UNIVERSITATEA “ALEXANDRU IOAN CUZA” DIN IASI
FACULTATEA DE BIOLOGIE

SCOALA DOCTORALA DE BIOLOGIE

Caracterizarea biochimica si comportamentali a
unor modele animale de schizofrenie la pestele zebra, in baza

diferentierii trasaturilor individuale de personalitate

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Coordonator stiintific,

CS1 Dr. Habil. Alin Stelian Ciobica

Student doctorand,

Alexandrina-Stefania Curpan

IASI
2024



Rezumatul tezei de doctorat

MULTUMIRI

Per audacia ad astra

De-a lungul anilor, un aspect care mereu m-a impresionat
la oamenii din jur a fost curajul, curajul sa 1si asume riscuri, curajul
sa isi depaseasca conditia, curajul sd vrea mai mult de la viata si
curajul sa isi urmeze pasiunea. Daca as fi fost intrebatd acum 10
ani daca credeam ca voi ajunge aici, raspunsul meu ar fi fost un
categoric Nu, dar ceea ce a condus la schimbarea raspunsului meu
au fost oamenii din jurul meu care au ales sa fie o parte integranta
a vietii mele.

Asadar, cu aceasta ocazie, as vrea sd multumesc mamei,
unchiului, bunicii si matusii care m-au sustinut atat emotional cit
si financiar si care m-au incurajat sa vreau mai mult, si merg mai
departe si s nu las pe nimeni sa imi spuna ca nu pot. Familia e cel
mai pretios lucru din viata mea si nu as fi ajuns aici fara ajutorul
fiecaruia dintre ei. O mentiune speciala catre verisoara mea care
m-a inspirat de nenumadrate ori sa iImi urmez pasiunea si mi-a fost
alaturi mereu.

Multumesc prietenilor care deseori au avut mai multd
incredere in mine si fortele mele decat mine. Ei sunt cei care au
ascultat fiecare plangere (uneori fara motive reale), au celebrat
fiecare victorie oricat de mica si m-au Tmpins sd@ merg mai departe

cu fruntea sus. O mentiune speciala catre colega mea de laborator



Rezumatul tezei de doctorat

care mi-a fost alaturi atat profesional cét si personal si m-a impins
sa fac mai mult.

Multumesc coordonatorului meu de doctorat (prof. Alin
Ciobica) fard de care probabil nu as fi facut doctoratul. Sper din
toatd inima ca veti continua sa inspirati tinere generatii sa si
urmeze pasiunea si sd caute mereu lucruri ”care sa i stimuleze
cognitiv”’ (asa cum va place dumneavoastra sa spuneti).

And lastly, but not least, I would like to thank my
boyfriend for the patience, love and understanding you have
shown me over the last four years. You have shown me what true
love is and how partners should support each otherto achieve their
goals. You have made my life feel fuller and happier.

Tot ceea ce am realizat si unde am ajuns pana in acest
moment se datoreaza doar acestor oameni, iar unde voi ajunge in

viitor se datoreaza tot lor.



Curpan Alexandrina-Stefania Rezumatul tezei de doctorat

Cuprins
Lista abrevierilor si cuvinte Cheie..........ccoeviniiiiiiiiiicen, 13
Introducere ..., Error! Bookmark not defined.
Motivatia studiului .........cccecvereenne Error! Bookmark not defined.
Stadiul actual al cunoasterii......... Error! Bookmark not defined.
1. Schizofrenia......... Error! Bookmark not defined.
1.1. Factori de risc........... Error! Bookmark not
defined.
1.2. Implicatiile neurobiologice ................ Error!

Bookmark not defined.
1.2.1. Glutamatul............ Error! Bookmark not defined.

1.2.2. S-adenozilmetionina (SAMe)....Error! Bookmark
not defined.

1.3. Implicatiile imunohistochimice.......... Error!

Bookmark not defined.

1.4. Impactul microplasticelor asupra
schizofreniei Error! Bookmark not defined.
2. Stresul oxidativ....Error! Bookmark not defined.

2.1. Stresul oxidativ si schizofrenia ...Error! Bookmark

not defined.

3. Alfa-amilaza ..........ccocveeeieiinnn Error! Bookmark not defined.



Curpan Alexandrina-Stefania Rezumatul tezei de doctorat

3.1. Generalitati, structura si mecanism de actiune

..................................................... Error! Bookmark not defined.

3.2. Alfa-amilaza si neurotransmitatorii ................ Error!

Bookmark not defined.

3.3. Alfa-amilaza si schizofrenia. Error! Bookmark not

defined.

4. Pestii zebra ca modele animale pentru tulburarile psihiatrice

Error! Bookmark not defined.

4.1. De ce pestii zebra? ... Error! Bookmark not

defined.

4.2. Modele animale de inducere a

simptomatologie schizofreniei.....Error! Bookmark not defined.

4.3. Au pestii zebra personalitate? ............ Error!

Bookmark not defined.

4.4. Posibile corelatii intre parametrii biochimici
si comportamentali i personalitate ........... Error! Bookmark not

defined.
Scopul si obiectivele principale...Error! Bookmark not defined.

Rezultate asteptate si limitele studiului ..... Error! Bookmark not

defined.
Partea experimentala ................... Error! Bookmark not defined.

5. Materiale si metode de lucru ...Error! Bookmark not defined.



Curpan Alexandrina-Stefania Rezumatul tezei de doctorat

5.1. Animale si conditii de gazduire...Error! Bookmark

not defined.

5.2. Administrarea de ketamina... Error! Bookmark not

defined.

5.3. Administrarea de metionina . Error! Bookmark not

defined.

5.4. Administrarea de metionina in combinatie cu

ketamina ......cccceeevveeiiiiiviieeeeesiinns Error! Bookmark not defined.

5.5. Expunerea la microplastice .. Error! Bookmark not

defined.

5.6. Expunerea la microplastice In combinatie cu

celelalte substante.............c.cocee.e. Error! Bookmark not defined.
5.7. Teste comportamentale......... Error! Bookmark not
defined.
5.7.1. Testul acvariului nou.......... Error! Bookmark not
defined.

5.7.2. Testul de preferinta sociald. Error! Bookmark not

defined.

5.7.3. Testul de agresivitate.......... Error! Bookmark not

defined.

5.7.4. Testul de lumina-intuneric.. Error! Bookmark not

defined.

5.8. Testul cognitiv........ Error! Bookmark not defined.

10



Curpan Alexandrina-Stefania Rezumatul tezei de doctorat

5.8.1. Testul de preferinté a culorilor .. Error! Bookmark

not defined.

5.8.2. Perioada de invatare............ Error! Bookmark not

defined.
5.8.3. Testul de memorie Error! Bookmark not defined.

5.9. Analize imunohistochimice .. Error! Bookmark not

defined.

5.10. Masurarea biomarkerilor stresului oxidativ.. Error!

Bookmark not defined.

5.10.1. Prelucrarea materialului biologic pentru

masurarea extractelor.................. Error! Bookmark not defined.

5.10.2. Superoxid-dismutaza (SOD) ...Error! Bookmark
not defined.

5.10.3. Glutation peroxidaza (GPx) ....Error! Bookmark
not defined.

5.10.4. Malondialdehida (MDA).. Error! Bookmark not
defined.

5.11. Masurarea nivelului de alfa-amilaza ............ Error!

Bookmark not defined.

5.11.1. Prelucrarea materialului biologic pentru

masurarea extractelor.............uu.... Error! Bookmark not defined.

5.11.2. Protocol masurare alfa-amilaza.................. Error!

Bookmark not defined.

11



Curpan Alexandrina-Stefania Rezumatul tezei de doctorat

5.12. Separarea pestilor pe tip de personalitate ..... Error!

Bookmark not defined.

5.13. Ministudiu asupra efectului disociativ al ketaminei

..................................................... Error! Bookmark not defined.
5.14. Analize statistice...Error! Bookmark not defined.
6. Rezultate...........oovvvvvvveeeiiiiinn, Error! Bookmark not defined.

6.1. Separarea pestilor pe baza de personalitate .... Error!

Bookmark not defined.

6.2. Testul acvariului nou............ Error! Bookmark not
defined.

6.2.1. General................. Error! Bookmark not defined.

6.2.2. Personalitate......... Error! Bookmark not defined.

6.3. Testul de preferinta sociald... Error! Bookmark not

defined.

6.3.1. General................. Error! Bookmark not defined.

6.3.2. Personalitate......... Error! Bookmark not defined.

6.4. Testul de agresivitate............ Error! Bookmark not
defined.

6.4.1. General................. Error! Bookmark not defined.

6.4.2. Personalitate.......... Error! Bookmark not defined.

6.5. Testul de lumina-intuneric.... Error! Bookmark not

defined.

12



Curpan Alexandrina-Stefania Rezumatul tezei de doctorat

6.5.1. General................. Error! Bookmark not defined.

6.5.2. Personalitate.......... Error! Bookmark not defined.

6.6. Testul de memorie pe baza de culori .............. Error!
Bookmark not defined.

6.6.1. General................. Error! Bookmark not defined.

6.6.2. Personalitate.......... Error! Bookmark not defined.

6.7. Ministudiu asupra efectului disociativ al ketaminei

..................................................... Error! Bookmark not defined.

6.7.1. Aprecierea tipului de personalitate pre- si post-

administrare ketamind ................. Error! Bookmark not defined.

6.7.2. Analiza statistica a comportamentului.......... Error!

Bookmark not defined.
6.8. Imunohistochimie...Error! Bookmark not defined.
6.9. Stresul oxidativ....... Error! Bookmark not defined.

6.10. Activitatea alfa-amilazei..... Error! Bookmark not

defined.

6.10.1. Corelatii intre nivelul activitatii alfa-amilazei si

parametrii comportamentali......... Error! Bookmark not defined.
7. DiSCUtii ..ocvveiiiiiiiic i Error! Bookmark not defined.
(01071161 134 | R Error! Bookmark not defined.
Lista lucrarilor publicate.............. Error! Bookmark not defined.
Participari la conferinte ............... Error! Bookmark not defined.

13



Curpan Alexandrina-Stefania Rezumatul tezei de doctorat

Bibliografie..........cccooveivniiniinnnns Error! Bookmark not defined.

ANEXE covvvviiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeraraaaaans Error! Bookmark not defined.

Lista abrevierilor si cuvinte cheie

5-HNE — 5-hidroxinonenal

ADN - acid dezoxiribonucleic

APA — Asociatia americana de psihiatrie

ATP — adenozin-trifosfat

BDNF — factorul neurotrofic derivat din creier
CAT — catalaza

CNV - variabilitate genica pe baza numarului de copii

14



Curpan Alexandrina-Stefania Rezumatul tezei de doctorat

COMT - catecol-O-metiltransferaza

DISCI — disrupted-in-schizophrenia

DRD?2 - receptorul de dopamina D2

DSM - Diagnostic and Statistical Manual of mental disorders
(eng.)

GABA — acid gama-aminobutiric

GCL - ligaza glutamat-cisteina

GPx — glutation-peroxidaza

GSH - glutation

HPA — axa hipotalamo-hipofizo-suprarenala
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MDA — malondialdehida

mGluR — receptori metabotropi de glutamat
MP — microplastice
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NRGT1 — neuregulin 1

PCNA — antigen nuclear de proliferare celulara
PSD-95 — proteina de densitate postsinaptica 95
RCS — specii reactive de clor
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ROS — specii reactive de oxigen
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SNC — sistemul nervos central

SOD — superoxid dismutaza

TBARS - thiobarbituric acid reactive substances (eng.)
TNF — factor de necroza tumoral

TNFIL-8 — interleukina 8 a factorului de necroza tumoral

Cuvinte cheie: peste zebra, personalitate, schizofrenie, stres
fiziologic, stres oxidativ, comportament, diferente individuale,

alfa-amilaza

Introducere

Schizofrenia, ca tulburare, este un concept relativ nou
comparativ cu alte patologii si manifestari de naturd psihiatrica,
precum melancolia, isteria” sau nebunia (1).

in ciuda diferitelor observatii ficute asupra etiologiei
acestei tulburari, cauzele exacte sunt in continuare necunoscute
fiind rezultatul impleticirii a multipli factori de risc de la genetici,
la factori de mediu, economici, sociali, culturali si istoricul
familial (2). Acesti factori pot influenta ponderea unei tulburéri in
populatia generald, debutul tulburarii precum si gravitatea

simptomatologiei alaturi de raspunsul terapeutic (3). Deseori,
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tulburarile psihiatrice pot fi extrem de asemandtoare in privinta
prezentarii bolii, motiv pentru care este o continud nevoie de noi
studii si noi cai de cercetare care sd clarifice cat mai eficient
principalele distinctii si asemanari intre tulburari (4,5) astfel incat
diagnosticarea sd nu poate fi subiectivd si dependenta de
experienta medicului psihiatru.

