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CUVINTE-CHEIE: Arthrospira (Spirulina) platensis, soareci Mus musculus, sobolani
Wistar, hepatoprotector, antioxidant, hematopoiezd, imunostimulator, tiroida, ficat
alcoolic

LISTA DE ABREVIERI

ALAT — alanin-aminotransferaza

ALD — boala hepatica alcoolica (alcoholic liver disease)
ASAT — aspartat-aminotransferaza

CCly4 — tetraclorura de carbon

DIT - diiodtirozina

Epo - eritropoietina

HDL - lipoproteine cu densitate mare

LDL — lipoproteine cu densitate mica

MIT — monoiodtirozina

NADH — nicotinamid adenin dinucleotid redus
PHA — fitohemaglutinina

REG - reticul endoplasmatic granular

REN - reticul endoplasmatic neted

ROS — specii de oxigen reactiv

SOD — superoxid-dismutaza

TAG — triacilglicerol

VEM - volum eritrocitar mediu

VLDL - lipoproteine cu densitate foarte mica



1. Introducere

Cianobacteriile genului Spirulina sunt de multd vreme utilizate ca adaosuri in
hrana populatiilor umane, ca si supliment in hrana animalelor, datorita continutului lor
ridicat de proteine, vitamine, aminoacizi esentiali, minerale, acizi grasi esentiali (ca
acidul vy-linolenic, un precursor al eicosanoizilor) si agenti antioxidan{i din gama
carotenoizilor (Belay si colab., 1996).

Pornind de la faptul potrivit caruia activitatea biologicd a cianobacteriilor depinde
in mare masura de conditiile de mediu, scopul acestei teze este de a investiga, sub
aspectul toxicitatii, o tulpind salbatica autohtond de Arthrospira (Spirulina), dar mai ales
de a evalua potentiale efecte benefice la nivel fiziologic, asupra organismului de mamifer
(soarece, sobolan).

Au fost determinati mai multi parametri sangvini (hematologici, biochimici si
enzimatici) si hepatici. In urma experimentelor realizate, in care am urmirit evidentierea
actiunii  hepatoprotectoare, hematopoietice, de stimulare a functiei tiroidiene,
imunostimulatoare a Arthrospirei (Spirulina) s-au utilizat ca metode de studiu si anumite
tehnici de microscopie electronica si masuratori spectrofotometrice ale unor parametri
bioenergetici (potential de membrana, fluxuri de calciu si umflare mitocondriald).

2. Actiunea biologica a Arthrospirei (Spirulina) platensis

Una din preocuparile majore ale stiintelor biomedicale moderne este punerea in
valoare a unor surse noi de materie prima pentru obtinerea si producerea unor preparate
medicamentoase. In ultimele decenii se acordi o deosebiti atentie studierii
cianobacteriilor. Studierea cianobacteriilor capatd o importanta din ce in ce mai mare in
legdtura cu obtinerea si selectarea de noi materiale cu rol nutritiv sau tehnic (Hills, 1985,
Belay si colab., 1993, cit. de Rudic si colab., 1995). In centrul atentiei specialistilor din
domeniu este cianobacteria Arthrospira (Spirulina) platensis, care prin valoarea
compusilor biochimici depaseste toate speciile de plante studiate (Hendrickson, 1989).

Evaluari toxicologice si nutritionale atestd ca biomasa de Arthrospira (Spirulina)
poate fi utilizatd ca supliment nutritiv. Efectele fiziologice pozitive ale cianobacteriilor
se datoreaza si continutului ridicat de vitamine, minerale si acizi grasi esentiali,
imbunatatind raspunsul imun si fertilitatea, greutatea corporala, aspectul exterior
(Certik si Shimizu, 1999).

Proprietitile antioxidante ale Arthrospirei (Spirulina) si extractelor sale au atras
atentia cercetitorilor. Intr-unul dintre studiile lor, Manoj si colab. (1992) arati ca
extractul alcoolic de Arthrospira (Spirulina) inhiba peroxidarea lipidelor intr-o masura
mai mare (65%) decat antioxidantii chimici, cum ar fi: a-tocoferolul (35%) si B-carotenul
(45%). Extractul apos de Arthrospira (Spirulina) a avut de asemenea un efect antioxidant
mai mare (76%) decat cel al acidului galic (54%) si cel al acidului clorogenic. Un aspect
interesant al concluziilor acestora a fost cd extractul apos are un efect antioxidant
semnificativ chiar si dupa indepartarea polifenolilor.



Proprietatea antioxidantd si antiinflamatoare a Arthrospirei (Spirulina) a fost
studiatd si de Dartsch (2008), care a utilizat patru preparate pe baza de Spirulina
platensis: (1) BioSpirulina, (2) SpiruComplex, un preparat cu seleniu (0,006%), crom
(0,003%) si zinc (0,115%), (3) SpiruZink, un preparat cu zinc natural (0,25%), (4)
Zinkspirulina + Acerola (visind de Barbados sau visina tropicald) un preparat cu zinc
(0,125%) si pulbere de Acerola (contine 5,5% acid ascorbic). Toate preparatele cu
Spirulina au fost capabile sa inactiveze radicalii liberi de oxigen generati de superoxidul
de potasiu intr-o maniera dependenta de doza. Cel mai puternic inactivator al radicalilor
liberi de oxigen a fost ZinkSpirulina + Acerola, cu o inhibare semnificativd la
concentratii de 100 pg/ml.

Pentru a demonstra efectul hepatoprotector al Arthrospirei (Spirulina) au fost
realizate mai multe cercetari experimentale. Vadiraja si colab. (1998) au studiat efectul
ficocianinei ¢ din Arthrospira (Spirulina) in prezenta tetraclorurii de carbon (CCls), ce
induce hepatoxicitate la sobolani. In acest studiu, o doza unicd de 200 mg/kg corp de
ficocianind a fost administratd intraperitoneal sobolanilor, la una sau trei ore dupad
administrarea CCls (0,6 ml/kg). Ficocianina reduce semnificativ hepatotoxicitatea
provocatd de aceasta substanta chimica, cunoscuta ca generatoare de radicali liberi.

Studiile de laborator realizate pe soareci, hamsteri, pui, pisici, pesti, au aratat ca
Arthrospira (Spirulina) intervine in stimularea imunitatii si In sinteza elementelor
figurate ale sangelui (Kozlenko si Henson, 1997). Cercetatorii aratd ca aceasta
cianobacterie permite multiplicarea si activarea macrofagelor pentru a fi apte sa distruga
microorganismele. Arthrospira (Spirulina) accelereaza producerea de anticorpi,
asigurand cea mai bund protectie impotriva microorganismelor invadatoare. Cresterea
nivelului IgA in saliva este corelatd cu suplimentarea dietei cu Arthrospira (Spirulina).
Aceastd cianobacterie are un rol deosebit in restabilirea functiilor celulelor si organelor
cheie (ficat, timus, splind, ganglioni limfatici, amigdale, maduva osoasa), imbunatatind
posibilitatea de functionare a acestora in ciuda agresiunilor provenite de la toxinele din
mediul Tnconjurator si de la agentii infectiosi. Rasool si Sabina (2009) au realizat un
studiu pentru a investiga efectul imunomodulator al Arthrospirei (Spirulina) fusiformis
la soareci. Este bine cunoscut faptul ca limfocitele T raspund la stimularea activatorilor
policlonali nespecifici - mitogeni cum sunt fitohemaglutinina (PHA), concanavalina A si
intrd in diviziune celulara. In consecinti, mitogenul actioneazi mai intai prin legarea de
receptori la suprafata celulelor, care la randul lor initiaza o cascada de reactii biochimice
care si conduca la proliferarea celulelor. In studiul de fati s-a observat ci Spirulina
inhiba proliferarea celulelor stimulate de PHA, acest lucru indicand faptul ca Spirulina
poate inhiba raspunsul imun mediat celular.

