UNIVERSITATEA DE MEDICINA S| FARMACIE
“VICTOR BABES” TIMISOARA
FACULTATEA DE MEDICINA GENERALA
DEPARTAMENTUL Il STINTE FUNCTIONALE

IONICA MIHAELA

TEZA DE DOCTORAT

NOI PERSPECTIVE ASUPRA DISFUNCTIEI TESUTULUI
ADIPOS S$I VASCULAR LA PACIENTII CU OBEZITATE SlI
STATUS INFLAMATOR

REZUMAT

Conducator Stiintific

PROF. UNIV. DR. DANINA M. MUNTEAN

Timisoara
2020

1



CUPRINS

Lista pUBICALIIION ..........ccuiiiiii 1]
] o= = o =2V T=T o1 (o ) V
[y o= B o [V 1o PSP PPPPP PP Vi
TSy o= T =] 01T 1= o] PSP PUPPPPT X
IVIUBUIMIFT ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e enes Xl
INEFOTUCETE ... .ot e e e e et e e e e et e e e e et e e e e et e e e e eaaannns XV

PARTEA GENERALA - REVIEW AL LITERATURII

1. OBEZITATEA S| DEFICITUL DE VITAMINA D: DUBLA EPIDEMIE ........cccocooieviiiiinnne 1
1.1. Epidemia 0bezitatii............cccoooiiiiiii 1
1.2. Epidemia deficitului de vitamin@ D ... 6

2. PATOGENEZA DISFUNCTIEI TESUTULUI ADIPOS IN OBEZITATE ......coccerueieiriinne. 11
2.1. Patogeneza disfunctiei tesutului adipos in obezitatea adultului....................cccco.. 11
2.2. Patogeneza disfunctiei tesutului adipos Tn obezitatea copilului ............................... 16

3. PATOGENEZA DISFUNCTIEI VASCULARE TN OBEZITATE........ccouiiiiiiieeecieieieians 24
3.1. Rolul inflamatiei si a stresului oxidativ in patogeneza disfunctiei endoteliale .......... 24
3.2. Rolul tesutului adipos perivascular in disfunctia vasculara ...............c.cccceiiiiienenns 32
3.3. Contributia mao la disfunctia vasculara ...............ccccoooiiiiiiini e 33

PARTEA SPECIALA - CONTRIBUTII PERSONALE

4. MOTIVATIA SI SCOPUL STUDIULUI ... 35
5. Materiale Si Metode..........ooooiiiiiiii 37
B. REZUNALE ...t 49
6.1. Caracterizarea profilului clinico-biologic Tn obezitate: corelatii cu parametrii
clinici si de laborator ... 49
6.2. Contributii la evaluarea stresului oxidativ Tn tesutul adipos............cccoviiiiiiiiiincins 66
6.3. Contributii la evaluarea stresului oxidativ n disfunctia vasculara .......................... 81
6.4. Contributii la evaluarea disfunctiei respiratorii mitocondriale la nivelul tesutului
AAIDOS e 97
T DISCUTI e s 110
8. CONCLUZIL.....ee ettt ettt e e 113
REFERINTE ..t e e e e e s e e sre e e s nee e 116
ANEXE ...ttt e et e e e naree e I

CUVINTE-CHEIE: obezitate, inflamatie cronica de grad redus, tesut adipos visceral, artera
mezenterica, disfunctie endoteliald, disfunctie mitocondriala, stres oxidativ, monoamino-
oxidaza, vitamina D.



I. SCOPUL $SI OBIECTIVELE CERCETARII

Obezitatea este consideratd actual drept cea mai severa pandemie, afectand
aproximativ 1/3 din populatia lumii si care, impreuna cu diabetul zaharat de tip Il, reprezinta
bolile metabolice asociate, in principal, cu complicatii cardio-vasculare cu risc vital.
Obezitatea a fost asociata totodata cu un deficit de vitamina D, dar fiziopatologia acestei
asocieri este doar partial elucidata.

