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INTRODUCERE

Traim intr-o perioadda de schimbari majore universale, pe diferite planuri ale stilului de
viatd. De la munca fizica si miscare in aer liber, astazi sub influenta socio-economicd recent
agravata de criza sanitarda COVID 19, societatea preseazd crearea si transformarea instruirii
formale si non formale, a reuniunilor si locurilor de munca in format digital, sedentar. Alimentatia
s-a procesat, cu condensarea caloriilor, diminuarea cantittii de vitamine si oligoelemente. Stresul
trait astdzi, determind comportamente adaptative tot mai frecvent intalnite. Toate acestea au un
impact direct pe noua normalitate biologica: supraponderabilitate, obezitate ce determind
morbiditate crescuta cu preponderenta inflamatorie si autoimuna.

Astfel, obezitatea afecteaza in mod alarmant copildria si tineretea timpurie cu prognostic
predefinit, in lipsa unor masuri preventive. Aproximativ jumadtate din populatia lumii este
supraponderald si obeza iar tara noastra ocupa locul 2 in Europa la obezitate infantila.

Tulburarile metabolice si endocrine multiple date de actiunea adipokinelor produse de
tesutul adipos perivisceral, inca de timpuriu, produc deteriorari progresive ale proceselor biologice
la nivel molecular si nanometric ce rdman dificil de cuantificat. Obezitatea timpurie si adulta
determinad persistenta statusului prooxidant printr-un cerc vicios: statusul prooxidant si
proinflamator are rasunet molecular somatic, determind tulburari endocrine, boli cardiovasculare
cu risc crescut de evenimente, boli metabolice, renale, hepatice cu inmultirea patologiei
inflamatorii cronice, s.a.

Cunoasterea actuald privind cresterea nivelului hormonilor de stres si a statusului
prooxidant ce produc deteriorarea progresiva a organelor interne, intricat cu activitatea perturbata
a sistemului imun au in centru secretia anormal de mare a cortizolului, in incercarea de adaptare a
organismului la mediul intern si extern perturbat.

Glucocorticoizii utilizati cronic stau la baza unor protocoale de tratament eficient (boli
alergice, inflamatorii, autoimune, neoplaziile hematologice, evitarea rejetului dupa transplantul de
organe) determinand efecte secundare nedorite pe termen lung in doze crescute ceea ce reprezinta
o preocupare recunoscutd de lumea medicala astazi. De fapt o mare parte dintre pacientii ce au
nevoie de terapie glucocorticoida pe termen lung fac parte din categoria supraponderalilor si

obezilor, chiar tulburarile date de obezitate fiind cauza bolii ce necesita tratament cortizolic.



Medicina eumetabolica are preocupari actuale de a utiliza elementele nutritionale cele mai
compatibile cu metabolismul personal pentru a favoriza reversibilitatea sau/si preventia aparitiei
tulburarilor metabolice actuale.

Conceptul cercetarii pe model animal a fost facut cu scopul de a obtine date utile pentru
populatia obeza in cele douad ipostaze diferite: in adolescentd/prima tinerete privind suplimentele
sau asocierea lor ce pot reversa efectele adverse ale stilului actual de viata ,,obezogen” iar mai
tarziu la varsta adultd identificarea acelor suplimente nutritive ce se pot utiliza asociat
tratamentului cu presnison pentru a preveni sau incetini aparitia efectelor adverse.

Teza este structuratd in doua parti importante ce insumeaza 8 capitole pe parcursul a 222

pagini iar bibliografia cuprinde 232 referinte, 58 tabele si 104 figuri.

PARTEA GERNERALA

1. NANOMEDICINA

Majoritatea bolilor cronice apar din cauza unor alterari progresive ale proceselor biologice
la nivel molecular si nanometric celular ca urmare a mutatiilor genice, alterari proteice, infectii
cauzate de diferite virusuri sau bacterii ce conduc la anomalii, implicAnd organe apoi intregul
organism. Utilizarea nanomaterialelor pentru administrarea de medicamente poate reduce la
minimum efectele adverse prin prevenirea absorbtiei nespecifica a agentilor terapeutici in tesuturi
sanatoase (Alexis et al., 2008). Farmacocinetica medicamentului inclus in nanoparticule
interactioneaza cu matricea polimerului prin interactiuni hidrofob-hidrofile, interactiuni ionice,
forte van der Waals, efect steric si altele. Substanta chimica si interactiunile fizice joaca un rol
fundamental in degradarea si difuziunea componentelor de antioxidant inglobat (Dillen et al.,
2004). Eficienta medicamentelor hidrofobe este cuprinsa intre 80 si 95%, iar pentru medicamente
hidrofile de la 30 la 70% (Astete, 2010). Nanoparticulele acid poli lactic-co glicolic (PLGA)
sunt polimeri artificiali biodegradabili care servesc ca sisteme avansate de livrare a
medicamentului. S-a aratat cd PLGA modificate activeazd endocitoza mediatd de receptor prin
adaugarea de surfactant de suprafatd si/sau conjugare cu ligand, care imbunatdteste furnizarea

medicamentului prin bariera hemato-encefalica si hemato-oculara la o concentratie nemaiintalnita



pand la momentul actual de 16%(Jingyan Li and Sabliov Cristina, 2013), (Ahmed and Aljaeid,
2017).

2. MODIFICARI FIZIOPATOLOGICE N OBEZITATE
Obezitatea metabolica cu greutate normala este considerata ca statusul in care procentul de
grasime al corpului este crescut la indivizi cu IMC normal (Lorenzo et al., 2006). La adultii de
varstd intre 20 si 79.9 ani, analiza impedantei bioelectrice stabileste procentul de grasime al
organismului. Valori sub 25% la barbati si sub 30% la femei definesc continutul normal de
grasime la un metabolism corect (Romero-Corral et al., 2008). Iar obezii si supraponderalii cu un
profil metabolic incadrat in normal au totusi valori mai ridicate a glicemiei si profilului lipidic, la

limita de sus a normalului (Pataky Z et all, 2010).

Principalul mecanism al obezitatii il reprezintd mentinerea indelungata a unui dezechilibru intre
aportul nutritiv excesiv si cheltuielile energetice reduse, cu mentinerea unui status de activare
permanentd a axului hipotalamo-hipofizar ce determina hiperfagie cu dorinta de alimente
hipercalorice cu index glicemic crescut cu un status proinflamator ce stimuleaza secretia
suprarenaliand (Rossum, 2017) si dereglarea balantei adipokinelor(O’Carroll et al., 2013), (Gao
et al., 2014), (Pereira and Alvarez-Leite, 2014). Complicatiile determinate de obezitate determina

tulburdri 1n intregul organism dar cu precadere cardiovascular, metabolic, renal i imun

3. GLUCOCORTICOIZII

Cortizolul este cheia reglarii homeostaziei intregului organism pentru realizarea proceselor
metabolice sau circulatorii desi nu este direct responsabil pentru initierea acestora (Mohora, M.,
2019). Cortizolul ofera capacitatea de a rezista la schimbarile de mediu si la invazia substantelor
non-self. Secretia acestuia respectad ritmul circadian al cortisolemiei determinat de ritmul
pulsatil si amplitudinea secretieci de ACTH/CRH sub coordonarea sistemlui nervos central,
catecolaminele pot creste secretia acestuia(Zelena D. et all, 2015). Raspunsul la stres apare in
citeva minute prin intermediul SNC cu eliberarea de CRH si ACTH si cresterea
cortizolului zilnic, ce adapteazd astfel organismul la stresul acut. Ca raspuns al organismului la
stres mental, cortisolul se elibereaza mai lent decat catecolaminele dar are implicatii mai profunde
in metabolism (Mohora, M., 2019). Pe altd parte adminstrarea dozelor mari de GC si in

sindromul Cushing anuleaza raspunsul cortizolic la stres (Poiana C. et Fica S., 2015). De



altfel efectele negative ale stresului incep sa-si faca aparitia atunci cand secretia crescutd de
cortizol este una constantd, transformand un sistem de aparare intr-o afectiune cronica ce se poate

exprima atat fizic cat si psihic (Van der Valk et al., 2018).