Multe din studiile recente au pus in evidentd capacitatea Arthrospirei (Spirulina)
de a inhiba replicarea virali. In 1996, Laboratorul de Patologie virald a Institutului de
Oncologie Dana-Farber (atasat Facultatii de Medicind a Universitatii Harvard), in urma
unui studiu asupra extractului apos de Arthrospira (Spirulina), a constatat ca aceasta
inhiba replicarea HIV-1 (aflat la originea SIDA) in limfocitele T de origine umana,
mononuclearele periferice si celulele Langerhans.

Unul dintre primele studii de reducere a colesterolului seric cu ajutorul
Arthrospirei (Spirulina) a fost cel realizat pe sobolani, de catre Devi si Venkataraman,
1983 (cit. de Belay, 2002). De atunci, mai multe studii i-au confirmat rezultatele pe
animale si om. Bertolin si colab., 2009 au realizat un studiu pentru a evalua profilul



lipidic la sobolanii cu hipercolesterolemie indusa timp de 60 zile. La lotul control nu au
existat diferente semnificative ale colesterolului total, LDL, VLDL si TAG
(triacilglicerol), In timp ce nivelul HDL a scazut semnificativ pe durata tratamentului.

La lotul cu dieta hipercolesterolemiantd si suplimentata cu Spirulina s-a constatat
aparitia hipercolesterolemiei, sugerdnd cd asocierea acestei cianobacterii cu dieta
hipercolesterolemiantd nu modifica nivelul lipididelor.

Administrarea biomasei de Spirulina intr-o modalitate terapeutica (cianobacteria a
fost administratd la 30 de zile dupa inducerea hipercolesterolemiei) a condus la o
reducere semnificativd a nivelului de colesterol total, comparativ cu valorile initiale
induse de dieta hiperlipidica.

Rezultatele studiilor amintite creeaza premisele unei potentiale utilizari a
Spirulinei, alaturi de alte abordari conventionale, intr-o strategie de suplimentare a
alimentelor focalizatd catre prevenirea si reducerea unor probleme de sdnitate precum
cancerul, bolile cardiovasculare (Riss si colab., 2007), bolile degenerative ale
sistemului nervos central precum Alzheimer si Parkinson (Stromberg si colab., 2005),
intoxicatiile cu metale grele (Sharma si colab., 2002), procesele inflamatorii ce implica
participarea NADPH oxidazei (Riss si colab., 2007), care sunt asociate cu alterarile
induse de radicalii liberi.

3. Scopul cercetarilor experimentale

Prin cercetdrile experimentale prezentate n aceasta tezd de doctorat am urmadrit
obtinerea unor rezultate in ceea ce priveste efectele induse de administrarea Arthrospirei
(Spirulina) platensis. Problemele propuse spre rezolvare vizeaza urmatoarele aspecte ale
proprietatilor functionale ale cianobacteriei: testarea efectelor protectoare, antioxidante
ale tulpinii autohtone de Arthrospira (Spirulina) pe modele experimentale cu soareci
fiziologic normali cat si asupra ficatului de mamifer intoxicat cu etanol; studierea
proprietatilor hematopoietice, pe modele experimentale cu sobolani anemiati si cu
sobolani fiziologic normali; cercetarea rolului pulberii de Arthrospira (Spirulina) in
stimularea functiei tiroidiene; investigarea actiunii imunostimulatoare a cianobacteriei
utilizand un model experimental cu animale imunosupresate.

Desi se cunosc proprietatile antioxidante ale Arthrospirei (Spirulina), nu s-a
abordat pana in prezent valoarea ei profilactica si curativa in patologia ficatului alcoolic.
Modelul experimental in vivo propus presupune intoxicarea etilicd si administrarea in
paralel, ca supliment alimentar, a cianobacteriei.

Am ales sa investigdm in primul rand ficatul sobolanilor Wistar, in doua conditii
experimentale (normal si cu etanol), cu scopul de a surprinde eventualele proprietati
stimulatoare ale acestei cianobacterii asupra ficatului normal sau hepatoprotectoare in
urma administrarii de etanol. In acest sens, datele din literatura de specialitate ne releva
faptul ca etanolul afecteaza in primul rand fagocitoza si producerea de citokine (Enomoto
si colab., 2001).

Preparatele mitocondriale permit cuantificarea unor parametri biochimici si
biofizici la nivel de organit celular. De asemenea, datele biochimice sunt sprijinite de
rezultate imagistice (microscopie electronicd) ceea ce conferd siguranta ca rezultatele
obtinute reflecta realitatea.

Studiile experimentale efectuate si prezentate in capitolele urméatoare ale
tezei, au fost realizate pentru descifrarea efectelor induse de actiunea Arthrospirei



(Spirulina) asupra organismului de mamifer. in urma acestor investigatii
experimentale, consideram cad avem suficiente dovezi experimentale pentru o
potentiala actiune hepatoprotectoare, hematopoieticd, imunostimulatoare,
hipoglicemianta si hipocolesterolemianta.

4. Material si metode
4.1. Material biologic

Pulberea de Spirulina

Arthrospira (Spirulina) este Tn mod normal produsd in conditii controlate de
temperatura, salinitate, oxigenare si nu se dezvoltd spontan in climate temperate. Cu toate
acestea, in fara noastra exista medii naturale unde cianobacteria creste in mod spontan,
producand cantitati mari de biomasd. Apele termominerale din vestul Romaniei ofera
conditiile de temperatura, precum si sursa de carbon si de minerale necesare cultivarii pe
scard largd a Spirulinei, la un cost cu 80% mai redus decat in sistemul clasic (Dragos,
2000).

In experimentele noastre am utilizat o tulpina silbatici autohtond de Arthrospira
(Spirulina). Cianobacteria spalata, uscata si macinata, sub forma de pulbere, a provenit de
la S.C. Eden-Vet S.R.L. Oradea, fiind produsa in colaborare cu Institutului de Cercetari
Biologice Cluj-Napoca. Concentratia Spirulinei si modul de administrare sunt prezentate
in cadrul protocoalelor experimentale.

Animalele de experienta

Experimentele au fost efectuate pe sobolani Wistar adulti, femele, cu greutatea de
150+£20 g si pe soareci din rasa Mus musculus var. albicans, cu greutatea medie de 20 g.
Animalele au fost mentinute, pe tot parcursul experimentului in biobaza Catedrei de
Biologie Moleculara si Biotehnologie a Facultatii de Biologie si Geologie. Conditiile
zooigienice au fost corespunzatoare speciei si varstei animalelor: temperaturd constanta
de 18°C, umiditate constanta, regim de iluminare 12 ore/zi, acces liber la hrana si apa.
Hrana a constat din furaj complex (dietda Larsen, cu sau fara adaos de Spirulina).
Manipularea animalelor s-a efectuat cu blandete, fara a le produce stres sau durere, iar
sacrificarea s-a facut sub anestezie.

4.2. Metode si tehnici de determinare

Metode si tehnici utilizate pentru determinarea parametrilor hematologici si
tisulari hepatici. Totalitatea parametrilor determinati a fost schematizata in Tabelul 4.1,
acestia fiind grupati in 3 categorii: hematologici — morfologici, hematologici — biochimici
si tisulari hepatici.

Urmadrirea parametrilor hematologici morfologici din singele periferic al
animalelor a fost necesara pentru a putea stabili daca cianobacteria testatd poseda calitati
hematopoietice si/sau imunostimulatoare. Numarul de hematii, hemoglobina si
hematocritul ne indica modul In care este afectat sau stimulat metabolismul fierului,
stiindu-se ca Spirulina contine fier. Cercetarile experimentale au cuprins si investigarea
unor parametri biochimici sanguini si hepatici. Pentru determinarea efectului
hipoglicemiant si hipocolesteroleminat a fost monitorizata glicemia si colesterolemia.



Metabolismul glucidic a fost urmadrit prin cuantificarea: glicogenului, glucozei
tisulare, precum si prin masurarea activitatii enzimelor ASAT, ALAT si LDH din tesutul
hepatic. Posibila fluidizare a membranelor, precum si cresterea permeabilitatii
membranare poate fi confirmata sau nu de prezenta in ser a enzimelor: LDH, ALAT, a
caror activitate a fost de asemenea determinata.