In ultimele decenii, disfunctia tesutului adipos visceral (TAV) induséd de obezitate a
reprezentat un domeniu activ de cercetare Tn vederea identificarii si caracterizarii
mecanismelor fiziopatologice atat adaptative, cat si maladaptative. Mai mult, disfunctia
endoteliald si disfunctia mitocondriald au fost explorate sistematic in cadrul a numeroase
studii animale si respectiv, mai putine studii umane.

Toate aceste trei disfunctii prezinta ca mecanisme patogenice comune inflamatia
cronica si stresul oxidativ care se potenteaza reciproc pe termen lung intr-un cerc vicios. in
ceea ce priveste cel de-al doilea mecanism, contributia monoamino-oxidazei (MAO), enzima
mitocondriala cu 2 izoforme, MAO-A si B, la stresul oxidativ cardio-vascular fost descrisa in
ultimele decenii. Astfel, un numar in continua crestere de articole recente coreleaza
cresterea activitatii si/sau expresiei uneia sau ambelor izoforme MAO cu dezvoltarea si/sau
progresiunea bolilor cardiace si vasculare. Exista relativ putine date in literatura de
specialitate cu privire la rolul stresului oxidativ indus de MAO la nivelul tesutului adipos.
Astfel, studiile cu privire la expresia, reglarea si functia MAO in tesutul adipos reprezinta un
directie activa de cercetare.

Scopul prezentei teze de doctorat a constat in caracterizarea sistematica a
disfunctiei tesutului adipos visceral si respectiv, a tesutului vascular, cu accent pe
rolul stresului oxidativ indus de MAO in contextul obezitatii atat la adulti, cat si la
copii. Mai mult, noi abordari terapeutice, precum inhibitorii de MAO si vitamina D, au fost
investigate in cadrul unor experimente in vitro in vederea identificarii unor tinte terapeutice
capabile sa asigure ameliorarea deopotriva a disfunctiei tesutului adipos cat si a disfunctiei
endoeliale in conditiile obezitatii la om.

Obiectivele cercetarii au fost urmatoarele:

1. Evaluarea profilului pacientului obez: corelatii intre parametrii clinici si de
laborator la adulti si copii.

2. Caracterizarea disfunctiei tesutului adipos la nivelul probelor de tesut adipos
visceral prelevate de la pacienti adulti si pediatrici cu si fara obezitate, supusi interventiilor
de chirurgie generala: evaluarea in vitro a stresului oxidativ, a expresiei MAO si a efectelor
incubarii cu inhibitorul MAO si vitamina D activa (calcitriol) asupra productiei de specii
reactive de oxigen (SRO).

3. Caracterizarea disfunctiei vasculare la nivelul ramurilor arterei mezenterice
prelevate de la pacienti adulti cu si fara obezitate, supusi interventiilor de chirurgie generala:
evaluarea in vitro a stresului oxidativ, a expresiei MAO si a efectelor incubarii cu inhibitorul
MAO si calcitriol asupra productiei de SRO.

4. Caracterizarea disfunctiei mitocondriale la nivelul probelor de tesut adipos
visceral prelevate de la pacienti adulti si pediatrici cu si fara obezitate, supusi interventiilor
de chirurgie generala: evaluarea in vitro a respiratiei mitocondriale si a efectelor aditiei acute
de calcitriol.



Il. CONTRIBUTII LA CARACTERIZAREA PROFILULUI
PACIENTILOR CU OBEZITATE: CORELATII CU PARAMETRII
CLINICI S| DE LABORATOR

Pacientii inclusi Tn acest studiu pilot au fost grupati in doua loturi in functie de varsta:
adulti (n=30) si copii (n=26). Fiecare lot a fost ulterior clasificat, in functie de valoarea IMC,
in 2 subgrupuri, pacienti cu si fara obezitate. La pacientii adulfi obezi analiza parametrilor de
laborator a evidentiat prezenta unui nivel crescut al markerilor inflamatori, cu o diferenta
statistic semnificativda pentru PCR (p = 0.02, Fig. 1 - stg) si o tendintd pentru valori mai
crescute ale VSH. Important, toti pacientii (obezi si non-obezi) au avut valori anormale ale
25(0OH)-vitaminei D serice. In timp ce pacientii normoponderali au prezentat nivele
insuficiente (<30 ng/ml), pacientii cu obezitate au avut deficit de vitamina D cu valori sub 20
ng/ml. Vitamina D serica a prezentat o corelatie negativa cu valorile IMC (r = -0.476, p <
0.05) cu o tendinta de clusterizare care a devenit evidentd cand cele 2 variabile au fost
reprezentate grafic (Fig. 1 - dr).
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Figura 1. Corelatia dintre valorile IMC si proteina C reactiva (CRP, stanga) si clusterizarea vitaminei D in functie de
IMC (dreapta),la pacientii adulti.

