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Diete purificate ce induc sindroame metabolice (aterosclerozi, obezitate sau diabet de
tip IT) Ia rozitoarele de laborator (soarece si sobolan), procedeu de obtinere si metodi
de utilizare

Inventia se referd la diete purificate ce induc sindroame metabolice (ateroscleroza,
obezitate sau diabet de tip II) la rozitoarele de laborator (soarece si sobolan), procedeu de
obtinere si metoda de utilizare, destinate credrii de modele animale experimentale necesare
afldirii mecanismelor intime ale unor maladii si de experimentare a unor tratamente.

Cercetarea mecanismelor de producere si evolutie a diferitelor entitifi morbide pe
bazi de modele experimentale ia 0 amploare din ce in ce mai mare in domeniu. Se cauti si se
stabilesc modele experimentale pentru intelegerea i tratamentul unor boli de metabolism,
boli oncologice, toxicologie etc. Studiul mecanismelor de producere si evolutie a unor entititi
patologice cum ar fi diabetul zaharat sau ateroscleroza preocupd categorii largi de cercetitori,
de la fiziopatologi si fiziologi la nutritionisti, morfopatologi, biochimisti etc [1,2,3,4].
Totodata, cheltuielile pe care omenirea §i le asumi pentru finfelegerea, prevenirea si
combaterea acestor entitéiti morbide este pe masurd. Actualele modele experimentale pentru
sindroamele metabolice au mai multe neajunsuri datorate mecanismului de inducere (chimic,
genetic sau chirurgical), iar administrarea de diete naturale comerciale nu a dus la rezultate
satisficdtoare in aparitia sindroamelor metabolice la animalele la care s-a administrat, din
cauza insuficientei caracterizari atét a dietelor cat si a loturilor de animale [5,6,7].

Dietele naturale, care contin in compozitie ingrediente de naturd vegetald (grau, orz,
ovaz, soia etc.) sau animald (fdind de carne, de peste etc.) sunt cele mai utilizate. Dietele
naturale sunt foarte apreciate de animale, avand palatabilitate mare, au o mare disponibilitate
pe piatd si sunt foarte ieftine [8].

Procedeele de obtinere constau in crearea de amestecuri de cereale si alte ingrediente
naturale a ciror componenti fizico-chimici nu este pe deplin cunoscutd, iar unele dintre
ingrediente pot fi chiar modificate genetic.

Dezavantajul dietelor naturale constd in existenta unor variafii semnificative intre
loturile succesive de furaje datorita numérului mare de ingrediente utilizate si lipsa unei
uniformitdti in ceea ce priveste valoarea nutritiva a fiecdrui ingredient in parte, care fac ca
dietele naturale si nu permitd o cunoastere foarte precisd si standardizatid a concentratiei
fiecdrui principiu nutritiv [9].

Aceasti variabilitate se poate evidentia prin lipsa de repetabilitate a rezultatelor unei
testdri facuta in conditii similare [10,11].

Studiile privind inducerea unor tulburiri metabolice pot s& nu aibad rezultatele
scontate datoritd tipului de dietd administrat. Astfel efectul hipertensiv al excesului de NaCl
din dietd a fost estompat de prezenta genisteinei (subclasd de fitoestrogeni din soia) la
sobolanii la care se incerca inducerea hipertensiunii arteriale [12]. Izoflavonele din soia s-au
dovedit, de asemenea, ci pot reduce colesterolul si trigliceride serice [7,13] si pot preveni
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dezvoltarea hepatosteatozei [15]. Efectele isoflavonelor asupra proceselor de invatare si
memorare, interactiunii sociale, anxietétii, activitatilor locomotorii, durerii §i sensibilitafii au
fost documentate in caz de exces de fitoestrogeni [16] si in studii despre aparatul
reproducator [17, 18]. In studiile privind inducerea obezitatii s-a observat ca sobolanii
hraniti cu diete bogate in grisime, dar care folosesc soia ca sursd de proteine, greutatea
dobinditd este mai mica §i fesutul adipos din organism mai putin comparativ cu sobolanii
hranii cu diete bogate in grasime, dar care folosesc cazeina ca sursd de proteine [19].
Studiile privind inducerea diabetului pot fi compromise de prezenta boabelor de soia in dietd
prin reducerea insulinorezistentei [20]. La fel si studiile privind carcinogeneza [21,22,23].

Cu certitudine poate fi sustinut c& nu existi o dieta perfectd in domeniul cercetarii pe
animale de laborator, dar cel putin, pentru a efectua experimente care sa aibi un sens, ar
trebui s ne striduim sa elimindm sursele de variabilitate induse de diete, in special cele
cunoscute pentru a obtine raspunsuri biologice repetabile si reproductibile. Acestui deziderat
ii réispund dietele purificate.