Tabelul 4.1. Parametri hematologici i tisulari hepatici

Hematologici Tisulari hepatici
morfologici biochimici
Nr. de hematii Glicemia Glicogenul
Nr. de leucocite Colesterolemia Glucoza
Formula leucocitara ASAT, ALAT Colesterolul total
Hematocritul LDH ASAT, ALAT
Hemoglobina LDH

5. Efectul administrarii de Arthrospira (Spirulina) timp de doua
saptamani asupra metabolismului si parametrilor hematologici la
soareci

Protocol experimental

Experimentul a fost efectuat pe soareci de laborator (Mus musculus, var.
albicans), provenind din biobaza Universitatii de Medicina si Farmacie Cluj-Napoca.
Animalele au fost grupate n 3 loturi: lotul martor (M) a consumat o dieta echilibrata din
punct de vedere nutritiv si energetic, continand glucide, lipide si proteine vegetale si
animale, minerale si un premix de vitamine, lotul F1 (faina de peste a fost inlocuitd cu
pulbere de Arthrospira (Spirulina) in proportie de 3%), lotul F2 (faina de peste si srotul
de soia au fost inlocuite cu pulbere de Arthrospira (Spirulina), in proportia de 8%).
Durata acestui experiment a fost de 14 zile, dupa care animalele au fost sacrificate si s-au
recoltat probe de sange ti tesut hepatic, pentru determindri morfologice si biochimice.

Parametrii hematologici

Introducerea in dieta animalelor a Arthrospirei (Spirulina) a determinat cresterea
numarului de elemente figurate (hematii si leucocite), proportional cu concentratia
utilizatd (Fig. 5.1). Din totalul hematiilor s-a remarcat un procent crescut de
reticulocite, ceeca ce denotd o intensificare a hematopoiezei, contribuind la cresterile
observate in cazul hematocritului si hemoglobinei. La toate cele trei loturi, procentul de
reticulocite din totalul globulelor rosii se incadreaza in valorile raportate pentru soarecii
adulti (32-80%) (Uray, 1992).

Cresterea numirului de leucocite la loturile a caror dietd a continut Spirulina se
coreleaza cu datele din literaturd care semnaleaza efectul imunostimulator al acesteia
(Qureshi si colab., 1996).

Hematocritul nu a suferit modificari semnificative statistic, desi se remarca o
crestere a acestui parametru, mai accentuatd in cazul lotului care a consumat furaj cu
concentratie de 8% Arthrospira (Spirulina). Aceasta crestere poate avea drept cauza fie o
sporire a numarului de hematii, fie o crestere a VEM (volumul eritrocitar mediu). Datele
noastre Inregistreazd o reducere a VEM si o crestere a concentratiei totale de
hemoglobind, ceea ce atestd faptul ca modificarile hematocritului se datoreaza cresterii
numarului de hematii (Fig. 5.2).
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Fig. 5.1. Variatia numarului de hematii si Fig. 5.2. Hematocritul si hemoglobina Ia
leucocite la soarecii martor si hraniti (timp de soarecii martor si hraniti (timp de doua
doua saptamani) cu diete continand sdptimani) cu diete contindand Arthrospira
Arthrospira (Spirulina) (Spirulina)

Parametrii biochimici

In experimentul nostru glicemia a crescut semnificativ la loturile F1 si F2,
comparativ cu soarecii martor. Babaev si colab. (1979) au evidentiat cromatografic
prezenta in extractul alcoolic de Arthrospira (Spirulina) platensis a unor analogi vegetali
ai hormonilor tiroidieni. Cativa ani mai tarziu, Naliandian si Babaev (1988) au
demonstrat prezenta in extracte de la aceeasi specie si a precursorilor acestor hormoni:
monoiodtirozina (MIT) si diiodtirozina (DIT), precum si a iodului liber.

De asemenea se remarca o scadere a colesterolemiei, proportionala cu cantitatea
de Arthrospira (Spirulina) continutd in dietd. Prin efectul sdu hipocolesterolemiant,
adaosul acestei cianobacterii previne dezvoltarea ficatului gras, dovedind calitati
hepatoprotectoare in diferite intoxicatii (Torres-Duran si colab., 1998; Ble-Castillo si
colab., 2002; Gonzalez de Rivera si colab., 2003).

Rezultatele noastre se suprapun intr-o anumitd masura peste rezultatele altor
cercetari experimentale realizate tot In scopul demonstrarii unor calitd{i terapeutice ale
Arthrospirei (Spirulina). Este de remarcat ca aceastd cianobacterie nu manifesta efecte
toxice dacd este administratd in doze optime, adaptate particularitatilor fiziologice ale
organismului.

6. Efectele fiziologice ale tulpinii salbatice autohtone de Arthrospira
(Spirulina), administrata la soareci timp de doua luni

Protocol experimental

Aceastd variantd experimentald (similard cu cea descrisd anterior) a avut scopul
de a investiga potentiale efecte benefice ale administrarii de Arthrospira (Spirulina), la
soareci. Spre deosebire de experimentul precedent, perioada tratamentului a fost de lunga
durata (doua luni).

Experimentul a fost efectuat tot pe un model experimental in vivo, in care
animalele de experientd (soareci Mus musculus, var. albicans) au fost grupate in trei
loturi: M (martor), F1 (faina de peste din furaj a fost inlocuita cu pulbere de Arthrospira



(Spirulina) 1n proportie de 3%), si F2 (faina de peste si srotul de soia au fost inlocuite cu
Arthrospira (Spirulina), in proportie de 8%).

Parametrii hematologici si biochimici

Administrarea in dieta animalelor a Arthrospirei (Spirulina) a determinat
cresterea numairului de hematii si leucocite, proportional cu concentratia utilizata (Fig.
6.1). Reticulocitele, in cazul soarecilor hraniti cu dieta mai bogata in Arthrospira
(Spirulina), au manifestat de asemenea o crestere, dar mai micd decat la dieta cu 3%
pulbere de Spirulina.
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Fig. 6.1. Variatia numarului de hematii si Fig. 6.2. Hematocritul si hemoglobina la
leucocite la soarecii martor si la cei hraniti soarecii martor si la cei hraniti 2 luni cu
2 luni cu diete contindnd Arthrospira diete continadnd Arthrospira (Spirulina)
(Spirulina)

*- marcheaza diferente semnificative statistic fatd de lotul martor.

Din totalul hematiilor se remarcd un procent crescut de reticulocite, ceea ce
denotd o intensificare a hematopoiezei, contribuind la cresterile observate in cazul
hemoglobinei. Soarecii din lotul martor au avut o valoare relativ mica, la limita
fiziologicd inferioara a reticulocitelor, ceea ce justifica si efectul de puternica stimulare a
eritropoiezei si cresterea numdrului de celule tinere, la lotul F1, care a primit 3%
Spirulina in dieta. La lotul F2, cu procent mai mare de Spirulina, eritropoieza s-a
desfasurat de asemenea cu intensitate mare, dar la cote mai putin ridicate decat la lotul
F1. Credem ca, pe masurd ce numdrul hematiilor mature a crescut (este cel mai mare la
F2), a avut loc o “’stabilizare” a vitezei de formare a celulelor noi.

Hematocritul a suferit o crestere semnificativa statistic, la lotul care a consumat
furaj cu o concentratie mai mare (8%) de Arthrospira (Spirulina). Aceasta crestere poate
avea drept cauza sporirea numarului de hematii inregistrata la lotul F2, iar datele obtinute
atesta acest fapt (Fig. 6.2).

