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Lista abrevierilor si cuvinte cheie

PD - boala Parkinson

AD - boala Alzheimer

SN - substanta neagra

DA - dopamina

LB - corpi Lewy

aS - alfa sinucleina

DIP - parkinsonism indus medicamentos

GM - microflora gastrointestinala

HMP - Proiectul Microbiomului Uman

HGP - Proiectul Genomului Uman

iIHMP - Proiectul Integrativ al Microbiomului Uman
IBS - sindrom de colon iritabil

Gl - tract gastrointestinal

GBA - axa intestin-creier

IESC - celula stem a epiteliului intestinal

GC - celula calciforma

EEC - celula enteroendocrina

IEC - celuld a epiteliului intestinal

GALT - tesut limfoid asociat tractului gastrointestinal
MUC?2 - mucina 2

AMP - peptida antimicrobiana

TFF3 - factor trefoil 3

RELMS - molecula asemanatoare rezistinei-3
LPS - lipopolizaharid

CD - cluster de diferentiere

BBB - bariera hematoencefalica

HPA - axa hipotalamo-hipofizo-suprarenala
PPR - receptor de recunoastere a modelului
TLR - receptor de tip taxa

NOD - receptor asemanator domeniului oligomerizarii care leagd nucleotide
CLR - receptor de lectina tip C

RLR - receptor asemanator genei I inductibil de acid retinoic



ALR - receptor absent in melanomul 2

CGAS - GMP-AMP sintaza ciclica

RAGE - receptor pentru produsele finale de glicatie avansata
NF-kB - factorul nuclear kappa B

IRF3 - factorul de reglementare a interferonului 3
PAMP - model molecular asociat agentului patogen
DAMP - model molecular asociat daunelor

DC - celula dendritica

APC - celula prezentatoare de antigen

MC - celulda microfold

Th - T ajutatoare

IgA - imunoglobulind A

SCFA - acid gras cu lant scurt

GPCR - receptor cuplat la proteinele G

NA - noradrenalina

5-HT - 5-hidroxitriptamina

EC - celula enterocromafina

ASF - flora Schaedler alterata

ACh - acetilcolina

VN - nerv vag

ENS - sistem nervos enteric

OS - stres oxidativ

DNV - nucleu dorsal al vagului

LF - lipofuscina

SNC - sistem nervos central

DMT1 - transportor de metale divalent-1

FPN1 - feroportina-1

NM - neuromelanina

MPTP - 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
CT - computer tomograf

SC - colita stercorala

DRE - examen rectal digital

ACPO - pseudo-obstructie colonica acuta

BMS - sindromul gurii arzatoare



QOL - calitatea vietii

VF - videofluoroscopia

HRM - manometrie de inalta rezolutie

LES - sfincter esofagian inferior

DGE - golire gastrica intarziata

GET - timp de golire gastrica

WMC - capsula de motilitate fara fir

SBTT - timp de tranzit a intestinului subtire

CTT - timp de tranzit colonic

WGTT - timp de tranzit intestinal

GES - stimulator electric gastric

SIBO - suprapopularea bacteriana a intestinului subtire
CFU - unitati formatoare de colonii

HBT - test de respiratie cu glucoza

ACG - Colegiul American de Gastroenterologie
HRAM - manometrie anorectald de 1nalta rezolutie
MR - rezonanta magnetica

FAQO - Organizatia pentru Alimentatie si Agricultura
WHO - Organizatia Mondiala a Sanatatii

FMT - transplant de microbiota fecala

CDI - infectie cu Clostridium difficile

IBD - boald inflamatorie intestinala

MTT - terapie de transfer microbian

LBP - produs bioterapeutic viu

FIFRA - Legea Federald Referitoare la Insecticide, Fungicide si Rodenticide
ATP - adenozin trifosfat

ROS - specie reactiva de oxigen

ETC - lant de transport de electroni mitocondrial
WT - tip sélbatic

UE - Uniunea Europeand

ARRIVE - Cercetarea Animalelor: Raportarea Experimentelor In Vivo
SOD - superoxid dismutaza

GPx - glutation peroxidaza

MDA - malondialdehida



ARN - acid ribonucleic

ELISA - test imunosorbent legat de enzima
HE - hematoxilind-eozina

IHC - imunohistochimie

GFAP - proteina gliala acida fibrilara

S100b - S100 proteina de legare a calciului B
PCNA - antigen nuclear celular proliferant
p53 - antigen tumoral p53

cox4il - citocrom ¢ oxidaza subunitatea 4 izoforma 1, mitocondriala
PBS - solutie salind tamponata cu fosfat

IgG - imunoglobulina G

DAB - 3,3’-diaminobenzidina

ANOVA - analiza variantei

SEM - eroare standard a mediei

NSC - celula stem neuronala

RGC - celula radiala gliala

ip - injectie intraperitoneala

PFC - cortex prefrontal

SVZ - zona subventriculara

boala Parkinson, peste zebra, Danio rerio, rotenond, acid valproic, levodopa,
carbidopa, probiotice, Bifidobacterium longum BB536, Lactobacillus rhamnosus HNOO1,
Lactobacillus casei W56, Lactobacillus acidophilus W22, Lactobacillus paracasei W20,
Lactobacillus salivarius W24, Lactobacillus lactis W19, Lactobacillus plantarum W62,
Bifidobacterium lactis W51, Bifidobacterium lactis W52, Bifidobacterium bifidum W23,
sociabilitate, anti-social, agresivitate, locomotie, labirint T, conformatii tridimensionale,
timp petrecut in brate, stare activa, distanta inotata, velocitate, episoade de imobilitate,
rotatie in sens invers acelor de ceasornic, stres oxidativ, SOD, GPx, MDA, Bradford,
spectrofotometrie, expresie genicd, RT-PCR, LRRK2, PINK1, PARKIN, alfa-SNCA,
ACTIN, ELISA, dopamina, imunohistochimie, GFAP, S100b, PCNA, p53, cox4il
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PARTE TEORETICA

Introducere

PD afecteaza intre 8,7 - 9,3 milioane de indivizi la nivel global, ocupand in prezent
a doua pozitie ca frecventd dupa AD. Se preconizeaza chiar o devansare, respectiv dublare
a numarului de cazuri (Dorsey si colab., 2007) pana in 2050 (Poewe si colab., 2017).
Cumulativ, AD s1 PD exercita o presiune financiard colosald asupra resurselor sistemelor
de sanatate publica, costuri care se vor ridica la 357 de miliarde de euro n urmatoarele trei
decenii (Maresova si colab., 2016).

Contrar asteptdrilor, existd un numar relativ limitat de studii centrate pe stabilirea
prevalentei si mortalitatii cauzate de PD. Ultimele statistici publicate indicau o prevalentd
globala de 6,1 milioane de cazuri si o mortalitate de 3,2 milioane in 2016 (Dorsey si colab.,
2018). La nivelul Europei, prevalenta estimata oscileaza in jurul valorii de 65,6 - 12,500,
iar incidenta Intre 5 si 346 la 100,000 de locuitori (von Campenhausen si colab., 2005),
cifre care sunt corelate cu varsta, localizarea geografica si sexul indivizilor, in special la
barbatii cvincvagenari (Pringsheim si colab., 2014).

In conformitate cu scala de clasificare a evolutiei bolii definita prin cele cinci stadii
ale severitatii introdusa de (Hoehn si Yahr, 1967), in paralel cu vérsta de debut ca prim
factor de risc endogen, PD poate avea o forma juvenila (< 20 ani), precoce (20 - 50 ani) si
tardiva (> 50 ani) (Tysnes si Storstein, 2017).

Aceasta patologie se caracterizeaza printr-o degenerare ireversibild a neuronilor
dopaminergici din SN, proces unidirectional restrictionat in stadiile prodromale doar la
segmentul ventrolateral fard afectarea neuronilor dopaminergici mezencefalici. In
consecintd cauzeaza o inhibare a biosintezei de DA si conduce la o agregare a LB pozitivi
pentru oS. Astfel, la pacientii diagnosticati s-a observat o predominantd a simptomelor
motorii, dar si predispozitia catre disfunctii non-motorii. Semnele clinice pentru un
diagnostic diferential propice reunite sub umbrela parkinsonismului includ tremor esential,
rigiditate si bradikinezie. Deteriorarea echilibrului postural survine gradual in decursul
vietii pacientului (Poewe si colab., 2017).

In ciuda celor mai bune eforturi, etiologia PD rimane obscuri. Studiile recente au
dezvaluit cd PD poseda un substrat multifactorial, reflectat fie de o expresie anormald a
genelor (Blauwendraat si colab., 2020), factori de stres endogeni si/sau exogeni, dar si

stilul de wviatd (Ascherio si Schwarzschild, 2016). Datoritd heterogenitatii clinice,
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nomenclatura a fost constant reevaluatd pentru a putea distinge PD de cauza idiopatica,
suprapunerea dementei in PD, dementa cu LB, dar si alte tipuri (Marras si colab., 2016).

Simptomatologia non-motorie este complexd, cu ramificatii pregnante deoarece
inglobeaza tulburari neuropsihiatrice frecvent observate in randul populatiei sdndtoase. Un
rol subexplorat, dar crucial in PD este jucat de anxietate (Chen si Marsh, 2014) si depresie
(Marsh, 2013) ca promotori si/sau indicatori ai PD. Analog pentru pacientii sanatosi expusi
starilor de stres prelungite ca grup de risc (Mah si colab., 2016; Trifu si colab., 2020). Mai
mult decat atat, aceasta paleta incorporeaza deficiente ale somnului, autonome, senzoriale,
dar si gastrointestinale (Chaudhuri si Schapira, 2009).

PD este o boald neurologicd care beneficiaza de tratament simptomatic (Charvin si
colab., 2018), chirurgical sau alternativ dupa caz (Sharma si colab., 2020) in stadiile
avansate ale bolii comparativ cu AD. Pe de cealaltd parte pot deriva circumstante
particulare 1n care pacientii aflati sub tratament medicamentos cu antipsihotice pot
manifesta efecte secundare, sindrom cunoscut sub pseudonimul de DIP (Brigo si colab.,
2014). Farmaco-cinetica/dinamica este modelata in principal de GM care s-a dovedit a fi
veriga lipsa in calitate de vector transportor, dar si modulator, in special al parametrilor

mediului intern, independent de varsta si sex (Scheperjans, 2016).

Scop, ipoteze si obiectivele tezei

Tema abordatd orbiteazd in jurul potentialului neinvaziv al utilizarii tulpinilor
lactice probiotice ca strategie alternativd de management, concomitent cu emiterea unor
ipoteze care vizeaza testarea unui anticonvulsivant, dar si a principalilor agenti administrati
in boala Parkinson ca ultima bariera defensiva.

Tn acest fel s-a urmarit cum expunerea cronici la concentratii diferite de rotenona
administratd singurd sau in combinatie cu acidul valproic, levodopa si carbidopa sau cu
probioticele modifica parametrii interni la pestele zebra (Danio rerio) ca model de studiu
al bolii Parkinson.

Deoarece este un domeniu de activitate relativ nou, ideea de manipulare a
microflorei gastrointestinale in scopuri clinice este promititoare si din pacate inca
insuficient exploratd. Astfel, in cadrul prezentei lucrari s-a urmarit:

> Evaluarea conformatiilor spatiale ale comportamentului social, anti-social,

agresiv si locomotor In urma expunerii cronice a pestilor zebra la concentratii distincte de

12



rotenona, personalizate de acid valproic, levodopa si carbidopa, respectiv concentratii

prestabilite de tulpini lactice probiotice;

> Evaluarea statusului biomarkerilor oxidativi prin spectrofotometrie (SOD,
GPx, MDA);
> Evaluarea expresiei genice prin RT-PCR a unui panel de gene specifice PD

(LRRK2, PINK1, PARKIN, alfa-SNCA, ACTIN);
> Evaluarea nivelului de dopamina prin ELISA;
> Evaluarea modificarilor histologice prin intermediul protocoalelor de

imunohistochimie (GFAP, S100b, PCNA, p53 si cox4il).

Capitolul 1. Stadiul actual al cunoasterii

1.1. Aspecte introductive

HMP marcat de faza ,,Jumpstart” este lansat abia la finele anului 2007 si declarat
oficial incheiat Tn anul 2013. A constituit cel mai promitator proiect de cercetare dupa HGP
care a avut drept principale obiective: (I) explorarea relatiei simbiotice, (II) dezvoltarea
unor noi algoritmi de lucru si (III) analiza computationala a variabilitatii microbiomului
(Group si colab., 2009).

In vederea aprofundarii acestei directii de cercetare se naste iHMP un an mai tarziu,
fiind finalizat in anul 2016. In contrast cu predecesorul siu, iHMP a fost orientat in
principal cdtre caracterizarea completd a microbiomului uman, in spetd a impactului
exercitat de etapele tranzitorii asupra structurii si compozitiei GM: (I) sarcina, tipul de
nastere si nasterea prematurd, (II) patogeneza IBS si (III) influenta stresorilor asupra
pacientilor cu prediabet (Consortium, 2019).

Numarul total de microorganisme comensale, simbiotice si patogene il excede pe
cel al celulelor eucariote cu un factor de zece. Aceste comunitdti sunt grupate in patru
ecosisteme majore: piele (Byrd si colab., 2018), cavitate bucald (Kilian si colab., 2016),
aparat urogenital (Jones-Freeman si colab., 2021) si tract digestiv (107*) in urmdtoarele
segmente: stomac, intestin subtire (duoden, jejun, ileon), colon si apendice (Kastl si colab.,
2020). Prin raportare la genomul uman, GM poseda de peste 150,000 de ori mai multe
gene bacteriene (Turnbaugh si colab., 2007), a carei productie de biomasa este superioara

greutdtii creierului uman (Macfarlane si Macfarlane, 2003).
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GI gazduieste o mie cincizeci si sapte de specii in ponderi diferite (8, 92, 957) care
au fost deja cultivate si analizate filogenetic, printre care se numara Archaea, Eukarya si
Bacteria (Rajilic-Stojanovi¢ si de Vos, 2014), cu mentiunea ca cele mai abundente
colectivitati  apartin  increngaturilor ~ Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Proteobacteria si Verrucomicrobia (Hollister si colab., 2014). Rezumativ, Ruminococcus,
Bacteroides si Prevotella sunt enterotipurile constitutive ale GM (Arumugam si colab.,
2011; Backhed si colab., 2005).

