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INTRODUCERE

Prezenta lucrare aduce in prim plan o patologie din ce In ce mai des intalnitd n practica
medicala clinica — sindromul de colon iritabil (din engl. irritablebowelsyndrome- IBS). Un numar
considerabil de publicatii si studii de specialitate evidentiazd interesul fata de grupul tulburarilor
functionale digestive, in care sindromul de colon iritabil isi face simtita prezenta.

Patogeneza acestei afectiuni, similar altor afectiuni functionale, nu este inca in totalitate
cunoscutd. Din acest motiv, au fost propuse multiple mecanisme care sa explice patogeneza acestui
sindrom de-a lungul timpului, insd, pana in prezent, nu exista doar un singur mecanism care sa duca
lasindromul de colon iritabil, acceptadndu-se n acest fel perspectiva unei etiopatogeneze
multifactoriale.

Fiind definita printr-un tipar variabil de simptome, care pot fi prezente atat la nivelul
intestinului subtire cat si in colon, tulburarea se caracterizeaza prin dureri sau disconfort abdominal,
in care apar modificari ale tranzitului intestinal. Cele mai frecvente simptome prezente in sindromul
de colon iritabil sunt reprezentate de balonare, constipatie, diaree, senzatia de defecare incompleta
sau prezenta mucusului in scaun (Schmulson and Drossman, 2017).

Stabilirea diagnosticului de sindrom de colon iritabil este un proces complicat, uneori
asemanator unui puzzle complex, care cuprinde culegerea si analiza informatiilor. Criteriile ROME
IV, care sustin diagnosticul de sindrom de colon iritabil, pun in prim plan perturbarea functionarii
tractului gastrointestinal si propun conceptul de tulburdri intestinale in strinsd corelatie cu axa
intestin-creier. Aceste afectiuni se caracterizeaza prin simptome digestive legate de tulburari de
motilitate, hipersensibilitate visceralda, fiind corelate cu procesarea stimulului microbiomului,
sistemului imunitar al mucoasei sau sistemului nervos central (Gilkin Jr, 2005).

In prezent, existd tot mai multe dovezi ale rolului microbiomului intestinal in patogeneza
acestui sindrom. Prin urmare, sindromul colonului iritabil ar putea fi definit ca un cumul de simptome
cronice precum durerea si tulburarile tranzitului intestinal (diaree sau constipatie), dar care rezulta
din alterarea microbiomului intestinal, fiind strans corelate cu modificarile raspunsului imunitar
parietal si sensibilitatea crescutd a peretelui intestinal (Schmulson and Drossman, 2017). Tn urma
acestei schimbari de paradigma, trebuie luate in considerare inclusiv noi optiuni terapeutice.

Totodata, diagnosticul trebuie sa fie insotit de excluderea oricaror boli metabolice sau
organice, diabet zaharat, tulburari de natura tiroidiana, intoleranta la lactoza, afectiuni maligne sau
benigne, tulburdri din sfera psihiatrica sau interventii chirurgicale cu posibile aderente (Sullivan and
Nord, 2005).

Un aspect cunoscut este faptul cé severitatea simptomelor variazd de la un pacient la altul, cu
predominanta unuia sau mai multor simptome, evolutia bolii fiind variabild, imprevizibila, de cele
mai multe ori de lungd duratd, etapele de remisiune alternand cu fazele de recidivda a
simptomatologiei. Datorita naturii cronice a acestei afectiuni, a carei cauza nu a fost inca elucidata,
in care factorii emotionali, alimentari, medicamentosi sau hormonali pot favoriza sau agrava
simptomele gastrointestinale, tratamentul este in primul rand simptomatic, cu accent pe dietd. Chiar
dacad patologia este cunoscuta sub numele de ,,sindromul colonului iritabil”, prin tehnicile imagistice
nu se poate observa iritatia colonului.

Deoarece péana in prezent nu a fost evidentiat niciun biomarker specific IBS, atentia a fost
indreptata catre markerii stresului oxidativ, avand in vedere ca studiile recente au evidentiat atat
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deficiente de semnalizare, cat si modificari ale echilibrului oxidativ in unele afectiuni
gastrointestinale si neurologice (Grenham et al., 2011; Mayer et al., 2015). In aceasta privinti, mai
multe studii au indicat implicarea speciilor reactive la oxigen (ROS) 1n dezvoltarea IBS, cu o scadere
semnificativa a capacitatii antioxidante nu numai la pacienti (Schwartz, Repine and Abraham, 1995;
Mete et al., 2013; Choghakhori et al., 2017), ci si la modelele de sobolan cu simptome induse de
sindrom de colon iritabil. Acest aspect a fost evidentiat cu precadere de scaderea activitatii superoxid
dismutazei (SOD) si glutation peroxidazei (GPx), in tesutul intestinal, si cresterea peroxidarii lipidice
(Mozaffari et al., 2011; Dolatabadi et al., 2018).

Avand in vedere cd pana in prezent nu a fost identificat un tratament specific, tintit, care sa
vindece sindromul de colon iritabil, tehnica terapeutica ar trebui sa implice abordarea problemelor
pacientului, 1n special prescrierea tratamentelor care actioneaza asupra simptomatologiei
(Basnayake, 2018). In prezent, se utilizeazi o gama larga de tratamente farmaceutice, cele mai multe
fiind concepute pentru alte indicatii, cum ar fi medicamentele antispasmodice (Ruepert et al., 2011),
uleiul de menta (Camilleri and Boeckxstaens, 2017), antidepresive triciclice si serotonina selectiva
(Alexander C Ford et al., 2014), Rifaximin, un antibiotic care reduce simptomele IBS (Pimentel et
al., 2011) sau probioticele (Chey, 2017). Mai mult decét atat, terapia cognitiva comportamentala,
terapia psihologicd cu mai multe componente, psihoterapia dinamicd, hipnoterapia sunt, de
asemenea, utilizate pentru ameliorarea simptomelor (Alexander C. Ford et al., 2014).

In lumina informatiilor relatate anterior in ceea ce priveste stadiul actual al cunoasterii in acest
domeniu, faptul ca existd incd o serie de conexiuni si elemente din etiologia bolii necunoscute pe
deplin, dar si pentru ca, pand in prezent nu existd un biomarker propriu diagnosticarii bolii,
elementele propuse pentru a fi studiate Th prezenta lucrare sunt motivante, mai ales prin prisma
intelegerii mecanismelor complexe pe care acesta boala le cunoaste.

Principalul scop al lucrarii de fata este acela de a evalua si cerceta diferite aspecte
comportamentale si biochimice la pacientii umani si modelele animale, aspecte determinate prin
tehnici diferite, de a stabili posibile corelatii intre parametrii evaluati si, nu in ultimul rand, de a oferi
caracterizarea unui lot de pacienti cu diagnosticul de sindrom de colon iritabil.

Un prim obiectiv a fost acela de a obtine unele modele animale ale sindromului de colon
iritabil care au replicat o serie de simptome usoare ale afectiunii. In acest context, s-a incercat
evidentierea efectului unor tratamente antioxidante asupra sindromului de colon iritabil la sobolani,
avand la baza administrarea unui extract de Chrysanthellum americanum L. Vatke. Ulterior, au fost
evaluate aspecte comportamentale si statusul oxidativ la animalele respective.

Tot legat de modelele experimentale animale, un alt obiectiv a fost acela de a compara unele
aspecte comportamentale si de a evalua markerii stresului oxidativ la un model experimental usor al
sindromului de colon iritabil la soareci supusi paradigmei stresului multifactorial. Ulterior, a fost
evaluat potentialul antioxidant al extractului etanolic, respectiv metanolic obtinut din semintele de
Camelina sativa var. Madalina, atat prin prisma statusului oxidativ cat si prin prisma evaluarii
comportamentale ale animalelor supuse experimentului.

Plecand de la aceste premise, un obiectiv notabil este acela ca, din perspectiva neurologica,
ne dorim sa aflam daca implicarea neuropsihiatrica in sindromul de colon iritabil are o relevanta, mai
mult decat atat, dacd existd o suprapunere intre substratul biochimic studiat si tulburérile
neuropsihiatrice.
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Un alt obiectiv al prezentei lucrari este legat de evaluarea statusului afectiv la un grup de
pacienti diagnosticati cu IBS, atat din perspectiva simptomatologiei cat si din privinta modului in
care somnul si mai ales disfunctiile acestuia le influenteaza viata. In legatura cu acelasi lot de
pacienti, am evaluat statusul oxidativ din probe de lacrimi, prelevate prin metode non-invazive, dar
si din ser, urina si materii fecale.

Experimentele desfasurate care sunt prezentate in lucrare au fost gazduite de Laboratorul de
Fiziologie Animala al Facultatii de Biologie a Universitatii ”Alexandru loan Cuza” din lasi si cel al
Facultatii de Medicind Veterinara, Universitatea de Stiinte ale vietii “lon lonescu de la Brad”, lasi,
Spitalul Sf.Spiridon, Iasi, Clinica Medicala Oftaprof, Iasi.

Atat studiile bazate experimentele cu animale cét si cele care au avut la baza participarea
pacientilor umani si a voluntarilor s-au efectuat cu respectarea legislatiei europene si nationale care
reglementeaza aceste activitati, cat cu acordul scris si informat al participantilor, Comisia de Etica a
Spitalului Sf.Spiridon, lasi si Comisia de Etica a Facultatii de Biologie a Universitatii ”Alexandru
Toan Cuza” din Iasi, respectiv Comisia de Etica a Facultatii de Medicina Veterinara, Universitatea
de Stiinte ale vietii “Ion Ionescu de la Brad”, Iasi.

CAPITOLUL 1. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII iN DOMENIU

Sindromul de colon iritabil este la ora actuald una dintre cele mai frecvente tulburari
gastrointestinale functionale. Fiind o disfunctie functionala definita printr-un tipar variabil de
simptome, care pot aparea att n intestinul subtire, cat si In intestinul gros, avand o progresie cronica
a cérei diagnosticare este adesea dificil de stabilit,aceastd afectiune deseori necesitd investigatii
multiple si costuri pe masurd. Un aspect deloc de neglijat 1l constituie tratamentul care este, in mod
obignuit,unul pe termen lung.

Cercetarea cu privire la acest subiect din ultimii ani prezintd sindromul de colon iritabil ca
fiind un complex de simptome digestive recurente, care asociazd in mod normal durerea abdominala,
modificari ale frecventei si consistentei scaunului, meteorismul abdominal, senzatia de defecare
incompleta insotitd de durere sau senzatie de arsurd, modificari ale tranzitului intestinal cu variatii
intre constipatie si diaree, balonari si emisie de gaze, mucus in scaun (Gilkin Jr, 2005; Longstreth et
al., 2006; Drossman, 2016). Testele de laborator s-au dovedit de-a lungul timpului deficitare, iar in
absenta oricaror daune structurale sau a unor modificari radiologice, endoscopice, histologice sau
biochimice a mucoasei intestinale, procedura de diagnostic poate fi intarziata sau ingreunata (Spiller
et al., 2007).

Conform celor mai noi clasificari care vizeaza bolile gastroenterologice (Videlock and Chang,
2015), sindromul de colon iritabil este considerat ca o fiind o afectiune functionald gastrointestinala
care cuprinde mai multe simptome intestinale cheie. Cele mai frecvente manifestari clinice ale
sindromului de colon iritabil sunt modificéri ale obiceiurilor intestinale, fiind definite in principal
prin variatii de consistenta a scaunului (constipatie, diaree sau alterarea din cauza lipsei unei cauze
clinice exacte, cum ar fi inflamatia intestinald sau infectia) (Canavan, West and Card, 2014).
Simptomatologia suplimentara include dureri abdominale si disconfort, care uneori se Imbunatateste
odata cu defecarea, aceasta intalnind-o in absenta unui factor patologic declansator.

Inca din 1820, sindromul de colon iritabil era documentat ca fiind o durere ocazionala raportata
la nivelul intestinelor Insotita de o perturbare a capacitatii de digestie, alaturi de flatulenta si senzatie
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de sufocare (Powell, 1818). Aproape 30 de ani mai tarziu, Cummings vorbeste despre eterogenitatea
simptomelor, atat constipatia cat si diareea, prezente la aceeasi persoana (Cumming, 1849).

In primele descrieri ale bolii, atentia a fost axatd pe trecerea vizibili a mucusului in scaun
(denumita boala mucoasé a colonului) (Clark, 1859), mai ales sub forma unor pseudomembrane sau
a unor portiuni din lumenul colonic (Da Costa, 1871; White, 1905). Tn momentul cand aceste
descrieri nu au capatat o semnificatie clara in ceea ce priveste patologia bolii, a devenit foarte clar
faptul ca este necesara o largire a orizontului simptomatologic.

Desi severitatea simptomelor variaza de la un pacient la altul,in egala masura variaza si
predominanta lor. Totodata, evolutia bolii fiind una de o factura extrem de variabild, imprevizibila,
cel mai adesea de lunga durata, fazele remisei alternand cu fazele de reaparitie a simptomatologiei.
Datorita naturii cronice ale acestei afectiuni, a carei cauza inca nu a fost pe deplin elucidata, la care
factorii emotionali, alimentari, medicamentosi sau hormonali pot favoriza sau agrava simptomele
gastrointestinale, tratamentul este Tn principal orientat pe simptomatologie, punéndu-se cel mai ades
accent pe dietd (Lembo and Bollom, 2015).

Pentru a sustine diagnosticul sindromului de colon iritabil, simptomele bolii trebuie sa
indeplineasca criteriile ROME IV) care evidentiaza perturbarea activitatii tractului gastrointestinal,
dar aduc un element de noutate esential, si anume conceptul de tulburari ale axei creier-intestin (gut-
brain axis) (Schmulson and Drossman, 2017).

Cu toate acestea, In conformitate cu criteriile ROME IV, tulburarile gastrointestinale
functionale au primit o noua definitie. Astfel, tulburarile gastrointestinale functionale sunt tulburari
ale interactiunii axei intestin-creier, un grup vast de tulburari gastrointestinale, care includ simptome
comune, cum ar fi tulburarile de motilitate, hipersensibilitate viscerald, modificarea functiei mucoase
si imune, alterarea microbiotei intestinale si alterarea procesarii sistemului nervos central (Drossman,
2016).

Avand 1n vedere incidenta simptomatologiei si necunoscand modelul exact de interactiune
intre componentele genetice si de mediu, sindromul de colon iritabil suportd mai multe variante
clinice, clasificandu-se astfel in functie de caracteristica principali. In acest fel, ludnd in considerare
consistenta scaunelor, sindromul de colon iritabil a fost clasificat in 4 subtipuri:

1. sindromul de colon iritabil cu constipatie (IBS-C) caracteristic prin scaune tari cel putin 25%
din timp sau scaune moi sau apoase mai putin de 25% din timp;

2. sindromul de colon iritabil cu diaree (IBS-D) caracteristic prin scaune moi sau apoase cel putin
25% din timp sau scaune tari mai putin de 25% din timp;

3. tip mixt - scaune moi sau tari cel putin 25% din timp;

4. neclasificat - atat scaune moi cat si tari mai putin de 25% din timp (Longstreth et al., 1997).