Numarul crescut de leucocite este relevat si de formula leucocitara, care indica o
crestere a ponderii monocitelor si limfocitelor la soarecii care au avut in dietd o
concentratie mai scazuta de Arthrospira (Spirulina), fata de lotul martor. La lotul cu o
concentratie mai ridicata, cresterea numerica a limfocitelor a fost mai putin accentuata. A
fost remarcatd, la lotul care a primit o concentratie mai redusa de Arthrospira (Spirulina),
o reducere semnificativa a procentului neutrofilelor.
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In cazul neutrofilelor, efectul Arthrospirei (Spirulina) este invers fata de primele
doua tipuri leucocitare. Se pare ca o concentratie de 3% Arthrospira (Spirulina) in furaj a
determinat o stimulare a imunitatii specifice (raspunsul limfocitelor), in timp ce
concentratia de 8% a stimulat preponderent imunitatea nespecifica (leucocitele
fagocitare). Ca o compensare a cresterii procentuale a monocitelor si limfocitelor,
ponderea neutrofilelor, eozinofilelor si bazofilelor a scazut la loturile care au primit
Arthrospira (Spirulina), fata de lotul martor.

Glicemia nu a suferit modificari asigurate statistic, In timp ce concentratia
sangvina a colesterolului a scdzut semnificativ numai la lotul F1, care a primit 3%
Arthrospira (Spirulina) in fura;.

Experimentul nostru a demonstrat ca Arthrospira (Spirulina) are un efect pozitiv
in anemii, datoritd densitatii ridicate de nutrienti si in special a urmatoarelor elemente:
vitamina B12, acid folic, aminoacizi esentiali, fier cu biodisponibilitate ridicata.

S-a remarcat, de asemenea, efectul hipocolesterolemiant al acestei cianobacterii,
deja recomandatad pentru reducerea riscului de boli cardiovasculare (Belay, 2002; Juarez-
Operoza si colab., 2009).

7. Efectul Arthrospirei (Spirulina) asupra hematopoiezei la sobolani

Scopul acestui experiment a fost testarea efectelor hematopoietice ale tulpinii
salbatice autohtone de Arthrospira (Spirulina), pe sobolani. In vederea realizirii acestui
scop, ne-am propus sd investigdm actiunea stimulatoare a cianobacteriei la sobolani
anemiati si sa testam aceleasi actiuni la sobolani fiziologic normali.

Studii anterioare au raportat deja cd Arthrospira (Spirulina) poate reduce
severitatea anemiei determinand o crestere a parametrilor hematologici §i a concentratiei
de hemoglobind (Kostic si colab., 1993; Zikic si colab., 1997; Simsek si colab., 2009).
Spirulina contine ficocianina care stimuleaza hematopoieza si imita efectul eritropoietinei
(Epo). Rolul Epo consta in stimularea proliferarii, cresterii si diferentierii precursorilor
eritroizi, avand drept consecinta cresterea numarului de eritrocite.

Protocol experimental

In varianta noastrd experimentald, animalele au fost grupate in 3 loturi: lotul M
(martor), care a consumat o dietd alcatuitd initial numai din paine, lapte, la care s-a
adaugat in ultimele doud saptamani pulbere de Arthrospira (Spirulina) 3 g; lotul An
(anemic), care a consumat aceeasi dietd ca si lotul M, dar fard Spirulina; lotul An-Sp
(anemic si tratat cu Spirulina), care a avut aceeasi alimentatie ca si lotul martor. In prima
sdptamana animalelor din loturile An si An-Sp li s-a indus anemia prin 3 prize de sange,
luate in zilele 1, 2 si 4.

Parametrii hematologici

La recoltarea finala, in urma administrarii cianobacteriei, s-a inregistrat o
crestere semnificativa statistic a numéarului de hematii la lotul An-Sp comparativ cu
lotul An care intre recoltari nu a primit Spirulina, iar dieta lui a fost bazata numai pe lapte
si paine. Rezultd ca aceastd modificare nu se datoreaza numai activarii secretiei Epo
endogene, ci si efectului Arthrospirei (Spirulina).

Hematocritul nu a suferit modificari evidente pe parcursul experimentului.
Diferente procentuale intre loturi s-au putut observa la determinarile primei recoltari unde
lotul An prezintd o valoare mai scazutd, desi valorile obtinute se incadreaza, toate, in
limitele normalitatii.
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Refacerea concentratiei de hemoglobina la lotul An-Sp, consecutiv anemierii,
este evidentd si apare ca o sumare a efectului cianobacteriei (ca la lotul M) si a Epo
endogene (ca la lotul An). Dupa administrarea Spirulinei la lotul An-Sp concentratia
hemoglobinei a crescut comparativ cu prima recoltare, cresterea nefiind asigurata
statistic.

Evolutia parametrilor sangvini. La lotul martor s-a constatat un procent
semnificativ crescut al reticulocitelor comparativ cu prima si cea de-a doua recoltare. La
recoltarea finala (dupa administrarea Spirulinei), la lotul M se poate observa o crestere
semnificativd a numarului de hematii si a hematocritului, comparativ cu primele doua
recoltari.
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Fig. 7.1. Evolutia numarului de hematii la Fig. 7.2. Evolutia numarului de reticulocite
cele 3 loturi experimentale la cele 3 loturi experimentale

® - marcheaza diferente semnificative statistic ale recoltarii Tnaintea administrarii Spirulinei fata
de recoltarea initiala; * - marcheaza diferente semnificative statistic ale recoltarii intre recoltarea
finald si cea initiald; + - marcheazd diferente semnificative statistic intre recoltarea finala si
recoltarea Tnaintea administrarii Spirulinei.

La a doua recoltare (dupd anemiere) cat si la recoltarea finald lotul An a
inregistrat o scadere semnificativa statistic a numarului de hematii comparativ cu prima
recoltare. La reticulocite, hematocrit si hemoglobina s-au observat cresteri semnificative
statistic comparativ cu recoltarea inifiala si cea de-a doua recoltare. Pe fondul unei
scaderi semnificative a numarului de globule rosii, cresterea procentului de reticulocite,
ca mecanism fiziologic normal al eritropoiezei stimulat de anemiere, a compensat
deficitul de hemoglobind si a crescut hematocritul. Datele obtinute demonstreaza
capacitatea de refacere a functiei hematogene dupa o anemiere moderata.

In cadrul lotului An-Sp toti parametri investigati au finregistrat cresteri
semnificative statistic, comparativ cu recoltarea inaintea administrarii Spirulinei.
Numadrul hematiilor inregistrat in recoltarea finald prezintd o diferentd procentualad
semnificativa de 89% fata de a doua recoltare. Concentratia hemoglobinei a inregistrat de
crestere semnificativa, cu o diferentd procentuala de aproape 28% fata de recoltarea
inaintea administrarii cianobacteriei. Putem spune ca, aceste modificari nu se datoreaza
numai activarii secretiei Epo endogene, ci si efectului Arthrospirei (Spirulina).

La animalele din lotul An, dupa 14 zile de la anemiere, parametrii modificati s-au
restaurat partial, ca urmare a intensificarii eritropoiezei sub actiunea Epo endogena.
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Animalele din lotul An-Sp au fost mai eficiente in restaurarea parametrilor
afectati, comparativ cu lotul An, deoarece la reactia normald a organismului fata de
anemie s-a adaugat si efectul ficocianinei continut in aceasta cianobacterie.

8. Efectele administrarii Arthrospirei (Spirulina) asupra functiei
tiroidiene la sobolani

Protocol experimental

Scopul experimentului a fost verificarea ipotezei potrivit careia cianobacteria,
prin continutul sau de iod si de compusi asemanatori hormonilor tiroidieni, poate stimula
functia tiroidiana. Pentru experiment au fost utilizate femele de sobolan Wistar, mature,
aflate la a doua perioada de gestatie si pui obtinuti de la aceste femele.

Femelele gestante au fost grupate in trei loturi: lotul M (martor), animalele care
nu au suferit nici un tratament; lotul T, la care tiroida a fost inhibata cu tiouree pulbere,
incepand cu ziua a 15-a de gestatie si pana la intdrcarea puilor; lotul TS, la care s-a
administrat tiouree ca la lotul T, dar mamele au primit din ziua nasterii furaj cu un adaos
de 5% pulbere de Spirulina.