Creierul este un organ ce necesitd un volum mare de
energie obtinut prin fosforilarea oxidativa a mitocondriei, proces
ce poate conduce la formarea de specii reactive de oxigen. Atunci
cand aceste specii reactive de oxigen sunt produse in exces,
organismul intrd Intr-o stare de stres oxidativ in care mecanismele
de protectie sunt compromise si neuronii devin susceptibili la
leziuni (6).

Stresul oxidativ este definit drept un dezechilibru intre
oxidanti (speciile reactive de oxigen, azot si sulf) si apararea
antioxidantd (antioxidantii) care conduc la diferite leziuni la
nivelul ADN-ului, proteinelor, lipidelor si integritatii celulare.
Acest concept a fost introdus pentru prima datd in anul 1985 si de
atunci a atras o atentie deosebitd din partea comunitatii stiintifice
care continud sa dezvolte felul in care stresul oxidativ este definit
si posibilul sau rol in diferite patologii (7).

Pestii zebra, Danio rerio, sunt o specie indigend in
regiunile sudice si estice ale Asiei si sunt o specie de acvariu
preferatda si este de asemenea larg crescutd si inmultita in
laboratoare pentru mutageneza si screening in scopul de a mentine

un mediu strict controlat pentru a asigura o provenienta genetica
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stabila (8). In ciuda convingerii generale ci animalele mai putin
complexe au caracteristici mai putin complexe, studiile anterioare
au aratat ca, comportamentul pestilor zebra acopera majoritatea
trasaturilor cognitive si socio-afective fie la fel, fie foarte
asemandtoare cu  comportamentul  uman. Evaluareca
comportamentului pestilor zebra include evaluarea raspunsului la
multipli stimuli vizuali, acustici, tactili si olfactivi (9).

Pestii zebra, la fel ca alte vietuitoare, isi pot schimba
comportamentul in functie de cat de bine se simt in mediul lor.
Conform American Psychiatric Association APA, personalitatea se
refera la diferentele individuale intre tiparele caracteristice de
gandire si comportament, iar atunci cand se vorbeste de studierea
personalittii, individul trebuie sa inteleaga diferentele individuale
ale caracteristicilor particulare de personalitate, cum ar fi
sociabilitatea sau iritabilitatea (10). in cazul animalelor, trasaturile
de personalitate se refera la tipare consistente ale
comportamentului, cognitiei si raspunsurilor emotionale care pot
fi observate in diferite situatii de-a lungul timpului (11).

Desi bolile neuropsihiatrice precum schizofrenia
afecteaza un procent relativ mic din populatia mondiald, ele sunt
unele dintre cele mai debilitare afectiuni si nu sunt complet
elucidate, iar de cele mai multe ori este un procedeu de durata de
tipul ”Incercare si eroare” pentru a identifica si stabili cea mai buna
optiune terapeuticd. Prin urmare, prin continuarea studiului
inceput la lucrarea de disertatie asupra schizofreniei si stresului

oxidativ, doresc sa consolidez caracteristicile sociale ale pestilor
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zebra din prisma personalitatii, capacitatii cognitive de invatare, a
exprimarii evidente ale preferintelor sociale si a tendintei de a sta
in grupuri in mod normal comparativ cu disruperile
comportamentale observate in schizofrenie.

Personalitatea este o caracteristica complexa a oamenilor
ce poate prezice directia in care un potential deficit cognitiv si
comportamental ar putea sd mearga, dar studierea acesteia in
corelatie cu parametrii biochimici este o cale putin explorata in
oameni $i cu atat mai putin in modele animale. Motiv pentru care,
un alt punct de interes al prezentei teze este evaluarea diferentelor
individuale si colective ale pestilor zebrd ce alcatuiesc
personalitatea unica si individuala a fiecarui animal. Pestii zebrd
arata diferente comportamentale in cadrul aceluiasi grup in ciuda
conditiilor fiziologice si stadiilor de dezvoltare identice ceea ce i-
ar putea face un candidat excelent pentru studierea dereglarilor
comportamentale asociate unor tulburari psihiatrice specifice.

Mai mult decat atat, studiile au aratat ca izolarea sociala
poate duce la eliberare de glucocorticoizi si oxitocina si alterarea
nivelelor de dopamind, serotonind, GABA si modificarea
sensibilitatii NMDAR (12), motiv pentru care am ales sa realizez
grupuri experimentale atat izolate social in acvarii individuale,
acoperite pe lateral cat si in grupuri. Pe baza datelor din literatura,
izolarea sociald provoacd anxietate, depresie, creste nivelul de
agresivitate si scade preferinta de a sta in grupuri. Motivatia pentru
izolare este potentialul ca izolarea sociald sa fie suficienta pentru

modelarea de tulburdri psihiatrice dacd nu sunt identificate
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diferente semnificative intre grupul de control izolat si modele

farmaceutice.
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Scopul si obiectivele principale

Personalitatea este o caracteristica complexa a oamenilor
ce poate prezice directia in care un potential deficit cognitiv si
comportamental ar putea sd mearga, dar studierea acesteia in
corelatie cu parametrii biochimici si comportamentali este o cale
putin exploratd in oameni si cu atdt mai putin in modele animale.
Motiv pentru care, un punct de interes al prezentei teze este
evaluarea diferentelor individuale si colective ale pestilor zebra ce
alcatuiesc personalitatea unica si individuala a fiecarui animal.
Pestii zebra arata diferente comportamentale in cadrul aceluiasi
grup 1n ciuda conditiilor fiziologice si stadiilor de dezvoltare
identice ceea ce i-ar putea face un candidat excelent pentru
studierea dereglarilor comportamentale asociate unor tulburari
psihiatrice specifice.

In ciuda avansirii tehnologiei si informatiilor disponibile
asupra bolilor de natura psihiatrica, nu existd modele animale care
sa reproducid foarte fidel simptomatologia asociata schizofreniei.
Modele acceptate de comunitatea stiintificd la momentul actual
sunt cel al administrarii de ketamind si cel al administrarii de
metionind, motiv pentru care in acest studiu se propune un model
animal constituit din administrarea concomitentd a celor doua
substante In pesti gdzduiti traditional (Impreund) si In pesti

gazduiti separat (izolare sociald).
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De asemenea, un alt scop al studiului este de a aprecia

efectele neurotoxice ale administrarii de microplastice, in special

in contextul modelarii schizofreniei.

Obiectivele prezentului studiu au fost:

1.

Dezvoltarea unui potential model animal robust
pentru evidentierea simptomatologiei asociate
schizofreniei

Urmarirea tendintelor sociale si cognitive ale
pestilor zebrd cu dezvoltarea unei noi
metodologii de testare a capacitatii de invatare a
pestilor zebra prin intermediul preferintei
naturale pentru o anumitd culoare s§i prin
conditionare pozitiva (mancare)

Separarea pestilor in functie de personalitate pe
baza trasaturilor alese si evaluarea diferentelor
comportamentale si cognitive in fiecare test intre
pestii timizi si pestii indrazneti

Evaluarea efectului disociativ al ketaminei
Evaluarea efectelor substantelor utilizate asupra
tesuturilor

Evaluarea nivelului de stres oxidativ

Evaluarea nivelului de alfa-amilazd in scopul

determinarii nivelului de stres
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Stadiul actual al cunoasterii

1. Schizofrenia

Schizofrenia este considerata a fi cea mai severa tulburare
de natura psihiatrica (13). Tulburarile de naturd psihiatrica au o
constitutie si etiologie multifactoriala, fiind rezultatul impleticirii
a multipli factori de risc de la genetici, la factori de mediu,
economici, sociali, culturali si istoricul familial (2). Acesti factori
pot influenta ponderea unei tulburari in populatia generala, debutul
tulburarii precum si gravitatea simptomatologiei aldturi de

raspunsul terapeutic (3).
5? =

Provenienfa din medii

Sighre Aol urbane supraaglomerate

Leziuni in perioada
perinatali

3

Expunerea la
substante chimice

Izolare soclalii si
traume din copilirie

Predispozitie genetich

Expunereala
temperaturi extreme

Figura 1.1 Factori de risc pentru dezvoltarea de episode si simptomatologie
psihotica (imagine originara creata de Maria Hreniuc (artist vizual))

Per ansamblu, se considera atat hiperproducerea de

dopamina, cat si hipoproducerea acesteia contribuie la simptomele
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schizofreniei (14,15). Aceastd conexiune a fost realizatd prin
administrarea de medicamente antipsihotice in doze anxiolitice
(cum ar fi diazapamul) care ajuta la prevenirea apariitiei starilor
hiperdopaminergice la adulti (16). In plus, la teoria anterior
mentionata, patofiziologia schizofreniei incorporeaza si alte
cateva teorii ale altor neurotransmitatori (cum ar fi serotonina si
glutamatul), dar si a acidului gama-aminobutiric (GABA) (17). Au
fost explorate si alte teorii deoarece administrarea de medicamente
blocante de receptori D2 pacientilor cu psihoza secundara nu a
facut decat sa le exacerbeze starea. Conform teoriei glutamatului,
hipofunctia receptorului N-metil-D-aspartat (NMDA) poate
contribuie la aparitia episoadelor psihotice (18,19).

Receptorul N-metil-D-aspartat este reglat in mod special
de statusul redox. Mai precis, perechile de reziduuri de cisteina
sensibile la reactii redox formeaza punti disulfidice care pot scadea
curentii NMDAR. In plus, existd un grup de reziduuri de cisteina
care se suprapun si sunt susceptibile la efecte inhibitorii si
faciliteaza S-nitrozilarea (20). Acest echilibru delicat dintre
formarea puntilor disulfidice si S-nitroziilarea regleaza activitatea
NMDAR. Este de retinut faptul cé echilibrul redox este influentat
si de glutation, iar hipofunctia acestui receptor poate conduce la
scaderea cantitatii de GSH (21).

Metionina este unul dintre aminoacizii esentiali care
contine sulf, este alifatic si joaca rol de precursor in metabolismul
mai multor aminoacizi (cisteina, creatina, homocisteina s.a.).

Metionina este consideratd a fi neutrd si cel mai dinamic
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aminoacid, care prin intermediul metabolizarii poate deveni acid
(22). S-adenozilmetionina este un metabolit din calea de
transmetilare a metioninei cu ATP-ul care este implicat in reactiile
de metilare a lipidelor, proteinelor si nucleotidelor,
neurotransmitatorilor, sinteza fosfatidilcolinei si metilarea
intracelulard a ARN-ului unde joaca rol de donator de grupari -
metil. In conditii fiziologice de stres, in incercarea de a reduce
stresul oxidativ celular se utilizeaza glutationul (23,24).

Mai mult decat atat, se cunoaste faptul cd SAMe creste
activitatea enzimaticd a catecol-O-metiltransferazei (COMT) a
carui nivel scazut a fost asociat cu agresivitatea din schizofrenie
(25), in timp ce alte studii au propus administrarea de SAMe drept
posibil tratament pentru pacientii carora le lipseste o copie a genei
COMT (deletia 22¢11.2), conditie asociata cu o prevalenta crescuta
a dezvoltarii de psihoze, depresie si ADHD (26,27).

Microplasticele (MPs) sunt particule de dimensiuni relativ
mici (< 5 mm) obtinute din procesul de degradare a diferitor tipuri
de plastic. In societatea moderna, microplasticele provin dintr-o
varietate de surse din prisma faptului ca plasticul este un material
intens utilizat in industrii, de la cea alimentara pana la agricultura,
constructii si industria cosmetica (28), iar metodele de gestionare
a deseurilor, ambalajelor si materialelor utilizate nu sunt
intotdeauna propice si plasticele ajung in naturd in mod deliberat
sau nu. Microplasticele pot ajunge in corpul uman pe mai multe
cai, precum inhalare, ingestie sau translocare dupa cum se poate

observa in Figura 1.5. Studiile pe modele animale asupra efectelor
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microplasticelor au aradtat cad acestea pot genera tulburari
metabolice in directia metabolismului lipidic si reducerea
producerii de ATP, dar ar putea afecta si progeniturile, prin
inducerea stresului oxidativ si scaderea ratei reproductive (29). in
timp ce, un studiu realizat pe poluarea cu microplastice in Coreea
de Sud a aratat ca rate ridicate de MPs in aer ar putea conduce la

boli cardiovasculare si pulmonare prin inhalare cronica (30).

Figura 1.2 Cai prin care microplasticele ajung inapoi la oameni
(imagine originala).
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sanatatii, studiile care sa analizeze efectele daunatoare a acestora
in indivizii cu probleme de naturd psihiatrica sunt limitate. Un
studiu realizat de catre Poldermann et al. a ilustrat ca 55% din
riscul de tulburare depresivd majora, 32% din riscul pentru
tulburare bipolard si 23% din riscul pentru schizofrenie sunt

constituite de factori de mediu (31). Mai mult decat atat, exista
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numeroase studii care coreleaza expunerea la metale grele cu riscul
de a dezvolta schizofrenie, aspect ce are o importantd deosebita din
moment ce microplasticele au capacitatea de a absorbi metale grele
din mediul inconjuritor (32). Intr-un studiu realizat de grupul
nostru de cercetare, am observat ca microplasticele, mai specific
fibrele de polipropilend, au actionat drept tampon impotriva
toxicitdtii asociate administrarii de ketamina si drept stimulant
pentru expunerea la metionind, aspect ce ar putea fi corelated cu

agravarea deficitelor cognitive (33).