Cortizolul natural are un T1/2=1.5-2 h. Pe cand formulele galenice au timp de actiune si de
injumatatire mult prelungit (Hidrocortizonul 8-12H, Prednisonul 12-16H Dexametazona 20-36H).
Hormonii steroizi sunt hormoni liposolubili ce mediaza aproape toate actiunile la nivelul
tesuturilor {intd prin modularea transcriptiei genice(Guyton A.C. and Hall J. E., 2006), prin
intermediul celor 4 tipuri de receptori membranari, citosolici si nucleari (Buttgereit et al., 2004).
Glucocorticoidul natural si sintetic represeaza sinteza unor proteine cheie care accentueaza
procesele inflamatorii, ex. interleukina-1, si stimuleaza sinteza altor proteine care au rol
antiinflamator, ex. lipocortina care inhiba generarea eicosanoizilor proinflamatori (Mohora, M.,

2019).

Corticoterapia a revolutionat tratamentul bolilor alergice de imunitate, rejetul de organ
transplantat, numeroase afectiuni dermatologice, respiratorii, digestive, oculare, astizi fiind
utilizate In toate domeniile terapeutice (Chast, 2013). Peste 1-2% din populatia lumii primesc
tratament cronic cortizonic. Dintre acestia peste 70% experimenteazd efecte secundare, care sunt

multiple (Morgan et al., 2014).

Cortizol si obezitate: La obezi in plus fata de productia interna de cortizol in timp apar
unele modificari de clerence ce pot fi la nivelul enzimelor implicate Tn metabolismul hormonal
steroidian (11Bhidroxisteroid dehidrogenaze, Sa si SPreductazele, CYP 3A4), acizilor biliari sau
steatozei hepatice insotitoare (Rossum, 2017). Administrarea glucocorticoizilor prelungita in doze
mari induce efecte secundare ca: aparitia cataractei subcapsulare posterioare, uveitei, cresterea
presiunii intraoculare, retinopatie centralda seroasa accelerand procesele oxidative la nivelul

receptorului oftalmic (Miloslavsky et al., 2017).

4. SUPLIMENTELE NUTRITIVE UTILIZATE
Capacitatea totala antioxidanta (CAT) este masura cantitdtii de radicali liberi epuizati

de o solutie de testare, fiind utilizata pentru a evalua capacitatea antioxidanta a probelor biologice.
Vitamina E Antioxidantii si vitaminele sunt fundamentale pentru sdndtatea umana. Se

cunosc: sapte tocoferoli {a-, B-, y-, 6-, - ,C- ({1, { 2) sin- tocoferol} si patru tocotrienoli (a-, B-, -



, 0-, tocotrienol) (Sen et al., 2006) disponibile n alimentatie. In formulele galenice se utilizeaza
vitamina E acetat cu stabilitate mai buna. Administrarea preparatelor sub forma de nanoparticule
PLGA a vitamina E a dus la eliminarea unor inconvenientelor cu eliberarea vitaminei E sub forma
de ,,explozie”, urmatd de difuzia ei omogena in organismul gazda (Traber et al., 2017).

Necesarul zilnic de vitamina E este diferit in functie de cantitatea de AG nesaturati
ingerati, fiind stabilit la 10-30 mg/zi pentru un adult, iar necesarul nou-nascutului fiind de 4
mg/zi si 18.7 mg/zi pentru femeia care alapteaza (Astete, 2010).

Rolul antioxidant al tocoferolilor este puternic, actionand atat la nivelul membranei
celulare cat si la nivelul lipoproteinelor plasmatice. Tocoferolii protejeaza diversi compusi
biologici activi ca lipide, AG polinesaturati, hormoni hipofizari, hormoni suprarenalieni,
vitamina A, carotenoizi, biotini si altele (Mitrea N, 2008). In mentinerea integrititii membranelor,
a-tocoferolul participd la formarea si stabilizarea componentei fosfolipidice a membranei(lonica
E and Costache M, 2014).

Tocoferolul Tmpiedica oxidarea LDL colesterolului implicat in dezvoltarea de boli
cardiovasculare (Trpkovic A. et all, 2015). Vitamina E scade inflamatia renala, elimind stresul
oxidativ, ajuta la transportul de nutrienti catre rinichi si scade riscul de stenoza de arterd renala.
Alfa tocoferolul ca antioxidant major prezent in lipoproteinele umane joaca un rol recunoscut ca
marker in boala cardiaca ischemica cu efect protector ateroslerotic pentru leziunile produse de
varsta (Catalgol and Ozer, 2012). Vitamina E, ca vitamina antioxidanta poate fi implicata in efectul
benefic protector pe cataracta diabetica (Yoshida et al., 2004).

Luteina(L) este o substanta de origine naturala intre cele 600 descoperite la momentul
actual din clasa carotenoizilor, (pigmenti din plante), fiind cea mai polara din aceasta clasa, produs
al fotosintezei. Impreuna cu zeaxantina(Z), mezozeaxantina astaxantina i cantaxantina (Giordano
E. and Quadro L, 2018) grupul xantinelor apartinind unui grup de derivati oxigenati ai
carotenoidelor (Vachali et al., 2014).

Doza zilnicd nu a fost clar stabilitd ingestia zilnica fiind diferitd: americanii adulti consuma
in medie 1-2 mg/zi, iar la africani este de 3 mg/zi (Mares-Perlman J. A. et all, 2002). Pentru uz
uman peste 6 mg/zi ofera efecte de imbunatatire a sanatatii, doza zilnica terapeutica fiind pana la

20-40mg/zi. Timpul de Injumatatire t1/2 al luteinei este de 10-14 zile.



Concentratia 1n diferite tesuturi este proportionald cu activitatea fiziologica specifica, astfel
la nivelul retinei concentratia luteind/zexantind este de 40 de ori mai mare decat in creier(Connor
et al., 2007). Ochiul uman este protejat de lumina albastru-violet de ,,vitamina ochiului” datorita
proprietatilor antioxidante puternice prin legaturile nesaturate multiple cu capacitatea de a absoarbi
undele de lumina cu energie inalta in albastru-violet (Vachali et al., 2014). Cataracta subcapsulara
posterioara este o afectiune inflamatorie a segmentului anterior ocular ce consta in aparitia unor
opacitati ce ocupa regiunea polara posterioara a cortexului cristalinian chiar in capsula posterioara
(Schaal and Kaplan, 2008) Acesta poate apare in mai multe situatii: tratamentul steriodian cronic,
la varsta inaintatd, inflamatii intraoculare, radiatii ionizante, diabet, miopie forte, retinita
pigmentoasd(Tuzcu M. et all, 2017). Suplimentarea luteinicd a ameliorat important cresterea
nivelului factorului de crestere endoteliala vasculara (VEGF), oxid sintaza inductibila (iNOS),
factorul nuclear-kappa B (NF-kB) si molecula de adeziune intercelulara-1 (ICAM), a scazut
expresia factorului nuclear de transcriere 2 eritroid (Nrf2) si hem oxigenazei proteica genicd 1
(HO-1) determinatd de HFD din tesuturile retiniene la soareci (Tuzcu M. et all, 2017). Luteina are
un rol in protectia Tmpotriva diabetului de tip 2 si a bolilor cardiovasculare (Scanlon, 2011).
Degradarea proteinelor functionale ca rodopsina si sinaptofizind, epuizarea factorului neurotrofic
cerebral si afectarea ADN-ului sunt prevenite de luteina (Watson and Preedy, 2015).