1.2. Functionalitatea microflorei gastrointestinale

Homeostazia GM este asiguratd de GBA prin doua mecanisme: (1) segregare si (2)
mediere. Segregarea implicd delimitarea prin intermediul unei bariere fizice si biochimice
microflora de celulele imune gazda, pe cand medierea impune emiterea de semnale dintre
microflora si celulele imune gazda. Epiteliul intestinal aldturi de microorganismele
comensale formeaza bariera gastrointestinala, principalul gardian care previne aderenta
patogenilor de peretele intestinal (Okumura si Takeda, 2017).

Sistematic, epiteliul intestinal este organizat in monostrat din criptele lui
Lieberkiihn (glande intestinale) situate in lamina propria si vilozitati intestinale in lumen,
invelis care este reinnoit constant de IESC pluripotente care se regdsesc la baza criptelor.
Functiile cheie precum proliferarea, diferentierea si potentialul functional sunt reglate de
nisa celulelor stem aflate in proximitate (Crosnier si colab., 2006; van der Flier si Clevers,
2009).

Bariera intrinsecad reuneste IESC secretoare printre care se numara GC, Paneth si
EEC, cele din urma reprezentand legdtura dintre sistemul neuroendocrin enteric si cel
neuroendocrin central care asigura functia digestivd si previn penetrarea epiteliului
intestinal. IEC sunt protejate de structuri imune cum ar fi placile Peyer si ale criptelor, dar
si foliculi limfoizi, structuri reunite in GALT (Hill si Artis, 2010; Kamada si colab., 2013).
GC ale intestinului subtire secreta MUC2 (Johansson si colab., 2008), cuplatd de AMP si
produsele secundare ale GC, TFF3 si RELMp care consolideazd bariera extrinseca
fmpotriva actiunii antagonice a LPS patogene (Bevins si Salzman, 2011).

In esents, instabilitatea creatd se defineste printr-o inflamatie de grad scizut, moarte
celulara si un dezechilibru al energiei celulare (Noble si colab., 2017). Expresia anormala a
CDI1, CD4 si CD17 (Kamada si colab., 2013) inhibd raspunsurile celulelor imune
periferice (Berer si Krishnamoorthy, 2012) ceea ce atrage dupd sine o perturbare a
integritatii BBB.
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Limfocitele si macrofagele sunt preponderent responsabile de controlul cascadei
imune. Expunerea prelungita stimuleaza permeabilitatea intestinald ca urmare a denaturarii
jonctiunilor stranse datoritd actiunii endotoxinelor patogene. In consecinti induc asa-
numitul ,,intestin permeabil” caracterizat printr-o disbioza/disbacterioza (Hakansson si
Molin, 2011) care se rasfrange asupra functionalitatii si integritatii HPA (Rea si colab.,
2016).

Enterocitele sunt direct implicate in apararea gazda deoarece prezintd receptori
conservati evolutiv, codificati pe linie germinativda numiti PPR. Acesti senzori reunesc
familii de receptori printre care TLR (Abreu, 2010; Kawai si Akira, 2011), NOD (Motta si
colab., 2015), CLR (Brown si colab., 2018), RLR (Kell si Gale, 2015), ALR (Lugrin si
Martinon, 2018), cGAS (Sun si colab., 2013) si RAGE (Palanissami si Paul, 2018) care
marcheaza activarea factorilor de transcriere NF-xB s1 IRF3.

NOD indeplineste o functie similarda cu cea a enterocitelor prin vizarea unor
sabloane microbiene cunoscute sub denumirea de PAMP. Aditional, PAMP activeaza NF-
kB, NOD, si DAMP (Williams si colab., 2010). Patogenii sechestrati sunt prezentati DC in
calitate de APC (Williams si colab., 2010), iar alaturi de MC preiau APC si le prezinta mai
departe celulelor CD4 naive, proces tranzitoriu diferentierii in celule Th si sintezei de IgA
(Hooper st Macpherson, 2010).

Bacteriile comensale anaerobe stimuleaza fermentarea carbohidratilor nedigerabili,
pe de o parte rezultand SCFA (acetat, butirat si propionat), dar si produse secundare (Wang
si colab., 2019). SCFA se leaga la randul lor de GPCR, GPR41, GPR43 si GPR109a cu rol
in reglarea balantei energetice si a reactiilor inflamatorii (Levy si colab., 2017; Silva si
colab., 2020). In timp ce butiratul este implicat in blocarea acumulirii de produse
secundare toxice si modularea descendenta a reactiilor inflamatorii (Canani si colab.,
2011), acetatul si propionatul traverseaza bariera sangvina entericd participand in calitate
de substraturi la procesul de gluconeogeneza si lipogeneza (Krishnan si colab., 2015; Silva
si colab., 2020).

De asemenea, GM este implicatd si 1n sinteza complexului de vitamine B (Yoshii si
colab., 2019), acid pantotenic (Bs) si cianocobalamina (B12), dar si a unor
neurotransmitdtori, in particular NA si DA (Strandwitz, 2018), dar si 5-HT. EC sunt
responsabile in acest context de sinteza, stocarea si eliberarea de 5S-HT n vederea reglarii
a fost descrisd anterior in timpul colonizarii intestinale (Ma si colab., 2018). Bi2 este un

modulator al productiei de ACh si cortizol In glanda suprarenala. Un nivel suboptimal al
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acestor vitamine a fost raportat intr-o multitudine de tulburari gastrointestinale, psihiatrice
si hematologice (Chi si colab., 2017).

1.3. Ipoteza lui Braak privind patogeneza bolii Parkinson

Cercetatorii au emis in anii ‘80 o supozitie in ceea ce priveste patodinamica
structurilor Lewy potrivit careia originea PD rezida la nivelul GI (Edwards si colab., 1992).
Studiile realizate au furnizat dovezi suplimentare referitoare la evolutia cronologica din
spatele PD (Braak si colab., 1996), asociata cu modificari neuropatologice specifice in
neuronii olfactivi si VN, ceea ce sugereazd ca PD ar putea fi declansatd intr-un situs
periferic inainte de a tinti creierul, agregate de oS fiind observate in plexul mienteric
(Auerbach) al ENS. Definita prin sase stadii, progresia PD este descrisa prin sistemul
propus de Braak; patologia rombencefalului in stadiul I si II, mezencefalul in stadiul III si
IV, punct n care devin vizibile simptomele motorii, iar cele cognitive in stadiul V si VI
cand neocortexul este complet afectat (Braak si colab., 2003).

Braak alaturi de colaboratorii sai au inaintat cu noudsprezece ani in urma o noud
ipoteza ,,intestin-creier” conform careia PD ar putea fi cauzatd de un patogen neurotropic
care penetreazd bariera mucoasei (Hawkes si colab., 2007) si induce OS prin declansarea
unui raspuns inflamator imun prin care sunt produse gradual plieri deficitare ale aS.
Agregatele produse migreaza catre ENS prin transport axonal anterograd si retrograd
(Ulusoy st colab., 2017, 2013) prin VN catre DNV si implicit in creier (Braak si colab.,
2003). Incluziuni gastrice imunoreactive de aS au fost observate in plexurile Auerbach si
submucos Meissner via neuroni postganglionici care pot declansa formarea de aS si fibrile
(Braak si colab., 2006). Astfel, aceastd proteina aberanta ar putea juca rol de matritd pentru
formarea altor structuri care se raspandesc de la neuron la neuron intr-o maniera
asemanatoare prionilor. In acest context, GM ar putea fi intermediarul deoarece o dereglare
a eubiozei gazda conduce la o reactivitate imuna care perturbd BBB, cauzand o inflamatie

sistemica si neurodegenerare (Jan si colab., 2021).

1.4. Agregatele de lipofuscina si boala Parkinson

Imbitranirea, ca atribut inerent ciclului finit al vietii induce o dereglare progresivi a
homeostaziei, in special anomalii moleculare (Riga si colab., 2015) motiv pentru care
ascensiunea biomedicinei constituia o etapa imperativa (Jung si colab., 2007). Cele mai
multe studii din literatura actuald au avut ca principal obiectiv stabilirea unei granite intre

originea LF in comparatiec cu cea a ceroidului (Porta, 2002), principalii markeri ai
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vulnerabilitatii creierului, OS si patologiilor legate de senescentd/senilitate (Riga si Riga,
1995).

Chiar daca influenteaza un spectru similar de boli, era necesara o diferentiere clara
(Seehafer si Pearce, 2006). Profilurile caracteristice de imbatranire neuropatologica sunt
influentate de concentratia lipopigmentului care genereazd o cascadd de evenimente
negative la nivel subcelular. Aceste consecinte negative specifice si asociate acumularii de
lipopigment au multiple efecte daundtoare asupra homeostaziei neuronilor si gliei, de la
functia neuronala pana la fiziologia SNC (Riga si Riga, 1995).

Astfel, agregatele granulare de LF, in paralel cu o supraexprimare a aS par a fi
direct implicate in degenerarea selectiva a neuronilor dopaminergici (Lv si colab., 2011).
Aditional, supraexprimarea DMTT si inhibarea FPN1 se reflectd in nivelul de fier in SNC,
ceea ce sugereaza mai departe implicarea in degenerarea selectivd a neuronilor
dopaminergici (Lv si colab., 2011).

S-a demonstrat ca doar acele tipuri neuronale care contin LF sau NM indica o
susceptibilitate crescutd la modificari patologice, inclusiv modificari citoscheletice si
depozite de LB cu aS (Braak si colab., 2001). aS pare a fi un constituent al depozitelor de
LF prezente in neuronii SN la pacientii cu PD si in neuronii nigrali ai soarecilor tratati cu
MPTP, sugerand ca depozitele de LF pot avea un rol in degenerarea selectiva a neuronilor
nigrali (Braak si colab., 2001; Meredith si colab., 2002).

In regiuni non-dopaminergice precum nucleii medulari care sunt afectati in fazele
precoce ale PD (Braak si colab., 2001) se acumuleaza LB si granule de LF (Wellings si
colab., 2017), identificata si in depozitele de LF ale neuronilor medulari (Braak si colab.,

2003).

Capitolul 2. Simptome gastrointestinale

2.1. Manifestari acute
2.1.1. Disfagia acuta
Este un simptom prevalent in PD cu debut gradual si evolutie acutd sau cronica in
cazuri particulare. Impactul pe care il are bolusul alimentar sau un corp strdin ar trebui
intotdeauna luate In considerare, mai ales daca functiile secretorii sunt afectate, de unde si
prioritizarea efectudrii unei endoscopii daca disfagia acuta este asociata cu debutul acut al

odinofagiei (Suttrup si Warnecke, 2016).
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2.1.2. Volvulusul colonic
Poate surveni fie la nivelul colonului sigmoid, fie in cecum, dar rar cauzeaza o
obstructie a intestinului gros, iar netratat progreseaza catre gangrena intestinald. Volvulusul
cecal este comun la pacientii tineri, corelat cu o mobilitate cecala crescuta, pe cand cel
sigmoid la barbatii septuagenari la care se adauga tulburdri neuropsihiatrice, constipatie de
lunga durata sau dismotilitate colonica. Chiar daca prezentarea poate fi (sub)acuta, asociata
cu o agravare progresiva a durerilor abdominale, la mai bine din jumatate dintre pacienti se
recurge la o radiografie abdominald sau la CT abdominal pentru a exclude suspiciunea de
obstructie. Managementul volvulusului colonic consta in reducerea endoscopica dacd nu se
suspecteazi o necrozi intestinald, desi exista risc de recurenta. In astfel de situatii, rezectia
electiva dupa reducerea endoscopica initiala poate fi necesara in vederea evitarii riscului de
recurentd. In caz contrar se realizeazi o rezectie sigmoidiani de urgentd daca colonul nu
este viabil sau perforat (Bauman si Evans, 2018; Gingold si Murrell, 2012).
2.1.3. Impactul fecal
Unul dintre numeroasele consecinte ale constipatiei prelungite constda 1in
amplificarea riscului de declansare a impactului fecal, uneori SC. Un DRE este recomandat
tuturor pacientilor. Repercusiunile impactului fecal se rasfring in regiunea rectului
proximal si colonului sigmoid, motiv pentru care radiografia abdominald ar trebui efectuata
dacd DRE este negativ. Strategiile de management actuale includ dezimpactarea colonica
dacd cea manuala sau clismele esueaza (Fernando si Sarma, 2021; Obokhare, 2012).
2.1.4. Pseudo-obstructia colonica acuta
Cunoscuta si sub numele de sindromul Ogilvie, ACPO reuneste simptome de
obstructie colonica, dar cu absenta oricdrui blocaj mecanic. O serie de conditii asociate
acestei afectiuni au fost descrise, inclusiv perturbarea electrolitica, infectiile, medicatia,
interventiile chirurgicale si bolile neurologice. In practica, diagnosticul este stabilit prin
efectuarea radiografiei abdominale/CT abdominal pentru a putea exclude obstructia
mecanica. Terapia conservatoare trebuie demarata in faza incipientd prin repaus digestiv si
corectarea dezechilibrelor (hidro)electrolitice si monitorizarea pentru potentialele ischemii
intestinale si perforatii. Neostigmina sau agonistul opioid metilnaltrexond administrate
intravenos sunt utilizate in caz de esec in urma tratamentului suportiv, respectiv
decompresia colonoscopicd, chirurgicald sau percutanata daca nu exista nicio imbundtatire

a starii pacientului si in situatiile de urgenta (Harnsberger, 2019; Jain si Vargas, 2012).

2.2. Manifestdari cronice
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2.2.1. Orofaringe si esofag
2.2.1.1. Sialoree

Hipersalivatia debuteaza tarziu in PD, probabil secundara unei pierderi a reflexului
deglutitiei si afectare motorie a muschilor faringieni. Chiar dacd nu promoveaza
comorbiditati, simptomele motorii iIn PD, hipomimia si camptocormia ar putea exacerba
secretia. O metoda conventionald eficientd s-a dovedit a fi mestecatul de guma. Efectele
secundare asupra cavitdtii bucale ale medicamentelor anticolinergice, glicopirolatului si
atropinei trebuie luate in considerare inainte de initierea unui tratament cu acestea.
Bromura de ipratropiu este o alternativd deoarece poseda o toxicitate sistemica redusa, dar
care nu a Tmbunatatit obiectiv, ci doar subiectiv sialoreea, iar injectiile glandelor parotide
sau submandibulare cu toxina botulinica sunt administrate doar in situatiile severe (Lakraj
si colab., 2013; Miller si colab., 2019).