La copiii cu obezitate, ambii markeri inflamatori au fost semnificativ crescuti (p=0.002
pentru VSH si respectiv, p=0.007, pentru CRP) - spre deosebire de adulti obezi unde doar
pentru nivelul CRP a fost identificata o diferenta semnificativa (Figura 2).
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Figura 2.Corelatii intre valoarea IMC si nivelul VSH (sténga), respectiv valoarea IMC si nivelul CRP (dreapta), la lotul
de pacienti pediatrici.
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La lotul de copii, nivelul seric al vitaminei D a prezentat modificari similare celor de la
adulti, cu insuficienta vs. deficienta pentru copiii normoponderali, respectiv obezi (p=0.04).
Cu toate acestea, spre deosebire de adulti, nu s-a obtinut o corelatie negativa intre nivelul
vitaminei D si IMC la copiii cu obezitate. Ca particularitate, profilul lipidic la copii a fost
normal indiferent de greutate, cu exceptia HDL-colesterolului care a fost semnificativ crescut
la subgrupul copiilor non-obezi vs cei obezi (p<0.01).

lll. CONTRIBUTII LA EVALUAREA STRESULUI OXIDATIV LA
NIVELUL TESUTULUI ADIPOS VISCERAL

Evaluarea productiei de peroxid de hidrogen (H,O;) prin metoda spectrofotometrica
(tehnica FOX) la nivelul esantioanelor de tesut adipos visceral (TAV) ale adultilor obezi, a
demonstrat un nivel semnificativ mai mare de (5.74+0.21 nM H,O./h/mg tesut, p<0.01)
comparativ cu valorile inregistrate la adultii normoponderali (3.09+0.32 nM H,O,/h/mg tesut).
In continuare, incubarea timp de 12 ore a probelor cu calcitriol (100 nM) a redus semnificativ
nivelul stresului oxidativ la pacientii obezi si nu a avut efect la cei non-obezi (Fig. 3 A).
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Similar, in cazul probelor de TAV prelevate de la copiii obezi a fost inregistrata o
valoare medie de 5.03+0.16 nM H,O,/h/mg tesut vs 2.71+0.18 nM H,O,/h/mg tesut la cei
normoponderali (p<0.5). Si in cazul copiilor obezi, nivelul stresului oxidativ in esantioanele
de tesut adipos a fost semnificativ mai redus dupa incubarea acuta cu forma activa a
vitaminei D, atingand valori medii apropiate de cele ale lotului martor, respectiv 2.78+0.15
nM H,0,/h/mg tesut (p<0.01) - Fig. 3 B.

De asemenea, stresul oxidativ evaluat prin imunofluorescenta (IF) utilizdnd markerul
dihidroetidium (DHE) a fost semnificativ mai mare la pacientii adulti cu obezitate vs. cei
normoponderali, efectul benefic al incubarii cu 1,25(0OH),D; (calcitriol) fiind evident in
prezenta obezitatii si absent in lipsa acesteia (Fig. 4 - stg). Acelasi pattern privind productia
de SRO in IF si respectiv, raspunsul la vitamina D s-a observat si la lotul de copii (Fig. 4 —
dr).
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Figura 4. Efectele incubarii cu 1,25(0H)2D3 (100 nM, 12h) asupra productiei de peroxid de hidrogen la nivelul
probelor de tesut adipos visceral de la adulti (stg) si copii (dr) obezi (OB) vs. non-obezi (nonOB) evaluate prin IF
(coloratie cu DHE).