Acizii Grasi Omega3

Raportul normal AG w6/ AG ®3 ca aport alimentar ar fi 1:1, dar s-a constat ca in zilele
noastre aportul este ajunge pana la 20/1 in zonele super industrializate si 4:1 in zona peri-japoneza.
Consumul regulat de nuci, seminte oleaginoase, peste gras si alge marine pot imbundtdti acest
raport de ingestie al PUFA. Grasimile din nuci si seminte oleaginoase sunt reprezentate de AG
nesaturati ce sunt acompaniati de antioxidanti si alte substante necesare metabolizarii
lor(Radulescu E, 2015). Arahidele sunt o sursd excelenta de compusi precum resveratrol, acizi
fenolici, flavonoizi si fitosteroli care blocheaza absorbtia colesterolului din dieta. Este, de asemeni,
o sursd bund de Co-enzimd Q10 contin toti cei 20 de aminoacizi cu cea mai mare cantitate de
arginind (Arya et al., 2016). Nucile combat stresul oxidativ si inflamatia prin scaderea peroxidarii
lipidelor in vivo si reducerea productiei de radical oxid nitric liber si citokind pro-inflamatorie

TNF-a in vitro (Carey et al., 2012).



In uleiul de peste tipic EPA si DHA au un procent de 30%, fiind cunoscut ca avand rolul
de a normaliza trigliceridele, colesterolul si HTA. Comparand administrarea de EPA cu statina
scaderea trigliceridelor a fost uniforma insotitd de o crestere modesta de HDL (Giannouris TL.,

2020).

PARTEA SPECIALA
5. IPOTEZE DE LUCRU SI OBIECTIVE GENERALE

Date introductive
Medicamentele cu glucocorticoizi au puternic efect antiinflamator si sunt administrate
frecvent 1n tratamentul afectiunilor autoimune. Utilizarea acestora pe termen lung prezinta
multiple efecte adverse: crestere in greutate, hiperinsulinemie sau/si insulinorezistenta, toleranta
scazutd la glucoza sau/si diabet zaharat, dislipidemie, HTA, steatoza hepatica, cataracta, infectii
repetate etc. Acizii grasi ®-3,Vitamina E si Luteina, avand rol antioxidant si antiinflamator ar putea
incetini/preveni aparitia efectelor adverse endocrine, metabolice si tisulare induse de administrarea
prelungita de corticosteroizi sistemici.
Teza se bazeaza pe douad studii experimentale pe sobolani atent alesi de aceeasi varsta (3 luni

respectiv 1 an) aceeasi condescendenta in ambele studii.

Studiul pilot:

a fost efectuat pe sobolani Wistar, masculi, tineri, tinuti fie pe dieta standard, fie pe dieta

obezogena;

- si-a propus sd evidentieze efectele dismetabolice si lezante (procesele inflamatorii si de
stres oxidativ) tisulare ale dietei obezogene;

- a urmadrit efectul sistemic si tisular al vitaminei E, administrate prin gavaj, sub forma de
nanoparticule PLGA, asociate fiecarui tip de dieta;

- a urmdrit efectul sistemic si tisular al acizilor grasi omega-3 (AG ®-3)administrati prin
gavaj, asociati fiecarui tip de dietd;

- si-a propus sa demonstreze efectul sinergic, benefic al combinadrii celor doua suplimente,

AG omega-3 si vitamina E sub forma de nanoparticule PLGA.



Studiul propriu-zis:
e a fost efectuat pe sobolani Wistar, masculi, in varstd de 1 an, care in paralel cu dieta

obezogena au primit Prednison prin gavaj;

e s-a urmarit efectul protectiv, benefic tisular al suplimentelor cu vitamina E (fie forma
sintetica, sub forma de gelule, fie forma incarcata pe nanoparticule PLGA-diverse doze),
de ameliorare a reactiilor adverse metabolice ale glucocorticoizilor;

e a urmadrit efectul protectiv, benefic atat ocular cat si sistemic al luteinei Incarcatd pe
nanoparticule PLGA, de contracarare a reactiilor adverse ale glucocorticoizilor;

e a urmdrit efectul protectiv, benefic metabolic al nucilor, ca sursa naturald de acizi grasi
polinesaturati, combinati cu vitamina E la animalele aflate pe dieta obezogena

Fiecare studiu a cuprins:

e determindri biologice sangvine, vizand diversi parametrii metabolici;

e determindri histopatologice, coloratie hematoxilind-eozina, pe diverse tesuturi

e determinari de imunohistochimie, care evidentiaza procesul inflamator sau lipidoza tisulara

e determinari de stres oxidativ, fie sistemic, fie tisular

La final, coroborarea rezultatelor obtinute au ajutat la validarea concluziilor.
Suplimentele testate in aceasta teza au fost diverse:
1. vitamina E sub diverse forme (sinteticd/gelule sau sub forma de nanoparticule PLGA,
diverse doze)
2. acizii grasi omega-3 (AG ®-3)
3. luteina sub forma de nanoparticule PLGA
4. nucile, ca sursa naturald de acizi grasi
Tesuturile analizate histopatologic si imunohistochimic au fost numeroase: cord, rinichi, splina,

pancreas, ficat, muschi scheletic ochi

6.MATERIALE SI METODE



6.1. Preambul
Studiul experimental de cercetare teoretico-fundamental a fost efectuat in cadrul Biobazei
Facultatii de Medicina din cadrul Universitdtii de Medicina si Farmacie ,,Carol Davila’’ din Bucuresti

cu avizul comisiei de etica. (Aviz nr. 134/ 08.08.2017, Anexa 2).

6.2. Organizarea studiului pilot

Studiul pilot a avut ca scop evaluarea potentialului eficacitétii acizilor grasi nesaturati
omega 3 sub forma de ulei Lysi, a vitaminei E sub forma de nanoparticule si asocierea lor in
preventia efectelor metabolice si tisulare la sobolani Wistar tineri, hraniti cu o dietd hiperlipidica
hipercalorica comparativ cu o dieta standard.

Studiul a fost desfasurat pe 40 de sobolani Wistar masculi tineri, cu varsta de 3 luni, la
Biobaza Facultatii de Medicina din cadrul Universitatii de Medicina si Farmacie "Carol Davila"
din Bucuresti. Au fost respectate conditiile de habitat standard.

Animalele au fost distribuite in 2 grupuri a cate 20 de sobolani fiecare: un grup standard,
care a primit dieta standard (3.5 kcal/g/z1) si un grup cu dietd obezogena hipercalorica/hiperlipidica
(5.15 keal/g/zi).