Pacientii cu PD mai experimenteaza afectiuni orale si dentare. Acestia acorda o
atentie infima igienei orale in contrast cu pacientii sdnatosi datoritd diminudrii dexteritatii
periajului eficient si dificultdtii deschiderii maxilarului. Drept urmare, tulburari
periodontale si temporomandibulare, bruxism, luxatie mandibulara, dar si BMS sunt
frecvent prezente in pacientii cu PD. Sialoreea ar putea induce modificari ale pH-ului, iar
xerostomia influenteazd mecanismele de autocuratare ale cavitatii bucale (Zlotnik si colab.,
2015).

2.2.1.2. Disfagia

Caracterizata prin dificultatea initierii eficiente a deglutitiei datoritd simptomelor
motorii ale bradikineziei si controlul motor al limbii, disfagia afecteaza negativ QOL
(Keage si colab., 2015; Suttrup si Warnecke, 2016). In acest context, pacientii sunt
indrumati pentru o evaluare orofaringiand si/sau esofagianad ghidatd de anamneza si starea
clinica deoarece in perspectiva poate cauza malnutritie, scddere ponderala si pneumonie de
aspiratie (Suttrup si Warnecke, 2016). VF este considerata a fi standardul de aur in
evaluarea disfunctiei orofaringiene (Martin-Harris si Jones, 2008). LB au fost detectati in
multiple situsuri printre care se numara plexul mienteric esofagian cu ajutorul sistemelor
HRM, radiografiei cu bariu, dar si scintigrafiei care indicd anomalii ale corpului esofagian
si LES, dar si in nervul glosofaringian si superior intern al nervului laringian (Bushmann si
colab., 1989; Potulska si colab., 2003; Su si colab., 2017; Tanei si colab., 2021).

2.2.2. Stomac
2.2.2.1. Gastropareza
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DGE este caracterizatd printr-o reducere a motilitatii stomacului 1n absenta
obstructiei mecanice, simptomatic indicdnd o gastropareza, printre cele mai comune
simptome numarandu-se greatd, balonare, varsaturi, pierderea in greutate, apetit redus si
satietate precoce. Metodele scintigrafice sunt in prezent utilizate pentru masurarea golirii
gastrice, dintre care scintigrafia de masa solidd este frecvent utilizatd pentru estimarea
GET, iar WMC s-a dovedit a fi o alternativa fiabila care masoara cu acuratete GET, SBTT,
CTT si WGTT. Tratamentul constituie o adevaratd provocare deoarece levodopa a fost
documentata ca agent premergitor al DGE intr-o manierd dependenta de doza, pe cand
metoclopramida, domperidona, eritromicina, agonisti 5-HT, nizatidina, relamorelina sunt
agenti care nu traverseazd BBB, nu au primit aprobare sau au fost retrasi, studiile sunt
limitate sau sunt In fazd experimentald. Injectarea sfincterului piloric cu botulinad ar putea
avea un efect benefic in diminuarea gastroparezei, la fel si implantarea GES pentru cazurile
refractare (Camilleri si colab., 2018; Parkman si colab., 2004; Usai-Satta si colab., 2020).

2.2.2.2. Infectia cu Helycobacter pylori

Independent de implicarea Helycobacter pylori ca factor de risc in cancerul gastric
si ulcerul peptic gastro-duodenal, inflamatia cronica sistemica ar putea reprezenta un factor
cauzal al PD. Cert este ca prezenta acestei bacterii interfera in strategiile actuale de
management. Eradicarea Helycobacter pylori imbunatateste nu numai absorbtia levodopei,
dar si simptomatologia motorie. Acest subiect este subexplorat, motiv pentru care au fost
propuse doud mecanisme teoretice cu scopul de a explica relatia patofiziologicd dintre
infectia cu Helycobacter pylori si PD. Specific, cauzeaza un efect neurotoxic prin cresterea
nivelului de glucozide colesterolice care provoacad distrugerea neuronilor dopaminergici
(Schulz si colab., 2006) sau traversarea de catre Helycobacter pylori a BBB prin initierea
apoptozei neuronilor dopaminergici (Dobbs si colab., 2008; Kountouras si colab., 2012).

2.2.3. Intestinul subtire
2.2.3.1. Suprapopularea bacteriana a intestinului subtire

Desi microflora intestinului subtire este o componenta integrativd a GM, la pacientii
cu PD s-a confirmat existenta unei suprapopuldri bacteriene. Acest fenomen este cunoscut
se caracterizeaza printr-o concentratie mai mare de 10° CFU/mL si/sau prezenta bacteriilor
colonice in intestinul subtire (Gasbarrini si colab., 2007; Losurdo si colab., 2020).
Expunerea prelungita amplifica permeabilitatea intestinald, invocand dupd sine o stimulare
excesiva a sistemului imunitar inndscut, dar si o inflamatie sistemica. Ambele mecanisme

sunt implicate in initierea depozitelor de aS (de Vos si de Vos, 2012; Klingelhoefer si
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Reichmann, 2015; Visanji si colab., 2013). SIBO se diagnosticheaza prin culturi de aspirat
jejunal, dar tehnica este invaziva, iar fiabilitatea este variabila (Quigley si Quera, 2006) sau
HBT (20 - 22%) si glucoza (0 - 12,5%) in vederea masurarii concentratiei hidrogenului sau
metanului (sensitivitate; 60 - 70%, specificitate; 40 - 80%) (Bohm si colab., 2013) produs
de Enterococci, Serratia, Pseudomonas, Streptococcus viridans sau Staphylococcus aureus
(Fasano si colab., 2013). S-a stabilit ca eradicarea SIBO prin administrarea de antibiotice
promoveazd o Tmbunatatire a fluctuatiilor motorii, in paralel cu o sporire a absorbtiei
levodopei (Danau si colab., 2021; Losurdo si colab., 2020).

2.2.4. Colon

2.2.4.1. Constipatia

Este singurul simptom recunoscut si documentat care precede caracteristicile

motorii ale PD cu mai bine de douazeci de ani inainte de debutul propriu-zis (Savica si
colab., 2009; Schrag si colab., 2015), corelat cu miscari intestinale (Gao si colab., 2011;
Kamada si colab., 2013; Savica si colab., 2009), dar si severitatea (Edwards si colab.,
1993; Lin si colab., 2014), persoanele in varstd reprezentand categoria de risc (Mozaffari si
colab., 2020; Yu si colab., 2018). Tn lipsa unui criteriu clar de diagnostic, ACG a oferit o
definitie in 2005 a constipatiei (Longstreth si colab., 2006). Numarul de miscari intestinale
(< 3/7 zile) este cel mai utilizat criteriu al frecventei (50%), urmat de incordare (33% -
83%) (Knudsen si colab., 2017), 64% vs. 49% in cazul fenotipului akinetic-rigid si tremor-
dominant (Khedr si colab., 2013) in stadiile avansate sau 45% vs. 21% de novo (Pont-
Sunyer si colab., 2015). Riscul de PD este de trei pana la unsprezece ori mai mare in cazul
indivizilor suferinzi de constipatie cronicd (Yu si colab., 2018). La barbatii de varsta
mijlocie cu miscari intestinale rare sunt de patru ori mai predispusi la a dezvolta PD in
urmatorii 20 - 25 de ani, afectiune care poate provoca complicatii cum ar fi volvulus,
perforatie intestinalda, megacolon si impact fecal (Bharucha si Lacy, 2020).

2.2.5. Anorectul

2.2.5.1. Defecatia disinergica

Un alt motiv pentru constipatia in PD este defecatia disinergica. Functionarea

anorectald se bazeaza pe o serie de miscari coordonate care includ relaxarea sfincterelor
interne si externe impreuna cu muschiul puborectal. Adesea, disfunctia anorectald in PD
este cauzatd de contractia paradoxala a muschiului puborectal sau esecul relaxarii anale in
timpul efortului. In astfel de conditii trebuie realizati o HRAM. Incapacitatea de relaxare a
sfincterelor anale este corelatd cu constipatia si anismul, in timp ce o scadere a tonusului

anal in repaus cu incontinenta fecald. O defecografie MR poate fi indicatd in cazul unui
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rectocel sau prolaps rectal intern. Biofeedback-ul este strategia de tratament cea mai
recomandatd in cazurile de defecatie disinergica, fara valoare la pacientii cu inertie
colonicd, dar ca alternativa se pot folosi injectiile cu botulind in muschii puborectali sau in
sfincterul anal (Amieva-Balmori si Remes-Troche, 2020; Rao si Patcharatrakul, 2016).
2.2.5.2. Incontinenta fecala

Tratamentul impotriva constipatiei conduce adesea catre incotinentd fecald in PD, la
unii pacienti fiind observat un tonus anal de repaus scazut, argument prin care se explica
predispozitia crescuta in urma utilizarii laxativelor. HRAM poate fi aplicatd in acest
context pentru diagnosticarea disfunctiei anorectale care poate precede incontinenta fecala.
Strategiile de management includ titrarea adecvatd a agentilor de volum si a laxativelor,
tampoane pentru incontinenta putand fi necesare ca masura de precautie la prima titrare
pentru constipatia cronicd, dar si biofeedback-ul dacd afectiunea se datoreaza scaderii

tonusului sfincterian sau tenesmelor (Saldana Ruiz si Kaiser, 2017; Wang si Abbas, 2013).

Capitolul 3. Tehnici dedicate reconstructiei microflorei

3.1. Pro-, pre- si sinbioticele

Mai mult de doua decenii au trecut de cand a fost oferitd o definitie stiintifica a
probioticelor cu linii directoare pentru a asigura utilizarea adecvata a terminologiei.
Potrivit FAO, in paralel cu directivele stabilite de WHO, aceasta formula este catalogata ca
,,microorganisme vii care administrate in doze adecvate sporesc starea generald de sanatate
a gazdei”, de unde au derivat alti doi termeni - prebiotice si sinbiotice. Prebioticele in
schimb sunt suplimente care au fost definite ca ,,0 componenta alimentara neviabila care
conferd beneficii pentru sanatatea gazdei asociate cu modularea microbiotei”. Sinbioticele
constituie un amestec dintre cele doud categorii mentionate anterior, administrate de regula
in vederea sporirii duratei de viatd a celor deja existente in tractul digestiv (Sanders si
colab., 2019).

In ultima jumitate de deceniu au fost efectuate un numir limitat de studii cu scopul
de a explora impactul GM 1n stadiile prodromale si timpurii ale PD (Mertsalmi si colab.,
2017; Scheperjans, 2018). Din fericire, cel mai puternic vehicul utilizat in practica clinica
curentd pentru a diminua simptomatologia legata de PD si comorbiditatile asociate cauzale

sau nu sunt probioticele (Tan si colab., 2021a).
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3.2. Transplantul de microbiotdi fecald si terapia de transfer microbian

FMT este o alta tehnica dedicata reconstructiei GM. Este un procedeu relativ simplu
care presupune transferul unor esantioane de scaun de la un donator sandatos unui pacient
pentru cazurile de CDI, IBD si IBS (Khoruts si Sadowsky, 2016). MTT este un protocol
similar, cu utilitate si potential substantial in practica clinicd. Au existat controverse in
jurul acestui subiect deoarece compozitia microbiand interindividuald este similard in
procentaje mici, de unde si necesitatea implementarii Strategiilor personalizate (Khoruts si
Sadowsky, 2016).

Mai existd si LBP care spre deosebire de FMT sunt mai putin diverse si contin un
numar redus de specii bacteriene, dar superioara utilizdrii probioticelor conventionale care
reunesc doar cateva microorganisme (Paquet si colab., 2021). LBP sunt definite ca
,produse biologice care contin organisme vii, utilizate pentru prevenirea, tratarea si

vindecarea unei boli sau afectiuni la pacientii umani”.

Capitolul 4. Inducerea experimentala a bolii Parkinson

4.1. Generalitati

Pestele zebra (Danio rerio) este o specie tropicala care a fost identificata in raul
Kosi din Bengal si descrisa pentru prima data in 1822 de catre Francis Buchanan Hamilton
(1762 - 1829) (Arunachalam si colab., 2013; McCluskey si Postlethwait, 2015). Etiologic,
Danio 1si are originea din bengaleza ,,dhani” care poate fi tradus drept ,,cei din campul de
orez” (Rainboth, 1994), asigurand continuitatea ca sursa de hrana pentru specii de Channa,
Notopterus notopterus, Ardeola grayii, Alcedo atthis (Spence si colab., 2008).

Omologia fiziologica cu cea a indivizilor umani, timpul scurt de replicare si costul
redus al reproducerii in contrast cu alte modele experimentale si fezabilitatea in studiile

farmaceutice sunt doar cateva avantaje pentru utilizarea pestelui zebra (Vaz si colab.,

2018).

4.2. Rotenona, agonist dopaminergic?

Aceasta izoflavond insipidd, inodora si cristalind izolatd de Emmanuel Geoffroy
(1862 - 1894), este unul dintre cei mai vechi compusi naturali identificati in plante;
Robinia nicou, actualmente Lonchocarpus nicou (nicolind) (Turner, 1932) si utilizata in

mai multe produse comercializate pentru culturi ca insecticid, pesticid sau piscicid (Robea
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si colab., 2020). Poate fi extrasa din frunzele, semintele si tulpina napului mexican
(Pachyrhizus erosus), cunoscut sub numele de vita de vie Jicama si din radacinile familiei
Fabaceae - genurile Derris, Lonchocarpus, Tephrosia si Mundulea (Gupta, 2012; Lawana
si Cannon, 2020). Pe langa Lonchocarpus utilis si Nolina lindheimeriana, native pentru
America de Sud si de Nord, Lonchocarpus nicou si Derris elliptica sunt specii candidate
pentru extragerea de rotenona (Gupta, 2012; Lawana si Cannon, 2020), FIFRA inregistrand
rotenona in 1947 (Gupta, 2007).

Desi implicatiile in cantitdti reduse sunt infime, in doze mai mari poate deveni
toxica. In comparatie cu absorbtia incompleti de la nivelul GI la om si rozitoare, in cazul
pestilor este totala din cauza absentei enzimelor degradante (Gupta, 2012). Astfel, a fost
posibila stabilirea unei relatii cauzale intre administrarea de rotenond si PD la pestele zebra
(Razali si colab., 2021), rozatoare (Innos si Hickey, 2021) si oameni (Tanner si colab.,
2011).

