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Introducere

Epilepsia este o tulburare neurologicd cronica caracterizatda prin
predispozitia de durata a creierului de a genera convulsii (crize) epileptice prin
activitatea sa electrica excesiva (Thijs et al., 2019; Beghi, 2020). Aceasta
afectiune este rezultatul a cel putin doud convulsii neprovocate in 24 de ore
(Kaculini et al., 2021). Aceste crize se bazeaza pe considerente neurologice,
psihiatrice, cognitive, respectiv sociale (Fisher et al., 2017; Beghi, 2020; Falco-
Walter et al., 2019). Convulsiile epileptice se Tmpart in functie de afectarea
constiintei pacientului, dacd implicd sau nu mai multe simptome (miscarea
involuntara, urinatea incontrolatd), respectiv in functie de localizarea fiziologica
a debutului acestora in creier. Cele din urma, la randul sau, pot fi impartite in trei
categorii: focal (incepand dintr-o anumita parte a creierului), generalizat
(incepand din cele doud emisfere cerebrale) sau debutul lor este necunoscut.
(Fisher et al., 2017; Falco-Walter et al., 2018; Parck., 2019; Thijs et al., 2019).
La pacientii epileptici se observa frecvent performante cognitive scazute precum
tulburari de memorie si de invatare (Kundap et al., 2017).

In functie de tipul de epilepsie si de convulsii sunt administrate diferite
concentratii de medicamente antiepileptice. Existd persoane care prezintd
rezistentd la un anumit tip de medicamente antiepileptice sau care li se recomanda
administrarea de doua tipuri de medicamente pentru a fi eficiente impotriva
convulsiilor epileptice. Medicamentele antiepileptice se claseaza in doud
categorii in functie de metabolizarea lor in organism, astfel anumite medicamente
sunt considerate inductoare de enzime hepatice (EIAED — feniton, fenobarbital,
primidon, carbamazepind, oxcarbazepind, topiramat) ele inducand catabolismul
anumitor substante si medicamente antiepileptice care nu induc enzime hepatice
(NEIAED — gabapentin, acid valproic, lamotrigind, levetiracetam, pregabalin,
tiagabin) fiind considerate cu un efect mic asupra substantelor nutriente (Ensrud
et al., 2008; Soltani et al., 2016).

Cresterea functiei enzimelor citocromului p-450 prin intermediul
medicamentele antiepileptice inductoare de enzime hepatice conduce la o
inactivare a formei active a vitaminei D astfel va reduce si absorbtia calciului in
organism (Teagarden et al., 2014; Shen et al., 2014; Soltani et al., 2016).
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Capitolul 1 Stadiul actual al cunoasterii

1.1 Istoric

Conceptul dintre religie si medicina din timpurile stravechi au facut ca
baza definitiei unei convulsii epileptice sa fie de la explicatie magica la una
stiintifica. Prima descriere de acest fel dateaza din anul 2500 inainte de Hristos
in documentele sumeriene din Mesopotamia, astfel persoana cu afectiune
epilepticd cu convulsii tonice focale din zilele noastre era considerata atunci
“boala caderii” fiind persoana ce era legatd atit de pacat, cat si de luna lui
Dumnezeu.

Insa definitiile care conduc spre descrierea de astazi a epilepsiei sunt din
timpul erei hipocratice si post-hipocratice. Hipocrate (460-370 1nainte de Hristos)
a pus baza medicinii pe ipoteza ca natura era alcatuitd din patru elemente de baza,
astfel aceste elemente sunt in organism eficiente in patru fluide corporale sau
umori, sdnatatea fiind legatura armonica dintre cele patru umori rezultand starea
de eucrazie (Bujalkova et al., 2001; Kalachanis and Michailidis, 2015; Patel and
Moshé, 2020). Astfel Hipocrate a fost primul care a atribuit epilepsia creierului
si care a sugerat ca este mai mult ereditard decét contagioasa (Iftimovici 1995;
Kalachanis and Michailidis, 2015; Kaculini et al., 2021).

In Evul Mediu, a existat un regres in ceea ce priveste cunostintele
stiintifice despre epilepsie, dominand gandirea despre posesie demonica, dar si
nebunie reflectati de lumina lunii si al spiritelor legate de aceasta. in acea
perioada a existat o confuzie intre epilepsie si tulburarile mintale (Tamkin, 1994,
Patel and Moshé, 2020). insi au existat persoane care au continuat cercetarea
stiintificd a epilepsiei, astfel un medic persan Avicenna a considerat ca
manifestarea clinica a unei convulsii poate fi asociata cu originea acesteia creier,
stomac, splind, dar si cu schimbari de comportament, temperament si
disfunctionalitati psihoneurologice (anxietate, entuziasm puternic) inainte de
convulsii (Dadmehr, 2018; Patel and Moshé, 2020).

La sfarsitul secolului al XIX-lea, apare electroencefalograma (EEG)
care a ajutat la evolutia de intelegere a epilepsiei, prin descrieri clinice mai clare.
Astfel Frederic Andrews Gibbs impreuna cu colegii sai Erna Leonhardt Gibbs si
William Lennox, au distins ca exista diferite modele EEG pentru fiecare tip major
de crize clinice precum convulsii absentd generalizatd, convulsii psihoclonice,
convulsii focale-lobul temporal. Acestia au descoperit prin intermediul EEG-ului
ca de cele mai multe ori exista anomalii in perioada interictald, ceea ce va ajuta
clinicianul sa-si dea seama de tipul convulsiei fard a fi nevoit sd observe
efectuarea unei crize la pacient (Wolf, 2014; Gibbs et al., 2002; Patel and Moshé,
2020).

In 1964 apare Liga Internationald impotriva Epilepsiei (LIIE) ca un
raspuns la nevoia de a avea un sistem standardizat de a clasifica convulsiile.
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Acesta a fost posibil sub conducerea lui Gastaut. Convulsiile au fost impartite in
partial, generalizat, unilateral sau predominant unilateral la copii, neregulat la
non-ndscuti si neclasificat. Termenii partial, focal si local au fost utilizati
interschimbabil, insa Gastaut a fost de parere ca partial este cel mai vechi termen
si utilizat cel mai des, fiind o forma de a defini populatia neuronald care este
amplasatd prin descarciri pe scard largd intr-o anumitd regiune a creierului
(Gastaut et al., 1972; Patel and Moshé, 2020). Acestea fiind la randul sau divizate
in functie de frecventd in izolate, repetate, prelungite sau repetitive (Caveness
and Radermecker 1964; Patel and Moshé, 2020).

in 1981 a fost propusi o revizuire a clasificirii convulsiilor epileptice
care ajutd prin intermediul Inregistrarilor video-EEG sa se studieze semiologia
crizelor care va ajuta la dezvoltarea limbajului comun al termenilor (Angeles,
1981; Patel and Moshé, 2020). in 2001 s-a propus in ILAE un grup operativ care
a introdus un glosar standard de terminologie pentru semiologia ictala, au propus
o schema de diagnostic pe cinci axe (Angeles, 1981; Patel and Moshé, 2020).
Insa in 2010 a fost revizuita major clasificarea de citre Berg si colaboratorii sai.
Astfel s-a renuntat la termenii care au fost considerati utilizati gresit focal (inainte
era sinonim cu partial), au fost eliminati termenii simplu si complex fiind
recomandate inlocuirea acestora cu crize focale cu/ sau afectarea
constiintei/constientizarii), inlocuirea crizei generalizatd secundard cu evolutie
catre o convulsie bilaterald, convulsiva, crizele neonatale nu mai erau considerate
o entitate separate, subclasificarea convulsiilor de absenta fiind simplificata, iar
spasmele au fost declarate ca fiind ca tip de convulsie. Insi aceasti ultima
revizuire a fost criticatd ca fiind inutild sau mai complicatd decat cea anterioara
fiind greu de utilizat in practica clinica e zi cu zi (Chang et al., 2017; Ferrie, 2010;
Blume et al., 2001; Patel and Moshé, 2020).

Clasificarea internationala actuala a fost aprobata in 2017 de citre LITE
unde au fost utilizate si comentariile, criticele publice, dar si consultati experti
separat pentru a revizui observatiile anterioare. Astfel s-a ajuns la ce se cunoaste
in mod actual despre diagnosticare. in 2019 Organizatia Mondiala a Sanatatii
(OMS) impreuni cu partenerii sai (Liga Internationala Impotriva Epilepsiei si
Biroul International pentru Epilepsie) au produs primul raport global despre
epilepsie, urmat de adoptarea planului de actiune global intersectorial pentru
epilepsie si tulburari neurologice 2022-2031 prin care se recunoaste abordarile
preventive, farmacologice si psihosociale dintre epilepsie si celelalte tulburari
neurologice. Aceste lucruri au ca scop o constientizare la epilepsie, consolidarea
pe care il poate avea aceastd afectiune in randul oamenilor (World Health
Organization, 2019).

1.2 Prevalenti si epidemiologie
Potrivit Organizatiei Mondiale a Sanatatii epilepsia activd afecteaza
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aproximativ 50 de milioane de oameni din populatia generald, in functie de zone
ea este intalnita intre 4-10 la 1000 de persoane. Datorita estimatiei ca aproximativ
5 milioane de oameni sunt diagnosticati anual, ea devine una dintre cele mai
frecvente boli neurologice la nivel global (World Health Organization; 2019;
Chen et al., 2023; Fiest et al., 2017).

Datorita faptului ca epilepsia se poate dobandi sau diagnostica pe
parcursul vietii exista diferente intre prevalenta epilepsiei pe parcursul vietii si
prevalenta epilepsiei active (a unei perioade de timp care este conditionata de
supravietuirea individului). In literatura de specialitate au fost identificate doua
meta analize realizate in ultimi 10 ani, una dintre acestea rezumandu-se la
cercetarile din Africa asupra pacientilor cu epilepsie (copii si adolescenti), iar
cealaltd fiind un revizuire sistematicd a studiilor internationale (Tabel 1.1).
Diferentele care existd intre cele doud meta analize sunt posibilii factori de risc
mai mari raportati ai epilepsiei in Africa (infectii parentale, neonatale,
neuroparaziti ale nivelului sistemului nervos central, leziuni cerebrale
traumatice). In meta analiza in care s-au utilizat rezultate din tarile africane nu s-
a putut calcula rata de incidenta deoarece estimarile ratelor de incidenta a fost de
un an, doi sau chiar trei in anumite studii.

Cercetarile anterioare au aratat ca epilepsia nu este o boald contagioasa,
de aceea numarul mare de persoane cu aceastd afectiune este ingrijorator, la
aproximativ 50% dintre persoanele cu aceasta afectiune la nivel global nu exista
o0 cauza sigurd, ea ramanand necunoscuta. Cauzele ce au putut fi determinate s-
au Tmpartit in cinci categorii: structurale de la nivelul creierului (tumora, scleroza
hipocampala, scleroza de tip tuberoasd, malformatie de dezvoltare corticala,
displazia focala corticald, paralizia la nivel cerebral, neurofibromatoza), genetice
(anumite sindroame genetice, unele dintre ele fiind ereditare), infectioase
(infectie la nivelul creierului: meningita, encefalita, neurocisticercoza, abces
cerebral), metabolice si imune (boli autoimune) (World Health Organization,
2019).

Tabel 1.1 Rezultate asupra prevalentei si incidentei a pacientilor cu epilepsie din meta analize
Prevalenta Prevalenta medie pe| Prevalenta medie a Prevaleir]na r?eidle 2 Incidenta Rata de | Rata medie de
totala parcursul vietii epilepsiei active P e_PS © cumulativa | incidenta incidenta
> neclasificate .
Fiest st alt 2017 1(7)2)6013e 7,061a1000de | 2,83 1a 1000 de . 67,77 la |000001g(')g‘(foli’ie 56,79 1a 100000|
persoane persoane de persoane de persoane
persoane persoane
e | 56 studii 56 studii 11 studii - 14studii |13 studii | 13 studii
- 1731a ) . :
Bisetialt. 204 | 00 4o 18,6 la 1900 de 6,8 la 1000 de copii 4551a 1900 de [2501a IOQQOO R ~
.. copii copii de copii
copii
e | 42 studii 42 studii 42 studii 42 studii 6 studii - -
1.3 Criterii de diagnosticare

Epilepsia poate fi diagnosticatd destul de simplu, insd pot sa apara
diferite indoieli pentru a nu se produce erori clinice. Pentru a se putea ajunge la
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acest diagnostic, trebuie sa se cunoasca relatarea episodului de convulsiei atit din
punct de vedere a pacientului, cat si a martorilor astfel clinicianul sa-si poata da
seama daca a fost un eveniment non epileptic sau o criza, dar si de tipul acesteia
(Van Donselaar et al., 2006). Urmatorul pas consta 1n investigatiile suplimentare
de screening precum electroencefalograma (EEG), imagistica prin rezonanta
magneticd (IRM), computer tomograf (CT), acestea pot sa determina etiologia
care va ajuta la clarificarea sindromului epileptic, ulterior se poate indruma
pacientul si se poate decide inceperea unui tratament cu selectarea
medicamentelor antiepileptice (MAE) (Van Donselaar et al., 2006).

Exista trei niveluri de diagnostic definite de Liga Internationald
Impotriva Epilepsiei in 2017 si acceptate de OMS. Acestea sunt niveluri cu debut
la nou-nascuti si sugari reprezentand copii pana la varsta de 2 ani; sindroame care
debuteaza in copilarie si sindroame care pot Incepe la o varsta inaintatd (Scheffer
etal., 2017).

Bebelusii care prezintd epilepsie se confruntd cu o suferinta de
comorbiditate cognitiva si comportamentald mare, ei prezentdnd un risc crescut
la rezistentd de medicamente si mortalitate (Zuberi et al., 2022).

Sindroamele epilepsiei cu debut in copilarie sunt clasificate pentru copii
intre 2 si 12 ani. Acestea se Impart In trei mari categorii astfel: epilepsii focale
autolimitate, sindroame de epilepsie generalizatd (se considera cd au baza
genetica) si encefalopatii de dezvoltare si epileptice care pot sa aiba convulsii
focale cat si generalizate (Specchio et al., 2022).

14 Interventii terapeutice

In ultimi 30 de ani au aparut aproximativ 15 medicamente antiepileptice
de a treia generatie, fiind selectati in functie de tipul convulsiei, dar si dupa
istoricul medical al pacientului, insa nu exista la momentul actual un medicament
care sa previna aparitia bolii Tnainte sa se declanseze prima convulsie epileptica
(Kaculini et al., 2021; Ghosh et al., 2021).