Timp de 4 saptamani sobolanii au primit dietd diferitd, apoi timp de 3 saptamani li s-au
administrat diferite suplimente nutritive prin gavaj.

e 10 sobolani Wistar: cu vitamina E sub formd de nanoparticule(l mg/kge) ( 5 cu dieta
standard, 5 cu dieta hiperlipidica hipercalorica)
e 10 sobolani Wistar- ulei de peste Lysi (1 ml/kgc) (5 cu dietda standard, 5 cu dieta
hiperlipidica hipercalorica)
e 10 sobolani Wistar —vitamina E sub forma de nanoparticule (1 mg/kgc) + ulei Lysi (1
ml/kge) (5 cu dieta standard, 5 cu dietd hiperlipidica, hipercalorica)
e 10 sobolani Wistar — fard supliment nutritiv (5 cu dietd standard, 5 cu dieta hiperlipidica
hipercalorica).
Sacrificarea s-a realizat prin decapitare (dislocare cervicald) sub anestezie cu ketalar 50
mg/kg corp intramuscular, apoi s-au prelevat probe sangvine(pentru hemograma, teste biochimice:
glicemie, colesterol, proteine totale, trigliceride, transaminaze, creatinind, uree si fosfataza

alcalina, vitamina E plasmatica).



Organele interne au fost recoltate, s-au determinat markeri de stres oxidativ tisular pe
homogenate, restul au fost depozitate in solutie de formol 10%, in vederea examindrii

histopatologice si/sau imunohistochimice.

6.3. Organizarea studiului propriu-zis

Etapa a doua a, de studiu propriu-zis a avut ca scop evaluarea eficientei unor suplimente
nutritive In prevenirea efectelor secundare determinate de administrarea de glucocorticoid sistemic
(prednison), la sobolani Wistar masculi hraniti cu o dietd standard versus o dieta hiperlipidica
hipercalorica.

S-au comparat efectele protective ale vitaminei E sub forma de nanoparticule cu cele
obtinute in urma administrdrii de vitamina E din gelule gelatinoase sau nuci pentru aparitia
efectelor adverse determinate de dieta hipercalorica asociatd cu prednison. De asemenea,
administrarea luteinei (cu rol cunoscut protector asupra modificarilor oculare determinata de
varstd) a fost administratd sub formd de nanoparticule pentru evaluarea raspunsului terapeutic
protector in special pe ochi si eventual pe alte efecte adverse induse de glucocorticosteroizi
sistemici 1n tratament cronic asociat dietei obezogene.

Studiul a fost desfasurat pe 70 sobolani Wistar masculi, cu varsta de 10-12 luni, la Biobaza
mentionata anterior.

S-au respectat conditiile de habitat standard, mentionate la studiul pilot.

Sobolanii au fost randomizati in 2 grupuri de sobolani fiecare: un grup de 30 de exemplare,
care au primit dietd standard (30 g/zi cu 3.5 kcal/g, 105 kcal/animal) si un grup de 40 de sobolani
la care pe langa dieta standard, s-a addugat o dieta hiperlipidica/ hipercaloricd/ hiperglucidica (5.15
kcal/g prin addugarea a 4 g ciocolata albd, 8 g unt 80% grasime, 170 kcal/).

In acelasi timp cu dieta, s-au administrat prin gavaj: prednison (0.8 ml/zi, adicd 0.4 mg/zi,
echivalentul a 1 mg/kgc la un sobolan de aproximativ 400 g) si diferite suplimente nutritive timp
de 6 saptamani, dupa cum urmeaza:

e 10 sobolani: grupul martor = nicio interventie (5 cu dietd standard, 5 cu dieta hiperlipidica
hipercalorica)
e 10 sobolani: prednison 1 mg/kgc/zi (5 cu dietda standard, 5 cu dietd hiperlipidica

hipercaloricd)



e 10 sobolani:prednison 1 mg/kgc/zi + nanoparticule incarcate cu vitamina E (1 mg/kgc/zi)
(5 cu dieta standard, 5 cu dieta hiperlipidica hipercalorica)

e 10 sobolani: prednison 1 mg/kge/zi + vitamina E 1 mg/kgc(din gelule) (5 cu dieta standard,
5 cu dieta hiperlipidica hipercaloricd)

e 5 sobolani: prednison 1 mg/kgc/zi + nanoparticule incarcate cu vitamina E doza dubla (2
ml/zi) (cu dieta hiperlipidicd/hipercalorica/ hiperglucidica)

e 10 sobolani:prednison 1 mg/kge/zi + alune/nuci (5 cu dietd standard, 5 cu dieta
hiperlipidica hipercalorica)

e 10 sobolani: doar alune/nuci (5 cu dietd standard, 5 cu dieta hiperlipidicd hipercalorica)

e 5 sobolani: prednison 1 mg/kge/zi + luteina (Img/kge) (cu dieta hiperlipidica
hipercalorica).

Cele doud grupuri care au primit arahide(nuci) 15 g/subiect, in plus 85 kcal/zi in total 360

kcal/exemplar.

S-a masurat greutatea animalelor la inceputul si la sfarsitul interventei. Inainte de sacrificare,
sobolanii au fost de asemeni analgosedati cu ketamind (50 mg/kgc) si au fost examinati clinic si
oftalmologic. Analgosedarea a avut rolul de a proteja animalele de stres si a oferit confort
examinatorului.

Sacrificarea s-a realizat ca si in studiul pilot, s-au prelevat probe sangvine(pentru hemograma,
teste biochimice: glicemie, colesterol, proteine totale, trigliceride, transaminaze, uree, cystatin C
si fosfataza alcalina, capacitatea antioxidanta totald, vitamina E plasmatica, cortizol plasmatic,
markeri de stres oxidativ plasmatic) plus organele interne (cordul, aorta, muschi scheletic si
rinichiul) au fost recoltate pentru a fi examinate histopatologic si imunohistochimic. La fiecare
exemplar s-a urmarit identificarea leziunilor prezente la nivelul cordului, muschiului scheletic si

rinichilor.

6.4. Metodele de lucru

6.4.1. Metode pentru determinarea valorilor biologice sangvine

Pentru determinarile biochimice din sangele prelevat s homogenatele preparate din organe
s-au folosit metode standardizate spectofotometrice pentru evaluare. Probele de sange au fost

centrifugate la 3 000 de rpm timp de 5 min. Serul astfel obtinut a fost utilizat pentru evaluarea



parametrilor metabolici. Au fost determinati urmatorii parametrici serici: cortizolul, vitamina E,
glicemia, hemoleucograma, hemoglobina glicozilata, aspartat-aminotransferaza,
alaninaminotransferaza, fosfataza alcalina, trigliceride serice, colesterol total, HDL- colesterol,
albumina, proteine totale, acid uric, uree, sodiu, capacitate antioxidanta totald. Determinarea
cortizolului, a vitaminei E si a capacitdtii antioxidante totale s-a realizat prin metoda ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay, test imunosorbent legat de enzima).

Examinarea histologica si imunohistochimica a tesuturilor

Principiul tehnicii histopatologice presupune transformarea unui prelevat dintr-un organ
sau tesut dintr-o masa tisulard opaca, intr-un preparat fin, translucid, ce permite vizualizarea
microscopica a detaliilor structurale tisulare si celulare.