Rotenona s-a dovedit a fi un agonist dopaminergic care traverseaza direct BBB si
intrd in SNC prin acumularea continud in organitele celulare, predominant in mitocondrii
datorita structurii sale lipofile (Bové si colab., 2005; Robea si colab., 2020; Sherer si
colab., 2003). Rotenona induce toxicitate neuronala (Bastias-Candia si colab., 2019),
conducand la o scddere a generdrii de ATP si la exacerbarea generarii de ROS prin
inhibarea complexului I al ETC (Yurtsever si colab., 2020). Astfel, rotenona determina
activarea microgliei, reflectata de neuroinflamatie (Gao si colab., 2013) si agregarea aS

cunoscuta pentru implicarea sa in patologia cu LB (Hijaz si Volpicelli-Daley, 2020).

PARTE EXPERIMENTALA

Capitolul 5. Materiale si metode de cercetare

5.1. Model experimental

Studiile experimentale din cadrul prezentei cercetari au vizat pestii zebrd (Danio
rerio - Hamilton, 1822), adulti (6 - 8 luni), WT, linie genetica AB, achizitionati de la un
crescator local autorizat din judetul lasi.

Indivizii au fost mentinuti timp de 14 zile intr-un acvariu de 90L dotat cu
termometru si sistem de recirculare a apei, alimentat cu apa de sistem declorinatd, etapa

premergatoare fazei de aclimatizare.
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Pestii zebra au fost transferati la finele perioadei de aclimatizare in acvarii noi de
10L pentru inca 7 zile in vederea adaptarii la noile conditii experimentale. Acestia au fost
cazati in aceleasi acvarii pe durata intregii perioade de analizd comportamentala.

Temperatura din cadrul laboratorului a fost mentinuta constant la 26 + 2°C, pH 7,5
si un ciclu de 14h lumind/10h intuneric (Reed si Jennings, 2011). Regimul a constat in
TetraMin Flakes de doua ori pe zi, iar apa din fiecare rezervor experimental a fost
schimbata zilnic.

Animalele au fost intretinute si tratate in conformitate cu Recomandarea Comisieli
UE (2007), Directiva 2010/63/UE a Parlamentului European si a Consiliului din 22
Septembrie 2010, act normativ referitor la orientarile in ceea ce priveste gadzduirea,
ingrijirea si protectia animalelor utilizate in scopuri experimentale (Commission
Recommendation, 2007; Directive 63, 2010). Experimentele au fost realizate n
concordantd cu Declaratia de la Helsinki, dar si a legislatiei Romaniei si UE referitoare la
utilizarea animalelor in cercetarea biomedicald. Toate procedurile au fost realizate prin
limitarea la un numar cat mai mic de indivizi conform liniilor directoare ARRIVE

(Kilkenny si colab., 2010).

5.2. Tipologii comportamentale

Desi comportamentul pestelui zebra a devenit un atribut din ce in ce mai studiat in
cercetdrile biomedicale (Klee si colab., 2011; Stewart si colab., 2011; Suriyampola si
colab., 2015), exista foarte putine date despre comportamentul natural al celui WT.

Deoarece comportamentul animal este complex si oferd rdspunsuri la reactiile
interne (fiziologice si/sau biochimice) si externe (sociale sau de mediu), obiectivele
comportamentale sunt mai sensibile si mai rapide in comparatie cu metodele toxicologice
clasice care evalueazi mortalitatea, reproducerea si cresterea (Melvin si Wilson, 2013). Tn
acest fel, schimbarile ce au loc la nivel comportamental ca fiind efecte ale contaminantilor
pot fi cuantificate la scurt timp dupa expunere chiar daca concentratia este redusa (Huang
si colab., 2014).

5.2.1. Locomotia

Activitatile motorii sunt angrenate in mare parte la nivelul maduvei spinarii si
creierului posterior, structuri segmentate care posedd un numadr relativ mic de seturi de
neuroni identificabili in stadiul embrionar. Multe tipuri de neuroni, dar si cele doua tipuri

de celule musculare au fost clasificate in functie de morfologia lor, semnale moleculare
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pentru diferentierea celulard fiind identificate recent si izolate mutatii care afecteaza
dezvoltarea celulelor (Bae si colab., 2009).

Comportamentele motorii in stadiul embrionar survin secvential si implicd o faza
precoce caracterizatd de contractii tranzitorii, spontane. Ulterior se observa aparitia unor
raspunsuri de zvacnire la atingere care se cristalizeaza prin dezvoltarea capacitatii de 1not.
Contractiile spiralate sunt generate de o retea cuplata electric a unui set de neuroni spinali
in timp ce o unitate sinapticd glutamatergica si glicinergica constituie pilonul care sta la
baza raspunsurilor la atingere si a inotului. Inotul sustinut in stadiul larvar apare odati cu
dezvoltarea sistemului serotoninergic neuromodulator (Drapeau si colab., 2002).

5.2.2. Agresivitatea

Agresivitatea este o componentd importantd pe care se bazeazd gradul de
adaptabilitate printre care se numard ierarhia, hrana si reproducerea. Asa cum era de
asteptat, pestii zebrd se angajeazd in lupte pentru stabilirea teritoriului in functie de
structura habitatului, preferat fiind cel cu vegetatie bogata care micsoreaza spatiul vizual si
le confera in acest fel protectie si adapost de pradatori (Spence si colab., 2008).

Comportamentul agresiv este frecvent intilnit in circumstante particulare cum ar fi
perioada de depunere a icrelor, perturbarea ciclului nictemeral, dar compensat cand pestii
formeaza bancuri pasnice (Spence si Smith, 2005). Agresivitatea teritoriald este o trasatura
normald a comportamentului agresiv in perioada de depunere a icrelor unde se pot observa
adesea muscaturi ce pot cauza pierderea solzilor (Ruhl si colab., 2009).

5.2.3. Sociabilitatea

Un alt argument in favoarea rolului pe care il joaca pestele zebrd in cercetarea
biomedicald se datoreaza repertoriului larg de care beneficiaza, in special a tiparelor
comportamentale (Kalueff si colab., 2013; Vaz si colab., 2018). Sunt specii in mod
intrinsec colective care trdiesc In bancuri, motiv pentru care infatiseaza o paletd variata de

comportamente sociale.

5.3. Fenotipul asociat bolii Parkinson
In vederea aprofundarii spectrului de cunostinte prin intermediul modelelor
animale, au fost induse artificial prin administrare cronicd de rotenona simptome specifice
PD pe baza unor doze si intervale de expunere prestabilite.
5.3.1. Influenta tulpinilor lactice probiotice asupra sociabilititii si locomotiei
Tn cadrul primului studiu s-a dorit stabilirea posibilului rol benefic exercitat de

tulpinile lactice probiotice Bifidobacterium longum BB536 - 4 x 10° CFU (150 mg) si
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Lactobacillus rhamnosus HNOO1 - 1 x 10° CFU (25 mg) si vitamina Bs - 1,4 mg asupra
comportamentului social si al activitatii locomotorii in labirintul T. Performantele au fost
nregistrate zilnic cu ajutorul camerei 2D. Indivizii au fost supusi unei expuneri cronice la
2 pg/L rotenona timp de 21 de zile.

5.3.1.1. Planul experimental

S-au utilizat 60 de indivizi repartizati in patru grupuri experimentale egale (n = 15).

5.3.2. Influenta acidului valproic, a combinatiei de levodopa si carbidopa si a
tulpinilor lactice probiotice asupra sociabilitatii si starilor de agresivitate

Tn cadrul celui de-al doilea studiu am evaluat cum acidul valproic (0,5 mg/mL),
levodopa + carbidopa (250 mg + 25 mg) si probioticele (3 g - Lactobacillus casei W56,
Lactobacillus acidophilus W22, Lactobacillus paracasei W20, Lactobacillus salivarius
W24, Lactobacillus lactis W19, Lactobacillus plantarum W62, Bifidobacterium lactis
W51, Bifidobacterium lactis W52 si Bifidobacterium bifidum W23) ar putea
exacerba/diminua efectul neurotoxicologic al rotenonei dupa o expunere cronica timp de
32 zile la 2,5 pg/L. Obiectivele principale au constat in evaluarea modificarilor
comportamentului social si/sau a starilor de agresivitate in labirintul T prin utilizarea ca
indicator neurologic rotirea in sens invers acelor de ceasornic. Performantele au fost
inregistrate la interval de 4 zile pentru evitarea stresului cronic. Am utilizat camera 2D
pentru evaluarea comportamentului (anti)social, respectiv 3D pentru rotirea in sens invers
acelor de ceasornic.

5.3.2.1. Planul experimental

S-au utilizat 40 de indivizi repartizati in opt grupuri experimentale egale (n = 5).

5.3.3. Influenta acidului valproic, a combinatiei de levodopa si carbidopa si a
tulpinilor lactice probiotice asupra locomotiei
In cadrul ultimului studiu am urmarit cum acidul valproic (0,5 mg/mL), levodopa +
carbidopa (250 mg + 25 mg) si probioticele (3 g - Lactobacillus casei W56, Lactobacillus
acidophilus W22, Lactobacillus paracasei W20, Lactobacillus salivarius W24,
Lactobacillus lactis W19, Lactobacillus plantarum W62, Bifidobacterium lactis W51,
Bifidobacterium lactis W52 si Bifidobacterium bifidum W23) ar putea actiona in calitate de
modulatori ai axei GBA prin evaluarea activitdtii locomotorii iIn 3D dupd o expunere
cronica la 2,5 pug/L rotenond timp de 32 de zile. Performantele au fost inregistrate la

interval de 4 zile pentru evitarea stresului cronic.

27



5.3.3.1. Planul experimental

S-au utilizat 120 de indivizi repartizati in opt grupuri experimentale egale (n = 15).

5.4. Ant(agonistii) utilizati
5.4.1. Administrarea de rotenona

Rotenona (5 g) a fost achizitionatd de la Toronto Research Chemicals, North York,

Canada, (Cat # R700580), avand aspectul unei pulberi de culoara alba.
5.4.2. Administrarea de acid valproic

Acidul valproic (100 g) a fost achizitionat de la Sigma-Aldrich, Saint Louis,

Missouri, SUA, (#SLBC9758V), avand aspectul unei pulberi de culoare alba.
5.4.3. Administrarea de levodopa si carbidopa

Isicom - ((250 mg levodopa + 25 mg carbidopa - 10 pastile/blister x 3) - Desitin
Arzneimittel GmbH, Hamburg, Germania) a fost achizitionat de la o farmacie locald sub
forma de comprimate.

5.4.4. Administrarea de probiotice

Zircombi (ALFASIGMAS.p.A.) este un supliment alimentar avand aspectul unei
pulberi albe care a fost achizitionat de la o farmacie locald. Contine doud tulpini -
Bifidobacterium longum BB536 - 4 x 10° CFU (150 mg) si Lactobacillus rhamnosus
HNOO1 - 1 x 10° CFU (25 mg) si vitamina Bg - 1,4 mg.

OMNI BIOTIC STRESS Repair- Institut Allergosan Pharmazeutische Produkte
Forschungs- und Vertriebs GmbH, Graz, Austria (3 g) a fost achizitionat de la o farmacie
locala. Contine urmatoarele tulpini: Lactobacillus casei W56, Lactobacillus acidophilus
W22, Lactobacillus paracasei W20, Lactobacillus salivarius W24, Lactobacillus lactis
W19, Lactobacillus plantarum W62, Bifidobacterium lactis W51, Bifidobacterium lactis
W52 si Bifidobacterium bifidum W23.

5.5. Justificarea concentratiilor administrate
5.5.1. Rotenona
Am efectuat o serie de testari preliminare Inainte de implementarea propriu-zisa a
protocolului in care pand la 5 subiecti per rezervor au fost expusi la trei doze diferite (de la
2 ng/L, 2,5 pg/L pana 5 pg/L) pentru 24h, pand la 72h si am concluzionat ca 2,5 pg/L ar
putea fi doza optimd deoarece 5 pg/L cauzeaza o mortalitate excesiva (datele nu sunt
prezentate) (Ilie si colab., 2022a, 2022b).
5.5.2. Acidul valproic
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O abordare similard a fost aplicatd si pentru acidul valproic in care am testat patru
doze (0,5 mg/mL, 2 mg/mL, 5 mg/mL si 10 mg/mL). Concentratiile de 5 mg/mL si 10
mg/mL de acid valproic au condus la o mortalitate excesiva, in timp ce la 2 mg/mL pestii
zebra prezentau episoade de imobilitate la atingere (datele nu sunt prezentate) in primele
6h - 12h dupa administrare. Pe baza acestor considerente am reusit s mentinem constanta
rata de supravietuire in randul subiectilor pe toatd perioada analizata prin administrarea a
0,5 mg/mL (Ilie si colab., 2022a, 2022b).
5.5.3. Levodopa si carbidopa
In ceea ce priveste doza asociatd de levodopa si carbidopa am folosit ca suport
informatic studiul lui (Idalencio si colab., 2021).
5.5.4. Tulpinile lactice probiotice
Nu exista restrictii in ceea ce priveste doza si raportul de bacterii, acestea fiind
personalizate in functie de conceptul studiului, tulpinile reunite in produsul utilizat daca

este unul comercializat la scard largd si CFU mai degraba decat sexul si speciile.

5.6. Testarea comportamentald
5.6.1. Testul de interactiune (anti)sociala, agresivitatea si locomotia

Citirile comportamentale au fost efectuate intr-un labirint incrucisat multifunctional
inchis de o fantd transparentd de plexiglas si transformat intr-un labirint in formd de T
umplut cu apa de sistem (5 cm) declorinata.

Durata fiecarei testari a fost de 4 min per individ cu 30 sec perioadd de acomodare
intr-un acvariu de 10L care recreeaza conditiile habituale, dar umplut pe jumatate din
volumul total (5L). Imaginile au fost inregistrate cu o camera profesionald in infrarosu
plasatd deasupra camerei experimentale conectatd la un computer si analizate folosind
software-ul EthoVision XT 11.5 (Noldus Information Technology, Wageningen, Olanda)
calibrat anterior pentru acest tip de teste.

5.6.2. Testul de activitate locomotorie

Analiza activitatii locomotorii s-a realizat, de asemenea, in 3D prin utilizarea unui
acvariu de 10L care recreeaza conditiile habituale care a fost umplut cu 6L apd declorinata
de sistem.

Durata fiecarei testari a fost de 4 min per individ cu 30 sec perioadda de acomodare,
imagini care au fost inregistrate cu o camera profesionala in infrarosu plasata deasupra si in

lateralul camerei experimentale conectate la un computer si analizate folosind modulul
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Track3D al software-ului de urmarire video EthoVisionXT 14 (Noldus Information

Technology, Wageningen, Olanda).

5.7. EUtanasierea, recoltarea si repartizarea probelor

Animalele au fost eutanasiate conform procedurilor standard prin imersie in apa cu
gheatd la 2 - 4°C timp de 10 min pana la disparitia miscarilor operculare.