O alta observatie importantd a fost corelatia dintre severitatea stresului oxidativ si
gradul de obezitate, pe de-o parte (si cu statusul inflamator, pe de alta parte). Astfel, la adulli
o corelatie pozitiva puternica (r=0.69, p<0.01) a fost gasita intre productia locald de H,O, in
tesutul adipos (masurata prin metoda FOX) si IMC, cu formarea unui tipar de doua clustere
(Fig. 5 - stg). Important, la copii corelatia IMC — productia de SRO a fost mai puternica decat
in cazul adultilor (r = 0.821, p<0.001), sugerand un impact mai mare al cresterii ponderale
asupra stresului oxidativ la varste mai tinere (Fig. 5 - dr).
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Figura 5. Corelatia intre IMC si productia locala de Hz0: (metoda FOX) la pacientii adulti (stinga) si pediatrici
(dreapta).

Studiile imunohistochimice (IH) au evidentiat prezenta ambelor izoforme MAO-A si
MAO-B in TAV de la adultii obezi, cu o predominantd neta a celei dintai (Fig. 6 — stg).
Cuantificarea qPCR expresiei genice (MRNA) prin tehnica gqPCR a evidentiat o crestere
semnificativa a MAO-A la nivelul probelor de TAV prelevate de la pacientii OB vs non-OB
(p<0.05, Fig. 6 — dr).
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Figura 6.Expresia MAO in tesutul adipos al adultilor obezi in IH, verde-anticorpi anti-MAO-A, albastru - DAPI (stanga).
Expresia genica a izoformei MAO-A in tesutul adipos al pacientilor OB )vs non-OB la qPCR, *p<0.05 (dreapta).

Incubarea ex vivo cu clorgilind, inhibitorul ireversibil al izoformei MAO-A, a redus
semnificativ productia de peroxid de hidrogen la nivelul tesutului adipos de la pacientii adulli
obezi (p<0.05) si nu a influentat productia acestuia la cei normoponderali. Rezultate similare
au fost observate si la studile de imunofluorescenta (IF) cu DHE, cu o reducere
semnificativa a stresului oxidativ dupa incubarea cu clorgilina (p<0.05) in probele de TAV ale
pacientilor cu obezitate vs lipsa unor diferente semnificative ale intensitatii semnalului la
pacientii non-obezi (Figura 7).

OB+Clorg
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Figura 7. Efectele inhibitorului izoformei MAO-
A clorgilina (Clorg, 10 uM) asupra generarii de
SRO la pacientii cu obezitate (OB) vs. non-
obezi (nonOB) evaluata prin IF (coloratie cu

20 x 488 I"IM 20 x 488 nM DHE) - stanga si prin metoda FOX - dreapta.

IV.CONTRIBUTII LA EVALUAREA DISFUNCTIEI
TESULUI VASCULAR

Evaluarea stresului oxidativ vascular a condus la rezultate comparabile cu cele de la
nivelul tesutului adipos. Astfel, studiile de |IF au demonstrat o diferenta similara intre loturi,
productia de SRO fiind semnificativ crescuta la pacientii obezi vs. fara obezitate (Fig. 8 - stg).

Nivelul de peroxid de hidrogen in esantioanele vasculare (ramuri ale a. mezenterice)
ale adultilor obezi a prezentat o valoare medie de 6.01+£0.17 nM H,O./h/mg tesut vs
2.85+0.33 nM H,0./h/mg tesut la pacientii normoponderali (p<0.01), Fig. 8 - dr. Incubarea



timp de 12 h cu calcitriol (100 nM) a redus semnificativ stresul oxidativ local in inelele
vasculare ale pacientilor cu obezitate, cu discrete diferente observate in cazul probelor de la
adultii normoponderali.
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Figura 8. Efectele incubarii cu 1,25(0H)2D3
(100 nM, 12h) la nivelul ramurilor arterei
mezenterice de la pacienti adulti obezi (OB)
vs. non-obezi (nonOB) evaluate in IF (coloratie
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Dupa cum a fost descris si in cazul TVA, productia locald de H,O, in ramurile arterei
mezenterice a fost semnificativ corelata cu gradul de obezitate (si cu statusul inflamator -
date neprezentate). Astfel, IMC a prezentat o corelatie pozitiva puternica (r=0.736, p<0.01)
cu productia locald de peroxid de hidrogen (metoda FOX) si o tendintd similara de
clusterizare ale valorilor scazute, respectiv crescute (Fig. 9 - stg).