Dietele purificate au apérut la inceputul anilor 1970 cind Institutul American de
Nutritie (AIN) a creat un comitet care a conceput o dietd constind din ingrediente purificate
(AIN-76A). Comitetul a recunoscut necesitatea standardizarii dietelor din punct de vedere
nutrifional pentru goarecii §i sobolanii de laborator, dar §i necesitatea eliminirii tuturor
factorilor nutritivi care pot interfera cu rezultatele unui studiu. De atunci, AIN a schimbat
refetele pentru diete, in prezent diete purificate standard pentru coloniile de soareci si
sobolani de laborator fiind AIN-93 M si AIN-93 G [24]. Iar in literatura stiintificd sunt
publicate articole cu retete de diete purificate [25, 26].

Cercetarea in bazele de date ale brevetelor nationale si internationale [27, 28] a
evidentiat faptul ci nu existd brevete in acest domeniu. Exist3 insd firme din striinétate care
in portofoliul lor de produse au spre comercializare diverse tipuri de diete purificate (Envigo,
Alltromin).

Utilizarea dietelor purificate prezintd un avantaj si din punct de vedere etic in
implementarea conceptului 3R (replacemenet, reduction, refinement) prin reducerea
numirului de animale utilizate in experimente, deoarece dietele purificate standardizate vor
duce la rezultate cu semnificatie statistica folosind loturi cu animale mai putine si evitdnd
repetarile studiilor.

Utilizarea dietelor purificate permite obfinerea unor rezultate cu relevanta biologica
crescutd, asigurand reproductibilitatea conditiilor experimentale si a datelor obfinute.

Prin utilizarea dietelor purificate pot fi induse in organismul animal toate modificérile
biochimice complexe ce stau la baza unei anumite disfunctii metabolice gi/sau proces
patologic, realizdndu-se astfel modele experimentale cu relevanta crescuté.

In scopul eliminirii dezavantajelor menfionate, procedeul de obfinere a dietelor
purificate conform inventiei, asigura in aceste diete purificate, necesarul de proteine de cétre
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cazeind impreund cu metionina adiugata (pentru a satisface cerintele de aminoacizi cu sulf).
Glucidele sunt furnizate de amidon de porumb si zaharozi, uleiul de porumb satisface
necesarul de grasime iar celuloza purd satisface necesarul de fibre. Vitaminele i mineralele
sunt addugate sub forma amestecurilor specifice pentru rozitoare.

Deoarece aceste ingrediente sunt rafinate i purificate, (spre deosebire de cerealele ce
intrd in compozitia dietelor naturale) ele permit cercetitorilor nutrifionisti sa poatd defini
mai ugor cerintele nutritionale ale animalelor dar si prin eliminarea selectivd sau modificarea
cantitativa la un moment dat a unui factor nutritional din dieta se poate evalua cu precizie
efectul produs. Acesta inseamna ca sunt practic nelimitate posibilititile de amestecuri ce se
pot face la o dieta purificats, facdnd din acestea un instrument puternic de cercetare.

Principalul avantaj al procedeului de obtinere a dietelor purificate propus de noi fata
de cele utilizate in prezent constd in aceea cd existd posibilitatea de a produce cantititi
mici, pornind de la 500 grame, in functie de cerintele utilizatorului ceea ce duce la reducerea
pierderilor si a costurilor de productie si cresterea productivittii.

Un alt avantaj al procedeului de obfinere a dietelor purificate conform ineventiei este
acela ci toate ingredientele solide mixate se transforma in pastd prin addugarea de api bi-
distilata in raport de 10%, fatd de fabricarea dietelor naturale, unde pasta este obtinuta prin
umectarea cu abur industrial. Avantajul este ca apa bi-distilatd este microbiologic purd, are
temperatura de 15-18° C, si nu influenteaza factorii nutritivi din diete fata de abur care are o
temperatura de peste 100° C, modificand prin temperatura inalta compozitia dietelor naturale
si reducind cantitatea de ingrediente vitamino-minerale. in plus aburul fiind industrial se
poate crea condens ceea ce poate influenta negativ si calitatea microbiologica a produsului
finit — dietele naturale.

Alt avantaj al procedeului de obfinere a dietelor purificate conform inventiei este
acela ca dupi granulare dietele purificate se deshidrateaza si se usucd prin menfinerea timp de
3 zile intr-o camera termostat la temperatura de 37° C, in timp ce deshidratarea dietelor
naturale se face mecanic. Deshidratarea prin mentinerea la temperatura de 37° C este o
deshidratare naturald care nu afecteazd compozitia si ingredientele din dietele purificate, in
timp ce deshidratarea mecanica se face prin transportul dietelor naturale pe o coloana inaltd
de unde un ventilator ce foloseste aer nepurificat realizeaza deshidratarea.

Alte avantaje ale procedeului de obtinere a dietelor purificate conform inventiei, sunt:
> se cunoagte exact cantitatea pentru fiecare ingredient,
> este anticipatd exact formula parametrilor fizico-chimici,

» durata de utilizare a furajelor este mai lungd in conditiile pastrérii corespunzitore
(peste 6 luni de zile).

Metoda de utilizare conform inventiei prezintd urmatoarele avantaje:
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» induc sindroamele metabolice prin administrarea furajelor in cantititi limitate de 3-4
grame pe zi/goarece si 20-22 grame pe zi/gobolan timp de 6 zile, urmate de o zi de
administrare a unor furaje naturale.

