratamentul cu suplimentele alimentare a adus un
beneficiu asupra muschilor, intarziind evolutia spre hialinoza, reducand edemul si hiperemia.
Spre exemplu, pe probele gras grup 1 cu ulei de chimen si ulei de peste, se vad fibre oxifile cu
tendinta spre hialinoza si dilacerari izolate. Fructul de catind a fost cel mai eficient in protectia
musculara, dovada fiind conservarea striatiilor musculare la examenul histopatologic si
hiperemia izolata.

Efectul dietei si tratamentului cu suplimente alimentare asupra expresiei proteinei pAkt
fosforilate la nivelul tesutului muscular

Studii recente sugereaza faptul ca proteinkinaza B serin/treonin kinazica (PKB sau pAkt)
este implicata in translocarea transportorului de glucoza 4 (GLUT4) stimulat de insulind, deci in
captarea intracelulari a glucozei in tesuturile periferice. In studiul de fata fost analizatd expresia
imunohistochimica a proteinei Akt fosforilate- pAKT la nivelul tesutului muscular, la sobolanii
femele din cele doua grupuri de studiu, folosind anticorpul anti-Akt.

Efectul tratamentului cu suplimente alimentare asupra expresiei proteinei Akt fosforilate -
pAkt in tesutul cardiac, hepatic si renal

A fost analizata expresia imunohistochimica a proteinei Akt fosforilate- pAKT la nivelul
tesutului cardiac, hepatic si renal, la sobolanii cu obezitate indusa experimental (grupul 1).

Tn studiul nostru, Tncircarea lipidica a organelor studiate: ficat, rinichi, inima si pancreas
a fost estimata prin coloratie Sudan, iar rezistenta la insulind a fost estimatd prin metoda
imunohistochimica folosind anticorpi pAkt pentru a evidentia prezenta proteinei fosforilate in
tesuturi. La lotul gras grup 1, coloratia Sudan pe organele studiate evidentiazd prezenta
lipomatozei cardiace si pancreatice si o incarcare grasa perirenala si intramusculara. Incircarea
lipidica tisulara si procentul de proteina pAkt s-au corelat pe loturile studiate.

Proteina Akt este implicatd in supravietuirea celulara, in proliferarea si cresterea celulara,

in metabolismul glicogenului si in sensibilitatea la insulind. Aceasta proteind se gaseste atat in
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tesuturi neoplazice cat si in cele non neoplazice (Robey si colab., 2009). Pentru a evalua
activitatea acestei kinaze au fost luate In consideratie intensitatea coloratiei si numarul de celule
colorate in maro (evidentiaza prezenta proteinei Akt fosforilate) versus cele Tn albastru
(evidentiaza prezenta proteinei Akt nefosforilate), dupa aplicarea anticorpului.
Interpretarea rezultatelor imunohistochimice ale expresiei proteinei pAkt

Proteina Akt poate fi fosforilata la mai multe resturi hidroxil, de exemplu la treonina 308,
sau treonina 405 precum si la serina 473. Anticorpii pAkt sunt folositi pentru a evidentia
prezenta proteinei fosforilate in tesuturi. In studiul nostru, am folosit anticorpi pAkt (Thr 308)
1/2/3 si am urmarit prezenta izoformei 2 in muschiul scheletic, la sobolani femele Wistar grup 1
si grup 2.

Observand rezultatele, se putem spune ca in ambele grupuri, loturile de femele Wistar
gras grup 1 si gras grup 2 au procentul cel mai mic de proteine pAkt, iar loturile la care s-a
asociat un supliment la dieta hipercaloricd/hiperlipidicd, au avut proteina pAkt prezentd in
cantitati mai mari. Fructul de catina si uleiul de peste asociate dietei grase au influentat cel mai
mult cresterea cantitdtii de pAkt. Comparand grupul 1 cu grupul 2, se observa valoarea
impresionant de mica a pAkt la femelele din lotul gras grup 1, ceea ce ar concorda cu o rezistenta
crescuta la insulina.