Anticorpul, CD8a s-a utilizat pentru a studia prezenta elementelor de infiltrat inflamator

tisular iar anticorpul TYP 47 a fost utilizat pentru a studia sinteza picaturilor neutre de grasime.

7. STUDIUL PILOT

7.1. Introducere la studiul pilot

Stilul de viata modern se caracterizeaza prin sedentarism si exces caloric. Schimbarea stilului
de viata, prin practicarea sportului si adoptarea dietei mediteraniene reprezinta principalele metode
de prevenire ale complicatiilor din obezitate. Se pune intrebarea daca pe langa aceastd abordare,
administrarea unor suplimente poate aduce beneficii?

La ora actuald exista dovezi stiintifice atat pentru acizii grasi omega-3, cét si pentru vitamina
E, care administrate sub forma de suplimente, la subiectii obezi, aduc beneficii pentru sdnatate.

Astfel, vitamina E:
- are efect dovedit antioxidant, antidislipidemic, antiinflamator;
- are forme diferite de administrare orala, fie sub forma de gelule, fie sub forma de nanoparticule
PLGA; administrarea sub formad de nanoparticule necesitd doze mai mici pentru acelasi efect ca
cea din gelule, are efect restant, are tropism tisular hepatic si splenic;
- nu are efecte toxice.
De asemenea, acizii grasi omega-3(AG o-3):

- au efecte antidislipidemice, antiinflamatorii si antioxidante;



Ipoteza de lucru a studiului pilot
In acest studiu pilot se pune Intrebarea dacd prin combinarea celor doua suplimente descrise,
Vitamina E sub forma de nanoparticule PLGA, AG-®3 si asocierea lor unei diete obezogene, se

pot obtine efecte sinergice, de prevenire a efectelor dismetabolice.

Obiective specifice ale studiului pilot:

1.Compararea efectelor metabolice si tisulare determinate de dieta obezogend versus dieta standard
2.Evaluarea potentialului efect benefic al AG ®-3, administrati oral, sub forma de ulei de peste,
Lysi, asociat dietei obezogene

3.Evaluarea potentialului efect benefic al vitaminei E sub forma de nanoparticule PLGA asociatd
alimentatiei obezogene

4.Evaluarea unui posibil efect sinergic benefic, al combinatiei celor doud suplimente nutritive
asociate dietei obezogene

7.2. Materiale si metoda studiul pilot

administrare suplimente nutritive pe animalele ce au
primit initial dieta obezogena 4 saptamani apoi
suplimente nutritive timp de 3 saptamani

20 aprilie 10 mai 2016

18 mai

randomizare
grupuri
debut dieta
experiment

procesare
date
prezentare

Pentru studiu pilot au fost utilizati cei 40 de sobolani Wistar masculi tineri, cu varsta de 3
luni, crescuti in conditii de habitat/dieta standard.

Acesti sobolani au fost randomizati In 2 grupuri egale si timp de 7 sdptamani au primit, fie
dieta standard (3.5 kcal/g), constituind grupul standard, fie dieta hipercalorica/hiperlipidica (5.15
kcal/g, prin addugarea a 4 g ciocolata alba, 8 g unt 80% grasime, zilnic, excesul caloric fiind de

170kcal/animal/zi), constituind grupul pe dietd obezogena. Cu 3 sdptamani Tnainte de sacrificare,



in fiecare grup, la dietd s-au asociat diverse suplimente nutritive prin gavaj. Astfel grupurile au
fost subampartite In grupuri, fiecare a 5 sobolani:

Grupul standard

- grupul S nu a primit nici un supliment asociat dietei

- grupul SN a primit vitamina E sub forma nanoparticule PLGA (1 mg/kgc)

- grupul U a primit AG-3 sub forma de ulei de peste, Lysi (1 ml/kgc)

- grupul T a primit atdt AG-3 sub forma de ulei de peste Lysi (1 ml/kgc) cat si vitamina E
sub forma nanoparticule PLGA (1 mg/kgc)

Grupul pe dieta obezogena

- grupul O nu a primit nici un supliment asociat dietei

- grupul ON a primit vitamina E sub forma nanoparticule PLGA (1 mg/kgc)

- grupul L a primit AG-3 sub forma de ulei de peste, Lysi (1 ml/kgc)

-grupul M a primit atdt AG-3 sub forma de ulei de peste Lysi (1 ml/kgc) cat si vitamina E
sub forma nanoparticule PLGA (1 mg/kgc)

Sobolanii Wistar au fost analgosedati cu ketamind, intramuscular(50 mg/kgc) si apoi au
fost cantariti.

Sacrificarea s-a realizat prin decapitare (dislocare cervicald) cu prelevare de sange
carotidian pentru teste biochimice. Parametrii biochimici determinati au fost: glicemia,
colesterolemia, trigliceridemia, proteinemia totala, activitatea transaminazelor, activitatea GGT,
creatininemia, ureea sericd si cystatina C serica.

Organele interne au fost recoltate si au avut dubla destinatie. O parte a fost depozitatd n
solutie de formol 10%, in vederea examinarii histopatologice si imunohistologice si o parte a fost
utilizata pentru determinarea valorilor de stres oxidativ intratisular(homogenate), adica valoarea
tiolilor totali tisulari (marker antioxidant) versus valoarea malondialdehidei tisulare (marker de

stres oxidativ).

7.4. Concluziile studiului pilot
Sobolanii Wistar, masculi, tineri, in varsta de 3 luni, hraniti cu dietd obezogena, timp de 7
sdptamani versus cei cu dietd standard: au luat mai mult ingreutate, au devenit dislipidemici, au

dezvoltat leziuni tisulare hepatice, splenice, renale si pancreatice, au exprimat mai mult marker



CD 8a,un marker limfocitar, de inflamatie si mai multd perilipind 3, marker de incdrcare grasa
celulard, au avut stres oxidativ tisular crescut.

La sobolanii la care s-a mentinut dieta obezogena, asocierea unor suplimente, timp de trei
saptamani, fie sub forma de AG -3, fie sub forma de vitamina E incorporatda in nanoparticule

PLGA, sau ambele, a relevat ca:

e AG ®-3 administrati ca supliment unic sau asociati nanoparticulelor PLGA incarcate cu
vitamina E au prevenit cresterea greutdtii corporale
e Vitamina E administratd sub forma de nanoparticule PLGA si/ sau AG ®-3 nu au avut
influenta asupra glicemiei a jeun si nici asupra activitatii transaminazelor
e Fiecare dintre suplimente, fie vitamina E administratd sub forma de nanoparticule PLGA,
fie AG -3 sau asocierea lor au prevenit aparitia profilului dislipidemic
e Atat vitamina E administrata sub forma de nanoparticule PLGA cat si AG ®-3, sau ambele
au protejat ficatul, splina, rinichiul si pancreasul exocrin de efectele lezante celulare ale
dietei obezogene pe acestea.
e Vitamina E administrata sub forma de nanoparticule PLGA a prevenit cresterea stresului
oxidativ tisular determinat de dieta obezogena, contracarand peroxidarea lipidica renald si
cardiaca si crescand apararea antioxidanta tisulara
e Vitamina E administratd sub forma de nanoparticule PLGA a fost eficientd, pe celula
cardiacad si renald, reducand inflamatia si incarcarea grasa celulara
Asocierea celor 2 suplimente, vitamina E administratd sub forma de nanoparticule PLGA
si AG o-3, a demonstrat efectele benefice, sinergice ale acestora. Pe de o parte, vitamina E
administratd sub forma de nanoparticule PLGA a protejat cu predilectie tesuturile de efectele
lezante tisulare ale dietei obezogene, iar pe de alta parte, AG ®-3 au prevenit cresterea In greutate
si dezvoltarea dislipidemiei.