» induc sindroamele metabolice intr-un timp scurt (60 de zile) urméind apoi a se administra
tratamentul de cercetat sau a se face cercetarea de baza.

» este facil de implementat, cu costuri relativ scizute si efecte majore in privinta inducerii
sindroamelor metabolice obtinute prin aplicarea lor.

In continuare se dau cite un exemplu de realizare pentru diete purificate care
administrate la rozatoarele de laborator induc sindroame metabolice (aterosclerozi, obezitate,
diabet de tip II) si diete de control (reproductie i mentinere colonii de rozatoare), procedeu
de obtinere si procedeu de utilizare.

Retetele dietelor purificate ce induc sindroame metabolice sunt prezentate in continuare.
Acestea au fost concepute pe baza de ingrediente purificate, folosind un program EXCEL
Microsoft pentru a atinge parametrii analitici ai dietelor purificate, bazandu-ne pe
componentele analitice ale fiecarui ingredient, componenta declarata de fiecare producitor.

Tabel nr.1. Dieta purificata pentru oareci §i gobolani — diets aterogenicd — cod DPA/ICA

Nr.crt Ingrediente Cantitatea | Parametri analitici
® Nutrient %

1 Cazeind 188 Proteini 16 - 19%
2 Metionini 4 Grasime 18-22 %
3 Amidon de porumb 150 Celuloza 3-6%
4 Sucrozi 340 Substant3 uscatd | 92 — 95%
5 Carbonat de calciu 3
6 Celuloza 50
7 Grasime anhidra din lapte 200
8 Antioxidant 1
9 Premix mineral 35
10 Premix vitaminic 10
11 Acid colic 5
12 Colesterol 14

TOTAL 1000

Tabel nr 2. Dieta purificatd pentru soareci si sobolani — dietd de inducere obezitate — cod
DPO/ICO

) Cantitatea | Parametri analitici
Nr.crt Ingrediente (g) Nutrient %
1 Cazeina 250 Proteini 20 -25%
2 Cistind 4 Grasime 33-35%
3 Maltodextrini 170 Celulozi 4-8 %
4 Sucroza 80 Substantd uscatd | 92 — 95%
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5 Fosfat de calciu 4
6 Celulozi 70
7 Untura 313
8 Antioxidant 1
9 Premix mineral 50
10 Premix vitaminic 20
11 Ulei de soia 35
12 Colini 3
TOTAL 1000

Tabel nr. 3. Dieta purificatd pentru soareci si sobolani — dietd de inducere diabet tip II — cod
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DPD/ICD
Nr.crt Ingrediente Cantitatea Parametri analitici
(2) Nutrient %

1 Cazeind 200 Proteina 15 -20%
2 Metionind 4 Grisime 3-6%

3 Fructozi 605 Celulozi 1-3 %

4 Carbonat de zinc 1 Substantd uscatd | 95 -97%
5 Premix vitaminic 10

6 Celuloza 80

7 Unturd 50

8 Premix mineral 50

TOTAL 1000

Tabel nr. 4. Dieta purificatd pentru soareci §i sobolani — dietd mentinere colonii cod

DPM/ICM
Nr.ert Ingrediente Cantitatea Parametri analitici
(g) Nutrient %
1 Cazeinid 140 Proteind 11-14 %
2 L- cistini 1.8 Grisime 3-5%
3 Amidon de porumb 465 Celuloza 3-6 %
4 Sucrozi 100 Substantd uscatd | 95 —97%
5 Maltodextrina 155
6 Celuloza 50
7 Ulei de soia 40
8 Antioxidant 0.2
9 Premix mineral 35
10 Premix vitaminic 10
11 Colini bitartrat 3
TOTAL 1000

T
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Tabel nr. 5. Dieta purificatd pentru goareci §i gsobolani — dietd reproductie colonii — cod

DPC/ICC
Ingrediente Cantitatea | Parametri analitici
Nr.crt (@ Nutrient %
1 Cazeini 200 Proteini 17 -20%
2 L-cistind 3 Grasime 6-9 %
3 Amidon de porumb 397 Celuloza 3-6%
4 Sucrozi 100 Substant uscatd | 93 —95%
5 Maltodextrina 132
6 Celulozi 50
7 Ulei de soia 70
8 Antioxidant 0.5
9 Premix mineral 35
10 Premix vitaminic 10
11 Colini 2.5
TOTAL 1000

Parametrii analitici au fost verificati prin analize de laborator efectuate la un laborator
autorizat, iar rezultatele obtinute sunt evidentiate in tabelul de mai jos:

Tabel nr.6. Parametrii analitici corespunzatori dietelor purificate care fac obiectul inventiei.

