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INTRODUCERE

Suplimentele alimentare derivate din plante ce contin combinatii cu
mecanisme de actiune cunoscute, eficacitate si sigurantd dovedita pentru
fiecare component, reprezintd generatia urméatoare de fito-farmaceutice. in
cadrul acestei teze de doctorat am ales sa studiez ca si produs fito-farmaceutic
cu profil de siguranta dovedit de studiile de toxicitate acuta si cronica, spirulina,
o alga albastra-verde care apartine familiei Oscillateriaceae, increngatura
Cianobacteria. Am ales aceasta alga datorita semnalarii in literatura a efectului
sau antioxidant, fiind cunoscut faptul ca printre factorii declansatori ai
diabetului zaharat de tip 2 si in bolile maligne, stresul oxidativ ocupa un rol
principal. Stresul oxidativ conduce la aparitia speciilor de radicali liberi, care
afecteaza negativ procesele celulare. Modularea tratamentului protector cu
antioxidante poate modifica semnificativ rezistenta la stresul oxidativ si
acumularea radicalilor liberi la animalele de laborator. Numeroase studii au
evidentiat Tmbunatéatirea functiei celulelor beta-pancreatice si a secretiei de
insulina Tn urma administrarii unor compusi cu actiune antioxidanta.

Spirulina se afla printre cele mai utilizate suplimente nutritive, datorita
continutului ei bogat in proteine (60-70%), aminoacizi esentiali, minerale
necesare organismului (fier, nichel, calciu, potasiu, crom, sodiu, zinc,
magneziu, mangan, cupru, seleniu), vitamine, pigmenti carotenoizi si acizi
grasi esentiali, manifestand numeroase efecte farmacologice, printre care se
numara cele antioxidante, anticancerigene, antiinflamatoare, antimicrobiene,
imunostimulente. Astfel, spirulina este utilizata Tn numeroase domenii precum
medicina, farmacie, cosmetica, agricultura, ca hrana pentru animale, ca
nutraceutic si in industria chimica.

Motivatia principala a studiului a fost data de incidenta crescuta a
cazurilor de diabet si a ratei crescute de mortalitate cauzate de melanomul
malign, atat in populatia Romaniei, cat si in {ari cu economii avansate.
Consecintele tulburarilor asociate diabetului si a melanomului malign sunt
severe si determina costuri foarte ridicate pentru sistemele de sanatate. Scopul
studiului a constat in evaluarea efectului multi-target al spirulinei, in vederea
acoperirii tuturor aspectelor patogenice ale acestor boli degenerative: stres
oxidativ, inflamatie, infectie, control al glicemiei, potential antiproliferativ.

Noutatea si complexitatea studiului este datd de abordarea
multidisciplinara privitoare la testarea spirulinei (Spirulina platensis) atat in vitro
pe celule de melanom uman si murinic, cét si in vivo pe model experimental de



diabet indus cu aloxan si de inflamatie locala indusa chimic cu tetradecanoil-
forbol (TPA).

Importanta acestei teme a constat in evaluarea efectelor spirulinei in
controlul si tratarea diabetului, al melanomului malign si al proceselor
inflamatorii cutanate, rezultatele obtinute in cadrul cercetarii avand potentialul
de a fi transpuse in aplicatii ce imbunatatesc direct starea de sanatate, prin
interventii inovative pentru bolile degenerative, cu eficacitate maxima si mai
putine efecte secundare.

Studiul 1. Caracterizarea spirulinei

Spirulina sub forma de pulbere, testata in acest studiu a provenit de la
un producator autorizat, Favisan Lugoj, Roméania, siguranta acestui produs
fiind certificata prin buletin de analiza.

Obiective: Obiectivul acestui studiu a constat in evaluarea activitatii
antioxidante a extractelor etanolice, metanolice si apoase de spirulina de
diferite concentratii (0,05 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL) utilizandu-
se 0 metoda spectrofotometrica, pe baza de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH).
DPPH este un radical liber de culoare violet-inchis, care in prezenta unui
antioxidant se reduce la un compus de culoare galben pal, spectrofotometrabil
la 0 lungime de unda de 517 nm.