Puii de sobolan luati in studiu au fost grupati astfel: lotul M (martor), provenit de
la femelele din lotul M; lotul T, pui ai caror mame au primit tiouree in zilele 15-22 de
gestatie si in perioada alaptarii; lotul TS, cu tiroida inhibata ca la lotul T, dar care au
beneficiat de adaosul de Spirulina indirect, prin laptele matern si apoi direct, prin furaj.

Greutatea puilor la loturile tratate, comparativ cu lotul martor, a prezentat
variatii importante, atat la nastere, cat si In cursul evolutiei ontogenetice postnatale. Daca
puii nascuti de mamele martor se incadreaza in limita valorilor normale, pentru ambele
varste, puii mamelor care au primit inhibitorul tiroidian sunt cu 25% mai mici, iar
evolutia lor ulterioarda este mai slaba. Puii rezultati din mame care au avut tiroida
inhibata, dar au primit Spirulina au inregistrat inca de la inceput diferente de greutate mai
mici fatd de lotul de control decat lotul T, totusi diferentele sunt semnificative. Acesti pui
au consumat si ei Spirulina 1n ultimele doua saptamani inainte de sacrificare, ceea ce a
determinat o tendinta de reducere a diferentelor fata de lotul martor.

Evaluarea performantelor memoriei spatiale prin testul labirintului

Puii de sobolan au pornit cu abilitati de invatare diferite, lotul cu tiroida supresata
fiind net inferior lotului martor. Un asemenea rezultat era de asteptat, avand in vedere
implicarea profundd a hormonilor tiroidieni in procesele de neurogeneza, formare a
sinapselor, mielinizare axonald si stabilirea retelelor neuronale. Este surprinzator la prima
vedere faptul ca lotul TS a pornit in test cu un timp aproape la fel de bun ca lotul martor.
Arthrospira (Spirulina) aduce, pe langd iod si substante asemanatoare hormonilor
tiroidieni (Babaev si colab., 1979; Naliandian si Babaev, 1988), o cantitate mare de acizi
grasi esentiali, foarte necesari in aceastd perioada pentru sinteza mielinei (Falch si colab.,
1995).

Pe parcursul perioadei de invatare, puii din toate loturile si-au imbunatatit
performantele, dar in mod diferit. Puii din lotul T au redus timpul de parcurgere a
labirintului cu 47%, cei din lotul TS cu 78%, iar puii din lotul control cu 94%. Aceste
rezultate atestd pozitia deosebitd pe care o defin hormonii tiroidieni in evolutia
ontogeneticad a sistemului nervos, dar si capacitatea Spirulinei de a suplini partial
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necesitatile unui organism carentat — fapt ce devine deosebit de important pentru copii ce
traiesc in zone geografice cu deficit de iod, cat si pentru cei subnutriti.

Evolutia tiroidei si concentratiile hormonilor tiroidieni

Inhibarea tiroidei are de obicei efecte multiple si uneori de sens contrar. La
animalele adulte, blocarea sintezei hormonilor tiroidieni are drept primd consecinta
stimularea secretiei de TRH, printr-un feed-back negativ la nivel hipotalamic, dar mai
ales stimularea adenohipofizei si intensificarea secretiei de TSH.

La animalele de experientd s-a observat cd, daca administrarea inhibitorului
tiroidian depaseste 30 de zile, se instaleaza un fenomen de compensare, via TSH, care
reduce partial consecintele supresirii tiroidei. In experimentul nostru, am incercat si
evitdm fenomenul de compensare, prin faptul ca tioureea a fost administratd in furaj, in
concentratie redusa si numai pentru 30 de zile. Inhibitorul a ajuns in organismul puilor
indirect, initial prin circulatia fetala si apoi prin lapte.

Greutatea tiroidei la varsta de 30 de zile a puilor a fost semnificativ scazuta
numai la lotul T, nu si la cel care a primit tiouree si Spirulina (Fig. 8.1). Cu toate acestea,
concentratiile hormonilor tiroidieni se mentin scazute sub valoarea martorului si la acest
din urma lot, mai ales in cazul formei active a hormonilor - T3. O tendinta de revenire
spre valorile de control s-a remarcat in cazul T4, dupa administrarea Spirulinei (Fig. 8.2).

Greutatea tiroidei la sacrificare RIAT4

>
—

nmoli/l

M T TS M T TS

Fig. 8.1. Greutatea tiroidei la sacrificare Fig. 8.2. Concentratia sericd a tiroxinei la
(30 de zile) puii de 30 de zile

Testele realizate in cadrul acestui experiment evidentiaza atdt actiunea tiroid-
stimulantd a Arthrospirei (Spirulina), cat si consecintele pe care le pot avea, la nivel
glandular si organismic, pesticidele, insecticidele si alti poluanti din mediu care au
potential de inhibare a functiei tiroidiene.

9. Proprietitile imunostimulatoare ale unei tulpini autohtone de
Arthrospira (Spirulina)

Protocol experimental

Luand in considerare si lucrarile cercetatorilor rusi (Loseva si Dardynskaya,
1993) privind efectul radioprotector al Arthrospirei (Spirulina), ne-am propus studierea
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proprietatilor imunostimulatoare ale tulpinii salbatice autohtone de Arthrospira
(Spirulina), pe un model experimental cu animale imunosupresate. S-a utilizat un
amestec de elemente imunosupresoare care a inclus: Prednison (comprimate — substanta
activa: acetatul de prednison), Cell Cept (capsule — substanta activa: mycofenolat
mofetil), Sandimmun neoral (capsule — substanta activa: ciclosporina).

Animalele de experienta (soareci) au fost Impartite in 4 loturi, fiecare primind un
regim diferit, dupd cum urmeaza: lotul M (martor); lotul Im (imunosupresat), care a
consumat aceeasi hrana ca si lotul M, dar in fiecare zi li s-a injectat intraperitoneal o doza
de 20 pul de amestec imunosupresor; lotul Im-Sp (imunosupresat si tratat cu Spirulina) a
primit hrana suplimentata cu 8% pulbere de Spirulina; de asemenea, zilnic 1i s-a injectat
animalelor aceeasi dozd de amestec cu activitate imunosupresoare; lotul Sp (Spirulina) a
primit hrana suplimentatd cu 8% pulbere de Spirulina dar fara tratament imunosupresor.

Parametrii hematologici si biochimici

A fost remarcata, la toate loturile experimentale (Im, Im-Sp, Sp), o crestere a
numarului hematiilor fatd de lotul martor, semnificativa din punct de vedere statistic
fiind modificarea valorilor inregistrate la lotul care a primit doar Spirulina (Fig. 9.1).

In ceea ce priveste leucocitele, s-au inregistrat scaderi semnificative statistic la
lotul Im, fatd de soarecii din lotul M. La lotul Im-Sp, numarul de leucocite a scazut atat
fatd de martor, cat si fatd de lotul cu imunosupresor, scaderea fiind mai accentuata (-50%)
si asiguratd statistic doar fatd de lotul Im. Scaderile inregistrate la aceste doud loturi
carora li s-au administrat imunosupresori sunt explicabile prin prisma actiunii acestor
fierului continut in Spirulina, comparativ cu celelalte surse de hranad (Qishen si colab.,
1988). Comparand valorile acestui parametru, de la lotul Im-Sp, cu cele de la lotul Im,
am constatat o crestere cu 60% a numarului de leucocite, statistic semnificativa, ce atesta
capacitatea Spirulinei de a stimula sistemul imunitar.
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Fig. 9.1. Variatia numdrului de hematii la Fig. 9.2. Variatia glicemiei la soarecii
soarecii martor, imunosupresati si la cei martor, imunosupresati si la cei hranifi cu
hraniti cu Arthrospira (Spirulina) Arthrospira (Spirulina)

Glicemia a inregistrat o crestere semnificativa statistic la lotul Im, comparativ cu

lotul M. La lotul Im-Sp s-a remarcat o tendinta de revenire a glicemiei spre valorile de la
lotul M. Comparand valorile glicemiei, de la lotul Im-Sp, cu cele de la lotul Im, am
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observat o scadere cu 40% a acesteia, statistic semnificativa, ceea ce atestd efectul
hipoglicemiant al Spirulinei (Fig. 9.2).