Glutamatul este un neurotransmititor excitator responsabil pentru
stimularea cresterii conductiei de calciu si sodiu in canalele ionice dependente de
ligant. La modele de animale s-a observat ca doi antagonisti (AMPA, NMDA) au
proprietiti anticonvulsivante. In consecinti la inceperea unor convulsii
epileptice, plasticitatea dependenta de activitate a receptorilor glutamatului
devine o caracteristica importanta a creierului epileptic. La soareci s-a observat
ca cei care au mutatia unei subunitati de la receptorii AMPA, 1i aduna pe receptori
cu permeabilitatea crescutd de calciu, un fenotip neurologic de moarte celulara si
diferite crize severe (Kumar et al., 2002; Salpietro et al., 2019; Ghosh et al.,
2021). Glutamatul este eliberat la sinapsa care actioneazd asupra receptorilor
metabotropi si ionotropi fiind responsabil de stimularea si escaladarea activitatii
convulsive, dar si expresia redusa a transportatorilor de glutamat poate induce
convulsii astfel s-a observat cd manipularea genetica legatd de functionarea
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proteinelor receptorului de glutamat in modelele de razatoare pot creste pragul de
convulsii (Ghosh et al., 2021).

Receptorul GABA joacd un rol important in mecanismul si
managementul epilepsiei. Prin inhibarea sinaptica de citre GABA se modifica
reglarea excitabilitatii neuronale care este legata de epilepsie. Functiile GABA-
energice au aratat anomalii in modele animale dobandite si genetice a epilepsiei,
iar in tesutul epileptic uman s-a identificat modificari in densitatile receptorilor
GABA si concentratiile de GABA, existand si un numar redus de receptori
GABAua in tesutul hipocampului epileptic uman. Exista studii care aratd ca
antagonistii GABA sunt proconvulsivante. De aceea unele medicamente eficiente
pot provoca convulsii datoritd faptului ca ele inhiba sinteza GABA. Exista
medicamente anticonvulsivante care au legaturd stransd cu sinteza GABA prin
mijloace precum cresterea inhibitiei mediate de GABA (barbituricele,
benzodiazepine), extinderea timpului de deschidere a canalelor de clorura
(barbituricele), amplificarea vitezei de deschidere a canalului de clorurd prin
imbunatatirea legaturii GABA la receptorii sai (benzodiazepine), sporirea GABA
sinaptic prin scaderea catabolismului sau a recaptirii GABA (vigabatrina,
tiagabina) ( Ghosh et al., 2021).

Receptorii colinergici prin diversitatea structurala si functionald
indeplinesc functii modulatorii in tot creierul mamiferelor (Ghosh et al., 2021).
Perturbarea mecanismelor colinergice poate conduce la tulburdri precum
epilepsia, boala Parkinson, dementd, schizofrenie, autism, boala Alzheimer.
NACHR functionale sunt dispersate in sistemul nervos central (SNC) astfel: pe
dendrite, terminalele axonilor, corpurile celulare astfel mediind neurotransmisea
sinaptica. Prin urmare in mai multe studii s-a observat atat la modelele de animale
cat si la pacientii epileptici ca nAChR este alteratd in diferite tipuri de epilepsie
(epilepsia mioclonicd juvenild, epilepsia lobului frontal nocturn autosomal
dominant), dar si ca perturbarea acesteia poate da nastere epilepsiei (Bertrand et
al., 2002; Ghasemi and Hadipour-Niktarash, 2015; Ghosh et al., 2021).

Serotonina prin neurotrasmisia sa are un rol potential in epilepsiei. S-a
demonstrat cd receptorii serotoninei (5-HTR) sunt tinte promitatoare pentru
dezvoltarea de noi medicamente antiepileptice, deoarece ei pot regla o mare
varietate de convulsii focale si generalizate. Administrarea durabild de inhibitori
selectivi ai recaptarii serotoninei este una dintre cauzele scaderii sintezei
serotoninei si creste susceptibilitatea la convulsii (Singh et al., 2017; Ghosh et
al., 2021).

Exista si alte abordari care stau la baza inhibarilor convulsiilor epileptice
precum: stimularea nervului vag, relaxarea musculara progresiva, yoga, terapie
cognitiv-comportamentald, dieta cetogend, vitamina D, tratamente pe baza de
plante (Ghosh et al., 2021).

10
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1.5 Asocierea comorbiditatilor psihiatrice

In literatura de specialitate exista situatii frecvente in care se indica
faptul ca pacientii cu epilepsie pot prezenta comorbidititi psihiatrice precum
anxietate (5-25%) (Wiglusz et al., 2018) si depresie (20-80% Dominguez-
Aguilera and Muiiiz-Landeros, 2017), tulburari de personalitate de acestea pot fi
de dinainte sau sa se instaleze progresiv in timp dupa diagnosticarea epilepsiei
(Elger et al., 2017; Dominguez-Aguilera si Muiiiz-Landeros, 2017; Wiglusz,
2018). Exista anumite ghiduri pentru comorbiditati psihiatrice la adulti cu o
problema cronica de sandtate care oferd un algoritm care poate fi aplicat in
contextul de epilepsie. Aceste instrumente pot fi utilizate pentru screening (eng.)
sau cuantificarea simptomelor psihiatrice prin autoevaluare precum: chestionare
pentru evaluarea trasaturilor de personalitate Neurobehavior Inventory (NBI),
Revised Persoality Inventory (NEO-PI-R); evaluarea simptomelor- interactive
din timpul ultimelor luni Interictal Dysphoric Disorder Inventory (IDDI),
chestionare pentru simptomele de depresie — Inventarul Beck Depression (IBD),
Inventarul Beck Depression II (IBD II), Inventarul tulburdrilor de depresie
neurologica pentru epilepsie (ITDN-E); scala de anxietate si depresie HASEM,
chestionare de evaluare a anxietatii State-Trait Anxiety-Chestionar, Disorder-
7ltems (PHQ-GAD-7) sau cu ajutorul criteriilor SEMM IV prin intermediul
interviurilor clinice structurale pentru tulburari SEMM IV axa I (SCID I) sau
SEMM 1V axa II (SCID II), MINI International Neuropsychiatric Interview
(MINI) (Elger et al., 2017; Gurgu et al., 2021).

Caracterizarea epilepsiei indica faptul cd majoritatea comorbiditatilor
psihiatrice sunt o consecinta a tulburarilor convulsive (Sadock et al., 2015; Duta
et al., 2024). Cu toate acestea, existd o relatie complexad intre comorbiditatile
psihiatrice si epilepsie, deoarece persoanele care au afectiunea epilepsie prezinta
un risc crescut de a dezvolta tulburari psihiatrice, in timp ce pacientii cu tulburari
primare au, de asemenea, un risc mai mare de a dezvolta epilepsie. Studiile
epidemiologice sugereaza relatii bidirectionale (Duta et al., 2024).

Aceasta situatie duce la efectele comorbiditatilor psihiatrice asupra
evolutiei si managementului tulburarilor convulsive, manifestate la mai multe
niveluri, precum I) antecedente de tulburari de dispozitie aparute inainte de
debutul epilepsiei, care se asociaza cu un risc crescut de epilepsie rezistenta la
tratament (Hitiris et al., 2007; Petrovski et al., 2010; Kanner, 2017; Duta et al.,
2024); II) un istoric psihiatric personal sau familial care este asociat cu un risc
mai mare de evenimente adverse non-psihiatrice si psihiatrice (Mula et al., 2003;
Kanner, 2017; Duta et al., 2024); III) un istoric actual sau trecut de tulburari de
dispozitie si anxietate care pot facilita aparitia convulsiilor in situatii stresante
(Haut et al., 2003;Haut et al., 2007; Kanner, 2017; Duta et al., 2024).

Antecedentele psihiatrice de-a lungul vietii premergatoare aparitiei
epilepsiei pot avea un impact semnificativ asupra vietii persoanelor cu epilepsie,
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cum ar fi: I) o stare de spirit actuala sau o tulburare de anxietate este un predictor
puternic al calitatii proaste a vietii (Cramer et al., 2003; Johnson et al., 2004;
Kanner, 2017; Duta et al., 2024);), II) o tulburare de dispozitie activa este asociata
cu utilizarea sporitd a serviciilor medicale, rezultdnd costuri mai mari pentru
pacient, familie si societate (Cramer et al., 2003; Kanner, 2017; Duta et al., 2024);
IIT) comorbiditatile psihiatrice, In special abuzul de substante si tulburarile de
dispozitie, sunt asociate cu un risc crescut de deces prematur din cauze externe,
cum ar fi accidentele si sinuciderile (Kanner, 2017; Christensen et al., 2007; Fazel
et al., 2013; Duta et al., 2024).

1.6 Rolul vitaminei D in epilepsie

Existd multe studii stiintifice care indica deficitul de vitamina D este mai
frecvent la persoanele cu epilepsie in comparatie cu persoanele care nu au aceasta
afectiune. Desi exista studii limitate, acestea pot demonstra importanta analizarii
periodice a cantitatii de vitamina D din organismul uman, in special la pacientii
cu epilepsie, dar si scaderea numarului de crize epileptice dupd optimizarea
cantitatii de vitamina D din organism (Duta, et al., 2024).

Vitamina D este o vitamina liposolubild care este considerata un steroid
neuroactiv al creierului care actioneaza atat prin receptorii sdi nucleari, cét si prin
receptorii membranari (Sizar, O. et al., 2021, Anjum, L., et al., 2018). Rolul
acestei vitamine In organism este dat de metabolismul osos, functiile antioxidante
si antiinflamatorii, fiind asociat cu Imbunatatirea starii de spirit cu ajutorul
modulirii biosintezei neurotransmitatorilor. in literatura de specialitate au fost
identificate studii care dovedesc importanta vitaminei D prin beneficiile pe care
le aduce asupra organismului, dar exista si studii care sustin contrariul, anume ca
aceasta vitamina nu poate avea niciun impact semnificativ (Jamilian et al., 2019;
Duta et al., 2024).

in mod natural organismul uman sintetizeazi vitamina D prin
ergocalciferol (vitamina D2) si colecalciferol (vitamina D3). Modalitatile de
sinteza a vitaminei D in organism sunt de natura dermica prin expunerea pielii la
razele ultraviolete ale soarelui (vitamina D2 si D3) (Sizar, O. et al., 2021), dar si
sinteza aportului alimentar (vitamina D3) sintetizat in ficat in 25-hidroxi-
vitamina. D2 (25-OH-D2) si 25-hidroxi-vitamina D3 (25-OH-D3) de catre
enzima 25-hidroxilaza (CYP25A1) si apoi sunt hidrolizate in rinichi de 1-alfa-
hidroxilazda (CYP27B1) in starea lor activd, in forma de vitamina D (1, 25
hidroxivitamina D) (Sizar et al., 2021, Christakos et al., 2017). Unul dintre cele
mai importante roluri fiziologice ale vitaminei D este homeostazia calciului prin
actiuni de reglare in organele care manipuleaza calciul, dar majoritatea celulelor
raspund si exprima receptorul de vitamina D (VDR) (Voutsadakis 2020; Trivedi
et al., 2021) pentru a ajuta genele sa mentina echilibrul, calciul si fosfatul in
tesuturi specifice (Meyer et al., 2020). Apartine unei familii de receptori ai
factorilor de transcriptie nucleari (Voutsadakis, 2020; Trivedi et al., 2021)
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(Figura 1.1).
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Figura 1.1. Reprezentarea schematica a sintezei vitaminei D in organismul uman

Pentru formele de epilepsie existd o serie de gene mutante care codifica
canale ionice in functie de tensiune sau ligand. Aceste mutatii au fost identificate
in canalele Na+, K+, Ca2+, clorura, in canalele incadrate de GABA acetilcolina
si in canalele intracelulare de eliberare a calciului, dar si in anumiti receptori de
calciu activati precum rianodina (RYR2), aceste retele biologice majore sunt
influentate de VDR (Bansal et al., 2020).

Vitamina D poate fi sintetizatd si metabolizata local in sistemul nervos
central (SNC) prin prezenta 1a-hidroxilazei in neuroni si glia din creier, dar poate
fi gasitd si in SNC si prin metabolitii sdi care pot traversa hematoencefalica. VDR
este localizat si in hipocamp, cortex, sisteme libiene, sistemul somatosenzorial
(Cui et al.,, 2017) ajutand astfel la reglarea neurotransmitatorilor, diferentierea
neuronald, cresterea axiald, sensibilitatea la stres a canalelor de calciu, factorii
neurotrofici si speciile reactive de oxigen (ROS) - prin care sunt afectate de
functia neuronald adecvatd (Cui et al., 2017). Mai multe studii au aratat ca exista
o varietate de polimorfisme de nucleotide in gene care exprima elemente ale
metabolismului vitaminei D, cum ar fi CYP2R1, CYP27B1, CYP24Al, VDR,
GC, si sunt asociate cu predictia nivelurilor serice de 25 (OH) D (Mpandzou et
al., 2016).

Principalele semne distinctive ale raspunsului inflamator cerebral (sursa
comuna in epilepsie) sunt: leziunea cerebrald traumatica (LCT), disfunctii ale
barierei hematoencefalice (BHE) precum activarea si migrarea microgliale si
astrocite. Neutrofilele mediaza patogeneza timpurie prin stimularea edemului si
a stresului oxidativ, si eliberarea factorilor inflamatori precum citokinele,
chemokinele si ROS (Pendo et al., 2016; Webster et al., 2017). Cele mai
cunoscute citokine eliberate dupa TBI includ factorul de necroza tumorala (TNF-
a), factorul de crestere transformant-p (TGF-f) si interleukina-1p (IL-1p), -6, -
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10 (Pendo et al., 2016; Vezzani et al., 2017). Acestia, la randul lor, pot recruta
neutrofile si monocite suplimentare din sange in tesutul deteriorat, raspandind
astfel o cascada inflamatorie (Pendo et al., 2016).

Capitolul 2 Epilepsia la animale

Epilepsia nu este o afectiune exclusiv umana, animalele fiind afectata de
aceasta de asemenea (Minguez et al., 2019; Minguez et al., 2021; Loscher, 2022),
in special in cazurile de consangvinizare atunci cand se incearcd repopularea
speciei. Caracterizarea principala a acestei afectiuni este predispozitia persistenta
de a genera convulsii epileptice recurente spontane. Un status de epileptic este o
forma frecventd de urgentd neurologica atdt in cazul oamenilor, fiind
asemanatoare izbitoare cu epilepsia la animalelor domestice care apare in mod
natural (Leppik et al., 2011; Loscher, 2022) epilepsia si tulburarile convulsive
recurente (TCR) au fost subiect de cercetare veterinara in ultimii 75 de ani la
animalele de companie (O'Neill et al., 2020). Aceasta poate fi indusa si la diferite
modele de animale in scop stiintific pentru cercetare (Dudek and Staley, 2012;
Pitkénen et al., 2015).