Parametru | Substanta uscatd % Grisime% Proteina % Celuloza %
analizat
Metoda de | Metoda Metoda de Mineralizarea in bloc i Metoda cu
analizi | gravimetrici extractie cu metoda de distilare cu filtrare
Regulamentul (EC) | solventi organici abur intermediard
Cod dietd no. 152/2009 Regulament (EC) | Regulamentul (EC) no. | Regulament (EC)
SR ISO 6496: 2001 | no. 152/2009 152/2009 no. 152/2009
SR ISO 6492: SR EN ISO 5983-2: SR EN ISO
2001 2009 /AOAC 2001.11 6865: 2002
DPA 93.47 19.18 17.36 4.47
DPO 92.79 34.62 24.7 3.92
DPD 96.36 3.16 19.85 2.53
DPM 95.77 4.11 13.25 3.80
DPC 93.78 7.42 19.13 4.84

Toate dietele s-au incadrat in parametrii stabiliti §i nu au existat deviafii sau
neconformitati. Rezultatele reprezinti media analizelor la 3 loturi succesive de diete.

Dietele purificate au fost administrate la soareci §i sobolani, timp de 60 de zile pentru
inducerea de sindroame metabolice (ateroscleroza, diabet tip II si obezitate).

Animalele au fost monitorizate pe timpul administrérii dietelor la intervale regulate
prin controlul greutdtii corporale, a consumului de hrana §i apa si analize de singe pentru
parametri metabolici de aterosclerozi, iar post-mortem s-au efectuat evaludiri histopatologice.




RO 137996 A0

Pe baza rezultatelor obfinute s-a observat aparifia sindroamelor metabolice la toate
loturile la care s-a administrat dieta produsd (in functie de dieta administratd) indiferent de
specie §i sex.

Datele prezentate mai jos sunt doar pentru soareci, pentru sobolani fiind
asemindtoare, dar cu concluzii similare.

Analiza statistici a datelor

Datele au fost organizate in Excel (Microsoft Office) iar analiza statisticd si
vizualizdrile au fost realizate utilizdnd software-urile GraphPad Prism 5 si Pyhon 3. Pentru
datele obtinute prin masuratori biochimice plasmatice realizate pe colectii de la 10 soareci,
fiecarui animal i-a fost atribuitd valoarea medie a colectiei. Masuritorile plasmatice au fost
analizate ca “FoldChange” (raportul dintre valoarea finald a parametrului si cea inifiala,
inainte de initierea dietei). Analiza statisticd intre grupuri a fost ficutd prin ANOVA atunci
cand au fost comparate 3 sau mai multe grupuri si prin teste ¢ Student la compararea a 2 grupe
(de exemplu comparatii intre sexe). Pachetele Python utilizate au fost: pandas (extragerea
datelor) statsmodels (pentru ANOVA si Tukey post-test), scipy (teste t Student), sklearn
(analiza componentelor principale, PCA), seaborn i matplotlib (pentru vizualiziri).

Rezultate
Cregterea in greutate §i raportul eficientei hranei

Asa cum era de asteptat, soarecii masculi hraniti cu dieta martor, de mentinere, au
prezentat pe durata studiului greut#i relativ constante, in ultima siptiman3 a studiului avand
o greutate medie crescuti cu doar 0.8% comparativ cu prima siptdmani. In contrast, soarecii
din grupurile de inducere a patologiilor, au prezentat la finalul studiului greutiti mai mari cu
8,4% - DPD, 11,7% - DPA, 15,6% - DPC, 20,3% - DPO comparativ cu initierea studiului.
Astfel, dieta DPO de inducere a obezitatii a indus cresteri in greutate semnificativ mai mari
decat DPM (p < 0.001***), DPA (p < 0.01**), DPD (p < 0.001***, ANOVA, Bonferroni
post-test) si mai mari decat DPC, desi nesemnificativ statistic (vezi Figura 1).

De asemenea, femelele hranite cu dieta de mentinere au avut greutéti constante pe
durata studiului, masurand o crestere in greutate de doar 1,2% pe durata celor 4 s&ptdmani de
studiu. in cazul femelelor, dieta de crestere (DPC) a dus la cresteri similare, dar usor mai
mari ale greutdii comparativ cu dieta DPO (19.1% fata de 16.4%, ne-semnificativ, ANOVA,
Bonferroni post-test). De asemenea, dietele DPA si DPD au indus cresteri ale greuttii
(10,4% si, respectiv, 11,9%) semnificativ mai mari decdt DPM (p < 0.01** si, respectiv, p <
0.001***) si semnificativ mai mici decat dieta de crestere (p < 0.01** si, respectiv, p < 0.05*,
ANOVA, Bonferroni post-test, Figura 2).

Cresterea in greutate a animalelor s-a asociat cu modificiri moderate ale cantititii de
hran3 ingeratd: animalele din grupul DPA au consumat cu aproximativ 10% mai multd hrana
decét cele din grupul de mentinere, iar cele din grupul DPO, cu aproximativ 18%, in timp ce
animalele din grupul de crestere au consumat cantitifi similare cu cele din grupul de

5
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mentinere (vezi Figura 3). In schimb, diferentele de crestere in greutate au fost asociate cu
rapoarte ale eficientei hranei (FER, procentul din cantitatea de alimente convertit in crestere
a greutatii) diferite pentru tipurile de diete: DPM, unde animalele si-au mentinut greutatea
constantd, FER a fost aproximativ 0, in schimb, pentru dietele DPA si DPD FER a fost
aproximativ 0.9 g/100g dietd, pentru DPO: 1,4 g/100g de dieta iar pentru DPC: 1,6 g/100g de
dieta (fiecare grup vs. DPM: p <0.001 ***, ANOVA, Tukey post test).