2. Stresul oxidativ

Acumularea acestor oxidanti a fost asociata cu stresul
oxidativ de mult timp (34). Pe langd speciile reactive de oxigen
(ROS), mai exista speciile reactive de azot (RNS), speciile reactive
de sulf (RSS) si speciile reactive de clor (RCS) (35). Speciile
reactive sunt radicali liberi sau nu. Cei mai intalniti radicali liberi
sunt hidroxilul, superoxidul si oxidul nitric, iar acestia sunt produsi
in timpul radiatiilor ionizante sau reactiilor fatd de elementele
toxice din mediu.

Superoxid-dismutazele (SOD) sunt metaloenzime cu rol
antioxidant si antiinflamator care neutralizeaza radicalii superoxid
prin clivarea acestora in molecule normale neddunatoare (oxigen
si peroxid de hidrogen) (36). Un nivel crescut de SOD nu
sugereaza stres oxidativ ci sugereaza activarea unui mecanism

compensatoriu de combatare a oxidantilor (37).
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Glutation-peroxidazele sunt o familie de enzime cu rol in
procesele reglatoare, functiile de sinteza si prevenirea formarii de
radicali liberi (38). Glutation-peroxidaza (GPx) are rol in
reducerea peroxidarii lipidice prin transformarea peroxizilor in
alcoolii corespunzatori si a peroxidului de hidrogen 1n apa (39).

Malondialdehida (MDA) este un biomarker pentru stresul
oxidativ pentru tulburdri de naturd tumorald, psihiatrica,
pulmonara sau cardiovasculard deoarece este o componenta
derivatd din peroxidatea acizilor grasi polinesaturati (40). Pe
masura ce cantitatea de radicali liberi creste, se produce mai mult
MDA (41).

Intr-un scenariu ideal, nivelurile de SOD si GPX ar trebui
sa fie ridicate pentru a elimina radicalii superoxid si pentru a
reduce peroxidul de hidrogen si hidroperoxizii lipidici, In timp ce
nivelul de MDA ar trebui sa fie scazut ca sa indice peroxidare
lipidica minima.

Studiile aratd ca in pacientii cu schizofrenie aflati la
primul episod psihotic, nivelurile de GSH, CAT, SOD sunt scdzute

si aduc organismul intr-o stare de dezechilibru oxidativ (42—47).

3. Alfa-amilaza

Incepand cu anii 1990, studiile au inceput sa sugereze ca
alfa-amilaza poate fi un indicator pentru stresul fiziologic,
deoarece concentratia acesteia scade pe parcursul expunerii la stres

acut, desi studiile ulterioare au raportat opusul. Expunerea la stres
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acut duce la activarea sistemului nervos simpatic care stimuleaza
secretia de alfa-amilaza, dar aceasta este secretata si prin stimulare
parasimpatica lucru ce ar putea explica rezultatele contradictorii
obtinute prin masurarea nivelului de alfa-amilaza salivara (48).
Alfa-amilaza salivara este produsd de catre celulele acinare prin
stimularea sistemului simpatic si parasimpatic (49). Sistemul
nervos simpatic duce la cresterea concentratiei de alfa-amilaza in
saliva, 1n timp ce sistemului parasimpatic creste rata de producere
a salivei fara a afecta continutul acesteia (50).

Corelatia dintre alfa-amilaza salivara si schizofrenia este
un subiect de interes pentru comunitatea stiintifica, dar observatiile
actuale nu sunt inca definitive sau complet intelese. Studiile au
explorat asocierea dintre acestea pe baza faptului cd sAA este un
biomarker al activitatii sistemului nervos simpatic. Acesta fiind
implicat 1n raspunsul corpului la stres si joaca un rol important in
reglarea excitrii fiziologice. Cateva studii au evidentiat o alterare
a nivelului de sAA 1n indivizii cu schizofrenie comparativ cu
controlul sandtos, sugerdnd o potentiala dereglare a sistemului
nervos simpatic. Multiple studii au aratat ca nivelul de alfa-
amilazd sangvind este mai ridicat in pacientii cu schizofrenie
(51,52), si ca cu cat nivelul este mai ridicat cu atat simptomele

psihiatrice sunt mai severe (53,54).

4. Pestii zebra ca modele animale pentru

tulburarile psihiatrice
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Studiile clinice precum si cercetarile bazate pe utilizarea
de modele animale pot ilustra trasaturi importante ale etiologiei si
patologiei tulburarilor psihiatrice. In ziua de astizi, modelele
animale reprezinta o unealtd importanta in cercetarea biomedicala.
Dintre toate modelele animale, pestii zebra (Danio rerio) sunt
preferati pentru majoritatea studiile prin prisma avantajelor pe care
le aduce, cum ar fi conditiile de crestere si inmultire, morfologia
sistemului nervos central, geneticii si fertilizarii specifice cu

dezvoltare ex-utero (8,55-57).

Acestia manifestd un spectru larg de raspunsuri la stimuli
vizuali, tactili si olfactivi si sunt capabili sd Invete si sd exprime
diferite tipuri de memorie si comportamente complexe cum ar fi
anxietate/fricd, cognitie, comportament social, pe bazad de
recompense, pe baza de durere, somn si neurologice asa cum vor
fi discutate ulterior (58,59).

in plus la repertoriul larg de avantaje, se adauga abilitatea
pestilor zebra de a absorbi substantele prin imersie prin
intermediul branhiilor si pielii in cazul substantelor solubile in apa
— metoda care poate fi folositd inca de la stadiul embrionar (60),
prin injectie intraperitoneald (61) sau prin administrare orala
incepand de la varsta de 72 de ore (62). Pe de o parte, imersia este
o metoda foarte folositoare deoarece nu produce nici un fel de stres
asupra animalului comparativ cu injectia sau administrarea orala,
dar pe de alta parte injectia intraperitoneala si administrarea orala

permit un control mai bun asupra dozajului, o cantitate mai mica
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de medicament utilizatd si o corelare mai usoarad si directd cu
rezultatele obtinute 1n soareci, de exemplu (63).

Pestii zebra, la fel ca alte vietuitoare, isi pot schimba
comportamentul in functie de cat de bine se simt in mediul lor.
Conform APA, personalitatea se referd la diferentele individuale
intre tiparele caracteristice de gandire si comportament, iar atunci
cand se vorbeste de studierea personalitatii, individul trebuie sa
inteleaga diferentele individuale ale caracteristicilor particulare de
personalitate, cum ar fi sociabilitatea sau iritabilitatea (10,64).

Astfel, daca pestele Tnoatd activ prin intregul acvariu sau
nu, dacd cautd si ingereaza hrand sau nu, dacd la stau la fundul
acvariului sau pe langa alti pesti, dacd 1noata rapid sau incet, in
cazul pestilor zebra toate acestea pot fi considerate trasaturi de
personalitate Intrucat sunt unice si constante fiecarui peste in mod
individual. De asemenea, indivizii proactivi parasesc mai repede
”zona de confort” si se recupereaza mai rapid si mai usor dupa
expunerea la un factor stresor (65). In plus, acestia mananci mai
mult si mai des decét cei reactivi (66).

Studiile au observat ca pestii zebrd pot ardta
comportament agresiv, in special in timpul disputelor teritoriale
sau competitiei pentru mancare cu unii indivizi aratdnd tendinte
agresive mai pronuntate si altii fiind mai submisivi. Mai mult decat
atat, se cunoaste faptul cé pestii zebra sunt animale sociale si tind
sa formeze grupuri in mediul lor natural, dar chiar si in aceasta
situatia s-au observat diferente comportamentele in cadrul

aceluiasi grup, cu unii pesti cautdnd in mod activ compania altor
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membri ai grupului si altii preferdnd un comportament mai putin
activ social. Pestii zebra arata diferite nivele de activitate cu unii
mai activi, cu viteza de inot mai mare si tendinta de explorare mai
ridicata si altii mai sedentari. In plus, pestii zebra prezinta variatii
individuale a raspunsului la factori stresori, unii pesti avand o
rezilientd si adaptabilitate mai mare, in timp ce altii sunt mai
predispusi la stres si aratd raspunsuri comportamentale si

fiziologice mai pronuntate (11,66,67).

Partea experimentala

5. Materiale si metode de lucru

Pentru acest experiment, au fost utilizati 160 de adulti de
peste zebra de tip salbatic, obtinuti de la un comerciant local care
au fost gazduiti in conditii optime cu masurdri repetate ale
parametrilor apelor, mentinerea unei temperaturi constante, ciclu
de lumina:intuneric si nivel de oxigen.

Grupuri experimentale au fost:

Izolare sociala:

Grup 1 — Control (C izo)(10 pesti)

Grup 2 — Ketamina (K izo)(10 pesti)

Grup 3 — Metionina (M izo)(10 pesti)

Grup 4 — Ketamina + metionina (K+M izo)(10 pesti)
Grup 5 — Control Microplastice (C MP izo)(10 pesti)
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Grup 6 — Microplastice + Ketamind (MP+M izo)(10

pesti)
Grup 7 — Microplastice + Metionina (MP+M izo)(10
pesti)
Grup 8 — Microplastice + Ketamind + Metionina
(MP+K+M iz0)(10 pesti)
Grupuri impreuna:
Grup 1" — Control (C imp)(10 pesti)
Grup 2'— Ketamina (K imp)(10 pesti)
Grup 3" — Metionina (M imp)(10 pesti)
Grup 4’ Ketamina + Metionina (K+M imp)(10 pesti)
Grup 5 — Control Microplastice (C MP)(10 pesti)
Grup 6° — Microplastice + Ketamind (MP+K imp)(10
pesti)
Grup 7° — Microplastice + Metionind (MP+M imp)(10
pesti)
Grup 8 — Microplastice + Ketamina + Metionina
(MP+K+M imp)(10 pesti)

Studiile au fost realizate In cadrul Facultatii de Biologie a
Universitatii ”Alexandru Ioan Cuza” din lasi si in cadrul Facultatii
de Medicina Veterinara a Universitatii de Stiintele Vietii “lon
Ionescu de la Brad” din Iasi conform aprobarilor comisiilor de
etica corespunzatoare, nr. 2533/08.09.2022 (UAIC Iasi), respectiv
nr. 165/26.01.2022 (USV Iasi). Mai mult decat atat, studiile au fost

realizate in conformitate cu prevederile directivelor Europene
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(2010/62/EU) si legislatiei Roméaniei (43/2014) referitoare la
protectia animalelor utilizate 1in scopuri stiintifice sau
experimentale.

Expunerea la ketamina s-a facut pe o perioada de 5 zile.
In zilele de administrare, pestii au fost scosi din acvariile
corespunzatoare si plasati in tuburi de 50 mL solutie de ketamina
0,1% timp de 5 minute. Administrarea de metionina s-a realizat
pentru o perioada de 7 zile. Solutia a avut concentratia de 6.0 mM,
a fost preparatd de novo zilnic si a constituit apa de acvariu. Pentru
pregétirea co-administrarii celor doud substante, grupurile alocate
au fost expuse la 48 de ore de solutie de metionina, iar in a treia zi
s-a inceput si administrarea ketaminei conform instructiunilor
prezentate anterior. Pentru expunerea la microplastice, s-au utilizat
fibre de polipropilend (dimensiune <2 mm) deoarece acesta este
unul dintre cele mai identificati polimeri in natura si in tesuturile
umane (68), iar concentratia de plastic a fost calculatd ca 2 mg/L
adaugata la cantitatea de hrand necesara in functie de greutatea
pestilor (4% din greutatea acestora conform studiilor (69)).

Pentru co-administratea polipropilena-ketamina,
expunerea pestilor la microplastice in mancare a inceput cu 48 de
ore inaintea inceperii tratamentului cu ketamina. In privinta
grupului combinat de polipropilend-metionind, expunerea la cele
doua substante a inceput simultan,

Pentru pregatirea co-administrarii celor trei substante,
grupurile alocate au fost expuse la 48 de ore de solutie de

metionind si polipropilena pe cale dietetica, iar in a treia zi s-a
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inceput si administrarea ketaminei conform instructiunilor
prezentate anterior.
Testele comportamentale utilizate au fost:
e  Testul acvariului nou
e  Testul de preferinta sociald
e  Testul de agresivitate
e  Testul de lumina-intuneric
e  Testul cognitiv (testul de memorie)
Testul cognitiv a fost constituit din trei etape: testul de
preferinta a culorilor, perioada de invatare si testul de memorie.
Testul de preferinta al culorilor s-a realizat conform

Figurii 5.5.