Procesul de epileptoenezd este un proces cronic prin care reteaua
neuronald care a fost normala este modificata functional prin factori genetici sau
factori dobanditi pentru a conduce la o susceptibilitate crescutd a convulsiilor la
modelele de animale (Dudek and Staley, 2012; Pitkdnen et al., 2015). Dovezile
existente sugereaza cd acest proces este unul continu si prelungit care poate avea
frecventa mai crescuta dupd prima convulsie neprovocatd sau spontana (Bertram
and Cornett, 1993; Hellier et al., 1998; Nissinen et al., 2000; Williams, 2009;
Kadam et al., 2010; Pitkénen et al., 2015).

2.1 Epilepsia nativa la animale

2.1.1 Epilepsia la rds

Résul iberic (Lynx pardinuss) poate prezenta episoade epileptice, atat
idiopatice cat si focale, manifestate prin hipersalivatie (sialoree), zvacniri faciale
( migcarea rapida a urechilor si/ sau a pleoapelor), clipirea unilaterald a ochilor,
smucirea repetd a capului, urmate de crize tonico- clonice, asezati in pozitie
laterala. De altfel, au fost observate si episoade de anxietate, neliniste, precum si
reactii de frica sau dezorientare. Profilul biochimic complet de sange, panoul de
boli infectioase, RMN-ul creierului si analiza lichidului cefalorahidian au
confirmat diagnosticul de epilepsie. Demonstrat de altfel ca epilepsia este si o
afectiune de naturd recesivd din punct de vedere genetic si tratatd prin
administrarea de fenobarbital cu succes (Minguez et al., 2019; Minguez et al.,
2021).
2.1.2  Epilepsia canina

In epilepsia canini, o diagnosticare corecta se face pe un esantion larg a
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semnelor clinice, varsta de debut si cauzele subiacente (Loscher, 2022).
Imagistica creierului la animale cu epilepsie sugereaza ca regiunea creierului care
actioneaza ca un sistem de retea numit sistem limbic in care sunt incluse
hipocampusul si girusul cingular sunt adesea afectate la caini, ceea ce poate
indica de cele mai multe ori manifestari comportamentale de tip anxietate sau
modificari cognitive (Loscher, 2022).

Cele trei categorii de convulsii epileptice prezentate de Liga
Internationald impotriva Epilepsiei in functie de debutul acestora: focal,
generalizat (motorii $i non-motorii) si necunoscut (ilae) se regasesc si in cazul
cainilor (Loscher, 2022). Acestea fiind un factor important pentru prognosticul
terapiei (Bhatti et al., 2015; Loscher, 2022). De cele mai multe ori epilepsia
idiopaticd cu debut focal are un prognostic mai bun decat cea a epilepsiei
structurale cu debut focal fiind asociata cu o perioada de comportament alterat in
care cainele pare nervos, se ascunde sau iti cautd stdpanul, acestea se manifestd
datoritd faptului ca convulsiile de tip focal pot fi subtile, astfel incat stapanul
patrupedului sd nu observe, dar pot fi si complexe ce se manifestd prin
comportament bizar fatd de perioada inceperii convulsive prin agresiune
neprovocata, alergare necontrolata sau latrat ritmic (Loscher, W., 2022; De Risio
etal., 2015).

Unul sau mai multe episoade de status epitetic canin (CSE) este observat
la aproximativ 59% dintre céinii cu epilepsie, ei avand o duratd medie de viata
mai mica fatd de canini cu epilepsie fara CSE (Leppik et al., 2011) Prognosticul
pentru acesti caini este unul destul de rdu, aproximativ 25% dintre cdinii afectati
nu supravietuiesc externarii din spital (Loscher, 2022). La fel ca la om,
principalele subiecte pentru a atinge obiectivele sunt: identificarea cauzei
convulsiilor, gestionarea oricaror complicatii ce pot interveni si prevenirea
urmatoarelor convulsii, astfel cd medicamentele pentru preventia aparitia
convulsiilor epileptice eficiente in SE la caini pot fi o forma de translatie pentru
studiile terapeutice umane fiind utilizate si la pacientii umani cu SE (Loscher,
2022; Leppik et al., 2011; De Risio et al., 2015). Scopul acestei terapii fiind un
ideal pentru a elimina complet convulsiile, insa nu este realizabil, astfel incét se
formeaza un scop secundar de a reduce convulsiile prin numarul si durata
acestora. Medicamentele antiepileptice umane nu pot fi toate utilizate de catre
caini datoritd faptului cd din punct de vedere a diferentelor legate de
farmacocineticd fiind eliminate mai rapid de canini. Astfel existd doar primidon
utilizat In SUA, iar In Europa exista trei medicamente fenobarbital, imepitoina si
bromura de potasiu; ultima utilizandu-se doar in cazul in care primele doud au
esuat.

Astfel s-a putut observa si o capacitate a organismului canin de a avea
rezistentd la medicamente antiepileptice, prin studii stiintifice care au demonstrat
ca doud MAE nu au reusit ca un organism a anumitor animale sd devind sau sa
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ramana fara convulsii. La cainii epileptici, procentul de rezistentd la medicamente
poate fi mai mare decat la om (Leppik et al., 2011).

in evaluarea medicamentelor antiepileptice aceste tratamente nu sunt
aprobate de Administratia pentru Alimente si Medicamente (AAM) pentru CSE,
dar ar putea exista aprobarea studiului controlat cu placebo avantajele fiind legate
de: efectele adverse ale acestora ar putea fi usor de evidentiat mai ales cele de
aritmie cardiaca, hipotensiune si modificari de comportament; deoarece volumul
de distributie la céini este asemandtor cu cel de la om si fatd de modele de animale
mai mici (soareci, sobolani, pesti zebrd) oferind astfel informatii mai eficiente cu
privire la doza medicamentelor cu efect util si concentratii plasmatice tinta care
se potrivesc si la oameni (Leppik et al., 2011).

2.1.3  Epilepsia la feline domestice

In ultimii ani au aparut studii care arati ci existd o populatie de pisici
care indeplinesc criterii clinice pentru un diagnostic de epilepsie genetica
(primara). Acesta este descrisa cu un debut intre 1 si 7 ani, avand o examinare
neurologica intre convulsii, screening metabolic, imagistica prin rezonanta
magneticd (IRM), examinari a lichidului cefalorahidian (LCR), toate excluzand
alte cauze subiacente Incidenta acestora la feline, fatd de caini fiind mult mai
micd (Moore, 2014). Insa exista epilepsie structurald (secundard) fiind incluse
etiologii infectioase precum peritonita infectioasa felina (PIF), toxoplasmoza,
boala inflamatorie neinfectioasa si infarctele ischemice sau hemoragice (Moore,
2014). Sau convulsii reactive care nu declanseaza afectiunea epilepsie, dar pot sa
apara datoritd unor anomalii sistematice, toxice sau metabolice precum bolile:
encefalopatie hepaticd, uremie severa a bolii renale in stadiul terminal,
hipoglicemia severa, hipertiroidism sever, hipertensiunea sistemica severa,
policitemia vera, hipocalcemie, hipertrigliceridemie sau expunere la
organofosforici (Moore, 2014).

Medicamentele antiepileptice (MAE) care se utilizeazd pentru feline
sunt asemanatoare cu cele pentru caini, insd existd o diferentd care tine de
toxicitate si metabolismul. Cele mai utilizate sunt de prima linie: fenobarbital
(PB), levetiracetam (FAE), zonisamide, insa acestea au efecte adverse mai putin
frecvente, dar care sunt mai grave la pisici fatd de céini precum PB-ul include
toxicitatea acutd idiosincrazia a ficatului sau a maduvei osoase care poate sa apara
in primele patru saptaméani de la administrare sau fibroza mielo-hepatica
dobanditd dupd o administrare prelungitd a medicamentului (Moore, 2014;
O'Neill, et al, 2020).

2.1.4  Epilepsia la cai

Desi nu sunt multe studii care sa clarifice convulsiile epileptice la cai,
acest lucru datorandu-se faptului cd existd tulburari aseméandtoare acestor
convulsii precum atacurile, accidente vasculare cerebrale, convulsii grad mal. in
functie de clasificarea facuta pentru epilepsia la oameni, la cai nu se regaseste
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sindromul epileptic, diagnosticarea loc fiind axatd pe fenomenologie ictala,
clasificarea dupa tip, clasificarea dupa etiologie, precum si o indicare optionala a
gradului de afectare cauzatd de starea epilepticd (Lacombe, 2015). Aceste
convulsii au o gama largd de manifestari precum variatia intre modificari usoare
ale constiintei, fasciculatii musculare acestea pot conduce la diagnosticul
convulsiilor in generalizate in intregul cortexul cerebral fiind o activitate motorie
bilaterala sau convulsii focale care provin dintr-un loc a cortexului cerebral
periferic (Lacombe, 2015).

Diagnosticarea epilepsiei la cai este greu de dat, datoritd limitarii
evaludrii tehnicii a imagistricei creierului, etiologia bolilor intra si extra craniene,
astfel fiind costisitoare si consumatoare de timp (Lacombe, 2015). Pentru a nu se
confunda convulsiile epileptice cu alte tipuri de crize, se face examen fizic si
anamneza ajutand astfel la excluderea acestora. Analizele sangelui i a lichidului
cefalorahidian sunt testele bioclinice care ajuta clinicianul sa excludd anomaliile
metabolice care pot conduce la convulsii precum hemoleucograma completa,
fibrinogenul, infectiile virale, testele pentru acizii biliari, amoniac si glicemie
(Lacombe, 2015).

2.2 Modele de animale cu epilepsie
2.2.1 Modelarea epilepsiei la rozdtoare

Soarecii si sobolanii sunt un model animal des utilizat in cercetarea
stiintifica pentru a induce si a analiza diferite afectiuni. Acestia sunt utilizati in
studierea comportamentald, fiziologica si geneticd. In cercetirile legate de
epilepsie, acestia sunt utilizati ca model de tip salbatic/ Wistar (unde de cele mai
multe ori inducerea convulsiilor epileptice se face pe baza de pentilentetrazol,
acid kainic) (Abdel-Wahab et al., 2017; Momeni et al., 2019; Sahin et al., 2019),
tip WAG/Rij (model genetic epileptic cu comorbiditati depresive) (Aygun et al.,
2019; Sitnikova., 2024), tip GAERS (epilepsie in absenta geneticd) (Sitnikova,
2024.).

In cazul acestor modele exista studii stiintifice care demonstreaza rolul
vitaminei D pe care il poate avea in controlul convulsiilor epileptice care va ajuta
la o preventie a afectdrii cognitive si la minimaliza numarul efectelor adverse
(Abdel-Wahab et al., 2017; Momeni et al., 2019; Sahin et al., 2019; Aygun et al.,
2019).

2.2.2  Modelarea epilepsiei la pestii zebra

Danio rerio (pestele zebra) este un model de organism care a castigat
mai mult spatiu in cercetirile domeniului bio-medical. In cercetarea neurologic,
el este utilizat pentru arhitectura sistemului nervos central similard cu mamiferele
si dar si pentru proprietatile sale fiziologice si genetice omoloage cu ale omului,
fiind un bun model prin usurinta de a absorbii compusii utilizati in cercetare, dar
si pentru tehnicile usoare de manipulare genetica fata de razatoare (Kalueff et al.,
2014; Sassen si Koster, 2015; Chitolina et al., 2023). Mai multe studii au aratat
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ca peste jumatate din genele care codifica proteinele din genomul uman au
corespondent In genomul pestelui zebra, dar si 84% dintre bolile umane au un
omolog la bolile care pot fi dobandite de pestele zebra (Howe et al., 2013;
Chitolina et al., 2023). Fiind utilizat si in studierea diferitelor mecanisme atat
fiziologice cat si biochimice ale epilepsiei, dar si studierea medicamentelor vechi
si noi care sunt utilizate In scaderea/ prevenirea convulsiilor epileptice (Zang et
al., 2022; Chitolina et al., 2023).

De-a lungul timpului s-a dovedit c@ pestele zebra este un bun model
experimental eficient pentru crizele epileptice induse chimic prin intermediul
agentilor care induc convulsii: pentilenetetrazol, picroxinina, alilglicina, acid
kainic, kainat prin diferite concentratii administrate (Baraban et al., 2005,
Williams et al., 2009; Leclercq et al., 2015, Yang, et al., 2017; Chitolina et al.,
2023).

Testarile comportamentale, biochimice si genetice au avut un aport mare
in descoperirea de noi compusi sau gésirea substantelor ca potentiali candidati a
medicamentelor anticonvulsivante capabile sa reduca sau sa inlature convulsiile
epileptice care imita crizele epileptice umane si minimalizarea efectelor adverse
asupra organismului.

Capitolul 3 Ipoteza de cercetare si obiectivele lucrarii

In majoritatea articolelor de cercetare epilepsia este considerati o
afectiune ca un intreg, dar ea variaza in functie de cefalopatiile eterogene care au
un simptom comun: convulsiile epileptice care au loc si care se pot identifica cea
mai usor prin modalitati adecvate de imagisticd, dar si prin electroencefalograma,
istoric medical la aceste tipuri se pot adduga anumite comorbiditati psihiatrice
care pot sa apara in intervale diferite fata de convulsii, respectiv in functie de
debutul epileptic.

Am dorit s demonstrez caracterul multifactorial prin intermediul careia
vitaminei D din punct de vedere fiziologic, dar si biochimic prezintd un rol
esential in tulburdrile psihiatrice asociate cu epilepsia cu ajutorul modelelor
animale Danio rerio.

Obiectiv 1. Studierea si imbinarea in mod sistemic a rezultatelor din
studii din literatura de specialitate asupra cazurilor de epilepsie mioclonica
juvenild asupra partii responsabile de procesarea informatiei de la nivelul
creierului uman.

Obiectiv 2. Intelegerea efectului pe care il prezinti acidul valproic prin
intermediul a mai multe doze la modelele animale ce prezintd convulsii epileptice
la care se pot mima manifestarile neuropsihiatrice.