Rezultatele imunohistochimice au fost in concordantd cu rezultatele histologice si

biochimice.

8. STUDIUL PROPRIU-ZIS



8.1.Introducere in studiul propriu-zis
Cu toate ca, datele privind cresterea numarului de subiecti obezi sunt alarmante, solutiile

oferite pentru stoparea cercului vicios dintre sedentarism/dietd hipercalorica si obezitate sunt
mediocre. Se stie ca, obezitatea determind dezechilibre metabolice, endocrine, cardiovasculare,
autoimune etc. Cortizolul endogen crescut, aspectul Cushingoid al obezitatii tip ,,mar”, pilozitate

scazuta, sunt doar cateva exemple de modificari endocrine la un subiect obez (Mohora, M., 2019).

Utilizarea glucocorticoizilor ca medicament cu efect important antiinflamator,
antiproliferativ, antiangiogenic, imunomodulator se deruleazd de 80 de ani cu succes, dar cu
multiple efecte adverse cunoscute drept sindrom metabolic cortisonic indus, miopatie cortisonica,

cataracta si glaucom.

Cert este ca, medicina nu se poate dispensa de tratamentul cu Cortizol. Curios este faptul
ca, pana acum, nu au fost propuse modalitati eficiente de reducere ale reactiilor adverse ale
glucocorticoizilor sau solutii de combinare ale cortizolului cu ,,altceva”, astfel incat sa putem
reduce doza de antiinflamator pentru acelasi efect terapeutic. Reducand doza de cortizol, scad si

reactiile adverse.

In aceasta teza, s-a propus combinarea administrarii cortizolului cu vitamina E, diverse
forme (sinteticd/gelule sau sub forma de nanoparticule PLGA), la sobolanii Wistar in varstd de un
an, hraniti hipercaloric. De asemenea, s-au mai testat si efectul altor suplimente, inlocuind vitamina

E cu luteina sau cu nucile.

Odata cu descoperirea Vitaminei E a fost subliniata calitatea ei de vitamina a fertilitatii.
Dar, relativ recent au aparut publicatii despre noi ,,virtuti” ale acestei vitamine liposolubile,
antioxidante. Prima observatie despre rolul sau in semnalizarea celulard, cu efecte antiinflamatorii,
a fost publicatd de grupul Angelo Azzi. Astfel, cercetatorii au subliniat ca vitamina E, independent
de rolul ei antioxidant, poate inhiba proliferarea celulelor musculare netede prin stoparea cascadei
de reactii via PKC (protein kinaza C). PKC este inhibatd in monocite, neutrofile, fibroblaste si
celulele mezangiale pe model animal, la concentratii plasmatice ale vitaminei E, comparabile celor
existente la om (Azzi et al., 2001). De asemenea, Vitamina E a fost propusa ca adjuvant pentru
prevenirea efectelor secundare induse de antiinflamatoarele nonsteroidiene (Jiang et al., 2009).

Prin combinarea celor doud, se poate obtine acelasi efect antiinflamator, la doze mai mici de



medicament antiinflamator nonsteroidian, reactiile adverse ale acestuia din urma, fiind mult
reduse. Apare totusi, un inconvenient, deoarece mai putin de jumatate din vitamina E sintetica,
administratd oral, se absoarbe sistemic, din tubul digestiv (Herrera and Barbas, 2001). Solutia
pentru aceasta problema a fost oferita de nanomedicina. Vitamina E, incarcata in nanoparticule
PLGA, administrata oral, este mult mai bine absorbitd, ajunge si in medii hidrofile, are tropism

hepatic si splenic si are efect restant (Jingyan Li and Sabliov Cristina, 2013).

Se stie ca, luteina, fie din aportul alimentar ridicat, fie din extractul clasic are efect
antioxidant, protectiv fatd de radicalii oxigenului, mai ales pentru cristalin si tunicile

ochiului(Manayi et al., 2016).
Ipotezele de lucru ale studiului propriu-zis
Sumand datele de mai sus, ipotezele studiului propriu-zis se contureaza astfel:

a. administrarea vitaminei E sub formd de nanoparticule PLGA poate imbunatati
biodisponibilitatea si eficienta acesteia.

b. administrarea orald a vitaminei E, sub diferite forme (sinteticd/gelule sau incarcata in
nanoparticule PLGA), in paralel cu tratamentul glucocorticoid cronic, suprapus dietei
obezogene, ar putea preveni unele dintre efectele secundare metabolice ale cortizolului;

c. asocierea vitaminei E la tratamentul cronic cu prednison ar putea potenta efectul
antiinflamator al glucocorticoizilor, pe model animal, permitand reducerea dozelor de
antiinflamator steroidian pentru acelasi efect terapeutic;

d. administrarea orald a luteinei sub forma de nanoparticule PLGA ar putea avea un rol
protectiv ocular fata de efectul cataractogen al cortizolului si de asemenea, ar putea avea si
efecte sistemice benefice;

e. administrarea nucilor bogate in PUFA si in vitamind E, naturald, prin efectul lor
antiinflamator si antioxidant ar putea preveni unele dintre reactiile adverse determinate de
administrarea cronica a predisonului, asociat dietei obezogene.

Obiectivele specifice ale studiului propriu-zis

1. compararea efectelor metabolice si tisulare determinate de dieta obezogena, la care s-a

asociat sau nu, prednison, versus dietd standard, la sobolani adulti, Wistar;



2. evaluarea potentialului benefic al vitaminei E, administratd oral, sub mai multe forme,
asociatd prednisonului, la animale Wistar, tinute sub dieta obezogena;

3. evaluarea potentialului protectiv ocular al luteinei, sub forma de nanoparticule PLGA,
administratd concomitent cu prednison, la animale Wistar, tinute sub dietd obezogena;

4. evaluarea potentialului benefic, tisular si sistemic, al nucilor, bogate in acizi grasi ®-3 si
vitamina E, asociate tratamentului cortizolic, la animale Wistar, tinute sub dietd obezogena
8.2 Material si metoda pentru studiul propriu-zis
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Studiul a fost efectuat pe 70 sobolani Wistar masculi, cu varsta de 10-12 luni avand
greutatea intre 380 - 410 g la Biobaza si in conditiile mentionate la materialele si metodele
generale. Sobolanii au fost randomizati in 2 grupuri a cate 30 respectiv 40 de sobolani fiecare: un
grup standard, care a primit dieta standard si un grup la care, pe langa dieta standard, s-a adaugat
o dieta hiperlipidica, hipercaloricd metodologie anterior descrisd. Concomitent cu dieta, animalele
au primit prin gavaj: prednison (0.8 ml/zi, adica 0.4 mg/zi, echivalentul a 1 mg/kgc la un sobolan

de aproximativ 400 g) si diferite suplimente nutritive timp de 6 saptdmani, dupd cum urmeaza:

GRUPUL STANDARD a fost alcatuit din 30 sobolani Wistar, au primit dieta standard

(3.5 kcal/zi) si au fost impartiti in grupuri a cate 5 sobolani:
-grupul M: niciun supliment, martor
-grupul SP: prednison 1 mg/kge (0.4 mg/zi)