Aspectul imunohistopatologic al inimii la femelele grup 1 concordd cu imaginea
muschilor scheletici tratati cu anticorpi pAkt, in sensul c@ procentul cel mai mic de proteina pAkt
a fost prezent la lotul gras fara remediu. Suplimentele asociate dietei grase au crescut procentul
de proteina pAkt din cord cu valori similare.

La femelele din grupul 1, atat pe ficat cat si pe rinichi, procentul de proteina Akt
forforilata este cel mai scazut la lotul gras grup 1, fard remediu. Pe ficat, suplimentul cu ulei de
peste a crescut semnificativ concentratia proteinei pAkt, iar pe rinichi, fructul de catind a
imbunatatit rezultatul imunohistochimic bazat pe evaluarea raportului dintre proteina Akt
fosforilata si nefosforilata.

Observand rezultatele pe loturile grase si facand o paralela intre valorile procentuale scazute ale
pAkt din muschiul scheletic si din inimd, cu dezechilibrul adipocitokinelor serice (adiponectina
scazuta si rezistind crescutd) si cu cantitatea grasimii ectopice, se poate spune ca toate converg

catre rezistenta la insulind. Totodata, rezultatele imunohistopatologice pe rinichi si pe ficat
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concorda cu aspectele histopatologice cu coloratie hematoxilind-eozind si ne ajutd sa conchidem
pentru fiecare remediu care este tesutul tinta.

Studiul nostru a demonstrat ca uleiul de peste a crescut semnificativ proteina Akt
fosforilata la nivelul ficatului, In timp ce fructul de cétina a actionat semnificativ la nivel renal.
De asemenea, coreland aceste rezultate si cu aspectul histopatologic, aceste suplimente ar putea
inhiba depozitarea lipidelor ectopice, prin reglarea metabolismului lipidic si prin cresterea
sensibilitatii la insulind pe calea proteinei Akt. Comparand cele doua loturi, se observa cd femele
Gras Grup 1 au avut proteina Akt fosforilatd mult mai putin fatd de lotul Gras Grup 2, ceea ce ar
putea fi corelat cu rezistenta crescuta la insulina.

Dintre cele trei suplimente alimentare, s-au remarcat uleiul de peste Omega 3 cu
eficacitate crescutd la nivel hepatic si fructul de cétind cu afinitate pentru rinichi. La nivelul
muschiului si al inimii, atat uleiul de peste, fructul de catind, dar si uleiul de chimen si-au

demonstrat potentialul efect protector.
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CONCLUZII

Primul obiectiv al acestui studiu a fost acela de evalua impactul expunerii animalelor de
experientd — sobolani femele si descendentii lor- la o dietd obezogena pe toata durata cresterii,
dezvoltarii, sarcinii si alaptdrii puilor. Astfel, au fost induse experimental doud modele de
obezitate:

1) printr-o expunere continua a animalelor la o dieta hipercalorica/hiperlipidica, pe tot
parcursul cresterii, gestatiei si alaptarii, si

2) printr-o expunere limitatd la dietd hipercalorica/hiperlipidica doar in cursul gestatiei,
deci pentru inducerea unei obezitdti post-gestationale.

Tn acest context, s-a evaluat la nivel sistemic si tisular efectului proinflamator si citotoxic
al acestei diete prin evaluarea dinamicii unor parametri biochimici de status metabolic global,
status redox, si adipocitar.

Cel de-al doilea obiectiv al acestui studiu a fost evaluarea potentialul farmacologic al
celor trei suplimente alimentare- uleiul de peste, uleiul de chimen si fructul de catina,
administrate concomitent cu dieta obezogena, atat la sobolanii femela cat si la descendentii
acestora.

Tn studiul nostru, sobolanii femele din loturile ,,gras”, firi tratament cu suplimente
alimentare, din ambele grupuri au prezentat valorile cele mai mari pentru parametrii
biochimici de status metabolic: glicemie, trigliceridemie, colesterolemie, uree si acid uric.
Deci cresterea in greutate a fost 1nsotitd de hiperglicemie, hipertrigliceridemie,
hipercolesterolemie, hiperuremie, hiperuricemie si valori scazute ale fractiunii HDL- colesterol.