Figura 5.1 Aparatul experimental pentru testul de preferinta sociala. A
—runda 1 (rogu vs. orange vs. galben), B — runda 2 (albastru vs. violet vs. verde),
runda 3 (rosu vs. albastru) si runda 4 (violet vs. galben).

Testarea s-a realizat in runde intr-un labirint cu 3 brate

egale si un punct de decizie: 1. Galben vs. orange vs. rosu, 2.
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Albastru vs. violet vs. verde, 3. Albastru vs. rosu (cele mai putin
preferate culori) si 4. Galben vs. violet (cele doua culori preferate).

In urma rezultatelor obtinute la testul de preferinti al
culorii (galben — culoare preferata, rosu — culoare cel mai putin
preferatd) am decis realizarea unui test de memorie asociat cu
culori cu perioada de invatare corespunzatoare. Pestii au petrecut
cate jumatate de ora zilnic in lumina ambientald cea mai evitata
(rosu), timp in care au fost hraniti, pe o perioada de 10 zile
(incepand cu perioada de pre-tratament si pand in ultima zi de

administrare) (Figura 5.6.).

Figura 5.2 Aparatul experimental utilizat pentru expunerea la lumina
rosie pentru 30 de minute in timpul perioadei de invatare §i asociere a mancarii
cu culoarea rosie.

In ziva imediat urmatoare finalizarii perioadei de invatare,
pestii au fost supusi testului de memorie (1 minut) in care un brat
a fost luminat in culoarea cea mai putin preferatd (rosu) si un brat

in culoarea cea mai preferata (galben) conform Figurii 5.7.
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Figura 5.3 Aparatul experimental al testului de memorie

Pentru studiul imunohistologic al probelor, au fost alesi in
mod aleatoriu, la finalul perioadei de expunere, cate trei pesti din
fiecare grup reprezentativ pentru studiu. Metodologia urmata este
conforma cu cea descrisa si in literatura de specialitate, astfel incat
capul a fost recortat imediat dupa moartea pestilor si fixat in Bouin
timp de 48 de ore. Blocurile de parafina au fost sectionate la
grosimea de 4 um cu ajutorul unui microtomului SLEE, iar apoi
sectiunile colorate HE si IHC cu anticorpii: PCNA, TNFAIS,
Cox41, BDNF, Map2, H2A, S100, GFAP, Tub2. Sectionarea s-a
realizat longitudinal.

Pentru masurarea biomarkerilor de stres oxidativ, pestii
zebra au fost sacrificati prin imersie in apa rece conform

recomandarilor etice timp de 20 minute si depozitati la -80°C pana
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in momentul analizérii biochimice. Pestii au fost dezghetati lent
pand la -4°C si apoi cantdriti si mojarati pana la omogenizare
completd. Se solubilizeaza cu 0.1M solutie tampon trifosfat de
potasiu (pH 7,4) si 1,15% KCI. Omogenatele astfel obtinute au fost
centrifugate timp de 15 minute la 960 x g rpm, iar din
supernatantele obtinute s-au determinat activitdtile specifice ale
SOD, GPX, MDA si proteine totale solubile conform
instructiunilor producatorului.

Pentru masurarea nivelului de alfa-amilaza, pestii zebra
au fost sacrificati prin imersie in apa rece conform recomandarilor
etice timp de 20 minute si depozitati la -80°C pana in momentul
analizarii biochimice. Pestii au fost dezghetati lent pana la -4°C si
apoi cantdriti si mojarati pand la omogenizare completd. S-au
cantarit exact 0,1 g tesut la care s-au adaugat 0,9 ml apa dublu
distilata si s-a omogenat mecanic in baie de apa cu gheata. S-a
colectat omogenatul, s-a lasat la temperatura camerei pentru 15
minute, urmat de oscilare pentru 5 minute si centrifugare la 3000
g timp de 10 minute la temperature camerei. S-a colectat
supernatantul si s-a adaugat apa distilatd pana la un volum final de
10 ml. Masurarea nivelului de alfa-amilaza s-a realizat cu ajutorul
unui kit specific (0-amylase activity assay kit, Elabscience, SUA)
conform instructiunilor producatorului.

In scopul dovedirii existenta personalitatii in pestii zebra
si de a evidentia trasaturile si diferentele comportamentele

specifice, am realizat separarea pestilor in cele doud tipuri
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principale de personalitate (Timid si Increzitor) pe baza

parametrilor care descriu comportamentul acestora.

Parametrii alesi pentru aceasta separare sunt:

Din testul de acvariu nou: tracks, heatmaps, distanta
parcursa, durata totala de inghet si timpul pana la prima
intrare 1n jumatatea superioara.

Din testul de preferintd sociala: timpul petrecut in bratul
stang

Din testul de agresivitate: puseurile de inot accelerat (swim
bursts)

Pentru departajarea in functie de parametrii masurabili s-

a calculat mediana si 1n functie de aceastd valoare s-a separat pe

cele doua personalitdti dupa cum urmeaza:

Mediana pentru distanta parcursa = 1732,03. S-a
considerat ca orice valoare sub mediand = personalitate
timida, orice valoare peste = personalitate Indrazneata.
Mediana pentru timpul total de inghet = 100,36; peste
aceasta valoare = personalitate timida, sub aceasta valoare
= personalitate indrazneata.

Mediana pentru timpul pana la prima intrare in jumatatea
superioara = 0,01; valori egale sau mici decat mediana =
personalitate indrazneatd, valori peste mediana =
personalitate timida.

Mediana pentru timpul petrecut in bratul stang (bratul cu

conspecifici) = 51.2007; peste aceastd valoare =
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personalitate timid, sub aceastd valoare = personalitate

indrazneata.

e Mediana pentru puseurile de inot accelerat = 12; peste
aceasta valoare = personalitate indrdzneatd, sub aceasta
valoare = personalitate timida.

Personalitatea finald a fost decisa atunci cand 4 din cei 7
parametri indica fie Timid fie Increzitor.

Ideea din spatele acestui subcapitol este bazatd pe
notiunea ca ketamina are efecte disociativa ceea ce inseamna ca
afecteaza personalitatea Intr-un fel sau altul. Dar este acest lucru
adevirat si in cazul pestilor zebra? In continuare este prezentat un
mini studiu secundar concentrat pe posibilitatea ca pestii zebra sa
isi schimbe personalitatea in urma expunerii la ketamind.
Impartirea pestilor zebri intr-o personalitate sau alta s-a facut pe
baza trackurile si heatmapurilor si s-a urmarit evolutia si
schimbarea trasaturilor de personalitate in urma tratamentului cu
ketamina.

Deoarece observatiile facute pe bazd vizuale nu sunt
suficiente pentru a sustine cd personalitatea pestilor este intr-
adevar afectatd de tratamentul cu ketamina, s-a urmarit si analizat
si parametrii corespunzitori testului de acvariu nou, si anume:
duratd pana la prima intrare in jumatatea superioara a acvariului,
timp petrecut si numarul de intrdri in aceasta, timp petrecut in
jumatatea inferioara si numar de intrari in jumatatea inferioara.

Analiza statisticd a tuturor rezultatelor obtinute a fost

realizata utiliznd programul GraphPad Prism 10 (SUA) si au fost
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reprezentate grafic ca medie + SD. Rezultatele au fost analizate
statistic prin intermediului testului student ’t” test, ANOVA uni si
bi-directional, urmate de analize post-hoc (testul Tukey). Pentru
corelatii s-a utilizat testul Pearson in care un p<0,05 inseamna
respingerea ipotezei conform careia corelatie identificatd este
datorata selectarii aleatorii de rezultate. Pentru testele ANOVA, s-
a aplicat si testul Brown-Forsynthe pentru verificarea variabilitatii
in care un p<0,05 sugereazd esuarea respingerii ipotezei ca
variabilitatea este egala si testul ANOVA poate fi efectuat.

Rezultatele testelor au fost considerate semnificative daca p<0,05.

6. Rezultate

6.1. Separarea pestilor pe baza de personalitate

in scopul de dovedi existenta personalitatii in pestii zebra
si de a evidentia trasaturile si diferentele comportamentele
specifice, acest capitol incepe cu separarea pestilor in cele doua
tipuri principale de personalitate (Timid si increzitor) pe baza
parametrilor care descriu comportamentul acestora.

Track-urile si heatmap-urile utilizate pentru identificarea
tipului de personalitate pe baza rezultatelor testului de acvariu nou

pot fi vizualizate in Tabelul 6.1 in teza integrala.

6.2. Testul acvariului nou
6.2.1. General
In cazul duratei pani la prima intrare in jumditatea

superioara, analiza statisticdi a aratat diferente semnificative
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(F(DFn, DFd)=5,463(15, 104), p<0,001) cu diferentele
semnificative individuale de interes ilustrate in Figura 6.1.A.

Mai mult decat atat, analiza efectuatd asupra valorilor
obtinute pentru timpul petrecut In jumatatea superioara a aratat, de
asemenea, diferente semnificative (F(DFn, DFd)=1,442(15, 123),
p<0,001) cu comparatiile individuale intre grupuri ilustrate in

Figura 6.1.B.
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in cazul nr. de rotatii in sensul acelor de ceasornic, analiza
statistica a ardtat diferente semnificative (F(DFn, DFd)=1,044(15,
123), p<0,001) cu diferentele semnificative individuale de interes
ilustrate in Figura 6.3.A. Analiza efectuatd asupra valorilor
obtinute pentru nr. de rotatii in sensul opus acelor de ceasornic a
aratat, de asemenea, diferente semnificative (F(DFn,
DFd)=2,127(15, 123), p=0,035) cu comparatiile individuale intre
grupuri ilustrate in Figura 6.3.B. Analiza efectuatd asupra valorilor
obtinute pentru durata totala de freezing (inghet) a aratat, de
asemenea, diferente semnificative (F(DFn, DFd)=1,078(15, 123),
p=0,007) cu comparatiile individuale intre grupuri ilustrate in

Figura 6.3.C.

Nr. rotatii in sensul acelor de ceasomic

B C

Nr. rotatii in sensul opus acelor de ceasornic Duraté totala freezing
007

Figura 6.2 Rezultatele parametrilor nr. rotatii in sensul acelor de
ceasornic (A), nr. rotatii in sensul opus acelor de ceasornic (B) si durata totala
freezing (inghet) (C) ale testului de acvariu nou. Rezultatele sunt ilustrate ca
medie £8D cu un p<0.05 considerat a fi semnificativ.

6.2.2. Personalitate
Analiza statisticd a timpului petrecut in jumatatea

superioara a aratat diferente semnificative Intre grupuri (p<0,001),
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dar nu si intre tipuri de personalitate (p=0,438). Mai mult decat
atat, s-au observat multiple diferente semnificative intre grupuri pe
baza personalitatii, cum ar fi intre controlul izolat timid si grupul
de ketamina izolat timid (»p=0,004) sau intre grupul de ketamina
impreuna indraznet si cel de metionina (p<0,001). Aceste diferente
pot fi observate in Figura 6.6.A. Au fost considerate semnificative
diferentele p<0,05. In privinta analizei pe baza de personalitate si
conditii de gazduire nu au fost identificate diferente semnificative
(»=0,069)(Figura 6.6 B) si nici in cazul analizei intre tipuri de
personalitate  independent de  grupul de  tratament
(p=0,104)(Figura 6.6 C).
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Figura 6.3 Analiza statistica a timpului petrecut in jumatatea
superioara (s). A — analiza pe baza de grupuri si personalitate, B — analiza pe
baza personalitatatii si conditiile de gazduire, C — analiza pe baza personalitatii.
Rezultatele sunt ilustrate ca medie + SEM/SD si au fost considerate semnificative
cele cu p<0,001).

