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Introducere

Boala Alzheimer (AD) este una dintre cele mai frecvente cauze de deteriorare
mentala la persoanele in varstd, reprezentand aproximativ 50% - 60% din totalul cazurilor
de dementa la persoanele cu vérsta peste 65 de ani. In 2010 s-a estimat ci 36 de milioane
de persoane sunt afectate de AD si se estimeaza ca aceasta cifra va creste la 66 de milioane
péana in 2030 (Wimo et al., 2013). Semnele patologice ale AD constau in pierderea functiei
neuronilor colinergici si scaderea nivelului acetilcolinei (ACh) in creierul pacientilor cu
AD. Cea mai notabila caracteristica patologica a AD, o reprezinta depozitele de peptida
amiloid-beta (AP) si incurcaturile neurofibrilare (NFTs) intracelulare ale proteinei tau
hiperfosforilate. Cercetarile stiintifice au explorat in mod constant patogeneza si ulterior
tipurile de interventii terapeutice, in special pe plan neurobiologic, iar descoperirea
neurotrofinelor (NT) a constituit o piatra de hotar, care a oferit o noua perspectiva asupra
neurogenezei si supravietuirii neuronilor (Song, Yu and Tan, 2015).

Pestele zebra (Danio rerio) reprezintd un model experimental important utilizat in
domeniile geneticii, neurofiziologiei si a biomedicinei. Studiile de laborator asupra
comportamentului pestelui zebra au urmarit in principal cresterea, hranirea, si Invatarea
(Kalueff and Cachat, 2011). Organizarea creierului pestelui zebra este similara cu a altor
vertebrate, in ciuda emisferelor cerebrale mai mici, a structurii si functiei lobului optic,
avand zone definite Tn mod similar, cum ar fi structurile paliumului lateral din telencefal,
care par a fi omoloage cu hipocampul mamiferelor (Santana, Rico and Burgos, 2012).

Utilizarea uleiurilor esentiale (EO) si a componentelor acestora este cunoscuta din
medicina traditionala si aromaterapie pentru tratarea diferitelor boli, fiind 1n ultimul timp
intens studiate datoritd contributiei lor in naturopatie. Numeroase studii clinice utilizand
EO au confirmat beneficiile acestora impotriva tulburarilor neurodegenerative, in special
AD, in principal asupra aspectelor patologice specifice dementei inclusiv placile AB, NFTs,
hipofunctia colinergica, stresul oxidativ si anomaliile glutamatergice, dar si asupra
simptomelor altor tulburdri neurologice, precum anxietatea, depresia, epilepsia si
conwulsiile (Ayaz et al., 2017).

Studiile din literatura de specialitate sustin faptul ca uleiurile esentiale de
Rosmarinus officinalis (REO), Thymus vulgaris (TEO) si Origanum vulgare subsp. hirtum
(OEO) contracareaza scaderea performantei cognitive si intensificarea raspunsului anxios
rezultate din tratamentul cu scopolamind printr-un mecanism care implicd atenuarea
stresului oxidativ al creierului si reglarea activitatii acetilcolinesterazei (AChE). De

asemenea au efecte reparatorii asupra memoriei si tulburarilor de comportament produse
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de scopolamina si pot avea efecte benefice in tratamentul AD (Ozarowski et al., 2013;
TOPCU and KUSMAN, 2014; Komaki et al., 2016).

in prezenta teza de doctorat ne-am propus si evidentiem efectele acestor trei uleiuri

esentiale (REO, TEO si OEO) selectate din familia Lamiaceae, impotriva simptomelor

tipice bolii AD, folosind un model animal animal de dementa reprezentat de pestele zebra

(Danio rerio).

Obiectivul general al tezei de doctorat a fost indeplinit ca urmare a realizarii

urmatoarelor obiective specifice:

1.

Inducerea in vivo a unui model animal de dementa reprezentat de pestele zebra (Danio
rerio) prin utilizarea scopolaminei (100 uM), un blocant al receptorilor colinergici
muscarinici;

Evaluarea efectelor uleiurilor esentiale luate in lucru (REO, TEO si OEO) asupra
performantelor cognitive si raspunsurilor anxioase si depresive utilizand modelul
animal (pestele zebra-Danio rerio) de dementa indus de scopolamina;

Evaluarea potentialului antiacetilcolinesterazic al uleiurilor esentiale studiate (REO,
TEO si OEO) din omogenatele de creier al modelului animal de dementa;

Evaluarea potentialului antioxidant al uleiurilor esentiale studiate (REO, TEO si
OEOQ) din omogenatele de creier al modelului animal de dementa;

Evaluarea efectelor uleiurilor esentiale studiate (REO, TEO si OEO) asupra expresiei
genice a unor markeri moleculari 1n creierul modelului animal de dements;
Publicarea rezultatelor obtinute in reviste indexate Web of Science cu factor de impact
ridicat, precum si diseminarea rezultatelor experimentale publicabile la conferinte

stiintifice nationale si intenationale.



PARTEA TEORETICA
CAPITOLUL 1. DATE GENERALE PRIVIND MECANISMELE
IMPLICATE TN PATOGENEZA BOLII ALZHEIMER

Boala AD este o boald neurodegenerativa cronicd ce prezintd un mecanism
fiziopatologic bine definit, afectind mai ales lobul temporal medial si structurile
neocorticale asociate. In ceea ce priveste prevalenta bolii AD, datele din literatura
estimeaza ca numarul de pacienti cu AD va ajunge la 82 de milioane la nivel global pana
in 2030, iar numarul este de asteptat sa ajunga la 152 de milioane pana in 2050, dintre care
regiunea Asia-Pacific va contribui cu 71 de milioane de cazuri. Costul total pentru AD este
estimat la 183 miliarde de dolari, ceea ce s-ar putea ridica pana la 1,1 trilioane de dolari
pana in 2050. Desi cea mai raspanditd ipotezd care descrie patologia AD este cea a AP,
oamenii de stiintd au propus alte cateva ipoteze, printre care si ipoteza colinergica.
Scaderea transmiterii colinergice in AD este responsabilda de anomaliile din domeniile
cognitive si functionale ale pacientilor cu aceastd boald. O alta ipoteza este cea a benzilor
neurofibrilare, existand o corelatie mai buna intre prezenta benzilor si starea evolutiei bolii;
cu toate acestea, ipoteza AP este valabild, deoarece s-a observat ca mutatiile proteinei Tau
nu au ca rezultat depunerea placii de amiloid (Saleem and Kannan, 2018).

Placile neurologice si ghemurile neurofibrilare reprezinta caracteristicile
patologice ale AD si sunt, in consecinta, legate de acumularea peptidei AP in tesuturile
creierului si de modificarile citoscheletale care apar din hiperfosforilarea proteinei tau
asociate microtubulilor In neuroni. Factorii genetici, legati de varsta si de mediu contribuie
la o schimbare metabolica care favorizeaza degradarea amiloidogend a APP (proteina
precursoare a amiloidului) in detrimentul céii fiziologice, secretorii (De-Paula et al., 2012).

AD mai este definita si ca o tulburare neurodegenerativa progresiva, cu o durata
medie de aproximativ 8,5 ani intre debutul simptomelor clinice si moarte. Regiunile
cerebrale asociate cu functiile mentale superioare, in special neocortexul si hipocampul,
sunt cele mai afectate n patologia caracteristica a bolii AD. Aceasta include depunerile
extracelulare de AP (derivate din APP) in placile senile, formarea intracelulara a
incurcaturilor neurofibrilare si pierderea sinapselor neuronale si a neuronilor piramidali

(Francis et al., 1999).
1.1.Istoric si epidemiologie
in 1907, Alois Alzheimer descria cazul unei femei in varstd de 51 de ani a cérei

memorie se deteriora relativ rapid, fiind insotitd de tulburari psihiatrice. Femeia luata in



studiu a decedat patru ani mai tarziu. in timp, AD a fost impartita in doua conditii clinice,
in functie de varsta de debut: dementa presenila care afecteaza persoanele cu varsta sub 65
de ani, In timp ce dementa similara la varstnici, adica la persoanele cu varsta peste 65 de
ani, a fost denumitd dementa senila de tip Alzheimer dupa studiile de pionierat ale lui
Tomlinson, Roth, si Blessed (Castellani, Rolston si Smith, 2010). AD este cea mai
frecventa forma de dementa, reprezentand 50-60% din toate cazurile studiate. Prevalenta
acestei boli este sub 1% la persoanele cu varsta cuprinsa intre 60 si 64 de ani, dar prezinta
o crestere aproape exponentiald odata cu varsta, astfel Incat la persoanele cu varsta de 85
de ani sau > 85, prevalenta este intre 24% si 33%, in special in occident.

In afard de imbatranire, care este cel mai evident factor de risc pentru boald, studiile
epidemiologice au sugerat mai multe asociatii provizorii: capacitate de rezerva scazuta a
creierului, dimensiunea creierului redusd, nivelul scazut educational si ocupational,
capacitatea mentald scdzutd in tinerete si activitatea mentald si fizica redusa la batranete

(Blennow, de Leon si Zetterberg, 2006).

1.2. Prezentare clinica si patologie

Prezentarea clinica are o variabilitate considerabild pe baza regiunilor creierului
afectate. Astfel, se poate vorbi de bine-cunoscutele disfunctii in domenii precum vorbire,
personalitate si judecatd, vedere, asocierea functiei senzorial-motorii, pe langd cea a
memoriei. Nu este surprinzator faptul ca disfunctiile memoriei si ale personalitatii sunt
afectate relativ devreme, intrucidt boala ,transentorinald” urmatd de boala ,limbica”
cuprinde primele doua etape patologice generale, urmate de o etapa ,,izocorticala” in stadiul
avansat al bolii. In demersul de a perfectiona trasaturile de diagnostic precoce ale AD, se
reflectd noua entitate nosologica, MCI (deficit cognitiv minor), in care pacientii prezinta
aparent o disfunctie cognitiva (Castellani, Rolston si Smith, 2010).

Pe baza criteriilor clinice, cognitive si functionale, MCI este considerata o stare
intermediard intre indivizii care sunt cognitiv normali si cei cu diagnostic clinic de
dementa. Intr-un studiu din literaturd, s-a urmarit la un numar de subiecti MCI prin
comparatie cu subiectii de control: rata de atrofiere din patru regiuni din lobul temporal
medial, si anume cortexul transentorinal (TEC), cortexul entorinal (ERC), hipocampul si
amigdala, prin tehnica de difeomorfometrie longitudinala bazata pe cartografiere metrica
difeomorfa cu deformare mare (LDDMM). S-au remarcat modificari mai semnificative in

TEC in ceea ce privesc grosimea medie si rata de atrofiere spre deosebire de regiunile



mediale ale ERC, si tot TEC a fost cea mai discriminantd masurd comparativ cu celelalte
zone examinate MCI si 1n raport cu controalele. Aceste descoperiri sugereaza ca grosimea
TEC ar putea servi drept biomarker pentru AD 1n faza prodromala (perioada dintre aparitia
simptomelor initiale si cronicizarea simptomelor AD) a bolii (Tward et al., 2017) ;
(Kulason et al., 2019).

La nivel microscopic, leziunile caracteristice ale AD constau in placi senile sau
neuritice si NFTs din structurile lobului temporal medial si zonele corticale ale creierului,
impreuna cu o degenerare a neuronilor si sinapselor. Mai multe mecanisme patogene care
stau la baza acestor schimbari au fost studiate, inclusiv agregarea si depunerea AP cu
dezvoltarea placii, hiperfosforilarea tau cu formarea de ,incurcaturi”, disfunctia
neurovasculard si alte mecanisme precum anomalii ale ciclului celular, procese
inflamationale, stres oxidativ si disfunctie mitocondriald. Cele doua tipuri de leziuni par sa
formeze Tn mod independent, cu NFTs care apare mai intéi. Regiunile afectate prezinta de
obicei pierderi sinaptice si neuronale, neuronii colinergici si glutamatergici fiind cei mai
afectati, precum si inflamatia, glioza, stresul oxidativ si distrofia neuronald (Blennow, de

Leon si Zetterberg, 2006).

1.2.1. Placile de amiloid si ipoteza cascadei amiloidice

AP reprezinta o peptida de 40 sau 42 aminoacizi derivata din APP dupa scindarea
secventiald a acesteia de catre B- si y-secretaze. Procesul amiloidogen este initiat prin
descompunerea enzimaticd a APP de cdtre enzima de scindare B-amiloidicd (BACEL).
Aceasta este urmata de separarea cataliticdi a APP de y-secretazd pentru a forma proteine
insolubile sau AB. Aceastd acumulare de AP in neuroni duce la afectarea neurotransmisiei
si implicit la neurodegenerare (Ayaz et al., 2017). Rolul fiziologic al AP este legat de
modularea activitatii sinaptice, In AD se acumuleazd formand oligomeri solubili
intermediari, care sunt sinaptotoxici, care sunt principalul constituent al placilor cu miez
dens (in principal AB42) si angiopatia amiloida cerebrald (in principal AB40).

Mai multe studii sugereaza ca peptidul A influenteaza activitatile neuronale si
sinaptice, iar acumularea de AP in creier provoaca o combinatie intre activitatea de retea
aberanta si depresie sinaptica. Deficientele interneuronilor inhibitori si stimularea aberanta
a receptorilor de glutamat, care pot duce la excitotoxicitate, par sa joace roluri importante

in amonte in aceasta cascada patogend (Huang si Mucke, 2012).



ACh este cunoscut pentru a promova prelucrarea neamiloidogena a APP si pentru
a reduce fosforilarea tau prin reducerea activitatii glicogen sintazei kinazei 3-f, care
fosforileaza proteinele tau. in consecintd, eliberarea redusa de ACh de citre Ap poate initia
o bucla de feedback care creste productia de AP prin procesarea APP, creste fosforilarea
tau si perturba homeostazia factorului trofic. Este foarte probabil ca interactiunile dintre
sistemul colinergic, si evenimentele care includ fosforilarea tau si productia placi de AR,

sa influenteze cascada patologica (Auld et al., 2002).

1.2.2. Hiperfosforilarea proteinei tau

Proteina tau este o proteina asociatd microtubulilor situatad la nivelul axonului,
unde faciliteaza fiziologic transportul axonal prin legarea si stabilizarea microtubulilor. in
AD, proteina tau este translocatd in compartimentul somatodendritic si suferd
hiperfosforilare, pliere gresitd si agregare, dand nastere la NFTs si fire neuropilice
(Serrano-Pozo et al., 2011). Proteina tau, asociatd cu microtubuli foarte solubili, joaca un
rol central in stabilizarea microtubulilor, in special a axonilor si printr-un proces de
fosforilare, s-a dovedit a fi principalul constituent al NFTs. Studiile au mai aratat ca
fosforilarea tau protejeaza neuronii de moarte acuta apoptotica prin stabilizarea b-cateninei.
Desi proteina tau si fosforilarea acesteia joaca un rol esential in fiziologia normala, totusi
hiperfosforilarea sa reprezintd o manifestare patologica in tulburarile neurodegenerative,
iar studiile de specialitate au ardtat de mai bine de patru decenii ca transportul axonal bazat
pe microtubuli si functia sinaptica ar putea fi afectate in AD.

Hiperfosforilarea anormald tau duce la afectarea activitatii sale biologice,
rezistenta la degradare, induce modificari conformationale si promoveaza formarea PHF,
care este componenta principala a NF Ts. S-a constatat ca in creierul sanatos doar 2-3 resturi
de aminoacizi sunt fosforilate, dar acumularea de fosforilare cu aproape noua fosfati pe

moleculd duce la AD si la alte tauopatii (Obulesu, Venu si Somashekhar, 2011).