Cate cinci probe au fost alocate pentru fiecare analiza ulterioara in tuburi Eppendorf
de 1,5 mL si stocate la -20°C.

5.8. Determinarea biomarkerilor stresului oxidativ
5.8.1. Determinarea activitatii superoxid dismutazei
Kitul de determinare a SOD (19160-1KT-F) a fost achizitionat de la Sigma-Aldrich,
Saint Louis, Missouri, SUA si utilizat urmand instructiunile producatorului. Lungimea de
unda la care s-au realizat citirile a fost de 450 nm.
5.8.2. Determinarea activitatii glutation peroxidazei
Kitul de determinare a GPx (CGP1-1KT) a fost achizitionat de la Sigma-Aldrich,
Saint Louis, Missouri, SUA si utilizat urmand instructiunile producatorului. Lungimea de
unda la care s-au realizat citirile a fost de 340 nm.
5.8.3. Determinarea nivelului malondialdehidei
Nivelul de MDA a fost determinat conform metodei descrise de (Ciobica si colab.,
2012). Lungimea de unda la care s-au realizat citirile a fost de 532 nm.
5.8.4. Metoda Bradford de cuantificare a proteinelor solubile
Analog tehnicii de obtinere a omogenatului, acest protocol se bazeaza pe dozarea
continutului proteic conform metodei descrise de (Bradford, 1976) si adaptata de (Artenie,
2008).

5.9. Reactia de polimerizare in lant in timp real

ARN-ul total din creier a fost extras folosind peqGOLD TriFast (Peqglab
Biotechnologie, Erlangen, Germania), iar revers transcrierea intr-o etapa unica cu GoTaq
1-Step RT-qPCR (Madison, Wisconsin, SUA) urmand instructiunile producatorului.

Reactiile au fost efectuate pe sistemul AriaMx Real-Time PCR (Santa Clara,
California, SUA).

Secventele utilizate (IDTDNA, San Diego, California, SUA) sunt urmatoarele:
PINK 1 (NM_001008628.1) (2088 bp) forward: 5’-GGCAATGAAGATGATGTGGAAC-
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3,  PINK 1 reverse: 5 -TTGTGGGCATGAAGGAACTAAC-3’,  PARKIN
(NM_001017635.1) (1465 bp) forward: 5’-GAGGAGTTTCACGAGGGTCC-3’, PARKIN
reverse: 5’-TGAGTGGTTTTGGTGATGGTC-3’, LRRK2 (NM_001201456.2) (9170 bp)
forward: 5’-ACTCGGATTAAGTTCCACCAGA-3’, LRRK2 reverse: 5’-
CAGTGAGGGTTGATGGTCTGTA-3’, alfa-SNCA (NM_001017567.2) (1294 bp)
forward: 5’-ATGCACTGAAGAAGGGATTCTC-3’, alfa-SNCA reverse: 5° -
AGATTTGCCTGGTCAGTTGTTT-3" si ACTIN (NM_181601.5) (1843 bp) forward: 5°-
GGCATCACACCTTCTACAATGA-3’, ACTIN reverse: 5’-
TACGACCAGAAGCGTACAGAGA-3’ servind ca gena de referinta.

Am 1implicat si o curbd de topire pentru sporirea specificitatii in eventualitatea
formarii dimerilor de primeri. Protocolul de amplificare a fost urmétorul: RT: 20:00 de min
la 38°C (1 ciclu), start la cald: 10:00 min la 95°C (1 ciclu), amplificare: 00:10 sec la 95°C,
00:30 sec la x°C (in functie de gend), 00:30 sec la 72°C (40 de cicluri), curba de topire:
00:30 sec la x°C (in functie de gend) x 2 si 00:30 sec la 95°C (1 ciclu); ACTIN, PINK1 si
alfa-SNCA la 55°C, LRRK2 la 57,5°C, iar PARKIN la 58,5°C.

Expresia relativa a fost determinati folosind formula 274¢, rezultatele finale fiind

normalizate in functie de ACTIN.

5.10. Determinarea nivelului de dopamind

DA din probele de creier a fost masurat prin ELISA utilizand kit-ul Fish Dopamine
(antibodies, Aachen, Germania) conform instructiunilor producdtorului. Citirile au fost
efectuate prin utilizarea Tecan Sunrise (Tecan, Crailsheim, Germania) la lungimea de unda
de 450 nm.

Calculele folosind standarde au fost efectuate prin aplicarea unei regresii

polinomiale cu formula: y = a + bx + ¢/x"2.

5.11. Analiza histologica si imunohistologica

Probele de organe au fost fixate in solutie Bouin timp de 24h, iar sectiunile cu
grosimea de aproximativ 0,5 cm au fost deshidratate intr-o solutie de etanol in concentratie
descrescatoare, apoi limpezite in xilen si incorporate in parafina. Dintre sectiunile realizate
la microtom, au fost selectate cate zece lame pentru microscop din fiecare bloc de parafina,
colorate specific si citite la microscopul Olympus CX41 (Olympus Europa SE & Co,

Wendenstralie, Hamburg, Germania).
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Acestea au fost initial colorate cu HE apoi IHC folosind 5 anticorpi; GFAP, S100b,
PCNA, p53 si cox4il, au fost utilizate pentru a efectua coloratia IHC. Dupa ce sectiunile
au fost deparafinate in xilen, hidratate in etanol si incélzite cu microunde timp de 10 min la
95°C in 10 mmol tampon acid citrat pH 6, acestea au fost racite timp de 20 de min, apoi
spalate de doud ori in PBS timp de 5 min. Sectiunile au fost tratate cu peroxid de hidrogen
3% si clatite cu PBS, dupa care au fost incubate peste noapte la 4°C intr-o atmosfera
umeda cu anticorpi primari in dilutii de 1:1000 GFAP si S100b; 1:250 pentru PCNA, p53
s1 Cox4il. Lamele au fost spalate de 3 ori in PBS timp de 5 min, fiind incubate cu anticorpi
secundari. S-a folosit anticorp secundar IgG anti-iepure generati de capra pentru GFAP,
S100b, p53 si PCNA. Lamele de microscop au fost dezvoltate in DAB si in final colorate

cu hematoxilina.

5.12. Analiza statistica

Software-ul pentru calcul tabelar Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation,
Redmond, Washington, SUA) a fost utilizat pentru editarea, sortarea si codificarea datelor
brute care au fost ulterior testate pentru normalitate si distributie prin testul Shapiro-Wilk
utilizand fie software-ul Graph Pad Prism (v 9.1.0.221, San Diego, California, SUA) sau
OriginPro (v 9.3-2016, OriginLab Corporation, Northampton, Massachusetts, SUA).
Comparatiile intre grupuri sau intre zilele de testare au fost efectuate prin ANOVA
unidirectionald urmata de teste parametrice post-hoc cum ar fi Tukey HSD sau Dunnett.
Datele sunt exprimate ca medie + SEM. Valoarea p < 0,05 a fost considerat semnificativ

statistic.

Capitolul 6. Rezultate

6.1. Testul de interactiune sociala
6.1.1. Expunerea la 2 pg/L rotenona

Nu s-au observat modificari semnificative pentru lotul CONTROL si ROT (p > 0,05
ANOVA). Administrarea unicd in grupurile ROT si PROBIO nu a avut niciun efect asupra
sociabilitatii pestilor zebrd dupa 21 de zile de expunere cronica la 2 pg/L rotenond asa cum
se poate observa in Figura 6.1. Mai mult, un efect similar a fost observat si in grupul ROT
+ PROBIO, cu exceptia Z 19 in comparatie cu perioada de pretratament (182,5 + 16,5 sec
fata de 56,2 + 19,8 sec, p = 0,01 Tukey, ANOVA).
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Figura 6.1. Timpul petrecut in bratul sting in testul de interactiune sociala (n = 15). Media grupurilor

a fost comparata cu media zilelor de pretratament si rezultatele au fost reprezentate ca medie + SEM

6.2. Testul comportamentului anti-social
6.2.1. Expunerea la 2,5 ng/L rotenoni

S-au observat diferente semnificative statistic in zile separate dupa centralizarea si
analiza datelor referitoare la timpul petrecut in bratul drept si central. Astfel, grupul (b)
suplimentat doar cu VPA a inregistrat o preferinta fatd de bratul drept in Z 1 - p = 0,006 si
Z 8-p=0,022, in timp ce grupul (c¢) caruia i s-a administrat LEV/CARB doarin Z_12 - p
= 0,008. In ceea ce priveste grupul (¢) ROT si grupul (f) ROT + VPA, pestii zebra prezinta
un comportament antisocial in Z_1 - p=0,002 si Z 4 - p = 0,011. Capacitatea exploratorie
a fost oarecum influentata Intrucat comportamentul corespundea unei stari de anxietate in
Z 4-p=0,004,Z 20 -p=0,002, Z 28 - p=0,003, Z 32 -p =0,048 in (b) VPA, iar in
Z4-p=0,028 Z24-p=0,021,Z 28 si Z 32 p < 0,001 in grupul (c) LEV/CARB.
Grupurile (f) ROT + VPA si (g) ROT + LEV/CARB au fost singurele in comparatie cu (e)
ROT si (h) ROT + PROBIO in care au existat schimbari vizibile; Z 12 - p = 0,041, Z_16 -
p=0,0051n (e) (ROT)siZ 8 -p=0,008, Z 24 - p=10,033 in (f) ROT + VPA. Interesanta
este lipsa de eficacitate a tulpinilor lactice administrate in grupurile (d) PROBIO si (h)
ROT + PROBIO (p > 0,05), dar si in grupul (g) ROT + LEV/CARB. Grupul (a)

CONTROL si-a mentinut o tendinta liniara pe parcursul intregului experiment (Figura 6.2).

33



Brat drept Brat central

40 100
30{ (a) 75
20 50
o] i o e 25 B A
0! 0
40 100 *E ** o
30| (b) 75 *
10 D o i e i ) e O D i %
« Sk e
40 100 *
30/ (©) w5 75
20 50 - . . . . '
‘3 Hﬁﬁ_._ﬁlﬁrhrhrhr'“lr'—wh 23
—_—
4
B 40 100
)‘; 30 (d) 75
g 50
s 0 th‘TI—HI—l"ITH ‘ HTI—I—II‘I‘ITH =
=
£
S w . 100 * e
o 30{ (e) 75
S 2 50
O [ IS U ] | T
= 0 0
[
40 100 o *
30{(f) 75
20 N 50
] Bl i i B b i B 2 _ﬁﬁ--iiii-
40 100
30{(g) 75
1 PR Y
10] ot [0 (0 i 0 i O i . %
40 100
30/ (h). 75
20 , 50
0 0

D b,\?,»br

I SR - PN I P P - I DN D
Q4 Q)
AL O T SZD AR RN RN RN EW I RR R B 2

®

<‘)> Y Vs (\)} 47
Figura 6.2. Modelul antisocial la Danio rerio (n = 5) si tendintele lor ciitre ambele brate (valori

exprimate ca medie cu SEM urmat de testul Dunnett; * - p < 0,05, ** - p < 0,005, *** - p < 0,0005)

6.3. Testul oglinzii
6.3.1. Expunerea la 2,5 pg/L rotenona

Comparativ cu perioada de pretratament, chiar si in grupul (a) CONTROL s-a
observat un fenotip deductibil pe baza testului efectuat. Nu a existat nicio diferentd
semnificativa statistic (p > 0,05) intre comportamentul de baza si timpul petrecut in bratul
stang. Analog pentru bratul drept si central la (a) CONTROL, dar si la cei din (b) VPA, (c)
LEV/CARB, (d) PROBIO sau in combinatie cu ROT (e - h), modele specifice de
agresivitate fiind inregistrate (p < 0,05, 0,005 si 0,001) fie in raport cu stadiul initial, fie

intre zile diferite. De remarcat, insa, lipsa de semnificatie in grupul (d) PROBIO (p > 0,05)
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referitor la timpul petrecut in bratul stang, dar si prin comparatie cu pretratamentul (p >

0,05) in celelalte doud brate. Se poate concluziona ca probioticele administrate au avut

intr-adevar un efect benefic, argument care nu este valabil in cazul grupului (h) ROT +
PROBIO (Figura 6.3).
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Figura 6.3. Modelele de tip agresiv la Danio rerio (n = 5) si tendintele lor citre toate cele trei brate

(valori exprimate ca medie cu SEM urmat de testul Dunnett)

6.4. Evaluarea activitatii locomotorii
6.4.1. Expunerea la 2 pg/L rotenona
6.4.1.1. Distanta totala inotata

In pofida asteptarilor noastre si contrar datelor existente in literatura de specialitate,
nu au fost observate modificari semnificative in urma administrarii de rotenond sau
probiotice dupd 21 de zile conform parametrilor nostri de interes; distanta totald inotata
(cm), viteza medie (cm/sec) si starea activa (sec).