Analiza statisticd a numarului de intrari in jumatatea

superioara aratat diferente semnificative intre grupuri ( p<0,001),
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dar si intre tipuri de personalitate (p=0,023). S-au observat
diferente semnificative Intre grupuri pe baza personalitatii. Aceste
diferente pot fi observate in Figura 6.7.A. Au fost considerate
semnificative diferentele p<0,05. In privinta analizei pe bazi de
personalitate si conditii de gazduire au fost identificate diferente
semnificative (p=0,011) intre pestii timizi impreuna si cei
indrazneti izolati (p=0,009) (Figura 6.7 B), dar si in cazul analizei
intre tipuri de personalitate independent de grupul de tratament

(»=0,002)(Figura 6.7 C).
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Figura 6.4 Analiza statistica a nr. intrari in jumdatatea superioarda. A —
analiza pe baza de grupuri si personalitate, B — analiza pe baza personalitatatii si
conditiile de gazduire, C — analiza pe baza personalitatii. Rezultatele sunt
ilustrate ca medie + SD/SEM si au fost considerat semnificative cele cu p<0,001).
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Analiza statisticd a distantei parcurse a aratat diferente
semnificative intre grupuri (p=0,002), dar si intre tipuri de
personalitate (p<0,001). S-au observat multiple diferente
semnificative Intre grupuri pe baza personalitatii, Aceste diferente
pot fi observate in Figura 6.8.A. In privinta analizei pe baza de
personalitate si conditii de gazduire au fost identificate diferente
semnificative (p<0,001) intre pestii timizi izolati si cei Indrazneti
izolati (p=0,001) (Figura 6.8 B), dar si in cazul analizei Intre tipuri
de personalitate independent de grupul de tratament

(p<0,001)(Figura 6.8 C).
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Figura 6.5 Analiza statistica a distantei totale parcurse (mm). A —
analiza pe baza de grupuri si personalitate, B — analiza pe baza personalitatatii si
conditiile de gazduire, C — analiza pe baza personalitatii. Rezultatele sunt
ilustrate ca medie + SEM i au fost considerat semnificative cele cu p<0,001).
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Analiza statistica a duratei totale de inghet a aratat
diferente semnificative intre grupuri, dar si Intre tipuri de
personalitate (Figura 6.9.A). Au fost identificate diferente
semnificative intre pestii timizi izolati si cei impreuna (p=0,033),
intre cei Indrazneti izolati si cei impreund (p=0,004), dar si intre
timid izo si indrazneti izo (p<0,001) (Figura 6.9 B), dar si in cazul
analizei intre tipuri de personalitate independent de grupul de

tratament (p<0,001)(Figura 6.9 C).
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Figura 6.6 Analiza statistica a duratei totale de inghet (s). A — analiza
pe baza de grupuri si personalitate, B — analiza pe baza personalitatatii si
conditiile de gazduire, C — analiza pe baza personalitatii. Rezultatele sunt

ilustrate ca medie + SD si au fost considerat semnificative cele cu p<0,001).
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6.3. Testul de preferintd sociala
6.3.1. General
Analiza valorilor timpului total petrecut in bratul sting a
aratat diferente semnificative (p<0,001) cu diferente semnificative
atat Intre grupurile impreuna si cele izolate cat si in cadrul aceluiasi
protocol experimental cum ar fi: L'C v L2" K (p=0,002), L1° C v
L3" K+M (p=0,044) sau L3° M v L3 M (p<0,001). Rezultatele

sunt ilustrate in Figura 6.11.
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Figura 6.7 Rezultate statistice ale parametrului de timp total petrecut
in bratul sting (s). Rezultatele sunt ilustrate ca medie +SD si au fost considerat
semnificative cele cu p<0,001).

Rezultatele similare au fost obtinute si In cazul numarului
de intrari in bratul stang. Analiza statistici a aratat diferente
semnificative (F (DFn, DFd) = 1,256 (15, 125), p<0,001). in acest
caz, grupurile impreund au avut un numar mai mare de intrari in
bratul stang comparativ cu grupurile izolate cu diferente
semnificative statistic in special intre grupul L8 MP+M+K si
fiecare dintre grupurile izolate (p<0,001). Rezultatele statistice

specifice sunt ilustrate in Figura 6.12.
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Figura 6.8 Rezultate statistice ale parametrului de numar de intrari in
bratul stang. Rezultatele sunt ilustrate ca medie + SEM si au fost considerat
semnificative cele cu p<0,05).

o

6.3.2. Personalitate
Analiza statistica a duratei pana la prima intrare in bratul

stang aratat diferente semnificative intre grupuri (p=0.041), dar nu
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si intre tipuri de personalitate (p=0,319.) (Figura 6.15.A.). in
privinta analizei dependente de tipul de personalitate si de
conditiile de gazduire au fost identificate diferente semnificative
(»=0,002) intre pestii timizi izolati si cei impreuna (p=0,001), dar
si Intre pestii timizi izolati si cei indrdzneti Impreund (p=0,035)
(Figura 6.15 B), dar fara diferente intre tipurile de personalitate
independent de grupul de tratament (p=0,989)(Figura 6.15 C).
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Figura 6.9 Analiza statistica a duratei pana la prima intrare in braful
stang (s). A — analiza pe baza de grupuri si personalitate, B — analiza pe baza
personalitatatii si conditiile de gazduire, C — analiza pe baza personalitatii.
Rezultatele sunt ilustrate ca medie £ SD si au fost considerat semnificative cele
cu p<0,05).
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In privinta timpului total petrecut in bratul sting, s-au
observat diferente semnificative doar In cazul grupurilor impreuna
(p<0,001) (Figura 6.16 A). In privinta analizei dependente de tipul
de personalitate si de conditiile de gazduire au fost identificate
diferente semnificative (p<0,001) (Figura 6.16 B), si cu diferente
semnificative intre tipurile de personalitate independent de grupul

de tratament (p=0,004)(Figura 6.16 C).
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Figura 6.10 Analiza statistica a timpului total petrecut in bratul stang
(s). A — analiza pe baza de grupuri si personalitate, B — analiza pe baza
personalitatatii si conditiile de gazduire, C — analiza pe baza personalitatii.
Rezultatele sunt ilustrate ca medie £+ SD si au fost considerat semnificative cele
cu p<0,05).

Analiza statistica a numarului de intrari in bratul sting a

aratat diferente semnificative intre grupuri (p<0,001), dar nu si

51



Curpan Alexandrina-Stefania Rezumatul tezei de doctorat

intre tipuri de personalitate (p=0,176.)(Figura 6.17.A.). In privinta
analizei dependente de tipul de personalitate si de conditiile de
gazduire au fost identificate diferente semnificative (p<0,001)
intre pestii timizi izolati si cei impreuna (p<0,001), dar si intre
pestii Indrazneti izo si cei indrazneti Tmp (p<0,001) (Figura 6.17
B), dar fara diferente intre tipurile de personalitate independent de

grupul de tratament (p=0,635)(Figura 6.17 C).
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Figura 6.11 Analiza statistica a numdrului de intrari in bratul stang. A
— analiza pe baza de grupuri si personalitate, B — analiza pe baza personalitatatii
si conditiile de gazduire, C — analiza pe baza personalitatii. Rezultatele sunt
ilustrate ca medie + SD si au fost considerat semnificative cele cu p<0,05).
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6.4. Testul de agresivitate
6.4.1. General

Analiza asupra perioadei de timp petrecut in bratul stang
a aratat rezultate semnificativ diferite (p<0,001) cu multiple
diferente individuale. Rezultate similare au fost obtinute si pentru
numirul de intrari in bratul sting (»<0,001). In ciuda faptului ca
nu sunt diferente semnificative in privinta primei intrari in bratul
stang (chiar daca vizual existd grupuri care au avut nevoie de o
perioadd mai mare pentru a face prima intrare in bratul stang),
existd deosebiri individuale majore n privinta timpului petrecut si
numarului de intrari, de exemplu, grupurile izolate (L1-L8) au
intrat mai greu in bratul stdng, au petrecut mai putin timp acolo si
au intrat de mai putine ori. Aceste rezultate pot fi observate in
Figura 6.22.A 5i B.

in privinta puseurile de inot accelerat, nu au fost
identificate diferente semnificative in functie de durata, dar au fost
identificate pe baza numarului (F (DFn, DFd)=1,395 (15, 125),
p<0,001) (Figura 6.23).

53



Curpan Alexandrina-Stefania

Rezumatul tezei de doctorat

Timp petrecut in bratul stang
<.001

<.001

<.001

<.001 |

<.001 |
<.001
<.001
<.001

<.001

I <.001
<.001

—
<.001
——
<.001
—_—
<.001
1
<.001
—
<001 <.001
—ir—1
<001 <001
nr——1
250 <001 <001 <.001

200 —I

150

A

100

50

SO R AR DG GG N LOE SRR e O S A
SOSTOEEROUOINEENT | SISNTRENTOTNEN
VOSAE  VRRRAE VASL RELWN

hd N N g

Nr. de intréri in bratul sting

.005
—
.004

.014
’ <.001 |
—
.030

.010

<.001

<.001

.032
30

20

Figura 6.12 Rezultate statistice ale parametrului de timp total petrecut
in bratul stang (s) (A) si numar de intrari in bratul stang (B). Rezultatele sunt
ilustrate ca medie + SD si au fost considerat semnificative cele cu p<0,05).

54



Curpan Alexandrina-Stefania

Rezumatul tezei de doctorat

400+

300+ T

200+

1004

.003

<.001 I

| 007

<.001 |

<.001

<.001
.006
.007
<.001
—

.003

<.001

—
<.001

<.001 |

<.001

.009

]

<.001 <.001

1
.007

<.001

Figura 6.13 Rezultate statistice ale parametrului de duratda puseuri de
inot accelerat (s) (4) si numar pugeuri de inot accelerat (B). Rezultatele sunt
ilustrate ca medie + SD si au fost considerat semnificative cele cu p<0,05).
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6.4.2. Personalitate

in cazul timpului total petrecut in bratul sting s-au
observat diferente semnificative doar intre tratamente (p<0,001),
dar fard diferente individuale semnificative (Figura 6.26 A). In
analiza dependentd de tipul de personalitate si conditiile de
gazduire s-au identificat diferente semnificative statistic
(»<0,001) (Figura 6.26 B). Mai mult decat atat, s-au observat
diferente semnificative in cazul analizei independente de grup de

tratament si conditii de gazduire (p<0,001) (Figura 6.26 C).
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Figura 6.14 Analiza statistica a timpului total petrecut in bratul stang
(s). A — analiza pe baza de grupuri si personalitate, B — analiza pe baza
personalitatatii si conditiile de gazduire, C — analiza pe baza personalitatii.
Rezultatele sunt ilustrate ca medie + SD si au fost considerat semnificative cele
cu p<0,05).
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Analiza statisticd a numarului si duratei puseurilor de inot
aratat diferente semnificative intre grupurile de tratament
(»<0,001), dar nu si intre tipurile de personalitate (p=0,065).
Aceste diferente pot fi observate in Figura 6.29.A. In privinta
analizei dependente de tipul de personalitate si de conditiile de
gazduire au fost identificate diferente semnificative (p<0,001)
(Figura 6.29 B), cu toate ca, nu au fost identificate diferente intre
tipurile de personalitate independent de grupul de tratament

(»=0,204)(Figura 6.29 C).
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Figura 6.15 Analiza statistica a numdrului de puseuri de inot. A —
analiza pe baza de grupuri si personalitate, B — analiza pe baza personalitatatii si
conditiile de gazduire, C — analiza pe baza personalitatii. Rezultatele sunt
ilustrate ca medie + SD si au fost considerat semnificative cele cu p<0,05).
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6.5. Testul de lumina-intuneric
6.5.1. General
In cazul raportului timpului petrecut in fiecare dintre cele
doua brate s-au obtinut rezultate individuale semnificative statistic
pentru fiecare grup de studiu conform Figurii 6.35.
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Figura 6.16 Rezultatele analizarii raportului dintre timpul petrecut in

fiecare dintre cele doud brate ale grupurilor impreund. Rezultatele sunt ilustrate

ca medie + SD i au fost considerate semnificative cele cu p<0,05. L — in bratul
luminos, D — in bratul intunecat.

Mai mult decéat atat, s-au obtinut rezultate semnificative

intre grupuri si In privinta distantei totale parcurse (Figura 6.36).
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Figura 6.17 Rezultatele analizarii distantei parcurse ale grupurilor
impreund (mm). Rezultatele sunt ilustrate ca medie + SD si au fost considerate
semnificative cele cu p<0,05

6.5.2. Personalitate

Analiza timpului petrecut in bratul intunecat a aratat
diferente semnificative intre grupurile de tratament (p=0,001)
(Figura 6.41 A). Cu toate acestea, nu au fost identificate diferente
semnificative iIntre tipurile de personalitati in privinta timpului

total petrecut in bratul intunecat (p=0,748) (Figura 6.42 B).
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Figura 6.18 Analiza statistica a timpului petrecut in bratul intunecat
(s). A — analiza pe baza de grupuri si personalitate, B — analiza pe baza
personalitatii independent de tratament. Rezultatele sunt ilustrate ca medie + SD
si au fost considerat semnificative cele cu p<0,05).

Pentru numarul de intrari in bratul intunecat au fost
obtinute diferente semnificative intre grupurile de tratament
(»=0,007) (Figura 6.42 A), dar fara diferente semnificative intre
tipurile de personalitate (p=0,677) (Figura 6.42 B).
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Figura 6.19 Analiza statistica a numarului de intrari in bratul
intunecat. A — analiza pe baza de grupuri si personalitate, B — analiza pe baza
personalitatii independent de tratament. Rezultatele sunt ilustrate ca medie + SD
si au fost considerat semnificative cele cu p<0,05).

Analiza statistica a distantei totale parcurse a aratat
diferente semnificative intre grupurile de tratament (»<0,001) in

care pestii timizi din grupurile C, M, C MP au explorat
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semnificativ mai putin decat pestii timizi din grupul MP+K+M
(»<0,001), dar si pestii indrazneti din grupurile C, M, C MP au
explorat labirintul de testare semnificativ mai putin decat cei
indrazneti din grupul MP+K+M (p<0,001, respectiv p=0,007)
(Figura 6.43 A). Cu toate acestea, nu au fost identificate diferente
semnificative intre tipurile de personalitate independent de

tratament (p=0,680) (Figura 6.43 B).