1.2.3. incurciturile neurofibrilare

Incurcaturile neurofibrilare sau NFTs sunt agregate intraneuronale de proteine tau
hiperfosforilate si pliate eronat care devin extraneuronale (incurcaturi ,,fantoma”) atunci
cand neuronii purtatori de aceste ,,incurcaturi” mor. NFTs au o progresie spatio-temporala
stereotipica care se coreleaza cu severitatea declinului cognitiv, iar diagnosticarea

topografici a acestora este utilizatd pentru diagnosticul patologic al AD. Studiul



morfologic a NFTs se poate face prin metoda impregnarii cu argint, ele fiind argirofile,
prin colorarea cu coloranti fluorescenti cum ar fi Tioflavina S, pentru recunoasterea
structurii B-pliate a filamentelor elicoidale Tmperecheate sau prin imunocolorare cu
anticorpi antitau (Serrano-Pozo et al., 2011).

Tn AD s-a constatat prezenta de NFTs in corpul celular a mai multor neuroni din
cortex, hipocamp si din creierul bazal si sunt compuse din acumulari de filamente
elicoidale imperecheate. Au fost raportate observatii interesante referitoare la aminoacizii
excitatori Tn raport cu NFTs. Aminoacizii excitatori (EAA), cum ar fi glutamatul si
aspartatul, sunt principalii transmitatori ai cortexului cerebral si ai hipocampului si EAA

par sa joace un rol in invatare si memorie (Greenamyre si Young, 1989).

1.2.4. Apolipoproteina E

Apolipoproteina E sau (ApoE) este o proteind de 299 aminoacizi codificata de
gena apoE. Alelele apoE &2, €3 si &4 influenteaza puternic si in functie de doza
probabilitatea de a dezvolta AD. Astfel ca alela apoEe4 este asociatd cu un risc crescut
pentru AD, fiind mediata, in mare parte, de efectele diferentiale ale proteinei ApoE asupra
acumularii de ABdin creier, n timp ce alela apoEe2 este asociatd cu risc mai scazut
(Verghese, Castellano si Holtzman, 2011). Activitatea ApoE se manifesta diferit la nivelul
organelor, avand cea mai mare activitate in ficat, urmata apoi de creier. Celulele non-
neuronale, in principal astrocitele si intr-o oarecare masura microglia, sunt principalele
tipuri de celule care exprima ApoE in creier. Cu toate acestea, neuronii pot produce aceasta
proteina in anumite conditii, desi la niveluri mult mai scazute decat astrocitele (Kim, Basak

si Holtzman, 2009).

1.2.5. Ipoteza colinergica

Ipoteza colinergicd a AD , a apdrut la mijlocul anilor 70, din dorinta de a
identifica o anomalie neurochimica clar definita, unde sa se puna in evidenta rolul emergent
al ACh 1n invétare si memorie. Au aparut rapoarte despre deficite neocorticale, enzima
specifica pentru sinteza ACh si colin acetiltransferazei (ChAT), iar descoperirile ulterioare
privind absorbtia redusd a colinei, eliberarea de ACh si pierderea corpului celular
colinergic din nucleul bazal Meynert au confirmat un deficit colinergic presinaptic
substantial (Francis et al., 1999). Degenerarea neuronilor colinergici la nivelul creierului

bazal si pierderea asociatd neurotransmisiei colinergice in cortexul cerebral si in alte zone



au contribuit semnificativ la deteriorarea functiei cognitive la pacientii AD. in mod
specific, markerii presinaptici ai sistemului colinergic apar uniform redusi, acest lucru fiind
exemplificat prin reducerea activitatii ChAT si sintezei ACh.

Transmiterea colinergica catre receptorii muscarinici de acetilcolina (mAChR) a
fost implicatd in functii ale creierului precum invatarea si memoria, iar neurotransmisia
afectata a sinapselor colinergice muscarinice poate contribui la pierderea devastatoare a
memoriei si a altor abilitati cognitive iIn AD. Diversitatea moleculard a mAChR este
evidentiata prin clonarea unei familii de cinci gene, m1-m5, care codifica subtipuri de
receptori inrudite, dar distincte si prin subtipurile M1-M4 identificate in tesuturi prin
hibridizarea in situ pentru a localiza mARN-urile si anticorpii selectivi in cuantificarea si
localizarea directd a proteinelor. in regiunile creierului anterior de interes pentru AD,
proteinele ml, m2 si m4 sunt cele mai abundente subtipuri (Levey, 1996).

Scopolamina reprezintd un antagonist muscarinic care afecteaza Invatarea si
memoria pentru multe sarcini, sustindnd un rol important pentru sistemul colinergic in
aceste functii cognitive. Aceasta substanta este si un medicament anticolinergic utilizat in
mod obisnuit ca medicament standard in scopul experimental pentru a induce deficite
cognitive la animale, legat de testele de memorie de recunoastere vizuald, reamintire

vizual-spatiald, viteza psihomotorie si functie vizuala perceptiva (Newman si Gold, 20186).
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CAPITOLUL 2. MODELUL ANIMAL DE DEMENT;&

Literatura ne prezinta pestii zebra ca modele care au fost utilizate cu succes pentru
a simula patologia bolii AD, precum si Tauopatia, datorita sistemului lor nervos relativ
simplu si transparenta optica a embrionilor care permit imagini neurologice in timp real
(Saleem si Kannan, 2018). Fiind o specie populara de acvariu, pestii zebra au fost utilizati
in biologia dezvoltarii de mai multi ani. Importanta sa actuald ca organism model provine
din activitatea lui Streisinger, care a fost pionier n utilizarea acestora, Tn studii pe genetica
molecularda pe embriologia vertebrata, si a lui Kimmel, care a publicat descrieri detaliate
ale diferentierii celulare si organizarii sistemului nervos la pestii zebra.

Calitatea sa ca model de organism este aceea, cd fiind vertebrat, este mai
comparabil cu oamenii spre deosebire de speciile model nevertebrate, cum ar fi
Drosophila, si este mai tractabil la manipularea genetica si embrionard decit speciile de
mamifere precum soarecii, in care astfel de proceduri sunt mai complicate si costisitoare.
Danio rerio a fost descris pentru prima datd de Francis Hamilton, un chirurg din Compania
Britanica a Indiei de Est, stationat in Bengalul de Vest la inceputul secolului al XIX-lea.
El a publicat “O relatare a pestilor gasiti in River Ganges si ramurile sale” in 1822, care
a inclus 10 specii Danio. Ulterior, D. rerio a fost atribuit subgenului Brachydanio,
impreund cu celelalte specii mici de Danio, cu dorsale scurte si o linie laterald redusa

(Kalueff et al., 2010).

2.1.Tipologia modelelor animale experimentale

Generarea de modele animale este deosebit de relevanta, deoarece acestea au fost
concepute pentru a testa neurodegenerarea cu caracteristici similare ca cele din creierul
uman, permitdndu-ne sa fie proiectate noi abordari terapeutice. Aceste modele sunt
instrumente cheie pentru studii aprofundate ale bolilor neurodegenerative.

Desi multe studii de AD s-au bazat pe modele experimentale la soareci, deoarece
genomul lor este aproape 99% omolog cu omul, cauzele AD raman necunoscute si sunt
necesare mai multe eforturi pentru a descifra mecanismele care stau la baza
neurodegenerarii. Prin urmare, trebuie utilizate modele animale suplimentare cu avantaje
complementare pentru analiza bazei neurodegenerarii si, ulterior, pentru a evalua efectele
medicamentelor noi. In acest sens, pestele zebrd a devenit un animal intens utilizat in
studiille neurocomportamentale, deoarece prezintd fenotipuri neuropatologice si
comportamentale care sunt cuantificabile si a fost recent propus ca o paradigma

experimentald valida pentru studierea AD (Santana, Rico si Burgos, 2012).
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Pestele zebra posedd gene ortologe celor mutante in AD familiala (FAD), iar
cercetarile folosind acest model au relevat caracteristici unice ale acestor gene care au fost
dificil de observat in modelele de rozatoare (Newman, Ebrahimie si Lardelli, 2014).

Calitatea sa ca model de organism este aceea, cd fiind vertebrat, este mai
comparabil cu oamenii spre deosebire de speciile model nevertebrate, cum ar fi
Drosophila, si este mai tractabil la manipularea genetica si embrionard decat speciile de
mamifere precum soarecii, in care astfel de proceduri sunt mai complicate si costisitoare

(Kalueff si Cachat, 2011).

2.2.  Conditii de respectat in experimentarea pestilor zebra in
laborator

Pestele zebra este o specie ce traieste numai in bancuri/grupuri, si au tendinta
naturala de a forma grupuri mixte de sex in natura si captivitate, grupurile formandu-se pe
baza unor indicii atat vizuali cat si olfactivi. Pestii zebra sunt diurni, prezentand cele mai
ridicate niveluri de activitate pe parcursul zilei, in special in dimineata devreme. Ei dorm,
cel mai frecvent, noaptea, iar acest tipar clar de activitate circadiand guverneazd multe
procese fiziologice, biochimice si comportamentale la pesti si depinde foarte mult de
instituirea unei fotoperioade regulate atunci cdnd acestia sunt mentinuti in medii artificiale.
Intreruperile ciclului luminos pot fi extrem de problematice pentru pestii zebra pastrati in
laborator, in special 1n ceea ce priveste mentinerea ciclului de reproducere (Harper si
Lawrence, 2011).

Acestia sunt omnivori, dieta lor naturald fiind formatd in principal din
zooplancton si insecte, desi din analiza continutului intestinal au fost raportate si
fitoplancton, alge lamentabile si materiale vegetale vasculare, spori si oud nevertebrate,
arahnide, nisip si ndmol. Proportia mare de elemente planctonice din dieta lor indica faptul
cd pestii-zebra se hranesc in primul rand in coloana de apa, insa s-a depistat si hranirea cu
insecte terestre si arahnide, ceea ce sugereaza si o hranire de suprafata (Cachat et al., 2011).

Animalele utilizate Tn experimente au fost cumpdirate de la un magazin de
animale de companie local si plasate in acvarii de 8 L (10 pesti pe acvariu), la 18-22 ° C,
cu filtrare si aerare constanta, un ciclu natural de lumina (cu aproximativ 13 ore de lumina
/ 11 h intuneric) si hranit de 14 ori pe saptamana cu mancare. Cel putin o saptamana de
aclimatizare a fost nevoie de la achizitionarea pestilor zebrd pand la inceputul
experimentului. Deoarece este dificil sd distingem fiecare peste in parte, nainte de

inceputul experimentelor, animalele au fost plasati individual intr-un acvariu de 25 cm
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lungime, 11,5 cm latime si 15 cm indltime. Cresterea animalelor si toate experimentele
comportamentale au fost efectuate in conformitate cu “Directiva 2010/63/UE a
parlamentului european si a consiliului din 22 septembrie 2010”, privind protectia

animalelor utilizate In scopuri stiintifice.

2.3. Avantajele si dezavantajele folosirii pestilor zebra ca model AD

Pestele zebra are in comun proprietati structurale si fiziologice in special cu
organismul uman decat cu modelele de nevertebrate. Majoritatea genelor umane au
ortologi care pot fi gasiti in pestele zebra si prezintd in mod obisnuit modele similare de
exprimare, iar proteinele ortoloage sunt aproximativ 70% identice in ceea ce priveste
secventa lor de reziduuri de aminoacizi. Fertilizarea embrionilor este externa, iar modelul
de dezvoltare faciliteaza observarea si manipularea experimentala a acestora si pot fi expusi
la substante chimice plasandu-le in mediul de sustinere a embrionilor. Spre deosebire de
mamiferele placentare, substantele chimice nu sunt supuse metabolismului de catre
organismul gazda inainte de a ajunge la embrionul in curs de dezvoltare. Femelele tind sa
fie mai mari decat masculii, atdt in populatiile domesticite, cat si in cele silbatice
(Conference, Aucklsi si New, 2022).

Printre neajunsuri se numara faptul ca nu este un mamifer, este poikilotermic, iar
embrionilor in curs de dezvoltare le lipseste placenta. Aceasta inseamna cd unele
medicamente pot fi metabolizate Tntr-o maniera diferitd sau, cel putin, cu o rata diferitd in
comparatie cu mamiferele si acest lucru le poate altera functia. Un alt potential dezavantaj
este redundanta genetica in genomul pestelui-zebra, care este rezultatd din duplicarea
genomului pestilor, ulterior divergentei filogenetice a pestilor si mamiferelor. Aceasta
redundanta poate complica compararea cailor de dezvoltare omoloage in aceste taxone
(Detrich, Westerfield si Zon, 2009).

Printre noile abordari, pestele-zebra a aparut ca un model animal alternativ popular,
iar conform Directivei Comisiei Europene din 2010, experimentele cu primele etape de
viata ale unor animale nu sunt reglementate ca studii pe animale. Pentru pestele-zebra,
hranirea independenta, care incepe in jur de 5 zile dupa fertilizare (dpf), este considerata
prima etapa supusa reglementarii pentru experimentarea pe animale. Dincolo de avantajele
cunoscute privind similaritatea genelor, concordanta mecanismelor celulare si a biologiei
tesuturilor comparabile, studiile de toxicologie folosind pestele zebra iau in considerare
capacitatea modelului experimental de regenerare, dupa cum am mai mentionat in acest

subcapitol. Aceastd capacitate regenerativd poate avea impact asupra obiectivelor de
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toxicitate translationald, asa cum a fost demonstrat pentru retind. Conform studiilor
comportamentale, In ciuda asocierii puternice cu privire la functiile regiunilor din creier
dintre pestele zebra si om, neocortexul lipseste la pestele-zebrd, insd sistemele de
neurotransmitatori (dopamina, GABA, glutamatul, noradrenalina serotonina, histamina si
acetilcolina) sunt prezente la modelul de animal luat in studiul nostru si prin urmare poate
servi drept tinta farmacologica si toxicologica (Cassar et al., 2020).

Un dezavantaj in folosirea pestelui zebra ca model experimental, il reprezinta lipsa
unui sistem de metode pentru generarea celulelor stem embrionare, pentru genele de
“eliminare” prin recombinarea omologa. In lipsa unor astfel de metode, se are in vedere un
joc cooperativ si sinergic de “ping-pong”, intre grupurile de cercetare pe pestii zebra si pe
mamifere. Un alt potential dezavantaj este redundanta geneticd in genomul modelului
nostru experimental, care cel mai probabil rezultatd din duplicarea genomului pestilor,
ulterior divergentei filogenetice ale acestora si a mamiferelor. Aceasta redundanta poate
complica compararea cailor de dezvoltare omoloage in aceste taxoane. Ca alternativa,
copiile suplimentare ale genelor pot simplifica anumite tipuri de analiza, deoarece functiile
complexe la mamifere, ar fi putut fi separate si alocate diferitelor gene paralogene la pesti

(Detrich, Westerfield si Zon, 2009).

2.4.Pestele zebra, model experimental in studii neurologice

Acest model animal are capacitate de regenerare a SNC, ceea ce este recomandat ca
model de neurodegenerare in investigarea starii de activare a celulelor stem neurale si
pentru a identifica diferentele moleculare dintre celulele stem ale pestilor zebra si mamifere
pentru a le utiliza in terapiile regenerative. Pestele zebra este un model animal predominant
utilizat in analiza functiilor genice impreuna cu cdile de semnalizare ale acestora in timpul
proceselor de dezvoltare si neurodegenerare. Cercetatorii au folosit acest model
comportamental pentru a studia comportamentul fiziologic precum hranirea, invatarea,
auzul, vederea, atingerea si emotiile precum frica, durerea, neputinta, curtarea,
interactiunile sociale, anxietatea si luarea deciziilor. Tn creierul embrionului de peste zebra,
celulele endoteliale ale capilarelor continue au proprietiti de bariera, specializate pentru a
asigura homeostazia si protectia sistemului nervos central (Quifionez-Silvero, Hiibner si
Herzog, 2020).

in boala AD, BBB este afectatd prin reduceri ale fluxului sanguin cerebral si afectarea
raspunsurilor hemodinamice. Studiile recente de imagistica si biomarkeri sugereaza o

descompunere timpurie a BBB si o dereglare vasculard in AD detectabild inainte de
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declinul cognitiv. Pe de o parte, fluxul de agenti neurotoxici, celule si agenti patogeni in
creier si degradarea BBB duce la dezvoltarea unor spatii perivasculare madrite si la
modificari ischemice ale creierului, iar pe de alta parte, disfunctia in sistemele de transport
BBB duce la dezvoltarea patologiei AP si tau si pierdere neuronald (Montagne, Zhao si
Zlokovic, 2017).