Teoriile actuale cu privire la etiologia sindromului de colon iritabil implica o serie de factori,

printre care amintim axa intestin-creier, factorii psihosociali, inflamatia, mecanismele
postinfectioase, variatiile genetice de predispozitie, alimentatia sau fluctuatiile hormonale.

Abordarea moleculard a sindromului de colon iritabil porneste de la o serie de biomarkeri, dar
care nu sunt implicati in diagnosticul direct, ci la diferentierea acestei boli de alte afectiuni. In acest
fel, pe langa panoul de biomarkeri imunologici cu opt elemente descris de Mujagic si colaboratorii
sai, care a propus si validat interleukina 1-beta, interleukina 6, interleukina 12p70, factorul a de
necroza tumorald, cromogranina A, beta-defensina umana 2 (HBD2) si calprotectina intr-un panou
IBS multi-test, multe studii au descris diferentierea biomarkerilor (Mujagic et al., 2016). Pe de alta
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parte, exista o perspectiva a studiului microbiomului in sindromul de colon iritabil, si a stresului
oxidativ.

Faptul ca stresul oxidativ este implicat in multe céi fiziologice comune si, de asemenea, n
patologii extrem de incidente, cum ar fi patologiile gastro-intestinale, nutritionale, neurologice si
psihiatrice, nu este un lucru nou pentru cercetare (Mesika and Reichmann, 2019). Deoarece
sindromul de colon iritabil ar putea fi problema cdilor de semnalizare deficitare care implica atat
secretia gastro-intestinald, cat si stimularea neuro-vegetativa, aceasta afectiune nu face exceptie de
la ipoteza oxidativa din mecanismele patologice.

Este cunoscut faptul ca sistemul nervos este susceptibil leziunilor provocate de stresul
oxidativ datorita structurilor lipidice si continutului scazut de antioxidanti (Finkel and Holbrook,
2000). Pe de alta parte, exista numeroase teorii care leaga stresul oxidativ si mecanismele sale de
tulburérile gastrointestinale si in special de mecanismele sindromului de colon iritabil.

Tntr-o recenzie recenti care vizeaza modelele animale ale sindromului de colon iritabil, Wang
si colaboratorii sdi (Wang et al., 2017)au remarcat ca mecanismele patogene de baza ale afectiunii
raman ambigue, desi creste permeabilitatea intestinala, inflamatia, hipersensibilitatea viscerald iar
interactiunea creier-intestin este modificata si joacad un rol esential. Cu toate acestea, cea mai folosita
metoda pentru obtinerea simptomatologiei sindromului de colon iritabil la modelele de animale este
expunerea la stres. Acest lucru ar putea sugera faptul ca tocmai caile de raspuns la stres ar putea fi
implicate Tn simptomatologia sindromului de colon iritabil, fara a tine cont de subtipurile acestuia.
Cu toate acestea, eforturile de cercetare au confirmat ca si In aceste modele animale, modificarile
moleculare apar la niveluri de actiune sistemice si locale. Prin urmare, se pare ca modelele animale
ale sindromului de colon iritabil demonstreaza ca diagnosticul si evaluarea clinica nu ar fi suficiente
in cercetarea si tratamentul afectiunii.

In ceea ce priveste implicarea stresului oxidativ in sindromul de colon iritabil, eforturile
anterioare de cercetare au evidentiat rezultate controversate. In timp ce unele modele animale si studii
ale pacientilor au raportat un dezechilibru oxidativ clar atat la nivel sistemic cat si la nivel local, nicio
dovada concretd nu indica o corelatie directa intre stresul oxidativ si sindromul de colon iritabil.

Corelatia dintre sistemul antioxidant si sindromul de colon iritabil a fost stabilitd In continuare
in studiile modelelor animale. In acest fel, legitura dintre inflamatie si cresterea speciilor reactive de
oxigen (ROS) a fost realizata intr-un studiu care a utilizat un amestec cu potential antioxidant de Aloe
vera si Matricaria recutita, care a urmarit sa descrie efectele sale benefice asupra dezechilibrului
gastrointestinal indus de stresul de contentie (Asadi-Shahmirzadi et al., 2012). Mai mult decét atat,
ei au observat ca administrarea amestecului de plante si a agentilor spasmolitici nu numai ca a
schimbat dezechilibrul stresului oxidativ in celulele colonice, dar a imbunatatitsi capacitatea
antioxidanta, 1nsa fara sa existe dovezi privind tipul de corelatie intre evenimentele ddunatoare si
apararea antioxidanta.

14



CAPITOLUL 2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE
2.1. Materiale de cercetare
2.1.1. Animale si modele animale

Animalele au fost tratate conform cadrului legal in vigoare, experimentele fiind efectuate n
conformitate cu legislatia Romaniei si Uniunii Europene cu privire la utilizarea animalelor in
experimentele biomedicale. Au fost depuse toate eforturile pentru reducerea numarului si suferintei
tuturor animalelor utilizate in modelele experimentale. Totodatd, experimentele au avut avizul
favorabil al Comisiei de Etica a Facultatii de Biologie din cadrul Universitatii Alexandru loan Cuza
din Iasi si al Comisiei de Etica a Facultatii de Medicina Veterinara, Universitatea de Stiinte ale vietii
“Ion Ionescu de la Brad”, lasi

Studiile experimentale desfasurate in cadrul cercetarii au avut in prim plan soareci de sex
masculin din rasa Swiss, avand o masad corporald initialacuprinsa intre 30-40 g si sobolani rasa
Wistar, de sex feminin, cu o masa corporala initiala cuprinsa intre 180-220 g.

Pentru a putea evalua aspectele comportamentale legate de sindromul de colon iritabil, am
indus simptomele afectiunii printr-0 serie de modele experimentale, atat la soareci cat si la sobolani.
Experimentele au mers in 3 directii diferite. Un prim experiment a vizat efectul stresului
multifactorial asupra unui model de sindrom de colon iritabil indus la goareci. Al doilea experiment
s-a desfasurat tot pe soareci supusi stresului multifactorial, insd am dus cercetarea mai departe din
dorinta evaludrii efectului antioxidant al unor extracte etanolice si metanolice din seminter de
Camelina sativa variatiunea Madalina. in cel de-al treilea experiment, am demonstrat capacitatea
antioxidanta si relevanta cognitiva a extractului polifenolic de Chrysanthellum americanum ntr-un
model animal experimental de sindrom de colon iritabil la sobolani, obtinut, de asemenea, prin
expunerea la stresul multifactorial.

7

s Paradigma stresului multifactorial la soareci

Pentru obtinerea modelului experimental bazat pe paradigma stresului multifactorial au fost
selectati 40 de pui masculi de soarece si au fost create patru grupuri (n = 10). Trei grupuri au fost
ulterior expuse la diferite combinatii de stres - asa cum este descris mai jos - si stabilite ca modele
animale ale sindromului de colon iritabil. Grupul rdmas a servit ca grup de control si a fost supus
conditiilor de mediu identice in absenta oricaror factori de stres studiati.

Doua dintre cele trei grupuri IBS (n = 20), au fost supuse separarii materne neonatale (NMS)
timp de 3 ore/zi intre zilele postnatale 1 si 14. Au ramas al treilea grup IBS si grupul de control
neatins.

Tncepand cu ziua 90 postnatala, al treilea grup IBS si unul dintre cele doud grupuri care au fost
supuse separarii materne neonatale (NMS) au fost supuse la 7 zile (intre zilele 90 si 96) de expunere
multifactoriald la stres combinata constand din stresori de intensitate scazuta, imprevizibili si un
factor de stres repetitiv.

Pe parcursul celor 7 zile de expunere, factorii de stres de intensitate scazutd, imprevizibili au
fost aplicati dimineata - cu exceptia lipsei de hrana / apa, acesti factori de stres au fost persistenti
pe parcursul unei perioade de 24 de ore. In a doua parte a zilei, soarecii au fost supusi timp de 1
ord/zi la stresul de tip repetitiv reprezentat de paradigma stresului de evitare a apei.
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Tabel 2.1 Tipul de stresori aplicati in fiecare grup experimental

Grup expus la

timp de 30 minute / zi;

(2) factor de stres prin expunere
la sunet de pradator

(3) factor de stres cauzat de
lipsa apei 24 de ore;

(4) factor de stres cauzat de
simularea unei injectii
abdominale

(5) factor de stres cauzat de
pozitia inclinata a custii la 45 de
grade

(6) factor de stres cauzat de
ciupirea cozii

(7) factor de stres cauzat de
lipsa hranei timp de 24 de ore.
B. FACTOR REPETITIV
Stres de evitare a apei (zilnic)

Grup expus la Grup expus la stres separare
Grup | stres multifactorial + separare multifactorial materna
de maternd neonatala MF neonatala
control MF+NMS NMS
A. FACTORI A. FACTORI Separare
IMPREVIZIBILI IMPREVIZIBILI materna
(1) factor de stres de contentie (1) factor de stres de contentie neonatala

timp de 30 minute / zi;

(2) factor de stres prin expunere
la sunet de pradator

(3) factor de stres cauzat de
lipsa apei 24 de ore;

(4) factor de stres cauzat de
simularea unei injectii
abdominale

(5) factor de stres cauzat de
pozitia inclinata a custii la 45 de
grade

(6) factor de stres cauzat de
ciupirea cozii

(7) factor de stres cauzat de
lipsa hranei timp de 24 de ore.
B. FACTOR REPETITIV
Stres de evitare a apei (zilnic)

Dupa expunerea la stres, toate animalele au fost supuse evaludrii comportamentale in
intervalul cuprins intre zilele 101 si 109 in urmatoarea ordine: testul labirintului Y (ziua 101), testul
labirintului plus Tnaltat (ziua 103) si testul de inot fortat (intre zilele 106 si 109). Recoltarea probelor
biologice a avut loc in ziua 111, asa dupa cum se poate observa si in figura 2.1.
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Figura 2.1. Parcursul designului experimental al modelului de sindrom de colon iritabil bazat pe
paradigma stresului multifactorial la soareci.
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% Paradigma stresului multifactorial la soareci si administrarea extractului de
Camelina sativa

Tn scopul inducerii simptomelor sindromului de colon iritabil la soareci printr-un model
experimental de expunere cronici la stres, 36 nou-nascuti au fost supusi separarii materne neonatale
ntre zilele postnatale 1 si 14, si la 3 zile de stres de contentie intre zilele postnatale 90 si 92, timp de
30 de minute in fiecare zi a experimentului. Expunerea la stresul de contentie a constat in
imobilizarea soarecelui intr-o cusca de mici dimensiuni care, desi 1i asigurd spatiul necesar sa
traiascd, nu i permite si se miste. Intre zilele 93 si 98, animalele au fost expuse unei serii de factori
de stres imprevizibili, heterogenisi de intensitate scazuta:

1) factor de stres prin expunerea sonora a pradatorului timp de 10 minute (camera care
gazduieste animalele este expusa unor zgomote care mimeaza sunetul unor pasari de prada);
2) factor de stres prin privatiune de apa timp de 24 de ore;
3) factor de stres prin imitarea unei injectii abdominale, conform metodei de executare, dar in
absenta acului de la seringa;
4) factor de stres cauzat de inclinarea custii la un unghi de 45 grade fatd de planul orizontal
intre 1 si 4 ore;
5) factor de stres obtinut prin piscarea cozii, la 1 cm de la capatul acesteia, cu un cleste timp
de 1 minut;
6) factor de stres prin privare de hrana timp de 24 de ore;
7) factor de stres prin contentie, timp in care animalul a stat cate o ord pe zi imobilizat intr-0
cutie de dimensiuni mici.
Un avantaj al acestei abordari care vizeaza folosirea stresorilor heterogeni, consta in evitarea
habitudrii animalelor, lucru imposibil de realizat in conditiile aplicdrii constante a unor stimuli
homotipici.

In intervalul de timp cuprins intre zilele 93 si 102, pe langa stresorii heterogeni aplicati in
fiecare zi, animalele au fost supuse unui stimul stresant suplimentar, si anume stresul de evitare al
apei. Aceastd procedurd a constat in plasarea fiecdrui soarece timp de o ord, pe o platforma cu un
diametru de 2,5 cm, in mijlocul unui bazin mic din plastic, umplut cu apa incalzita la 22°C, la nivelul
indltimii platformei.

Animalelor din lotul de control nu li s-au aplicat stresori de niciun fel, ele fiind mentinute n
conditii controlate de mediu, primind hrana si apa ad libitum.

In intervalul de timp cuprins intre zilele 98 si 101, o parte din soareci au primit cate o dozi de
extract metanolic (ME), respectiv etanolic (EE) de Camelina sativa, pentru a urmari efectul sau
antioxidant, n doze de cate 5 g/kg corp (Fg.4) Extractele au fost administrate oral sub forma unei
suspensii de 0.1% ser fiziologic, maxim 0.5 ml suspensie per administrare, folosind un ac de gavaj,
conform procedurilor standard. Animalele din lotul de control au primit aceeasi doza de ser fiziologic
cu scopul asigurarii conditiilor de hidratare identice pentru toate animalele care au participat la
studiu.

Pentru a realiza modelul experimental, soarecii au fost impartiti in 4 subgrupuri, conform
figurii de mai jos:
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In perioada cuprinsi intre ziua 102 si 110, am evaluat animalele din punct de vedere
comportamental, urméand ca In ziua 112 acestea sa fie sacrificate. Am colectat probe de creier si
intestin pentru testarea biochimicd. Din materiile fecale s-au efectuat coprocitograme.

Soareci masculi
Tasa Swiss

S 1 =36)
o1 Ff:.’i sires canzat 0=38) | e
§ i€ scpararca separarca
m[": [ materna :;]Pﬂ[(m:i
neonatala PD14 uconatala neonatala
=8 (n=18)
Sires de [: PD%0 Fard stres de Stres de Stres de
conlenie PD92 contenie contentie (n = 9) contentie
(0 =9) (n=18)
PD93 L L —J
Sl Fara stres Stres Fara stres Stres
mulfiiactorial muttifactorial multifactorial multifactorial multifactorial
PD98 (n=9) =9 w=9) =9y
— 3
Contral _ SC +NMS SC o+ NMS +
=9 SC+MF @ =9) @=9) MF (@=9)

N =~

Administrarea PD9 y s crsc-vuney Vebicul (CMC-Na g5 | Weiedl (CMC-Na 0.1t ) " ‘ Vetind (CMENa0.1%9)
- e

exiractelor

PD101 | coppror+ ME (i (MC-Nad 49

| .
CMC-N :mfmc.\f—rat..' comol~ | 3z chic iy Control | v e sn g
MC-Na
(n=3)

CMC-Na cMeNa

EE@CMCRa01%) =3 iy :

Control + Confrol+ | EEEACMCNa0.1%)
ME ME

Control+ | EE@CMC Nao1%s

@=3) (a=3)

Contral =
EE

PD102

PD110
PD112

Figura 2.2. Descrierea schematica a designului experimental care vizeaza paradigma stresului
multifactorial si administrarea extractului de Camelina sativa

% Paradigma stresului multifactorial la sobolani si administrarea extractului de
Chrysanthellum americanum

Pentru a induce simptomele sindromului de colon iritabil la sobolani, am folosit un model
experimental care include paradigma stresului multifactorial combinat cu o suita de stresori diferiti,
asa cum este descris 1n unele studii din literatura de specialitate (Li et al., 2016). Pentru experimentul
actual, noi a adaptat metoda folosind o combinatie originald de factori de stres pentru a optimiza
protocolul si a reduce timpul de expunere, pe care l-am prezentat anterior (LEFTER, Radu,
CIOBICA, Alin, TIMOFTE, Daniel, ABABEI, Daniela, DOBRIN Dobrin, LUCA, Andrei, TRIFAN,
Anca, STANCIU, Carol, SFARTI, Catalin, 2018).