Materiale si metode: Deoarece activitatea antioxidanta a extractelor
de spirulind a fost maxima la concentratia de 1 mg/mL, la aceeasi concentratie
au fost dozati polifenolii totali, din extractele apoase, hidroalcoolice
(apa:etanol=1:1), alcoolice (etanolice si metanolice) si acide (solutie apoasa de
acid oxalic 20%) de spirulina, prin metoda Folin — Ciocalteu. Metoda Folin —
Ciocélteu are la baza reactia de oxidare cu ajutorul unui molibdowolframat. Din
aceasta reactie a rezultat ionul (Mo*") (albastru), a carui absorbanti a fost
determinata spectrofotometric la o lungime de unda de 750 nm.

Rezultate si discutii: Activitatea antioxidanta a solutiilor etanolice de
spirulina de concentratie (0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1mg/mL) nu a fost
semnificativ mai scazutd decat cele ale solutiei etalon de acid ascorbic
(p>0,05, p = 0,21, p = 0,12, p = 0,21), ceea ce a demonstrat ca cele 3 solutii
etanolice de spirulina au avut o activitate antioxidanta comparabila cu cea a
acidului ascorbic. De asemenea, cele 4 solutii metanolice de spirulind de
concentratii diferite (0,05 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1mg/mL) au
prezentat o activitate antioxidanta mai scazuta decat cea a acidului ascorbic,
dar cu toate acestea, diferentele nu au fost semnificative (p > 0,05, p = 0,16, p
= 0,16, p = 0,24, p = 0,18). Doar cele patru extracte apoase de spirulina de
concentratii diferite (0,05 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1mg/mL) au
prezentat o activitate antioxidantd mai crescuta faté de cea a solutiei etalon de



acid ascorbic, aceste valori nefiind semnificativ mai mari decat cele ale solutiei
de acid ascorbic (p > 0,05, p=0,16, p=0,16, p=0,14, p =0,18) .

Conform metodei Folin-Ciocalteu, extractul apos de spirulina a
prezentat cea mai mare concentratie de polifenoli (682 mg/100g proba), fiind
urmat de extractul etanolic (167 mg/100g proba). Extractul metanolic (101
mg/100g probd) si cel hidroalcoolic (100 mg/100g proba) au avut un continut
apropiat de polifenoli, in timp ce extractul acid a prezentat cea mai mica
concentratie de polifenoli totali (45 mg/100g proba)

Concluzii: Conform acestui studiu, extractul apos de spirulina a
demonstrat efectul antioxidant cel mai puternic si cea mai mare concentratie
de polifenoli totali, motiv pentru care a fost testatd in continuare in cadrul
studiilor in vitro pe celule de melanom uman si murinic si in vivo pe model de
soarece cu diabet indus cu aloxan si a modelului de inflamatie cutanata locala
indusa chimic.

Studiul 2: Determinarea activitatii antimicrobiene a spirulinei

Obiective: Avand in vedere ca studiile anterioare au demonstrat ca
substantele active cu actiune antimicrobiana din spirulind nu sunt solubile in
apa, fiind mult mai solubile in solventi organici, in special, Tn metanol, am
determinat activitatea antimicrobiana a extractului metanolic de spirulina (0,5
mg/ml, 1 mg/ml) prin metoda de difuziune in agar.

Materiale si metode: Solutiile metanolice de spirulina au fost testate
pentru activitatea lor antimicrobianad impotriva bacililor gram-negativi
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Yersinia
enterocolitica, Pseudomonas aeruginosa), a bacililor gram-pozitivi (Bacillus
cereus), a cocilor gram-pozitivi (Streptococcus pyogenes, Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis) si a fungilor
(Candida albicans), folosind metoda de difuziune in agar. Ca si solutii
standard s-au folosit: gentamicina pentru bacterii si fluconazolul pentru
Candida albicans.