Asemanarea pestilor zebra cu vertebratele superioare deriva din studiile neuronale pe
maduva la adultii de pesti zebra, din diferentierea neuronala si din analiza retelei spinale.
Céteva analize antropomorfe, au descris un tipar comportamental similar intre pestele zebra
si om, ceea ce implica un mecanism comportamental bine conservat si un model de circuit
ale ambelor sisteme. Mai mult, studiile indicd similitudine dintre modelele de expresie si
proiectiile axonale ale neuronilor hipocretind / orexina (Hert) atat in cazul larvelor de pesti-
zebra cat si a oamenilor (Saleem si Kannan, 2018). Depunerea AP si fosforilarea tau scad
expresia orexinei si a receptorilor din hipotalamus, in timp ce nivelurile de orexine din
lichidul cefalorahidian cresc la pacientii cu boala AD. In celulele microgliale, orexinele
cresc nivelul AP prin suprimarea absorbtiei si degradarii AP. La pestii zebra, reteaua Hert
cuprinde ~ 16-60 de neuroni, care aseméanator mamiferelor, sunt localizati in hipotalamus
si inerveaza arii Intinse, creierul si maduva spinarii (Chen, Du si Chen, 2019).

Telencefalul pestilor zebra se caracterizeaza prin doi lobi masivi acoperiti de un
ventricul in forma de T localizat dorsal, pe cand, la sobolan telencefalul este format din
doud emisfere bilaterale care Inconjoara ventricule situate central. Paliumul la pestele-
zebrd, la fel ca omologul sdu mamifer, constd in principal din patru diviziuni paliale:
paliumul medial (MP) omolog cu amigdala paliald (BLA), o diviziune paleala dorsald
(DP), care corespunde topologic cu izocortexul mamifer (Ctx), iar paliumul ventral (\VP)
si cel lateral (LP) sunt omoloage cu paliumul mamiferelor (bazolateral), hipocampul
mamifer, respectiv cu cortexul piriform (pirCtx) (Mueller, 2012).

Exista unele dovezi experimentale conform cérora, zona paleald a creierului la pesti
este implicata in functii de Invatare distincte. Dovezi experimentale obtinute din studii
comportamentale sugereaza ca paliumul medial si cel lateral al creierului de peste ar putea
avea implicatii similare in invatare ca structurile lor omologe, hipocampul si respectiv
amigdala. Astfel, paliumul medial este esential pentru invatarea emotionald si procesele
conexe (invatarea prin evitare) precum este hipocampul, in timp ce paliumul lateral este
implicat 1n caracteristicile spatiale si / sau relationale si temporale ale invatarii, asa cum

este amigdala paliala. In plus, exista o alta structurd a paliumului telencefalic de peste, mai
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putin studiata, cunoscutd sub numele de palium dorsal, si care a fost propusa ca omologa
pentru izocortexul mamifer si cortexul de tranzitie (Vargas, Lopez si Portavella, 2009).
Principalul obstacol pentru identificarea diviziunilor paliale la pestele zebra este
dezvoltarea neobisnuita a telencefalului teleostean. Telencefalul pestilor zebra se dezvolta
printr-un proces unic de pliere exterioard numita eversiune. Au fost propuse o serie de
modele de eversiune, variind de la foarte simple la foarte elaborate. Ca urmare, nu exista
un consens cu privire la exactitatea delimitérii anatomice a omologiilor paliale, cum ar fi

amigdala paliala teleosteana, hipocampul si cortexul piriform (Mueller et al., 2011).

2.5. Exprimarea indicatorilor biochimici ai stresului oxidativ si a
neurotrofinelor la pestii zebra

Biologia stresului oxidativindus de diverse particule reprezinta o paradigma mecanica
importanta, pe baza careia se poate dezvolta un model predictiv pentru studierea toxicitatii
substantelor concepute. Toate organismele aerobe produc in mod natural specii reactive de
oxigen (ROS). Principalii contribuitori ai ROS celulare sunt mitocondriile, unde oxigenul
actioneaza ca acceptor final de electroni in lantul de transport de electroni (ETC). Studiile
sustin faptul cid enzimele antioxidante (superoxid dismutaza (SOD), catalaza (CAT) si
glutation peroxidaza (GPX)) reduc daunele ROS excesive in organismul pestilor zebra (Du
etal., 2017).

Similar altor vertebrate, pestele zebrd poseda un sistem antioxidant extins, inclusiv
forma redusa de glutation (GSH), care este un antioxidant important ce actioneaza singur
sau in combinatie cu alte enzime, cum ar fi glutation peroxidaza (GPX). La interactiunea
cu ROS, GSH este oxidat, rezultand formarea disulfurei de glutation (GSSG) (Massarsky,
Kozal si Di Giulio, 2017). Proteinele sunt o tintd majora a radicalilor liberi de oxigen si a
altora specii reactive in timpul mai multor forme de stres. Un exemplu de stres este
dat de diferenta termica brusca de la 28°C la 18°C intr-un studiu, care a demonstrat cum
continutul de proteine carbonilate creste in prima ord de soc rece acut cu pana la 38%,
urmat de o scadere brusca dupa 6 h de expunere la frig. Ulterior, continutul de carbonil din
creier a crescut din nou si a fost semnificativ peste nivelul de control la 24 de ore si 72 de
ore de aclimatizare la rece (Tseng et al., 2011).

Ecotoxicitatea a fost studiatd din perspectiva stresului oxidativ prin utilizarea
embrionilor de peste zebra. Testul de embrioni de peste zebra este considerat a fi un bun
inlocuitor pentru testul de toxicitate acuta a pestilor si este folosit cu succes pentru a masura

toxicitatea multor substante relevante pentru mediu. SOD alaturi de doi produsi de
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deteriorare oxidativd, MDA si proteinele carbonil (PC), au fost folosite pentru a estima
inducerea stresului oxidativ dupa testul de expunere la concentratii diferite de agent toxic
(ex. 4-Epianhidrotetraciclina, un produs intermediar major in timpul progresului degradérii
tertraciclinei, detectat frecvent in mediile acvatice) (Wang et al., 2021).

Sistemul colinergic, avand ca neurotransmitator acetilcolina (ACh), este implicat in
procesele cognitive, prin activarea receptorilor colinergici metabotropi muscarinici si
ionotropi nicotinici. Pestele zebrd (Danio rerio) este un model de vertebrat urgent pentru
studierea mai multor evenimente biologice, cum ar fi modificarile neurochimice promovate
de toxicitatea metalelor grele. Acest teleost posedd doar gena pentru AChE care a fost deja
identificata, clonata si detectatd functional in creierul acestui animal. Acetilcolinesteraza
este un biomarker important pentru mai multi contaminanti de mediu la pestele zebra. in
plus, este cunoscut si rolul important al acestei enzime in afectiunile cu o incidenta tot mai
mare la populatia in varsta, precum boala AD (Richetti et al., 2011).

Numeroase studii pe mamifere au raportat cd neurotrofinele ar putea juca un rol
semnificativ atat in protectia, cat si in refacerea functiei in urma bolilor neurodegenerative.
Acest rol protector al neurotrofinelor dupa un eveniment de leziune cerebrald traumatica
spre exemplu, a fost raportat, la modelul de peste zebra. De la descoperirea factorului de
crestere a nervilor (NGF) in anii 1950, familia factorilor neurotrofici a crescut progresiv.
Neurotrofinele regleaza diferentierea neuronala si joaca roluri cheie in supravietuirea,
cresterea si plasticitatea neuronilor.

Creierul pestelui adult are proprietati regenerative ridicate dupd leziuni cerebrale, ceea
ce denotd ca diferentele In ceea ce privesc proprietatile regenerative dintre creierul
mamiferelor si cel al pestilor, au fost atribuite unor procese remarcabile de neurogeneza in
randul adultilor in special. Diferit de soarece si om, creierul pestilor zebra adulti prezinta
un numér mare de zone proliferative localizate in principal in 16 nise neurogenice (Cacialli,
2021). Descoperiri recente sugereaza un rol semnificativ al factorului neurotrofic derivat
din creier (BDNF) ca mediator al regenerarii creierului in urma unei leziuni injunghiate la
pestele zebra. Stresul oxidativ si apoptoza sunt doua procese biologice esentiale care sunt
afectate de activitatea BDNF. Astfel, se poate presupune ci expresia crescutd a BDNF ar
putea modula stresul oxidativ si apoptoza si in creierul de peste zebra ranit (Anand, Sahu
si Mondal, 2021).

Daunele oxidative induse de ROS au ca rezultat cresterea 8-oxoguaninei in ADN,
urmatd de repararea prin calea reparatiei prin excizie a bazei (BER). AP endonucleaza 1

(Apex1) participa direct la BER, si regleaza factorul de transcriptie Crebl. Crebl are o
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relatie stransa cu dezvoltarea normala a creierului si functia neuronald, in timp ce CBP este
cunoscut ca regleaza diferentierea si supravietuirea interneuronilor. Apex1 regleaza
nivelurile proteinei ADN polimeraza 5 (Polb), urmétorul participant in calea BER, prin
Crebl. Totodatd s-a reportat ca BDNF activeaza Crebl si regleaza Apexl in cortexul
cerebral si hipocampul soarecilor (Pei et al., 2019).

Neuropeptidul Y (NPY) controleazd homeostazia energetica, inclusiv actiunile
orexigene la mamifere si non-mamifere. Recent, NPY a atras atentia ca mediator al
comportamentului emotional si al bolilor psihosomatice. Pestele zebra cu deficit pe gena
npy (NPY-KO) a prezentat mai multe comportamente asemanatoare anxietatii, cum ar fi
scaderea interactiunii sociale in testul oglinda si scaderea locomotiei in testul alb-negru.
Secventa de aminoacizi NPY este strict conservata pentru vertebrate precum pasari, reptile,
amfibieni si pesti. Secventele de aminoacizi NPY de la pestii zebra au o asemanare mare
cu NPY uman (89%) si mai multe studii au sugerat ca NPY de la pestele zebra functioneaza
ntr-un mod similar cu NPY uman (Shiozaki et al., 2020).

Factorul de transcriptie Nrf2a induce un raspuns antioxidant celular si ofera protectie
impotriva stresului oxidativ indus de substante chimice, si prezintd deasemenea rol critic
in dezvoltare si diferite boli (Mills et al., 2020). Pestii zebra sunt un model important in
studierea rolului Nrf2a in aceste procese, si deasemenea sunt un model important de
dezvoltare care poseda sase gene nrf, inclusiv genele nrfl si nrf2 duplicate. Comparatiile
pestele zebra - om demonstreaza sintonia (care posedad secvente cromozomiale comune)
conservata care implicd genele nrf2 si hox, indicand faptul ca nrf2a si nrf2b sunt co-ortologi
ai NRF2 uman (Timme-Laragy et al., 2012).

Cantitatile Tn mod constant crescute de agenti oxidanti activeaza diferite cai de
semnalizare care, la randul lor, vizeaza promotorii genelor ,,sensibile la redox”, una dintre
acestea fiind factorul transcriptional cu raspuns in crestere timpurie-1 (Egr-1). Egr-1
codificd factorul de transcriptie a ,,degetelor” de zinc (engl. zinc finger), care apartine
grupului de gene ,,up-down” si regleaza o serie de gene implicate in activitatea sinaptica si
plasticitate. S-a demonstrat ca ROS induce rapid ARNm Egr-1 si expresia proteinei (Pagel
si Deindl, 2012). De reguld, reglarea ascendenta a egrl are loc la niveluri ale creierului
implicate in invatare si memorie, in special in hipocampul mamiferelor. Gena egrl a fost
legata de activarea neuronala si la pesti. In general, reglarea ascendenta a egrl este prezenta
in creierul de teleost ca raspuns la stimularea sistemica a acidului kainic care activeaza

receptorii glutamatergici (Kress si Wullimann, 2012).
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CAPITOLUL 3. ULEIURI ESENTIALE SELECTATE DIN PLANTE DIN
FAMILIA LAMIACEAE

Familia Lamiaceae (Labiatae) cuprinde plante ierboase si arbustive, cu tulpini
patrunghiulare, odorante, erecte, oblice sau culcate. Frunzele la plantele din aceasta familie
sunt opuse, cu peri sau glsie mirositoare. Florile bilabiate grupate n cime bipare sau
condensate la baza frunzelor sunt de reguld bilateral simetrice, hermafrodite, mai rar
poligame, in dicazii asezate in verticile sau spice. Caliciu este campanulat pana la lung
tubulos, cu 5 sepale concrescute, adeseori bilabiat, persistent. Corola tubuloasd sau
infundibuliforma, cu limb bilabiat, mai rar unilabiat sau chiar usor radiar. Staminele in
numdr de patru, sunt fixate pe tubul corolei, de obicei didiname, cu doua stamine mai lungi
si doud mai scurte, mai rar doud, cu filamente libere, mai rar concrescute si antere introrse.
Fructele sunt sub forma unor nucule obovoidale sau tetraedrice grupate céte patru Tntr-un

caliciu, persistent, tubulos, cu pereti tari, netezi, rar cu verucozitati sau peri (Socaci, 2020).

3.1. Aplicabilitatea terapeutica pentru Rosmarinus officinalis

Rosmarinus officinalis este o plantd aromatica obisnuita si este frecvent utilizata
in formulari dietetice datorita proprietatilor sale puternice antioxidante. Studiile stiintifice
confirm actiunile farmacologice ale uleiului esential de la R. officinalis (REO), ca fiind
antibacteriene, antifungice, anticancerigene, antioxidante si hipoglicemiante. Mai mult
decat atat, REO stimuleaza sistemul nervos si, astfel, creste capacitatea de memorare si
concentrare. Acest ulei poseda o activitate moderata de inhibare a AChE si poate actiona
sinergic cu a-pinenul si 1,8-cineolul, de unde se poate observa capacitatea inhibitorie a
uleiurilor esentiale asupra colinesterazelor prin legarea reversibila de situsurile active ale
enzimelor AChE / BChE, prevenindu-se degradarea neurotransmitatorului ACh. Totodata
studiile sustin cd& REO poate restabili actiunea enzimelor AChE / BChE pentru o perioada
lunga de timp si in consecintd, concentratia sinapticd de ACh este marita, rezultand
ameliorarea simptomelor AD (Ayaz et al., 2017).

Uleiul de rozmarin are proprietati digestive, antiseptice, antispasmodice si
antiinflamatorii. R. officinalis este utilizat in legdtura cu AD si dementa pentru simptomele
generale de bitranete, debilitate si oboseala. Conform datelor din literatura, exista trei tipuri
de uleiuri esentiale de rozmarin, si anume tipul spaniol, bogat in a-pinen, 1,8-cineol si
camfor; tipul francez, bogat in a-pinena, 1,8-cineold si acetat de nail si uleiurile africane

din Maroc, Tunisia, cu un continut ridicat de 1,8-cineol. Un numéir de 22 componente au
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fost identificate Tn ulei de rozmarin prin gaz-cromatografie (GC-MS), ceea ce reprezinta
95,57% din cantitatea totala (Socaci, 2020).