Astfel, grupurile IBS au fost expuse Tn fiecare zi la doi factori de stres, pentru o perioada relativ
scurtd de doar sapte zile. Primul factor de stres a fost folosit iIn mod constant in fiecare dimineata, iar
folosirea celui de-al doilea stresor, diferit in fiecare zi, a reusit minimizarea habituarii animalelor.

Sobolanii au fost expusi cate o ord in prima jumatate a zilei, pe parcursul unei intregi
saptdmani, la stresul de evitare a apei; procedura standard constd in plasarea gobolanului pe o
platforma cu dimensiunile de 8x6 cm, In mijlocul unui bazin mic de plastic umplut cu apa calda
(25°C), la nivelul inaltimii platformei (Yang et al., 2006). Sobolanii grupului de control au fost
asezati pe aceeasi platforma, tot pentru o ord, insa Intr-un recipient gol, fard apa.

La o ora distanta dupa incheierea episodului care a provocat stresul de evitare a apei, grupul
IBS a fost expus la cate unul din cei 6 factori de stres diferiti, pentru fiecare din ultimele sase zile ale
protocolului astfel:

1. Expunerea la sunetul unui pradator timp de 5 minute;

2. Privarea de apa timp de 24 de ore;

3. Imitatia unei injectii abdominale;
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4. Plasarea ntr-o cusca inclinata intr-un unghi de 45 de grade timp de 12 ore;

5. Piscarea cozii, la 1 cm de la capatul acesteia, cu un cleste timp de 1 minut;

6. Privarea de hrana timp de 24 de ore (L0 et al., 2009).

Dupa finalizarea acestui protocol, s-a administrat extractul polifenolic de Chrisanthellum
americanum, dupa care a urmat o zi de odihna si bateria de teste comportamentale. Administrarea
extractului s-a facut pe cale orald, prin gavaj, timp de 5 zile consecutive.

Cei 24 de sobolani participanti la acest experiment au fost impartiti in 4 grupuri, fiecare grup
avand cate 6 animale, astfel:

» grupul de control a primit ser fiziologic (2,5 ml/kg greutate corporald), consecutiv,
timp de 6 zile;

» un grup tratat cu extract polifenolic de Chrysantellum americanum (100mg/kg
greutate corporald, timp de 6 zile consecutive;

» un grup la care a fost indus sindromul de colon iritabil si care a primit ser fiziologic
(2,5 ml/kg greutate corporald) 2 zile in timpul si la 4 zile dupa ce sobolanii au fost
expusi la paradigma stresului multifactorial;

» un grup la care a fost indus sindromul de colon iritabil, dar céruia i s-a administrat
extractul polifenolic amintit (100 mg/kg greutate corporald) 2 zile in timpul si 4 zile
dupa ce sobolanii au fost expusi paradigmei stresului multifactorial.

Extractul polifenolic uscat a fost dizolvat in ser fiziologic (0,9 mg/ml) si a fost administrat
intragastric, prin gavaj oral pe stomacul gol, cu o ora inainte de orice paradigma de expunere la stres.

2.1.2 Pacienti umani

Asa cum studiul pe modelele animale a urmat 3 trasee de cercetare, studiul pe participantii
umani a mers in 2 directii care au presupus, in prima instanta, recrutarea pacientilor si voluntarilor
sdnatosi.

in primul studiu, au fost recrutati 10 pacienti cu sindrom de colon iritabil si 14 voluntari
sanatosi de la Clinica Oftalmologica Oftaprof (Iasi, Romania), cu varsta medie de 42.6 ani si raportul
n ceea ce priveste sexul de 50% femei, respectiv 50% barbati. Pacientii recrutati au fost impartiti in
subgrupuri in functie de sistemul de clasificare al sindromului de colon iritabil: IBS-D (sindrom de
colon iritabil predominant cu diaree) si IBS-C (sindrom de colon iritabil predominant cu constipatie).

Pentru selectarea celor 14 voluntari sanatosi participanti am respectat raportul legat de sex
(50% femei si 50% barbati), media de varsta fiind de 39.42 ani.

Pentru cel de-al doilea studiu, au fost recrutati 60 de voluntari de la Spitalul Sf. Spiridon din
lasi, 15 dintre ei facand parte din grupul de control, in timp ce ceilalti 45 au fost impartiti in 3
subgrupuri, raportate la sistemul de clasificare al afectiunii studiate: 15 participanti in subgrupul IBS-
D (sindrom de colon iritabil predominant cu diaree), 15 participanti in subgrupul IBS-C (sindrom de
colon iritabil predominant cu constipatie) si 15 participanti in subgrupul IBS-M (sindrom de colon
iritabil cu manifestari mixte). Media de varsta pentru grupul de control a fost de 43.72 ani, pentru
grupul IBS-D 48 ani, pentru IBS-C 44.8 ani, iar pentru grupul IBS-M 47.2 ani. Pentru toate cele 4
subgrupuri, s-a pastrat raportul de 30% barbati si 70% femei.

Tnainte de implicarea propriu-zisa, pacientii au fost informati cu privire la studiul in care sunt
inclusi. Le-au fost prezentate si explicate pe larg directiile si etapele experimentului, informatii care
se regasesc de altfel si in Consimtamdntul informat scris, iar acordul exprimat prin semnatura 1-au
dat dupa lamurirea posibilelor neclaritati.

Participantii au luat la cunostinta faptul ca au dreptul sd cunoasca stadiul in care se afld studiul
din care fac parte, si vor fi contactati pentru a putea obtine aceste informatii, daca vor dori.
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Studiul a fost realizat in conformitate cu reglementarile nationale si europene privind
cercetarea biomedicald si a fost aprobat de comitetul local. Au fost protejate identitatea
participantilor si datele cu caracter personal in acord cu legislatia in vigoare, folosindu-se notatii, ID-
uri, cu semnificatie pentru investigator.

Obtinerea si pregatirea probelor biologice

Pentru primul studiu experimental, probele de lacrimi au fost colectate in timpul orelor de
dimineata, pe benzi Schirmer, conform procedurii de testare Schirmer fara anestezie (Stuchell et al.,
1984), asa cum a mai fost prezentat de catre grupul nostru de cercetare (Balmus et al., 2020).

Pentru al doilea studiu experimental, probele biologice folosite au constat din sange venos,
urind si scaun.

2.2. Metode de cercetare
2.2.1. Determindiri comportamentale la animalele de experienta
Modificarile comportamentale din sfera cognitiva sau afectiv-emotionald au fost evidentiate
in urma efectuarii testelor comportamentale, in scopul atingerii unor praguri ridicate de anxietate,
respectiv depresie la animalele de experientd. Metodele se regédsesc in lucrarea "Methods of

BehaviorAnalysis In Neuroscience” ("Metode de analizd a comportamentului in Neurostiinte™)
(Buccafusco, 2009).

2.2.1.1. Testul labirintului Y

Baza acestei paradigme consta in tendinta nativa a animalului de a explora mediul in care se
afla, respectiv explorarea succesiva si alternantd a celor trei brate care intrd in structura aparatului,
evaluand astfel memoria sa de scurta durata.

2.2.1.2. Testul labirintului plus inaltat

Testul labirintului plus inaltat este utilizat pentru evaluarea starii de anxietate la animalele de
experienta.

2.2.1.3. Testul de inot fortat

Testul de 1not fortat este o metoda des utilizata pentru observarea comportamentului depresiv
al animalelor de laborator

Figura 2.3. Testului labirintului Y  Figura 2.4.Testul labirintului ~ Figura 2.5. Testul de

plus ridicat inot fortat (foto original).
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2.2.2. Evaluarea comportamentali a participantilor umani
2.2.2.1. Scala analogica vizuald pentru sindromul de colon iritabil (VAS-1BS)

Scala analogica vizuald VAS-IBS este o scald de evaluare a durerii, bine cunoscuta, initial
dezvoltata de prof. Dr. Mariette Bengtsson, in 2007. Pornind de la criteriile de diagnostic ale bolii
gastrointestinale ROME III, prof. Bengtsson si colaboratorii sai au propus VAS-IBS ca instrument
care ar putea fi utilizat in practica clinica de diferiti profesionisti din domeniul sdnététii pentru a
evalua starea in timp a pacientilor cu IBS (Bengtsson et al., 2011).

Cu toate acestea, chiar dacd Bengtsson si colaboratorii au sugerat ca versiunea n limba engleza
a VAS-IBS sa fie utilizata in tarile vorbitoare de limba engleza si si fie testata in continuare pentru
validitate si fiabilitate la pacientii vorbitori de limba engleza (Bengtsson et al., 2013), populatia
roménd nu este o populatie predominant vorbitoare de limba engleza. Astfel, in instantd, ne-am
propus sa validam traducerea si adaptarea in limba romana a scalei VAS-IBS in conformitate cu
criteriile ROME 1V, iar pe aceasta cale multumim pentru bundvointa si buna colaborare cu autoarea
acestei scale.

Astfel, conform Schmulson si Drossman (Schmulson and Drossman, 2017), criteriile ROME
IV au fost actualizate, inclusiv modificarea ,,lunii trecute” cu ,,> 1 zi / sdptdmana in ultimele 3 luni”
pentru aparitia durerii si eliminarea ,,disconfortului abdominal” din cauza expresiei nespecifica si
ambigud in multe limbi. De asemenea, diferentierea dintre subtipurile IBS se face recent pe baza
scarii Bristol pentru cel putin 25% din miscarile intestinului. In acest fel, VAS-IBS tradus si adaptat
a fost aplicat sub forma unui chestionar de completare oferind o posibilitate de raspuns de la scara 1
la 10 (Figura 2.7).

Traducerea a fost efectuatad de specialisti in gastroenterologie, psihiatrie si fiziologie si
revizuitd de un vorbitor nativ de limba englezd (dr. Walter Bild, Universitatea de Medicind si
Farmacie ,,Gr. T. Popa”, lasi, Roménia). Dupa traducere, chestionarele au fost completate de 14
persoane sandtoase (7 barbati, 7 femei) pentru a evalua intelegerea lor. Nu au fost necesare alte
actualizari.

De asemenea, incurajam clinicienii romani de gastroenterologie sa utilizeze aceasta scala pe o
mare varietate de pacienti cu tulburari gastro-intestinale pentru a verifica si a evalua utilitatea,
punctele tari si punctele slabe ale traducerii noastre.

2.2.2.2. Chestionarul Pittsburgh de evaluare a calitatii somnului

Pentru evaluarea tulburarilor de somn si tiparele acestuia la pacientii cu sindrom de colon
iritabil, a fost aplicatd tuturor participantilor la studiu scala Pittsburgh referitoare la calitatea
somnului (Pittsburgh Sleep Quality Index -PSQI) disponibila de pe
http://www.goodmedicine.org.uk/.

2.2.3. Determinari biochimice si imunoenzimatice

Determinarile biochimice si imunoenzimatice efectuate pentru evaluarea stresului oxidativ si
a statusului inflamator din ser sau alte produse biologice au fost efectuate in cadrul Facultatii de
Biologie a Universitatii Alexandru loan Cuza din lasi.

Determinarile biochimice au la baza tehnici colorimetrice de masura, iar pentru evaluarea
absorbantelor a fost utilizat sistemul spectrofotometric de masura Specord 210 PLUS Analytik Jena.
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Testele imunoenzimatice au fost realizate prin tehnica ELISA, iar absorbantele, respectiv
concentratiile de analiti au fost obtinute utilizand cititorul automat de microplaci ELISA Mindray
MR-96A, Shenzhen, PR China.

2.2.4. Evaluarea si examenul citologic colorat al materiilor fecale

Coprocitograma reprezinta o serie de teste efectuate pe o mostrd de materii fecale cu scopul
diagnosticarii anumitor afectiuni ale tractului digestiv, dar in special pentru a aprecia raspunsul
inflamator de la nivelul acestuia.

Sunt necesare materii fecale proaspete emise spontan, in recipient cu capac pentru fecale, fara
mediu de transport. De preferat, se examineaza proba 1n aceeasi zi cu recoltarea din cauza stabilitatii
reduse (maxim 24 ore la temperatura de 2-8°C).

Cu o ansd, s-a prelevat continut suficient cét sa fie intins pe suprafata unei lame, dupa care s-
a lasat la uscat la temperatura camerei. Peste lama asezata pe stativul de colorare, s-a pus un anumit
numadr de picaturi din solutie May - Grunwald, suficiente cat sa acopere intregul frotiu. Fixarea s-a
facut cu alcool metilic, dupa care, lama s-a acoperit cu solutie Giemsa diluata.

Dupa spalarea si uscarea lamelor, s-au efectuat examene microscopice. Citirea a avut loc la
microscopul Nikon Eclipse E200, la obiectivul 100X cu ulei de imersie si s-a facut o apreciere
calitativa (foarte rare, rare, prezente, relativ frecvente si frecvente). Dupa citire, lamele au fost
degresate cu toluen si puse la pastrare in histoteca.

2.2.5. Interpretarea statistica a rezultatelor

Rezultatele obtinute in studiile prezentate au fost analizate din punct de vedere statistic
utilizand software-ulMinitab 19 (Minitab Inc., 2019). S-a utilizat analiza dispersionala de varianta,
model unifactorial (ANOVA one-way), pentru evaluarea semnificatiei variantei dintre si in grupuri,
cat si testul t Student. Toate rezultatele au fost exprimate ca medie + S.E.M. Corelatiile statistice au
fost, de asemenea, calculate cu ajutorul lui coeficientilor Pearson si Spearman. Valorile F pentru care
p < 0,05 au fost considerate ca semnificative din punct de vedere statistic.