Important, productia de peroxid de hidrogen din probele vasculare a prezentat o
corelatie pozitiva foarte puternica cu cea masurata in TAV (r=0.980, p<0.01), sugerand o
linearitate a stresului oxidativ local intre cele 2 tipuri de tesut in contextul obezitatii adultului
(Fig. 9 - dr).
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Figura 9.Corelatii intre IMC si nivelul de H20: in ramurile arterei mezenterice de la pacientii adulti (stdnga).
Corelatii intre productia de H20:in tesutul adipos i inelele vasculare la pacienti adulti (dreapta).

Evaluarea functiei vasomotorii (prin studii in baie de organ) a ramurilor arterei mezenterice,
a demonstrat o crestere semnificativa a contractilitatii, la doze cumulative de fenilefrina (Phe), n
cazul inelelor izolate de la pacientii cu vs fara obezitate (p<0.05). Important, relaxarea dependenta
de endoteliu la doze cumulative de acetilcolina (Ach) a fost semnificativ redusa in cazul arterelor
prelevate de la pacientii obezi vs non-obezi (p<0.05, Fig. 10).
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In continuare au fost evaluate efectele rdspunsului vasomotor dupd incubarea acuta
cu vitamina D activa (100 nM). n prezenta 1,25(OH),D3, contractilitatea vasculara a scazut
si relaxarea dependentd de endoteliu s-a Tmbunatatit semnificativ la nivelul inelelor
vasculare preparate de la adultii cu obezitate; similar tesutului adipos, nu s-au obtinut
diferente semnificative la adultii normoponderali in urma incubarii cu vitamina D (Fig. 10).

Ca si in cazul tesutului adipos, atat MAO-A, cat si MAO-B au fost prezente la nivelul
ramurilor de artera mezenterica prelevate de la pacientii obezi, MAO-A fiind izoforma
predominanta (Fig. 11 - stg). Analiza expresiei genice a MAO-A (mRNA) la nivelul probelor
vasculare a prezentat o crestere semnificativa in inelele vasculare de la pacientii OB vs non-
OB (Fig.11 - dr).
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Figura 11. Expresia MAO in ramurile arterei mezenterice ale adultilor cu obezitate - IH, verde-anticorpi anti-MAO-A,
albastru - DAPI (stanga). Expresia genicd a MAO-A (mARN) in ramurile arterei mezenterice ale adultilor obezi (OB)
vs non-obezi (nonOB) - qPCR, *p<0.05 (dreapta).

Inflamatia este o cauza bine documentata a disfunctiei endoteliale, fara ca efectul
acesteia asupra nivelului MAO sa fie descris la om. Stimularea in vitro a ramurilor arterei
mezenterice prin incubare cu IL-6 (100 ng/ml, 12 h) a prezentat o crestere semnificativa a
nivelului mRNA al MAO-A la gPCR atét la copii, cat si la adulti cu obezitate (Figura 12).
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Figura 12. Expresia genei MAO-A in
ramurile arterei mezenterice la copii
(stdnga) si adulti (dreapta) dupa
stimularea cu IL-6 (100 ng/ml, 12 h).
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Pentru a evalua contributia MAO la stresul oxidativ vascular, inelele au fost incubate
ex vivo cu inhibitorul ireversibil al MAO-A, clorgilina. Cuantificarea productiei de peroxid de
hidrogen prin metoda FOX a demonstrat o reducere semnificativa a stresului oxidativ la
nivelul inelelor vasculare de la pacientii cu obezitate (nu si la cei non-obezi) - Fig. 13 - dr).
Aceste rezultate au fost confirmate si de studile de IF care au aratat o reducere
semnificativa a nivelului de SRO al ramurilor areteri mezenterice ale pacientilor obezi in
urma incubarii cu clorgilina (Fig. 13 - stg).