Analiza chimica a diferitelor tipuri de compozitie de extracte de rozmarin arata ca
cele mai active si puternice componente sunt triterpenele, diterpenele fenolice si acizii
fenolici incluzand acid rosmarinic, acid carnosic, rosmanol, carnosol, acid ursolic si acid
betulinic. Acidul ursolic, un triterpenoid pentaciclic derivat din rozmarin, ar putea reduce
timpul de imobilitate atat in testul de suspensie a cozii, cat si la testul inotului fortat la
soareci. In proiectele de cercetare pe stres oxidativ, polifenoli ai REO precum acid
rosmarinic, luteolind, acid carnosic au imbunatétit starea de spirit si cognitia la un adult
sanatos. Inhalarea uleiului esential de rozmarin ca terapie antistres si anxioliticd are mai

putine efecte secundare (Ghasemzadeh Rahbardar si Hosseinzadeh, 2020).

3.2. Aplicabilitatea terapeutica pentru Thymus vulgaris

Thymus vulgaris poseda o serie de proprietéti biologice care au un impact pozitiv
asupra sandtatii umane. Cultivat In Franta si in alte tari, s-au raportat sase chimiotipuri:
geraniol, linalool, ¢ (gamma) -terpineol, carvacrol, timol si terpinen-4-ol. Proprietatile
antiinflamatorii ale uleiului esential de T. vulgaris L. au fost demonstrate prin reprimarea
activitatii enzimatice a 5-lipoxigenazei si reducerea secretiei de citokine proinflamatorii
TNF-, IL-1 si IL-8 Tn celulele THP-1, care pot avea un potential efect anti-Alzheimer. Mai
mult, acest ulei esential are un procent ridicat de timol, cu cea mai mare activitate
antioxidantd. Constituentii volatili ai uleiurilor esentiale ( monoterpenele- timolul,
carvacrol, precum si fB-cariofilen) sunt susceptibili sa treacd cu usurinta BBB, datorita
dimensiunii moleculare mici si a lipofilicitatii lor. Natura lor volatild poate permite si
administrarea lor sub forma de vapori inhalanti, de aceea consumul de plante Lamiaceae
bogate in timol si carvacrol este util in tratamentul AD, conform datelor din literatura
(TOPCU si KUSMAN, 2014).

Pacientilor umani li se poate administra prin perfuzie sau poate fi utilizat extern
prin béi pentru vindecarea bolilor reumatice si ale pielii, Insd atat cimbru cat si uleiul
esential de cimbru sunt o sursa buna de vitamine precum: vitamina A care este necesara
pentru mentinerea membranelor mucoase si a pielii sindtoase, precum si pentru o buna
vizibilitate si vitamina C care ofera rezistenta impotriva infectiilor microbiene si combate
radicalii liberi proinflamatori nocivi. In plus, este o sursia buni de vitamina B6 sau
piridoxina, care ajutd la mentinerea nivelurilor de acid gama amino butiric (GABA) in
creier si actioneaza ca un agent de stres. Alte vitamine prezente in compozitia aceste plante

sunt vitamina K, vitamina E si acidul folic (Almanea, Abd El-Aziz si Ahmed, 2019).
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Cimbru contine concentratii mari de fenoli, precum carvacrolul si timolul care
sunt principalele componente fenolice responsabile de activitatea sa antioxidanta. Pe langa
acestea, uleiul de cimbru este utilizat pe scara larga in fitoterapie, in special pentru a trata
si a oferi protectie impotriva acneei, hipertensiunii, infectiilor si cancerelor. in ceea ce
priveste testarea pe animale, intr-un studiu efectuat cu sobolani Wistar masculi, s-au
urmarit efectele anxiolitice ale extractului preparat din frunze de T. vulgaris, utilizadndu-se
testul labirintului plus ridicat (EPM). Compusii liposolubili, cu greutate moleculara mica,
trec usor prin BBB, precum a-pinen, limonen, linalol si 1,8-cineol dupa inhalare si se
acumuleaza 1n organe la soareci. Rezultatele testului EPM la soarecii tratati cu TEO au
demonstrat diminuarea efectelor oboselii si anxietatii induse de inflamatie sau stres (Satou
et al., 2018).

3.3. Aplicabilitatea terapeutica pentru Origanum vulgare ssp. hyrtum

Denumirea comund de oregano descrie o aroma spre deosebire de un anumit gen
sau specie botanica. Subsp. hirtum, a carei denumire provine din cuvantul latin -hirtus care
inseamna ,,paros”, este cunoscut in mod obisnuit ca oregano grecesc sau maghiran dulce
de iarna, este o planta perena rezistenta cultivata in principal in gradini cu plante pentru uz
culinar (Origanum vulgare subsp. hirtum - Plant Finder, 2023). Uleiurile esentiale de
Origanum vulgare subspecia vulgare si subspecia hirtum au fost evaluate pentru a
evidentia activitdtile lor antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP, CUPRAC, beta-caroten / acid
linoleic, fosfomolibden si chelatarea metalelor), pentru proprietétile antimicrobiene si
inhibitoare impotriva acetilcolinesterazei, butirilcolinesterazei, tirozinazei, a-amilazei si o-
glucozidazei. Ambele uleiuri esentiale au prezentat activitati antibacteriene si anti-fungice
moderate. Compusii fenolici ale acestor uleiuri, joaca un rol vital in neutralizarea si
inhibarea radicalilor liberi, insa prezinta un spectru larg de proprietati farmacologice, cum
ar fi efecte antiinflamatorii, anti-colinesterazice si cardio-protectoare. Descrierea
compozitiei, activitatii antioxidante, antimicrobiene si a enzimelor de inhibare din uleiurile
de O. vulgare subsp.hyrtum si subsp vulgare, ar putea fi utilizate Tn dezvoltarea de noi
alimente functionale si formulari medicamentoase pentru prevenirea bolilor cronice
precum Alzheimer si diabetul de tip II, care sunt legate de stresul oxidativ (Sarikurkcu et
al., 2015).

Compusii organici volatili sau uleiurile esentiale din plante sunt un grup de
compusi organici chimici diversi, avand presiuni mari de vapori si greutdti moleculare
mici, care le permit sa se difuzeze usor prin faza gazoasa. Acestia sunt clasificati drept

metaboliti secundari si au adesea un parfum puternic, sunt incolori, nepolari, dar solubili
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n solventi organici. Usurinta lor de difuzare prin faza gazoasa si prin sistemele biologice,
ii Tmputerniceste sa serveasca drept molecule de semnalizare, care pot transmite informatii
in interiorul si intre organisme (Pai, Sonkamble si Wagh, 2020). Conform studiilor, OEO
poate preveni autooxidarea esterilor de acizi grasi polinesaturati izolati din creierul de
soarece, datoritd compusilor sdi antioxidanti - carvacrolul si timolul. Se crede ca
proprietdtile de capacitate antioxidanta ale uleiurilor esentiale sunt legate de mecanismele
in care isi exercitd efectul asupra stresului oxidativ, printre acestea enumerandu-se:
activitatea de eliminare a radicalilor liberi, modularea enzimelor cu capacitate antioxidanta

(superoxid dismutaza), si inhibarea pro-oxidarii (Leyva-Ldpez et al., 2017).
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PARTEA PRACTICA
Capitolul 4. MATERIALE SI METODE
4.1. Design-ul experimental

in partea experimentald a tezei de doctorat, am folosit cate cinci loturi de pesti
zebra pentru fiecare ulei esential in parte si pentru fiecare test comportamental in parte
astfel : un lot de control, un lot tratat cu Sco (100uM), si trei loturi tratate cu ulei esential
in trei concentratii diferite (25, 150, si 300 puL/L) tratate concomitent si cu Sco (100 uM)
cu 30 de minute inainte de testarea comportamentald (Fig. 4.1.). Administrarea uleiurilor
esentiale 1n acvariul pestilor s-a facut prin imersie cu detergent TWEEN 80 concentratie
1% pentru a fi miscibile cu apa.

Conform studiilor de specialitate, Sco este un agent amnestic utilizat pentru a
studia formarea memoriei, fiind frecvent utilizata in combinatie cu medicamente nootrope
care Tmbundtatesc memoria. Este utilizata frecvent in cercetarea memoriei la animalele de
laborator, si pe langa simptomele de greata si disconfort insotite, probleme de miscare,
afectiunea prelungita adesea provoaca apatie si depresie (Hamilton et al., 2017). Animalele
au fost cazate in laboratorul B-115 al Facultatii de Biologie din lasi, unde a fost
monitorizata atit temperatura ambientala de 22°C cét si cea din bazinul pestilor (22-24°C).

in primi fazi pestii zebra au fost supusi unor teste comportamentale (50 in total
per ulei esential si per test comportamental) pentru primele trei teste comportamentale, si
anume testul bazinului nou (NTT), testul labirintului Y si testul de recunoastere al
obiectului nou (NOR). Toate aceste teste comportamentale s-au realizat unul dupa altul la
distantd de o zi pauza, datoritd timpului de lucru relativ scurt, pentru NTT (1-2 zile n
functie de numarul de loturi), testul labirintului Y (2-3 zile) si pentru NOR (6 zile). Pentru
labirintul T, lucrurile stau putin diferit deoarece protocolul de lucru vizeaza mai multe zile
de lucru, cu mai multe etape si pregatirea dinaintea inceperii testului prevede 2-3 zile de
infometare.

Pregatirea loturilor de animale pentru testarea in labirintul T a fost precedatd de
pretratament cu ulei esential o saptdmana, infometare trei zile, si apoi parcurgerea celor
trei etape.Tratamentul cu ulei a continuat pe tot parcursul testului pana la eutanasiere. De
mentionat ar fi ca in zilele de testare, administrarea REO, TEO si OEO s-a facut cu o ora
inainte de testare, iar tratamentul cu Sco (100 uM) a inceput din faza de discriminare si in
zilele in care am schimbat apa (o data la trei zile), pana la etapa de extinctie.

Dupa testarea comportamentului pestilor zebra, acestia au fost eutanasiati

conform normelor de eticd. Conform protocolului (Gupta si Mullins, 2010) dedicat
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sectiondrii organelor de peste zebra (creier, inima, intestin, ficat), am putut pregati probele
biologice de creier. Animalele au fost anesteziate in apa rece la 2°C cu gheatd, apoi s-a
sectionat capul, pentru prelevarea creierului (Fig. 4.3.). Corpul este pastrat pentru analizele
de biochimie, iar creierele, pentru testele genetice, si pentru activitatea AChE. Probele
biochimice s-au inghetat la -20° C, iar probele pentru testele genetice au fost pastrate la -
80° C.

4.2. Evaluarea comportamentului pestilor zebra

Etapele de lucru n testul NTT constau in stabilirea loturilor de pesti zebra adulti
si testarea lor pe grupe de interes. In prima fazi se testeazi lotul de control cu pestii netratati
si lotul tratat cu Sco, apoi loturile tratate cu ulei esential in 3 doze diferite crescatoare,
concomitent cu tratamentul Sco cu 30 de minute Thainte de testare. Dupa ce ne asigurim
cd apa este deionizata si dedurizata, cu pH optim, in acvariul de testare se pun 1,5 L apa.
Cu ajutorul unei camere video si prin intermediul programului de studiu al
comportamentului animal ANY-maze se inregistreazd in timp real comportamentul
pestilor. Se aduc pestii (varsta 6-8 luni) in camera de testat pentru a se adapta la noul
mediu/acvariul nou (in jur de 10 pesti in 6 litri de apa). Camera de testat prezinta un mediu
ambiental de 25 - 27 °C, fiind bine iluminata, cu o ora inainte de testare. Ulterior se incepe
testarea, conform protocolului inscris Th programul ANY -maze (Stoelting CO,Wood Dale,
IL, USA). Pestii zebra se transfera in rezervorul nou, cu ajutorul unui minciog. Pentru a
evita stresul animalelor, am manevrat minciogul in sensul de 1not al pestilor. Am inregistrat
comportamentul pestilor pentru perioada de timp dorita (de ex., 6 minute) cu ajutorul unei
camere video Logitech HD Webcam C922 Pro Stream camera (Logitech, Lausanne,
Switzerlsi) (Cachat et al., 2010).

Invitarea si memoria spatiala sunt studiate de citeva decenii, ele fiind relevante
mai ales din punct de vedere biomedical. Pe marginea acestui lucru au fost investigate
mecanismele celulare, sinaptice si moleculare care stau la baza invatirii spatiale, insa
strategiile comportamentale intr-o sarcind spatiald incd ridicd intrebdri. Cu ajutorul
labirintului Y, am testat functia cognitiva si de memorie a pestilor zebra, evaluand Tn
principal raspunsul la noutate (Brinza et al., 2020). Metoda labirintului Y poate fi utilizata
in mod fiabil pentru pestii-zebra, oferind o sarcind noud, rapida si preferinta / evitare
independenta pentru studiul memoriei in acest teleost. in plus, rezultatele evidentiaza
implicatiile glutamatergice si sisteme colinergice in memoria acestui model experimental.

Bratele labirintului Y au fost desemnate astfel: (1) bratul de pornire, in care

pestele a inceput sa exploreze labirintul, fiind intotdeauna deschis (A), (2) bratul nou,
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blocat in timpul primei sesiuni, dar deschis in timpul celei de a doua sesiuni (C) si (3)
celdlalt brat intotdeauna deschis (B). Portiunea centrala a labirintului (zona neutrd) nu s-
a luat in calcul in analiza. Prin intermediul acestui test comportamental s-a evaluat
raspunsului la noutate si recunoasterea spatiald prin indicii geometrici (cercuri, patrate,
triunghiuri) 1a 1 h. In timpul primei sesiuni (antrenament, 5 minute), pestii au explorat doar
doua brate (bratul de pornire si celalalt brat), in timp ce al treilea brat (bratul nou) este
inchis. In cea de a doua sesiune, pestii au fost plasati inapoi in acelasi brat de pornire, cu
acces liber la toate cele trei brate timp de 5 minute. Sesiunile de instruire si testare au fost
inregistrate si analizate folosind programul ANY-maze® (Stoelting CO,Wood Dale, IL,
USA), in care s-au cuantificat numarul de intrari in brate, alternarile spontane, distanta
totala parcursa, viteza medie, unghiul de rotire, numarul de linii traversate, timpul petrecut
in bratul de start, timpul petrecut in celdlalt si timpul petrecut in bratul nou (Cognato et al.,
2012).

NOR este un test comportamental utilizat uzual pentru investigarea performantei
memoriei la pestele zebra (Brinza et al., 2020). Acest test bazat pe elementul de noutate
poate fi, de asemenea, adaptat pentru a evalua evitarea pradatorilor sau comportamentul
social. Testul de recunoastere a obiectului nou se bazeazd pe plasarea pestilor intr-un
rezervor cilindric lipsit de indicii vizuale, fie individual, fie in grup, iar dupd o perioada de
aclimatizare, se introduce un stimul nou. Etape de lucru in testul NOR constau in stabilirea
loturilor de pesti zebra adulti si testarea lor in parte fiecare. In prima faza se testeaza pestii
netratati si pe cei tratati cu ulei esential ca mai apoi sa se repete testul si sub efectul Sco
(cu exceptia lotului de control care riméane netratat). Apa este deionizata si dedurizata cu
pH optim, iar in acvariul de testare se introduc 6 L apa. Cu ajutorul unei camera video,
Logitech HD Webcam C922 Pro Stream camera (Logitech, Lausanne, Switzerlsi) si prin
intermediul programului de analiza a comportamentului ANY -maze® (Stoelting CO,Wood
Dale, IL, USA) se inregistreaza in timp real comportamentul pestilor de experiment. Pestii
zebra au fost mentinuti la o densitate de 10 animale per acvariu (umplut cu 6 L de apd), cu
un ciclu constant de lumina-intuneric 14-10 h si la o temperatura de 26-28°C. Pestii din
acvariul primar sunt impartiti in 5 loturi: control, control+Sco, rosmarin (25ug/L), rosmarin
(150 pg/L) si rosmarin (300 pg/L). Toate loturile au fost testate dupa urméatoarea schema:
habituarea in acvariul nou 3 zile; sesiunea de training, unde animalele au fost supuse la
doua obiecte identice de aceeasi culoare, expunerea la agentul care favorizeaza patologia (
in cazul nostru Sco care induce dementa) si sesiunea de testare, dupa o pauza de 24 h,

animalele se plaseaza inapoi in tancul de testare care va contine unul dintre obiectele
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familiare din etapa de training si un obiect nou (Faillace et al., 2017).