Aceste valori confirma inducerea experimentala prin dieta
hipercalorica/hiperlipidica, a obezitatii asociata cu perturbari ale metabolismului glucidic
si lipidic. Se remarca faptul ca ambele modele de obezitate indusa experimental - in care
sobolanii femele au primit, fie o dieta hipercalorica/hiperlipidica in cursul cresterii, gestatiei
si alaptarii (Grupul 1), fie doar n cursul gestatiei (Grupul 2) - au fost exprimate fenotipic in
mod specific, atat la nivelul greutatii corporale, cat si a parametrilor biochimici metabolici.
Perturbarile metabolice determinate de dieta hipercalorica sunt exprimate in mod similar in cele

doua grupuri de studiu.
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in urma administririi celor trei suplimente alimentare — ulei de peste, ulei de chimen
si fruct de catina - se observd ca prim efect o normalizare semnificativi a valorilor
parametrilor biochimici metabolici, in functie de lotul de tratament.

Trigliceridele serice au scazut semnificativ la toate loturile de tratament din cele
doua grupuri de studiu. Glicemia a fost semnificativ imbunatatitia dupa administrarea celor
3 suplimente alimentare Tn grupul 2, iar in grupul 1 s-au remarcat efecte benefice numai n
cazul loturilor tratate cu catina si ulei de chimen. Colesterolemia a fost moderat diminuata
numai la loturile tratate cu ulei de peste. HDL-colesterolul a crescut semnificativ la grupul 1,
la toate loturile de tratament. Ca o remarca, efectele benefice asupra parametrilor de
biochimie clinicAi sunt mult mai evidente la grupul 1 de studiu, cu dieta
hipercalorica/hiperlipidica in cursul cresterii, gestatiei si alaptarii.

Rezulatele semnalate pentru cele doud grupuri de studiu cu obezitate indusa experimental
prin dietd, sunt n acord cu numeroase cercetari descrise in literartura biomedicala.

La animalele din Grupul 1 ,,gras” (cu dieta hipercalorica/hiperlipidica in cursul cresterii,
gestatiei si alaptdrii), uleiul de peste a avut cele mai numeroase efecte benefice asupra
metabolismului lipidic si glucidic: a normalizat valorile colesterolului, trigliceridelor si
glicemiei, si a crescut semnificativ valorile HDL-colesterol.

Uleiul de chimen a avut un efect hipolipemiant numai asupra trigliceridelor si a
imbunatatit semnificativ valorile HDL-colesterol.

Fructul de catind a corectat cel mai semnificativ valorile mari ale glicemiei si a
trigliceridelor, probabil prin efectul antioxidant datorat concentratiei mari de flavonoide si a
continutului crescut in acid palmitoleic semnalat n unele studii.

Se remarca faptul cd toate cele trei suplimente utilizate ca tratament au avut si un
efect hepatoprotector, scizand activitatea transaminazelor. Tn plus, uleiul de peste a actionat
cel mai semnificativ si asupra activitatii GGT si acidului uric, ca markeri de toxicitate,
inflamatie, risc metabolic si cardiovascular.

Studiul nostru subliniaza si aduce ca noutate faptul ca efectul hipolipemiant, desi
prezent la toate cele trei suplimente, este puternic semnificativ in cazul uleiului de peste,
pentru ambele grupuri de studiu. Mai mult, acizii grasi polinesaturati Omega 3 din uleiul

de peste au crescut valorile HDL colesterolului.
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De asemenea, toate suplimentele au scazut glicemia, dar catina s-a dovedit a fi cel mai
eficient produs natural pentru corectarea hiperglicemiei cronice indusd de dieta
hipercalorica.