Numarul leucocitelor, semnificativ diminuat la lotul Im, fata de lotul M, a fost
restaurat prin adaugarea de Spirulina in dieta animalelor. De asemenea, Spirulina a
determinat o crestere a numarului de hematii, printr-o mai buna economie a fierului.
Imunosupresia a diminuat procentul de neutrofile, dar cu o pronuntatd tendintd de
revenire la lotul Im-Sp.

La lotul tratat cu Spirulina, activitatea fagocitara a macrofagelor a fost intensa,
ceea ce poate insemna cd cianobacteria stimuleaza semnalizarea intercelulara la nivel de
celula macrofagica si celula prezentatoare de antigen.

Coroborand datele noastre cu cele existente in literaturd, putem afirma ca
Spirulina imbunatateste functiile macrofagelor si asigura cresterea capacitatii de aparare
naturald a organismului In cazul imunitatii scazute.

10. Efectul hepatoprotector al cianobacteriei Arthrospira (Spirulina) in
intoxicatia cronica cu etanol la sobolani

Protocol experimental

In vederea investigarii posibilelor efecte hepatoprotectoare ale cianobacteriei, au
fost determinati cativa parametri hematologici si biochimici (serici si hepatici) la
sobolanii care au primit un supliment de pulbere de Spirulina in hrand, pe fondul
intoxicatiei etilice.

Intr-un experiment derulat pe parcursul a sase siptimani, animalele de experientd
(sobolani Wistar) au fost impartite in patru loturi: lotul martor (M) a primit dieta standard
(glucide, lipide, proteine vegetale si animale, minerale si un premix de vitamine); lotul
etanol, (EtOH) a consumat dieta standard si etanol (6 g/kg corp); lotul etanol-Spirulina,
(EtOH-Sp) a consumat dieta test (cu un continut de 8% Spirulina), dar si etanol, la fel ca
si lotul EtOH; lotul Spirulina, (Sp) a consumat dieta test, fara adaos de etanol.

Parametrii hematologici si biochimici

Se stie cd etanolul determind liza hematiilor, ca o consecintd a agresivitatii
radicalilor liberi generati in concentrafii crescute (Ballard, 1997). Ca urmare, in
experimentul nostru numarul hematiilor a scizut semnificativ la lotul caruia i s-a
administrat etanol. Lotul tratat cu Spirulina a inregistrat valori similare cu cele ale lotului
martor, cu o usoard tendintd de crestere, datd de proprietatea de stocare a fierului si
cresterea hematopoiezei. Administrarea cianobacteriei pe fondul intoxicatiei etilice (lotul
EtOH-Sp) a condus la revenirea acestui paramentru spre valorile de control.

Numarul leucocitelor a scazut semnificativ numai in cazul lotului EtOH; o
caracteristicd a patologiei alcoolice este deprimarea sistemului imunitar, motiv pentru
care alcoolicii sunt predispusi la infectii (Ballard, 1997). Numarul total de leucocite a
crescut semnificativ la animalele care au primit doar Spirulina, pe cand la cele cu EtOH-
Sp valorile au fost foarte apropiate de cele ale lotului martor. Deci, putem afirma ca
imunosupresia determinata de etanol a fost in Intregime inlaturata de Spirulina.

Hematocritul a inregistrat o ugoara scadere la lotul cu EtOH, ce a insotit scaderea
numiarului de hematii. In schimb, administrarea pulberii de Spirulina in paralel cu
etanolul a determinat cresterea semnificativd a hematocritului. Hemoglobina nu a
prezentat modificari semnificative la loturile tratate, comparativ cu lotul M.
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Introducerea etanolului in alimentatie a determinat o hiperglicemie semnificativ
crescutd (cu 35%), semnalatd si de alti autori, ca rezultat al metabolizarii alcoolului la
acetaldehida si devierii raportului redox celular spre o stare mai redusa (Lieber, 1993). Pe
fondul hiperglicemiei alcoolice, adaosul de Spirulina in alimentatia animalelor a readus
glicemia la valori aproape identice cu cele de la lotul martor. Actiunea hipoglicemianta s-
a evidentiat cu claritate si la grupul de animale care a primit in hrand numai
cianobacteria, fara alcool (Sp).

Concentratiile glucozei si glicogenului hepatic au avut o evolutie paralela:
ambele au scazut semnificativ sub influenta etanolului, pentru a se apropia de valorile
martor la lotul EtOH-Sp, dar atunci cand Spirulina a actionat singura, au fost de
asemenea scazute.

Proteinele serice, semnificativ reduse la lotul EtOH, au fost readuse la valoarea
de control 1n prezenta adaosului de Spirulina, odata cu intensificarea sintezei proteinelor
hepatice (Fig. 10.1).
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Fig. 10.1. Variatia concentratiei proteinelor Fig. 10.2. Variatia colesterolemiei la
serice la sobolanii intoxicati cu etanol si sobolanii intoxicati cu etanol si tratati cu
tratati cu Arthrospira (Spirulina) Arthrospira (Spirulina)

Am verificat dacd in conditiile noastre experimentale putem detecta o actiune
hipocolesterolemianta. S-au constatat modificari semnificative statistic la lotul cu EtOH
si la cel cu Spirulina, aceste modificari fiind in concordantd cu datele cunoscute in
literatura de specialitate. Etanolul a determinat cresterea colesterolului plasmatic,
asociat cu numeroasele modificari, cunoscute din literatura, ale metabolismului lipidic
(Lieber, 1993; Navder si colab., 1997). Este important de amintit cad la lotul EtOH-Sp
efectul hipercolesterolemiant al etanolului a fost in totalitate reversat de administrarea
Spirulinei (Fig. 10.2).

in concluzie, putem afirma ci, in experimentul nostru, atit administrarea singura
a Spirulinei cat si in combinatie cu etanolul a determinat scaderea semnificativd a
concentratiei glucozei hepatice si glicogenului. Efectul hipocolesterolemiant al Spirulinei
a fost evidentiat in experimentul nostru. Testarea pulberii de Spirulina a avut ca efect o
crestere a nivelului de proteine serice, cu restaurarea, la lotul EtOH-Sp, a capacitatii de
export a proteinelor hepatice. Administrarea etanolului a scazut semnificativ proteinemia,
fiind afectate atat sinteza cat si exportul proteinelor.
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11. Studii ultrastructurale asupra efectelor administrarii cianobacteriei
Arthrospira (Spirulina) in intoxicatia cronica cu etanol la sobolani

Protocol experimental

Studiile de structurd si ultrastructurd s-au realizat in colaborare cu colectivul de
cercetare din cadrul Centrului de Microscopie Electronicd, Universitatea Babes-Bolyai
Cluj-Napoca. Animalele de experientd au fost femele de sobolan Wistar, grupate in 4
loturi: lotul martor (M) a consumat o dietd echilibratd din punct de vedere nutritiv si
energetic, confinand glucide, lipide si proteine vegetale si animale, minerale si un premix
de vitamine; lotul Spirulina (Sp) a consumat aceeasi hrand cu lotul martor, dar
suplimentata cu 8% pulbere de Spirulina; lotul Etanol-Spirulina (EtOH-Sp) a consumat
aceeasi dieta ca si lotul cu Spirulina, dar si etanol (10% v/v in apa de baut); lotul Etanol
(EtOH) a consumat dieta standard si aceeasi concentratie de etanol ca si lotul EtOH-Sp.

Experimentul a durat zece saptdmani, la sfarsitul experimentului, animalele au
fost sacrificate prin exsangvinare. Au fost luate probe de tesut hepatic pentru determinari
de microscopie electronica. Restul de ficat a fost omogenizat pentru preparate
mitocondriale, pe care am efectuat masuratori spectrofotometrice ale unor parametri
bioenergetici (potentialul de membrana, fluxurile de calciu si umflarea mitocondriald).