Rezultate si discutii: Solutia metanolica de spirulinda cu o
concentratie mai crescuta (1 mg/mL) a avut un efect inhibitor asupra E.
coli si Enterococcus faecalis. Cu toate acestea, zonele de inhibitie ale
celor doua suspensii bacteriene au fost mai mici decat cele ale solutiilor
standard, care au fost cuprinse intre 16 — 19 mm.

Concluzii: Efectul inhibitor al extractului metanolic de spirulina (1
mg/mL) asupra E. coli si Enterococcus faecalis a fost cu 1 pana la 3 unitati mai
redus decét cel al gentamicinei.



Studiul 3. Determinarea in vitro a potentialului
antiproliferativ al spirulinei prin evaluarea viabilitatii celulare cu
reactivul alamar blue

Obiective: Obiectivul testului cu alamar blue a constat in evaluarea
citotoxicitatii relative si a efectului antiproliferativ al extractelor de spirulina de
concentratji diferite (0,2 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL) pe linii celulare de
melanom uman A375, respectiv de melanom murinic B164A5.

Materiale si metode : Solutia de spirulina s-a realizat prin dizolvarea
spirulinei in dimetilsulfoxid (DMSQO) dupa care a fost diluatd cu mediu celular
(DMEM) in raport de 1:1000, pentru ca DMSO sa nu aiba nici un efect negativ
asupra proliferarii celulare. Aceasta este o metoda colorimetrica care se
bazeaza pe transformarea alamarului blue din forma forma oxidata de culoare
albastra, de catre celulele metabolic active Tn forma redusa de culoare rosie.

Rezultate si discutii: Solutiile de spirulind de diferite concentratii (0,2
mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL) au inhibat proliferarea celulelor de melanom
uman A375 si de melanom murinic B164A5, dependent de concentratie.
Celulele de melanom murinic s-au dovedit a fi mai sensibile la stimularea cu
solutiile pe baza de spirulina.

Concluzii: Acest studiu a demonstrat ca cele 3 solutii de spirulina de
concentratii diferite (0,2 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1 mg/mL) au inhibat proliferarea
celulelor de melanom uman A375 si murinic B164A5 dependent de
concentratie.

Studiul 4. Determinarea in vitro a potentialului anticanceros al
spirulinei prin proprietatea de a inhiba migrarea celulelor de
melanom uman (A375)

Obiective: Scopul acestui studiu a constat in evaluarea in vitro a
efectului antiproliferativ si antimigrator al extractelor apoase de spirulina de
diferite concentratii (0,05 mg/mL, 0,2 mg/mL, 0,5 mg/mL gi 1 mg/mL) asupra
celulelor de melanom uman A 375 utilizdnd metoda scratch assay.

Materiale si metode: La o confluentd de 90-100% a liniei celulare de
melanom uman A375, s-au realizat linii sub forma unor zgarieturi in zone bine
determinate la nivelul stratului de celule cu ajutorul unei pipete sterile de (10
ul). S-a observat atat efectul antiproliferativ, cat si efectul antimigrator al
solutiilor testate la nivelul zonei unde au fost indepartate celulele, la un interval
de 3 ore si de 12 ore de la stimulare.

Rezultate si discutii : Migrarea unui numar semnificativ de celule in
zona marcata s-a observat in cazul celulelor stimulate cu solutii de spirulina de
concentratji mai scazute (0,05 mg/mL, 0,2mg/mL, 0,5 mg/mL). De asemena, s-



a putut observa si o crestere a numarului de celule in cazul stimularii acestora
cu solutii de spirulind de concentratii reduse (0,05 mg/mL, 0,2mg/mL).

Concluzii: Solutia apoasa de spirulina a inhibat capacitatea de migrare
a celulelor de melanom uman A375 in functie de concentratie.

Studiul 5: Determinarea in vivo a toxicitatii spirulinei

Obiective: Deoarece extractul de spirulina este folosit de secole fara
sa fi cauzat efecte adverse grave, am folosit testul limita pentru a evalua
toxicitatea orala si cutanata acuta a extractului etanolic de spirulina. S-a utilizat
extractul etanolic de spirulina, pentru o evaporare mai rapida a solventului la
nivelul pielii.