Mai precis, in grupul CONTROL per distanta totald inotatd (cm) au existat situatii
particulare in care pestii zebra au atins puncte maxime in decursul perioadei experimentale
in contrast cu zilele de pretratament: Z 10 (1240,03 £ 169,9 cm, p = 0,01 Tukey,
ANOVA), Z_13 (1209,58 + 71,7 cm, p = 0,02 Tukey, ANOVA) si Z 15 (1220,13 + 104,2
cm, p = 0,02 Tukey, ANOVA) vs. 620,7 £ 127,8 cm. Grupul ROT nu a fost influentat
semnificativ, diferente semnificative statistic fiind notate in Z_6 (1369,2 + 255,8 cm, p =
0,008 Tukey, ANOVA) si Z 14 (1642,9 + 165,1 cm, p = 0,002 Tukey, ANOVA). Mai
mult decat atét, in grupul PROBIO s-a observat o crestere a distantei inotate in primele zile
ale tratamentului cu cea mai mare valoare inregistratd in Z 5 (1626,4 = 138,2 cm, p =
0,006 Tukey, ANOVA). In ceea ce priveste grupul ROT + PROBIO, valorile obtinute
pentru acest parametru nu au fost semnificative (p > 0,05 ANOVA) (Figura 6.4).
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Figura 6.4. Distanta totala inotati in timpul testului de activitate locomotorie (n = 15). Media

grupurilor a fost comparata cu media zilelor de pretratament si rezultatele au fost reprezentate ca

medie + SEM
6.4.1.2. Viteza de Tnot

Analog parametrului de mai sus, nu s-au observat modificari semnificative pentru
grupul CONTROL, ROT si ROT + PROBIO in ceea ce priveste parametrul vitezei
(cm/sec) (p > 0,05 ANOVA). Tendinta a fost similard si pentru grupul PROBIO, cu
exceptia unui tipar de hiperlocomotic in Z 5 (6,77 + 0,57 cm/sec, p = 0,005 Tukey,
ANOVA) comparativ cu pretratamentul: 3,18 £ 0,42 cm/sec (Figura 6.5).
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Figura 6.5. Viteza de Tnhot Tn timpul testului de activitate locomotorie (n = 15). Media grupurilor a fost

comparati cu media zilelor de pretratament si rezultatele au fost reprezentate ca medie £+ SEM

6.4.1.3. Starea activa

De asemenea, am determinat starea activa (sec) care masoara timpul petrecut de
pestii activi in timpul sesiunii. In zilele de pretratament pestii din grupul CONTROL au
manifestat o scddere a timpului de miscare, dar activitatea pe toatd perioada experimentald
a urmat o tendintd constanta. Grupul ROT a inregistrat cresteri ale timpului petrecut in
miscare ca Z_6 (224,8 + 10,8 sec, p = 0,03 Tukey, ANOVA), Z 8 (228,8 £ 5,22 sec, p =
0,02 Tukey, ANOVA), Z 12 (227,2 + 3,52 sec, p = 0,02 Tukey, ANOVA), Z 14 (236,3 =
1,50 sec, p = 0,007 Tukey, ANOVA), Z_16 (232,1 £ 3,78 sec, p= 0,01 Tukey, ANOVA) si
Z 17 (223,5 £ 4,55 sec, p = 0,04 Tukey, ANOVA) in comparatie cu 139,8 = 12,7 sec la
pretratament. In ceea ce priveste activitatea pentru grupul PROBIO, activitatea a fost
similard cu cele observate pentru parametrii mentionati mai sus; crestere in prima parte a
administrarii, iar apoi este fluctuanti. in grupul ROT + PROBIO nu au fost observate
modificari semnificative (p > 0,05 ANOVA) (Figura 6.6).
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Figura 6.6. Starea activia in timpul testului de activitate locomotorie (n = 15). Media grupurilor a fost

comparata cu media zilelor de pretratament si rezultatele au fost reprezentate ca medie + SEM
6.4.2. Expunerea la 2,5 ng/L rotenoni

Cu scopul de a evalua efectul neurotoxicologic al rotenonei dupa 32 de zile de
administrare cronica si posibilul efect neuroactiv al acidului valproic, combinatiei de
levodopa si carbidopa si a probioticelor, am efectuat testul de activitate locomotorie 3D.
Conformatii spatiale pot fi observate in urma reconstituirii traseelor de inot 3D (Figura
6.7). Parametrii de interes analizati precum distanta de inot (mm), viteza (mm/sec) si
episoadele de inghet (sec) sunt detaliate in Figura 6.8 - Figura 6.10.

Asa cum era de asteptat, in cazul celor patru grupuri care nu sunt expuse la rotenona
(a - d), pestii zebra isi pastreaza comportamentul explorator pe intreaga perioada analizata,
cu usoare modificari fenotipice in (b) VPA si (c¢) LEV/CARB definite prin ,atingerea
suprafetei apei” indicand posibilul potential neuroactiv al acestor doi agenti, in timp ce in
grupul (d) PROBIO se poate observa un model comportamental similar cu (a) CONTROL.
Pe de alta parte, grupurile expuse la rotenona (e - h) manifestd o afinitate fatd de fundul
acvariului, asa cum se observa in (e) ROT si (g) ROT + LEV/CARB. Mai mult, modelele
de not din (f) ROT + VPA si (h) ROT + PROBIO sunt antitetice in contrast cu (e¢) ROT si
(9) ROT + LEV/CARB.
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(a) CONTROL

(b) VPA

(c) LEV/CARB

(d) PROBIO

(e) ROT

(f) ROT + VPA

(g) ROT + LEV/CARB

(h) ROT + PROBIO

Figura 6.7. Rezultatele traseelor de Tnot Tn 3D pentru Danio rerio (n = 5) in (a) CONTROL si grupurile
tratate cu (b) VPA - 0,5 mg/mL, (c) LEV/CARB - 250 mg + 25 mg, (d) PROBIO - 3 g, (¢) ROT - 2,5
po/L, (f) ROT + VPA - 2,5 pg/L + 0,5 mg/mL, (g) ROT + LEV/CARB - 2,5 pg/L + 250 mg LEV + 25 mg
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CARB si (h) ROT + PROBIO - 2,5 pg/L + 3 g. O integrare automat: folosind software-ul Track3D are
ca rezultat traseele de inot 3D reflectate de culoarea rosie, panoul din dreapta indicind imaginea
verticala (X, Y) si laterala (Y, Z) in testul de 240 sec

6.4.2.1. Distanta inotata

In ceea ce priveste parametrul distantei de inot (mm) inregistrat, apar diferente
semnificative intre (a) CONTROL si mai multe grupuri experimentale: comparativ cu (e)
ROT, p = 0,002/p < 0,0001, si (h) ROT + PROBIO, p = 0,004/p = 0,000, conform ambelor
camere, in timp ce in (d) PROBIO, p = 0,002; (f) ROT + VPA, p = 0,004; si (g) ROT +
LEV/CARB, p = 0,000 pe baza inregistrarilor realizate numai de camera laterald. Alte
circumstante in care am observat diferente au fost in (b) VPA in comparatie cu (e) ROT, p
= 0,009/p = 0,038, de asemenea, pe baza ambelor camere, si (h) ROT + PROBIO, p =
0,014, de citre camera verticala. In plus, grupul (c) LEV/CARB a prezentat diferente fata
de (e) ROT, p = 0,001; (g) ROT + LEV/CARB, p = 0,022; si (h) ROT + PROBIO, p =
0,025 (Figura 6.8).
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Figura 6.8. Modele de distanti de inot (mm) in grupurile Danio rerio studiate (n = 5) (* - p < 0,05; ** -
p < 0,005; *** - p < 0,0005; **** - p<0,0001; valori exprimate ca medie cu SEM urmat de testul
Tukey HSD)

6.4.2.2. Velocitatea
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Modele comportamentale interesante au fost observate in continuare in urma
centralizarii datelor atribuite parametrului vitezei (mm/sec) in (a) CONTROL prin
comparatie cu grupurile experimentale. Mai precis, singurul grup in care nu am observat o
diferentd semnificativd a fost in (b) VPA (p > 0,05) si cu un caz particular in (c)
LEV/CARB, p = 0,024 conform inregistrarii realizate de camera laterald. Continudnd cu
acest concept, am notat diferente majore intre pestele zebra sanatos si (d) PROBIO, p =
0,004/p = 0,004, (e) ROT, p = 0,000/p = 0,000; (f) ROT + VPA, p = 0,008/p = 0,007; (9)
ROT + LEV/CARB, p = 0,019/p = 0,005; si (h) ROT + PROBIO, p = 0,003/p = 0,000, pe
baza inregistrarilor realizate de ambele camere (Figura 6.9).
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Figura 6.9. Modele de viteza (mm/sec) in grupurile Danio rerio (n = 5) studiate (* - p < 0,05; **-p <
0,005; *** - p < 0,0005; valori exprimate ca medie cu SEM urmat de testul Tukey HSD)
6.4.2.3. Episoadele de inghet

In completare cu observatiile ficute in lumina celor doi parametri de mai sus, in (a)
CONTROL au fost observate mai multe episoade de inactivitate in (e) ROT prin raportare
la (c) LEV/ICARB, p = 0,000/p = 0,010 si (d) PROBIO, p = 0,031/p = 0,042 conform
camerei vertical si laterale si intre (¢) ROT, p = 0,007 si (g) ROT + LEV/CARB, p = 0,036
de catre camera laterald. Doua cazuri unice in care am observat diferente au fost in (b)
VPA in contrast cu (c) LEV/CARB, p = 0,013 conform inregistrarii de camera verticala si
(e) ROT cu (f) ROT + VPA, p = 0,045 de camera laterala (Figura 6.10).
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Figura 6.10. Episoade de inactivitate (sec) Tn grupurile Danio rerio (n = 5) studiate (* - p < 0,05; **-p <
0,005; *** - p < 0,0005; valori exprimate ca medie cu SEM urmat de testul Tukey HSD)

6.5. Rotirea in sens invers acelor de ceasornic
6.5.1. Expunerea la 2,5 pg/L rotenoni

Desi fluctuatiile tiparelor comportamentale sunt observabile in toate cele opt
grupuri, doar in trei am observat o diferenta semnificativa statistic pe parcursul a 32 de zile
de analiza. Am observat un model anormal reflectat de tendintele lor de rotire in grupul (a)
CONTROL in Z_24 - p = 0,026 si (c) grup LEV/CARB in Z 24 - p = 0,013 in aceeasi zi
conform inregistrarilor realizate de camera verticala. Mai mult decat atat, a fost observata o
diferenta semnificativa in grupul (d) PROBIO in Z 16 - p = 0,022 pe baza traseului filmat
de camera laterala. Tipare comportamentale anormale in celelalte cinci grupuri nu au mai
fost notate (p > 0,05). Cu toate acestea, in grupurile care nu au fost expuse la rotenona (a -
d) se poate observa un model de rotatie in continua crestere. in celelalte patru grupuri (e -
h) care au primit rotenond in combinatie cu alti agenti, acest comportament a fost

amplificat, dar nesemnificativ statistic (Figura 6.11).
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Figura 6.11. Parametrul de rotatie in sens invers acelor de ceasornic in grupurile Danio rerio (n = 5)
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6.6. Evaluarea biomarkerilor oxidativi

6.6.1. Expunerea la 2 pg/L rotenona

Analizdnd datele referitoare la OS dupa 21 de zile de administrare cronicd a
rotenonei la indivizii de peste zebra, am observat mai multe modificari in cazul
biomarkerilor oxidativi (Figura 6.12). Pentru SOD nu a existat nicio diferenta
semnificativd intre grupul CONTROL si celelalte trei (p > 0,05), ci mai degrabd atunci
cand am comparat grupul ROT cu PROBIO (p = 0,014) si ROT + PROBIO (p = 0,011).
Activitatea enzimaticd a scazut in grupul ROT comparativ cu grupul CONTROL, dar
nesemnificativ statistic. In schimb, grupul PROBIO a aritat o crestere a activitatii
enzimatice a SOD, rezultat care confirmd datele din literatura de specialitate conform
carora probioticele pot spori expresia SOD in celulele vii (Kong si colab., 2020) si
raspunsul diferential al organului investigat (Unal si colab., 2019). Tntre timp, ultimul grup

ROT + PROBIO a avut, de asemenea, o crestere a activitatii SOD, dar fara nicio schimbare

PROBIO ROT+PROBIO

considerabila in comparatie cu grupul CONTROL.
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Figura 6.12. Activitatea enzimaticid a SOD. Datele sunt exprimate ca medie + SEM (* - p < 0,05)

In cazul GPx s-au obtinut rezultate similare deoarece nu au existat diferente
semnificative statistic intre grupul CONTROL si restul grupurilor investigate (p > 0,05). Pe
de alta parte, a existat o schimbare semnificativa a expresiei GPx in comparatie cu ROT si

PROBIO (p = 0,001) si ROT + PROBIO (p = 0,004) (Figura 6.13).

46



GPx

10

4
2

CONTROL ROT PROBIO ROT+PROBIO

%

*%

U GPx/mg proteina

Figura 6.13. Activitatea enzimatici a GPx. Datele sunt exprimate ca medie + SEM (** - p < 0,005)

Mai mult, principalul marker al peroxidarii lipidice a prezentat un nivel ridicat (p <
0,05) in grupul CONTROL in comparatie cu PROBIO (p = 0,033) si in contrast cu ROT +
PROBIO (p = 0,032). De asemenea, au existat modificari semnificative in ceea ce priveste
nivelul de MDA intre grupul ROT si PROBIO (p = 0,009), respectiv ROT + PROBIO (p =
0,01) (Figura 6.14).
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Figura 6.14. Nivelul MDA. Datele sunt exprimate ca medie + SEM (* - p < 0,05)
6.6.2. Expunerea la 2,5 pg/L rotenona
Evaluarea biomarkerilor oxidativi a revelat o diferentd semnificativa statistic in
nivelul MDA intre (b) VPA si (c) LEV/CARB (p = 0,023) si in comparatie cu (d) PROBIO

(p = 0,009). Exista, de asemenea, modificari in activitatea enzimatica a SOD atunci cand se
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compara aceleasi grupuri (p = 0,025). Activitatea enzimaticd a SOD este mai mica in (e)
ROT comparativ cu (c) LEV/CARB (p = 0,034), in raport cu nivelul MDA din grupul (e)
ROT. Contrar asteptarilor noastre, nu existd nicio diferentd intre grupul (a) CONTROL si
grupurile experimentale expuse la rotenona. Chiar daca activitatea enzimatica a SOD in (f)
ROT + VPA este similara cu cea a (e) ROT, nu existd nicio diferentd notabila atunci cand
se compara rezultatele intre grupurile expuse la rotenona (p > 0,05). Sunt observabile
usoare modificari ale nivelului MDA 1in (f) ROT + VPA, (g) ROT + LEV/CARB si (h)
ROT + PROBIO analog cu (a) CONTROL si (h) ROT + PROBIO in SOD (Figura 6.15).
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Figura 6.15. Activitatea enzimatica a SOD si nivelul MDA in grupurile Danio rerio studiate (n = 5) (* -
p <0,05; ** - p <0,005; valori exprimate ca medie cu SEM urmat de testul Tukey HSD)

6.7. Determinarea modificarilor expresiei genice
6.7.1. Expunerea la 2,5 pg/L rotenoni

Analizand rezultatele a patru gene legate de PD la pestele zebra expus la rotenona,
S-a constatat ca nu a existat nicio diferentd semnificativa statistic in LRRK2 si alfa-SNCA
(p > 0,05). Exista diferente semnificative statistic in PARKIN reflectat de o supraexprimare
in (g) ROT + LEV/CARB comparativ cu fiecare grup experimental. Prin urmare, am
observat in (a) CONTROL vs. (g) ROT + LEV/CARB, p = 0,000; (b) VPA vs. (g) ROT +
LEV/CARB, p = 0,000; (c) LEV/ICARB vs. (g) ROT + LEV/CARB, p = 0,000; (d)
PROBIO vs. (g) ROT + LEV/CARB, p = 0,000; (e) ROT vs. (g) ROT + LEV/CARB, p =
0,001; () ROT + VPA vs. (g) ROT + LEV/CARB, p = 0,002; si (g) ROT + LEV/CARB
vs. () ROT + PROBIO, p = 0,007. in cele din urma, o altd expresie exacerbati a PINK1 n