Distanta parcursa == Timid 2000

— s
MP+K+M . 15004 I [
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Figura 6.20 Analiza statistica a distantei totale parcurse (mm). A —
analiza pe baza de grupuri si personalitate, B — analiza pe baza personalitatii
independent de tratament. Rezultatele sunt ilustrate ca medie + SD si au fost
considerat semnificative cele cu p<0,05).

6.6. Testul de memorie pe baza de culori
6.6.1. General
Pe baza diferentelor observate vizual, lotul L3 M a
prezentat cea mai bund capacitate cognitivd, deoarece a avut o
proportie de peste 50% dintre pesti care au ales bratul rosu prima
data, urmati de L5 MP, L4 M+L si L6 MP+K. Aceste rezultate pot

fi vizualizate in Figura 6.45.
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Figura 6.21 Rezultatele ale primei alegeri facute de fiecare grup.
Yellow — galben, Red - rosu

In privinta duratei pana la prima intrare in bratul rosu, au
fost diferente semnificative intre L1 Csi L2 K, L5 MPsi L2 K, L2
K si L3 M, precum si L2 K si L4 K+M. In acelasi timp, au fost
observate diferente semnificative intre L2 K si L1 C, respective L3
M in privinta timpului petrecut in bratul rosu, cu cele din urma
petrecand semnificativ mai mult timp in culoarea antrenatd. Mai
mult decat atat, s-au observat diferente semnificative si in privinta
numarului de intrari in bratul rosu, respectiv a distantei parcurse
unde grupurile L2 K si L6 MP+K au intrat de semnificativ mai
putine ori in bratul rosu comparativ cu celelalte grupuri si au
parcurs si cea mai scurtd distantd. Toate aceste rezultate pot fi

vizualizate in Figura 6.46.
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Figura 6.22 Analizarea rezultatelor obtinute in cadrul testului de
memorie pe baza de culori a urmatorilor parametri de studiu: durata pdnd la
prima intrare in bratul rogu (s), timpul petrecut in bratul rosu (s), numdrul de

intrari in bratul rosu si distanta parcursa (cm). Rezultatele sunt ilustrate ca medie
+ SD si au fost considerate semnificative cele cu p<0,05. * - p<0,05, ** - p<0,01,
¥ p<0,001.

6.6.2. Personalitate
Prima alegere a pestilor din fiecare grup de tratament
diferentiati pe baza personalitatii poate fi vizualizatd in Figura

6.47.
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Figura 6.23 prima alegere a pestilor zebrd in functie de grupul de
tratament §i personalitate

Diferente apar in privinta timpului total petrecut in bratul
rosu unde au fost identificate diferente semnificative Iintre
grupurile de tratament (p<0,001), dar fara diferente individuale
(Figura 6.50 A) si fara diferente semnificative intre tipurile de

personalitate (p=0,432) (Figura 6.50 B).

A B
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Figura 6.24 Analiza statistica a timpului petrecut in bratul rosu (s). A —
analiza pe baza de grupuri si personalitate, B — analiza pe baza personalitatii
independent de tratament. Rezultatele sunt ilustrate ca medie + SD si au fost
considerat semnificative cele cu p<0,05).
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in privinta numarului de intrari in bratul rosu, analiza
statistica intre grupurile de tratament a fost semnificativa din punct
de vedere statistic (F (7, 58)=5,210, p<0,001) cu diferente notabile
intre pestii indrazneti din grupul C si cei din grupul MP+M
(»=0,003) si cei Indrazneti din grupul K cu cei din grupul C MP
(»=0,048) (Figura 6.52 A). Cu toate acestea, nu au fost identificate
diferente semnificative iIntre tipurile de personalitate independent
de grupurile de tratament (t=1,853, df=65, p=0,068) (Figura 6.52
B).
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Figura 6.25 Analiza statistica a numdrului de intrari in bratul rosu. A —
analiza pe baza de grupuri si personalitate, B — analiza pe baza personalitatii
independent de tratament. Rezultatele sunt ilustrate ca medie + SD si au fost
considerat semnificative cele cu p<0,05).

6.7. Ministudiu asupra efectului disociativ al ketaminei

Impartirea pestilor zebra intr-o personalitate sau alta s-a
facut pe baza track-urilor si s-a urmarit evolutia si schimbarea
trasaturilor de personalitate in urma tratamentului cu ketamina.

In Figura 6.54 sunt prezentate track-urile si heatmap-urile
unui grup de 4 pesti categorisiti ca fiind timizi pre-tratament si

indrdzneti post-tratament.
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Figura 6.26 Track-urile a patru pesti pre- si post- tratament cu
ketamina care ilustreazda schimbari comportamentale clare ale tiparului de inot si
a tendintei de explorare.

in Figura 6.55 sunt ilustrate heatmap-urile pentru o mai
buna apreciere a preferintei de a sta pe langa pereti/de a explora

acvariul a fiecaruia dintre pestii studiati.

Figura 6.27 Heatmap-urile a patru pesti pre- si post- tratament cu
ketamina care ilustreaza schimbari comportamentale clare ale tiparului de inot si
a tendingei de explorare.
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In Figura 6.56 sunt prezenti urmatorii parametri: durata

pand la prima intrare in jumadtatea superioard a acvariului (A),

timpul petrecut in jumatatea superioara (B), numarul de intrari in

jumatatea superioara (C), timpul petrecut in jumatatea inferioara

(D) si numarul de intrdri in jumatatea inferioara (E). Astfel, au fost

obtinute diferente semnificative din punct de vedere statistic intre

inainte si dupa tratament in cazul timpului petrecut in jumatatea

superioara (p=0,002) si numarului de intrari in jumatatea

inferioara (p<0,001).
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Figura 6.28 Durata pdna la prima intrare in jumdtatea superioard (s)
(A4), timpul petrecut in jumdtatea superioara (s)(B), numarul de intrari in
Jumatatea superioara (C), timpul petrecut in jumatatea inferioara (s)(D) si
numdarul de intrari in jumdtatea inferioara (E). Rezultatele sunt ilustrate ca medie

+ SD si au fost considerate semnificative cele cu p<0,05.
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6.8. Imunohistochimie
Au fost observate o serie de schimbari histopatologice in
diferite straturi ale tectumului optic al pestilor zebrd in urma
expunerii la microplastice, ketamina, metionina si cele combinate.
Severitatea si frecventa leziunilor a fost mai pronuntatd in
grupurile L6 MP+K, L7 MP+M si mai atenuatad in grupurile L8
MP+K+M si L4 M+K.

MP+Met MP+Ket+Met Ket
bl s .

Figura 6.29 Expresiile diferite a PCNA, TNFAIS, COX4I-I in diferite
grupuri experimentale si grupurile de control. Pe randurile 1,3 si 5 se observa
expresia periventriculard, in timp ce pe randurile 2,4 si 6 expresia este observatd
la nivelul tectumului optic.

Prezenta expresiei TNFal§ in sistemul nervos al pestilor
zebra din grupurile experimentale sugereaza prezenta unui proces
inflamator generat de MP, K, M si combinatia acestora. Mai mult
decat atat, au fost observate niveluri diferite ale expresiei COX41-

I in zona periventriculard si tectumul optic, acestea sugerand
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existenta a diferite grade de generare de ATP dependent de

expresia factorului de inductie a hipoxiei.

6.9. Stresul oxidativ

Mai mult, in privinta nivelului de SOD (Figura 6.62), s-au
observat diferente semnificative intre: L2 K si L6 MP+K (p<0,05),
L3 M si L6 MP+K (p<0,05), L6 MP+K si L7 MP+M (p<0,01). in
privinta nivelului de GPx (Figura 6.62), s-au identificat diferente
semnificative intre L1 C si L8 MP+K+M (p<0.0001), L5 MP si
L8 MP+M+K (p<0.01), L2 K si L8 MP+M+K (p<0.01), L6
MP+K si L8 MP+M+K (p<0.01), L7 MP+M vs.. L8 MP+M+K
(»<0,05). lar in privinta MDA (Figura 6.62), diferente
semnificative au fost observate intre L5 MP si L7 MP+M

(p<0.01), L2 K si L7 MP+M (p<0,05).
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Figura 6.30 Rezultatele biomarkerilor de stres oxidativ

6.10. Activitatea alfa-amilazei
Activitatea alfa-amilazei a fost masurata atat pentru
grupurile izolate, cat si pentru cele impreuna, iar rezultatele au fost

exprimate ca U/mg tesut.
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in cazul acestei masurdtori, analiza statistici a fost
semnificativd (F (15, 30)=2.613, p=0,012), dar nu au fost
identificate diferente semnificative statistic individuale (Figura

6.63).

Nivel activitate amilaza (U/mg tesut)
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Figura 6.31 Analiza statistica a activitdtii alfa-amilazei exprimate ca
U/mg tesut. Rezultatele sunt ilustrate ca medie + SD si au fost considerat
semnificative cele cu p<0,05).

6.10.1. Corelatii intre nivelul activititii alfa-amilazei si
parametrii comportamentali

Markerii pentru anxietate utilizati In aceasta analizd au

fost timpul pana la prima intrare in jumatatea superioard a

acvariului si durata episoadelor de inghet. In cazul pestilor cu un

nivel crescut de alfa-amilaza s-a identificat o slabd corelatie
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pozitiva (Figura 6.64 A), dar mai puternica decat in cazul corelatiei

dintre pestii cu un nivel scazut de alfa amilaza (Figura 6.64 B).

5 A s B
g 400 E 400
£ £
@ 300 o ‘o 300 o
£ . g
£ 200 o £ 200
g ©
= 100 = E 100
s -~ . B i
L - : 0 e 4 & i —
0 v - 3 oma 2 S
z J 20 40 60 80 zr;mg _l 20 4
; -100 Amilaza < 100~ Amilaza
® ®
H H
r 0.1581 r 0.01738
95% confidence interval  -0.3663 to 0.6063 95% confidence interval -0.3514 to 0.3815
R squared 0.02501 R squared 0.0003020

Figura 6.32 Corelatie intre nivelul de alfa amilaza si durata pana la
prima intrare in jumdtatea superioard. A — corelatie intre un nivel crescut de alfa
amilaza si durata pand la prima intrare in jumdtatea superioard (corelatie slab
pozitiva, r=0,1581), B — corelatie intre un nivel scazut de alfa-amilaza si durata
pand la prima intrare in jumatatea superioard (corelatie inexistentd, r=0,01738).

In cazul duratei episoadelor de inghet, s-a obtinut o

corelatie slab negativa Intre un nivel scazut de alfa amilaza si

durata totala a episoadele de inghet (Figura 6.65 A)/

A B
280 400+
.
20 e % § 3004
3 =)
5, 150 £ .
5 “g 2004 :
E 100 S v
I3 S F00°
5 s0 j
a . g
P H
T T T J r T 1
50_] 20 40 60 80 20 0 20 40
Amilaza Amilaza
r -0.1479 r 0.007703
95% confidence interval  -0.5997 to 0.3753 95% confidence interval -0.3598 to 0.3732
R squared 0.02188 R squared 5.934e-005

Figura 6.33 Corelatie intre nivelul de alfa amilaza si durata
episoadelor de inghet. A — corelatie intre un nivel crescut de alfa amilaza si
durata episoadelor de inghet (corelatie slab negativa, r=-0,1479), B — corelatie
intre un nivel scazut de alfa-amilaza si durata episoadelor de inghet (corelatie
inexistentd, r=0,007703).
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S-a obtinut o corelatie moderatd pozitiva doar intre un

nivel crescut de alfa-amilaza si distanta totald parcursa (Figura
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Figura 6.34 Corelatie intre nivelul de alfa amilaza si distanta totald
parcursd. A — corelatie intre un nivel crescut de alfa amilaza si distanta totala
parcursa (corelatie moderata pozitiva, r=0,4586), B — corelatie intre un nivel

scazut de alfa-amilaza si distanta totald parcursa (corelatie inexistentd,
r=0,01892).