OB+Clorg

FOX Assay
nM H,0O,/mg tissue / h
T
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Figura 13. Efectele inhibitorului MAO-A, clorgilina (Clorg,
10 pM), asupra generdrii de SRO la nivelul ramurilor
arterei mezenterice la pacientii cu obezitate (OB) vs. non-
obezi (nonOB) evaluatd prin IF (coloratie cu DHE) -

20 x 488 nM B 20 x 488 nM sténga si prin metoda FOX - dreapta.

Preparatele vasculare ale pacientilor cu obezitate au prezentat o contractilitate
crescuta la doze cumulative de fenilefrina; cu toate acestea in urma incubarii cu clorgilina s-
a remarcat o reducere semnificativa a raspunsului contractil comparativ cu valorile bazale
(p<0.05) — Fig. 14 A. De asemenea, relaxarea dependenta de endoteliu la doze cumulative
de ACh a arterelor pacientilor obezi, a fost semnificativ imbunatatita dupa incubare acu
clorgilina (p<0.05); inelele vasculare ale adultilor non-obezi au prezentat modificari minime
dupa incubare fata de valorile bazale, fara semnificatie statistica (Fig. 14 B).

Contributia NO la efectul protector al inhibitorilor de MAO a fost testat in continuare
prin evaluarea contractilitatii probelor vasculare in prezenta L-NAME, un inhibitor clasic al
sintetazei NO. Arterele pacientilor obezi incubate cu clorgilind au prezentat o reducere
semnificativa a contractilitatii la L-NAME (p<0.05) - Fig. 14 C.
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Figura 14. Contractie indusa de fenilefrina (A), relaxare dependenta de endoteliu indusa de acetilcolina (B),
contractia la L-NAME (C) (10uM), la nivelul inelelor preparate din ramurile arterei mezenterice obtinute de la adultii
obezi (OB) si non-obezi (nonOB), incubate sau nu cu inhibitorul de MAO-A, clorgilina (Clorg, 10 uM, 30 min).
*p<0.05 OB vs. nonOB, #p<0.05 OB vs. OB+Clorg.

V. CONTRIBUTII LA EVALUAREA DIS/FUNCTIEI MITOCONDRIALE
RESPIRATORII LA NIVELUL TESUTULUI ADIPOS

Intr-un subgrup al pacientilor adulti, esantioanele de TAV de la pacienti non-obezi (n
= 8) vs. obezi (n = 10) a fost evaluat prin respirometrie de inalta rezolutie (HRR) pentru a
evalua prezenta disfunctiei respiratorii mitocondriale. Toate ratele respiratorii: respiratia
bazala (sau stadiul 2, St 2), respiratia maxima actia (sau OXPHOS) si respiratia maxima
decuplata (sau ETS) au fost moderat reduse la adultii obezi vs cei non-obezi (Tabelul 1).

Spre deosebire de adulti, la copiii obezi (n=7) vs non-obezi (n=9), am observat o
reducere marcatd a tuturor starilor respiratorii in contextul obezitatii infantile, cea mai

pronuntata diferenta fiind observata pentru respiratia bazala, cu 76% mai redusa comparativ
cu lotul martor (Tab. 1).

Tabelul 1. Modificarile ratelor respiratorii mitocondriale la nivelul tesutului adipos de la pacienti adulti si pediatrici.

Patients Basal respiration Active respiration Uncoupled respiration
(State 2) (OXPHOS) (ETS)
Adults
Obese vs control 21% -359, 20%
Children
Obese vs control -76% -70% -69%

O diferenta (desi nesemnificativa) a fost observata intre ratele respiratorii ale adultilor si
copiilor obezi. In principal, atat respiratia activa (OXPHOS) cét si cea decuplata (ETS) au
fost usor mai scazute - cu 27% si 24% la copii obezi vs adultii obezi (Fig. 15). Aceste
rezultate sugereaza ca obezitatea ar putea avea un impact mai important asupra functiei
mitocondriale respiratorii la nivelul tesutului adipos la copii fatéd de adulti.