CAPITOLUL 3. REZULTATELE SI DISCUTII
3.1. Rezultate obtinute prin studiul modelelor animale

3.1.1. Rezultatele obtinute in urma aplicarii paradigmei stresului multifactorial la
soareci

3.1.1.1.1. Efectul diferitelor combinatii de factori de stres asupra tractului gastrointestinal

Evaluarea obiceiurilor tractului gastrointestinal la animalele de experienta a furnizat
informatii importante cu privire la efectul stresului multifactorial, astfel incat am observat ca
expunerea la diferite combinatii de factori de stres pot induce cresteri semnificative ale timpului de
tranzit intestinal. S-a identificat si o tendintd de constipare a animalelor, in toate cele trei combinatii
de factori de stres, comparativ cu grupul de control, acest lucru fiind cuantificat prin numarul de
materii fecale obtinute in 24 ore (Figura 3.1). Cu toate acestea, diferentele mai mari fatd de grupul
de control au fost mai clare pentru grupul expus la stres multifactorial si separare materna neonatala,
NMS+MF vs. control (F (1, 18) = 24.13, p = 0.001).
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140 Figura 3.1. Efectul diferitelor combinatii de
g . . factori de stres asupra obiceiurilor tractului
2 100 — gastrointestinal, asa cum este prezentatdupa
:E 80 - numarul de materii fecale la 24 de ore. Valorile
g sunt medii S.E.M (n = 10 per grup, ** p < 0.01,
E " ***n <0.001, NMS = separarea materna
L neonatald, MF = stres multifactorial.
0
Control NMS MF NMS+MF

3.1.1.1.2. Efectele diferitelor combinatii de factori de stres asupra parametrilor evaluati
utilizand Tn testul labirintului Y

Analiza comportamentald a performantei cognitive, In spetd memoria de scurtd duratd, nu a
evidentiat diferente semnificative generale din punct de vedere statistic intre grupurile experimentale
(F (3, 36) = 2,28, p = 0.09) 1n ceea ce priveste procentul de alternantd spontana. Cu toate acestea,
analiza post-hoc a indicat 0 scadere semnificativd din punct de vedere statistic a procentului de
alternanta spontana in grupul MF (F (1, 18) = 4.42, p = 0.04; t(18) = 2.11, p = 0.02) si grupul
NMS+MF (F (1, 18) = 5.65, p = 0.02; t(18) = 2.03, p = 0.03), in comparatie cu grupul de control
(Figura 3.2).

80

ol ; Figura 3.2. Efectele diferitelor combinatii de
factori de stres in testul labirintului Y, asa
cum a aratat parametru de alternanta
spontand. Valorile sunt medii + S.E.M (n =
10 per grup, * p < 0.05 vs. control, NMS =
separarea materna neonatala, MF = stres
multifactorial.

Alternata spontana %
=
(=1

Control NMS MF NMS+MF

3.1.1.1.3.Efectele diferitelor combinatii de factori de stres asupra parametrilor evaluati utilizand
testul labirintului plus Tnaltat

Pentru evaluarea starii de anxietate la animalele de experienta, s-a cuantificat numarul de
intréri 1n bratele deschise ale labirintului, care reprezintd un parametru al céror valori scazute sunt
caracteristice unui comportament anxiogenic, bazandu-se pe aversiunea naturala a rozitoarelor
pentru Incaperi deschise. Numarul de intrari in bratele deschise a scazut vizibil in toate grupurile
expuse la stres, insa scaderi semnificative din punct de vedere statistic s-au Tnregistrat in NMS+MF
vs. control (F (1, 18) = 6.18, p = 0.023; t (9) = 2.75, p = 0.01) si aproape semnificative in grupul
NMS vs. grupul de control (F (1, 18) =3.92, p = 0.063; t (16) = 1.97, p = 0.03) (Figura 3.3).

Timpul petrecut in bratele deschise (Figura 3.4), unul dintre cei mai sugestivi indicatori pentru
efectele anxiolitice, a scdzut vizibil in toate grupurile expuse la stres in comparatie cu grupul de
control, dar o scadere semnificativd din punct de vedere statistic s-a putut observa doar pentru
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grupurile MF vs. grupul de control (F (1, 18) =4.52, p = 0.047; t(10) = 2.12, p = 0.02) si MS+MF
vs. grupul de control (F (1, 18) = 4.42, p = 0.049; t(18) = 2.10, p = 0.03).

Un aspect interesant a fost observat atunci cdnd am analizat explorarea bratelor inchise (Figura
3.5), un parametru orientat catre functia locomotorie, si am constatat o scadere semnificativa a
numarului de intrari In bratele inchise ale labirintului in grupul NMS (F (1, 18) = 5.44, p = 0.037; t
(16) = 2.33, p = 0.01) fata de grupul control, in timp ce celelalte doud grupuri expuse la stres au
prezentat scaderi mai putin semnificative.

Episoadele de Tngrijire a blanii (Figura 3.6), un alt indicator folosit pentru evaluarea anxietatii,
nu au inregistrat nicio variatie generald semnificativa din punct de vedere statistic intre grupuri, cu
exceptia unei cresteri moderate in grupul NMS (F (1, 18) =4.64, p = 0,044; t(12) = —-2.15, p = 0.01,
comparativ cu grupul de control.

© 4

2 35

2 3 Figura 3.3. Efectele diferitelor combinatii de
% 2'2 . factori de stres asupra numdrului de intrari in
2 s bratele deschise evaluati in testul labirintului plus
S 1 inaltat. Valorile sunt medii £ S.E.M (n = 10 per
_‘E 0-(5) grup, * p < 0.05 fatd de control, NMS = separarea

control  NMS ME Nms+mE = maternd neonatald, MF = stres multifactorial)

20

” Figura 3.4. Efectele diferitelor combinatii de

20 factori de stres asupra timpului petrecut in bratele
deschise evaluati in testul labirintului plus inaltat.
10 . . Valorile sunt medii + S.E.M (n = 10 per grup, * p

! i < 0.05 fata de control, NMS = separarea materna

neonatald, MF = stres multifactorial)

15

timp petrecut in bratele deschise (s)
%]

Control NMS MF NMS+MF
16
g 14 Figura 3.5. Efectele diferitelor combinatii de
:F; 12 . factori de stres asupra numarului de intrari in
% 10 bratele inchise evaluati in testul labirintului plus
lf : inaltat.Valorile sunt medii £ S.E.M (n = 10 per
R, grup, * p <0.05 fatd de control, NMS =
g 2 separarea materna neonatald, MF = stres
— NMS MF  NMS+MF multifactorial)
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20 . Figura 3.6. Efectele diferitelor combinatii de
45 factori de stres asupra episoadelor de ingrijire a
E blanii evaluati in testul labirintului plus inéltat.
= 10 Valorile sunt medii = S.E.M (n = 10 per grup, *
% 5 T p < 0.05 fata de control, NMS = separarea
| . maternd neonatald, MF = stres multifactorial).

’ control  NMS MF NMS+MF

3.1.1.1.4. Efectele diferitelor combinatii de factori de stres asupra parametrilor evaluati utilizand
testul de inot fortat

Pentru testul de Tnot fortat, analiza statistica a timpului de inot a aratat o scddere semnificativa
din punct de vedere statistic pentru grupul NMS comparativ cu grupul de control (F (1, 18) = 6.69, p
=0.018;t(17) = 2.58, p=0.009), desi timpul de Tnot a fost vizibil scazut si in celelalte doua grupuri
expuse la stres (Figura 3.7).

Analiza post-hoc a aratat diferente generale semnificative intre grupuri pentru timpul de
imobilitate (plutire) (F (3, 36) = 2.874, p = 0.04). Tn mod evident, timpul de imobilitate a crescut Tn
toate cele trei grupuri expuse la stres, Tnregistrand o crestere semnificativa din punct de vedere
statistic in grupul expus la stres multifactorial, MF, versus grupul de control (F (1, 18) =3.64, p =
0.048; t(18) =2.10, p = 0.02) si, respectiv, grupul expus la stresul multifactorial si separarea materna
neonatala, NMS+MF, (F (1, 18) =6.614, p=0.019; t(14) =2.57, p=0.01) fata de grupul de control
(Figura 3.8).

Mai mult decat atat, testele au relevat o diferentd generald semnificativa intre grupuri in ceea
ce priveste durata timpului de zbatere (F (3, 36) = 5.433, p = 0.03) si o scadere semnificativa a
acestuia in grupul NMS+MF fata de grupul de control (F (1, 18) = 7.154, p = 0.015; t(13) = 2.67, p
=0.009) si, de asemenea, fatd de grupul MS (F (1, 18) =4.21, p=0.05; t(10) = 3.62, p = 0.02) (Figura
3.9). Interesant este faptul ca am observat o crestere aproape semnificativa a timpului de zbatere, fapt
care poate sugera un comportament anxios, in grupul cu stresul multifactorial, iIn comparatie cu
grupul de control (F (1, 18) =3.928, p =0.06; t(13) =—1.98, p = 0.03).

% Figura 3.7. Efectul diferitelor combinatii de factori de
stres asupra timpului de inot evaluati in testul de Tnot
fortat. Valorile sunt medii = S.E.M, n= 10 per grup, * p

z e < 0.05 fata de control si # p < 0.05 fata de grupul NMS
Cw (NMS = separarea materna neonatald, MF = stres
50 multifactorial).

Control NMS MF NMS+MF
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100 . Figura 3.8. Efectul diferitelor combinatii de factori
a0 ' de stres asupra timpului de imobilitate (plutire) evaluati in
% o testul de inot fortat (c) timp de lupta (secunde). Valorile
2 sunt medii = S.E.M, n= 10 per grup, * p <0.05 fatd de
E 0 control si # p < 0.05 fatd de grupul NMS (NMS =
20 separarea maternd neonatald, MF = stres multifactorial).
‘ Control NMS MF NMS+MF
30 Figura 3.9. Efectul diferitelor combinatii de factori de
2 stres asupra timpului de zbatere evaluati 1n testul de inot
é’ j: fortat (c) timp de lupta (secunde). Valorile sunt medii +
LI S.E.M, n= 10 per grup, * p < 0.05 fata de control si # p <
5 - Ij o 0.05 fata de grupul NMS (NMS = separarea materna
0 I neonatald, MF = stres multifactorial).
Control NMS MF NMS+MF

3.1.1.2. Evaluarea parametrilor biochimici prezenti in tesutul cerebral

Evaluarea parametrilor stresului oxidativ, in speta analiza post-hoc, nu a evidentiat variatii
semnificative din punct de vedere statistic intre grupuri in ceea ce priveste activitatea antioxidanta a
SOD (Figura 3.10), desi activitatea enzimatica a inregistrat scaderi vizibile cu precadere in grupul
NMS+MFvs. control (F (1, 18) =4.27, p = 0.53; t(18) = 2.06, p = 0.02) si usoare cresteri in grupul
expus stresului multifactorial (MF).

Cu toate acestea, nivelurile GPx au fost In general scazute In grupurile expuse la stres si
scaderi semnificative au fost detectate in grupurile MF si NMS+MF comparativ cu grupul de control
(F (1, 18)=15.33,p=0.002; t (12) =3.91, p=0.002) si (F (1, 18) = 8.44, p = 0.009; respectiv t(17)
=2.90, p = 0.04) (Figura 3.11).

In ceea ce priveste concentratia MDA la nivelul tesutului cerebral, au fost observate diferente
generale semnificative Tntre grupuri (F (3, 36) = 3.21, p = 0.03), acest lucru indicand efectul expunerii
la stres asupra acestui parametru de stres oxidativ. Niveluri crescute ale malondialdehidei au fost
evidentiate in grupul MFfata de grupul de control (F (1, 18) = 8.604, p = 0.008; t(15) =2.93, p =
0.005) si NMS+MFfata de grupul de control (F (1, 18) =7.516, p =0.013; t(14) =-2.74, p = 0.007),
dar nu si in grupul NMS (Figura 3.12).

Figura 3.10. Efectul diferitelor combinatii de factori de

50
a0 stres asupra activitatiic SOD de la nivel cerebral la
30 soareci.Valorile sunt medii = S.E.M. (n = 10 per grup, * p

SOD (UE/g creier)

<0.05 si ** p<0.01, NMS = separarea materna neonatala,
MF = stres multifactorial).

Control NMS MF NMS+MF
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Figura 3.11. Efectul diferitelor combinatii de
factori de stres asupra activitatii GPx de la nivel
cerebral la soareci. Valorile sunt medii + S.E.M. (n
=10 per grup, * p <0.05 si ** p <0.01, NMS =
separarea materna neonatala, MF = stres
multifactorial).

Figura 3.12. Efectul diferitelor combinatii de factori
de stres asupra nivelurilor de MDA de la nivel
cerebral la soareci. Valorile sunt medii = S.E.M. (n
= 10 per grup, * p < 0.05 si ** p < 0.01, NMS =
separarea maternda neonatala, MF = stres
multifactorial).

3.1.1.3. Evaluarea parametrilor biochimici prezenti in tesutul intestinal

In ceea ce priveste markerii stresului oxidativ la nivel colonic, nu exista diferente semnificative

n activitatea SOD fntre grupuri (Figura 3.13).

In mod similar, activitatea enzimatici a GPx in grupurile stresate nu a variat semnificativ in
raport cu controlul, cu exceptia unei scaderi semnificative din punct de vedere statistic in grupul
NMS versus grupul de control (F (1, 18) 7.77, p = 0.012; t (18) = 2.78, p = 0.006) (Figura 3.14).

Nivelurile MDA de la nivelul tesutului intestinal au inregistrat o crestere semnificativd din
punct de vedere statistic Tn grupul NMS+MF comparativ cu grupul de control (F (1, 18) =7.241,p =
0.0149; t(15) = 2.69, p = 0.008), in timp ce celelalte doua grupuri expuse la stres nu au avut cresteri
semnificative In comparatie cu martorii (Figura 3.15).
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Figura 3.13. Efectul diferitelor combinatii de
factori de stres asupra activitatii SOD de la nivel
colonic la soareci.Valorile sunt medii + S.E.M.
(n =10 per grup, * p <0.05 si ** p <0.01,
NMS = separarea maternd neonatald, MF = stres
multifactorial).
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Figura 3.15. Efectul diferitelor combinatii de
factori de stres asupra nivelurilor de MDA de la
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3.1.2. Rezultatele obtinute in urma aplicirii paradigmei stresului multifactorial la
soareci si administrarea extractului de Camelina sativa

3.1.2.1.1. Efectul administrarii extractului metanolic si etanolic de Camelina sativa var. Madalina
asupra memoriei de scurta durata

In ceea ce priveste evaluarea memoriei de scurtd durata la soarecii de experienta, utilizand
testul labirintului Y, nu s-au inregistrat diferente generale semnificative din punct de vedere statistic
intre grupele expuse la stres si tratate cu extractele metanolice si etanolice (ME si EE), insd am putut
evidentia o variatie semnificativa generala legata de procentul de alternare spontana (F 11, 24) =
3.89, p =0.000874), chiar daca nu am putut observa diferente semnificative in legatura cu activitatea
locomotorie (F 11, 24 = 1.18,p = 0.331).

Analiza ulterioara a datelor a aratat faptul cd nu exista variatii semnificative intre grupul de
control nestresat, care a primit extractul metanolic (p=0.646) sau grupul de control nestresat care a
primit extractul etanolic (p=0.646), comparativ cu grupul de control (Figura 3.30).

De asemenea, cand am comparat efectul celor doua extracte din grupurile expuse la stres,
respectiv, controale, nu am observat diferente statistice sau variatii Intre grupele control+EE si
control+ME (p = 0.817). Totusi, s-a putut constata tendinta de Iimbunatatire a memoriei de scurta
durata in grupul expus la stres multifactorial si de contentie (SC+MF) care a primit EE, in comparatie
cu ME (p = 0.018) si solutie salina (p = 0.007).