Preferinta culorii la pestii zebra a fost evaluata folosindu-se obiecte de diferite
culori, iar pestele zebra a aritat o preferintd pentru culoarea rosie. In testul locului de
preferinta conditionat (CPP) a petrecut mai mult timp in compartimente cu fundal rosu si
verde n raport cu fundalul galben si a aratat o puternicad aversiune fata de compartimentele
cu fundal albastru. Testul labirintului T mai este privit si ca o investigatie a invatarii spatiale
si a memoriei, unde animalele sunt invatate sa discrimineze intre cele doua brate pe baza
unor repere vizuale -culorile, stimuland senzorii olfactivi, tactili sau auditivi ale acestora
n timpul studiilor consecutive (What we can learn from zebrafish in a T-maze | Noldus,
2021). in studiul nostru am luat drept model protocolul lui Colwill, unde am folosit douz
grupuri de culori rosu si verde urmarindu-se achizitionarea, disparitia si extinctia, prin
inversarea discriminarii vizuale la pestii zebra adulti. Initial animalele au avut de invatat
pe care din cele doua brate si aleaga in functie de recompensa, reprezentati de hrana. in
fiecare proces pestii erau agezati pe rand in spatiul start al labirintului T. Usa de plexiglas
a fost eliberata si apoi Inchisd dupa parasirea spatiului de start de catre peste. Odata ce
pestele a intrat intr-unul dintre bratele labirintului, acesta s-a blocat cu o portita de plexiglas
pentru a impiedica pestele sa iasd. Aceasta a fost recompensat dupa 30 de secunde de la
intrare in brat apoi introducéndu-1 din nou in spatiul start (Colwill et al., 2005).

De-a lungul timpului, s-au realizat experimente pe animale n testul labirintului T,
folosindu-se Sco ca agent anxiolitic, in special pe rozatoare, pentru a evidentia un anumit
tip de memorie. Spre exemplu, intr-un studiu s-au investigat efectele Sco asupra alternantei
spontane in testul labirintului T, in cadrul ciruia rozatoarele alterneaza bratul labirintului
pe care 1l exploreaza in functie de bratul pe care 1-au explorat in procesul precedent, datorita
preferintei pentru optiunea mai noud. Un astfel de raspuns foloseste memoria de lucru,
situatie legatd de bratul explorat In procesul precedent, care implicd un mecanism
colinergic muscarinic (Caramillo, 2017).

Avand drept model rezultatele obtinute pe rozatoare, in ceea ce priveste utilizarea
Sco in cadrul sarcinilor de lucru in cadrul testului T si a rezultatelor obtinute pentru
invatarea spatiald si raspunsul la modificari, si pe alte teste asemanatoare precum testul Y,
am folosit cu incredere modelul de peste zebra prin utilizarea Sco pentru a demonstra
utilizarea speciei in cercetarea deficientelor cognitive legate de boli neurodegenerative ca
AD.
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4.3. Analiza activitatii enzimatice din probele biologice provenite de la pestii-
zebra tratate cu ulei esential de R. officinalis, T. vulgaris si O. vulgare ssp.
hirtum

Dupa inregistrarea datelor comportamentale, pestii zebra au fost eutanasiati, iar
creierul lor a fost izolat in vederea analizei parametrilor biochimici. Probele de creier
prelevate au fost omogenizate usor in gheatd cu omogenizatorul Potter (Cole-Parmer,
Vernon Hills, IL, SUA), la 200 rotatii/minut timp de 2 minute in solutie de tampon fosfat
de potasiu 0,1 M (pH 7,4) cu 1,15% KCI. Omogenatele au fost centrifugate la 14000
rotatii/minut timp de 15 minute la 4°C. Supernatantul a fost utilizat pentru estimarea
activitatilor specifice a AChE, superoxid dismutazei (SOD) si catalazei (CAT),
concomitent cu continutul total de glutation redus (GSH), proteine carbonilate si
malondialdehidd (MDA). Estimarea continutului de proteine s-a facut prin metoda
Bradford (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Germania) (Boiangiu et al., 2020). La fiecare proba
cantarita a fost adaugat un volum corespunzator de solutie tampon de fosfat 0,1 M (pH 7,4)
cu 1,15 % KCI1 (0,1 gtesut: 1 ml solutie tampon).Dupa omogenizare, omogenatele celulare
au fost transferate in eprubete Eppendorf 1,5ml si mentinute pe gheatd pana la obtinerea
tuturor omogenatelor. Dupa centrifugare, faza solubild clard a probelor a fost din nou
transferata in eprubete Eppendorf si tinuta pe gheata/ congelator la -20 °C.

4.3.1. Determinarea concentratiei de proteine

Pentru determinarea cantitativd a proteinelor solubile extrase din tesuturile
apartinand speciei Danio rerio avute in studiu, s-a utilizat metoda Bradford, care se bazeaza
pe observatia conform careia in mediu acid, colorantul Coomasie Brilliant Blue G-250
reactioneaza cu radicalii de arginina si ulterior cu resturile de histidine, lizina, tirozina,
triptofan si fenilalanina din structura proteinelor, formand un complex al carui maxim de
absorbtie este situat laA= 595 nm.

4.3.2. Determinarea activitatii superoxid-dismutazei (SOD)

Determinarea activitatii SOD s-a facut dupa metoda Winterbourn, Hawkins, Brian
si Carrell adaptatd de Vlad Artenie. Principiul metodei are ca prim scop determinarea
activitatii SOD pe baza capacitatii enzimei de a inhiba reducerea NBT de cétre radicalii
superoxid generati in mediu de reactie prin fotoreducerea riboflavinei.

4.3.3. Determinarea activitaitii catalazei (CAT)
Catalaza (EC 1.11.1.6) este o enzimd antioxidantd, raspanditd in organismele

aerobe care alaturi de peroxidaza si glutation peroxidaza, este implicata in detoxifierea de
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ROS, care se formeaza atat in metabolismul normal cat si in numeroase stari patologice,
sub actiunea diferitelor oxidaze si a SOD. Determinarea spectofotometricd a activitatii
catalazei prin metoda Sihna, face referire la faptul ca enzima CAT actioneaza asupra H,O,,
dupa care este inactiva prin addugarea unui amestec de bicromat de potasiu — acid acetic.
Cantitatea de apa oxigenata, raimasa nedescompusa dupa stoparea actiunii CAT, reduce in
mediul acid bicromatul de potasiu la acetat cromic, care poate fi determinat
spectrofotometric la A = 570 nm. Facénd diferenta intre cantitatea initiala si cea finalad de
apa oxigenatd in mediul de reactie, se afla cantitatea de apa oxigenatd descompusa de

catalaza.

4.3.4. Determinarea activitatii glutation peroxidazei (GPX)

Functia biologicd a GPX consta in reducerea peroxidului de hidrogen la apa.
Determinarea activitatii GPX s-a realizat prin metoda Fukuzawa si Tokumura, conform
careia, GPX a catalizat descompunerea H,O; prin folosirea ca reducédtor a GSH. La finalul
reactiei am obtinut glutationul oxidat (G-S-S-H) si apa. GSH redus ramas in exces a
reactionat cu acidul 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoic (DTNB) forméand un complex colorat in
galben. La spectofotometru, la o A=412 nm, s-a masurat intensitatea culorii complexului
format. Diferenta dintre cantitatea initiala si cea finala de GSH este direct proportionala cu
activitatea GPX (Artenie et al., 2021).

4.3.5. Determinarea nivelului de glutation redus (GSH)

Cresterea stresului oxidativ legatd de AD a fost atribuitd scaderii nivelului de
antioxidant cerebral, glutation (GSH). GSH (E.C. 1.11.1.9) este un antioxidant major
endogen catalizat de enzime, care joaca un rol fundamental in detoxifierea ROS si regleaza
mediul redox intracelular (Saharan si Msial, 2014). Metoda de determinare a continutului
total de GSH redus se bazeaza pe reactia GSH cu DTNB pentru a forma disulfura de
glutation (GSSG) si acid-5-tionitrobenzoic (TNB), detectat spectrophotometric la 412 nm
(Salbitani, Bottone si Carfagna, 2017).

4.3.6. Determinarea nivelului de malondialdehida (MDA)

MDA reprezinta unul dintre compusii carbonilici reactivi, descompusi ca urmare
a instabilitatii peroxizilor lipidici proveniti din acizii grasi polinesaturati. MDA este larg
utilizat ca indicator al peroxidarii lipidelor si este important de utilizat ca metodd in
investigarea stresului oxidativ (Artenie et al., 2021). MDA a fost masuratd
spectrofotometric prin utilizarea testului cu acid tiobarbituric descris de Ohkawa et al. in

1979. Reactia peroxizilor lipidici in tesuturile animale cu acid tiobarbituric este dependent
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de pH-ul amestecului de reactie ca in cazul hidroperoxidului acidului linoleic, si s-a constat
capH-ul optimeste 3,5. Pe baza acestor detalii, a fost elaborata o procedura standard pentru
determinarea nivelului de lipide peroxidate din tesuturile animale prin reactia acestora cu
acidul tiobarbituric (Noctor si Foyer, 2016).

4.3.7. Determinarea nivelului de proteine carbonilate

Continutul de proteine carbonilate este utilizat pe scara larga atat ca marker al
stresului oxidativ, ct si ca masurd a deteriorarii oxidative. In creierul AD, studiile arati ci
are loc intensificarea oxidarii proteinelor (proteine-carbonil si 3-nitrotirozind), peroxidarea
lipidelor, oxidarea ADN-ului si formarea ROS. Cresterea nivelului proteinelor carbonilate
a fost raportat in mod constant in hipocamp si neocortex in contextul AD (Sharma et al.,
2020).

Una dintre procedurile utilizate pentru evaluarea proteinelor carbonilate din
probele biologice, implica derivatizarea gruparii carbonil cu 2,4-dinitrofenilhidrazina
(DNPH), care formeaza un produs stabil dinitrofenil hidrazona (DNP). Acest fragment este
usor detectat la o absorbanta de 370 nm, iar testul poate fi cuplat la fractionarea proteinelor
prin cromatografie lichida de inaltd performanta pentru o sensibilitate si specificitate mai
mare (Bizzozero, 2009). Metoda care a fost folositd in studiul nostru pentru a cuantifica
proteinele carbonilate a fost descrisa de Oliver et al. in 1987 si modificatd de Luo si Wehr
(2009).

4.3.8. Determinarea activitatii acetilcolinesterazei (AChE)

Sistemul colinergic, cu ACh drept neurotransmitétor, este implicat in procesele
cognitive, prin activarea receptorilor colinergici muscarinici metabotropi si a receptorilor
nicotinici colinergici ionotropi. Reactia responsabild de mentinerea nivelurilor de ACh este
catalizatd de doua colinesteraze: acetilcolinesteraza (AChE) (E.C. 3.1.1.7) si
butirilcolinesteraza (BuChE) (E.C. 3.1.1.8). Pestele zebra poseda doar gena pentru AChE,
care este responsabila pentru intreaga degradare a ACh, BuChE fiind absenta (Richetti et
al., 2011). Metoda Ellman propune studii cinetice detaliate ale activitatii AChE, unde
progresul hidrolizei este urmat de masurarea unui produs al reactiei. Principiul metodei
constd in masurarea vitezei de productie de tiocolind, prin reactia continua a tiolului cu ion
5 : 5 dithiobis-2-nitrobenzoat, pentru a produce anionul galben de acid 5-tio-2-
nitrobenzoic. Viteza de producere a culorii este masuratd la 412 pm intr-un fotometru

(Ellman et al., 1961).
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4.4. Evaluare expresiei genelor de interes ai unor markeri moleculari prin

reactia cantitativi de polimerizare in lant in timp real (RT-gPCR)
In studiul de fata ne-am propus evaluarea impactului unor uleiuri esentiale selectionate din
familia Lamiaceae, REO, TEO, respectiv OEO asupra expresiei genelor npy, bdnf, creb,
nrf2a si egrl la pestii zebra, prin tehnica RT-gPCR.
4.4.1. Extractia ARN-ului total din probele de creier prelevate de la pestii

zebra

Dupa finalizarea celor patru teste comportamentale, loturile de animale au fost
eutanasiate. Ulterior, s-au prelevat probele de creier, iar pentru realizarea analizelor
genetice au fost conservate in vederea stabilizarii ARN-ului (RNA Save-Biological
Industries, CT, SUA) si stocate la - 80° C. In cadrul procesului de extractie, din aceste
probe de tesut cerebral, a fost purificat ARN-ul total pentru a evalua expresia genelor npy,
, bdnf, creb, nrf2a si egrl. ARN-ul a fost extras utilizand kitul ARN Maxwell® 16 Tissue
LEV Total RNA Purification Kit (Promega, Madison, SUA) urmand indicatiile
producitorului.
4.4.2. RT-qPCR si cuantificarea nivelurilor de expresie

Tehnica RT-qPCR a fost utilizatd pe scara largd pentru analiza expresiei genelor
datorita specificitatii, sensibilitatii si reproductibilitatii sale. Pestele zebra este un model
animal vertebrat potrivit pentru studiile de geneticd moleculara si functiilor genelor (Hu,
Xie si Yao, 2016). RT-qPCR, combina efectele transcriptiei inverse si PCR cantitativ/in
timp real pentru a amplifica si detecta tinte specifice. Tn procesul de lucru, s-a folosit Kit-
ul GoTag® 1-Step RT-qPCR pentru efectuarea revers transcriptiei si amplificarii intr-0

singura etapa de reactii de amplificare, urménd indicatiile producatorului.

4.5. Analiza statistica a datelor experimentale

Tn cazul nostru analizele statistice au fost realizate folosind programul GraphPad
Prism versiunea 8.3 (La Jolla, CA, SUA), datele fiind exprimate ca medii + eroarea
standard a mediei (S.E.M.). Diferentele semnificative statistic dintre grupuri au fost
identificate folosind analiza variantei (ANOV A) uni- sau bidirectionala, urmata de testul
Tukey post hoc pentru comparatii multiple. O diferenta statistic semnificativa a fost
consideratd pentru un prag de semnificatie statistic (p) mai mic de 0,05 (p < 0,05).
Coeficientul de corelatie a lui Pearson (r) a fost utilizat pentru a corela parametrii

comportamentali si biochimici.
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CAPITOLUL 5. REZULTATE SI DISCUTII
5.1. Efectele solutiilor de REO, TEO si OEO asupra raspunsului anxios in

testul scufundérii in acvariul nou (NTT)

in cadrul testarii in NTT a pestilor zebra, acestia prezinta un raspuns puternic la
anxietatea invocata de noutate. Testul 1n sine, se bazeaza pe instinctul natural al animalului
de a cduta protectie intr-un mediu necunoscut, scufundandu-se in jumatatea inferioara a
acvariului nou, alterndnd cu perioade de imobilitate si reducerea explordrii acvariului
(Cachat et al., 2010).

Prin efectuarea testului NTT, se poate observa o imbunatatire a timpului de
explorare a zonei superioare la loturile tratate cu REO (p = 0,0229) in functie de doza,
comparativ cu lotul de scopolamina (Fig. 5.1.B). Tratamentul cu scopolamind a determinat
0 crestere semnificativa a timpului de explorare a zonei inferioare a acvariului nou, ceea ce
denota un comportament anxios, comparativ cu controlul (p < 0,0001). Scopolamina a
afectat si functia locomotorie a pestilor zebra prin scaderea distantei totale parcurse (Fig.