Modificirile parametrilor plasmatici

Glicemia a prezentat cresteri moderate semnificative la goarecii din grupurile de
inducere a ateromatozei §i obezitdtii (cu pana la 70%). Totusi, modificarile cele mai marcate
au fost inregistrate, nesurprinzitor, in grupul de inducere a diabetului unde valorile medii ale
glicemiei in ultima zi a studiului au fost crescute de pani la 3 ori comparativ cu valorile de la
initierea dietei (cresterea a fost semnificativ mai mare decét in toate celelalte grupurile cu p <
0.001*** ANOVA, Bonferroni).

Dac# la subiectii umani obezitatea este corelatd cu niveluri scizute ale amilazei serice
[29], studiile au ardtat ci soarecii au rdspunsuri diferite la inducerea obezitatii iar amilaza
sericd crescutd ar putea servi chiar ca un biomarker al obezititii [30]. Experimentele
prezentate aici au aratat cresteri semnificative ale amilazei serice la goarecii din grupul de
inducere a obezitdfii indiferent de sex si la masculii, dar nu la femelele din grupul de crestere
(Figura 4).

in toate grupurile experimentale au fost observate cresteri moderate ale bilirubinei
totale, dar cresteri mai accentuate, cu aproximativ 50%, au fost observate pentru grupurile de
tratament DPD si DPO, cét si la masculii din grupul DPC (datele nu sunt prezentate).

Colesterolul total a crescut marcant in grupurile de inducere a aterosclerozei si a
obezitatii, cu valori de aproximativ 5 ori mai mari in sfiptimana finald a studiului comparativ
cu prima siptimand. Suplimentar, soarecii din grupul de inducere a diabetului au prezentat
cresteri de aproximativ 3.4 ori ale colesterolului. In contrast, soarecii hraniti cu dieta de
mentinere sau cu dietd de crestere nu au prezentat cresteri ale colesterolului (vezi Figura §).

Cresterea globulinelor §i a proteinelor totale s-a corelat foarte bine cu cresterea
colesterolului total i, astfel, au fost observate cresteri in grupurile DPA, DPD si DPO, dar nu
si in grupurile DPM si DPC (vezi Figura §).

Dieta diabeticii induce modificiiri serice sugestive pentru afectarea ficatului i rinichilor

La subiectii umani sanitosi valori serice crescute ale ALT si ALKP sunt factori de
predictie pentru dezvoltarea ulterioard a diabetului [31], iar la pacientii diabetici nivelul
ALKP este cunoscut a se corela cu valori mai crescute ale glucozei plasmatice a jeun.

Rezultatele obtinute utilizdnd dietele care fac obiectul inventiei au aritat valori
seminificativ crescute ale ALT si ALKP la goarecii din grupul DPD (ALT a crescut mai mult

i
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de 2 ori fatd de momentul initial, iar ALKP de aproape doud ori) comparativ cu toate celelalte
grupuri unde au fost observate cresteri minore sau pastrarea nivelului anterior dietei.

Dietele de crestere si de inducere a aterosclerozei si obezitafii au dus la cresteri usoare
ale ureei §i creatininei, in timp ce soarecii din grupul DPD au prezentat cresteri de
aproximativ 2 ori ale creatininei §i ureei (cresteri semnificativ mai mari decét cele observate
in toate celelalte grupuri) ceea ce ar putea indica dezvoltarea nefropatiei diabetice la soarecii
hraniti cu dieta de inducere a diabetului (Figura 6). in plus, soarecii masculi din grupul DPC
au prezentat valori crescute semnificativ ale ureei iar femelele din acelasi grup valori crescute
semnificativ ale creatininei, ceea ce sugereaza un posibil efect nefrotoxic al acestei diete.

Calciul §i fosforul seric sunt crescute la animalele din grupul de inducere a
aterosclerozei.

Calciul si fosforul serice, doi factori de risc independenti pentru dezvoltarea placilor
aterosclerotice [32, 33], au fost semnificativ crescute la soarecii din grupul DPA comparativ
cu cei din grupul de mentinere cét i comparativ cu cei din grupurile de inducere a diabetului
si obezitdtii, fara diferenfe semnificative intre sexe. De asemenea, dieta de crestere a dus la
cresterea nivelurilor calciului seric la soarecii masculi, dar nu si la femele (figura 7).

Analiza corelatiilore evidentiaza faptul ca globulinele si proteinele totale s-au corelat
foarte bine cu colesterolul total (Pearson r de 0,696 si, respectiv 0.788, p < 0.001***, Figura
8) si, astfel, au fost observate cresteri de pana la 60% in grupurile DPA, DPD si DPO.