Tn mod similar, EE s-a dovedit a fi mai eficient pentru imbunitatirea memoriei pe termen scurt
in grupul de soareci expus la stres SC+NMS+MF, in comparatie cu ME (p = 0.05). De asemenea, o
cresterea semnificativd din punct de vedere al performantei memoriei de scurtd duratd a fost
observatd la grupul de soareci expus la stresul provocat de separarea materna neonatala si stresul de
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contentie (SC+NMS) in timp ce primesc EE (p = 0.048), in comparatie cu grupul stresat corespondent
dar netratat, si nicio diferenta importanta intre efectul ME si EE asupra acestui tip de stres (p =0.116).

Cu toate acestea, s-a observat ca performanta memoriei de scurtd duratd a fost semnificativ
scazuta in grupul de soareci stresati si tratati cu ME in comparatie cu grupul de controlul care a primit
acest extract (p = 0.008).
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Figura 3.30. Efecte ale extractelor metanolice (ME) si etanolice (EE) obtinute din seminte de
Camelina sativa var. Madalina asupra memoriei spatiale pe termen scurt (a) si a activitatii locomotorii
(b), asa cum s-a observat in testul labirintului Y, ntr-un model animal de sindrom de colon iritabil
la soarece. Valorile sunt exprimate ca medie £ S.E.M (n = 3 per grup; C= control; SC= stres de
contentie; NMS= separare maternd neonatala; MF=stres multifactorial; ME= extract metanolic; EE=
extract etanolic; A, B, C, D=testul LSD al lui Fisher).

3.1.2.1.2. Efectul administrarii extractului metanolic si etanolic de Camelina sativa var.Madalina
asupra comportamentului anxios

Comportamentul asemandtor anxietatii a fost evaluat cu ajutorul testului labirintului plus
inaltat si am gasit o diferentd semnificativa de grup 1n ceea ce priveste timpul petrecut in bratele
deschise ale dispozitivului (F 11, 24) = 6.04, p = 1.5E=%) si numarul de intrari in bratele deschise
(F11,24)=2.05,p=0.0045). Analiza ulterioara nu a aratat nicio diferenta in ceea ce priveste aparitia
comportamentului anxios n grupurile nestresate in timp ce primesc ME (p = 0.719) si EE (p = 0.28),
insa au existat modificari semnificative in ceea ce priveste numarul intrarilor in bratele deschise (deci
mobilitatea animalului) in grupul SC+MF tratat cu ME vs. SC+MF tratat cu EE (p=0.026) (Figura
3.31).

Figura 3.31. Efectele extractelor metanolice
[ ] (ME) si etanolice (EE) obtinute din seminte de

l Camelina sativa var. Madalina asupra
comportamentului anxios, asa cum s-a observat

Slnarart in bratole desehlse

= in testul labirintului plus inaltat, prin numarul
CONTROL SCHMF SCHNMS SC+NMS+MF . o « A . A~

= oo et = pm_ = de intrari in bratele deschise, intr-un model

animal de sindrom de colon iritabil la soarece. Valorile sunt exprimate ca medie = S.E.M (n = 3 per

grup; C= control; SC= stres de contentie; NMS= separare maternd neonatald; MF=stres

multifactorial; ME= extract metanolic; EE= extract etanolic; A, B, C, D= testul LSD al lui Fisher).

Efectul anxiolitic semnificativ a fost evidentiat si in grupurile expuse la cele trei tipuri de stres
(SC+NMS+MF) care primesc ME si EE (p < 0.001) (Figurile 3.31 si 3.32), dar cu un randament mai
mare pentru EE (p = 0.01, in comparatie cu ME) (Figura 3.32). O imbunétatire semnificativa a
comportamentului anxios s-a observat in grupul SC+NMS dupé administrarea extractului etanolic
(EE) (p=0.034) si doar o usoara ameliorare a acestui comportament a rezultat dupa administrarea
aceluiasi extract in grupul SC+MF (p=0.07), asa cum a putut fi observat in urma evaluarii timpului
petrecut in bratele deschise (Figura 3.32).
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N Figura 3.32. Efecte ale extractelor
metanolice (ME) si etanolice (EE)
obtinute din semintele de Camelina
sativa var. Madalina asupra

“ithnp petrecat in bratele deschise

comportamentului anxios, asa cum s-a
observat in testul labirintului plus Tnaltat,

CONTROL SC+MF SC+NMS SCHNMS+MF

O Va0, 0170 B Extactmelreic G} 8 Bttt £ prin timpul petrecut in bratele deschise,
intr-un model animal de sindrom de colon iritabil la soarece. Valorile sunt exprimate ca medie +
S.E.M (n = 3 per grup; C= control; SC= stres de contentie; NMS= separare materna neonatala;
MF=stres multifactorial; ME= extract metanolic; EE= extract etanolic; A, B, C, D= testul LSD al
lui Fisher).

Cu toate acestea, o ITmbunatatire semnificativa din punct de vedere statistic a fost observata
pentru ambele extracte administrate la grupul de soareci cel mai expus la stres (p ME =0.013, p EE
< 0.001), comportamentul asemanator anxietatii fiind in continuare semnificativ amplificat pentru
aceste grupuri, in comparatie cu grupul de control (pME = 0.05, pEE = 0.014, fata control+ extracte)

Deoarece este, de asemenea, un parametru semnificativ pentru evaluarea comportamentului

anxios, numarul de intrari in bratele inchise ale dispozitivului nu a variat intre grupurile
experimentale (F 11, 24) = 2.03, p = 0.052) (Figura 3.33).

In ciuda acestui fapt, am observat ci atat ME (p = 0.045) si EE (p = 0.049) ar putea manifesta
un efect anxiolitic atunci cand este administrat grupului SC+NMS.

In mod similar, am observat ci efectele negative ale stresului asupra statusului afectiv sunt
atenuate semnificativ cu ajutorul extractului din semintele de Camelina sativa var. Madalina n
grupurile SC+MF (pEE =0.041), SC+NMS (pME = 0.003, pEE = 0.024) si SC+NMS+MF(pME =
0.004), in ciuda faptului ca existd, de asemenea, sunt semnificativ diferite de grupul de control (pME
= 0.04).

Asadar, prin comparatie, noi a observat ca extractul metanolic a fost mai eficient in scopul
atenudrii comportamentului anxios in grupul expus stresului de contentie si separarii materne
neonatale (p =0.01) si in grupul expus celor trei tipuri de stres (SC+NMS+MF) comparativ cu grupul
SC+MF (p = 0.004).

Figura 3.33. Efecte ale extractelor

: ‘ metanolice (ME) si etanolice (EE)

FH obtinute din semintele de Camelina

’ sativa var. Madalina asupra

‘ comportamentului anxios, asa cum s-a

CONTROL - P p—— observat 1n testul labirintului plus inaltat,
© Teblenl (CHEN 010%) 8 Dtractmetanclic (ME) 0 Extract ctanolic (EE) prin numarul de intrari in bratele inchise,
ntr-un model animal de sindrom de colon iritabil la soarece. Valorile sunt exprimate ca medie
S.E.M (n = 3 per grup; C= control; SC= stres de contentie; NMS= separare materna neonatala;
MF=stres multifactorial; ME= extract metanolic; EE= extract etanolic; A, B, C, D= testul LSD al
lui Fisher).

Tntrari in bratele inchise
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In ceea ce priveste aparitia comportamentului anxiolitic (ingrijirea blanii), nu am observat
nicio diferentd generald semnificativa intre grupuri (F 11, 24) = 0.26, p = 0.988) (Figura 3.34).

Figura 3.34. Efecte ale extractelor
metanolice (ME) si etanolice (EE)
obtinute din semintele de Camelina

sativa var. Madalina asupra
comportamentului anxios, asa cum s-a
observat in testul labirintului plus

CONTROL pp— P SCENMSME inaltat, prin comportamentul de Ingrijire
U (CUENG D 8 Bmmanainelc A6 Bl () a blanii, intr-un model animal de
sindrom de colon iritabil la soarece. Valorile sunt exprimate ca medie £ S.E.M (n = 3 per grup; C=
control; SC= stres de contentie; NMS= separare materna neonatald; MF=stres multifactorial; ME=
extract metanolic; EE= extract etanolic).

Ingrifirea blanii

3.1.2.1.3. Efectul administrarii extractului metanolic si etanolic de Camelina sativa var.Mdadalina
asupra comportamentului depresiv

In timpul evaludrii efectelor celor doua extracte de seminte studiate asupra aparitiei unui
comportament asemandtor depresiei in modelul experimental de sindrom de colon iritabil la soarece,
am observat modificari generale semnificative ale timpului de Tnot (F 11, 24) = 2.96, p = 0.006).
Mai mult decat atat, am constatat ca exista diferente semnificative din punct de vedere statistic intre
cele doud extracte n timp ce sunt administrate soarecilor nestresati (p = 0.031), asta in timp ce EE
a fost considerat mai putin eficient in Impiedicarea aparitiei comportamentului de tip depresiv (p =
0.393). In plus, efectul pozitiv al ME in ceea ce priveste potentialul antidepresiv a fost observat si in
grupul cel mai expus la stres (SC+NMS+MF) (p = 0.05), respectiv SC+NMS (p = 0.011) (Figura
3.35).

Figura 3.35. Efecte ale extractelor
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la soarece. Valorile sunt exprimate ca medie = S.E.M (n = 3 per grup; C= control; SC= stres de

contentie; NMS= separare materna neonatald; MF=stres multifactorial; ME= extract metanolic; EE=
extract etanolic, A, B, C, D= testul LSD al lui Fisher).
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Legat de timpul petrecut de animal in imobilitate, nu au fost identificate variatii semnificative
intre grupurile studiate (F 11, 24 = 2.34, p = 0.27). Un efect antidepresiv, vizibil si semnificativ din
punct de vedere statistic al extractului metanolic, s-a putut observa in grupul SC+NMS+MF
comparativ cu grupul de control (p = 0:002) (Figura 3.36).
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. | Figura 3.36. Efecte ale extractelor
I - metanolice (ME) si etanolice (EE)
* obtinute din semintele de Camelina

H b l 5 sativa var. Madalina asupra
comportamentului depresiv, asa
cum s-a observat in testul inotului

CONTROL SCEME SCANMS SCANMSIME fortat, prin timpul de imobilitate,
© Vehln! (CUCo, 02%) B Exeactmetenslc(ME) @ Estrcttnodc (EE) ntr-un model animal de sindrom de
colon iritabil la soarece. Valorile sunt exprimate ca medie = S.E.M (n = 3 per grup; C= control;
SC= stres de contentie; NMS= separare materna neonatald; MF=stres multifactorial; ME= extract
metanolic; EE= extract etanolic, A, B=testul LSD al lui Fisher).

Timp de imobilitate (s)

Comportamentul de zbatere manifestat de animale in timpul bateriei de teste comportamentale
a relevat diferente generale semnificative intre grupurile studiate (F 11, 24) = 2:.0, p = 0.045). In
acest sens, am observat cd EE a avut un randament mai bun in scdderea comportamentului
asemandtor depresiei in grupul SC+MF (p = 0. 049) si grupul SC+tNMS+MF (p = 0.013), in
comparatie cu soarecii din grupul SC+NMS (Figura 3.37).

. s Figura 3.37. Efecte ale extractelor
metanolice (ME) si etanolice (EE)
obtinute din semintele de Camelina
sativa  var. Madalina asupra

Timp de zbatere (5)

) comportamentului depresiv, asa cum s-
[ | a observat 1n testul inotului fortat, prin
CONTROL SCHMP SC+NMS SC+NMS+MF timpul de zbatere, intr-un model animal

0 Vehicnl (CMC-Na, 6,1%) O Exiract metanolic (ME) O Extraet etanolic (EE)

de sindrom de colon iritabil la soarece.
Valorile sunt exprimate ca medie £ S.E.M (n = 3 per grup; C= control; SC= stres de contentie; NMS=
separare maternd neonatald; MF=stres multifactorial; ME= extract metanolic; EE= extract etanolic,
A, B, C=testul LSD al lui Fisher).

3.1.2.2. Efectul extractului metanolic si etanolic din semintele de Camelina sativa var.
Madalina asupra statusului oxidativ de la nivelul tesutului cerebral

Studiind activitatile enzimelor implicate in stresul oxidativ de la nivelul creierului si variatia
acestora in modelul experimental folosit, am observat ca ambele extracte utilizate au un efect general
semnificativ din punct de vedere al activitatii SOD, (F 11, 96) = 5.06, p =2.39E"%) dar fara a
inregistra efecte modulatorii n timp ce au fost administrate grupurilor care contineau soareci
nestresati (pME = 0.22, pEE = 0.113, comparativ cu grupul de control). De asemenea, a devenit
evident faptul ca cea mai mare diferentd in ceea ce priveste efectul modulator, a fost obtinuta dupa
administrarea extractelor in grupurile SC+NMS (p < 0.001). Mai mut decét atat, am observat ca atat
ME, cat si EE a exprimat in mod semnificativ o modulare negativa a activitatii SOD 1n timp ce este
administrat in grupul SC+MF (pME< 0.001, pEE< 0.001, in comparatie cu grupul de control) si in
grupul SC+NMS (pME = 0.013, pEE = 0.007, comparativ cu grupul de control) (Figura3.38).
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Figura 3.38. Efecte ale extractelor
K metanolice (ME) si etanolice (EE) obtinute
» ¥ F LI din semintele de Camelina sativa var.
Madalina asupra activitatii SOD de la nivel
cerebral intr-un model animal de sindrom de
colon iritabil la soarece. Valorile sunt
CONTROL SCHMF SCHNMS SCHNMS+MF exprimate ca medie + S.E.M (n = 3 per grup;
S T Rt © S C= control; SC= stres de contentie; NMS=
separare materna neonatala; MF=stres multifactorial; ME= extract metanolic; EE= extract etanolic,
A, B, C, D, E=testul LSD al lui Fisher).
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Analiza efectului extractelor din semintele de Camelina sativa var. Mdaddalina asupra activitatii
specifice a GPx, a relevat diferente generale semnificative intre grupurile studiate (F 11, 96) = 2.62,
p = 0.005) si diferente semnificative din punct de vedere statistic intre potentialul modulator al ME
in timpul administrarii la soarecii nestresati (p = 0.048), cu efecte diametral opuse atunci cand este
administrat soarecilor din grupul SC+NMS+MF (p = 0.007). Capacitatea si efectul antioxidant al
extractului etanolic a fost observat cu precadere atunci cand a fost administrat grupului expus la toate
cele trei tipuri de stres, SC+NMS+MF (pEE = 0.034) (Figura 3.39).

Mai mult, s-a observat ca activitatea GPx la nivelul tesutului cerebral la soarecii tratati cu ME
si EE din grupurile SC+NMS (pEE = 0.043) si SC+NMS+MF (pME = 0.001) ar putea depasi
nivelurile prezente Tn grupul de control.

Cu toate acestea, cel mai mare randament in ceea ce priveste modularea activitatii GPx in
tesutul cerebral, il are extractul metanolic administrat grupului SC+NMS+MF (p = 0.05), Tn timp ce
extractul etanolic a fost mai eficient intru modularea activitatii enzimei GPx 1n grupul SC+NMS (p

= 0.008).