Obiectiv 3. Stabilirea efector unei doze de vitamina D si a unor doze de
medicamente antiepileptice la modelele animale Danio rerio.
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Capitolul 4 Metodologia cercetarii

Scopul acestei lucrari de doctorat se imparte in doud parti:1) aduce noi
informatii asupra cazurilor de epilepsie mioclonica juvenila din literatura de
specialitate 2) prin utilizarea pestelui zebra (Danio rerio) ca model animal in
studierea rolul vitaminei D 1n epilepsie in functie de efectul a doud medicamente
anti epileptice (acid valproic, carbamazepina). Pentru a putea ajunge la atingerea
acestui scop 1) am realizat o meta analiza care ajuta sa fie observat nivelul
materiei cenusii la pacientii cu epilepsie si 2) s-a utilizat modelarea epilepsiei
prin metode chimice - pentilentetrazol (PTZ), dar si administrarea a patru
substante: acid valproic In forma de pulbere specific pentru experimente, acid
valproic in forma de comprimate, carbamazepind in forma de solutie orala,
respectiv vitamina D 1n forma de pilula.

4.1 Studiu experimental I

4.1.1 Scop

Meta analizd are scopul de a sintetiza si imbina in mod sistematic
rezultatele unor studii independente asupra cazurilor de epilepsie mioclonica
juvenila prin care se observa modificarile aparute la nivelul materiei cenusii.
4.1.2 Designul experimental

S-a realizat o cercetare a tuturor articolelor online bazate pe pacienti cu
epilepsie mioclonica juvenild si martori sanatosi, acestea fiind identificate in
bazele de date PubMed, Web of Science, BrainMap, respectiv biblioteca
Cochrane. Toate rezultatele au fost generate in baza urmétoarelor cuvinte cheie:
epilepsie mioclonica juvenild (JME), bazat pe voxel, morfometrie (VBM) si au
fost raportate de catre Institutul Neurologic din Montreal (MNI) sau spatiul
Talairach.
4.1.3 Analiza statistica a datelor

Pentru aceasta analiza s-a utilizat softul Seed-based de Mapping (SDM)
(Albajes-Eizagirre et al., 2019), versiunea 6.21. s-au urmarit datele demografice
si coordonatele de varf. Latimea completa la jumatate de maxim a fost stabilita
la 20 mm, iar pragul statistic a fost de p < 0,005. Acestea s-au utilizat datorita
faptului ca studiile anterioare au aratat cd valorile au cel mai bun control pentru
ratele fals pozitive, fiind capabile sd optimizeze echilibru dintre sensibilitate si
specificatie (Seidman et al., 2011). S-a utilizat si o analiza a sensibilitatii jack
nife, pentru care s- a mai omis cate un studiu si repetand analiza medie si o
analizd de eterogenitate pentru care s-a folosit un model cu efecte aleatoare cu
statistici Q (Seidman et al., 2011, Pan et al., 2012).

4.2 Studiu experimental II

4.2.1 Scop
Literatura de specialitate prezintd numeroase studii, publicatii sau cazuri
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in care sediscuta despre capacitatea acidului valproic (VPA) de a diminua sau
opri convulsiile atat la persoanele, cat si la diferite animale care sufera de
epilepsie dar si a diferitelor comorbiditati psihiatrice asociate acestei afectiuni.

Acest studiu a fost de a evidentia diferentele la nivel comportamental
dar si la nivel biochimic-enzimatic care existd intre cantitati diferite de
administrare a acidului valproic (5.000, 7.5000, 10,000 pM) atit in cazul
modelului epileptic, cat si in cazul controlului sanéatos.
4.2.2 Designul experimental

In acest studiu experimental s-au utilizat ca modele de animale 60 de
indivizi a speciei Danio rerio (pestele zebra) de tip sélbatic achizitionate de la un
producator local autorizat din judetul lasi. Dupa etapa de aclimatizare, pestii
zebra au fost Tmpartiti In 5 grupuri egale in mod aleatoriu (n=10) 1n acvarii noi de
10 L (utilizdnd 5 L de apd) pentru inca 5 zile de adaptare la noile conditii
experimentale. Temperatura din cadrul laboratorului, respectiv din acvarii a fost
constantd de + 26°C pe parcursul intregului experiment, apa avand un pH 7,5.Pe
toatd perioada experimentului s-a mentinut un ciclu de 14 ore lumina/ 10 ore
intuneric. Pestii au fost hraniti de doua ori pe zi cu TetraMin Flakes, iar apa a fost
schimbatd zilnic. Animalele au fost Intretinute si tratate cu strictete In
conformitate cu Recomandarea Comisiei UE (2007), Directiva 2010/63/UE a
Parlamentului European si a Consiliului din 22 Septembrie 2010, act normativ
referitor la orientarile privind gazduirea, ingrijirea si protectia animalelor utilizate
in scopuri experimentale. Dupa perioada de acomodare, pestii au fost analizati
pentru a se putea observa comportamentul lor initial inainte de administrarea
celor 2 substante.

Dozele utilizate in acest experiment au fost de 10 mM pentilentetrazol
(PTZ), respectiv 5.000, 7.500 si 10,000 uM VPA, toate au fost preparate zilnic de
novo si administrate pe o perioada de 26 de zile. Administrarea substantelor s-a
realizat direct in recipiente specifice care contineau 20 mL solutie timp de 20
minute/peste. Testele de comportament au fost realizate de 5 ori in cele 26 de
zile, acestea fiind realizate la un interval de 4 zile intre teste( Figura 4.1).
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Figura 4.1 Schema protocolului de studiului experimental 11
Dupa cele 26 de zile de tratament, la incheierea perioadei experimentale
pestii au fost sacrificati prin imersie in apa cu gheata, protocol avizat de comisia

Uniunii Europene si stocati in la -80°c pana la analizele biochimice ulterioare.
4.2.3 Testele comportamentale
Testul acvariului nou

Testul se realizeaza intr-un acvariu nou fatd de cel in care sunt de obicei
gazduiti pestii, de 10 L (umplut cu 6 L de apé, timp de 4 minute). Sunt urmérite
urmatoarele aspecte in timpul testului: latenta de a ajunge in jumaétatea superioara
a acvariului, timpul petrecut in jumaitatea superioard a acvariului, numarul de
intrari In jumadtatea superioard a acvariului, durata medie a intrarilor si , numarul
si durata de inghet (fieezing (eng.)). Inghetul a fost definit ca lipsa totald de
miscare, existdnd miscarile branhiilor si a ochilor, pentru doud secunde sau mai
mult. Cresterea anxietatii este Insotitd de obicei de comportamentul exploratoriu
redus (Figura 4.2).

Figura 4.2. Reprezentarea calibrarii testului acvariului nou in softul Etho Vision XT 14.

Testul social
Testul social se realizeaza cu un labirint in cruce transformat in labirint
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T prin inchiderea unui brat cu o fanta de plastic incolora, astfel labirintul este
compus din doua brate, unul stang, unul drept si un brat principal in care se afla
casuta de start. In stiinta comportamentala, labirintul T se utilizeazi atat pentru
studiile sociale, prin intermediul cireia se ofera subiectului o alegere directa acest
lucru va ajuta sa se studieze modul de stimulare a navigarii spatiale si non-
spatiald, prin intermediul parametrilor urmariti. Pentru determinarea
comportamentului social doi pesti zebra vor fi asezati intr-o casutd din bratul
stang al labirintului (cdsuta va fi realizata prin asezarea unei fante incolore). Un
alt peste va fi asezat in casuta de start, explorarea labirintului si timpul petrecut
in bratul stdng al labirintului va dovedi comportamentul social accentuat al
pestelui (Figura nr 4.3).

Figura 4.3. Reprezentarea calibrarii testului T social in softul Etho Vision XT 11,5
Testul de agresivitate

Agresivitatea este o trasaturd complexa care poate fi dificil de masurat cu
exactitate. Aceste manifestari de luptd cu oponentul din oglinda, stresul cronic
imprevizibil, provocarea sociald, test de prezentd a pradatorilor, intilnirilor
dominante-subdominante se pot observa cu ajutorul acestui test modelul
agresivitatii, fiind in legétura cu tulburarile psihiatrice manifestate. Chiar daca
pestii nu se pot recunoaste in oglinda, pot recunoaste ca adversarul lor are exact
aceeasi dimensiune si face exact aceleasi miscari ca si ei (Zabegalov, K.N et al.,
2019). Au fost identificate diferite tipuri de agresiuni. Testul de agresivitate se
realizeaza cu un labirint in cruce transformat in labirint T prin inchiderea unui
brat cu o fanta cu suprafata asemanatoare oglinzii, astfel labirintul este compus
din doua brate, unul stdng, unul drept si un brat principal in care se afla casuta de
start. Fiecare peste va petrece 4 minute in labirint unde se vor analiza mai multi
parametrii cu softul Etho Vision XT 11.5. In stiinta comportamentala, labirintul
T se utilizeaza atat pentru studiile sociale, cit si pentru a testa agresivitatea
(Figura 4.4).
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Figura 4.4. Reprezentarea calibrarii testului T de agresivitate in softul Etho Vision XT
11,5.

4.2.4 Evaluarea stresului oxidativ

Dupa finalizarea experimentului, fiecare grup a fost supus analizei
stresului oxidativ. Pentru aceasta s-au parcurs mai mult etape. Prima dintre acestea
a constat In omogenizarea fiecarui peste in solutie salind rece (0,90% NaCl;
Hemofarm, Romania) si centrifugate la 5500 rpm timp de 10 min la 4° C conform
metodei lui Jin et al. (Jin et al., 2015). Dupa centrifugare, supernatantul fiecarei
probe a fost transferat intr-un tub PE curat si impartit parti egale pentru analiza
proteinelor totale, SOD, GPx si a MDA.

Nivelurile SOD (kitul 19160-1KT-F), GPx (kitul CGP1-1KT) si MDA
(kitul MAKO085- 1KT), precum si concentratiile de proteine totale din tesuturi
(kitul TP0300-1KT) au fost determinate folosind seturile de testare de la Merck,
Germania. Fiecare parametru a fost masurat conform protocoalelor
producatorului. Un spectrofotometru (SPECORD 210 Plus producétor Analytik
Jena, Germania) a fost utilizat pentru a determina cantitatea de proteine totale,
nivelurile de SOD, GPx si MDA. Datele au fost exprimate ca media = SEM.
4.2.5Analiza statistica a datelor

Toate datele au fost analizate prin intermediul foilor de calcul din excel
(Microsoft Office) si software-ul Originpro v9.3 (2016, Originlab corporation,
SUA), ultimul fiind utilizat pentru ANOVA unidirectionald continuata cu testul
post-hoc Tukey Honest Significant Difference a perechilor de medii de grup si
realizarea graficelor prezentate.
4.2.6 Aviz etic

Acest protocol a fost aprobat de catre Comisia de Etica a Facultatii de
Biologie, Universitatea ,,Alexandru Ioan Cuza” din Iasi, cu numdarul de
inregistrare 364/04.02.2022.

4.3 Studiu experimental III
4.3.1 Scop
Scopul acestui studiu ne va ajuta sd iIntelegem si sa demonstram
caracterul multifactorial a vitaminei D, rolul acesteia din punct de vedere
fiziologic, dar si biochimic in tulburarile psihiatrice asociate cu epilepsia la
modelele de animale Danio rerio. Importanta acestei vitamine atat inceea ce
include epilepsia la nivel motric si biochimic cit si existenta ei ca un ajutor al
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celor doud medicamente cunoscute ca fiind inductoare a enzimelor CYP450
astfel se accelereaza catabolizarea vit D In metabolitii sai polari inactivi
(Siniscalchi, A., 2020).

4.3.2 Substantele chimice utilizate in studiu

Pentilentetrazol cunoscut sub denumiri precum 1,5-
Pentamethylenetetrazole, Metrazole, fost achizitionat de Sigma Aldrich, cod
produs P6500, avind o masd moleculara de 138,17 g/mol. Aceasta este o
substantd care induce convulsiile epileptice si este utilizatd pe scara larga pe
modelele de animale fiind un bun proconvulsivant. S-a realizat o solutie stoc
formata din 0,6909 PTZ+ 1000 mL apa pentru a aduce solutia stoc la 5 mM PTZ.

Calciferolul sau popular numit vitamina D a fost achizitionat de la o
farmacie locald, fiind un produs destinat adultilor sub formd de supliment
alimentar. Doza administrata a fost de 400 UI/L de vit. D.

Acidul valproic este un produs destinat persoanelor cu afectiuni
epileptice si cele cu tulburari bipolara, acesta fiind un medicament. Un singur
comprimat continea 333 mg valproat de sodiu si 145 mg acid valproic fiind
echivalentul a 500 mg de valproat de sodiu, Doza administrata a fost de 50 mg/L
de VPA.

Carbamazepina este un medicament utilizat pentru tratamentul anumitor
tipuri de epilepsie, dar si ca adjuvant In controlul tulburarilor de dispozitie, fiind
un bun inlocuitor al tratamentului cu litiu. Acesta a fost achizitionat sub forma de
suspensie orald. Fiecare 5 mL de suspensie contin 100 mg carbamazepina. Doza
administrata a fost de 40 mg/L de CBZ.

4.3.3 Designul experimental

In cadrul acestui studiu cu caracter experimental, s-au utilizat ca modele
animale pestele zebra de tip salbatic, in numar de 200, achizitionate de la un
producator local autorizat dinjudetul Iasi. Dupa etapa de aclimatizarepestii zebra
au fost Impartiti in 10 grupuri egale (n=20) 1n acvarii noi de 10 L (utilizdnd 5 L
de apa) pentru incd 10 zile de adaptare la noile conditii experimentale.
Temperatura din cadrul laboratorului, respectiv din acvarii a fost constantd de
+26°C pe parcursul intregului experiment, apa avandun pH 7,5. Pe toatd perioada
experimentului s-a mentinut un ciclu de 14 ore lumina/ 10 ore Intuneric. Au fost
hraniti de doua ori pe zi cu TetraMin Flakes, apa din fiecare tanc experimental a
fost schimbatd zilnic. Animalele au fost intretinute si tratate cu strictete in
conformitate cu Recomandarea Comisiei UE (2007), Directiva 2010/63/UE a
Parlamentului European si a Consiliului din 22 Septembrie 2010, normativ
referitor la orientarile privind gazduirea, ingrijirea si protectia animalelor utilizate
in scopuri experimentale.

Inainte de administrarea substantelor, au fost realizate teste
comportamentale pentru a putea observa modificarile exacte pe care pestii le vor
prezenta in urma tratamentelor experimentale.
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Intr-un interval de 11 zile s-a administrat cite SmM de pentilentetrazol
(PTZ) timp de 15 minute pe zi la toti pestii din primele 6 loturi., In ziua 12 fiind
testati. Dupa testare, am continuat administrarea cu aceeasi doza in acelasi
interval de timp, inca 15 zile. In acest interval de timp s- a inceput administrarea
cu supliment de 2000 UI de vitamina D3 si anticonvulsivantele 500 mg Acid
Valproic, 200 mg Carbamazepind care au fost dizolvate in 5L de apa (Figura 4.5).
Pestii au fost tinuti in acvariile cu tratament timp de doud ore, dupa care acestia
au fost mutati in acvariicu apa curata.