(e) ROT a promovat trei situatii in care am observat o diferentd semnificativa statistic: (d)
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PROBIO vs. (e) ROT, p = 0,007; (€) ROT vs. (g) ROT + LEV/CARB, p = 0,010; si (e)
ROT vs. (h) ROT + PROBIO, p = 0,008 (Figura 6.16).
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Figura 6.16. Valorile expresiilor relative pentru LRRK2, alfa-SNCA, PARKIN si PINK1 Tn creierul
grupurilor Danio rerio (n = 3) studiate (*- p <0,05; ** - p < 0,005; *** - p < 0,0005; valori exprimate ca
medie cu SEM urmat de testul Tukey HSD)

6.8. Stabilirea nivelului de dopamina
6.8.1. Expunerea la 2,5 pg/L rotenona
Nivelul DA a atins un varf in grupul (a) CONTROL, depdsind toate grupurile
experimentale cu exceptia (b) VPA unde nu existd nicio semnificatie (p > 0,05). Exista
diferente statistice In urmatoarele cazuri: (¢c) LEV/CARB, p = 0,000; (d) PROBIO, p =
0,000; (e) ROT, p = 0,001; (f) ROT + VPA, p = 0,002; (g) ROT + LEV/CARB, p <
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0,0001; si (h) ROT + PROBIO, p = 0,000. De asemenea, in grupul (b) VPA au existat trei
situatii in care nivelul DA este crescut in comparatie cu (¢) LEV/CARB, p = 0,024; ()
ROT + LEV/CARB, p = 0,009; si (h) ROT + PROBIO, p = 0,048 (Figura 6.17).
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Figura 6.17. Nivelul DA din creier Tn grupurile Danio rerio (n = 5) studiate (*- p < 0,05; ** - p < 0,005;
*** . p <0,0005; **** - p < 0,0001; valori exprimate ca medie cu SEM urmat de testul Tukey HSD)

6.9. Evidentierea alterdarilor histologice prin imunohistochimie

6.9.1. Expunerea la 2,5 pg/L rotenona

La nivelul tectumului optic din lotul (a) CONTROL s-a observat un marcaj moderat
pe baza markerilor IHC utilizati unde PCNA marcheaza doud zone mici de NSC si,
respectiv, neuroblaste.

Tn (b) VPA pot fi observate zone de neurogeneza in mezencefal si angiogeneza in
zona cenusie periventriculard. Markerii PCNA, S100b, GFAP si cox4il prezintd o expresie
intensd in torus longitudinalis, torus semicircularis (zona periventriculara cenusie) si
tegmentul bazal. Imunoreactivitatea proteinei S100b a fost detectatd in special in tectusul
optic mezencefalic, marcand fibrele nervoase, iIn special profilurile mai degrabd decat
celulele. De fapt, imunoreactivitatea a fost concentratd in profilurile de fibre care
traverseaza tectumul optic perpendicular pe partea exterioard in intregime. Mai mult,
imunoreactivitatea proteinei S100b a fost localizata in continuare in zonele mediale si

laterale ale valvulei cerebrale. Zona interna a tectumului optic situat in ventriculul tectal a
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fost, de asemenea, captusitd cu celule pozitive pentru proteinele S100b si GFAP care
prezintd caracteristici morfologice ale celulelor ependimale si celulelor subependimale.
Celulele ependimale sunt mari si de forma rotundd, in timp ce celulele subependimale si
celulele gliale prezintad procese radiale lungi care trec prin tectul optic si ajung la suprafata
piald. Partile dorsale si laterale ale torusului longitudinal au fost acoperite de celule
ependimale care au proteina S100b, iar fibrele nervoase care formeaza comisura in partea
ventrala a torusului longitudinal au fost, de asemenea, pozitive pentru proteina S100b.

Grupul (c) LEV/CARB a ardtat insule de celule PCNA in comparatie cu celelalte
grupuri, capilare nou formate in diencefal si mezencefal. Markerii S100b si GFAP au fost
etichetati pozitiv Intr-un numar mai mare de celule, in timp ce cox4il si pS3 au prezentat
un marcaj moderat.

Tn grupul (d) PROBIO a fost observat un marcaj pozitiv, In special pentru PCNA,
S100b si GFAP si moderat pentru p53 si cox4il.

Pe de alta parte, in (e) ROT s-a observat o reducere pand la absentd pentru PCNA,
GFAP, S100b si un marcaj moderat pentru p53 si cox4il.

In (f) ROT + VPA, (g) ROT + LEV/CARB si (h) ROT + PROBIO a existat o
crestere a tuturor markerilor IHC, iar in (h) ROT + PROBIO, PCNA a marcat un numar
mic de celule.

Rotenona a provocat o reducere a etichetarii PCNA, ceea ce poate sugera o scadere
a neurogenezei si, implicit, o crestere a disfunctiei neuronale prin reducerea etichetarii
GFAP si S100b. Acest lucru ar putea fi explicat prin expresia p53 si cox4il, care indica 1n
continuare apoptoza si disfunctie mitocondriala.

Cu toate acestea, in grupurile (b) VPA, (c) LEV/CARB si (d) PROBIO exista un
marcaj pozitiv pentru neurogeneza (PCNA), apoptoza (p53) si prezenta neuronilor radiali
maturi, activi si a celulelor gliale (GFAP si S100b). Cox4il are pozitivitate in aceste
grupuri, ceea ce denota activitate mitocondriald intensa.

In cerebel au fost evidentiate RGC si neuroni din materia cenusie din stratul
molecular, Purkinje si granular marcati cu GFAP, S100b, p53 si cox4il de intensitate
apropiatd cu tectul optic din fiecare experiment. Modelul de distributie al proteinei S100b
in cerebel difera de cel al altor segmente ale SNC deoarece a fost localizat in principal Tn
neuroni, mai frecvent decat in celulele gliale. Tn corpul cerebelului, proteina S100b a
marcat neuronii mici din stratul molecular superficial. In plus, neuronii care alcituiesc

corpul cerebelos si nucleii profunzi au fost, de asemenea, imunoreactivi pentru S100b.
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Neuronii Purkinje localizati In zona bazald au ardtat o reactie puternica la proteina S100b

atét in pericarion, cat si in arborele dendritic (Figura 6.18).
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Figura 6.18. Reactivitatea sistemului nervos in grupurile Danio rerio studiate (n = 5) la HE, p53,
PCNA, S100b, GFAP si cox4il

Capitolul 7. Discutii

7.1. Impactul a 2 pg/L rotenond asupra sociabilititii si locomotiei

Am observat ca administrarea a 2 pg/L rotenond a modificat valorile unui singur
parametru dintre toti cei specifici locomotiei. Astfel, rezultatele asociate distantei totale
inotate sunt congruente cu un alt studiu existent in literatura care descrie inducerea unui
fenotip non- si motor usor dupd administrarea aceleiasi concentratii pentru 28 de zile
(Wang si colab., 2017).

Este interesant cd starea activa a fost diferitd in cazul celui de-al doilea si al patrulea
grup care au primit rotenond, respectiv, rotenond si probiotice in prima zi de tratament.

Administrarea de rotenond a condus la o activitate anormald a pestilor zebrd pe toata
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perioada In comparatie cu grupul expus la rotenond si probiotice a caror activitate a fost
ajustatd dupa numai o sdptdmana de tratament cu probiotice. Cand rotenona si probioticele
au fost administrate Tmpreuna acest parametru nu a fost influentat semnificativ. Acesta ar
putea fi un efect declansat de prezenta probioticelor in mediu, fapt sugerat de rezultatele
obtinute pentru grupul al treilea expus doar la probiotice, caz in care activitatea lor a fost
crescutd 1n prima saptamand de tratament comparativ cu fenotipul Iinregistrat in
pretratament. Din nefericire spectrul cunostintelor este limitat doar la prezentul studiu in
ceea ce priveste afectarea si evaluarea componentei sociale in paralel cu activitatea

locomotorie in pestii zebra.

7.2. Impactul a 2,5 ug/L rotenond asupra caracterului anti-social si agresivitditii

Observam un fenotip specific in grupul (a) CONTROL si (c) LEV/CARB (p <
0,05), dar si in grupul (d) PROBIO in comparatie cu referinta initiala (p < 0,05). Intrigant,
nu au existat modificari comportamentale aditionale importante in parametrul de rotatie in
sens invers acelor de ceasornic in grupurile expuse la acid valproic si rotenona singura sau
in combinatie. In (a) CONTROL, (d) PROBIO, (g) ROT + LEV/CARB si (h) ROT +
PROBIO nu au fost observate oscilatii anormale semnificative in comportament. in (b)
VPA, (c) LEV/CARB, (e) ROT si (f) ROT + VPA au fost observate cele mai pronuntate
tipare comportamentale atipice cu cel mai mult timp petrecut in ambele brate (p < 0,05,
0,005, 0,001). Grupurile (a) CONTROL si (d) PROBIO au prezentat un grad redus de
agresivitate, comparabil cu fluctuatiile afisate in (b) VPA, (c) LEV/CARB, (e) ROT, (f)
ROT + VPA, (g) ROT + LEV/CARB si (h) ROT + PROBIO.

7.3. Impactul a 2,5 ug/L asupra activitatii locomotorii

S-a demonstrat cd 2,5 pg/L rotenond nu a influentat in mod semnificativ niciunul
dintre parametrii evaluati. Animalele care au primit aceastd doza au prezentat un
comportament normal peste medie in comparatie cu restul grupurilor experimentale
deoarece au inregistrat cea mai mare distantd la fnot cu cea mai mare vitezd si cele mai
putine episoade de inghet. Rezultatele noastre sunt congruente cu cele ale studiului nostru
anterior (Ilie si colab., 2021) si studiului lui (Wang si colab., 2017) in urma administrarii a
2 ug/L rotenona timp de 21 - 28 de zile.

Totusi, din acest punct pot deriva trei scenarii de caz ipotetice prin care s-ar putea
explica aceasta situatie: pestele zebra incepe sd metabolizeze rotenona administrata, calea

de administrare nu asigura ingestia adecvatd a compusului sau perioada de expunere nu
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este suficienta la concentratia selectatd. Mai mult, exista si alte variabile referitoare la
analizele comportamentale legate de stres. Am emis ipoteza conform céreia testarea zilnica
ar putea accelera rata metabolica, ceea ce poate stimula si mai mult efectul rotenonei,
reflectat de generarea anormala de radicali liberi. Pe de alta parte, testarea la intervale
specifice ar putea sd nu exercite un impact puternic asupra ratei metabolice. Din pacate,
cele mai multe dintre datele actuale referitoare la disfunctiile locomotorii au fost raportate
pe saptamana (Khotimah si colab., 2015a, 2015b) sau nu sunt specificate (Cansiz si colab.,
2021; Unal si colab., 2020) si nu au vizat informatii referitoare la reinnoirea substantelor

utilizate.

7.4. Impactul a 2 ug/L rotenond asupra biomarkerilor oxidativi

In studiul nostru am observat mai multe modificari ale activititii enzimatice a
principalilor antioxidanti, dar si a nivelului markerului specific peroxidarii lipidice.

Tratamentul cu 2 pg/L rotenona timp de 21 de zile duce la o scadere a activitatii
enzimatice a SOD care a fost Tn acord cu cea a lui (Khan si Ali, 2018) la pacientii cu PD.
Pe de alta parte, activitatea SOD si GPx a fost sporitd de probiotice asa cum s-a demonstrat

prin administrarea de Lactobacillus fermentum la porcine (Wang si colab., 2009).

7.5. Impactul a 2,5 ug/L rotenond asupra biomarkerilor oxidativi

Activitatea enzimaticd a SOD si nivelul MDA in grupul CONTROL au fost
nesemnificativ mai mari decat cele ale grupului ROT (p > 0,05) si mai mici decat cei care
au primit Bifidobacterium longum BB536 si Lactobacillus rhamnosus HNOO1 singur sau in
combinatie cu rotenona in cazul MDA (p < 0,05) (Ilie si colab., 2021).

Desi au existat diferente usoare in nivelul MDA in contrast cu activitatea enzimatica
a SOD, aceste niveluri au atins un varf in grupurile (c) LEV/CARB si (d) PROBIO.
Interesant, nu au existat diferente semnificative intre (a) CONTROL si grupurile
experimentale, in special la pestii zebra expusi la rotenona.

Desi nivelul de MDA este mai scazut in contrast cu cele patru grupuri expuse la
rotenond, nu existd modificari semnificative, similare activitatii enzimatice a SOD care
este in mod obiectiv mai mare pentru aceleasi grupuri, dar nesemnificativ (p > 0,05).
Aceste date nu sunt in acord cu studiul nostru anterior (Ilie si colab., 2021), dar acesta este
al doilea studiu care evalueaza statusul markerilor oxidativi la concentratii mici folosind
individul Tntreg, nu numai creierul sau intestinul (Cansiz si colab., 2021; Unal si colab.,

2020). In timp ce activitatea enzimatici a SOD este mai mare la pestii zebra adulti
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sandtosi, pestii zebra tratati cu rotenona au avut un nivel ridicat de MDA 1n creier si
intestin comparativ cu indivizii sanatosi in unele circumstante.

O posibila explicatie care ar trebui testata pentru lipsa de semnificatie este ca acidul
valproic, levodopa si carbidopa si probioticele combinate cu rotenona exercitd un fenomen

antagonic, anulandu-si reciproc efectele.

7.6. Impactul a 2,5 ug/L rotenond asupra expresiei genelor

Rezultatele noastre consolideaza si mai mult observatiile ficute de (Unal si colab.,
2020) si le contrazic pe cele ale lui (Wang si colab., 2017). In timp ce rotenona in grupurile
expuse la rotenona (e - h) sporeste expresia LRRK2 in comparatie cu celelalte patru loturi
care nu au fost expuse la rotenond (a - d), nu inhiba expresia alfa-SNCA, o tendinta
similard cu cea a LRRK2. Mai mult, rotenona amplifica expresia PINK1 si a PARKIN,
posibil atribuitd potentialului neuroactiv al levodopei si carbidopei. Rezultatele lui (Unal si
colab., 2020) si (Wang si colab., 2017) sunt confirmate intr-o oarecare masurda deoarece

sustin ca rotenona diminueaza expresia PINK1 si a PARKIN, dar in cazuri particulare.