-grupul SN: prednison 1 mg/kgc (0.4 mg/zi) + vitamina E sub forma de nanoparticule PLGA(1

ml/zi)



-grupul SE: prednison 1 mg/kgc/zi (0.4 mg/zi) + vitamina E (din capsule)
-grupul SS: prednison 0.8 ml/zi (0.4 mg/zi) + arahide/nuci (15 g/zi= 85 kcal)
-grupul SA: doar arahide/nuci (15 g/zi= 85 kcal)

GRUPUL DE OBEZI a fost alcatuit din 40 sobolani Wistar, care au primit dietd

hiperlipidica, hipercalorica (5.15 kcal/zi) ce au fost impartiti in subgrupuri a cate 5 sobolani:

e grupul OM: niciun remediu
e grupul OP: prednison 0.8 ml/zi (0.4 mg/zi)
e grupul ON: prednison 0.8 ml/zi (0.4 mg/zi)+ vitamina E sub forma de nanoparticule PLGA
(1 ml/zi)
e grupul OE: prednison 0.8 ml/zi (0.4 mg/zi) + vitamina E (din capsule)
e grupul OD: prednison 0.8 ml/zi (0.4 mg/zi) + doza dubla de vitamina E nanoparticule
PLGA (2 ml/zi)
e grupul OA: prednison 0.8 ml/zi (0.4 mg/zi)+ arahide/nuci (15 g/zi= 85 kcal)
e grupul OS: doar arahide/nuci (15 g/zi= 85 kcal)
e grupul OL: prednison 0.8 ml/zi (0.4 mg/zi) + luteina (1 mg/kgc)
Tehnica de recoltare a probelor biochimice si organelor pentru examinare a fost descrisa in
metodologia generala a cercetarii. Examinarea oftalmologica a fost efecuata de catre doi specialisti

oftalmologi.

Studiul propriu-zis este unul experimental, pe sobolani supraponderali, pe dieta obezogena si
prednison incearca sa simuleze echivalentul uman de subiect cu sindrom metabolic, sub tratament

cu cortizol.

Astfel, animalele Wistar, aflate sub dieta obezogena, au fost tratate cu prednison, cu exceptia
grupului martor (OM, care este numai sub dietd obezogena). Avand in vedere cd, in acest studiu,
suplimentele asociate tratamentului cu cortisol au fost multiple: vitamina E, sub forme si doze
diferite, luteina si nucile, grupurile aferente sunt numeroase. Pentru a facilita intelegerea efectelor
acestor suplimente, rezultatele sunt prezentate in tabele si figuri care grupeaza un numar mic de
grupuri, din care, nu lipsesc grupuri OM (animale sub dietd obezogend) si OP(animale sub dieta

obezogena si prednison), fatd de care se face raportarea. Astfel, pentru fiecare valoare biologica



analizata (de exemplu, trigliceridemie, glicemie, cortisolemie etc), apare grupajul de 4 grafice si

tabele, care subliniaza:

efectul asocierii vitaminei E, sub doua forme, fie sub forma sintetica/gelule (lot OE),

fie sub forma de nanoparticule PLGA (lot ON);

e cfectul asocierii vitaminei E strict sub formd de nanoparticule PLGA (PLGA-
NPs), dar, fie in doza simpla, Img/kg corp (lot ON), fie in doza dubla (lot OD);

e efectul asocierii luteinei sub forma de nanoparticule PLGA (PLGA-NPs);

e cfectul asocierii nucilor; in loturile grupate exista lotul OS, care cuprinde animale pe

dietd obezogenad, cu supliment alune, dar fara cortizol asociat; reamintim ca lotul OA,

spre deosebire de OS, primeste prednison.

Tabel 1. Corelatia cortizolemiei cu trigliceridemia si cu colesterolemia, in grupurile
»obezogene”, corelatie pozitiva

Tabel 2. Corelatia dintre cortizolul seric si capacitatea totala antioxidanta serica
stanga, iar dreapta vitaminei E serice cu grasimea periviscerala in grupurile ,,obezogene”,

este negativa

Corelatia Pearson pozitiva intre valorile
nivelului seric de cortizol si cel al
trigliceridelor

Corelatia Pearson obtinuta intre valorile
nivelului seric de cortizol si cel al
colesterolului
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r=0,392, avand semnificatie statistica
p=0,012

r=0,37 avand semnificatie statistica
p=0,019

Corelatia Pearson obtinuta intre valorile

nivelului seric de cortizol si cel al CAT

Corelatia Pearson obtinuta intre valorile
nivelului vitaminei E seric si cel al
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Corelatia glucozei a jeun cu hemoglobina glicata in grupurile ,,obezogene”
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Fig 8.4 Scutter plot ce arata corelatia dintre glicemia a jeun si hemoglobina glicata

Tabel.VII1.47 Aspectul clinic al ochiului in grupurile studiate

rubeoza iriana

Examinare M standard SP standard OM obez martor | OP obez OL obez
martor Prednison Prednison Luteina
1.
2.
Lentila Cataractd uveita Cataracta si Glaucom, Aspect
Diagnostic transparenta si rubeozd iriand | uveitd anterioara cataracta si aproape

normal




Efecte paradoxale inregistrate:

e Doza dubld de vimina E sub forma de nanoparticule PLGA a crescut nivelul plasmatic de
colesterol total, dar si pe cel al HDL colesterolului in grupurile cu dieta obezogena +
prednison

e Doza dubla de vitamina E sub forma de PLGA NPs a inregistrat cea mai scazutd valoare
medie capacitatii totale antioxidante plasmatice.

e Doza dublad de vitamina E sub forma de nanoparticule PLGA a determinat cel mai mic
nivel seric al vitaminei E

e Prednisonul asociat dietei hipercalorice a produs paradoxal scaderea mediei greutatii
corporale Tn comparatie cu grupurile martor obez sau standard, iar administrarea de
suplimente a prevenit pierderea in greutate

e Nuciele in ciuda dietei puternic hipercalorice (de trei ori+ kcal) au mentinut nivelul

plasmatic de HDL colesterol.

Concluzii

Studiul privind implicatiile biochimice si efectele metabolice, ale unor suplimente nutritive,
asociate dietei obezogene, in terapia cu glucocorticoizi, timp de sase saptamani, la sobolanii
Wistar masculi, Tn varsta de 10-12 luni, releva particularitati ale raspunsurilor tisulare si sistemice.