Studii ultrastructurale ale ficatului sobolanilor din lotul martor

Examinarea tesutului hepatic normal relevd o structurd parenchimald cu
hepatocitele dispuse in cordoane celulare regulate. Fiecare hepatocit prezintd un nucleu
de forma sferica sau ovalara cu diametrul de aproximativ 6-7 um, situat in centrul celulei
si care contine 1-3 nucleoli in cariolimfd. Adesea, nucleolii sunt dispusi in apropierea
membranei nucleare, sugerdnd o activitate intensd nucleu - citoplasma. in apropierea
nucleului sunt vizibile numeroase mitocondrii normal electrodense (Fig. 11.1).

Reticulul endoplasmic este reprezentat in principal de profile inguste ale
reticulului endoplasmic granular (REG), dispus atét in pachete de profile paralele cat si in
profile in jurul mitocondriilor.

Picaturile de lipide sunt rare in citoplasma, datoritd faptului ca, in paralel cu
sinteza lor lipidele sunt transportate de la hepatocite in capilarele sangvine sau depozitate
in asa numitele ,,celule de stocare a grasimilor” sau celule Ito (Ito si Shibasaki, 1968).

Studii ultrastructurale ale ficatului sobolanilor din lotul cu intoxicatie alcoolica

In citoplasma acestor hepatocite, aflate preponderent in apropierea zonei
centrolobulare, mitocondriile au matricea slab electrondensd, rarefiatd, sugerdnd o
diminuare a participdrii lor la metabolismul energetic. Se mai evidentiaza si faptul ca
reticulul endoplasmic granular (REG) are canaliculele dilatate, la fel si spatiul
perinuclear, sugerand o diminuare a sintezelor proteice (Fig. 11.2). Celulele Kupffer,
respectiv macrofagele ficatului, prezinta o relativ intensd activitate pentru captarea si
distrugerea structurilor alterate de influenta alcoolului. In lumenul capilarelor sinusoide s-
au observat neutrofile, prezenta acestora indicand clar un proces de inflamatie.
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Fig. 11.1. Lot martor: hepatocit cu nucleu sferic, Fig. 11.2. Lotul EtOH: hepatocit din zona
eucromatic, cu 3 nucleoli (n). In citoplasmi se centrolobulardi. Nucleu (N) de forma
observd mitocondrii normal electrondense (M), neregulatad, profile REG dilatate si
profile paralele de reticul endoplasmatic granular mitocondrii slab electrondense. Bara — 2
(REG) si numeroase plaje de glicogen (G). Bara - um.
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Fig. 11.3. Lotul EtOH-Sp: in hepatocite se disting Fig. 11.4. Lotul Sp: hepatocite cu aspect
numerosi peroxizomi (Px) si rozete de glicogem mnormal, cu nuclei (N) sferici, cu contur
(RG). M — mitocondrie; REG — reticul regulat, mitocondrii normal electrondense si
endoplasmatic rugos. Bara - 1pm. profile REG paralele. Bara — 5 pm.

Studii ultrastructurale ale ficatului sobolanilor din lotul cu intoxicatie alcoolica si
Spirulina

Administrarea consecutiva a alcoolului si Spirulinei indica o protejare fatd de
actiunea nocivad a alcoolului, imaginile ultrastructurale fiind foarte apropiate de
ultrastructura martorului. La acest lot se remarcd prezenta majoritatii hepatocitelor
normal structurate, cu nuclei sferici ovalari, cu 1-2 nucleoli predominant eucromatici.
Mitocondriile sunt numeroase si normal structurate, fapt evident in toate imaginile
obtinute. REG este prezent sub forma de profile inguste cu dispunere paraleld, in jurul
mitocondriilor, propice sintezelor proteice. Se remarca 1nsa faptul ca lipidele lipsesc din
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celulele Ito, ceea ce indicd o foarte bund metabolizare a lor, apropiata de starea normala.
Prezenta microparticulelor de glicogen este de asemenea evidentd, in unele hepatocite
formand chiar plaje de glicogen sau fiind prezent sub forma de rozete.

Exista relativ numeroase centre de sinteza a glicogenului si de asemenea numerosi
peroxisomi (Fig. 11.3). Proliferarea peroxizomald este unul dintre indicatorii cresterii
capacitatii celulelor de a se opune alterdrilor cauzate de speciile reactive de oxigen. In
cazul experimentului nostru, cresterea numarului de peroxizomi a fost consecinta
introducerii suplimentului alimentar (pulberea de Spirulina) in dieta lotului EtOH-Sp.

Studii ultrastructurale ale ficatului sobolanilor din lotul cu Spirulina

Aspectele ultrastructurale prezentate si descrise la ficatul martor, sunt in cea mai
mare parte regasite acum, indicand efectul hepatoprotector al Spirulinei, comparativ cu
alteririle provocate hepatocitelor de sobolan tratat numai cu alcool. In acest sens,
remarcam prezenta hepatocitelor cu aspect normal, cu nuclei sferici, cu 1-2 nucleoli (Fig.
11.4), cu multe microparticule de glicogen in citoplasma. Spirulina a protejat prezenta
glicogenului 1n hepatocite. De asemenea, picdturile lipidice sunt in numar foarte mic in
majoritatea hepatocitelor. Se remarca faptul ca lipidele lipsesc din hepatocite si se
acumuleaza in celulele Ito, ceea ce indicad o foarte buna metabolizare a lor si un tranzit al
lipidelor din hepatocit.

Efectul hepatoprotector al Spirulinei este evidentiat si prin abundenta REG,
indicand o intensa activitate metabolicd, in special pentru sinteza proteinelor.
Mitocondriile Tn marea majoritate sunt sferice, cu matricea densa, ceea ce denota ca sunt
metabolic active. Canaliculii biliari sunt normal constituiti, avand diametrul ingust si
delimitat de microvili. In jurul canaliculilor biliari sunt prezenti lizozomi sub forma de
corpusculi peribiliari, ducand la sinteza si secretia de bild. Celulele Kupffer sunt active,
cu multi lizozomi gata sa intre in activitate.

12. Efectele administrarii cianobacteriei Arthrospira (Spirulina) la
sobolani intoxicati cronic cu etanol asupra mitocondriilor hepatice;
monitorizarea tranzitiei de permeabilitate si a fenomenelor asociate

(umflarea mitocondriala, colapsul AY si efluxul de calciu)

Scopul acestui experiment a fost de a stabili dacad Spirulina are un efect protector
asupra mitocondriilor de la sobolani normali si alcoolizati, in ceea ce priveste tranzitia de
permeabilitate si fenomenele asociate (umflarea mitocondriald, colapsul AY si efluxul de
calciu). Experimentul s-a realizat pe parcursul a zece saptamani, animalele de experienta
au fost impartite in patru loturi: lotul martor, (M) a primit dieta standard (glucide, lipide,
proteine vegetale si animale, minerale si un premix de vitamine); lotul etanol, (E) a
consumat dieta standard si etanol (10% v/v 1n apa de baut); lotul etanol-Spirulina, (ES) a
consumat dieta test (Spirulina 8%), dar si etanol, la fel ca si lotul EtOH; lotul Spirulina,
(S) a consumat dieta test.

Potentialul de membrana (AY), fluxurile de calciu si umflarea mitocondriala
au fost monitorizate spectrofotometric, cu ajutorul unui spectrofotometru diode-array,
care permite Inregistrari paralele ale mai multor parametri, sau folosind un
spectrofotometru Jasco V-530 pentru efectuarea de inregistrari individuale ale fiecdrui
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parametru in conditii identice. Respiratia si toate fenomenele asociate (AW, fluxurile de
Ca?" si umflarea mitocondriald) au fost declansate prin aditia de succinat (2,5 mM).
Diferite concentratii de CaClz sau alti factori modulatori au fost adaugate fie la inceput,
fie in pulsuri repetate, pana la atingerea concentratiei dorite. Sensibilitatea diferitelor
grupe de mitocondrii la calciu am apreciat-o prin considerarea numarului de pulsuri de
calciu (de 10 uM fiecare) necesare pentru colapsul AY sau/si producera efluxului masiv
de calciu, servind astfel la comparatia intre grupuri (Fig.12.1 si Fig.12.2).
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Fig. 12.1. Membrane potential (upper
trace) and mitochondrial swelling (lower
trace) in mitochondria of control (C) rats.