Astfel loturile studiate au fost urmatoarele: Lot 1 Pentilentetrazol, Lot 2
Pentilentetrazol + Vitamina D, Lot 3 Pentilentetrazol + Acid Valproic, Lot 4
Pentilentetrazol + Carbamazepind, Lot 5 Pentilentetrazol+ Acid Valproic +
Vitamina D, Lot 6 Pentilentetrazol + Carbamazepind + Vitamina D, Lot 7
Control, Lot 8 Vitamina D, Lot 9 Acid Valproic, Lot 10 Carbamazepina. Astfel
testele de comportament s-au realizat de 3 ori la primele 6 loturi in care s-a
administrat PTZ astfel: inainte, in ziua 12, respectiv in ziua 26, iar la celelalte 4
loturi aceste teste au fost facute de 2 ori inainte si dupa administrarea celor 15
zile de tratament.

Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot4 Lot 5 Lot 6
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
¥ ¥

+ ¥
SmM PTZ SmM PTZ SmM PTZ SmM PTZ SmM PTZ SmM PTZ
Pretatrament (Z0) l l
S PTZ 2 SmM PTZ + 250 mg SmM PTZ + 200 mg SmM PTZ + 2000 UL Sl PTZ + 2000 UL
Tratament (Z11) M PTZ - 2000 . cBz. Vit D + 250 mg VPA Vit 1D 4 200 mg CHZ

UIVitD

Sacnificare
Tratament (726) \

Superoxid dismutazele (SOD)

Misurarea activitifii enzimatice Malondialdehida (MDA)
Lot 7 Lot & Lot 9 Lot 10
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
¥ ¥ v ¥

control 2000 UL Vit D 250 mg VPA 200 mg CBZ

Sacrificare

Pretatrament (Z0) Superoxid dismutazele (SOD)
N
i - / Masurarea activitifii enzimati Malondialdehida (MDA)

Glutation perozidazi (GPx)

Tratament (Z1%)
Figura 4.5. Schema protocolui stadiului experimental ITI

Loturile au fost grupate in functie de substanta administrata la fiecare
parametru analizat in cele trei teste comportamentale. Astfel s-au analizat cele
trei zile (Initial, ziua 11 de expunere, respectiv ziua 26 de expunere) la cele 6
loturi care au fost expuse la Pentilentetrazol (PTZ), iar la celelalte 4 loturi au fost
analizate cate doud zile (ziua 1 1 de expunere/initial si ziua 26 de expunere(/ ziua 15
de tratament) si ziua 15 de tratament) (Tabel 4.1). Grupul 1 fiind alcétuit din
totalitatea loturilor pozitive (I-a care s-a administrat doar o singura substanta) (Lot
1 PTZ, Lot 7 Control, Lot 8 Vit D, Lot 9 VPA, Lot 10 Carba), grupul 2 continand
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toate loturile in care s-a administrat vitamina D (Lot 2 PTZ+Vit D, Lot 5
PTZ+VPA+Vit D, Lot 6 PTZ+Carba+Vit D, Lot 8 Vit D), grupul 3 din care fac
parte loturile cu Acid Valproic ( Lot 3 PTZ+VPA, Lot 5 PTZ+VPA+Vit D, Lot
9 VPA), respectiv grupul 4 care au avut ca tratament Carbamazepina (Lot 3
PTZ+Carba, Lot 6 PTZ+Carba+Vit D, Lot 10 Carba).

Tabel 4.1 Administrarea substantelor la loturile experimentale
LOT Z1-Z211 Z1-Z15 Z11-226
Lot 1 Pentilentetrazol 5SmM Pentilentetrazol - 5SmM Pentilentetrazol
Lot2 Pentilentetrazol + SmM Pentilentetrazol - 5mM Pentilentetrazol + 2000 UISL Vit D
Vitamina D
Lot 3 PemllentetrAazol + Acid 5mM Pentilentetrazol - 5SmM Pentilentetrazol + 250 mg/5L VPA
Valproic
Lot 4 Pentilentetrazol + SmM Pentilentetrazol - SmM Pentilentetrazol + 200 mg/SL CBZ
Carbamazepina
Lot 5 Pentilentetrazol+ Acid 5mM Pentilentetrazol R SmM Pentilentetrazol + 250 mg/5L VPA +
Valproic + Vitamina D 2000 UI/SL Vit D
Lot 6 Pentilentetrazol + $mM Pentilentetrazol 5mM Pentilentetrazol + 200 mg/5L CBZ +
Carbamazepina + Vitamina D miV Fentiientetrazol 3 2000 UI/5L Vit D
Lot 7 Control - - -
Lot 8 Vitamina D - 2000 UI/SL Vit D
Lot 9 Acid Valproic - 250 mg/5L VPA
Lot 10 Carbamazepina - 200 mg/5L CBZ

4.3.4 Testele comportamentale
Testul acvariului nou

Testul se realizeaza intr-un acvariu nou fatéd de cel in care sunt de obicei
gazduiti pestii, de 10L (umplut cu 6L de apa, timp de 4 minute. Sunt urmarite
urmatoarele aspecte in timpul testului: latenta de a ajunge 1n jumatatea superioara,
timpul petrecut in jumatatea superioarad, numarul de intrdri in jumatatea
superioara, durata medie a intrarilor si , numarul si durata de “inghet”. Inghetul a
fost definit ca lipsa totald de miscare. Cu exceptia branhiilor si ochilor, pentru 2
s sau mai mult. Cresterea anxietatii este insotitd de obicei de comportamentul
exploratoriu redus (Figura 4.6.).

Figura 4.6. Reprezentarea calibrarii testului acvariului nou in softul Etho Vision XT 14.
Testul social
Testul social se realizeaza cu un labirint in cruce transformat in labirint
T prin inchiderea unui brat cu o fanta de plastic incolora, astfel labirintul este
compus din doua brate, unul stdng, unul drept si un brat principal in care se afla
casuta de start. In stiinta comportamentala, labirintul T se utilizeaza atat pentru
studiile sociale, prin intermediul careia se ofera subiectului o alegere directa acest
lucru va ajuta sa se studieze modul de stimulare a navigarii spatiale si non-
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spatiala, prin intermediul parametrilor urmariti. Pentru determinarea
comportamentului social doi pesti zebra vor fi asezati Intr-o casutd din bratul
stang al labirintului (casuta va fi realizatd prin asezarea unei fante incolore). Un
alt peste va fi asezat in casuta de start, explorarea labirintului si timpul petrecut
in bratul stang al labirintului va dovedi comportamentul social accentuat al
pestelui ( Figura 4.7).

Figura 4.7. Reprezentarea calibrarii testului T social in softul Etho Vision XT 11,5
Testul de agresivitate

Agresivitatea este o trasatura complexa care poate fi dificil de masurat cu
exactitate. Aceste manifestari de luptd cu oponentul din oglinda, stresul cronic
imprevizibil, provocarea sociald, test de prezentd a pradatorilor, Intdlnirilor
dominante-subdominante se pot observa cu ajutorul acestui test modelul
agresivitdtii, fiind in legaturd cu tulburarile psihiatrice manifestate. Chiar daca
pestii nu se pot recunoaste in oglinda, pot recunoaste cd adversarul lor are exact
aceeasi dimensiune si face exact aceleasi miscari ca si ei (Zabegalov et al., 2019).
Au fost identificate diferite tipuri de agresiuni. Testul de agresivitate se realizeaza
cu un labirint In cruce transformat in labirint T prin inchiderea unui brat cu o
fanta cu suprafata asemanatoare oglinzii, astfel labirintul este compus din doua
brate, unul stdng, unul drept si un brat principal in care se afld cdsuta de start.
Fiecare peste va petrece 4 minute in labirint unde se vor analiza mai multi
parametrii cu softul Etho Vision XT 11,5. In stiinta comportamentala, labirintul
T se utilizeaza atat pentru studiile sociale, cat si pentru a testa agresivitatea
(Figura 4.8).

Figura 4.8. Reprezentarea calibrarii testului T de agresivitate in softul Etho Vision
XT11,5.

4.3.5 Evaluarea stresului oxidativ
Dupé finalizarea experimentului, fiecare grup a fost supus analizei
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stresului oxidativ. Pentru aceasta s-au parcurs mai mult etape. Prima dintre acestea
a constat in omogenizarea fiecarui peste in solutie salina rece (0,90% NacCl;
Hemofarm, Romaénia) si centrifugate la 5500 rpm timp de 10 min la 4° C conform
metodei lui Jin et al. (Jin et al., 2015). Dupa centrifugare, supernatantul fiecarei
probe a fost transferat intr-un tub eppendorf curat si Impartit parti egale pentru
analiza proteinelor totale, SOD, GPx si a MDA.

Nivelurile SOD (kitul 19160-1KT-F), GPx (kitul CGP1-1KT) si MDA
(kitul MAKO085- 1KT), precum si concentratiile de proteine din tesuturi (kitul
TP0300-1KT) au fost determinate folosind seturile de testare de la Merck,
Germania. Fiecare parametru a fost masurat conform protocoalelor
producatoruluik. Un spectrofotometru ( SPECORD 210 plus producétor Analytik
Jena, Germania) a fost utilizata pentru a determina cantitatea de proteine totale,
nivelurile de SOD, GPx si MDA. Datele au fost exprimate ca media = SEM.
4.3.6 Analiza statisticd a datelor

Normalitatea si distributia datelor comportamentale au fost determinate
prin testul Shapiro- Wilk folosind softwareul Graph Pad Prism (v 9.1.0.221, San
Diego, CA, SUA). Ulterior, comparatiile intre grupuri au fost efectuate cu
ANOVA unidirectionald urmata de teste parametrice post-hoc, cum ar fi Tukey
HSD. Analiza grafica prin intermediul OriginPro 9.0 cu ajutorul careia se poate
compara evolutia distantei parcurse de fiecare lot In parte in fiecare brat a testului
de tip social, respectiv agresiv.
4.3.7 Avizg etic

Acest protocol a fost aprobat de catre Comisia de Etica a Facultatii de
Biologie, Universitatea ,,Alexandru loan Cuza” din lasi, cu numadrul de
inregistrare 3480/24/10/2022.

Capitolul 5 Rezultate si discutii

5.1 Studiu experimental I
5.1.1 Rezultate meta analiza

Din primele cautari au rezultat 31 de studii, acestea fiind trecute prin
filtre precum recenziile, fara grupul de control, fard coordonate de varf bine
detaliate. Pentru aceastd meta analiza au rezultat 12 studii cu un numar total de
pacienti cu epilepsie mioclonica juvenild (JME) de 325,iar grupul control fiind
de 357 de martori sanatosi.

Aceastd meta analiza a ardtat o crestere a substantei cenusii la pacientii
cu JME in comparatie cu controalele din girul cingular sau paracingular median
stang (zona Brodmann 23, SMD-Z: 1,404, unde diferenta statistici a fost
p=0,0002, Voxeli: 820 coordonate MNI; -4, -6, 42) girusul frontal superior drept
(zona Brodmann 10, SMD-Z; 1,446, unde p=0,0002, Voxeli 186, coordonate
MNI: -20, -20, 66) zona motorie suplimentara dreapta (zona Brodmann 6, SDM-
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Z: 1,135, unde p=1,139, Voxeli: 152, coordonate MNI: 8 10, 60) si zona motorie
suplimentard stangd (Zona Brodmann 6, SDM-Z: 1,139, unde diferenta
semnificativa a fost p=0,0013, Voxeli: 72, coordonate MNI: -8, 12, 68).

Astfel pacientii cu JME au prezentat un volum mai scazut de materie
cenusie in talamusul stang (SDM-Z: -1,1875, unde p=0,00001, Voxeli: 970,
coordonate MNI: -12, -6, 8) si 1n insula stanga (zona Brodmann 48), SDM-Z: -
1,372, unde p=0,0008, Voxeli: 553, coordonate MNI? 42, 2, 6) (Figura 5.1).

Figura 5.1. Modificari ale materiei cenusii la pacienti cu epilepsie mioclonica juvenila
(A) Zone cu volum crescut de substanta cenusie la pacientii cu JME
(B) Zone cu volum scazut de materie cenusie la pacientii cu JME in comparatie cu martorii.
Sursa: Kazis et al., 2021
Dovezi semnificative de partinire a publicérii nu au existat prin inspectia

vizuala a diagramelor palnie si testelor lui Egger. Deoarece au existat atét varfuri
pozitive, cat si negative robuste, reaplicabile, a fost efectuata o omitere a unui
studiu de fiecare datd cu ajutorul analizei jack nife, respectiv repetarea analizei
medii (Figura 5.2).
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Figura 5.2. Diagrame fundel plot pe toate zonele care au aratat diferente semnificative
statistic intre pacientii cu JME si controale.

( A) Talamus, ( B ) Cortexul cingulat median stang,
( C) Girus precentral stang, ( D) Zona motorie suplimentara stanga,
( E) Insula dreapta, ( F) Girus frontal superior dreapta.

Sursa: Kazis et al., 2021

Aceastd meta analizd a aratat cd existd un volum crescut de materie
cenusie in regiunile frontale ale creierului, fiind In concordanta cu studiile care
folosesc alte modalitati pentru a evidentia diferente in aceste regiuni ale creierului
in epilepsia mioclinica juvenila in comparatie cu martorii sanatosi.

Acest lob jucand un rol important in memoria de lucru si prospectiva in
functii executive. Sqartz si colaboratorii séi au aratat prin intermediul a doua
studii ca exista o diferentd asupra memoriei vizuale de lucru intre pacientii care
prezintd epilepsie mioclonica juvenild (JME) si pacientii cu epilepsie a lobului
frontal (FLE), respectiv pacientii martori. Sqartz si echipa lui de lucru au efectuat
studiul pentru evaluarea memoriei vizuale de lucru si au observat ca pacientii cu
JME au avut o memorie cu un nivel mai scazut, dar si o absorbtie scazuta a
18FDG in cortexul premotor ventral, caudal, cortexul prefrontal dorso-lateral
bilateral si zona premotorie stdngd (Lee et al., 2020; Swartz et al., 1994). Acest
lucru a fost demonstrat de mai multe grupuri de cercetatori precum Devinsky si
colaboratorii sdi, Pascalicchio si colaboratorii séi, respectiv Kim si colaboratorii
sai (Swartz et al., 1996; Devinsky et al., 1997; Pascalicchio et al., 2007). insa
existd studii care arata contrariul, prin performanta comparabild in sarcinile de
memorie de lucru la pacientii cu JME si controale (Kim et al., 2019; Vollmar et
al., 2012; Savic et al., 2004; Igbal et al., 2015; Kazis et al., 2021).