11



205- 7/"' //
Nz D77

&’\\ 4 .\b&o b§@ .\b&o b"\.@ .\b‘e'(\
> > > N > N
8" & ) & &) &
N A e
o 0~\g % .
0+

Figura 151. Modificarile ratelor respiratorii mitocondriale la adulti obezi vs copiii obezi.

Reducerea ratelor respiratorii mitocondriale observate la copiii obezi comparativ cu
adultii obezi sugereazad ca disfunctia mitocondriala precoce reprezintd un eveniment
neexplorat si subestimat in secventa patogenica a obezitatii si care poate fi considerat o
potentiala tintd terapeutica in vederea prevenirii progresiunii si/sau tratamentul complicatiilor
induse de obezitate in viata adultd. Studii suplimentare sunt necesare pentru a oferi o
caracterizare mai complexa a structurii mitocondriale si a disfunctiei pe loturi mai mari de
pacienti in contextul obezitatii infantile.

Cu privire la efectele vitaminei D la nivelul tesutului adipos, doua observatii sunt
relevante: i) prima, vitamina D determina modificari mai importante ale respiratiei tesutului
adipos la pacientii non-obezi versus obezi, independent de varsta si ii) a doua, modificarile
respiratiei maxime active si ale celei maxime decuplate sunt in sens opus, respectiv, in
prezenta vitaminei D (100 nm), scad la adulti si o cresc la copii, observatii ce necesita
investigatii ulterioare.

VI. CONCLUzII

1. Obezitatea este asociata cu statusul inflamator atat la copiii, cat si la adultii; IMC-ul
este corelat pozitiv cu nivelul seric al PCR si VSH la copii, respectiv cu PCR la adulti.

2. La copiii cu obezitate s-au inregistrat valori semnificativ  mai mici ale HDL
colesterolului comparativ cu cei non-obezi.

3.  Deficitul vitaminei D a fost o caracteristica comuna a copiilor si adultilor obezi, pe
cand persoanele normoponderale au prezentat nivele insuficiente ale vitaminei D.

4. Nivelul vitaminei D a prezentat o corelatie negativa puternica cu valoarea IMC la
adulti (dar nu si in cazul copiilor).

5.  Stresul oxidativ, evaluat prin spectrofotometrie si microscopie confocala, a fost
semnificativ crescut la nivelul tesutului adipos visceral si ramurile arterei mezenterice
ale pacientilor cu obezitate vs indivizii normoponderali.
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Productia locala de peroxid de hidrogen la nivelul probelor de tesutul adipos visceral
si vascular a prezentat o corelatie pozitiva puternica cu valorile IMC atat la adulti, cat
si copii; doua clustere individuale s-au evidentiat pentru ambele tipuri de tesut, cu
agregarea nivelelor reduse de H,O, cu valorile scazute ale IMC si respectiv, a
nivelelor crescute de H,O, cu valorile mari ale IMC.

O corelatie pozitiva foarte puternica a fost observata intre nivelul H,O, din tesutul
adipos si ramurile arterei mezenterice, observatie sugestiva pentru un nivel
comparabil de stress oxidativ local in tesutul adipos si cel vascular in contextul
obezitatii.

Vitamina D a redus semnificativ productia de SRO la nivelul probelor de tesut adipos
si vascular ale pacientilor obezi, cu efecte minime asupra celor de la indivizii
normoponderali.

Incubarea ex vivo cu forma activa a vitaminei D (in concentratii submicromolare) a
imbunatatit semnificativ relaxarea dependenta de endoteliu si a redus contractilitatea
preparatelor vasculare de la pacientii cu obezitate.

Efectul antioxidant al vitaminei D nu este mediat printr-o actiune de tip scavenger in
aceste tesuturi.

MAO-A este izoforma predominanta identificata in tesutul adipos si cel vascular in
contextul obezitatii, dupa cum a fost demonstat in microscopie confocala.

Pacientii cu obezitate au prezentat nivele semnificativ mai mari ale mRNA al MAO-A
la qPCR comparativ cu pacientii normoponderali.