Figura 3.39. Efecte ale
A extractelor metanolice (ME) si
rBCD A5 etanolice (EE) obtinute din
neor T e semintele de Camelina sativa
1 var. Madélina asupra activitatii
H GPx de la nivel cerebral intr-un
model animal de sindrom de
CONTROL _ scemE | SCHNMS | SCHNMS+MF colon iritabil la soarece. Valorile
© Vebieul CUC-Na, 0% Exractmtanale (ME) 0 Extract etanolie 5E) sunt exprimate ca medie + S.E.M
(n =3 per grup; C= control; SC= stres de contentie; NMS= separare materna neonatald; MF=stres
multifactorial; ME= extract metanolic; EE= extract etanolic, A, B, C, D, E= testul LSD al lui
Fisher).
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Analiza biochimica a probelor studiate a relevat faptul ca extractele obtinute din semintele de
Camelina sativa var. Madalina au un efect general semnificativ asupra nivelurilor de MDA (F 11,
96) = 17.59, p = 1.7749E™%), insd nu a fost observatd nicio diferentd in ceea ce priveste efectul
acestora administrate soarecilor care nu au fost expusi la factorii de stres (pME = 0.199, pEE =
0.261).
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De asemenea, s-au identificat diferente notabile, semnificative din punct de vedere statistic, in
ceea ce priveste efectul acestora asupra nivelurilor de MDA, intre cele doua tipuri de extracte. Astfel,
diferentele au fost observate Tn grupul expus la stresul de contentie si cel provocat de separarea
materna neonatald, SC+NMS (p =0.015), in grupul expus la stresul de contentie si cel multifactorial,
SC+MF (p < 0.001), si in grupul expus la toate cele trei tipuri de factori de stres, SC+NMS+MF
(p<0.001), avand un efect mai vizibil Tn ultimul grup.

In ceea ce priveste eficienta extractelor vis a vis de peroxidarea lipidica la nivel cerebral,
ambele extracte, atat cel metanolic cét si cel etanolic, au inregistrat efecte vizibile in grupul SC+MF
(pME< 0.001, pEE = 0.013). Totodatd, am observat ca extractul etanolic a sporit semnificativ
procesul de peroxidare lipidica la nivelul tesutului cerebral in grupul SC+NMS (p=0.006). Mai mult
decat atat, rezultatele noastre au sugerat faptul cd extractul metanolic poate manifesta efecte
inflamatorii (SC+NMS+MF+ME vs. C+ME, p < 0.001; SC+NMS+MF+ME vs. SC+NMS+MF, p <
0.001), in special Tn grupul cel mai expus la stres (Figura 3.40).

Figura 3.40. Efecte ale extractelor
: metanolice (ME) si etanolice (EE)
: obtinute din semintele de Camelina
or B ; sativa var. Madilina asupra
(- nivelurilor de MDA din tesutul
T cerebral intr-un model animal de
CONTROL SCHME SCHNMS SCHNMS+ME sindrom de colon iritabil la soarece.
S pRmmmn m Valorile sunt exprimate ca medie +
S.E.M (n = 3 per grup; C= control; SC= stres de contentie; NMS= separare materna neonatala;

MF=stres multifactorial; ME= extract metanolic; EE= extract etanolic, A, B, C, D, E, F= testul
LSD al lui Fisher).
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In ceea ce priveste nivelurile de proteine totale solubile din tesuturile creierului, cAnd am
analizat efectul general al extractelor de Camelina sativa, var. Madalina am gasit diferente
semnificative din punct de vedere statistic intre grupuri (F 11, 96) = 3.64, p = 0.00021) si diferente
semnificative Intre extrase atunci cand sunt administrate grupului de soareci expus stresului de
contentie si celui multifactorial (p = 0.002). Totodatd, s-au evidentiat cresteri semnificative ale
nivelurilor de proteine totale solubile la nivelul tesutului cerebral dupa administrarea ambelor tipuri
de extracte (pME = 0.037, pEE< 0.001) (Figura 3.41).

Figura 3.41. Efecte ale extractelor metanolice
aB (ME) si etanolice (EE) obtinute din semintele
_— ne o ! de Camelina sativa var. Madalina asupra
nivelurilor de proteine totale solubile din
tesutul cerebral intr-un model animal de
sindrom de colon iritabil la soarece. Valorile

controL - SCINMS SCHNMSH sunt exprimate ca medie + S.E.M (n = 3 per
S mrmmm—, mm—m" grup; C= control; SC= stres de contentie;
NMS= separare materna neonatala; MF=stres multifactorial; ME= extract metanolic; EE= extract
etanolic, A, B, C, D, E, F=testul LSD al lui Fisher).
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3.1.2.3. Efectul extractului metanolic si etanolic din semintele de Camelina sativa var.
Madalina asupra statusului oxidativ de la nivelul tesutului colonic

Studiul nostru a evaluat statusul oxidativ si de la nivelul tesutului intestinal dupa administrarea
celor doud tipuri de extracte, metanolic si etanolic, In cadrul modelului animal experimental de
sindrom de colon iritabil la soareci. In acest sens, rezultatele obtinute au indicat un efect general
semnificativ statistic Intre grupuri, ale acestor extracte, asupra activitatii SOD la nivel colonic (F 11,
96) =5.57, p=5.1E-07).

Comparand efectele celor doud extracte, nu am observat diferente semnificative asupra
activitatii enzimei SOD, cand acestea au fost administrate soarecilor nestresati din grupul de control
(pME = 0.385, pEE =0.511). Totusi, in ciuda acestui aspect, rezultatele au relevat diferente
semnificative din punct de vedere statistic in ceea ce priveste efectul modulator al extractelor asupra
activitatii enzimatice studiate, in spetd, in grupurile SC+NMS (p=0.014) si SC+MF (0.027), cu un
efect modelator mai eficient in grupul din urma (pME< 0.001, pEE =0.027).

Analizand acest aspect, am constatat cd o expunere la stres suplimentard nu are neaparat un
efect cumulativ, mai ales cad activitatea SOD din tesuturile colonice la animalele din grupul
SC+NMS+MF a inregistrat un randament scazut dupa administrarea ambelor extracte (PME=0.047,
pEE=0.02) comparativ cu grupul de control (Figura 3.42).
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Madalina asupra activitatii SOD de la nivel

colonic intr-un model animal de sindrom de

CONTROL P pp— P colon iritabil la soarece. Valorile sunt

exprimate ca medie = S.E.M (n = 3 per

grup; C= control; SC= stres de contentie; NMS= separare maternd neonatald; MF=stres

multifactorial; ME= extract metanolic; EE= extract etanolic, A, B, C, D, E, F, G= testul LSD al lui
Fisher).

©SOD/ G tesut colonic

: ‘ Figura 3.42. Efecte ale extractelor

Potentialul antioxidant al extractelor din semintele de Camelina sativa var. Madalina a fost
evaluat si din prisma efectului modulator pe care acestea le manifesta asupra activitatii specifice a
GPx 1n tesuturile mentionate (F 11, 96) = 4.80, p = 5.36E—06). Desi nu s-au identificat diferente din
acest punct de vedere, dupd administrarea extractelor la soarecii nestresati (pME = 0.377, pEE =
0.972), am observat ci activitatea GPx a scazut semnificativ dupa administrarea extractului etanolic
in grupul SC+MF, comparativ cu administrarea extractului etanolic (p=0.027). De asemenea, un efect
semnificativ din punct de vedere statistic asupra activitatii enzimei GPx l-a avut atat extractul
metanolic (p=0.002), cét si cel etanolic (p=0.001) in grupul cel mai expus la stres, SC+NMS+MF.

In acelasi timp, un efect semnificativ asupra activititii enzimatice a celor doui extracte
folosite, I-am Tntalnit atunci cAnd acestea au fost administrate n grupul SC+NMS (p < 0.001) (Figura
3.43).
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Figura 3.43. Efecte ale extractelor
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medie = S.E.M (n = 3 per grup; C= control; SC= stres de contentie; NMS= separare materna
neonatala; MF=stres multifactorial; ME= extract metanolic; EE= extract etanolic, A, B, C, D=
testul LSD al lui Fisher).

B.C

CONTROL SC+MF SC+NMS SC+NMS+MF
© Vehicul (CMC-Na, 0,1%) 1 Exteact mewanolic (WE) © Extract eranolic (EE)

Peroxidarea lipidica la nivel colonic a cunoscut variatii generale semnificative dupa
administrarea celor doud extracte (F 11, 96 = 9.66, p= 7.37E—12). Mai mult decat atat, s-a observat
ca extractul etanolic folosit in grupul de soareci nestresati are potentialul de a induce o crestere
semnificativa a nivelurilor de MDA (p < 0.001).

In plus, existd diferente semnificative ale efectului modulator in ceea ce priveste peroxidarea
lipidica, efecte induse de cele doud extracte, si care diferd intre ele atunci cand le sunt administrate
soarecilor neexpusi la stres (p <0.001).

In mod similar, ambele extracte manifestd un efect pro-oxidant in tesutul intestinal, prin prisma
nivelurilor de MDA evaluate in grupul SC+NMS (pEE=0.001) si SC+MF (pME=0.005)

(Figura 3.44).

A

Figura  3.44.  Efecte ale

. + + extractelor metanolice (ME) si
: s 5e etanolice (EE) obtinute din
o mew D e semintele de Camelina sativa
: ; - var. Madalina asupra nivelurilor
: de MDA din tesutul colonic intr-

- : ——— —- un model animal de sindrom de
CONTROL SC+MF SC+NMS SC+NMS+HMF
O Vehicul (CMC-Nu, 0,1%) @ Extract metanolic (ME) O Extract etanolic (EE) Colon 1I‘1tab11 1a soarece. ValOl‘ile

sunt exprimate ca medie + S.E.M (n =3 per grup; C= control; SC= stres de contentie; NMS= separare
maternd neonatald; MF=stres multifactorial; ME= extract metanolic; EE= extract etanolic, A, B, C,
D= testul LSD al lui Fisher).

Totodata, cel mai mare randament obtinut pentru inhibarea peroxidarii lipidice a fost observat

cand a fost administrat extractul etanolic Tn grupul cel mai expus la stres, SC+NMS+MF comparativ
cu toate celelalte grupuri care au fost tratate cu acelasi extract (p<0.001).
Proteinele totale solubile au inregistrat variatii generale semnificative (F 011, 96b = 7:80,
p=8:03E—10), si un potential sporit, relevant din punct de vedere statistic, al extractului metanolic de
a scadea nivelul proteinelor totale solubile la soarecii nestresati comparativ cu grupul de control (p
=0.02).

Un efect similar a fost constatat si in grupurile SC+NMS (p = 0.022) si SC+NMS (p = 0.015),
care au primit extract etanolic, comparativ cu cel metanolic (Figura3.45).
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. Figura 3.45. Efecte ale extractelor
I metanolice (ME) si etanolice (EE)
obtinute din semintele de Camelina

= r sativa var. Madilina asupra
B nivelurilor de proteine totale
solubile din tesutul cerebral intr-un
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exprimate ca medie = S.E.M (n = 3 per grup; C= control; SC= stres de contentie; NMS= separare
maternd neonatalda; MF=stres multifactorial; ME= extract metanolic; EE= extract etanolic, A, B, C,
D, E, F=testul LSD al lui Fisher).

3.1.2.5. Evaluarea si examenul citologic colorat al materiilor fecale

In urma evaludrii microscopice, s-au putut identifica usoare variatii ale elementelor observate.
In grupul de control, levurile sunt frecvente sau prezente in proportii egale. O frecventa similara a
fost observata in restul grupurilor.

In ceea ce priveste hematiile, acestea au o frecventd mai redusi comparativ cu levurile in toate
cele patru grupuri evaluate (prezente sau rare). Celulele inflamatorii (limfocite) s-au intalnit intr-o
frecventd redusa (rare si foarte rare). De asemenea, se poate observa prezenta florei polimorfe in
majoritatea frotiurilor evaluate.

3.1.3. Rezultatele obtinute in urma aplicirii paradigmei stresului multifactorial la
sobolani si administrarea extractului de Chrysanthellum americanum

3.1.3.1 Evaluarea parametrilor comportamentali

3.1.3.1.1. Efectul extractului polifenolic de Chrysanthellum americanumasupra memoriei de
scurtd durata

Analiza comportamentala utilizind testul labirintului Y a relevat modificari semnificative in
ceea ce priveste variatia generala a procentului de alternari spontane intre grupurile de sobolani (F 3,
12 = 5.11, p = 0.009). Desi scaderea procentului de alternari spontane inregistratd in grupul
sobolanilor cu simptome de sindrom de colon iritabil (grupul IBS) comparativ cu grupul de control
nu a fost semnificativa din punct de vedere statistic (F 1, 9 =5.73, p = 0.31), procentul mentionat a
fost semnificativ scazut comparativ cu grupul care a primit doar extract (F 1, 9 =5 73, p <0.034).
Alta scadere semnificativa din punct de vedere statistic Tntre grupurile studiate nu a mai fost
identificata (Figura 3.49).
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3.1.3.1.2. Efectul extractului polifenolic de Chrysanthellum americanum asupra
comportamentului anxios

Evaluarea comportamentului anxios cu ajutorul testului labirintului plus inaltat, in urma
administrarii extractului polifenolic de Chrysanthellum americanum, a relevat faptul ca planta
manifestd actiune anxiolitica, prin numarul ridicat de intrari in bratele deschise pe care sobolanii 1-
au inregistrat in grupul IBS si tratat ulterior cu extract versus grupul IBS (F 1,10 = 3.46, p =0.09).

Acelasi numar ridicat de intrari in bratele deschise s-a regasit si in grupul de control, respectiv
cel céruia i-a fost administrat doar extractul (Figura 3.50). Faptul ca nu exista o diferenta statistica
semnificativa, poate fi explicat prin tendinta generala a sobolanilor de a face nu mai mult de o intrare
n bratele deschise, cu exceptia grupului IBS, care a evitat explorarea in bratele deschise.

Figura 3.50. Efectul tratamentului cu extractul
polifenolic de Chrysanthellum americanum
_ asupra comportamentului anxios intr-un model
04l m animal de sindrom de colon iritabil la sobolani

Intrari in bratele deschise
=
=4

in testul labirintului plus naltat, exprimat ca

numdr de intréri In bratele deschise. Valorile
Comtrel - Coameriemm S evamm | SUNE exprimate ca medii £ S E M (n = 6 per

extract
grup).

Mai mult decét atét, aceste rezultate au fost confirmate prin analizarea timpul petrecut in
bratele deschise ale dispozitivului (Figura 3.51). Testul statistic ANOVA a subliniat faptul ca
tratamentul cu extractul polifenolic de Chrysanthellum americanum a crescut semnificativ timpul
petrecut in bratele deschise in grupul tratat cu extract comparativ cu grupul IBS (F 1,10 =5.18, p <
0.04), si, de asemenea, in grupul IBS care a primit extract comparativ cu grupul IBS (F 1,10 = 5.21,
p < 0.04).