7.7. Impactul a 2,5 ug/L rotenond asupra nivelului de dopamind

Nivelul de DA din creier in grupul (a) CONTROL a fost superior in sase situatii
distincte, sustinut de o diferentd semnificativa statistic, In paralel cu cele trei situatii din
grupul (b) VPA. Centella asiatica (Khotimah si colab., 2015a) si mitochinona (Unal si
colab., 2020) sporesc nivelul de DA la pestii zebra care suferd o depletie cauzata de
expunerea la rotenonda (Khotimah si colab., 2015b). Unul dintre cele mai elocvente
exemple ale efectului rotenonei asupra nivelului de DA este oferit de studiile lui (Alam si
Schmidt, 2002) si (Biehlmaier si colab., 2007). Ip cu 1,5 mg/kg, 2 mg/kg/zi si 2,5 mg/kg
intre 10 zile si 2 luni induce degenerarea neuronilor dopaminergici (Landau si colab.,

2021) in partea posterioara a striatului, PFC si SN.

7.8. Modificarile histologice asociate administrarii a 2,5 pg/L

Majoritatea NSC in conditii homeostatice sunt considerate RGC de tip I repaus, un
model notabil in grupul (a) CONTROL. Cand telencefalul este deteriorat si supus
agresiunii, mai multe NSC sunt activate, intra in ciclul celular si incep sa exprime markeri
de proliferare (Mirz si colab., 2010), situatie observata in fiecare grup experimental, cu

exceptia (¢) ROT. In plus, in toate grupurile experimentale cu exceptia (¢) ROT a fost
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observata o expresic intensa a GFAP ventriculara si S100b a telencefalului si
mezencefalului, care sunt dens populate de corpurile celulare ale RGC.

Acidul valproic atenueaza leziunile tisulare si neuronale, imbunatateste restaurarea
functionala si stimuleazd neurogeneza si integrarea operationald. Aceasta stimulare a
neurogenezei a fost observati in (b) VPA si (f) ROT + VPA. In acest experiment, am
sugerat ca efectele levodopei observate in (g) ROT + LEV/CARB s-au datorat absorbtiei
sale in sistemul neuronal sau glial din citoplasma celulelor. Celulele gliale ale SVZ joaca
un rol esential in neurogeneza pestilor zebra adulti (Wasel si Freeman, 2020), ceea ce
explica prezenta expresiei GFAP si S100b in SVZ la pesti in toate grupurile experimentale,
cu exceptia (¢) ROT. In mod interesant, angiogeneza a fost observati in acest experiment

de trei ori: in grupul (b) VPA, (¢) LEV/CARB si (g) ROT + LEV/CARB.
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Concluzii generale

Judecand prin prisma rezultatelor preconizate, obtinute si reliefate in cadrul
prezentei teze doctorale deriva o serie de concluzii.

1. Pestele zebra (Danio rerio) poate fi privit drept un organism model ideal Tn
cercetarea biomedicald pe baza repertoriului vast de care beneficiazd, in principal a
tipologiilor comportamentale care asigura decodificarea mecanismelor din spatele
tulburdrilor neurodegenerative printre care si fenotipul asociat bolii Parkinson.

2. Rotenona este un agent viabil cu spectru larg de aplicabilitate in
neurostiintd, al cdrui profil neurotoxicologic permite inducerea unor particularitati ale
comportamentului intr-o maniera dependenta de durata de expunere si doza administrata
care mimeaza specific tabloul simptomatic al bolii Parkinson.

3. Desi in literatura de specialitate se argumenteaza utilizarea cu succes a 5
MO/L, aceasta s-a dovedit a fi letald, motiv pentru care am considerat oportuna o evaluare
preliminara concluzionand ca 2 pg/L, respectiv 2,5 pg/L pentru 21 - 32 pot fi administrate
cu succes pentru a mentine constanta rata de supravietuire.

4, Concentratia de 2 pg/L rotenond a fost insuficienta pentru a modifica
notabil comportamentul indivizilor in testul de interactiune sociald administrata in paralel
cu sau fara Bifidobacterium longum BB536 (150 mg) si Lactobacillus rhamnosus HNOO1
(25 mg) la finele celor 21 de zile de testare in labirintul T (2D).

5. Contrar asteptdrilor noastre, indivizii expusi doar la 2 pg/L rotenona,
respectiv Bifidobacterium longum BB536 (150 mg) si Lactobacillus rhamnosus HNOO1
(25 mg) in doza mixta au afisat tipare comportamentale diametral opuse celor tipice
expunerii cronice per parametrii locomotorii analizati in labirintul T (2D) asa cum este
indicat de distanta totald inotatd, velocitatea si starea activa la incheierea perioadei de
analiza la 21 de zile.

6. Doar patru dintre cele opt grupuri experimentale au manifestat preferinta
fata de bratul drept si central in timpul sesiunii in labirintul T (2D), ceea ce sugereaza mai
departe potentialul neuroactiv al acidului valproic (0,5 mg/mL) administrat singur sau in
combinatie cu rotenona (2,5 pg/L) si cel al levodopei si carbidopei (250 mg + 25 mg) pe
baza intervalului prestabilit de expunere cronica timp de 32 de zile.

7. Lactobacillus casei W56, Lactobacillus acidophilus W22, Lactobacillus

paracasei W20, Lactobacillus salivarius W24, Lactobacillus lactis W19, Lactobacillus
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plantarum W62, Bifidobacterium lactis W51, Bifidobacterium lactis W52 si
Bifidobacterium bifidum W23 (3 g) moduleaza comportamentul agresiv al pestilor zebra in
testul oglinzii efectuat in labirintul T (2D), observatie care nu este valida in cazul celorlalte
sapte grupuri, inclusiv cel caruia s-a administrat rotenona (2,5 pg/L) in paralel timp de 32
de zile.

8. Valorile asociate rotirii in sens invers acelor de ceasornic efectuat in 3D ca
parametru de referintd pentru o posibila tulburare neurologicd au fost constante in toate
cele opt grupuri experimentale pe durata intregii perioade de analizd comportamentala,
inclusiv cand acidul valproic (0,5 mg/mL), levodopa si carbidopa (250 mg + 25 mg) si
Lactobacillus casei W56, Lactobacillus acidophilus W22, Lactobacillus paracasei W20,
Lactobacillus salivarius W24, Lactobacillus lactis W19, Lactobacillus plantarum W62,
Bifidobacterium lactis W51, Bifidobacterium lactis W52 si Bifidobacterium bifidum W23
(3 g) au fost administrate singure la pestii zebra sau concomitent cu rotenona (2,5 pg/L)
pentru 32 de zile.

9. Similar observatiilor realizate in urma expunerii la 2 pg/L rotenona pentru
21 de zile, pestii sdnatosi care nu au fost expusi niciunui compus chimic exogen aditional
au parcurs cea mai mica distantd la cea mai redusa viteza de inot cuplate cu cele mai
numeroase episoade de imobilitate in contrast cu celelalte grupuri experimentale, in special
prin raportare la cele expuse la 2,5 pg/L rotenona pentru 32 de zile in 3D.

10. Concentratia de 2 pg/L rotenond nu a influentat semnificativ statusul
biomarkerilor oxidativi, ci a cauzat o diferenta interindividuala, mai precis in pestii zebra
expusi la rotenona si Bifidobacterium longum BB536 (150 mg) si Lactobacillus rhamnosus
HNOO1 (25 mg) unde s-a observat o crestere a activitatii SOD si a nivelului de MDA
comparativ cu GPx unde raportul s-a modificat intre loturile expuse la rotenona singura sau
in doza mixta cu Bifidobacterium longum BB536 (150 mg) si Lactobacillus rhamnosus
HNOO1 (25 mg).

11. Concentratia de 2,5 pg/L rotenond nu a influentat semnificativ statusul
biomarkerilor oxidativi, Ci s-a constatat o exacerbare a activitatii enzimatice a SOD si a
nivelului de MDA in lotul caruia s-a administrat levodopa si carbidopa (250 mg + 25 mg),
analog si pentru grupul suplimentat cu Lactobacillus casei W56, Lactobacillus acidophilus
W22, Lactobacillus paracasei W20, Lactobacillus salivarius W24, Lactobacillus lactis
W19, Lactobacillus plantarum W62, Bifidobacterium lactis W51, Bifidobacterium lactis
W52 si Bifidobacterium bifidum W23 (3 g).
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12. Desi obiectiv s-a observat o amplificare a expresiei in LRRK2 si alfa-SNCA
n loturile expuse la 2,5 pg/L rotenona, aceastea nu au fost semnificative, dar a promovat 0
exacerbare a expresiei genei PARKIN sau in doza mixta cu levodopa si carbidopa (250 mg
+ 25 mg) in PINK1.

13. Concentratia de 2,5 pg/L rotenond nu a cauzat o depletie a nivelului de
dopamina din creier in cele patru loturi experimentale expuse, inclusiv in cazul loturilor
expuse la Lactobacillus casei W56, Lactobacillus acidophilus W22, Lactobacillus
paracasei W20, Lactobacillus salivarius W24, Lactobacillus lactis W19, Lactobacillus
plantarum W62, Bifidobacterium lactis W51, Bifidobacterium lactis W52 si
Bifidobacterium bifidum W23 (3 g) si levodopa si carbidopa (250 mg + 25 mg).

14. Acidul valproic (0,5 mg/mL), levodopa si carbidopa (250 mg + 25 mg) si
Lactobacillus casei W56, Lactobacillus acidophilus W22, Lactobacillus paracasei W20,
Lactobacillus salivarius W24, Lactobacillus lactis W19, Lactobacillus plantarum W62,
Bifidobacterium lactis W51, Bifidobacterium lactis W52 si Bifidobacterium bifidum W23
(3 g) exercita un efect neuroprotector prin sustinerea angiogenezei si neurogenezei
impotriva actiunii antagonice a 2,5 pg/L rotenona unde s-a notat angrenarea procesului de
apoptoza.

15. Desi se certifica efectul neuroactiv protector exercitat de agentii ipotetizati a
fi inhibitori ai rotenonei, in cadrul prezentei cercetari nu s-a realizat o cuantificare a
proteinelor prin ELISA sau Western blot sau a citokinelor inflamatorii pentru a confirma
neuroinflamatia.

16. Cumulativ, dorim o extrapolare prin crearea si aplicarea unor protocoale de
lucru care vizeaza analiza microflorei gastrointestinale la pestii zebra pentru a stabili atat
raportul, cdt si incarcatura microbiand ca o consecintd a administrarii de rotenond, acid

valproic, levodopa si carbidopa si probiotice.
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Introduction: Irritable bowel syndrome (IBS) is a multifactorial,
multigenic and environmental-dependent disorder exhibiting a
wide range of functional gastrointestinal symptoms. IBS patho-
physiology includes the immune system activation, disturbance
of intestinal function accompanied by inflammatory process and
dysbiosis which lead to brain-gut axis impairments. The bidirec-
tional brain-gut communication contribution is suggested by
comorbidity between gastrointestinal and psychiatric illnesses.
Objectives: Given that the microbiome was recently described as a
key modulator in mood and brain development, neurodegenera-
tion, ageing, inflammatory processes and oxidative stress, our main
goal was to review the existing data that addresses this topic of high
interest, the relationship between microbiome and antioxidant,
gastrointestinal and neuropsychiatric modulation in IBS.
Methods: The literature search was conducted using the keywords
“irritable bowel syndrome”, “microbiome”, “gut-brain axis”
“stress”, “depression”, “behavior”,” antioxidants” in Science Direct,
Oxford Journals, Medline and Google Scholar databases. Only
English publications have been taken into consideration. This
inquiry was conducted by three separate researchers. Any differ-
ences of opinions were solutioned by common consent.

Results: Mood disorders, also modulated by the microbiome, affect
more than half of IBS patients, antidepressants being commonly
administered to IBS patients for both gastrointestinal and neuro-
psychiatric symptoms. However, it was observed that the changes in
gut microbial species could lead to several gastrointestinal and
neuropsychiatric symptoms. Moreover, the microbiota impair-
ments could lead to colonic cells and systemic inflammatory pro-
cesses and oxidative stress.

Conclusions: The discussed modulatory potential of microbiome
in gastrointestinal tract, nervous system and molecular pathways
suggested that the microbiome -gut-brain axis could be the key
component in an IBS future treatment.

Disclosure: PN-III-P1-1.1-TE2016-1210, named “Complex study
on oxidative stress status, inflammatory processes and neurological

https://doi.org/10.1192/j.eurpsy.2020.6 Published online by Cambridge University Press

E-Poster Viewing

manifestations correlations in irritable bowel syndrome patho-
physiology (animal models and human patients)”

Keywords: Microbiome; oxidative stress; neuropsychiatric
comorbidies; Irritable bowel syndrome

EPV0770

Preventing the progression of cognitive impairments in
epilepsy
1. Blazhina'* and V. Korostiy”

'Bucovinian State Medical University, Department of Nervous
Diseases Psychiatry And Medical Psychology, Chernivtsi, Ukraine and
*Kharkiv National Medical University, Department of Psychiatry,
Narcology And Medical Psychology, Kharkiv, Ukraine
*Corresponding author.

Introduction: Varying different degrees of cognitive impairments
have a considerable effect on the functioning of patients, their
socialization, and the level of disability. Cognitive deficits deterio-
rate the quality of patients life.

Objectives: The aims of research were detection of versatile cogni-
tive impairments in epilepsy and studying the results of cognitive
training.

Methods: We studied the features of Clinical and psychopatholog-
ical manifestations in patients suffering from epilepsy. The study
covered 100 patients (35 men and 65 women) who were in inpatient
care. The following psychodiagnostic techniques were used: the
Toronto Cognitive Assessment TorCA, the test of 10 words of
Luria, the MOCA test, the Miinsterberg test, the quality of life scale,
the Hamilton scale of depression and anxiety.

Results: The following results of the study were observed:
decreased memory in 88 % patients, mild dementia in 48%,
moderate dementia in 24% and severe dementia in 16%. We used
non-pharmacological rehabilitation methods for correction of
cognitive impairment with patients who have mild and moderate
memory decreas.

Conclusions: The results of the conducted research indicate the need
for further study of the features of cognitive disorders in epilepsy and
implementation of training aimed at improving cognitive function
and preventing the progression of cognitive impairment.
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Introduction: Reduction in the amplitude of P300, is found more
frequently in the auditory mode but has also been reported using
visual stimulus in people with schizophrenia. Previous research
may imply that visual P300 alterations are specific markers of
schizophrenia, but they have small sample sizes, and few make
comparisons with other psychiatric disorders.
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