5.1.C, p=0.0061) si a vitezei medii — magnitudinea (Fig. 5.1.D, p < 0,0001).
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Fig. 5.1. Imbundtatirea parametrilor locomotori si combaterea anxietitii de catre cele trei

doze de ulei esential de Rosmarinus officinalis (REO: 25, 150 si 300 pL/L) Tn testul NTT

Din rezultatele obtinute pe TEO in testul NTT, in ceea ce priveste timpul petrecut
in zona superioara a acvariului nou (Fig. 5.2.B), se poate observa o imbunatitire a
comportamentului anxios (p < 0,0001), spre deosebire de lotul de scopolamina care a
inregistrat valori semnificativ scazute in explorarea zonei superioare, ceea ce reflectd
comportamentul anxios al animalelor Tn cadrul testului NTT. Scopolamina a afectat de
asemenea si locomotia pestilor, acestia aflandu-se mai mult Tn stare de imobilitate pe fundul
acvariului nou, decat in miscare explorand mediul nou. Ca rezultat, viteza medie de
deplasare a fost semnificativ scdzuta (p = 0,0061) (Fig. 5.2.D), dar si distanta totala
parcursa (p = 0,0156) (Fig. 5.2.C).

31



5 oos o
3E I
i3 i '_]II—'
g8 §8°
AE é
I = mf@yvs&
S #°  geoun.

Sco (100uM)

Fig. 5.2. Imbunitatirea activitatii locomotorii si diminuarea raspunsului anxios ca rezultat
al administrarii uleiului esential de Thymus vulgaris (TEO: 25, 150 si 300 pL/L) in cadrul
testului NTT

Pe baza inregistrarilor parametrilor locomotori utilizand programul de analiza a
comportamentului animal ANY-maze, reprezentati in Fig. 5.3.A, se observa ca lotul de
pesti zebra tratati cu scopolamind manifesta un nivel ridicat de anxietate caracterizat prin
explorarea semnificativa a zonei inferioare a acvariului nou, spre deosebire de lotul de
control. Totodatd putem observa intensificare a explorarii zonei superioare a acvariului
nou, in cazul loturilor tratate cu OEO si pretratate cu Sco (100pM), in comparatie cu lotul
tratat doar cu Sco (100uM). Aceste date se coreleaza mai departe cu datele obtinute in Fig.
5.3.B, analizate prin testul ANOVA unidirectional, care demonstreaza diferentele in
explorarea celor doud zone ale acvariului nou, cu o scadere semnificativd a timpului de
explorare a zonei inferioare in grupurile tratate cu OEO fata de grupul tratat cu Sco
(100uM) (p < 0,0001). Lotul tratat cu Sco (100pM) a explorat intens zona inferioara a
NTT, ceea ce a indicat profilul anxiogen, evidentiat de o crestere semnificativa a timpului

de explorare a zonei inferioare in comparatie cu grupul control (p < 0,0001).
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Fig. 5.3. Imbunatatirea parametrilor locomotori si reducerea anxietatii in cadrul testului
NTT sub actiunea uleiului esential de Origanum vulgare ssp. hirtum (OEO: 25, 150 si
300 pL/L)
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5.2. Efectele solutiilor de REO, TEO si OEO asupra performantelor memoriei
spatiale in testul Y

Labirintul Y este un test de investigare a invatarii spatiale si a memoriei si este
utilizat Tntr-un mod fiabil pentru pestii zebra, oferind o sarcina noua, rapida si preferinta /
evitare independenti pentru studiul memoriei in acest teleost. In plus, rezultatele
evidentiaza implicatiile glutamatergice si a sistemelor colinergice in memoria acestui
model experimental.

Am testat ca si la testul anterior, cele trei loturi de pesti zebra tratati cu ulei de
rosmarin, cimbru si respectiv oregano in trei concentratii diferite, alaturi de controlul
normal si cel tratat cu scopolamind, unde am urmarit, atat raspunsul acestui model
experimental la elementul de noutate al testului Y prin timpul petrecut in bratul nou, cat si
activitatea motorie esentiald de Tnot prin distanta traversata si viteza medie.

Prin efectuarea testului labirintului Y la modelele de animale tratate cu uleiuri
esentiale si cu Sco inainte de testare (Fig. 5.4.B.), se poate observa cum Sco a afectat timpul
de explorare al bratului nou, spre deosebire de controlul normal- explorarea bratului nou,
totusi a fost imbunatatitd la loturile tratate in toate cele trei doze, cu REO (p < 0,0001).
Lotul tratat cu Sco a Tnregistrat numeroase intréri in bratul start, ceea ce denotd un deficit
de memorie. De asemenea, Sco afecteaza locomotia, dovada fiind sciderea distantei totale
parcurse (p <0,0001) (Fig. 5.4.C) si a unghiului de viraj la trecerea intre cele trei brate (p
<0,0001) (Fig. 5.4.D).

Tratamentul cu REO a contracarat semnificativ deficitul de locomotie si memorie
indus de actiunea Sco prin imbunatatirea explorarii bratului nou (p < 0,0001), in timp ce
distanta totald parcursa (p < 0,0001) a fost semnificativ imbunatatita la loturile REO 150

pL/L si REO 300 pL/L prin comparatie cu pestele zebra tratat cu Sco (100uM).
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Fig. 5.4. Imbunatatirea memoriei si a locomotiei in testul Y sub actiunea uleiului esential

de Rosmarinus officinalis in cele trei doze (REO: 25, 150 si 300 pnL/L)
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Uleiul esential de cimbru a imbunatatit semnificativ deficitul de memorie prin
cresterea timpului de explorare a bratului nou, intr-o manierd dependenta de doza, cele mai
bune performante inregistrandu-se in dozele cele mai ridicate TEO 150 si 300 uL/L (p <
0,0001). Mai mult, uleiul esential de cimbru a diminuat hipolocomotia indusé de Sco, prin

cresterea distantei totale de parcurgere a labirintului (p <0,001).
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Fig. 5.5. Imbunatitirea activititii locomotorii si a performantelor memoriei ca rezultat al
administrarii uleiului esential de Thymus vulgaris (TEO: 25, 150 si 300 puL/L) in testul
labirintului Y

In ceea ce priveste testul labirintului Y, din inregistrarile reprezentate in Fig.
5.6.A, lotul tratat cu Sco (100uM) a prezentat un deficit in explorarea bratului nou, spre
deosebire de loturile tratate cu OEO, la care s-a evidentiat o imbunatitire a memoriei
spatiale si a memoriei exploratorii. Beneficiile uleiului esential de oregano in toate cele trei
doze folosite in prezentul studiu sunt reprezentate de timpul petrecut in fiecare brat si
anume bratul start, celalalt brat si noul brat (Fig. 5.6.B), unde evident accentul a cazut pe
explorarea bratului nou, iar interesul ridicat de explorare a fost regasit la lotul OEO 150 si
300 pL/L (p < 0,0001) si OEO 25 pL/L (p < 0,001) spre deosebire de lotul tratat doar cu
Sco.
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Fig. 5.6. Tmbunatitirea comportamentului explorator si a memoriei spatiale in urma
administrarii uleiului esential de Origanum vulgare ssp. hirtum (OEO: 25, 150 si 300 pL/L)

n cadrul testului labirintului Y
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5.3. Efectele solutiilor de REO, TEO si OEO asupra performantei

memoriei in testul de recunoastere al obiectului nou (NOR)

Memoria de recunoastere a obiectelor este o forma simpla de memorie prezenta
la diferite vertebrate, precum sobolanii, soarecii, necesitand utilizarea unor structuri
corticale, cum ar fi cortexul peririnal, entorinal si temporal inferior. Evaluarea locomotiei
in cadrul testului NOR (Fig. 5.7.A) ilustreaza diferentele in explorarea obiectului familiar
(FO) si a obiectului nou (NO), lotul tratat cu Sco (100uM) prezentdnd o mare preferinta in
a explora FO, sugerandu-se un deficit de memorie. In ceea ce priveste procentul de
preferinta (Fig. 5.7.C), testele ANOVA unidirectional si bidirectional au evidentiat efectul
de imbunatatire a memoriei si a concentrérii ca rezultat al tratamentului cu ulei esential de
rosmarin Tn toate dozele, atat in abordarea obiectului nou mai mult decat pe cel familiar (F
(4, 45) = 8,971, p < 0,0001), cat si in timpii de explorare ai NO, (F (4, 90) = 44,33, p <
0,0001). Animalele tratate cu Sco (100uM) au prezentat procente mai scazute in cazul
preferintei pentru NO (p < 0,1 si p<0,0001) si timpi de explorare NO mai scazuti (p <
0,0001), in comparatie cu grupul de control, Tn timp ce administrarea REO in special n
dozd de 150 pL/L, a imbunatitit preferinta si timpul de explorare NO, sugerandu-se

imbunatatirea memoriei.
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Fig. 5.7. Imbunitatirea memoriei de recunoastere a obiectului nou in urma
administrarii uleiului esential de Rosmarinus officinalis (REO: 25, 150, 300 pL/L) in
testul NOR

in Fig. 5.8.A este reprezentatd grafic locomotia in cadrul testului NOR evaluata
prin diferentele dintre explorarea obiectului familiar (FO) si a obiectului nou (NO). Lotul
tratat cu Sco (100uM) a prezentat o mare preferinta in a explora FO, indicand un deficit de
memorie. in ceea ce privesc procentele de preferinta pentru NO, analiza statistici ANOV A
unidirectionala a evidentiat efecte semnificative ale tratamentului cu ulei esential ( F(4,45)

=3,99, p<0,001) (Fig. 5.6.C), dar si efecte semnificative asupra timpului de explorare al
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NO ( F(4,90) = 31,38, p < 0,0001) (Fig. 5.8.B). Animalele tratate cu Sco (100uM) au
prezentat procente mai scazute in cazul preferintei pentru NO (p < 0,01) si timpi de
explorare ai NO mai scazuti (p < 0,0001 ) in comparatie cu grupul de control, in timp ce
administrarea TEO, in special in doza de 150 si 300 pnL/L (p <0,01) a imbunatatit preferinta

si timpul de explorare al NO, sugerandu-se un profil de imbunétatire al memoriei.
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Fig. 5.8. Imbunititirea memoriei in cadrul testului recunoasterii obiectului nou (NOR)

datorate actiunii uleiului esential de Thymus vulgaris (TEO: 25, 150 si 300 pL/L)

in Fig. 5.9.A se regisesc reprezentiri schematice ale activititii locomotorii a pestilor in
testul NOR, caracterizatd prin explorarea obiectului familiar (FO) si explorarea obiectului
nou (NO). Preferinta pentru FO este semnificativa pentru pestii din lotul tratat cu Sco, spre
deosebire lotul de control sau de loturile tratate cu OEO care manifesta interes in explorarea
NO. Analiza ANOV A unidirectionald a evidentiat in ceea ce priveste timpul de explorare
(Fig. 5.9 B), un scor ridicat de explorare a FO de catre lotul Sco (100 uM) comparativ cu
NO (p < 0,0001), ceea ce a sugerat un deficit in memoria de recunoastere. Loturile
pretratate cu Sco (100 uM) si tratate apoi cu OEO in dozele 25 si 300 pL/L cu precadere,
au explorat de mai multe ori NO decat FO (p < 0,0001), ceea ce a sugerat un profil de
recunoastere mult mai bun. In ceea ce priveste procentul de preferinta, cel mai scizut a fost
evident la lotul tratat cu Sco (p < 0,0001), potrivit Fig. 5.9 C, in timp ce loturile tratate cu

OEO 1n toate cele trei doze, au prezentat un procent ridicat de preferinta pentru NO.
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Fig. 5.9. Imbunitatirea memoriei de recunoastere in cadrul testului NOR prin administrarea

uleiului esential de Origanum vulgare ssp. hirtum (OEO: 25, 150 si 300 pL/L)
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5.4. Efectele uleiurilor esentiale selectionate asupra stresului oxidativ la model

de dementa indus prin intermediul scopolaminei

Pe baza studiilor efectuate pe animale si pe subiecti umani se poate afirma ca
stresul oxidativ joaca un rol important in aparitia si dezvoltarea majoritatii bolilor.. Speciile
reactive de oxigen (ROS) sunt importante pentru mentinerea homeostaziei, deoarece
functioneaza ca un al doilea mesager in cascada de semnalizare intracelulard. ROS sunt
foarte instabile si reactive, prezentdnd un timp de injumatatire foarte scurt, Insa, speciile
pe care le genereaza, dupa oxidarea biomoleculelor, sunt mult mai stabile decét ele si pot
fi utilizate ca biomarkeri ai deteriorarii oxidative, precum lipide, acizi nucleici si proteine
in starile lor oxidate. Nivelurile modificate de enzime antioxidante, cum ar fi catalazele,
superoxid dismutaza si glutation peroxidaza, precum si alte substante antioxidante, pot fi

considerate biomarkeri (Teixeira et al., 2019).

Fig. 5.10. Uleiul esential de Rosmarinus officinalis (REO: 25, 150 si 300 pL/L) a exercitat

un efect anti-AChE, si a imbunatatit statusul antioxidant din creierul pestilor zebra

Rezultatele noastre experimentale au demonstrat faptul cé in creierul pestilor din
lotul tratat cu Sco, activitatea AChE a crescut pronuntat (Fig. 5.10.A) spre deosebire de
lotul de control (p < 0,0001), ceea ce denota o degradare a acetilcolinei. Tratamentul cu
ulei esential de rosmarin Intr-o maniera dependentd de doz4, a reusit sa scadd semnificativ
activitatea AChE (p < 0,0001) spre deosebire de lotul de Sco. Acest lucru ne demonstreaza
profilul anti-AChE al REO, alaturi de imbunatatirea capacitatii de memorare a pestilor

zebrd, asa cum s-a demonstrat anterior in testele NTT, labirintului Y si in NOR.
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Fig. 5.11 Corelatia de tip Pearson dintre parametrii comportamentali si parametrii

biochimici (n 10 animale/lot). Datele obtinute pentru AChE sunt exprimate in
nmol/min/mg de proteind, pentru MDA sunt exprimate in nmol/mg de proteina, iar timpul

petrecut att in zona superioara cat si in bratul nou sunt exprimate Tn (s)

Coeficientul (r) de corelatie Pearson a fost utilizat in scopul asocierii liniare dintre
cognitie, enzime antioxidante si peroxidare lipidica. Potrivit Fig. 5.11.A si Fig. 5.11.B se
poate observa o corelatie negativa semnificativa intre timpul petrecut in zona superioara a
NTTvs. MDA (r = - 0.863, p < 0,001), precum si intre timpul petrecut in bratul nou vs.
MDA (r =- 0,737, p < 0,001), n = 10. Corelatii negative importante au fost evidentiate prin
regresie liniard si in cazul AChE vs. timpul petrecut in zona superioara NTT (r = - 0,645,
p <0,001) si fata de timpul petrecut in bratul nou (r = - 0,597, p < 0,01), n = 10, conform
Fig. 5.11.C si Fig. 5.11.D.
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Fig. 5.12. Uleiul esential de cimbru (TEO: 25, 150 si 300 pL/L) a exercitat un efect anti-

rmatmg pret

ACHhE, si a imbunatatit statusul antioxidant din creierul pestilor zebra

Mecanismul de baza al procesului de Tmbunatitire a memoriei pestilor zebra
tratati cu Sco, prin intermediul TEO, a fost examinat si prin nivelurile markerilor

biochimici legati de functia colinergica si stresul oxidativ. Studiile de specialitate sustin
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modificarea activitdtii AChE odata cu progresia bolii AD (Gauthier, 2002), fapt dovedit de
disfunctia neuronilor colinergici de la nivelul prozencefalului, mentionate ca fiind cele mai
primordiale evenimente patologice aparute in patogeneza AD. Acestea sunt urmate de
scaderea activitatii colin acetiltransferazei (ChAT) si a nivelurilor de ACh in creierul

persoanelor cu AD (Nyakas et al., 2011).