5.2 Studiu experimental II
5.2.1  Performanta de inot
In graficele de mai jos sunt prezentate performantele pestilor zebra in
testul de locomotie, dar si in testul de sociabilitate. Se pot observa diferente intre
grupul control si grupurile in care s- a administrat PTZ singur sau impreuna cu
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concentratii diferite de VPA, rezultatele acestora fiind prezentate ca medie +
SEM. Astfel pe perioada celor 4 minute a fiecarui test se poate observa diferentele
statistice a distantei totale parcurse. Acesti parametrii au fost calculati in functie
de arene astfel arena 1 reprezintd filmarea laterald in care se poate observa
preferinta de inot in partile superioare si inferioare a acvariului, respectiv arena 2
reprezinta filmarea verticald in care se poate observa perimetrul de 1not vazut de
sus fatd de partea anterioard, unde era fixatd camera laterala si posterioard a
acvariului.

In grupurile in care s-au administrat PTZ si VPA de diferite concentratii
au existat diferentieri statistici a mediei distantei totale parcurse. In lotul 3, unde
s-a administrat 5.000 pM VPA nu au existat diferentieri semnificative statistic,
insa la lotul 4 cu administrare de 7.500 uM VPA s-au observat o crestere a mediei
la distanta totalad parcursa la testul de sociabilitate intre Z; si Zs (p=0,0457). La
ultimul grup in care s-au administrat cele doua substante si VPA a fost de o
concentratie 10 mM s-au observat diferentieri semnificative a distantei totale
parcurse doar 1n testul de locomotie astfel in arena 1 s-au observat doua cresteri
a mediei Z, si. Z4 (p=0,0037), Z, si. Zs (p=0,0037), respective in arena 2 s-au
observat doua cresteri a mediei Z si Z1 (p=0,0022), Z si. Z¢ (p=0,0005) (Figura
5.3).
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Figura. 5.3. Distanta totala parcursa de catre grupurile experimentale (cm) in functie de ziua de
testare a testului de sociabilitate si locomotie. Rezultatele sunt prezentate sub forma
mediei + SEM; *p< 0,05, ** p< 0,01 si *** p< 0,001.

Viteza medie a pestilor este in mod sigur si direct legatd de distanta
totala parcursa, dar poate oferii informatii legate despre starea lor In momentul
testarii in functie de diferentele semnificativ statistice care se pot observa in
perioada de administrare a proconvulsivantului (PTZ) si a anticonvulsivantului
(VPA) in cele trei concentratii diferite. Astfel s-au observat diferente
semnificative a mediei vitezei parcurse la lotul control toate diferentele la testul
de sociabilitate au fost legate de ziua pretratament si au scazut pe parcurs astfel
Zys1Z1 (p=0,0301), la testul de locomotie in arena 1 (lateral) s-a observat doar o
singurd diferenta semnificativd prin scaderea mediei vitezei intre Zo si. Zg
(»=0,0370). La lotul 2 unde s-a administrat PTZ in timpul testului de sociabilitate
s-au observat o scadere a vitezei medii Z, si Zs (p=0,0496). in timpul testului de
locomotie s-au observat urmatoarele: in arena 1 au existat o crestere intre Zy si.
Zi (p=0,0001) si o scadere a vitezei medie Z; si. Z¢ (p=0,0001), respectiv n arena
2 (vertical) a existat aceeasi crestere intre Zo si Z; (p=0,0025), dar a existat o
scadere a vitezei medii Z; si. Zs (p=0,0006) (Figura 5.4).

In grupul 3 unde s-a administrat PTZ si 5.000 uM VPA s-a observat ca
nu existd diferentieri semnificativ statistice a vitezei medii asemenea
parametrului distantei totale parcurse. Astfel incét la lotul 4 unde s-a administrat
7.500 uM VPA s-a putut observa in testul de sociabilitate o singur crestere
semnificativa a vitezei medie Intre Z;si Zs (p=0,0459), la testul de locomotie nu
s-au identificat semnificatii statistice intre cele 3 zile pe care le-am considerat
cele mai relevante. in ultimul grup s-au observat diferentieri semnificativ
statistice doar in testul de locomotie in arena 1 s-a observat o crestere a mediei
vitezei zp si z; (p=0,0134), iar in arena 2 (vertical) s-au observat doud cresteri
semnificative a mediei astfel zo si zi (p=0,0010), zo si zs (p=0,0360) (Figura 5.4).

e arens 2

[}
B 7021 72 23 21 25 28
Terstce saciakilitate Tast do locomayie srana 1 Test de locomeye arena 2

o L
EEETEEE]

32



Duta Raluca-Elena Rezumatul tezei de doctorat

0 w0

5 | T

0 I

e M |

021722324 28 0 TN 2223 T4 26 0 TN 22 ZIZ4 28 28
st oo o i e

el I“ 3l

24 23 7 T T 2021 2223 24 25 28
Tost de socisbilite Test da locomotie arana 1 Test de lecomatie arens 2

Vitezs mese
{emis)

o)

Viteza medie

b

iz £z T 51
E mE LT sk !
g; 85 s T s
H T o B
2
o J o
EEEEEY EE L] EEEEET
Tost g sacimite Feat de ocomaris sena 1 Testdr ‘acormats aera 2
ne
o
. r
5 1oy I
. !
g fe1T s s w1
i ‘ i1 M v it
i | FLENE 3
H ™ 2w
tlr—t X e —
i ki EE LYY

Teat 6e lotomeie arena 1 Tost do locomotie arana

Figura. 5.4 Viteza medie parcursa de catre grupurile experimentale (cm/s) in functie
de ziua de testare a testului de sociabilitate si locomotie. Rezultatele sunt prezentate sub forma
mediei + SEM; *p< 0,05, ** p< 0,01 si *** p< 0,001.

In testele de locomotie si de sociabilitate performanta de inot a fost luata
in considerare si din punct de vedere al frecventei de rotatie pe care au realizat-o
pestii n timpul testelor, dar si cét timp acestia au avut perioade de nemiscare care
ne poate conduce la depistarea unor situatii de stéri precum cele de disociere, de
ruptura de sine sau de acceptare a suferintei care pare inevitabila.

S-au observat ca la toate loturile nu au existat diferentieri semnificativ
statistice la testul de sociabilitate. In schimb la testul de locomotie s-au remarcat
diferentieri semnificative la lotul control si la lotul in care s-a administrat PTZ si
7.500 uM VPA. Astfel frecventa de rotatie a avut diferentieri la lotul control in
arena 1 (lateral) a existat o scadere semnificativd a numarului de rotatii Zo si. Ze
(»=0,001), 1n arena 2 (vertical) nu au existat diferentieri semnificative statistic.
La lotul 4 s- a observat diferentieri semnificative statistic doar in cazul arenei 2,
unde se regaseste o crestere a numarului de rotatii intre ziua de pretratament fata
de prima zi de testare in timpul tratamentului Z, si. Z; (p=0,0364), si o scadere a
mediei de frecventa a rotatiilor intre prima zi de testare locomotorie sub influenta
medicamentoasd comparativ cu ultima zi de testare locomotorie Z1 si. Z6
(»=0,0294) (Figura 5.5).

33



Duta Raluca-Elena Rezumatul tezei de doctorat

*

.
il L i

2021 1273 24 75 76 EEEY T HzBMB
Test ds so<iabillats. Test de locamatic arcaa 1 Test de locomatie arena 2

Frocventa do ratalis

Frocuenta de rotatie

Fregvents de rotatie

8.0 -
H R 5 -
e g
I 5+ g *
&
ol ol o
7021 72 73 24 25 76 DZnosn 202 22 73 28 25 76
Tast d sochbiMatn Test e locomore area 1 Tast e locomotie arana
1
= s Y
s = £ anq
i . S f B
H H I [ ‘ H
I H 1 i
2.1 [ £ |11 E L
e HE e
ol o A
TR 0 21 42 23 24 25 28 20712223 2 1o
Test e sociabilitste Test de locamatie arena 1 Test do locomotia arana 2
.
0 " 10y A
e 2 B
3 T u EES |
e i [ 3
H in | H . |
H - H 1
H E o 1 L gL I
H l b4
—— ol
EEEEEEE 22 a2 g 20 28 28
st de locomope arera Test 2 locormoe e 2
w 0 "
E H T ) R
H H H -
FE 2 | 7 z
§ H FolT
B i H

ol
o L e e e
202 73 72 74 25 28 20717223 74 25 26 XY
Tasd e saciabiliatn Test d Icomapie arena 1 Testde Iocamenie arena 2

Figura. 5.5 Frecventa de rotatie parcursa de catre grupurile experimentale in functie de ziua de
testare a testului de sociabilitate si locomotie. Rezultatele sunt prezentate sub forma
mediei £ SEM; *p< 0,05, ** p< 0,01 si *** p<0,001.

In cazul repausului pestilor a perioadei de inghet in timpul testarii
sociabilitatii s-au putut identifica diferentieri semnificative statistic la lotul 4 in
care s-a administrat PTZ si 7.500 pM VPA, acesta diferentere existd intre ziua
pretratament si ultima zi de testare a tratamentului: Z0 si Z6 (p=0,0175). In cazul
testului de locomotie au existat diferente semnificativ statistic la lotul cu
administrare de PTZ (lateral) si lotul cu administrare de PTZ + 7.500 uM VPA
(arena 1). Astfel ca la lotul 2 in ziua de pretatament au stat mai mult timp in
perioada de stationare fatd de prima zi de tratament diferentele semnificative a
mediei scad fatd de ziua pretratament Zo si. Z; (p=0,0069), iar apoi existd o
crestere a mediei de stationare a pestilor in ziua 6 de testare a locomotiei fata de
prima zi de testare sub influenta tratamentului Z; si. Z¢ (p=0,0069). La lotul 4 s-
a observat o scadere fata de ziua pretratament Z, si. Z; (p=0,0170) (Figura 5.6).
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Figura. 5.6 Timpul de stationare obtinut de catre grupurile experimentale (s) in functle de ziua
de testare a testului de sociabilitate si locomotie. Rezultatele sunt prezentate sub forma
mediei £ SEM; *p< 0,05, ** p< 0,01 si *** p<0,001.

La testul de sociabilitate, preferinta de inot in una dintre cele trei brate a
putut sd sugereze daca pestii zebra in functie de lotul experimental a dorit sa
exploreze mai mult bratul (stdng) unde se aflau alti doi pesti in spatele unei fante
transparente. Din punct de vedere a duratei cumulative petrecute in fiecare brat
pestii din toate loturilor au avut o preferintd mai mare de a explora bratul central
al testului T insd s-a putut observa ca la lotul control s-a vazut o crestere a
preferintei de socializare in primele doua zile de testare comportamentald, dupa
care aceasta a inceput sa fluctueze in fiecare zi, ajungand in ziua 6 sa fie cea mai
ridicatd valoare din cele 6 zile de testare (Figura 4.7. a). La lotul in care s-a
administrat timp de 26 de zile PTZ se poate observa cd asemandtor cu lotul
control, preferinta sociala a pestilor a crescut in primele doua zile, Insa la acest
lot a inceput explorarea bratului central mai mult din ziua 2 pand in ziua 6 de
testare, scdzand astfel timpul petrecut in bratul stang (Figura 4.7. b). O fluctuatie
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constantd a preferintei din bratul stdng au avut pestii din lotul 3 (PTZ+5 mM
VPA), unde s-a putut observa cd comparativ intre de dinainte de tratament si
prima zi de tratament a existat o crestere a preferintei sociale (brat stang), dar si
a explorarii bratului drept, iar z1 de testare sociala fata de ultima zi (z6) se poate
observa ca interesul fatd de a explora bratul central a fost mai mare fata de
celelalte doua brate (Figura 3.7. c). lotul in care administrarea a fost de PTZ+7,5
mM VPA se poate observa o crestere a preferintei de inot a bratului stang fata de
bratul central sau bratul drept in primele doua zile de testare comportamentala,
in ziva 3 si ziua 6 existd o scadere a explorarii bratului stang fata de zilele
anterioare, dar o crestere a inotului in bratul drept (Figura 3.7. d). In ultimul lot
s-a putut observa o crestere semnificativa a performantei de inot in bratul stang
comparativ cu ziua fnainte de tratament si prima zi de testare comportamentala
dupa inceperea tratamentului (Figura 3.7. ).

e
»

Figura 5.7. Fluctuatii comportamentale de tip social in functie de timp
(a) Lot 1 Control;

(b) Lot 2 10mM Pentilentetrazol;

(c) Lot 3 10mM Pentilentetrazol + 5000uM VPA;

(d) Lot 4 10mM Pentilentetrazol + 7500uM VPA;

(e) Lot 5 10mM Pentilentetrazol + 10000pM VPA.

5.2.2  Efectul substantelor asupra comportamentului agresiv

In testul de agresivitate s-au urmarit diferentele parametrilor precum
distanta totald parcursa, viteza medie, frecventa de rotatie, respectiv perioadele
de inactivitate a miscarii. La lotul control s-a observat semnificatii statistice la
trei din cei patru parametrii 1n care s-a utilizat ANOVA unidirectionala astfel ca
la distanta totala parcursa s-a observat o scddere semnificativ statistica intre Z si
Z; (p=0,0018).