Astfel, vitamina E sub forma de nanoparticule PLGA, in doza de 1mg/kg:

1. a prevenit cresterea trigliceridelor plasmatice, a mentinut nivelul plasmatic pentru

capacitatea antioxidanta totala (CAT), albumina si acid uric;

2. amentinut un nivel scazut al numarului de leucocite sangvine;

3. aprevenit modificarile inflamatorii/structurale la nivelul rinichiului, cordului, muschiului

scheletic;

4. aprevenit lipidoza tisular;

5. 1n doza dubla, a crescut paradoxal colesterolul, dar si HDL-colesterolul, a mentinut nivelul

antioxidant seric prin uricemii mai mari;



6. aprotejat structura muschiului scheletic;
7. aprevenit, partial,cresterea masei corporale generale si a grasimii viscerale.
Vitamina E sub forma de gelule, in doza de 1mg/kg:
1. a crescut nivelul plasmatic de vitamind E, a mentinut nivelul plasmatic al HDL-
colesterolului, a mentinut capacitatea totala antioxidanta(CAT) si uricemia;
2. a prevenit partial aparitia modificarilor structurale la nivel cardiac, renal, muscular
scheletic;
3. aprevenit inflamatia in tesutul cardiac;
4. aprevenit cresterea grasimii viscerale.
Luteina sub forma de nanoparticule PLGA, in doza de 1mg/kg:
1. aprevenit cresterea numarului de leucocite;
2. a mentinut nivelul plasmatic pentru albumina si acid uric, principalii antioxidanti
tisulari;
3. aprotejat puternic tesutul cardiac si ochiul;
4. aprevenit, partial, inflamatia Tn miocard;
5. aprevenit depunerile de tesut adipos visceral.
Nucile/arahide, bogate in AG omega 3, vitamina E si alti antioxidanti, aport de 85
kcal peste 275 kcala dietei ,,obezogene”
1. au prevenit scaderea hemoglobinei;
2. au prevenit cresterea numarului de leucocite;
3. au prevenit scaderea HDL—colesterolului, a statusului antioxidant prin acid uric;
4. au prevenit aparitia modificarilor tisulare la nivel miocardic, muscular scheletic;
5. au redus procesul inflamator intracardiac si intrarenal;
6. au prevenit dezvoltarea adipozitatii viscerale.
Observand corelatiile Pearson pozitive, inregistrate In acest studiu, mentionam relatia:
-dintre glicemie a jeun si hemoglobind glicozilata
-dintre cortisolemie si colesterolemie

-dintre cortisolemie si trigliceridemie.

Observand corelatiile Pearson negative, inregistrate 1n acest studiu, mentiondm relatia:

-dintre colesterolemie si capacitatea antioxidanta totald plasmatica



-dintre nivelul plasmatic de vitamina E si cantitatea de grasime viscerald dezvoltatd
De remarcat ca, rezultatele studiului sunt validate prin faptul ca, rezultatele imunohistochimice

sunt la unison cu cele histologice si concorda cu cele biochimice.

Elemente de originalitate

Cu toate cd se publica tot mai multe ghiduri despre un stil de viata sanatos, sedentarismul
si excesul caloric raman tare ale societdtii moderne. Varianta mai comoda, agreatd de multe
persoane este de a gasi niste suplimente ,,miraculoase”, in dauna schimbarii stilului de viata
(sport, dieta adecvata etc).
Mecanismele patogenice din obezitate sunt inflamatia, stresul oxidativ si rezistenta la insulina.
De mentionat ca, obezitatea se asociaza si cu valori mai mari ale cortizolului seric. Dar, acest
hormon favorizeaza dezvoltarea comorbiditatilor din obezitate, deci, intre obezitate si cortizol
exista o relatie bidirectionala.
De asemenea, glucocorticoizii sunt frecvent utilizati in diverse afectiuni, cu toate ca au multiple
reactii adverse. Ideea studiului a pornit de la necesitatea realizarii unui echilibru. Pe de o parte,
cortizolul si excesul caloric care intretin mecanismele patogenice din obezitate si, de cealaltd
parte, antioxidantii, acizii grasi nesaturati care incearca sd mentina starea de sdnatate. La ora
actuald, tindnd cont ca nanomedicina, ca ramurd a nanotehnologiei, se extinde in tot mai multe
specialitati medicale, devine accesibild din punct de vedere financiar, costurile unui tratament cu
nanoparticule nefiind atat de mare, am inclus in teza antioxidanti si vitamine incapsulate PLGA.
Incapsularea asigura o biodisponibilitate crescuti a acestor componente.
Studiul de fata este original, cuprinde multe suplimente cu proprietati antioxidante si
antiinflamatorii, administrate in paralel cu dieta obezogena, la care s-a asociat sau nu,
Prednisonul. Suplimentele utilizate au fost fie sub forma naturala (nucile), fie sub forma de
gelule (vitamina E sinteticd), fie incapsulate in nanoparticule PLGA (luteina, vitamina E) sau sub
forma concentrata, lichida (acizii grasi omega-3). Parametrii biologici testati au fost numerosi
(profil glicemic, profil lipidic, capacitatea totald antioxidanta serica, etc). Efectele benefice
tisulare ale administrarii suplimentelor au fost demonstrate histopatologic (coloratie
hematoxilina-eozind), validate imunohistochimic, cu folosirea markerilor de inflamatie si

lipidoza, argumentate prin scaderea peroxidarii lipidice tisulare.



Tastand cuvintele cheie * obesity, cortisol, nanomedicine, suplemments” in bazele de date
medicale indexate nu s-au gésit cercetari publicate cu tema studiului nostru. S-au gasit numai 3
studii internationale si 2 nationale legate de utilizarea vitaminei E, gelule, sintetice, asociate
administrarii de glucocorticoizi la sobolani Wistar obezi.

Elementele de originalitate pot fi enumerate astfel:

l.complexitatea tezei:

-existd un studiu pilot (sobolani tineri, pe dietd obezogena sau standard) si un studiu propriu-zis
(sobolani maturi, pe dietd obezogena, cu sau fara Prednison)

-suplimente numeroase, in forme si doze diferite

-evaluari biochimice, histopatologice, imunohistochimice

-organe diferite studiate: cord, rinichi, muschi, ochi, ficat, pancreas si splina

2. este studiu unic, comparativ, al efectelor protectoare, cardiace si renale, ale vitaminei E,
administrate fie sub forma de gelule, fie sub forma de nanoparticule PLGA, pe model animal,
aflat pe dietd obezogena si terapie cu prednison;

3. in premierd, luteina sub forma de nanoparticule PLGA, a fost administrata sistemic la
sobolanii la care s-au indus leziuni oculare;

4. pentru prima datd, efectele benefice cardiace ale curei zilnice de nuci, in conditiile unui
tratament prednisonic, asociat dietei hipercalorice au fost studiate prin metode histopatologice si
imunohistochimice;

5. particularizarea si ierarhizarea recomandarilor unor suplimente antioxidante in functie de

organele sensibile la dieta obezogena si tratamentul indelungat cu cortizol.

Concluzii finale-

In conditiile unei diete obezogene la care s-a adaugat sau nu Prednison, s-au inregistrat leziuni
tisulare i modificari biologice de dismetabolism.

Asocierea unor suplimente la dieta obezogena a avut ca efecte:

1. mentinerea profilului lipidic in limite normale;

-efect dovedit pentru nuci, AG omega-3 si vitamina E, ambele forme

2.- mentinerea statusului antioxidant In limite normale

-efect dovedit pentru nuci, AG omega-3 si vitamina E, ambele forme, si luteina



3.- protejarea cordului

-efect puternic, dovedit pentru luteind vitamina E gelule si AG omega-3

-efect mai slab, dovedit pentru nuci, vitamina E incarcata pe nanoparticule PLGA si
4. protejarea rinichiului

-efect moderat dovedit de vitamina E, ambele forme si AG omega-3

5.protejarea ochiului

-efect dovedit de luteina

6. protejarea muschiului scheletic

-efect dovedit de vitamina E ambele forme, ambele doze

7. prevenirea cresterii greutdtii corporale si a dezvoltarii tesutului adipos perivisceral
-efect puternic, dovedit atat pentru vitamina E cat se pentru luteina, incarcate pe nanoparticule

-efect partial, demonstrat de AG omega-3 si de vitamina E sub forma de gelule
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