La animalele din Grupul 2 - cu obezitate post-gestationala (cu dietd
hipercalorica/hiperlipidica doar in cursul gestatiei), uleiul de peste a avut un efect net
hipolipemiant si de detoxifiere, spre deosebire de uleiul de chimen si fructul de catina care au
actionat numai la nivelul metabolismului trigliceridelor si al glicemiei. Usoare cresteri,
semnificative ale HDL-colesterolului au fost semnalate numai la lotul tratat cu ulei de chimen.

In ceea ce priveste evolutia parametrilor de biochimie clinicd la descendentii
sobolanilor femele cu obezitate indusa experimental, se remarca faptul ca puii femelelor
din grupul 1 care au primit o dieta hipercalorica/ hiperlipidici pe toata durata vietii, au
prezentat dereglari ale metabolismului lipidic manifestate prin hipercolesterolemie si
hipertrigliceridemie, fard sa fie asociate cu hiperglicemie. in cazul descendentilor ce provin de la
sobolanii femele din grupul 2 care au primit o dietd hipercalorica/ hiperlipidica numai n
cursul gestatiei, acestia au prezentat dereglari ale metabolismului lipidic manifestate prin
hiperglicemie asociata cu hipercolesterolemie si hipertrigliceridemie.

Spre deosebire de femelele din Grupul 1, in cazul descendentilor acestora, tratamentul
cu cele trei suplimente administrate in cursul dezvoltirii foetale a avut o eficacitate
semnificativa in scaderea colesterolului, si a imbunatatit semnificativ valoarea trigliceridelor,
la fel ca in cazul femelelor.

In cazul Grupului 2, tratamentul mamelor in cursul gestatiei nu avut efect hipolipemiant
asupra colesterolului dar toate cele 3 suplimente au actionat prin reducerea semnificativa a
nivelului trigliceridelor. Numai tratamentul cu catind a avut un efect semnificativ, dar slab, de
reducere a glicemieli.

Deci, descendentii femelelor din cele doud grupuri de studiu au prezentat perturbari ale
metabolismul glucidic si lipidic exprimate diferit si au reactionat diferentiat la tratamentul cu
suplimente alimentare.

In ceea ce priveste efectul dietei si a tratamentului aspura biomarkerilor de stres oxidativ
exprimati la nivel sistemic, se observa ca la Grupul 1 al descendentilor homeostazia redox este
cel mai semnficativ afectatd, deoarece se inregistreaza valorile cele mai scazute ale glutationului

total. Astfel, chiar dacd acesti descendenti nu au primit decat lapte matern, fard suplimente
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alimentare, dar si fara dietd hipercalorica, obezitatea materna a compromis echilibrul redox.
Grupul 2 al descendentilor a fost afectat intr-o masura mai micd, sugerand astfel ca durata
administrarii unei diete grase la mame poate influenta statusul antioxidant al descendentilor
acestora, fapt dovedit de valorile glutationului total din aceste doud grupuri.

Prin compararea nivelurilor de activitati enzimatice SOD, GPx intre cele doua grupuri de
studiu femele, se observa ca dezechilibrele redox au fost mai accentuate la grupul 1 fata de
grupul 2. Dintre suplimentele alimentare, fructul de catina s-a dovedit a fi cel mai eficient
privind corectarea valorilor glutationului total si a superoxid dismutazei, iar uleiul de chimen a
crescut cel mai mult valorile GPx.

Rezultatele arata ca obezitatea este asociata cu o supraexprimare a stresului oxidativ
atat la mame, cit si la descendentii acestora, fiind astfel indicati administrarea unui
supliment cu antioxidanti pe perioada sarcinii, care si aducd un aport aditional de
nutrienti si care sa imbunatiteasca capacitatea nou-nascutilor de contracara dezechilibrele
redox.

Utilizarea celor trei suplimente a avut beneficii prin limitarea stresului oxidativ tisular, cu efecte
diferite in functie de tesut dupa cum urmeaza:

-uleiul de peste bogat in Omega 3 a redus peroxidarea lipidica in ficat si creier;

-uleiul de chimen a redus peroxidarea lipidica, dar a crescut si apararea antioxidantd in ficat;
-fructul de catind a redus peroxidarea lipidicd si a crescut apararea antioxidantd in doud tesuturi:
rinichi si pancreas.