La viteza medie s-a vazut cinci scaderi a vitezei medii ceea ce a condus
la diferentiere statistica Zo si Z; (p=0,0008). Iar la parametrul de inactivitate a
pestilor din lotul control s-a observat ci 1n ziua a 6-a ei au fost mai putini activi
fatd de prima zi 1nainte de inceperea tratamentului si dupa incepere Zoy si Zs
(»=0,0042), Z, si Z¢ (p=0,0352) (Figura 5.8).
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La loturile unde s-a administrat PTZ s-a observat o diferentiere
semnificativa statistic, mai precis la Lotul 3 unde s-a administat si 5 mM VPA,
aceasta diferentd a fost Intre prima zi de tratament si ultima zi de tratament la
parametru care indica frecventa de rotatie, unde a scazut media acestor rotiri in
sensul acelor de ceasornic.z; fatd de zs (p=0,0217) (Figura 5.8).

in testul de agresivitate s-a urmdrit si timpul petrecut in fiecare brat, in
special in bratul stang, unde pe peretele bratului a fost atagata o oglinda care ajuta
la reflexia miscérilor pestelui, inducandu-i un tip de agresivitate vizuala. La toate
loturile se poate observa ca preferinta a fost in bratul central, cu exceptia lotului
control si lotului 5. Astfel in lotul control s-a observat o schimbare de la o zi de
testare la alta atat in bratul stang, cat si in bratul central, in bratul drept a avut
mici modificari a timpului petrecut (Figura 5.9. a).

in cazul lotului la care s-a administrat 10 mM pentilentetrazol o crestere
a preferintei de Inot in ziua 1 si z2 de testare comportamentala, explorarea
celorlalte doua brate fiind in scidere fatd de ziua inainte de tratament. In ultima
zi de testare a agresivitatii s-a observat o scadere a performantei de inot atat in
bratul stang cat si in bratul drept (Figura 5.9. b). la loturile in care s-a administrat
PTZ impreund cu 5 mM VPA(Figura 5.9. ¢), respectiv 7,5 mM VPA (Figura 5.9.
d) se poate observa in bratul central o crestere semnificativ mai mare in zilele 4
si 5 de testare comportamentald, urmata de o scadere brusca in ziua 6, crescand
astfel preferinta de inot a pestilor in bratul stdng unde este asezatd oglinda. La
lotul 5 se poate observa ca intre ziua de dinainte de tratament zi prima zi de
tratament exista o crestere a explorarii bratului unde este atasata oglinda, scazand
astfel preferinta de a inota in bratul central si drept. In ziua 3 pani in ziua 6 se
poate observa fluctuatii concomitente a timpului petrecut in bratul drept,
respectiv bratul central, dar o crestere a explorarii bratului stang (Figura 5.9. e).
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Figura. 5.8. Parametrii obtinuti de cétre grupurile experimentale in functie de ziua de
testarea agresivitatii. Rezultatele sunt prezentate sub forma mediei £ SEM; *p< 0,05, ** p< 0,01
si ¥** p<0,001.
In cazul lotului la care s-a administrat 10 mM pentilentetrazol o crestere
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a preferintei de Inot in ziua 1 si z2 de testare comportamentald, explorarea
celorlalte dou brate fiind in scidere fata de ziua inainte de tratament. in ultima
zi de testare a agresivitatii s-a observat o scadere a performantei de inot atat in
bratul stang cat si in bratul drept (Figura 5.9. b). la loturile in care s-a administrat
PTZ impreuna cu 5 mM VPA(Figura 5.9. ¢), respectiv 7,5 mM VPA (Figura 5.9.
d) se poate observa in bratul central o crestere semnificativ mai mare in zilele 4
si 5 de testare comportamentald, urmata de o scadere brusca in ziua 6, crescand
astfel preferinta de Tnot a pestilor in bratul sting unde este asezata oglinda. La
lotul 5 se poate observa ca intre ziua de dinainte de tratament zi prima zi de
tratament exista o crestere a explorarii bratului unde este atasata oglinda, scazand
astfel preferinta de a inota in bratul central si drept. In ziua 3 pani in ziua 6 se
poate observa fluctuatii concomitente a timpului petrecut in bratul drept,
respectiv bratul central, dar o crestere a explorarii bratului stang (Figura 5.9. e).

® TRk ® e

N
RIS

Figura 5.9. Fluctuatii comportamentale de tip agresiv in functie de timp
(a) Lot 1 Control;
(b) Lot 2 10mM Pentilentetrazol;
(c) Lot 3 10mM Pentilentetrazol + 5000uM VPA;
(d) Lot 4 10mM Pentilentetrazol + 7500uM VPA;
(e) Lot 5 10mM Pentilentetrazol + 10000uM VPA.

5.2.3  Efectul substantelor asupra stresului oxidativ

PTZ-ul este un proconvulsivant care genereaza stresul oxidativ in
organismul modelelor de animale. In urma realizrii celor trei teste s-a putut
observa o scadere semnificativa nivelului de SOD a lotul control (LOT 1) cu
semnificatie statisticd comparativ cu LOT 3 (p=0,0489), LOT 4 (»=0,0002) si lot
5 (p=0,0004), respectiv o scadere a loturilor 2 si 3 comparativ de loturile 4 si 5
(LOT 2 si LOT 4 (p=0,0024), LOT 2 si LOT 5 (p=0,0067), LOT 3 si LOT 4
(»=0,0150), LOT 3 si LOT 5 (p=0,0445), unde SOD a avut cele mai mari valori
acest aspect ne sugereaza ca in primeletrei loturi exista stres oxidativ. Activitatea
enzimatica a condus la o cresterea a cantitatii de MDA fata de lotul control (LOT
1siLOT 2 (p=0,0082), LOT 1 5i LOT 3 (p=0,0015), LOT 1 5i LOT 4 (p=0,0012),
LOT 1 si LOT 5 (p=0,0007) Activitatea GPx a prezentat niveluri scdzute la 4

4
|
|
+
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grupuri ceea ce reprezinta existenta stresului oxidativ la aceste grupuri (Figura
5.10).

*k .

USOD/mg proteind
nM MDA

&
A
oL &P

Figura. 5.10. Rezultatele parametrilor stresului oxidativ prezentate sub forma
mediei + SEM; *p< 0,05, ** p< 0,01 si *** p< 0,001.
5.2.4  Discutii

Pestele zebra (Danio rerio) a devenit in ultimii ani un model optim
pentru studiul tulburarilor neurodegenerative datorita repertoriului larg de care
beneficiaza, in special in termen de comportament (Vaz et al., 2018; Kalueff et
al., 2013). Sunt specii In mod intrinsec colective, care traiesc in bancuri, asa ca
infatiseaza o varietate de comportamente sociale. Ei posedd expresii bine
documentate de frica si anxietate si pot Invata asocieri complexe (Lieschke and
Currie, 2007).

Administrarea proconvulsivantului pentilentetrazol (PTZ) a condus la
rezultate fiabile care pot sd ne conducd la efectul convulsivant ardtand un
dezechilibru in majoritatea parametrilor analizati in testele de comportament
(locomotie, sociabilitate, agresivitate), insa acest dezechilibru a fost mai
pronuntat la grupurile unde s-a administrat acid valproic in concentratie de 7,5
mM, respectiv 10 mM, si nu s-a observat nicio modificare semnificativa in lotul
in care s-a administrat PTZ si 5.mM VPA.

Pentru ca efectul PTZ sa fie cat mai sigur, administrarea repetitiva timp
de 26 de zile a putut sa determine diferentele care au existat in cele 6 zile de
testare a comportamentului fatd de ziua pretratament (zo) si efectul VPA ca un
anticonvulsivant a fost la fel de importantd pentru a putea intelege capacitatea
acestui medicament pentru a opri convulsiile epileptice, dar si de a stopa
comportamentul indus de proconvulsivant (PTZ). Acest lucru a fost observati de
catre alti cercetatori la larvele de pesti zebra, dupa inceperea administrarii de PTZ
s-a putut observa modificari locomotorii care au durat de la cateva secunde pana
la finalizarea administrarii, insd acestea se pot observa si dupd administrare
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(Gawel et al., 2020; Li et al., 2018).

Robea si colab. au efectuat un studiu asupra larvelor de peste zebra la 6
zile post-fertilizare (dpf) expuse la 48 pM VPA pe parcursul a 24, 48 si 72 de
ore. Grupul expus la VPA timp de 72 de ore a petrecut cea mai mare parte a
timpului langd oglindd (Robea et al., 2021). Existd, de asemenea, unele
controverse cu privire la acest subiect deoarece Zimmermann et al.
(Zimmermann et al., 2015) contrazic aceste constatari in urma administrarii tot a
48 uM. VPA influenteaza componenta sociald, anxietatea si locomotia mai mult
decat comportamentul agresiv. Am evidentiat absenta oricarui indicator care sa
indice existenta unei tulburari neurologice. Aceastd stare era complementara
comportamentului social, dar combinatd cu agresivitate ridicata. Liu si colab.
(Liu, et al., 2016) au adus dovezi relevante cu privire la modul in care 20/100 uM
VPA timp de 7 ore pe zi timp de 6 zile la larvele de 24 de ore pf. Aceastd substanta
cauzeaza un deficit de preferinta sociald, in timp ce expunerea acuta afecteaza
activitatea locomotorie. Administrarea de acid valproic nu a modificat
semnificativ raspunsul comportamental la lumina, dar nici inhibarea raspunsului
de anxietate, astfel de leagd de expunerea cronica care nu a modificat activitatea
locomotorie.

In rezultatele testului de agresivitate prezentate mai sus, se poate
observa ca existd diferente statistice n acelasi lot, dar In functie de zilele de
administrare a acidului valproic cu pentilentetrazol. Acestea indicand de cele mai
multe ori preferinta pe care pestii au dobandit-o pe parcursul explorarii acvariului
T, dar si dominanta de agresivitate.

Pe parcursul tuturor testelor de comportament, nu s-a observat in
comportamentul pestilor zebra perioade de repaus pentru cateva secunde care sa
fie asociate cu un raspuns de paralizie fizica, emotionala si cognitiva, cea ce ne
duce cu gandul ca indiferent de concentratia de VPA din tratamentul
antiepileptic, acestia nu au avut anxietati bruste de cateva secunde a sistemului
nervos autonom.

5.3 Studiu experimental I1I

Ca sd putem identifica cat mai concis comportamentul pestilor zebra, s-
a utilizat testul de locomotie Intr-un acvariu nou, in care am addugat un litru de
apa in plus fatd de acvariile in care acestia au fost tinuti. Analiza datelor s-a
realizat pe fiecare dintre cele doud arene, care reprezintd partea verticala,
respectiv partea laterald din unghiul in care s-a filmat comportamentul. Astfel ca
in graficele de mai jos se va observa o analizd cu ajutorul ANOVA, unde am
folosit cite o singurd variabild per lot. In cazurile in care s-au identificat
semnificatii statistice, acestea au fost notate sub forma de stelute ce reprezinta
comparatii cu valoarea p <0,05.
5.3.1 Performanta de inot

La parametru de masurare a distantei totale parcursd s-au observat
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semnificatii statistice la grupul cu loturile unde s-a administrat PTZ astfel: pe
arena | (lateral) s-a observat o crestere semnificativa intre LOT 2 Z,; si LOT 4
Z11 (p=0,0367), iar pe arena 2 (vertical) s-au observat cresteri a diferentierii
semnificative intre LOT 6 Z;; si LOT 6 Zy (p=0,0420), la grupurile unde toate
loturile au fost considerate control pentru celelalte grupuri (loturile pozitive) s-
au observat cite o crestere a diferentierei statistice pe fiecare arena astfel pe arena
1 lotul 9 a avut o diferentd intre Zo si Zis (p=0,0219) si la arena 2 lotul 8 a avut
o diferenta intre Zo si Zis (p=0,0045). La oturile unde s-a administrat Vit D ca
anticonvulsivante s-au observat pe arena 1 doud cresteri semnificative LOT 2
Z11 51 LOT 5 Z11 (p=0,0262), LOT 8 Z, 51 LOT 8 Zi5 (p=0,0303), iar pe arena 2
s-au observat patru cresteri semnificative LOT 2 Zy; si LOT 2 Zs (p=0,0358),
LOT 6 Z11 si LOT 6 Zss (p=0,0098), LOT 8 Zo si LOT 8 Z;5 (p=0,0159), LOT
5 Z» §1 LOT 6 Zy (p:0,0165) (Figura 5.1 1)
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Distanta totali parcurss
Distanta totali parcursd

Test de locomotie Test de locomotie

Arena 1 (filmare laterald) Arena 2 (filmare verticala)
Figura 5.11 Distanta totala parcursa (mm) la pestii zebra ne(tratati) (n=10) pe parcursul
a 26 de zile *- p<0,05; ** - p<0,01; ***- p<0,10

Viteza medie (mm/s) pe care au obtinut pestii zebra in timpul testului de
locomotie, a fost diferita in functie de camera utilizata. Astfel in grupul in care s-
a administrat PTZ s-au observat existenta crescétoare a diferentelor semnificativ
statistic doar 1n arena 2 (vertical) LOT 6 Z1; i LOT 6 Zs (p=0,0046), LOT 1 Z6
51 LOT 6 Zs6 (p=0,0408), LOT 3 Zs6 51 LOT 6 Zy (p=0,0252), LOT 5 Z26 51 LOT
6 Z (p=0,0281). la grupurile unde s-a administrat vit D s-au observat ca exista
cresteri a mediei ceea ce conduce la diferentelor statistice, in arena 1 (lateral)
LOT 2 Zi; 1 LOT 5 Z11 (p=0,0384), respective in arena 2 LOT 6 Z;; si LOT 6
Zss (p=0,0006), LOT 2 Zy si LOT 6 Zs (p=0,0076) LOT 5 Zs i LOT 6 Zog
(»=0,0038). La grupurile cu loturile pozitive nu s-au regasit diferentieri statistice
in functie de viteza medie (Figura 5.12).
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VITD A1
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Viteza medie
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Arena 1 (filmare laterald) Arena 2 (filmare verticald)
Figura 5.12 Viteza medie parcursa (mmy/s) la pestii zebra ne(tratati) (n=10) pe parcursul
a 26 de zile *- p<0,05; ** - p<0,01; ***- p<0,10;

Episoade de inactivitate s-au regésit aproximativ la toti pestii din toate
loturile. La loturile cu administrare de PTZ in arena 1 (lateral) s-a observat o
crestere a mediei duratei LOT 2 Z, si LOT 2 Z;; (p=0.0016) si doua scaderi a
diferentelor semnificative LOT 2 Z;; si LOT 4 Z; (p=0.0097), LOT 2 Z;, 5i LOT
5 Zn (p=0.0390), iar pe arena 2 (vertical) s-au observat o crestere LOT 2 Z si
LOT 2 Z; (p=0.0016) si doud scaderi a mediei LOT 2 Z;; si LOT 4 Z;
(»=0.0151), LOT 2 Z;; si LOT 5 Zi1 (p=0.0482). La grupurile unde s-a
administrat vit D s-au observat cate o diferentiere a mediei de repaus aceasta fiind
in scadere in fiecare arena astfel arena 1 LOT 2 Zy, si LOT 5 Zy; (p=0.0247) si
arena 2 LOT 2 Zy, si LOT 5 Zy1 (p=0.0282) (Figura 5.13).
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VIT D A2

WIT D A1

Test de locomotie

Arena 1 (filmare laterald) Arena 2 (filmare verticald)
Figura 5.13 Durata de repaus acumulata (s) la pestii zebra ne(tratati) (n=10) pe
parcursul a 26 de zile *- p<0,05; ** - p<0,01; ***- p<0,10