Fig. 12.2. Calcium (Ca*") fluxes (upper
trace) and matrix swelling (lower trace)
in mitochondria of C rats.

Mitocondriile de la sobolanii din lotul martor (M). Fig. 12.3. prezintd o
inregistrare a modificarilor de fluorescentd (Aex = 622 nm; Aem = 670 nm) asociate cu
generarea §i colapsul potentialului de membrand dupd aditia de succinat si pulsuri
repetate de calciu. Inregistrarea fluorescentei are avantajul de a nu fi sensibild la
modificarile spectrale asociate cu umflarea. Numarul "dintilor de calciu" corespunde
practic cu numarul aditiilor de calciu dupa care AW colapseaza. Astfel, putem cuantifica
prin metoda fluorescentei capacitatea mitocondriilor de a rezista la stresul indus de calciu
doar prin inregistrari ale potentialului de membrana.

Mitocondriile de la sobolanii din grupul cu etanol (E). Fig. 12.4 arata cinetica
AY, se poate observa ca mitocondriile din acest lot sunt mai sensibile la stresul indus de
calciu decat cele ale lotului M, asa cum demonstreazd numarul mic de pulsuri de calciu
(10 uM) adaugat pana la colapsul AY. Aceste rezultate indica faptul cd membranele
mitocondriale ale sobolanilor din lotul E si sistemele lor de transport sunt mai fragile,
gata sa elibereze componentele spatiului intermembranar si ale matricei.

Mitocondriile de la sobolanii din grupul cu etanol si Spirulina (ES).
Comportamentul reprezentativ al mitocondriilor izolate de la sobolanii din lotul ES este
prezentat in Fig. 12.5 (A¥). Comportamentul lor este similar cu cel al mitocondriilor din
lotul de control si este sustinut de analiza statistica. Din Tnregistrarile noastre reiese ca
Spirulina are un efect protector asupra ficatului la sobolanii tratati cu etanol.
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Fig. 12.3. Inregistrarea spectrofluorimetrici Fig. 12.4. Inregistrarea spectrofluorimetrica
a cineticii potentialului de membrand dupa a potentialului de membrand declansat de
aditia de succinat si mai multe pulsuri de succinat in mitocondriile sobolanilor din
10 uM calciu. lotul cu etanol (E).

Mitocondriile sobolanilor din grupul cu Spirulina (S). Mitocondriile acestui
grup acumuleaza in jur de 6-7 pulsuri de calciu (Fig. 12.6) inainte de inducerea tranzitiei
de permeabilitate, totalul se ridica la 60-70 uM, sau 60-70 nmoli/mg proteina, valorile
individuale sunt cuprinse intre 45 si 90 nmoli/mg, cu o medie de 66,1 nmoli/mg proteina
mitocondriala. In conditiile folosite de noi, cand fosfatul anorganic (Pi) are o concentratie
mai mare decat Mg, aceastd performanta este remarcabild, deoarece este cunoscut faptul
ca Pi promoveazi tranzitia de permeabilitate indusi de calciu, in timp ce Mg?* are un
efect opus (Bernardi si Pietrobon, 1982; Racay, 2008). Acest lucru inseamna ca Spirulina
addugatd ca supliment nutritiv creste rezistenta mitocondriilor la stresul indus de calciu si
foarte probabil la stresul oxidativ, deoarece cei doi agenti sunt interconditionati. De fapt,
o analizd a celorlalte rezultatelor biochimice ale studiului nostru merge in aceasta
directie.
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Fig. 12.5. Inregistrarea potentialului de
membrana declansat de succinat in
mitocondriile sobolanilor tratati cu etanol
si Spirulina (ES).

Fig. 12.6. Inregistrarea spectrofluorimetrica
a potentialului de membrana generat de
succinat In mitocondriile sobolanilor tratati
cu Spirulina (S).
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Multe din studiile raportate in literatura de specialitate, cu relevanta directad asupra
studiului nostru, se refera la ficatul perfuzat, culturi de tesuturi sau celule hepatice, in
timp ce mai putine studii similare cu ale noastre au fost efectuate pe mitocondrii izolate.
Desi abordarea experimentald nu a fost identica, concluziile generale au fost similare; de
exemplu, consumul chiar si moderat de alcool afecteazd productia de ATP si induce
alterari structurale si functionale grave in mitocondriile organelor si tesuturilor vitale.
Spirulina adaugata ca supliment nutritiv creste rezistenta mitocondriilor la stresul indus
de calciu si foarte probabil la stresul oxidativ, deoarece cei doi agenti sunt
interconditionati.
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Concluzii

Putem concluziona ca majoritatea parametrilor investigati au fost modificati intr-
un mod favorabil de administrarea pulberii de Arthrospira (Spirulina) pe fondul
anemierii, imunosupresiei, inducerii hipotiroidismului si intoxicatiei etilice.

1. Aspectul animalelor pe tot parcursul experimentelor, aspectul organelor
interne la sacrificare, precum si valorile parametrilor determinati ne indreptateste sa
afirmdm ca administrarea Arthrospirei (Spirulina), 3% si respectiv 8%, in dieta
animalelor de experientd, atdt in regim subcronic (2 saptdmani), cat si pentru o perioada
mai indelungatd (2 luni) nu a avut efecte toxice.

2. Studiul nostru a demonstrat ca Arthrospira (Spirulina) are un efect pozitiv
in anemii, datoritd densitatii ridicate de nutrienti si in special a urmatoarelor elemente:
vitamina B12, acid folic, aminoacizi esentiali, fier cu biodisponibilitate ridicatd. La
animalele anemiate parametri modificati s-au restaurat partial, ca urmare a intensificarii
eritropoiezei sub actiunea Epo endogend. Animalele din lotul anemiat si tratat cu
Spirulina au fost mai eficiente In restaurarea parametrilor afectati, comparativ cu lotul
An.

3. Testele realizate in verificarea ipotezei potrivit careia cianobacteria, prin
continutul sdu de iod si de compusi asemanatori hormonilor tiroidieni, poate stimula
functia tiroidiana evidentiaza atat actiunea tiroid-stimulantd a Arthrospirei (Spirulina),
cat si consecintele pe care le pot avea, la nivel glandular si organismic, pesticidele,
insecticidele si alti poluanti din mediu care au potential de inhibare a functiei tiroidiene.

4. Putem afirma ca Spirulina imbunatateste functiile macrofagelor si asigura
cresterea capacitatii de aparare naturald a organismului in cazul imunitatii scazute.
5. Administrarea Spirulinei, atat singura, cat si in combinatie cu etanolul a

determinat scaderea semnificativa a concentratiei glucozei hepatice si glicogenului. De
asemenea, efectul hipocolesterolemiant al Spirulinei a fost evidentiat in experimentul
nostru. Daca administrarea etanolului a scazut semnificativ proteinemia, fiind afectate
atat sinteza cat si exportul proteinelor, pulberea de Spirulina a avut ca efect o crestere a
nivelului de proteine serice, cu restaurarea, la lotul EtOH-Sp, a capacitatii de export a
proteinelor hepatice.

6. Studiile de microscopie electronicd asupra ficatului arata ca aspectele
ultrastructurale prezentate si descrise la ficatul martor, sunt in cea mai mare parte regasite
acum, indicand efectul hepatoprotector al pulberii de Arthrospira (Spirulina), fata de
alterdrile provocate hepatocitelor ficatului de sobolan tratat numai cu alcool.

7. Rezultatele noastre actuale confirma efectele benefice ale administrarii de
Spirulina la sobolanii normali si tratati cu etanol. Am demonstrat ca aceasta cianobacterie
imbundtdteste rezistenta mitocondriilor hepatice la stresul indus de calciu, amana
colapsul AY si tranzitia de permeabilitate.
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