Materiale si metode: Studiile de toxicitate acuta orala gi cutanata au
fost realizate conform ghidurilor OECD- 425 si OECD-434.

Conform OECD-425, am inceput studiul de toxicitate orala acuta
folosind un singur soarece, care a fost infometat peste noapte, primind in
dimineatd urmatoare pe cale orala o doza test de spirulina 2000 mg/kg
corp/24h. Animalul a supravietuit. In continuare, am administrat aceeasi doza
de spirulina la alte patru femele de soarece, care, de asemenea, au
supraviefuit. Studiul s-a continuat cu administrarea unei doze de 5000 mg/kg
corp/24 h initial la un soarece, apoi la alti 3 soareci (femele). Conform OECD-
434 cu privire la toxicitatea cutanata acuta, au fost selectati 18 soareci, care au
fost divizati in 4 grupuri: 5 femele tratate cu solutie alcoolica diluatd de
spirulind (5000mg/kg corp), 5 masculi tratati cu solutie alcoolica diluata de
spirulina (5000mg/kg corp), 4 soareci (2 femele, 2 masculi) tratati cu solutie de
alcool etilic diluata (solvent) (grup 3), 4 soareci (2 femele, 2 masculi) netratati.
Spirulina a fost dizolvata intr-o solutie diluata de etanol (70 %) si apoi a fost
aplicata uniform pe 10 % din suprafata totala a corpului (pe spatele soarecilor).
Nivelul de melanina si de eritem a fost decelat cu ajutorul mexametrului MX 18,
iar nivelul de hidratare al pielii a fost determinat prin intermediul unui
corneometru CM825 MX18. Toate animalele au fost tinute sub observatie timp
de 14 zile, dupa care au fost sacrificate.

Rezultate si discutii: Totfi soarecii care au primit spirulina in doze
2000 mg/kg corp/24 h si 5000 mg/kg corp/24 h au supravietuit si nu au
manifestat nici o modificare de comportament, cum ar fi convulsii sau disfunctii
locomotorii. Valorile eritemului cutanat au fost mai crescute in primele 48 de
ore de la administrarea locala a solutiei de spirulina, atat la femele (p = 0,035),
cat si la masculi (p = 0,052), dar, cu toate acestea, diferente semnificative au
fost inregistrate doar in cazul femelelor care prezinta o sensibilitate mai
crescuta la nivelul pielii. Nu au fost inregistrate modificari semnificative in ceea
ce priveste nivelul de hidratare al pielii si valorile concentratiei de melanina



inainte si dupa aplicarea solutiei alcoolice de spirulina la femelele (p > 0.05) si
la masculii (p > 0.05) de soarece.

Concluzii : Solutia alcoolica concentratda de spirulina (5000 mg/kg
corp/24 h) a manifestat o toxicitate orala si cutanatd redusa, deoarece
majoritatea parametrilor cutanati determinati nu au suferit schimbari
semnificative in urma administrarii locale de spirulina. Doar in cazul femelelor
tratate cu spirulina s-a observat un eritem semnificativ crescut fata de celelalte
grupuri de animale.

Studiul 6. Determinarea in vivo a activitatii antioxidante a
spirulinei folosind modelul animal experimental de diabet zaharat
indus cu aloxan

Obiective: Obiectivul acestui studiu in vivo a constat in evaluarea
efecteului antioxidant, hipoglicemiant si hipolipemiant al extractului apos de
spirulina la soarecii cu diabet indus cu aloxan pe o perioada de 28 de zile.