O scadere semnificativa din punct de vedere statistic a timpului petrecut in bratele deschise a
grupului IBS comparativ cu grupul de control (F 1,10 = 8.81, p < 0.02) sugereaza, de asemenea un
nivel de anxietate crescut la sobolanii carora le-au fost induse simptomele similare sindromului de
colon iritabil.
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3.1.3.1.3. Efectul extractului polifenolic de Chrysanthellum americanum asupra
comportamentului depresiv

Evaluarea comportamentului depresiv la animalele de experienta s-a facut cu ajutorul testului
inotului fortat care a scos in evidenta proprietati antidepresive ale extractului polifenolic utilizat.

Au fost observate diferente generale semnificative din punct de vedere statistic intre grupurile
studiate, atat in ceea ce priveste timpul de inot (F 3,20 = 5.86, p < 0.0048) (Figura 3.53), cat si cel
petrecut Tn imobilitate (F 3, 20 = 5.55, p < 0.0061) (Figura 3.54). Intimp ce expunerea repetati la
factorii de stres a generat un comportament asemanator depresiei in grupul IBS, aspect subliniat
printr-un timp de inot semnificativ scazut (p = 0.01) (Figura 3.53) si o imobilitate crescuta (p=0.035)
(Figura 3.54) ambele comparativ cu grupul de control, extractul polifenolic a ardtat un efect
antidepresiv pentru ambele grupe cérora li s-au administrat (grupul extract si grupul IBS+extract).

Cel mai important aspect insa, este aceasta inversare benefica a efectului extractului care iese
in evidentd in grupul IBS si tratat cu extract, sugerat prin cresterea semnificativa a timpului de inot
(p = 0 03), comparativ cu grupul IBS (Figura 3.53) si reducerea perioadei de imobilitate (p =
0.031992), in comparatie cu grupul IBS expus la stres (Figura 3.54).

Figura 3.53. Efectul tratamentului cu
extractul polifenolic de Chrysanthellum

250 * - .
— americanum  asupra comportamentului
## e N P . P .
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g 150 T colon iritabil la sobolani, in testul inotului
H L fortat, exprimat ca timp petrecut 1notand.
& 100 Valorile sunt exprimate ca medii + SE M (n
50 =6 per grup, *p = 0.01 pentru grupul IBS vs.
0l . . . grupul de control; ##p < 0.01 pentru grupul
Caontral  C. americarum  IBS IB§:C. tratat cu extract, respectivcel cu IBS si tratat

extract armericanum B

extract ulterior cu extract de Chrysanthellum
americanum vs. grupul cu IBS).
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3.1.3.2. Evaluarea biochimica a biomarkerilor de stres oxidativ

Dupa finalizarea protocolului de expunere la stres, activitatea enzimei GPx, masurata la nivelul
lobilor temporali, a nregistrat 0 scadere semnificativa in grupul IBS comparativ cu grupul de control
(F1,11=12.93, p =0.0042).

In mod similar, a fost observata o diferenta semnificativa intre grupul tratat cu extract si grupul
IBS (F 1, 11 = 15.69, p = 0.0022 ). Nu au fost observate diferente semnificative din punct de vedere
statistic intre grupul IBS si grupul IBS tratat cu extract; in orice caz, activitatea enzimei in grupul din
urma nu s-a deosebit semnificativ de activitatea evaluata in grupul neexpus la stres, ceea ce sugereaza
o imbunatatire a activitatii antioxidantului utilizat (Figura 3.55).

Figura 3.55. Efectul tratamentului cu
0.16 - = extractul polifenolic de Chrysanthellum

— 014 ## . .
g o] americanum, dupa expunerea la stres, asupra
§ 0.1 activitdtii GPx in lobul temporal. Valorile
£ oos - sunt exprimate ca medii t SEM (n =6
g e 1 pentru fiecare grup;per total p = 0.001; **p <
0.04 4
002 0.01 pentru grupul IBS vs. grupul de control;
0 : : : ##p < 0 01 pentru grupul tratat cu extract de

Control  C. americanum IES IBS+C.
extract americanum
extract

Chrysanthellum americanum vs.grupul IBS).

Activitatea enzimei SOD la nivelul tesutului cerebral a inregistrat diferente generale
semnificative intre grupurile create in modelul experimental cercetat (F 3, 25 = 6 83, p = 0 0016).
Similar activitatii GPx, s-a inregistrat o scidere semnificativa a activitatii SOD in grupul IBS,
comparativ atat cu grupul de control (F 1,11 = 8.73,p = 0.013) céat si cu grupul care a primit doar
extract polifenolic de Chrysanthellum americanum (F 1,14 = 20.46,p = 0.00047) (Figura 3.56).

Totodata, activitatea enzimei SOD a scazut semnificativ din punct de vedere statistic n grupul
expus la stres si tratat cu extract comparativ cu grupul de control pe de o parte (F 1,11 =5.34,p =
0.04), dar si comparativ cu grupul care a primit doar extract polifenolic (F 1,13 = 10.44, p = 0.006)
(Figura 3.56).
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Figura 3.56. Efectul tratamentului cu extractul
polifenolic de Chrysanthellum americanum, dupa
expunerea la stres, asupra activitatii SOD in lobul
temporal. Valorile sunt exprimate ca medii + S E
M (n = 6 pentru fiecare grup;per total p = 0.001;
*p < 0.05 pentru grupul IBS si grupul IBS tratat
ulterior cu extract vs. grupul de control;###p <
0.01 pentru grupul tratat cu extract de
Chrysanthellum americanum vs. grupul IBS,
respectiv grupul IBS si tratat ulterior cu
Chrysanthellum americanum).

Evaluarea unuia dintre cei mai importanti biomarkeri ai peroxidarii lipidice, MDA, a scos in
evidenta o crestere distinctd si semnificativa din punct de vedere statistic a nivelurilor acestuia in
grupul expus la stres (IBS) comparativ cu celelalte grupuri, astfel: p = 0.003 vs. grupul de control,
p=0.011vs. grupul tratat cu extract si p=0.014 vs. grupul tratat expus la stres si tratat cu extract
(Figura 3.57).
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extractul polifenolic de Chrysanthellum
americanum, dupa expunerea la stres, asupra
nivelului de MDA Tn lobul temporal. Valorile
sunt exprimate camediiSEM (n=6
pentru fiecare grup;per total p = 0.001; #*p <
0.01 pentru grupul IBS expus la stres vs.
grupul de control; #p < 0.05 pentru grupul
tratat cu extract de Chrysanthellum
americanum, respectiv cel cu IBS si tratat
ulterior cu extract vs. grupul IBS).

3.2. Rezultate obtinute prin studiul pacientilor umani

3.2.1. Evaluarea scalei vizuale analogice pentru sindromul de colon iritabil (VAS-IBS)

Scorurile scalei vizuale analogice pentru sindromul de colon iritabil administrate
participantilor au fost semnificativ mai mari in grupul de pacienti cu IBS, in comparatie cu grupul de
control de varsta apropiatd si acelagi sex. Rezultatele VAS-IBS pentru fiecare dintre itemi sunt
prezentate in Tabelul 3.2. In acest fel, intensitatea simptomelor fizice, cum ar fi durerea abdominala
(p < 0.001), diaree (p = 0.021), constipatia (p < 0.001) sau balonare/gaze (p < 0.001) au crescut
semnificativ lapacientii cu IBS.
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Tabelul 3.2.Descrierea demografici si fiziopatologica a grupelor de studiu

pun de u Waloarea
Control IBS “
(n=14) (n=10)
Criteriile ROMA Total BE-C ES-D
) o - n=10 n="7 n=73
hé?ﬁﬁ* 194324801 | 42602646 37,57+ 8,04 5433 3,68 p=0.706
Raportsax  S0%MUSO%F | S0%MUSO%F  S5705%M/4285%F  33.3%M66.6%F
(F/ M%)
PE“SE""]._ }-'Iﬁé‘!;f 1786£028 | 6541118 642+ 1601 6,66 + 0,831 s < 0,001
(PEQD)
Seals VAS-IBE
hﬁl"ﬂ“ 14264017 | 412065 3,429+ 068 $E7212 %0 < 0,001
abdommale
o 1= 292091% 1,143 20,142 720,57 %= 0,021
Constipaie 152035+ 642003+ 7,857+ 0,34 31199 %< 0.00]
Balonare/gaze  1284012% 420,76 3143 £ 0,50 6190 %< 0.00]
Gread stare de 1% 182046 1714 £0.56 2099 5 =0.032
VIOINa
Perceptia
peibiologics 2 2644057+ 4307 4429+ 084 4213 < 0.001
wtirii da bine
(status emotional)
Influentz
problamelor
sastroimtestinale 1072007 | 420048+ 3714 £ 0,60 5333 20,33 < 0.001
asupra vietl de =1
cu = (ealitates)
viat)
¥ Analiza de covarigryd

In timp ce am analizat rezultatele scorurilor itemilor VAS-IBS prin stratificare la subtipul IBS,
am observat ca frecventa si intensitatea durerii abdominale au fost semnificativ mai mari la pacientii
cu subtipul IBS-D in comparatie cu pacientii cu subtipul IBS-C (p <0.05) si martorii sanatosi potriviti
din privinta varstei si sexului (p < 0.001). in plus, simptomele de balonare si eliminarea gazelor au
fost semnificativ mai intense la pacientii cu subtipul IBS-D (p < 0.01).

Nu au fost observate diferente semnificative in ceea ce priveste starea emotionald (elementul
4) si calitatea vietii (elementul 5) Intre subtipurile IBS (Figura 3.59), in comparatie cu martorii
sanatosi potriviti in functie de varsta gi sex (p < 0.00).
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Scoruri VAS-IBS
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Figura 3.59. Scorurile parametrilor
scalei VAS — IBS la pacientii cu IBS,
stratificate dupa subtipul IBS. Rezultatele
sunt exprimate ca scoruri medii ale scalei
VAS (care variaza de la 1 la 10, in corelatie
directd cu severitate) =+ SEM (n = 14 pentru
control, 10 pentru IBS, 7 pentru IBS-C si 3
pentru IBS-D, *p < 0.05, **p <0.01).

Comparand rezultatele scorurilor parametrilor scalei VAS-IBS 1n functie de sexul
participantilor si diagnostic, am observat ca nu existd diferente semnificative Intre scorurile itemilor
VAS-IBS la barbatii si femeile din grupul de control, in timp ce femeile cu IBS au experimentat mai
frecvent greatd si varsaturi (p = 0.065), diaree (p = 0.055) si senzatie incompletd de defecare (p =
0.05) (Figura 3.60). Nu au fost observate diferente semnificative In ceea ce priveste starea emotionala
(punctul 4) si calitatea vietii (punctul 5) intre barbati si femei.

0 Femeie
W Barbat

Scoruri VAS-IBS

IBS
IBS
IBS

CONTROL
CONTROL
CONTROL
CONTROL
CONTROL
CONTROL
CONTROL
CONTROL
CONTROL
CONTROL
CONTROL

Defecare incompleta IBS [ .

Balonare /gaze IBS

Scala Bristol IBS

Status emotional IBS
Calitatea vistii

Severtatea diaresi
Urgenta de a defeca IBS

Seventatea constipatiei
Ameteala / stare de voma |BS

Frecy. durerni abdominale 1BS
Intensit. durerii abdominale 1BS

Figura 3.60. Scorurile parametrilor
scalei VAS — IBS la pacientii cu IBS si
voluntari sdndtosi, potrivite in functie de
varsta si sex, stratificat dupa sex. Rezultatele
sunt exprimate ca scor mediu al scalei VAS
(care variaza de la 1 la 10, in corelatie directa
cu severitatea) £ SEM (n = 14 pentru control,
10 pentru IBS, 7 pentru IBS-C, si 3 pentru
IBS-D, *p <0.05, tp =0.055, ip = 0.065).

Diferentele dintre grupurile comparate pentru parametrii cu valori numerice si cei cu valori

logice indica faptul ca, desi afectarea este evidenta, aceasta nu este perceputa Intr-o maniera drastica.
Cu toate acestea, aceste diferente se pot observa mai bine prin compararea rezultatelor obtinute

pentru subtipurile de IBS (Figura 3.61).
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Figura 3.61. Variatia parametrilor evaluati prin itemii cu valori logice ai scalei VAS-IBS si
stratificarea rezultatelor in functie de tipul de IBS: (a) frecventa durerilor abdominale; (b) scala
Bristol; (c) urgenta de a defeca; (d) senzatia de defecare incompleta.

3.2.2. Rezultatele evaluarii tulburarilor de somn

In ceea ce priveste chestionarul Pittsburgh de evaluare a calititii somnului (PSQI), nu au fost
observate diferente semnificative legat de varsta si sexul participantilor. Evaluarea PSQI intre 0 si 5
sugereazd o calitate normald a somnului, in timp ce un indice mai mare de 5, cu siguranta

caracterizeazi un adormit slab. In studiul nostru, am obtinut un indice de calitate medie normali a
somnului pentru grupul de control si PSQI crescut pentru grupul IBS, care este semnificativ diferit
de primul grup (p < 0.001) (Tabelul 3.2).
Stratificarea subtipului IBS a rezultatelor a relevat un indice al PSQI semnificativ crescut in
ambele subgrupuri IBS-C si IBS-D, in comparatie cu grupul de control (p < 0.001). Cu toate acestea,
nu s-a observat o diferentd semnificativa intre indicii PSQ atunci cénd s-a comparat IBS-C cu IBS-
D (Figura 3.62). Stratificarea combinatd a grupurilor in ceea ce priveste sexul si subtipul IBS a
evidentiat diferente semnificative intre barbati si femei in functie de subtipul IBS (Figura 3.63).
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Avand Tn vedere analiza itemilor privind obiceiurile de culcare (punctele 1-4), am observat ca
pacientii cu IBS se trezesc considerabil mai devreme, in comparatie cu grupul de control (p = 0,022)
si, de asemenea, petrec mai mult timp incercand sa adoarma (p = 0.026). Desi nu exista diferente
semnificative cu privire la ora de culcare, pacientii IBS au declarat ca dorm, in medie, mult mai putin
timp comparativ cu persoanele din grupul de control, potrivite din privinta varstei si sexului (p =
0.02).

3.2.3. Rezultatele obtinute in urma analizelor biochimice din lacrimi

Analizele biochimice ale probelor de lacrimi nu au aratat diferente semnificative intre cei doi
ochi ai participantilor. De asemenea, nu s-au obtinut diferente semnificative din punct de vedere
statistic intre probele de lacrimi recoltate de la femei si barbati.

In ceea ce priveste diferentele care apar intre cele doud grupuri primare, am observat ci in
grupul IBS, activitatea enzimei SOD a pacientilor [F(1, 46) =5.84, p = 0.020], nivelurile MDA (F 1,
46 =17.85, p=0.007), si nivelurile de proteine totale solubile (F1, 46 = 5.94, p=0.019) au inregistrat
cresteri semnificative din punct de vedere statistic comparativ cu participantii la studiu sanatosi de
acelasi sex si varsta (Figura 3.64). Nu au existat diferente semnificative pentru activitatea GPx prin
compararea grupului de pacienti cu IBS cu grupul de control (F1, 46 = 0.36, p = 0.55).