S-a obtinut doar o corelatie slab pozitiva intre un nivel

scazut de amilaza

(Figura 6.67 B).
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Figura 6.35 Corelatie intre nivelul de alfa amilaza si timpul petrecut in
bratul stang. A — corelatie intre un nivel crescut de alfa amilaza si timpul petrecut
in bratul stang (corelatie inexistentd, r=0,09763), B — corelatie intre un nivel
scazut de alfa-amilaza si timpul petrecut in bratul stang (corelatie slab pozitiva,

r=0,2113).
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Agresivitatea in acest caz a fost masurata prin intermediul
numarului de puseuri de 1not din cadrul testului de agresivitate.
Prin intermediul analizei, am obtinut o corelatic moderata pozitiva
intre un nivel crescut de amilaza si numarul de puseuri de inot
(r=0,3145, R?=0,09888) (Figura 6.68 A), dar si o corelatie puternic
moderata pozitiva intre un nivel scizut de alfa-amilaza si numarul

de puseuri de 1not (=0,5433, R?=0,2951) (Figura 6.68 B).
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Figura 6.36 Corelatie intre nivelul de alfa amilaza si numarul de
puseuri de inot. A — corelatie intre un nivel crescut de alfa amilaza si numarul de
puseuri de inot (corelatie moderata pozitiva, r=0,3145), B — corelatie intre un
nivel scazut de alfa-amilaza si numarul de puseuri de inot (corelatie puternic
moderata pozitiva, r=0.5433
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7. Discutii

La animale, trasaturile de personalitate se refera la tipare
constante de comportament, cognitie si raspunsuri emotionale care
pot fi observate in diferite situatii de-a lungul timpului (70). Cateva
dintre aceste trasaturi sunt: indrazneala (71) (tendinta de a-si
asuma riscuri sau de ardta curaj intr-o situatie noud), agresivitatea
(72) (evidentiata prin gradul de lupta, teritorialitate si dominanta),
sociabilitatea (73) (preferinta de a sta in vecindtatea
conspecificilor sau chiar indivizi ai altor specii), nivelul de
activitate (74) (animale pot fi diferentiate pe baza nivelului de
activitate), nivelul de explorare (74) (tendinta de a explora medii
noi, de a fi mai curiosi), neofobie/neofilie (75) (frica/curiozitatea
pentru lucruri noi), anxietatea (76) (felul in care raspund la stimuli
sau situatii).

Acestea fiind spuse, studiile sugerecaza urmatoarea
distinctie intre personalitdti (si caracteristici specifice):
personalitatea proactivd sau indrazneata (tendintd exploratorie
crescuta, nivel de agresivitate crescut, nivel de sociabilitate
crescut, inot in intregimea acvariului, mai putin predispusi la
anxietate, abilititi cognitive mai bune, pardsirea spatiului de
confort mai rapida) si personalitatea reactiva sau timida (tendintd
exploratorie scazutd, agresivitate scazutd, sociabilitate scazuta,
preferinta de a sta la fundul acvariului, predispus la anxietate, mai

mult timp petrecut in zona de confort (77-80).
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in contextul testului de acvariu nou, durata pani la prima
intrare in jumatatea superioara serveste drept indicator al nivelului
de anxietate. Astfel, cu cat acest timp este mai lung cu atat
anxietatea pestelui este mai mare. In cazul studiului curent,
grupului de control impreuna (L1° C) i-a luat semnificativ mai
mult timp sd intre In jumatatea superioard comparativ cu aproape
toate celelalte grupuri (mai putin grupul de metionind Impreuna) si
a petrecut semnificativ mai putin timp In jumdtatea superioara,
aspecte ce reflectd comportamentul considerat normal pentru
aceasta specie si care sunt conforme cu datele din literaturd. Un
aspect interesant este faptul cd pestii izolati au avut un nivel de
anxietate semnificativ mai mare decat grupurile impreuna in toti
parametrii urmariti, mai putin grupurile cu ketamina care au avut
un nivel de anxietate mai scazut. Acest lucru este ilustrat si in alte
studii care investigheaza posibile efecte anxiolitice ale ketaminei
si poate fi explicat prin faptul ca ketamina creste neuroplasticitatea
si regleaza receptorii glutamat care in schimb cresc fluxul de
ganduri pozitive si scad anxietatea si depresia. Diferentele intre
grupurile izolate social si cele impreund sunt sustinute de
rezultatele din literatura asupra nivelului de anxietate investigat in
cazul testului de acvariu nou (81).

Literatura sugereaza ca un grup sanatos ar trebui sa arate
un comportament anxios in cazul expunerii la un nou mediu,
manifestat prin tendinta de a sta la fundul acvariului, duratd mai
lunga de inghet, explorare redusa si durata mai lunga pana la prima

intrare In jumatatea superioara. Pe baza faptului ca expunerea la
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ketamind imitd simptomele pozitive ale schizofreniei, cercetarile
in domeniu spun cd toxicitatea ketaminei conduce la anxietate
scazuta manifestata printr-o duratd mai mica pana la prima intrare
in jumatatea superioard a acvariului, mai mult timp petrecut in
aceasta, explorare crescutd si numar de rotatii in sensul acelor de
ceasornic crescut. Pe de cealaltd parte, studiile aratdi ca o
concentratie de 6.0 mM de metionina ar trebui sd scada anxietatea
si sd creascd explorarea, dar fard sd afecteze activitatea
locomotorie (82). Desi studiile asupra efectelor microplasticelor
sunt reduse, in special asupra polimerilor de polipropilena se
sugereaza ca ar putea induce comportamente asociate anxietatii
(83) ceea ce sugereaza ca in cazul testului de acvariu nou, ar putea
conduce la tipare de inot si parametri mai apropiati cu valorile
grupurilor de control. Ideea de izolare sociala este o continuare a
unui studiu publicat anterior obtinut printr-o colaborare a grupului
nostru de studiu cu un grup de cercetare din Egipt care a analizat
potentialul utilizarii izolarii sociale pentru a prezenta schizofrenia
la sobolani masculi albinosi (84).

in cazul metioninei, alte studii au aritat ci expunerea la
aceasta conduce la reducerea locomotiei, reducerea
comportamentului agresiv, afectarea memoriei si cresterea
anxietatii (85). Acest aspect este observat si in studiul prezent unde
grupurile de metionina au petrecut semnificativ mai putin timp in
jumatatea superioara, desi au intrat mai repede, au avut mai putine

intrari si mai multe rotiri in sensul acelor de ceasornic.
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Pentru grupurile Impreund de control si ketamina,
rezultatele studiului sunt conforme celor din literatura. in cazul
metioninei, s-a observat o micd imbunatatire a duratei pana la
prima intrare in jumatatea superioara si a timpului petrecut acolo
comparativ cu grupul de control, dar activitatea locomotorie a fost,
de asemenea, afectatd, aspect observat prin scaderea distantei
parcurse si cresterea duratei de inghet (86). Multiple studii au
observat ca anxietatea crescutd conduce la reducerea locomotiei
printr-o pauza in migcare mentinutd, cunoscutid sub numele de
episoade de inghet (87,88). Prin urmare, anxietatea poate fi
evaluata pe baza numarului si duratei cumulate a episoadelor de
inghet si a distantei parcurse. Faptul ca microplasticele au crescut
durata de inghet si au redus distanta parcursa ar putea sugera ca
acestea au un efect anxiogen in cazul administrarii pe o perioada
de 7 zile. Cu toate acestea, ar trebui si se tind seama de faptul ca
episoadele de inghet si miscarea redusid se poate datora si
toxicitatii substantelor utilizate.

Astfel, am constatat cd latenta pentru a ajunge la
jumatatea superioara a acvariului a fost mai scurtd, in timp ce
timpul petrecut in jumatatea superioara a fost mai lung in grupul
MP comparativ cu grupul control netratat, in conformitate cu
punctul de vedere conform caruia MP au un efect anxiolitic.
Aceasta constatare este In contrast cu rapoartele anterioare aratand
ca MP induce anxietate la pestele zebra fara a afecta activitatea

locomotorie.
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Studiile au aratat cd administrarea subanestezicd de
ketamina modifica semnificativ timpul petrecut in jumatatea
superioard, numarul de intrari si durata pana la prima intrare in
jumatatea superioard (89), in timp ce in cazul metioninei, o
concentratie de 6.0 mM determina o crestere substantiald a
miscarii si a explorarii in jumatatea superioard comparativ cu un
control netratat (82) care sunt in conformitate cu rezultatele
prezentului studiu si le valideaza.

Diferentele intre grupurile Impreuna si grupurile izolate
independent de substanta la care au fost expuse sunt minore in
majoritatea parametrilor, lucru care sugereaza ca ar putea exista si
alte metode de a induce simptome aseméandtoare tulburarilor
mentale cu simptomatologie anxioasd/depresiva care sa produca
mai putind suferintd animalul de studiu. Cu toate acestea,
diferentele majore se observa in cazul grupurilor care au fost
supuse simultan la tratament cu ketamina si metionina i ar putea
reprezenta o mai buna abordare pentru modelarea schizofreniei,
din moment ce aceasta este o tulburare neliniara simptomatologic
in sensul ca este descrisd atat prin simptome pozitive (mimate prin
efectul ketaminei), cat si prin simptome negative (efectul
metioninei) si cognitive (efectul microplasticelor). Aceste
rezultate si descoperiri din literatura (90) sugereaza ca, efectele
combinate ale acestor substante confera un model robust al unei
simptomatologii complexe care nu poate fi replicata in totalitate in

oameni, dar pot fi create modele cat mai apropiate.
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Conform studiilor, pestii Indrdzneti ar trebui sa aiba un
nivel de anxietate mai mic comparativ cu cei timizi, lucru valabil
pentru loturile cu microplastice izolate, dar si pentru cele
impreuna. Nu au fost diferente semnificative intre cele doua
personalitati in analiza independentd, dar pestii timizi impreund au
petrecut cel mai putin timp in jumadtatea superioard, urmati de
Timizi izolati, indrazneti izolati si indrazneti impreuni ceea ce
sugereaza ca si izolarea sociald pe cont propriu afecteaza
comportamentul si anxietatea pestilor indiferent de tratamentele
aplicate.

In cazul distantei totale parcurse, in toate grupurile de
studiu se observa diferente Intre pestii timizi si cei indrdzneti cu
diferentd semnificativa Intre cele doud personalitati in comparatia
independenta de grup si protocol experimental. Acest lucru sustine
trasatura de personalitate ca pestii timizi tind sd exploreze mai
putin decat cei indrazneti.

Acest aspect ar putea fi explicat prin faptul ca pestii care
au fost izolati social au avut o curiozitate si o dorintd mai mare de
explorare o data ce au fost pusi in acvariul de test ce era
semnificativ mai mare si de forma diferita comparativ cu acvariile
de izolare. Astfel, izolarea sociald poate avea efecte puternice
asupra sanatatii mentale chiar si in oameni, inclusiv nivelul de
anxietate.

Aceste rezultate sunt totusi contrare cu rezultatele din

literatura care sustin ca izolarea sociald poate conduce la cresterca
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comportamentului de tip anxios prin a sta mai mult la fundul
acvariului, explorarea redusa si alterarea activitatii locomotorii.

In mod surprinzitor, datele din literaturd sugereaza ci
indiferent daca administrarea de ketamind este cronica sau acuta
in pestele zebra, aceasta creste preferinta sociald, manifestata in
special prin cresterea timpului in bratul cu conspecifici (91), in
timp ce metionina induce deficiente sociale la sobolani (90) si la
pestele zebra (82). Un studiu amplu a observat ca izolarea sociala
este asociatd cu cresterea anxietatii, dar cd aceasta ar putea fi
inversata prin administrarea de substante cu efect anxiolitic (92).
In studiul curent, rezultate stau putin diferit in sensul ci ketamina
nu a avut efecte de facilitare si imbunatatire a preferintelor sociale,
iar metionina nu a cauzat deficiente sociale ci din contra a crescut
timpul petrecut in bratul cu conspecifici comparativ cu celelalte
grupuri, in timp ce ketamina l-a scdzut. Mai mult decat atat,
grupurile care au ingerat microplastice au prezentat o preferinta
sociala crescuta cu grupul L5 MP avand timpul petrecut in bratul
cu conspecifici cel mai lung.