Fig. 5.13. Corelatia Pearson dintre parametrii comportamentali si cei biochimici (n = 10).
Datele prezentate sunt: timpul de explorare a obiectului nou (s), AChE (nmol/min/mg
proteind), GPX (U/mg proteind), GSH (ug GSH/ pg proteind), proteine carbonilate

(nmol/mg proteind), si MDA (nmol / mg proteind)

in Fig. 5.13. se poate observa o corelatie semnificativ negativa intre timpul de
explorare a obiectului nou vs. MDA (r = - 0,679, p < 0,001), ceea ce denota o imbunatatire
a raspunsului comportamental in testul NOR, corelat cu un nivel scazut de peroxidare
lipidicd. De asemenea, o corelatie puternic negativa s-a evidentiat prin regresia liniard, n
cazul GPX vs. MDA (r =-0,816, p < 0,0001) si intre GSH vs MDA (r = - 0,658, p < 0,001)
(n=10) ceea ce denota o corelatie semnificativad intre activitatea enzimelor antioxidante si
un nivel scazut de peroxidare lipidica. La polul opus s-a observat, o corelatie semnificativ
pozitiva intre AChE vs. MDA (r = 0,676, p < 0,001) si intre proteinele carbonilate vs. MDA
(r=10,871, p<0,001), n=10, ceea ce a sugerat ca scaderea activititii AChE si a nivelului

de proteine carbonilate se coreleazd cu descresterea nivelului MDA.
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Fig. 5.14. Efectul antioxidant al uleiului esential de Origanum vulgare ssp. hirtum (OEO:
25,150 si 300 pL/L)

Se pot observa per total diferente semnificative din rezultatele obtinute in analiza
ANOV A unidirectionala, intre lotul tratat cu Sco si loturile tratate cu OEO, pentru SOD (p
< 0,0001) - Fig. 5.14.B, CAT (p < 0,0001) - Fig. 5.14.C, GPX (p < 0,0001) — Fig. 5.14.D,
. S-au obtinut diferente semificative si pentru nivelul de GSH conform Fig. 5.14.E (p <
0,0001). Mai mult de atdt, analiza ANOVA unidirectionald a evidentiat diferente
importante si pentru proteinele carbonilate (p < 0,0001) — Fig. 5.14.F si nivelul de MDA
(p < 0,0001) — Fig. 5.14.G. Nivelele de proteine carbonilate si de peroxidare lipidica au
fost crescute in cazul pestilor tratati cu Sco (100uM), spre deosebire de lotul control, si de
loturile pretratate cu Sco si tratate apoi cu OEQ, care au prezentat nivele scazute de proteine

carbonilate si MDA (p < 0,0001), ceea ce ne confirma efectul antioxidant al OEO.
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Fig. 5.15. Corelatia de tip Pearson dintre parametrii comportamentali si cei biochimici (n
=10). Datele prezentate sunt: timpul petrecut in zona superioara (s) vs. MDA (nmol/mg de
proteind), alternarea spontand (%) vs. MDA (nmol/mg de proteind), preferinta pentru
obiectul nou (%) vs. MDA (nmol/mg de proteind), SOD (U/mg de proteind) vs. MDA
(nmol/mg de proteind), CAT (umol H;O, consumati/min/mg de proteind) vs. MDA
(nmol/mg de proteind), GPX (U/mg de proteind) vs. MDA (nmol/mg de proteind), GSH
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(ug GSH/ pg de proteind) vs. MDA (nmol/mg de proteind) si AChE (nmol/min/mg de
proteina) vs. MDA (nmol/mg de proteina)

De mentionat ar fi faptul ca datele obtinute pentru valoarea coeficientului r, ne-
au ajutat sa demonstram ca tratamentul cu OEO a avut ca efect cresterea capacitatii de
memorie a pestilor zebra pretratati cu Sco, in stransa legaturd, cu cresterea activitatii

enzimelor antioxidante, respectiv descresterea nivelului de peroxidare lipidica.

5.5. Efectul solutiilor de Rosmarinus officinalis, Thymus vulgaris si
Origanum vulgare ssp. hirtum, asupra memoriei asociative in testul
labirintului T

Tn testul labirintului T s-a realizat testarea abilitatilor de invatare, precum si
studierea atit a memoriei pe termen scurt si lung , cit si a plasticitdtii memoriei pestelui
zebra (Kundap et al., 2017). Protocolul de lucru dupa care ne-am ghidat in studiul efectului
uleiurilor esentiale de rozmarin, cimbru si respectiv oregano asupra memoriei asociative a
pestilor zebra, se bazeaza pe un model de invatare conditionatd de tip Pavlovian, unde un
stimul arbitrar (culoarea verde, sau culoarea rosu) devin asociat cu un stimul semnificativ
pentru animal (hrana), astfel ca cei doi stimuli sid evoce aceleasi raspunsuri
comportamentale innascute (cautarea hranei) (Pilehvar, Town and Blust, 2020).

in functie de lungimea intervalului de retentie, testul labirintului T poate estima
puterea memoriei de lucru spatiale corelatd cu invatarea asociativa (Lalonde, 2002).
Conform figurii 5.16., cu cat timpul mediu necesar pestilor zebra sa finalizeze fiecare
sesiune de lucru este mai scurt, cu atat eficacitatea tratamentului cu ulei esential este mai
mare. Din acest punct de vedere, lotul de control a avut un timp de raspuns bun, spre
deosebire de lotul de Sco. La fel si in cazul loturilor tratate REO 1n toate cele trei doze au
prezentat un timp de executie bun, semn ca au fost contracarate efectele tratamentului cu
Sco. In timpul celor dou sesiuni de pre-antrenament, pestii zebra au prezentat un timp de
raspuns scdzut de efectuare a sarcinii de lucru, mai ales in ultima zi, iar tratamentul cu Sco
a afectat implicit aceastd prima etapa. In sesiunile de discriminare, tendinta de crestere a
timpului de executie a sarcinii de lucru s-a potentat mai ales in primele 5 stadii pentru lotul
de Sco. n stadiul 9, lotul de REO (300 pL/L) a avut nevoie de un timp semnificativ de
mare pentru a face alegerea corectd intr-unul dintre bratele labirintului, apoi tendinta a
ramas constanta. Se poate observa cd atat tratamentul cat si timpul afecteaza acest efect in

faza de discriminare. Totodata timpul mediu necesar pestelui zebra pentru finalizarea
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sarcinii de lucru a fost semnificativ mai scurt in sesiunea finala a 16-a, comparativ cu

sesiunea 1.
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Fig. 5.16. Media timpului parcurs de pestii zebra in vederea completarii fiecérei sesiuni a
fiecarei etape in parte (pre-antrenament, discriminare si extinctie). Datele prezentate sunt
exprimate +SD, n=10, # indica diferente semnificative (p < 0,1) Tntre control, loturile tratate
cu ulei esential de rosmarin in cele trei concentratii (25, 150 si 300 uL/L), fatd de

tratamentul cu Sco in cadrul aceleiasi sesiuni (two-way RM-ANOVA)

in figura 5.17., avem reprezentat media timpului necesar pestilor zebra pentru a
finaliza sesiunile dedicate fiecérei probe in parte. Un timp bun a fost inregistrat in cazul
lotului de control ca si in figura 5.16., dar si in cazul loturilor tratate cu TEO in special in
doza cea mai mare de 300 uL/L. Tn faza de pre-antrenament se observa o medie a timpului
eficace (scurt) pentru toate loturile in habituarea pestilor cu bratele testului T fard culoare
doar cu recompensa de hrand, cu exceptia lotului de Sco care a avut timpi mai ridicati de
parcurgere a testului. Tn schimb, in sesiunile de discriminare , aceasta tendinta a timpului
se afld in crestere spre deosebire de pre-antrenament, datoritd marcajului cu culoare a
bratelor labirintului. in continuare lotul de control inregistreaza un timp scurt de patrundere
in bratele labirintului in ordinea corectd ABBA, urmata de recompensa, spre deosebire de
lotul de Sco care inregistreaza timpi ridicati de finalizare a sarcinilor de lucru, inregistrand
uneori si timpul maxim de 600 secunde.

in primele 6 etape ale discriminarii, pentru loturile tratate cu ulei esential de
cimbru, timpul de raspuns al pestilor zebra a crescut semnificativ, inregistrandu-se o0 medie
a timpului eficientd, ceea ce denotd o inhibare a efectului Sco. Din etapa 7 pana la finalul
discriminarii, tendinta mediei de timp a rdmas constanta pentru tratamentele cu TEO, fara

diferente prea mari Intre dozele de tratament. Cu toate acestea se poate concluziona ca doza
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de TEO 25 pL/L a inregistrat o tendinta a mediei de timp mai ridicata , spre deosebire de
TEO 300 PL/L care a avut media de timp cea mai scazuta sau TEO 150 pL/L care s-a
pastrat aproape constant ca timp fara prea mare contraste. Totodatd mai putem afirma faptul
ca pentru control si loturile tratate cu TEO media de timp necesara pestilor zebra de a
parcurge toate sesiunile din fiecare etapa de lucru a fost semnificativ mai scurtéd in etapa
finala 16, comparativ cu prima etapa, ceea ce ne demonstreazd eficacitatea pre-

antrenamentului si a testului T in sine de a Invata pestii sarcini de lucru.
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Fig. 5.17. Media timpului parcurs de pestii zebra in vederea completarii fiecarei sesiuni a
fiecdrei etape in parte (pre-antrenament, discriminare si extinctie). Datele prezentate sunt
exprimate + SD, n = 10, # indica diferente semnificative (p < 0,1) intre control, loturile
tratate cu ulei esential de cimbru in cele trei concentratii TEO (25, 150 si 300 puL/L), fata

de tratamentul cu Sco in cadrul aceleiasi sesiuni (two-way RM-ANOVA)

Mai departe, In Fig. 5.18., s-a reprezentat media timpului necesar pestilor zebra
pentru a finaliza sesiunile dedicate fiecarui proces in parte in cadrul testului T, sub actiunea
uleiului esential de oregano. Un timp bun a fost inregistrat de catre lotul de control ca si in
Fig. 5.16.si Fig. 5.17., media de timp scurta de executie a sarcinilor de lucru, inregistrandu-
se si 1n cazul loturilor tratate cu OEO 1n special in doza de 25 uL/L, in mare parte din
sesiunile de lucru in discriminare si in doza de 150 pL/L din etapa 6 de discriminare si in
special in extinctie. In etapa de pre-antrenament media de timp per total a fost scurti la
toate dozele de ulei esential, cu un trend 1n scadere.

Incepand cu etapa de discriminare a culorilor, trendul mediei de timp a inceput si
creascd, fenomen intalnit la toate cele trei uleiuri esentiale selectate in studiul nostru. Pentru

loturile tratate cu TEO si OEO timpul de raspuns al pestilor zebrd in sesiunile de
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discriminare a crescut mai semnificativ decat REO, observat Tn etapele incipiente ale
primelor sase etape. Aceste medii de timp crescute sunt observate pentru loturile tratate cu
Sco fata de control (p < 0,0001 si p < 0,001) mentinandu-se pana in etapa 16, iar pentru
loturile tratate cu OEO 150 pL/L in etapa a 5-a fata de OEO 25 pL/L (p < 0,001), in etapa
a 6-a pentru OEO 300 pL/L fatd de OEO 150 pL/L (p < 0,01) si pentru OEO 25 pL/L in
etapa a 7-a fatd de OEO 300 uL/L (p < 0,001), dupa trendul de timp aflandu-se ntr-o
scadere si mentinere aproximativ constantd fard diferente semnificative. Putem
concluziona ca atat timpul cét si tratamentul au afectat semnificativ acest efect in faza de
discriminare. In ultima etapa de extinctie, trendul mediei de timp cunoaste o scidere
importanta in primele 5 zile, apoi crescand putin spre finalul celor 2 zile de testare. Per
total lotul de Sco a suferit medii de timp cele mai crescute comparativ cu controlul si

loturile tratate cu ulei esential in toate cele 3 etape ale testului T.
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Fig. 5.18. Media timpului parcurs de pestii zebra in vederea completarii fiecarei sesiuni a
fiecarei etape in parte (pre-antrenament, discriminare si extinctie). Datele prezentate sunt
exprimate + SD, n = 10, # indicd diferente semnificative (p < 0,1) intre control, loturile
tratate cu ulei esential de oregano 1n cele trei concentratii (25, 150 si 300 pL/L), fatd de

tratamentul cu Sco in cadrul aceleiasi sesiuni (two-way RM-ANOVA)

Ca si concluzie finald vom detalia 1n tabelul 1 si 2, mediile de timp obtinute de
toate loturile luate Tn studiu n sesiunile de lucru ale etapei de discriminare si extinctie
pentru a vedea preferintele de culoare in functie de uleiul esential folosit ca tratament.
Tabelul 1. Diferentele de timp intre loturile de pesti in indeplinirea antrenamentului

de discriminare din cadrul testului labirintului T pe baza preferintei de culoare
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LOTURI | MEDII DE TIMP - DISCRIMINARE DIFERENTE
Culoarea verde Culoarea rosie SEMNIFICATIVE
Control | 72,74 sec 101,3 sec ### p < 0,001
Scopolamina | 113,8 sec 169,9 sec #### p < 0,0001
Rosmarin 25 pL/L | 84,47 sec 114,1 sec ##p < 0,01
Rosmarin 150 pL/L | 87,08 sec 101 sec nsp=0,1
Rosmarin 300 pL/L | 94,40 sec 113,3 sec #p<01
Thymus 25 pL/L | 129 sec 1425 sec nsp=0,1
Thymus 150 pL/L | 82,06 sec 105,9 sec nsp=08
Thymus 300 pL/L | 117,1 sec 115,7 sec ##p < 0,01
Origanum 25puL/L | 132,2 sec 120,9 sec nsp=0,1
Origanum 150 pL/L | 104 sec 119,9 sec nsp=0,1
Origanum 300 pL/L | 117.9 sec 119,9 sec nsp=08

oA

Tabelul 2. Diferentele de timp intre loturile de pesti in indeplinirea sarcinilor de lucru

in ultima etapa de extinctie, din cadrul testului labirintului T pe baza preferintei de

culoare
LOTURI | MEDII DE TIMP - EXTINCTIE DIFERENTE
Culoarea verde Culoarea rosie SEMNIFICATIVE
Control | 37 sec 51 sec ns p =0,08
Scopolamina | 117,1 sec 208 sec ## p<0,01
Rosmarin 25 pL/L | 56,32 sec 71 sec nsp=03
Rosmarin 150 puL/L | 22,86 sec 23,83 sec nsp=0,1
Rosmarin 300 puL/L | 111,1 sec 112,8 sec nsp =0,06
Thymus 25 puL/L | 83,47 sec 132,2 sec ns p =01
Thymus 150 pL/L | 166,9 sec 137,8 sec ns p =08
Thymus 300 pL/L | 115,5 sec 56,84 sec ## p <0,01
Origanum 25puL/L | 184,1 sec 161,5 sec ns p =04
Origanum 150 pL/L | 140,8 sec 107,9 sec ns p =04
Origanum 300 pL/L | 140 sec 119,4 sec ns p =0,6
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5.6. Efectele uleiurilor esentiale de rosmarin, cimbru si oregano
asupra markerilor genetici pe probe de creier de la pesti zebra imersati in

scopolamina pentru a induce dementa AD

5.6.1. Efectul REO, TEO si OEO asupra expresiei genei bdnf

BDNF alaturi de alte neurotrofine au roluri importante in neurogeneza, crestere
neuronald, supravietuire, diferentiere, maturare, migratie neuronald si influenteaza
cresterea dendritica, densitatea, cresterea neuronald, conectivitatea si neuroplasticitatea pe
durata vietii (Ahmed et al., 2015). La pestele zebrd, ARNm bdnf au fost prezenti inca din
stadiul embrionar, deoarece prezenta transcriptelor bdnf in creierul anterior, mijlocul
creierului si creierul posterior a fost demonstrata in stadiile incipiente de dezvoltare, cu
experimente de hibridizare in situ cu montare completa (Cacialli et al., 2016).
Administrarea de Sco stimuleaza calea neuronala colinergica si circuitele de memorie ale
SNC, dar poate reduce totodata si expresia proteinei de legare a raspunsului pentru BDNF
si CREB 1n creier.