In ceea ce priveste descendentii, asocierea uleiurilor de peste si respectiv de chimen la
dieta grasa a femelelor a corectat nivelurile crescute de peroxizi lipidici observate la lotul supus
continuu unei diete obezogene, fara tratament cu suplimente alimentare. La pui, apdrarea
antioxidanta, exprimata de valorile mai mari ale glutationului si ale tiolilor totali a fost crescuta
in pancreas si in inima, la indivizii rezultati din mame care au consumat fruct de catina. Uleiul de
chimen in dieta mamelor a determinat o crestere a tiolilor totali in ficatul descendentilor. Astfel,
uleiul de peste a avut efect hepato, neuro si pancreato-protector, in timp ce uleiul de chimen a
avut efect reno si cardio-protector. Deci prin administrarea unui supliment alimentar pe perioada
sarcinii si aldptarii, aceste valori au putut fi corectate, scdzand astfel riscul descendentilor de a

dezvolta obezitate sau rezistentd la insulind pe parcursul dezvoltarii ulterioare.
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Tn acest studiu, determinarea concomitenti a expresiei celor doui adipocitokine,
adiponectina si rezistina, implicate in controlul rezistentei la insulind din cadrul obezitétii, a
permis pentru prima oard o comparatie intre cele trei suplimente, a eficientei acestora, corelata,
in acelasi timp cu durata administrarii unei diete hipercalorice/hiperlipidice. Uleiul de peste si
fructul de catind au dovedit a fi cele mai eficiente remedii naturale Tn corectarea valorilor celor
doua adipocitokine.

Cel de-al treilea obiectiv a fost reprezentat analiza modificarilor histopatologice induse
de dieta hiperlipidica/hipercalorica si de administrarea celor trei suplimente alimentare.

In studiul nostru, dieta hipercalorici/hiperlipidica a determinat modificari histopatologice
n toate tesuturile studiate: ficat, rinichi, creier, pancreas, inima, splina. Durata dietei grase a avut
un impact pronuntat negativ la nivel tisular, dovada fiind modificarile histopatologice severe din
grupul 1, in timp ce, in grupul 2, unele modificari histopatologice, induse de dieta grasa, au putut
fi reversate. Spre exemplu, administrarea suplimentelor pe timpul sarcinii si alaptarii a ameliorat
aspectul histopatologic al ficatului, observandu-se o reversie de la hepatopatie medie la
hepatopatie minora. Dintre cele trei remedii, uleiul de peste a avut efectul antiinflamator
histopatologic cel mai pronuntat, pani la disparitia totali a inflamatiei. In loturile cu
suplimentele ulei peste si ulei chimen din grupul 2, s-a observat o reversie totala a modificarilor
histopatologice hepatice, obtindndu-se un aspect tisular normal. Administrarea fructului de catina
a mentinut aspectul de hepatopatie minora, dar a redus sindromul inflamator local tisular, astfel,
la examenul histopatologic s-a descris doar leucocitoza discreta.

Tn studiul nostru, descendentii din femele cu dieta grasa timp indelungat” , fira remediu
au avut modificari histopatologice hepatice, pancreatice, renale, cardiace si cerebrale severe,
comparativ cu modificarile minore ale descendentilor din femele cu dieta grasa timp scurt” .
Comparand cele 2 loturi, s-au observat: hepatopatie medie vs. hepatopatic minora, vacuolizari
citoplasmatice pancreatice vs. celule pancreatice integre, modificari degenerative renale vs.
celule renale integre, mici hemoragii cerebrale vs. tesut cerebral fara hemoragii si dilacerari ale

celulelor cardiace vs. celule cardiace integre. De asemenea, toate tesuturile analizate ale

* Dieta grasa timp de 10 saptamani inainte de sarcina si apoi si pe parcursul sarcinii si alaptarii.
*k . e A e oA oo . ..