Pe de cealaltd parte, in analiza pe baza personalitatii
lucrurile au fost asemanatoare. Ketamina nu a crescut preferinta
sociald si metionina nu a provocat deficiente sociale. La pestii
izolati, cei Indrazneti au preferat sia stea mai mult pe langa
conspecifici, dar la pestii Tmpreund, cei timizi au preferat sa stea
mai mult pe langd conspecifici, au intrat mai repede si de mai
multe ori in bratul cu conspecifici comparativ cei izolati ceea ce

sustine faptul cd izolarea sociald a indus deficiente sociale.
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Un studiu care a analizat preferintele sociale ale pestilor
zebra, a relatat ca a identificat o proportie mai mica de pesti in
cadrul aceluiasi grup care prefera singuratatea si evita
interactiunilor sociale (93) ceea ce se potriveste cu trasaturile
prezentate pentru pestii izolati, dar si pentru cei indrazneti
impreuna si sustine existenta trasaturile distincte intre indivizi ai
aceleiasi specii si grup.

in cazul analizei pe baza personalitatii unde pestii timizi
izolati au inotat semnificativ mai repede in bratul cu oglinda
comparativ cu cei impreuna, iar pestii indrazneti izolati au inotat
mai repede 1n bratul cu oglinda comparativ cu pestii Indrazneti si
timizi impreuna. In privinta timpului petrecut in bratul de interes,
pestii impreuna de ambele personalititi au petrecut semnificativ
mai mult timp in bratul corespunzator comparativ cu grupurile
izolate corespunzatoare. Din punct de vedere al puseurilor de inot
accelerat, pestii indrazneti impreund au avut cele mai multe
puseuri de inot accelerat, In timp ce, cei timizi izolati au avut cel
mai mici numadr cu diferente semnificative statistic intre toate cele
patru categorisiri (Timid izo., Indraznet Izo., Timid imp., Indraznet
imp.) cu mentiunea ca cei indrazneti izo. au avut un numar mai
mic chiar decat pestii Timid imp. Aceste aspecte sugereaza ca
izolarea sociala afecteaza comportamentul agresiv independent de
tipul de personalitate, dar nu ii determind sa devind opusul
personalitatii lor, iar in combinatia cu personalitatea se poate spune
ca chiar si cel mai indraznet dintre pestii izolati este mai putin

curajos pestii timizi impreuna.
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in ciuda datelor din literatura conform carora pestii zebra
ar prefera mediul intunecat, in studiul prezent tuturor grupurilor le-
a luat semnificativ mai mult timp sa intre in partea intunecata
comparativ cu cea luminatd. Mai mult decat atat, in acord cu
observatiile facute in celelalte teste conform carora ketamina ar
avea efecte anxiolitice, toate grupurile de studiu cérora le-a fost
administrata ketamind (fie expunere individuala, fie combinata cu
alte substante) au intrat mai repede in bratul luminat si mai greu in
bratul intunecat comparativ cu celelalte grupuri. Din punct de
vedere al timpului petrecut in fiecare dintre cele doud brate,
grupurile cu metionind au petrecut mai putin timp in zona
intunecatd si mai mult timp in zona luminatd comparativ cu
celelalte grupuri. In plus, toate grupurile au petrecut semnificativ
mai mult timp 1n zona luminatd comparativ cu zona Intunecata.

in privinta personalititii, pestii timizi din majoritatea
grupurilor de studiu au intrat mai tarziu in compartimentul
intunecat si mai repede in cel luminat comparativ cu grupurile
tratate cu microplastice si/sau produse farmaceutice. Rezultate
similare au fost obtinute si in cazul timpului petrecut in fiecare
dintre brate, unde in majoritatea grupurilor pestii timizi au petrecut
semnificativ mai mult timp in compartimentul luminat i mai putin
in cel intunecat. In privinta distantei parcurse, au fost identificate
diferente semnificative dependente de personalitate si tratament
unde substantele administrate au crescut semnificativ tendinta

exploratorie a pestilor timizi.
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Comparativ cu studiile din literaturd care au ilustrat ca
pestii zebra preferd culoarea rosie in defavoarea celei galbene
(94,95), in studiul prezent, grupurile noastre au ales culoare
galbend ca fiind preferatd (86) si rosie ca fiind cea mai putin
preferata.

Pe baza faptului ca pestii zebra au flexibilitate cognitiva
si au abilitatea de a face alegeri (ex: sa aleagd o culoare, in special
cand sunt motivati prin recompense) (96), am dorit s aducem un
aport considerabil informatiilor disponibile si deja existente in
literatura de specialitate cu privire la abilitatea acestora de invatare
prin a-i conditiona pozitiv (recompensa sub forma de mancare) sa
aleagd culoarea mai putin preferata in defavoarea celei preferate.
Aceastd idee de experiment s-a bazat pe ipoteza dereglarii
dopaminei 1in schizofrenie din moment ce analizeaza
comportamentul bazat pe recompense (87) ce influenteaza
functiile cognitive, in special memoria si luarea deciziilor (51). in
mod surprinzator, grupul in care majoritatea pestilor au ales prima
data culoarea rosie a fost grupul de metionind, in timp ce grupul
cu cei mai putini pesti care sd aleagd rosu a fost grupul de
ketamina.

Existd o posibild corelatie intre nivelul de anxietate
observat in Testul acvariului nou si performanta cognitivd din
testul de memorie descrisd in studiul publicat de grupul nostru
(86).

Ketamina este un medicament disociativ anestezic care a

devenit de interes in lumea stiintifica din cauza efectele sale unice
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asupra constientului. Atunci cénd este administratd in doze
subanestezice, ketamina poate induce o stare disociativa
caracterizatd prin alterdri profunde ale perceptiei, cognitiei si
sinelui (97). Ketamina poate distorsiona perceptia senzoriald
conducand astfel la schimbari asupra felului in care indivizii
percep mediul, sunetele si alti stimuli senzoriali. Indivizii ar putea
experimenta distorsionari vizuale, precum schimbari ale perceptiei
de adancire, perceptiei culorilor sau halucinatii vizuale (98).

in cazul track-urilor si heatmap-urilor, schimbrile
comportamentul de explorare sunt evidente intre pre- si post-
tratament cu cresterea nivelului de explorare si diminuarea
tendintei de a sta in vecindtatea peretilor, respectiv la fundul
acvariului. Mai mult decat atat, pestii au intrat mai repede in
jumatatea superioard, au petrecut mai mult timp in jumatatea
superioara a acvariului si mai putin In cea inferioara, au intrat de
mai putine ori in jumitatea superioard si in cea inferioard. in
privinta timpului petrecut atingand peretii i numarului de atingeri,
post-tratament valorile au fost mai mici. Pe baza numarului de
rotatii in sensul acelor de ceasornic si in sensul opus acelor de
ceasornic, post-tratament nivelul de anxietate a fost mai mic (mai
multe rotatii In sensul acelor de ceasornic $i mai putine rotatii in
sensul opus acelor de ceasornic). Asadar s-ar putea concluziona ca
ketamina poate schimba trasaturile de personalitate ale pestilor
zebra post-tratament cronic (5 zile) si ar putea fi utilizati in
modelarea simptomatologiei comportamentale si in contextul

tulburarilor de personalitate, pe lange cele psihotice.
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La loturile care au primit ketamina, celulele PCNA
pozitive s-au observat in cele doud zone, periventriculard (ZPV) si
valvula cerebeloasd, dar s-a remarcat si un numar mai mic de
celule migratoare. Este posibil ca ketamina sa nu modifice doar
modelul de expresie a PCNA, ci si timpul de migrare/diferentiere
a tipurilor de celule cerebeloase la adulti, contribuind la o stare de
alterare generald a proliferarii celulare a SNC.

Prezenta expresiei TNFal8 in sistemul nervos al pestilor
de la loturile experimentale denota prezenta unui proces inflamator
generat de MP, K, M si combinatia acestora.

Expresia COX4-1 este legatd de factorul de inductie a
hipoxiei (HIF-1a) si la celulele cu deficit de COX4-1 s-au reliefat
niveluri crescute de HIF-1a localizate in nucleii acestora (99).
Prezenta supraexpresiei Cox41-i la unele loturi, denota cresterea
necesarului de energie pentru refacerea metabolismului celular al
celulelor nervoase, ca urmare a stresului oxidativ si a
neurotoxicitatiii produse prin diverse expuneri.

BDNF ar putea actiona ca un factor antioxidant, deoarece
se stie ca acesta creste nivelul de activitate al unor enzime
antioxidante (100). Prezenta unei expresii intense la loturile
experimentale, demonstreaza capacitatea de a activa sistemul de
enzime antioxidante pentru refacerea leziunilor produse de MP, M,
K si combinatia lor deopotriva.

Caracterul influentator asupra stresului oxidativ a fost
evidentiat atat in cazul modelelor de schizofrenie cat si pentru

microplastice singure si co-administrate. De altfel, cresteri MDA
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au fost identificate tot in aceleasi situatii (101). Intr-un studiu
menit a evalua efectele transgenerationale in cazul expunerii la
metionind, a fost evidentiat faptul ca nivelul de MDA prezinta
cresteri fatd de grupul control, similar si in cazul SOD-ului (102).
De altfel, o scadere semnificativd a SOD-ului a fost evidentiata
dupa retragerea expunerii la metionind (103). In ceea ce priveste
administrarea de ketamina, literatura de specialitate ne indica
faptul ca la diferite concentratii nivelele de SOD, dar si MDA
cresc, chiar si dupa incetarea administrarilor (104).

Studiile asupra nivelului alfa-amilazei In pestii zebra sunt
inexistente la momentul actual, dar cu toate acestea exista o serie
de studii care evidentiaza posibilitatea utilizarii acestuia drept
biomarker pentru stresul fiziologic. Concluziile principale
evidentiate in literaturd sunt ca alfa-amilaza este mai sensibild la
stresul fizziologic decat cortizolul, In sensul cd acesta poate fi
afectat fara afectarea nivelului de cortizol, iar nivelul de alfa-
amilaza fie sa nu se modifice dupa tiparul normalul (diurn) fie sa
fie hipo- sau hiper-secretie (105-107). Chiar daca in studiul
prezent nu s-au identificat diferente semnificative intre grupurile
de studiu, faptul cd a obtinut niveluri diferite ale activitatii alfa-
amilazei sugereaza utilitatea acestuia pentru aprecierea nivelului
de stres fiziologic. Mai mult decét atat, faptul ca am identificat

corelatii slabe si moderate intre acest parametru si cei
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comportamentali sugereaza ca si In pestii zebra exista o relatie In

stresul fiziologic si comportament.

Concluzii

Studiul curent a adus la lumind si a evidentiat diferite

aspecte asociate neurotoxicitatii determinate de diferite substante

farmacologice si/sau material plastic in scopul de a evidentia

posibile alternative pentru modelarea unor tulburari de naturd

neuro-psihiatricd cu reducerea semnificativa a suferintei

indivizilor utilizati. Concluziile principale si de interes care pot fi

trase n urma prezentului studiu sunt:

1.

Izolarea sociala pe cont propriu ar putea imita cu fidelitate
simptomele negative ale schizofreniei prin prisma
valorilor obtinute in fiecare parametru al testelor
comportamentale desfasurate.

Administrarea combinatd de ketamina si metionind ar
putea produce un model mai robust al schizofreniei care
sd exploreze atit simptomele negative, cat si cele
pozitive, noutate la nivel cel putin national.

Am evidentiat o corelatie intre nivelul de anxietate si
performanta cognitiva, aspect care este observabil si la
oameni §i este relevant pentru studii viitoare.

Preferinta pestilor pentru o anumita culoare este relativa,
lucru ce subliniazéd faptul ca pentru orice studiu pe baza

de culori si nu numai, este important sa se testeze loturile
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de studiu inaintea inceperii experimentului deoarece
existd posibilitatea ca loturile de animale disponibile sa
nu reactioneze/sa nu se comporte la fel cu datele
identificate in literaturd. Animalele sunt sensibile si
puternic influentate de factori de mediu, genetici si
sociali.

5. Metodologia utilizata pentru testul de memorie pe baza de
culori si conditionare pozitiva este noud la nivel national
si international.

6. Ipotezele de diferentiere a personalitatii pestilor zebra pe
baza parametrilor comportamentali au fost confirmate
majoritar si evidentiaza existenta personalitatii in acesti
pesti.

7. Am evidentiat si demonstrat pentru prima datd la nivel
national, cat si international, cd pestii zebrd au
personalitate si chiar trasdturi complexe care nu pot avea
limite clare si nu pot fi strict delimitate in contextul
testelor comportamentale considerate standard pentru
acestia.

8. Fiecare dintre rezultatele obtinute pe baza personalitatii
ilustreaza ca nu toti pestii timizi sunt la fel si nici toti
pestii indrazneti. In cadrul fiecarei categorii existi
subcategorii si este important sa se tind cont ca chiar daca
un peste timid ar putea sa aiba o valoare putin mai mare
intr-un parametru comparativ cu conspecifici timizi, nu

inseamna ca este catalog gresit.
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9. In cazul studiului prezent, s-a aritat efectul disociativ al
ketaminei prin schimbarea a multipli parametri si tipare
de inot de la categorisirea de peste timid la categorisirea
de peste indraznet.

10. Rezultate imunohistologice ilustreaza ca toate substantele
utilizate afecteaza pestii pana la nivel de tesut si pana la
stadiul de necroza.

11. Microplasticele cresc semnificativ nivelul de stres
oxidativ.

12. Obtinerea de valori diferite ale activitatii alfa-amilazei
evidentiaza posibila utilitate a acestuia pentru aprecierea
stresului fiziologic, in timp ce corelatiile obtinute pot
servi drept factori predictivi comportamentali.
Rezultatele si observatiile obtinute in urma acestui studiu

deschid multiple oportunitati pentru viitoare studii in care pestii sa
fie izolati sociali o perioada mai lungé de timp pentru o modelare
si mai fideld a simptomelor negative ale schizofreniei, perioada de
invatare sa fie extinsa si s se testeze si memoria de scurtd durata
(nu doar cea de lungd duratd ca in studiul prezent), sd se repete
testul de lumina-intuneric fara alte influente sau alte tipuri de
antrenamente facute simultan, sa se repete testul de agresivitate
conform noilor metode de apreciere a acesteia, sa se studieze mai
in profunzime si pe un lot mai mare de pesti efectele disociative

ale ketamineli.
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