Dietele induc modificdri caracteristice ale parametrilor plasmatici si greutitilor.

Deoarece dietele conform inventiei au urmarit inducerea obezitafii, diabetului de tip II
si aterosclerozei, au fost luati in considerare un numir restrdns de parametri modificati
caracteristic in aceste afectiuni: cresterea in greutate, glicemia, colesterolul §i amilaza serica.
Asa cum se observa in Figura 9, soarecii din grupul de inducere a diabetului pot fi usor
deosebiti de toti ceilalti soareci prin valorile glicemiei crescute consistent de mai mult de 2,5-
3 ori. Soarecii din grupul DPA au avut, similar cu cei din grupul DPO valori crescute ale
colesterolului total, totusi, au prezentat comparativ cu acestia valori reduse ale amilazei
serice. De asemenea, soarecii din dieta de inducere a obezittii au prezentat valori ale
greutdtii finale cu cele pentru soarecii din grupul de crestere dar pot fi deosebifi de acestia
prin valori mai crescute ale colesterolului, amilazelor i colesterolului.

In concluzie, cei patru parametri: crestere in greutate, glucoza, amilaza si colesterol
sunt suficienti pentru a diferentia intre ele toate grupele cu un interval de incredere mai mare
de 95% (cu singura exceptie a unei usoare suprapuneri intre DPC si DPM).

Evaluiri histopatologice

Tabel nr. 7. Date histopatologice asociate administrarii dietei ce induce ateroscleroza - DPA

| Organ | Leziuni asteptate si identificate | %) |
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Cord Infarct 25%
Aorta proximala Fibroza perivascular3 60%
ascendenta Infiltratie lipidica 60%
Ateroame 30%
Artera carotida Fibroza perivasculari 55%
comuna stanga Infiltratie lipidica 50%
Ateroame 25%
Ficat Steatoza 60%
Congestie 80%
Rinichi Fibroza interstitiala perivasculara 75%
Distrofie granulo-vacuolara 65%
Pancreas Congestie 80%

Tabel nr. 8. Date histopatologice asociate administtrarii dietei ce induce obezitate - DPO

Organ Leziuni agteptate si identificate (%)
Ficat Steatoza 60%
Fibroza sau inflamatie 40%
Vacuolizari micro sau macroveziculare 65%
Rinichi | Congestie 43%
Afectarea tubilor contorti proximali si distali | 75%
Afectarea glomerulilor 45%
Pancreas | Vacuoliziri ale insulelor pancreatice 50%
Fibroza 85%

Tabel nr. 9. Date histopatologice asociate administtrarii dietei ce induce diabet de tip II - ICD

Organ Leziuni agteptate si identificate (%)
Ficat Steatoza 80%
Fibrozi sau inflamatie 80%
Rinichi Nefropatie sau neuropatie 75%
Afectarea tubilor contorti proximali si distali 85%
Glomerulofibroza 45%
Pancreas | Atrofie 60%
Fibrozi 65%

Procedeul de fabricatie conform inventiei, contine etape menite s asigure parametrii
fizico-chimici, astfel inc4t administrate la soareci sa induca sindroamele metabolice agteptate
(ateroscleroza, obezitate sau diabet tip II). Procedeul de fabricatie (Figura 10) este asociat cu
etape de control finale, astfel incét loturile neconforme si fie identificate §i eliminate, ceea ce
duce la eficientizarea procesului de productie si scdderea costurilor asociate acestuia.

Tl
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In faza 1 se cantaresc toate ingredientele, conform retetelor prezentate mai sus.

» In faza 2 toate ingredientele se aseazid Impreund intr-un vas. Majoritatea
ingredientelor sunt pulberi mixabile, insd existd si ingrediente sub forma de blocuri
solide (gradsimi, colesterolul etc). Acestea se topesc pe baie de apd si se adaugi in
acelasi vas.

» 1In faza 3 dupi ce au fost adiugate toate ingredientele, se omogenizeaza timp de 45 de
minute cu ajutorul unui utilaj de amestecare si se transforma in pasti prin adiugarea
de api bi-distilatd in raport de 10%. Comparativ cu fabricarea dietelor naturale, pasta
de diete purificate se face prin adaugarea de apa, dar nu abur ca la diete naturale.

> 1In faza 4 pasta se granuleazi intr-un granulator cu capacitatea de 5 kg/ord printr-o
sitd de 8 mm.

» in faza 5 dietele se deshidrateazi si se usuca prin mentinerea timp de 3 zile la un
termostat de camera la temperatura de 37° C, in timp ce deshidratarea dietelor
naturale se face mecanic.

» In faza 6, dupd deshidratare dietele se pastreazi la frigider/camera frigorifica la +2 -
+8° C pentru a minimiza oxidarea.