Dieta standard timp de 10 saptdmani Tnainte de sarcind si apoi si pe parcursul sarcinii si
alaptarii.
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descendentilor din femele cu dieta grasa timp lung au avut un grad de inflamatie mai sever fata
de inflamatia modesta a descendentilor din femele cu dieta grasa timp scurt.

Comparand descendentii, In functie de suplimentul asociat dietei mamei, cei proveniti din
femele care au luat acizi grasi din uleiul de peste si din chimen au avut cele mai bune rezultate
histopatologice si biochimice hepatice si cerebrale. Pancreasul si rinichiul au avut un aspect
histopatologic imbunatatit si valori tisulare de stres oxidativ mai mici la lotul descendentilor din
femele tratate cu fruct de cétina.

La descendenti, cu toate ca ei nu au primit suplimente alimentare in mod direct direct,
fiind doar alaptati, exista variatii ale valorilor parametrilor stresului oxidativ tisular si sanguin,
care sunt in concordantad cu rezultatele histopatologice. Asocierea unui supliment cu efect
antioxidant si antiinflamator, ca cele din studiul nostru, amelioreza si poate preveni efectele
negative ale unei diete hipercalorice/hiperlipidice de pe timpul sarcinii si a alaptarii.

Cel din urma obiectiv al acestui studiu a avut in vedere evaluarea interrelatiei adipozitate
ectopica — rezistenta la insulina.

Grasimea ectopicd este prezentd intervisceral abdominal, perihepatic, pericardiac si
peripancreatic, ulterior cu ,invazie” interstitiald. De asemenea, grasimea ectopica poate fi
evidentiatd la nivel muscular. In mod normal, excesul de grisime trebuie depozitat in tesutul
adipos subcutanat. Excesul caloric favorizeaza formarea grasimii ectopice.

In studiul nostru, aspectul macroscopic si evaluarea greutitii grisimii interviscerale

abdominale evidentiaza o cantitate mai redusa de tesut adipos intraabdominala la lotul care a
primit fruct de catind din grupul 1 si la lotul cu ulei de peste din grupul 2.
Grasimea peripancreatica este cea mai abundenta la loturile gras din ambele grupuri. Aspectul
pancreasului este Tmbunatatit la loturile cu supliment fruct de cétina, volumul pancreatic fiind
mai mare, iar grasimea peripancreatica fiind discretd. Fructul de cétina a fost cel mai eficient in
protectia musculard, dovada fiind conservarea striatiilor musculare la examenul histopatologic si
hiperemia izolata.

Evaluarea comparativd a exprimarii proteinei Akt in loturile studiate sugereaza faptul ca
administrarea acestor suplimente alimentare au avut efecte benefice asupra imbunatatirii
raportului dintre proteina Akt fosforilatd si cea nefosforilata. Studiul nostru a demonstrat ca
uleiul de peste a crescut semnificativ proteina Akt fosforilata la nivelul ficatului, in timp ce

fructul de catina a actionat semnificativ la nivel renal. De asemenea, coreland aceste rezultate si
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cu aspectul histopatologic, aceste suplimente ar putea inhiba depozitarea lipidelor ectopice, prin

reglarea metabolismului lipidic si prin cresterea sensibilitatii la insulina pe calea proteinei Akt.