Expunerea acuta ex vivo la IL-6 a crescut semnificativ expresia mRNA a izoformei
MAO-A ramurile arterei mezenterice prelevate de la pacientii adulti si pediatrici.

Inhibarea acuta ex vivo a MAO-A cu inhibitorul ireversibil, clorgilina, a ameliorat
semnificativ stresul oxidativla nivelul tesutului adipos si in arterele mezenterice ale
pacientilor cu obezitate.

Inhibarea acuta ex vivo a MAO-A cu clorgilind a ameliorat semnificativ disfunctia
endoteliala de la nivelul arterelor mezenterice ale pacientilor adulti cu obezitate.

Respiratia mitocondriala este redusa la nivelul probelor de tesut adipos visceral
prelevate de la adultii si copiii obezi.

Ratele respiratorii mitocondriale bazale sunt mai mari (pana la 70%) la copiii
normoponderali comparativ cu adultii normoponderali; aceste valori sunt mai reduse
(cu pana la 25%) la copiii cu obezitate vs adultii cu obezitate.

Expunerea acuta ex vivo a tesutului adipos la forma activa a vitaminei D a determinat
modificari mai importante ale respiratiei mitocondriale la indivizii non-obezi vs
pacientii cu obezitate, indiferent de varsta.

Un efect dihotomic al vitaminei D a fost observat, dupa expunerea acuta ex vivo,
asupra respiratiei tesutului adipos, i.e. o reducere a fost remarcata la adulti, respectiv
o crestere la copii.
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VII. CONTRIBUTII ORIGINALE

¢ Administrarea acuta ex vivo a formei active a vitaminei D amelioreaza stresul oxidativ
la nivelul tesutului adipos visceral atat la adultii cat si la copiii cu obezitate.

e Administrarea acuté ex vivo a formei active a vitaminei D reduce stresul oxidativ si
imbunatateste reactivitatea vasculara a ramurilor arterei mezenterice izolate de la
adultii cu obezitate.

e Obezitatea si inflamatia sunt asociate cu o expresie crescuta a MAO-A la nivelul
tesutului adipos visceral si a celui vascular la adultii Si copiii cu obezitate.

e MAO-A este o sursa de SRO in tesutul adipos visceral si vasele mezenterice in
prezenta inflamatiei cronice de grad redus si obezitatii.

e Inhibarea acutd ex vivo a MAO-A reduce generarea de SRO in tesutul adipos
visceral si vascularizatia mezenterica a adultilor obezi.

¢ Inhibarea acuta ex vivo a MAO-A imbunatateste reactivitatea vasculara a ramurilor
arterei mezenterice izolate de la adultii cu obezitate.

e Respiratia mitocondriala este redusa in tesutul adipos visceral al pacientilor cu
obezitate, in special la copii.

o Expunerea acuta ex vivo la forma activa a vitaminei D a determinat modificari opuse
ale respiratiei tesutului adipos, anume o reducere la adulti, respectiv o crestere la
copii.

VIIl. DIRECTII DE CERCETARE VIITOARE

> Elucidarea mecanismelor efectului antioxidant al vitaminei D.

» Investigarea efectului deficitului de vitamina D Tn contextul obezitatii asupra
recuperarii postoperatorii, Tn principal a relatiei cu infectiile bacteriene si insuficienta
de organ.

» Investigarea prezentei unei expresii crescute a MAO in tesutul adipos in contextul
altor boli cronice, mai ales in prezenta diabetului zaharat.

» Confirmarea efectelor benefice ale inhibitiei reversibile a MAO in vivo asupra
tesutului adipos si difunctiei endoteliale printr-un studiu clinic pilot.

» Caracterizarea in continuare a disfunctiei respiratorii mitocondriale observate la
nivelul tesutului adipos al adultilor si copiilor cu obezitate, impreuna cu explorarea
altor anomalii mitocondriale (deficitul retentiei de calciu, autofagia etc).

» Caracterizarea in continuare a efectelor ex vivo ale vitaminei D asupra functiei
mitocondriale in contextul obezitatii.
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