» 1In faza 7 se recolteaza probele medii si se fac analizele fizico-chimice prin metodele
cunoscute [34] si ardtate in tabelul de mai sus

In faza 8 dupa primirea buletinelor de analiz, dietele purificate se pun in pungi de
aluminiu de 500 grame, pungi ce se videazi si se depoziteazi la temperatura de +5°C
+ 3°C . Valorile acceptate sunt cele mentionate la rubrica parametrilor analitici de la
fiecare retetd si analizate cu rezultatele din tabelul de sub retete. Daca nu se
incadreazi, se considerd lot neconform si se aplicd o procedurd de neconformitate —
rebut si eliminare. Dar asta e foarte rar, doar daci se greseste o céntirire sau
parametrii unui ingredient sunt declarati fals de cétre furnizori, deoarece retetele sunt
exacte, iar ingredientele fiind purificate vin cu buletine de analiz3.

v

Avantajele solutiilor propuse de brevet au in vedere urmatoarele:

- cresterea stabilitatii produsului finit din punct de vedere al ingredientelor purificate,

- obtinerea unor diete purificate stabile si standardizate,

- procedeu de fabricatie ieftin si facil comparativ cu metodele de fabricatie a dietelor naturale,

- mod de utilizare care asiguri crearea de modele experimentale prin inducerea sindroamelor
metabolice (aterosclerozi, obezitate sau diabet de tip II) la soareci prin administrarea de diete
purificate.

in Figura 10 sunt prezentate etapele principale ale procedeului de fabricatie ale dietelor
purificate.

{n Figura 11 sunt reprezentate dietele naturale vs cele purificate, ca aspect.
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Revendicari

1. Cinci tipuri de diete chimic purificate ce contin ingrediente chimic pure care prin
administrarea la soarecii §i sobolanii de laborator induc sindroame metabolice -
aterosclerozd, obezitate §i diabet de tip II (3 tipuri), iar doud tipuri sunt diete de
control pentru celelalte trei:

- Dieta A, continind cazeind, metionind, amidon de porumb, sucrozi, carbonat de calciu,
celulozi, grisime anhidrd din lapte, antioxidant, premix mineral, premix vitaminic, acid
colic, colesterol. Aceastdi compozitie permite utilizarea dietei A pentru inducerea
sindromului metabolic de aterosclerozi la soarecii si sobolanii de laborator.

- Dieta B, contindnd cazeina, cistini, maltodextrind, sucrozd, fosfat de calciu, celulozi,
unturd, antioxidant, premix mineral, premix vitaminic, ulei de soia, colini. Aceasti
compozitie permite utilizarea dietei B pentru inducerea sindromului metabolic de
obezitate la goarecii §i sobolanii de laborator.

- Dieta C, contindnd cazeind, metionind, fructozi, carbonat de zinc, celulozi, untura,
antioxidant, premix mineral, premix vitaminic. Aceastd compozitie permite utilizarea
dietei C pentru inducerea sindromului metabolic de diabet de tip II la soarecii si sobolanii
de laborator.

- Dieta K, contindnd cazeind, L-cistind, amidon de porumb, sucrozd, maltodextring,
celulozi, ulei de soia, colind bitartrat, antioxidant, premix mineral, premix vitaminic.
Aceastd compozitie permite utilizarea dietei K pentru mentinerea fard inducerea de
sindroame patologice a coloniilor la soarecii §i sobolanii de laborator.

- Dieta T, contindnd cazeind, L-cistind, amidon de porumb, sucrozd, maltodextring,
celulozi, ulei de soia, colind, antioxidant, premix mineral, premix vitaminic. Aceast3
compozifie permite utilizarea dietei T pentru utilizarea la reproductie fara inducerea de
sindroame patologice a coloniilor la soarecii §i sobolanii de laborator.

2. Procedeu de fabricatie al dietelor purificate definit prin revendicarea 1, caracterizat
prin aceea ca se parcurg urmatoarele faze:

faza 1 cantdrire ingrediente conform retetar.
faza 2 comasare igrediente.

faza 3 amestec ingrediente

faza 4 granulare ingrediente.

faza 5 deshidratare si uscare diete.

faza 6 pastrare la frigider/camera frigorifica.

faza 7 recoltare probe medii si efectuare analize fizico-chimice.

YV V V V ¥V V¥V V V

faza 8 ambalarea §i depozitarea dietelor purificate la temperatura de +5°C £3°C.

68
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3. Metoda de utilizare a dietelor purificate A, B, C definite prin revendicarea 1, constdnd
in inducerea sindroamelor metabolice intr-un timp scurt (60 zile) inainte de a se
administra tratamentul de cercetare sau a se face cercetarea de bazd. Inducerea
sindroamelor metabolice se face prin administrarea furajelor in cantitdfi limitate de 3-4
grame pe zi/soarece §i 20-22 grame pe zi/sobolan timp de 6 zile, urmate de o zi de
administrare de furaje naturale, urmdnd apoi a se administra tratamentul de cercetat sau
a se face cercetarea de bazd. Metoda de utilizare a dietelor K si T care reprezintd
controale pentru dietele A, B si C este identicd cu metoda de utilizare a dietelor A, B §i C.