Materiale si metode: Inducerea diabetului la soarecii masculi SKH1 s-
a realizat prin injectarea intraperitoneala a unei doze de 150 mg/kg corp
aloxan, sub forma dizolvata in solutie de NaCl 0,9%. Volumul de solutie de
aloxan administrata/soarece a fost de 0,2 mL. In studiu au fost inclusi doar
soarecii care au prezentat un nivel al glicemiei mai mare de 200 mg/dl la o
saptadmana dupa injectarea aloxanului. In acest studiu experimental au fost
utilizati 30 de soareci SKH1 care au fost impartiti, in mod egal, in 3 grupuri
(n=10 soareci/grup): soareci control sanatosi, soareci control diabetici, soareci
diabetici tratati cu spirulind. Extractul apos de spirulina (100 mg/kg corp
spirulind) a fost administrat zilnic soarecilor prin amestecare cu mancarea
standard (pelete). Pe toata durata studiului a fost verificatd saptamanal
greutatea si glicemia animalelor. De asemenea, s-a calculat saptamanal
cantitatea medie de pelete, respectiv volumul mediu de apa consumat
zilnic/soarece pentru fiecare lot al studiului. Dupa 28 de zile, animalele au fost
sacrificate (sub anestezie). Hemoglobina glicozilata (HBA1C) si parametrii
profilului lipidic (colesterol total, HDL, LDL, trigliceride) au fost determinati pe
analizor de biochimie, insulinemia si catalaza au fost determinate prin tehnica
ELISA, iar glutation perpxidazd si superoxid dismutazd prin metode
colorimetrice.

Rezultate si discutii: Efectul hipoglicemiant al spirulinei s-a evidentiat
incepand cu cea de a 2-a saptamana a studiului, cand a fost observata o
scadere semnificativa a valorilor glicemiei lotului de soareci diabetici tratati cu
spirulind, fatd de cei diabetic netratati (p = 0,024). La finalizarea studiului,
valorile hemoglobinei glicozilate a soareilor diabetici tratati cu spirulind au fost
semnificativ mai mici decat cele ale soarecilor diabetici netratati (p=0,045). Nu



s-au observat diferente semnificative in ceea ce priveste secretia de insulina
intre soarecii diabetici netratati si cei tratati cu spirulind, ceea ce a dovedit ca
spirulina nu a crescut semnificativ secretia de insulind la nivel pancreatic.
Tratamentul cu spirulind a crescut semnificativ valoarea activitatii enzimelor
antioxidante superoxid dismutaza (p=0,028) si gutation peroxidaza (p<0,05),
dar nu a avut un efect semnificativ asupra cresterii activitatii catalazei intre cele
doua loturi de soareci diabetici (p=0,686) . Nu a fost observata o scadere
semnificativa a valorilor colesterolului total (p=0,736), a LDL-ului (p=0,830), a
trigliceridelor (p=0,724), respectiv o crestere a HDL-ului (p=0,830) in urma
admnistrarii spirulinei la soarecii diabetici spre deosebire ce cei netratati. S-a
observat o crestere a cantitatii de mancare si a volumului de apa consumat de
soarecii diabetici fata de cei sanatosi. De asemenea, administrarea spirulinei a
redus cantitatea de pelete, respectiv de apa consumata la soarecii diabetici
tratati cu spirulina fata de cei diabetici netratati.

Concluzii: Tratamentul cu spirulina (100 mg/kg corp/zi) a scazut
semnificativ glicemia si hemoglobina glicozilatd la soarecii diabetici care au
urmat acest tratament fatd de cei control diabetici. Efectul hipoglicemiant al
spirulinei nu s-a datorat cresterii insulinemiei la soarecii diabetici. Spirulina a
avut un efect antioxidant semnificativ prin cresterea activitatii enzimelor
antioxidante, in special a superoxid dismutazei si a glutation peroxidazei, dar
nu a avut un efect semnificativ asupra imbunatatirii valorilor parametrilor lipidici
la soarecii diabetici.

Studiul 7. Determinarea in vivo a capacitatii antiinflamatoare
a spirulinei folosind modelul animal experimental de inflamatie acuta
indusa chimic

Obiective: Principalul obiectiv al acestui studiu a constat in evaluarea
efectului antiinflamator al extractului apos de spirulina pe un model animal de
inflamatie acutd indusa la nivelul urechii prin aplicare localda de 12-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA).