Tn Fig. 5.19, am urmirit efectele REO (25, 150 si 300 uL/L), TEO (25, 150 si 300
pL/L) si OEO (25, 150 si 300 pnL/L) asupra expresiei genei bdnf in creierul de peste zebra
tratat cu Sco. Conform protocolului labirintului T, am investigat rezultatele obtinute din
loturi antrenate o parte sa aleaga bratul verde si din alta parte, loturi antrenate sa aleaga
bratul rosu. Dupa cum putem observa, pestii zebra cu preferinta pentru bratul verde au o
valoare mult mai mare a expresiei genelor spre deosebire de pestii zebra cu preferintd
pentru bratul rosu. In ambele cazuri, tratamentul cu Sco a redus semnificativ numarul de
copii ARNm ale genei bdnf, in comparatie cu loturile de control (p < 0,1 si p < 0,0001).
Din fiecare ulei esential observam imbunatatiri importante ale efectelor negative ale Sco
asupra expresiei genei bdnf prin cresterea semnificativa a numarului de copii ARNm (p <
0,01 si p <0,0001) pentru REO la concentratii de 150 si 300 uL/L; p <0,0001 pentru TEO
la concentratii 25 si 300 pL/L; p < 0,0001 pentru OEO la concentratii 150 si 300 uL/L).
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Fig. 5.19. Expresia genica din creierul de peste zebra determinatd prin RT-qPCR,
reprezentand graficul cu plot-urile pentru numéarul de copii ARNm pentru bdnf, cu F =
21,89, p<0,0001 pentru bratul verde si F = 32,56, p<0,0001 pentru bratul rosu

5.6.2. Efectul REO, TEO si OEO asupra expresiei genei creb_1

CREB este esential pentru functii importante ale cognitiei, cum ar fi memoria si
plasticitatea sinaptica, de aceea 1n neuroni a fost corelat cu diferite procese intracelulare,
inclusiv proliferarea, diferentierea, supravietuirea, potentarea sinapticd pe termen lung,
neurogeneza si plasticitatea neuronald (Wang et al., 2018).

Tn studiul nostru, expresia ARNm creb a fost in plus exprimati pentru loturile
tratate cu Sco in comparatie cu loturile de control (p < 0,01 si p < 0,0001). Pentru pestii
tratati cu uleiuri esentiale REO (25 pL/L) - brat rosu, TEO (25 si 150 uL/L) - brat verde si
OEO (25 si 150 puL/L) - brat verde, expresia ARNm creb a fost asemanatoare cu cea a
loturilor Sco (nicio diferentd semnificativa). Aceasta confirma faptul cd Sco si dozele de
uleiuri esentiale au fost dependente de simptomele dementei incadrate in AD, efectele
amnezice, care au contribuit la pierderea functiei de memorie la pesti, dupa ce aflam ca
animalele aleg culoarea corectd asociatd cu recompensa alimentara. Intr-un alt caz, REO
(p<0,0001 la concentratie de 150 si 300 uL/L), TEO (p < 0,001 la concentratie de 25 pL/L
si p <0,0001 pentru concentratia de 150 si 300 pL/L) si OEO (p < 0,001 la concentratia
150 pL/L si p < 0,0001 pentru 300 pL/L) au redus semnificativ expresia bratului rosu, asa

cum se observa in Fig. 5.20.
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Fig. 5.20. Expresia genica din creierul de peste zebra determinatd prin RT-qPCR,
reprezentand graficul cu plot-urile pentru numarul de copii ARNm pentru creb_1, cu F =
6,084 (p < 0,01) pentru bratul verde si F = 67,23 (p < 0,0001) pentru bratul rosu
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Tinand cont de rolul functional al polifenolilor in reglarea invatarii si a memoriei,
activarea semnalizarii CREB ar putea explica efectele neuroprotective ale uleiurilor noastre

esentiale asupra deficitelor de memorie induse de Sco.

5.6.3. Efectul REO, TEO si OEO asupra expresiei genei npy

Neuropeptidele exercita roluri neuroprotectoare Tn principal prin prevenirea
acumularii de AP, cresterea transportului neuronal al glucozei, cresterea productiei de
neurotrofine, inhibarea stresului reticulului endoplasmatic si autofagie, modularea
activitatii canalului de potasiu si potentarea pe termen lung a hipocampului (Chen, Du and
Chen, 2019).

Dupa cum se observa in Fig. 5.21., numérul de copii de ARNm al genei npy a fost
redus semnificativ pentru loturile antrenate pentru bratul rosu, spre deosebire de cele
antrenate pentru bratul verde si, de asemenea, pentru loturile tratate cu Sco (100 uM) pentru
ambele culori. Pentru loturile antrenate pentru bratul verde, observdm o crestere
semnificativa a expresiei genice de la nivelul creierului de peste zebra tratat cu uleiuri
esentiale de concentratie de 300 pL/L, vs. Sco (p < 0,0001), dar avem o crestere
nesemnificativa a numarului de copii ARNm si pentru REO (25 pL/L)-brat verde, TEO
(25 pL/L) si OEO (25 pL/L)-brat rosu.
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Fig. 5.21. Expresia genica din creierul de peste zebra determinatd prin RT-qPCR,
reprezentand graficul cu plot-urile pentru numarul de copii ARNm pentru npy, cu F =52,52
(p < 0,0001), in cazul loturilor de pesti antrenati pentru bratul verde si F = 71,96 (p <

0,0001) in cazul loturilor de pesti antrenati pentru bratul rosu
Tn concluzie, NPY este util in experimentele pe model animal de laborator contra

simptomelor de dementa tipice AD si poate fi recomandat ca terapie tintd in tulburari

neurologice datorita legaturii stranse cu acetilcolina.
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5.6.4. Efectul REO, TEO si OEO asupra expresiei genei nrf2a

In studiile de specialitate, pestele zebri a fost folosit ca model animal
experimental Tn studiul asupra stresului oxidativ ca mediator de toxicitate, demonstrat prin
deficienta de nrf2a, ca gena cheie in raspunsul antioxidant, asa cum ne-a relatat Yamashita
et al.(2019).

Dupa cum putem observa in Fig. 5.22., nu exista diferente mari in ceea ce priveste
numdrul de copii ARNm al genei nrf2a, la loturile de control atat in alegerea culorii verzi
cét si a celei rosii, aceste loturi avand o activitate profund crescuta. In schimb numirul de
copii ARNm a fost redus semnificativ pentru loturile tratate cu Sco (100 uM) datorita
toxicitatii emanate 1n corpul pestilor avand deficit de activitate genica, spre deosebire de
control si loturile tratate cu ulei esential. Diferente semnificative 1n activitatea genicd a
nrf2a sunt prezente pentru loturile antrenate pentru culoarea rosu in special la REO 150
pL/L p<0,001), OEO (concentratie 150 pL/L p < 0,1) si pentru toate dozele ridicate de ulei
esential REO (300 pL/L p < 0,0001), TEO (300 puL/L p < 0,1) and OEO (300 puL/L p <
0,0001); in timp ce pentru loturile antrenate pentru culoare verde, diferentele semnificative
sunt prezente la TEO (p < 0,01) and OEO (p < 0,01) la concentratiile mari de 300 uL/L
spre deosebire de loturile de Sco.
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Fig. 5.22. Expresia genica din creierul de peste zebra determinatd prin RT-qPCR,
reprezentand graficul cu plot-urile pentru numarul de copii ARNm pentru nrf2a, cu F =
49.54 , P <0,0001 pentru bratul verde si F = 73.47, P <0,0001 pentru bratul rosu

5.6.5. Efectul REO, TEO si OEO asupra expresiei genei egrl
Egr-1 (cunoscut si sub numele de zif268, NGFI-A, krox-24, ZENK) este un factor
de transcriptie care functioneazd ca parte a raspunsului genetic imediat-timpuriu, primul

val de expresie genetica indus intr-un neuron prin stimulare. Exprimarea Egr-1 este indusa
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de o varietate de experiente naturale, stimuli senzoriali si in timpul productiei de
comportamente (Burmeister and Fernald, 2005).

Tn Fig. 5.23. am evaluat nivelul de expresie al genei egrl in creierul pestelui zebra
pretratat cu Sco si uleiuri esentiale din familia Lamiaceae. Am observat faptul cd numarul
de copii ARNm al acestei gene a fost semnificativ crescut pentru loturile antrenate sa
aleagd culoarea verde , in special la concentratii mari de tratament cu ulei esential 300 pL/L
(REO, TEO si OEO p < 0,0001). in schimb numirul de copii ale ARNm al acestei gene a
fost redus semnificativ Tn cazul loturilor tratate cu Sco (100 uM) spre deosebire de loturile

de control pentru loturile de pesti zebra antrenate pentru ambele culori.
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Fig. 5.23. Expresia genica din creierul de peste zebrd determinatd prin RT-qPCR,
reprezentdnd graficul cu plot-urile pentru numarul de copii ARNm pentru egrl, cu
F=94,12, (p<0,0001) pentru bratul verde si F= 47,36, (p < 0,0001) pentru bratul rosu
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CONCLUZII

Studiul de fata si-a propus sa evalueze efectul si impactul uleiurilor esentiale de

R. officinalis, T. vulgaris si O. vulgare ssp. hirtum selectate din familia Lamiaceae, atat

asupra comportamentului, cat si asupra parametrilor biochimici i moleculari pe model

animal de peste zebrd al AD indus prin imersie in solutie de Sco (100 uM). Pe baza

rezultatelor obtinute se pot formula urmatoarele concluzii generale:

1.

Pe baza studiilor comportamentale, se observa cu acuratete capacitatea pestilor
zebra de a memora, de a executa sarcini, datorita reflexelor lor naturale, a unui
comportament invatat sau deprins Tn urma unei recompense/pedepse, indicii care
ne ajuta in intelegerea activitdtii sistemului colinergic al animalelor dar si efectul
agentilor farmacologici utilizati. Conform rezultatelor obtinute in testele
labirintelor NTT, Y, NOR si T, se observa evolutia comportamentului pestilor
luati in studiu prin comparatie cu loturile de control.

Toate cele trei concentratii 25 pL/L, 150 pL/L, 300 pL/L ale uleiurilor esentiale
de R. officinalis, T. vulgaris si O. vulgare ssp. hyrtum, au evidentiat potentialul
lor de a contracara stresul oxidativ indus prin administrarea de Sco, prin scaderea
nivelului proteinelor carbonilate si nivelului de MDA din organismul pestilor
zebra si prin nivele crescute ale continutului total de glutation redus, aldturi de
intensificarea activitatilor specifice ale glutation peroxidazei, superoxid
dismutazei si catalazei, evidentiind capacitatea antioxidanta ale uleiurilor
esentiale.

Administrarea uleiurilor esentiale de R. officinalis, T. vulgaris si O. vulgare ssp.
hyrtum a determinat scaderi semnificative ale activitatii enzimatice ale AChE la
nivelul tesutului cerebral al pestilor zebra, spre deosebire de efectul Sco, care a
produs stres oxidativ si a crescut activitatea AChE. Totodata administrarea celor
trei uleiuri esentiale selectate din familia Lamiaceae au demonstrat proprietati
pro-cognitive si antioxidante datorita cresterii expresiei genelor bdnf, npy, creb_1,
nrf2a si egrl ca raspuns la actiunea citotoxica a Sco de inducere a stresului
oxidativ.

Toate aceste rezultate ne indica faptul cd aceste uleiuri esentiale reprezintd o
alternativa terapeutica potrivita pentru ameliorarea simptomelor asociate AD in
special prin imbunatatirea mecanismelor care stau la baza formarii memoriei —

sistem colinergic, expresie genica specifica si reducerea ROS.
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Activitatea stiintifica

Avrticole publicate in extenso din subiectul tezei de doctorat:

Ciapatina L, Boiangiu RS, Dumitru G, Napoli EM, Ruberto G, Hritcu L, Todirascu-
Ciornea E, 2020, Rosmarinus officinalis essential oil improves scopolamine-induced
neurobehavioral changes via restoration of cholinergic function and brain antioxidant
status in  zebrafish (Danio rerio), Antioxidans (Basel), 9(1): 62, doi:
10.3390/antiox9010062. (Q1; AlS: 0,910; IF: 6,313)

Capatina L, Todirascu-Ciornea E, Napoli EM, Ruberto G, Hritcu L, Dumitru L, 2020,
Thymus vulgaris essential oil protects zebrafish against cognitive dysfunction by regulating
cholinergic and antioxidants systems, Antioxidans (Basel), 9(11): 1083, doi:
10.3390/antiox9111083. (Q1; AlS: 0,910; IF: 6,313)

Capatina L, Napoli EM, Ruberto G, Hritcu L, 2021, Origanum vulgare ssp. hirtum
(Lamiaceae) essential oil prevents behavioral and oxidative stress changes in the
scopolamine zebrafish model, Molecules, 6(23): 7085, doi: 10.3390/molecules26237085.
(Q2; AlS: 0,671; IF: 4,927)

Participari manifestari stiintifice:

Prezentare orala: Cipitina L, Boiangiu RS, Todirascu-Ciornea E, Dumitru G, Napoli
EM, Ruberto G, Hritcu L - ”Effects of Rosmarinus officinalis essential oil in memory
formation and relieving brain oxidative stress in zebrafish model”- 21-22 octombrie 2019,
”Conference Life Sciences in the Dialogue of Generations: Connections between
Universities, Academia and Business Community”, Chisinau.

Prezentare poster: Capatina L, Boiangiu RS, Todirascu-Ciornea E, Dumitru G, Napoli
EM, Ruberto G, Hritcu L -” Effects of Rosmarinus officinalis essential oil in memory
formation and relieving brain oxidative stress in zebrafish scopolamine model”- 21-24
septembrie 2019,” The 48th Annual General Meeting of the European Brain and Behaviour
Society”, Praga, EBBS.

Prezentare poster: Capitina L, Boiangiu RS, Mihdsan M, Maniu C, Napoli EM, Hritcu
L -”Rosmarinus officinalis and Thymus vulgaris essential oils attenuate cognitive deficits
and brain oxidative stress in scopolamine zebrafish model: underlying mechanisms”- 11-

15 iulie 2020, "FENS 2020 Virtual Forum”, Glasgow.
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Workshop-uri si seminarii:

Participare la workshop-ul sustinut de Valerie Moreau (Noldus), despre utilizarea
softul-ului EthoVisionXT video tracking software, 19/02/2019, Facultatea de
Biologie, Universitatea ” Alexandru Ioan Cuza” din Iasi;

Participare la cel de-al 5-lea Seminar de Bioinformatica ,,Bioinformatics tools for
exploring protein biology” organizat de Romanian Society of Bioinformatics
(RSBI) in perioada 4/04/2019-5/04/2019 in cadrul Facultatii de Biologie a
Universitétii ,,Alexandru loan Cuza” din lasi;

Participare la conferinta RoBioinfo organizata de Romanian Society of
Bioinformatics (RSBI) in perioada 11-13 mai 2023 la Bucuresti in cadrul

Institutul de Biologie si Patologie Celulara ,,Nicolae Simionescu®, Bucuresti.
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