ot
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Figura 1. Sténga: Curbe de crestere ale soarecilor masculi hrdniti cu diferitele diete (medie + eroare standard
a mediei); Dreapta: Grafic “box-and-whisker” care compard cresterea in greutate la finalul studiului pentru
diferitele grupuri (blocul indicd mediana si cele doud cuartile adiacente iar barele de eroare indica cele doud
cuartile extreme). Stelutele indicd semnificatia statisticd obfinutd prin analiza ANOVA cu testul Bonferroni
pentru comparafii multiple (n.s — nesemnificativ, * p < 0,05, **p < 0,01; *** p < 0,001) Analiza statistica §i
vizualizarile au fost facute in GraphPad Prism 5.
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Figura 2. Stdnga: Curbe de crestere ale soarecilor femele hraniti cu diferitele diete (medie + eroare standard a
mediei); Dreapta: Grafic “box-and-whisker” care comparda cresterea in greutate la finalul studiului pentru
diferitele grupuri. Este indicatd semnificatia statisticd obtinutd prin analiza ANOVA cu testul Bonferroni pentru
comparatii multiple (n.s — nesemnificativ, * p < 0,05, ** p < 0,01; *** p < 0,001). Analiza statistica si
vizualizdrile au fost facute in GraphPad Prism 5.
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statisticd §i vizualizdrile au fost facute in Python 3.
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Figura S Grafice prin bare ale modificdrilor globulinelor, proteinelor totale si colesterolului. Sunt prezentate
comparatiile dintre grupurile de dietd (rdndul de sus, ANOVA, testul pentru comparatii multiple Tukey) si intre
masculii §i femelele din flecare dietd (rdndul de jos, teste t Student). Analiza statisticd si vizualizdrile au fost
facute in Python 3.



RO 137996 A0

21

AR T e W e el T [t [ [ 5] | T )
L O L0 R 2 | L R - or L] v vyt ) (x| e | Tw ey e |
O 0 0 L L2 G Y ) % ] = % i L L A
ey RN L AL &3 123 THT D) AL ALY L 11 S LA )
Y AL 3 Y W ki TR L L I MO ]
i N AL 3L B\ T T LIl = T T T T
o) L R LN R L 2 AL L AL T | TR | 03 R YL L L VR
[ o DY LTI TR T | 1L = G L O AR ) SRR| W] T ST Tew)
2 T TR TR T ERLS ) R A0 ~ Fi ) I R L T
R DL BN LA 2SR 2 T | R | TR | Yes DA L L A
o L L L ) aizy = LAY 0 WAL WL ST LA ) W L AN T
- - - -
A [ L - -V - o~
. S - MY o o
- - - i -
- - - -
- A - A - - A
- - - -
, - = - - wo
&'u (n u
- X W ﬁ
Z - 4 © [4
- S G 5
: -
g g % g
o -
cé 53 g o
s s
' S.-
§ 2 3 i
w
™
W "
- W
B oa oo -
-
-uy, -y
200 - F - F
17 ~
15
2 b
EREY 5
g g
§'w §
S § ‘ ‘
OPN

|Yos\klns¢levt\m 1-Tost M vs F tor Dnot 1-Tast M vs F for Ot

Figura 6 Grafice prin bare ale modificarilor enzimelor hepatice, creatininei si ureei. Sunt prezentate
comparatiile dintre grupurile de dietd (randul de sus, ANOVA, testul pentru comparafii multiple Tukey) si intre
masculii si femelele din fiecare dieta (randul de jos, teste t Student). Analiza statistica si vizualizdrile au fost
fdcute in Python 3.
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Figura 7 Grafice prin bare ale modificarilor calciului §i fosforului seric. Sunt prezentate comparatfiile dintre
grupurile de dietd (rdandul de sus, ANOVA, testul pentru comparafii multiple Tukey) si intre masculii §i femelele
din fiecare dietd (randul de jos, teste t Student). Analiza statisticd si vizualizarile au fost facute in Python 3.
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Figura 8. Corelatii dintre parametrii plasmatici, consumul de hrand si cresterea in greutate. Culoarea celulelor
indicd valoarea coeficientului Pearson r (albastru: corelafii pozitive, rosu. corelatii negative) atunci cdnd
corelafia a fost semnificativd, valorea p a fost indicatd in celula corespunzdtoare. Parametrii au fost grupafi
utilizéand algoritmul Ward de minimizare a variantei si vizualizarea a fost fdacutd in Python 3, cu pachetul
seaborn.
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Figura 9. Diagrame prin puncte ardtand separarea populafiilor pe baza cresterii in greutate, glicemiei,
colesterolului §i amilazei serice. Diagrama din dreapta jos prezintd rezultatul analizei de reducere a
dimensionalitatii prin PCA (Analiza Componentelor Principale) ardtind o bund separare a efectelor dietelor
din punctul de vedere al celor 4 parametri studiafi.
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Fig. 10. Etapele principale ale procedeului de fabricatie ale dietelor purificate
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Dieta naturala Dietd purificatd

Figura 11. Diferente de aspect intre cele doud tipuri de diete — naturale si purificate.
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