Analiza rezultatelor dupa stratificarea in functie de subtipul IBS, nu a indicat nicio diferenta
semnificativd din punct de vedere statistic in nivelurile markerilor de stres oxidativ intre probele
pacientilor cu IBS-C si IBS-D. Analiza rezultatelor dupa stratificarea in functie de sexul si grupul
participantilor a aratat cateva diferente care pot fi observate in figura 3.65.

45



- = P - n T
: T i
g 52
3, E
g’ T 5
@ —
| = | c.
CONTROL IBS IBS-C IBS-D CONTROL IBS IBS-C IBS-D
036 : ‘
% ” —
T T o [ 7]
025 1 .
H
> =
£ )
g T E
g — g Pl il %
3w :
H £
£.
005 -
CONTROL IBS IBS-C IBS-D ' CONTROL IBS IBS-C IBS-D

Figura 3.64. Markerii stresului oxidativ masurati din lacrimi la pacientii cu IBS (IBS = toti
pacientii; IBS-C, IBS-D = grupurile de pacienti cu IBS stratificat dupa subtipul acestuia) si controale

sanatoase de aceeasi varsta si sex:

a. Activitatea superoxid dismutazei (U/mg proteine); b. Activitatea

glutation peroxidazei (U/mg proteine); c. Concentratia de malondialdehida (ug MDA/mg proteine);
d. Proteine totale solubile (mg/ml lacrimi). Rezultatele sunt exprimate ca medii + SEM (n = 14 pentru
Control, 10 pentru IBS, 7 pentru IBS-C si 3 pentru IBS-D, *p < 0.05, **p < 0.01).
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Figura 3.65. Markerii de stres oxidativ din lacrimi ale pacientilor
cu IBS, stratificati in functie de sexul pacientilor si subtipul IBS:
a. activitatea superoxid dismutazei (U/mg proteine); b. activitatea
glutation peroxidazei (U/mg proteine); c. concentratia de
malondialdehida (mmol MDA/mg proteine); d. proteine totale
solubile (mg/mL lacrimi). Rezultatele sunt exprimate ca medii +
SEM (n = 14 pentru Control, 10 pentru IBS, 7 pentru IBS-C si 3
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3.2.5. Rezultate obtinute in urma analizelor biochimice si imunologice din ser, urind §i
materii fecale

Analiza biochimica si imunologica a markerilor relevanti obtinuti din ser sanguin, urina si
materii fecale, 1n studiul sindromului de colon iritabil, a evidentiat variatii dependente de produsul
biologic si de grupul studiat.

Tn ser, au fost observate diferente semnificative in cazul activitatii enzimatice a GPx (p < 0.001,
prin comparatia IBS versus Control si IBS-D, IBS-C, IBS-M versus Control), dar si in cazul
activitatii enzimatice a xantinoxidazei (p < 0.05, prin comparatie IBS-D, IBS-C, IBS-M versus
Control). Totodata, variatii semnificative din punct de vedere statistic s-au inregistrat si in cazul
concentratiei de MDA (p < 0,05, prin comparatia IBS-D, IBS-C, IBS-M versus Control).

In urina, diferente semnificative au fost observate pentru activitatea enzimatica a GPx (p <
0,05, prin comparatia IBS versus Control), dar si pentru concentratia de echivalenti ai oxidului nitric
(UM nitrat) (p < 0,05, prin comparatia IBS versus Control). Diferente statistic semnificative au fost
observate si la analiza biochimica a fecalelor pentru SOD (p < 0.01, prin comparatia IBS-D, IBS-C,
IBS-M versus Control), MDA (p < 0.01, prin comparatia IBS-D, IBS-C, IBS-M versus Control) si
oxid nitric (p < 0,05, prin comparatia IBS-D, IBS-C, IBS-M versus Control) (Figura 3.66).
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Figura 3.66. Variatia parametrilor biochimici prin stratificarea rezultatelor in functie de subtipul de
IBS, ser, urind si materii fecale: a. activitatea SOD, b. activitatea GPx, c. activitatea catalazei, d.
activitatea xantinoxidazei, e. concentratia de MDA, f. echivalenti de oxid nitric. Rezultatele sunt
exprimate ca medii + SEM (n = 15 pentru Control, 15 pentru IBS-M, 15 pentru IBS-C si 15 pentru
IBS-D)
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In mod similar, analiza parametrilor inflamatori si neuroendocrini arati diferente semnificative
in functie de materialul biologic utilizat si grupul de studiu: din ser pentru IL6 (p < 0.05, prin
comparatia IBS versus Control si IBS-D versus IBS-C versus IBS-M) si IL8 (p < 0.001, prin
comparatia IBS versus Control si IBS-D, IBS-C, IBS-M versus Control si comparand subtipurile
intre ele), iar din urina pentru serotonind (p < 0.001, prin comparatia IBS-D, IBS-C, IBS-M versus
Control si comparand subtipurile intre ele) (Figura 3.67).
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Evaluarea datelor in functie de sexul participantilor la studiu, in contextul subtipurilor
sindromului de colon iritabil, nu a relevat variatii semnificative din punct de vedere statistic pentru
parametrii biochimici (Figura 3.68). Tn schimb, s-au inregistrat unele cresteri evidente ale nivelurilor
de IL1 n grupul IBS-C, serotonina in grupul IBS-M, respectiv TNFa in grupul IBS-M la barbati
comparativ cu femeile din acelasi grup (Figura 3.69).
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Figura 3.68. Variatia parametrilor biochimici serici prin stratificarea rezultatelor in functie de
subtipul de IBS si sex: a. activitatea SOD, b. activitatea GPx, c. activitatea catalazei, d. activitatea
xantinoxidazei, e. concentratia de MDA, f. echivalenti de oxid nitric. Rezultatele sunt exprimate ca
medii + SEM (n = 15 pentru Control, 15 pentru IBS-M, 15 pentru IBS-C si 15 pentru IBS-D)
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Figura 3.69. Variatia parametrilor inflamatori si neuroendocrini serici prin stratificarea rezultatelor
in functie de subtipul de IBS si sex: a. concentratia de IL1, b. concentratia de IL6 din ser c.
concentratia de IL8 din ser, d. concentratia de TNFa, e. concentratia de serotonind. Rezultatele sunt
exprimate ca medii + SEM (n = 15 pentru Control, 15 pentru IBS-M, 15 pentru IBS-C si 15 pentru
IBS-D)
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CONCLUZII GENERALE

In urma desfasurarii experimentelor care fac obiectul acestei teze, concluziile deductibile n

acest punct al cercetarii sunt urmatoarele:

1. Sindromul de colon este o afectiune gastrointestinala din ce In ce mai frecvent intalnita in
practica clinici cu o etiopatogeneza insuficient cunoscutd si inteleasd, cel mai probabil
multifactoriald, avand o serie de mecanisme interconectate care sunt in stransd legaturda cu
declangarea acestui sindrom.

2. Caracterul multifactorial scoate in evidentd necesitatea evaludrii acestui sindrom din
perspective diferite, atat printr-o abordare a manifestarilor comportamentale cat si a biomarkerilor
biochimici si imunologici.

3. Studiul, urméand trei directii distincte, aduce dovezi cu privire la legitura dintre sindromul
de colon iritabil, deficiente de naturd cognitiva si din sfera psiho-emotionala si variatiile statusului
oxidativ, atat la modele experimentale animale cat si la pacienti umani.

4. Experimentul care vizeazd modelul animal de sindrom de colon iritabil prin expunerea
soarecilor la stres multifactorial aduce dovezi suplimentare cu privire la efectul expunerii la stres
asupra tractului gastro-intestinal si starea neurologica. Combinatia dintre expunerea la stresul de
separare materna neonatald si stresul cronic, intdlnit in viata adulta, poate duce la comportamente
depresive si de anxietate, insotite de modificari ale tranzitului intestinal.

5. Expunerea la factori variati de stres ar putea da nastere unui raspuns central cu un efect
imediat, comparativ cu cel provocat de stresul de la inceputul vietii, dar, in general, combinatia celor
doua tipuri de factori de stres a indicat cu mai multd precizie simptome viscerale si specifice
sindromului de colon iritabil, pledand pentru necesitatea uni model IBS la soareci cu o precizie mai
ridicata.

6. Studiul privind efectele terapeutice ale extractelor metanolice si etanolice din semintele
de Camelina sativa var. Madalina a indicat o directie benefica asupra aspectelor comportamentale si
a statusului oxidativ la nivel cerebral si colonic la soareci, intr-un model de sindrom de colon iritabil
bazat pe expunerea la stres.

7. In ciuda micilor diferente de compozitie chimici a extractelor metanolice si etanolice,
rezultatele obtinute au sugerat faptul ca extractele obtinute din semintele plantei Camelina sativa var.
Maidalina ar putea inversa tulburdrile de memorie pe termen scurt cauzate de expunerea la stres.
Totodata, ar putea sciddea intensitatea si frecventa starilor de anxietate si comportamentele
asemandtoare depresiei observate in modele animale expuse la stres ale sindromului de colon iritabil.

8. Extractele obtinute din seminte de Camelina sativa var. Madalina au prezentat un efect
semnificativ asupra markerilor de stres oxidativ din creier si tesuturile intestinale la soarecii expusi

paradigmei stresului multifactorial, prin scdderea activitatii superoxid dismutazei si cresterea
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activitdtii glutation peroxidazei. Cu toate acestea, rezultatele sugereaza ca extractele ar putea creste
si peroxidarea lipidelor in tesuturile intestinale.

9. In urma evaludrii microscopice ale materiilor fecale, cele mai constante elemente
identificate sunt reprezentate de levuri (frecvente in grupul de control), Tn toate grupurile evaluate
(prezente sau rare). Hematiile au avut o frecventa redusa, la fel si celulele inflamatorii (limfocite)
(rare si foarte rare). De asemenea, flora polimorfa s-a intélnit in majoritatea frotiurilor evaluate.

Asadar, s-au putut identifica usoare variatii ale elementelor observate, Insa nesemnificative.

10. Acest studiu oferd dovezi suplimentare ca administrarea extractelor alcoolice din semintele
de Camelina sativa var. Madalina ar putea imbunatati performantele cognitive si starea de spirit,
prezentand capacitate antioxidanta in atat creier cat si tesuturile intestinale.

11. Studiul care are la baza extractul polifenolic de Chrysanthellum americanum utilizat intr-
un model animal indus de stres al sindromului de colon iritabil, a indicat influenta acestuia, de
asemenea, asupra statusului oxidativ pe de o parte, si usoara imbunatatire a memoriei aldturi de o
scadere semnificativa a starii de anxietate si a comportamentului asemanator depresiei.

12. Evaluarile markerilor de stres oxidativ au indicat o scadere semnificativa a activitatii
superoxid dismutazei si glutation peroxidazei din lobii temporali la sobolanii implicati in modelul
animal de sindrom de colon iritabil obtinut prin expunere la stres. Administrarea pe termen scurt a
extractului polifenolic a atenuat semnificativ nivelurile crescute ale malondialdehidei si activitatii
specifice a glutation peroxidazei. De asemenea, s-au stabilit corelatii Pearson semnificative intre
biomarkerii stresului oxidativ si indicatorii comportamentali.

13. Administrarea extractului polifenolic de Chrysanthellum americanum poate atenua
dispozitia si tulburéarile cognitive legate de sindromul de colon iritabil indus de stres, prin atenuarea
stresului oxidativ la nivel cerebral.

14. Forma finala a scalei roménesti VAS-IBS poate fi considerata un instrument de incredere
in masurarea severitatii percepute a simptomelor gastrointestinale, care pot fi clasificate de ROME
IV ca simptome ale sindromului de colon iritabil.

15. Studiul care a implicat pacientii umani a oferit dovezi suplimentare ale implicatiei stresului
oxidativ in patologia sindromului de colon iritabil. Asadar am identificat modificari semnificative
ale activitatii superoxid dismutazei, malondialdehidei din mostrele de lacrimi ale pacientilor cu IBS,
in comparatie cu voluntarii sanatosi participanti la studiu. Cu toate acestea, nu au fost observate
diferente semnificative pentru activitatea glutation peroxidazei.

16. Statusul oxidativ modificat in probele de lacrimi nu a fost corelat cu tulburarile de somn
care apar la pacientii cu IBS, cu exceptia tulburarilor de somn care apar din cauza evenimentelor
dureroase, dar a fost corelat intr-o maniera semnificativa cu simptomatologia gastrointestinala.

17. Evaluarea calitatii somnului utilizand chestionarul Pittsburgh (PSQI) nu a relevat diferente

semnificative In ceea ce priveste varsta si sexul participantilor, obtindnd un indice de calitate medie
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normala a somnului pentru voluntarii sdnatosi si un indice crescut, semnificativ din punct de vedere
statistic, pentru grupul IBS. De asemenea, desi a existat o diferentd semnificativa intre subgrupurile
IBS-C si IBS-D comparativ cu grupul de control, nu s-a observat o diferenta intre indicii PSQI cand
cele doud subgrupuri IBS au fost comparate.

18. Pacientii cu IBS se trezesc mult mai devreme decat voluntarii sdndtosi si petrec mai mult
timp Tncercand sa adoarmd, dormind, in medie, mai putin decat participantii din grupul de control.
Identificarea tulburérilor de somn la pacientii cu IBS prin evaluarea chestionarelor PSQI, aduce
dovezi suplimentare legate de relatia cauzala dintre tulburarile aparute si simptomatologia IBS.

19. Exista diferente semnificative intre barbati si femei in ceea ce priveste dinamica markerilor
stresului oxidativ, in sensul ca femeile, desi mai predispuse sa dezvolte simptome mai agresive ale
sindromului, inregistreaza Imbunatétiri ale statusului oxidativ datorate unei aparari antioxidante mai

buna.

Contributii personale: desfasurarea majoritatii experimentelor privind comportamentul
animalelor, realizarea determinarilor biochimice si imunologice din produsele biologice (ser, lacrimi,
urind, materii fecale) obtinute de la pacienti si voluntari sdnatosi cat si cele obtinute de la animale de
experientd, realizarea si evaluarea frotiurilor obtinute din materiile fecale ale animalelor de
experientd (coprocitograme), realizarea chestionarelor PSQI si a scalei VAS-IBS, realizare si

interpretare statistica a datelor obtinute (participare partiald).

Limitarile studiului:

In ceea ce priveste limitarile studiilor noastre, trebuie si mentionam faptul ¢ modelul animal
folosit are la baza un model animal validat in prealabil, protocoale anterioare, pe care le-am adaptat
pentru a obtine efectul pe care stresul il provoaca.

O altd limitare a studiului este datd de numarul mic de animale testate si absenta tratamentelor
cu medicamente pentru un lot de control pozitiv. Fiind vorba de modele animale, rezultatele trebuie
tratate cu atentie si precautie, datoritd faptului cd acestea nu reproduc decat unele aspecte ale
patologiei, astfel cd se impune evaluarea lor ca fiind primii pasi de observare a fenomenelor

caracteristice sindromului de colon iritabil Tn contextul unei vaste patologii psihiatrice.
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