40



Bibliografie citata in rezumat:
Arabin, B., & Baschat, A. A. (2017). Pregnancy: An Underutilized Window of Opportunity to
Improve Long-term Maternal and Infant Health—An Appeal for Continuous Family Care and
Interdisciplinary Communication. Frontiers in Pediatrics, 5.
Beutler, E., Duron, O., & Kelly, B. M. (1963). Improved method for the determination of blood
glutathione. Journal of laboratory and Clinical Medicine, 61, 882-888.
Esterbauer, H., & Cheeseman, K. H. (1990). [42] Determination of aldehydic lipid peroxidation
products: Malonaldehyde and 4-hydroxynonenal. Methods in enzymology, 186, 407-421.
Gao, Z., Zhang, C., Jin, L., & Yao, W. (2014). Efficacy of Sea Buckthorn Therapy in Patients
with Nonalcoholic Fatty Liver Disease. Chinese Medicine, 5(4), 223.
Klaassen, C. D., & Amdur, M. O. (Eds.). (2013). Casarett and Doull's toxicology: the basic
science of poisons. New York: McGraw-Hill.
Militaru M., Ciobotaru E., Soare T., Stirbu-Teofanescu B., Nicolaescu M., Dinescu G., Militaru
D., Serdaru M., Constantinescu C., Savu C. (2008) - Microleziuni hepatice si musculare in
contextul modificarilor de profil metabolic la suinele abatorizate. Revista Romana de Medicina
Veterinard, vol. 18 (1), ISSN 1220- 3173, pp 51-70.
Robey, R. B., & Hay, N. (2009, February). Is Akt the “Warburg kinase”?—Akt-energy
metabolism interactions and oncogenesis. In Seminars in cancer biology (Vol. 19, No. 1, pp. 25-
31). Academic Press.
Shi, J., Wang, L., Lu, Y., Ji, Y., Wang, Y., Dong, K., & Sun, W. (2016). Protective effects of
seabuckthorn pulp and seed oils against radiation-induced acute intestinal injury. Journal of
Radiation Research.
Stupin, J. H., & Arabin, B. (2014). Overweight and Obesity before, during and after Pregnancy.
Geburtshilfe und Frauenheilkunde, 74(07), 639-645.
Wang, J., Zhang, W., Zhu, D., Zhu, X., Pang, X., & Qu, W. (2011). Hypolipidaemic and
hypoglycaemic effects of total flavonoids from seed residues of Hippophae rhamnoides L. in
mice fed a high fat diet. Journal of the Science of Food and Agriculture, 91(8), 1446-1451.

41



	INTRODUCERE
	MOTIVAȚIA ȘI OBIECTIVELE STUDIULUI
	MATERIALE ȘI METODE
	Animale de experiență. Schema studiului experimental
	Determinări biochimice
	Markeri de stres oxidativ evaluați la nivel tisular
	Determinarea MDA (malonildialdehidei) în omogenatele tisulare
	Determinarea tiolilor totali în omogenatele tisulare
	Determinarea glutationului total în omogenatele tisulare

	Markeri de stres oxidativ evaluați la nivel sistemic
	Determinarea superoxid dismutazei (SOD) în eritrocite
	Determinarea glutation peroxidazei (GPx) în eritrocite
	Determinarea glutationului total (GSH+GSSG) în sânge

	Markeri ai funcției adipocitare evaluați la nivel sistemic
	Determinarea adiponectinei serice
	Determinarea rezistinei serice

	2.4. Evaluarea parametrilor de biochimie clinică
	Examenul histopatologic
	Evaluarea grăsimii ectopice prin colorație Sudan

	Analiza statistică

	EFECTUL DIETEI HIPERCALORICĂ/ HIPERLIPIDICĂ ȘI A TRATAMENTULUI CU SUPLIMENTE ALIMENTARE ASUPRA DINAMICII PARAMETRILOR DE BIOCHIMIE CLINICĂ LA ȘOBOLANI CU OBEZITATE INDUSĂ EXPERIMENTAL
	Evoluția parametrilor de biochimie clinică la șobolanii femele

	EFECTUL DIETEI HIPERCALORICĂ/ HIPERLIPIDICĂ ȘI A TRATAMENTULUI CU SUPLIMENTE ALIMENTARE ASUPRA BIOMARKERILOR DE STRES OXIDATIV EXPRIMAȚI LA NIVEL SISTEMIC: SOD, GPX, GLUTATION TOTAL
	Analiza histopatologică a țesutului adipos perivisceral. Efectul dietei și tratamentului cu suplimente alimentare
	Examenul histopatologic al adipozității periviscerale

	Efectul dietei și tratamentului cu suplimente alimentare asupra expresiei proteinei pAkt fosforilate la nivelul țesutului   muscular
	Efectul tratamentului cu suplimente alimentare asupra expresiei proteinei Akt fosforilate - pAkt în țesutul cardiac, hepatic și renal

	CONCLUZII