Materiale si metode : In acest studiu experimental au fost utilizati 35
de soareci care au fost impartiti, in mod egal, in 7 grupuri (n=5 soareci/grup):
soareci sanatosi — netratati, soareci tratati cu acetona, soareci tratati cu solutie
de TPA dizolvata in acetona — 2ug/20uL, soareci tratati cu indometacin 1,25
mg/25mg (control), soareci la care s-a aplicat solventul solutiei de spirulina —
apa bidistilata — 20 pl, soareci tratati cu solutie apoasa de spirulina 0,2 mg/mL
si goareci tratati cu solutie apoasa spirulina 1 mg/mL. Procesul de inducere al
inflamatiei la nivelul urechilor de soarece s-a realizat prin aplicarea locala la
nivelul urechii externe a 20 pl de TPA dizolvat, in prealabil, in acetona
(0,1ug/uL). Fiecarui soarece care a facut parte din grupurile 3,4, 5,6 si 7 i s-a
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aplicat la nivelul ambelor urechi 20 ul of TPA dizolvat in acetona, de 7 ori pe
parcursul celor 2 saptamani de studiu. Dupa o ora de la administrarea soluijei
de TPA, soarecilor din grupul 4 li s-a administrat indometacin sub forma de
crema pe aceeasi suprafatd supusa tratamentului. Soarecilor din grupul 5 li s-a
administrat 20 yL apa bidistilata, iar soarecilor din grupurile 6 si 7 li s-a
administrat 20 yL de solufie aposa de spirulina de concentratie 0,2 mg/mL,
respectiv 1 mg/mL. Parametrul TEWL sau TEWA care cuantifica gradul de
pierdere transdermica de apa a fost masurat cu ajutorul unui tewametru. Dupa
14 zile, de la prima administrare de TPA, soarecii au fost sacrificati, iar urechile
au fost decupate, cantarite si supuse analizelor histologice.

Rezultate si discutii: in cazul soarecilor tratati cu indometacin,
respectiv cu solutii apoase de spirulind de concentratii diferite s-a observat o
diminuare a procesului inflamator, prin scaderea greutatii urechilor. De
asemenea, valorile DELTA TEWL au indicat o scadere semnificativa a
procesului inflamator la soarecii tratafi cu o concentratie crescuta de spirulina 1
mg/mL, spre deosebire de cei tratati cu solutia de spirulina de concentratie 0,2
mg/mL. Examenul histopatologic a ar[tat un proces inflamator moderat in cazul
urechilor tratate cu solutie de spirulind de concentratie 1 mg/mL si un proces
inflamator sever in cazul celor tratate cu solutia de spirulina de 0.2 mg/mL.

Concluzii: Tn cadrul acestui studiu s-a demonstrat cd efectul
antiinflamator al spirulinei este dependent de concentratie, reprezentand o
alternativa terapeutica in tratarea afectiunilor inflamatorii cutanate.

Concluzii finale:

1. Extractul apos de spirulind a prezentat activitatea antioxidanta maxima si
concentratia cea mai mare de polifenoli totali.

2. Extractul metanolic de spirulind a inhibat bacteriile E. coli si Enterococcus
faecalis, dar nu a avut efect asupra Candidei albicans.

3. Spirulina a inhibat proliferarea celulelor de melanom uman A375 si murinic
B164A5 dependent de concentratie.

4. Studiile de toxicitate acuta orala si cutanata efectuate pe soareci sanatosi,
folosind doze limita de spirulina (5000 mg/ kg corp/ 24 h) au evidentiat
siguranta si tolerabilitatea crescuta a spirulinei.

5. in studiile in vivo, tratamentul cu spirulind a scdzut glicemia, hemoglobina
glicozilata la soareci diabetici, a crescut activitatea enzimelor antioxidante,
dar nu a avut efect asupra insulinemiei si a profilului lipidic. Spirulina a
demonstrat un efect anti-inflamator dependent de doza pe urechea de
soarece cu inflamatie indusa chimic.
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