Pentru testul de locomotie s-a analizat numarul de tendinte de a se
intoarce pestele zebra in sensul acelor de ceasornic au existat. Astfel ca pe arena
1 (lateral) nu s-a remarcat diferente cu semnificatie statistica, insa la arena 2
(vertical) s-au identificat diferente ale mediei frecventei de rotatie in grupurile in
care s-a administrat PTZ fiind in scadere semnificativa pentru LOT 5 Z, si LOT
5Zy1 (p=0.0161), LOT 5 Zo 51 LOT 5 Z (p=0.0342) si in crestere semnificativa
LOT 6 Zi1 si LOT 6 Zss (p=0.0001), LOT 1 Z6 si LOT 6 Zs (p=0.0023), LOT
2 Z26 $1 LOT 6 Zas (p=0.0061), LOT 3 Zs 51 LOT 6 Zs (p=0.0066), LOT 5 Z
si LOT 6 Zys (p=0.0085). la loturile unde s-a administrat VIT D s-au observat
doud cresteri semnificative a mediei frecventei LOT 2 Zys si LOT 6 Z
(»=0.0002), LOT 5 Zys si LOT 6 Zx (p=0.0003), respective la loturile unde s-a
administrat CBZ s-au observat o crestere a mediei si o scadere LOT 4 Zys si LOT
6 Z5 (p=0.0339), LOT 6 Zy si LOT 10 Z5 (p=0.0016) (Figura 5.14).
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Figura 5.14 Frecventa de rotatie la pestii zebra ne(tratati) (n=10) pe parcursul a 26 de
zile *- p<0,05; ** - p<0,01; ***- p<0,10

In timpul acesta s-au realizat harti termografice in care se poate observa
timpul petrecut de pestii zebra in acvariu nou. in functie de intensificarea culorii,
se poate da seama de preferinta acestora de a sta sau de a explora. Acestia in
timpul experimentelor pretratament, au petrecut in mare parte spre partea
inferioard a acvariul, explorand o parte sau total suprafata. O parte dintre acestia
au analizat si o una dintre partile laterale ale acvariului. Dupa cele 11 zile de
expunere la PTZ, la cele 6 loturi, s-a observat o aseméanare ca in ziua de test
precedenta, dar cu o intensificare a starii de anxietate prin examinarea acvariului
doar pe o parte a partii inferioare. In cele 15 zile de tratament cu medicamente
anticonvulsive s-a observat cd la patru din cele cinci loturile pozitive (Lot 7
Control, Lot 8 Vitamina D, Lot 9 Acid Valproic, Lot 10 Carbamazepina) pestii
zebra au fost mai activi in partea superioara, dar si laterala a acvariului, in schimb,
la lotul pozitiv, Lot 1 Pentilentetrazol, s-a observat ca pestii au mentinut o
constantd de a explora acvariul nou. La loturile in care s-a administrat
proconvulsivul pentilentetrazol timp de 26 de =zile, dar si tratamente
anticonvulsive timp de 15 zile s-a observat o constantd examinare a partii
inferioare si laterale a tancului (Figura 5.15).
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Figura 5.15. Modelul hartilor termografice la pestii zebra (ne)tratati (n=10) pe parcursul a celor
26 zile de expunere/ 15 zile tratament

in timpul testelor de sociabilitate, in bratul sting al acvariului in forma
de T au fost addugati doi pesti zebra din afara lotului, pentru a se putea observa
cat de sociabili pot fi acestia de la inceputul interactiunii. Astfel s-a urmarit
timpul (in secunde) in care au stat in fiecare brat, fiecare lot, respectiv distanta
totald parcursa (centimetri), frecventa de rotatie in sensul acelor de ceasornic si
viteza medie (cm/s) pe cele cinci grupuri 1n functie de tratamentul aplicat.

In timpul celor 26 de zile in care s-a administrat pentilentetrazol, s-au
observat la testele de sociabilitate o scadere a timpului petrecut in bratul stang,
dar o crestere in bratul central la loturile unde a existat tratament din ziua 11 pana
in ziua 26, cu exceptia lotului 6, unde a fost administrat Pentilentetrazol +
Carbamazepind + Vitamina D in care existd o crestere mica a timpului petrecut
in bratul stang. In loturile pozitive s-au observat aceleasi scaderi a fluctuatiei in
bratul stang pentru lotul control, dar si pentru lotul unde s-a administrat vitamina
D, respectiv o crestere usoara in bratul stdng pentru lotul in care s-a administrat
acid valproic si in lotul cu administrare carbamazepina (Figura 5.16).
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Figura 5.16. Fluctuatii comportamentale de tip social in functie de timp la pestii zebra
ne(tratati) (n = 10) pe parcursul a 26 de zile

Lot 1 Pentilentetrazol (b)
Lot 3 Pentilentetrazol + Acid Valproic (d)
Lot 5 Pentilentetrazol+ Acid Valproic + Vitamina D
Lot 6 Pentilentetrazol + Carbamazepina + Vitamina D
Lot 7 Control (h)
Lot 9 Acid Valproic [0)

Lot 2 Pentilentetrazol + Vitamina D
Lot 4 Pentilentetrazol + Carbamazepina

Lot 8 Vitamina D
Lot 10 Carbamazepina

Rezultatele testului de sociabilitate parcurs de pestii celor 10 loturi au
fost calculate in parametrii precum distanta totald parcursa (cm), viteza medie
(cm/s) si frecventa de rotatie. La primul parametru calculat se poate observa ca
nu exista diferente semnificative statistic a mediei in grupurile cu administrare de
PTZ, control pozitive, insa la loturile unde s-a administrat vitamina D exista doua
cresteri a mediei distantei sunt semnificative LOT 4 Zys 5i LOT 6 Z, (p=0.0339),
LOT 6 Zs6 51 LOT 10 Z15 (p=0.0016) (Figura 5.17).
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Figura 5.17. Distanta totald parcursa (cm) la pestii zebra ne(tratati) (n=10) pe parcursul a
26 de zile *- p<0,05; ** - p<0,01; ***- p<0,10
In cazul parametrului vitezei medii nu se pot remarca diferente
semnificative a mediei la loturile in care s-a administrat PTZ, respectiv loturile
unde au existat control, astfel se poate observa o constantd a nivelurile medie.
insi la loturile in care tratamentul a fost cu VIT D s-a observat doud cresteri
semnificative a mediei LOT 2 Z,; si LOT 5 Zi; (p=0,0242), LOT 2 Z,, i LOT 6
Z11 (p=0,0192). (Figura 5.18).
CONTROL PTZ
] i
&&W@&Eggo; G

Test de sociabilitate Test de sociabilitate Test de soclabilitat:

Figura 5.18. Viteza medie parcursa (cm/s) la pestii zebra ne(tratati) (n=10) pe parcursul a 26 de
zile *- p<0,05; ** - p<0,01; ***-p<0,10

Frecventa punctului central de rotatie in sensul acelor de ceasornic poate
indica un comportament epileptic, Tnainte, in timpul sau in urma unei convulsii
epileptice. Aceastd tendinta de rotatie a existat la toti pestii din fiecare lot, insa
nu a existat o diferentd semnificativa intre loturi 1n cele trei situatii (Figura 5.19).
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Ultimul test realizat a fost cel de agresivitate in care s-a urmadrit de céte
ori acestia au Inotat spre bratul stang, unde pe peretele exterior la acvariului n

49



Duta Raluca-Elena Rezumatul tezei de doctorat

forma de T a fost asezata o oglinda. Parametrii care s-au urmarit in acest test au
fost cei de distanta parcursa si timpul pe care 1-au petrecut acestia in fiecare dintre
brate, respectiv diferenta in cinci grupuri dintre distanta totald parcursa,
velocitatea, inactivitatea si frecventa rotatiilor in sensul acelor de ceasornic
acestora pe tot parcursul testului.

Timpul pe care le-au petrecut pestii zebra in cele trei brate in timpul
testelor de agresivitate difera in functie de ziua de administrare. In toate loturile
s-a observat o crestere a timpului petrecut in bratul central, insa la cinci loturi
(Lot 1 PTZ, Lot 2 PTZ+Vit D, Lot 4 PTZ+CBZ, Lot 7 Control, Lot 8 Vit D) se
observi o crestere de peste 50% de timp petrecut in acest brat. In ultima zi de
tratament doar la Lot 3 PTZ+VPA si Lot 9 VPA s-a observat o usoara crestere a
timpului petrecut in bratul stdng, unde a existat oglinda, ceea ce sugereaza o
usoara crestere a comportamentului de tip agresiv (Figura 5.20).

= P o

Figura 5.20. Fluctuatii comportamentale de tip agresiv masurate in timp la pestii zebra
ne(tratati) (n = 10) pe parcursul a 26 de zile
)

(a) Lot 1 Pentilentetrazol (b Lot 2 Pentilentetrazol + Vitamina D

(c) Lot 3 Pentilentetrazol + Acid (d) Lot 4 Pentilentetrazol + Carbamazepina
Valproic

(e) Lot 5 Pentilentetrazol+ Acid Valproic + Vitamina D

® Lot 6 Pentilentetrazol + Carbamazepina + Vitamina D

(2 Lot 7 Control (h) Lot 8 Vitamina D

(i) Lot 9 Acid Valproic G) Lot 10 Carbamazepina
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5.3.2 Efectul medicamentelor asupra comportamentului agresiv

Agresivitatea este definita prin capacitatea pestilor zebra de a se apropia,
de a-si ridica inotatoarele, de a face miscari ondulate ale corpului, pot deschide
gura spre ,,inamic”, schimbarea culorii, mugcatura, urmarire si invartirea in cerc.
Aceste comportamente pot sa apara datoritd faptului ca trebuie sd apare un
teritoriu (comportament teritorial), masculii pot deveni agresivi pentru a-si
proteja femelele sau alte resurse care trebuie ocrotite, dar si pentru a-si stabili
dominanta, teritoriu, toate acestea s-au observat la pestii examinati.

La testul de agresivitate s-a observat la parametru distantei totale
parcurse o diferenta statistica la grupul in care sunt regasite loturile pozitive astfel
LOT 2 Zy si LOT 1 Z11 (p=0.0440), LOT 4 Z, si LOT 1 Z1; (p=0.0032), LOT 4
Zo si LOT 3 Z;; (p=0.0346) unde s-a observat o crestere a mediei. Insa intre
celelalte grupuri cu administrare PTZ, VIT D, VPA sau CBZ nu au existat
semnificatii statistice (Figura 5.21).

CONTROL PTZ. CONTROL POZITIV
VIT I

;Elnono I [XN H | ll - :‘—‘ L
NH‘ [l = EeTLLL T
“ i - ‘T

{em)

a0
ET

Distanta toral parcursd
ten}
z
0

1

1

—
Distanta totald parcurss

SR » »
SR JJJ1
el R QR» N ratcy \a\&s:o«‘ S * S PN & Q\"\Q«*

T -

R R
Test dle agresivitate

Test de agresivilale Tet de

Figura 5.21. Distanta totald parcursa (cm) la pestii zebra ne(tratati) (n=10) pe parcursul a 26 de
zile *- p<0,05; ** - p<0,01; ***- p<0,10
La viteza medie au fost descoperite cate o semnificatie statistica la
grupul cu administrarea PTZ LOT 1 Zy; si LOT 1 Zy (p=0.0023)si la grupul cu
loturile pozitive LOT 1 Z; si LOT 10 Zo (p=0.0005), amandoua fiind in scadere

a medie (Figura 5.22).
CONTROL PTZ CONROL POZTIY
* EETY

®
Zz

=
2

{em/fs)

1]MI_NWT
1

ROGUVIR AR A O
SR
Test de agresivitate
Figura 5.22. Viteza medie parcursa (cm/s) la pestii zebra ne(tratati) (n=10) pe parcursul a 26 de
zile *- p<0,05; ** - p<0,01; ***- p<0,10
Au existat momente de inactivitate, ele fiind de scurtd durata (intre 0,1-
26,70s), insd acestea nu au existat pe parcursul tuturor testelor de agresivitate,
astfel nu a existat nicio diferentd semnificativ statistica la niciun grup de loturi
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(Figura 5.23).
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Figura 5.23. Episoade de inactivitate la pestii zebra ne(tratati) (n=10) pe parcursul a 26 de zile

Tendinta de rotatie In sensul acelor de ceasornic a existat in grupul cu
administrare Pentilentetrazol, fiind in scadere a mediei LOT 1 Zosi LOT 1 Zs
(»=0.0060), LOT 1 Z1: 5i LOT 1 Z36 (p=0.0369), la grupul cu loturile pozitive a
existat o scadere a mediei semnificativa statistic LOT 1 Z11 si LOT 1 Z26
(»=0.0024), respectiv doud cresteri a mediei ce au condus la semnificatii
statistice LOT 1 Z26 si LOT 10 Z15 (p=0.0037), LOT 7 Z15 si LOT 9 Z15
(p=0.0379). Astfel ca in cazul grupurilor in care s-au administrat VIT D, VPA
sau CBZ nu au existat diferentieri statistici (Figura 5.24).
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Figura 5.24. Frecventa de rotatie la pestii zebra ne(tratati) (n=10) pe parcursul a 26 de zile
*-p<0,05; ** - p<0,01; ***- p<0,10

5.3.3 Efectul medicamentelor asupra stresului oxidativ

Aceste rezultate ne dovedesc ca pentilentetrazolul a fost un factor a
stresului oxidativ. in urma testului de In urma realizarii celor trei teste s-a putut
observa activitatea enzimatica se poate observa ca existd stres oxidativ prin
cresterea nivelului de SOD la anumite loturi s-a constatat cd nivelul stresului
oxidativ este mai mic fatd de lotul 1 in care s-a administrat doar proconvulsivant
(lot 2 PTZ+VIT D p=0,0001 , lot 3 PTZ+VPA p=0,0008, lot 5 PTZ+VIT D+VPA
p=0,0036, lot 8 VIT D p=0,0145, lot 9 VPA p=0,0079), respectiv lotul 2
PTZ+VIT D a indicat o crestere semnificativa fata de lot 4 PTZ+CBZ p=0,0037
silot 7 CONTROL p=0,0145, acelasi lucru se poate observa intre lot 3 PTZ+VPA
si lot 4 PTZ+CBZ p=0,0240. Activitatea GPx este ridicatd doar la Lotul 4
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PTZ+CBZ unde existenta stresului oxidativ este mai mica si exista diferentieri
semnificative statistic cu lotul 1 PTZ (p=0,0068), lot 2 PTZ+VIT D (p=0,0355)
si lot 9 VPA (p=0,0371) acest lucru ne poate duce cu gandul ca SOD suplineste
activitatea GPx la celelalte loturi.

Nivelurile crescute de MDA in 8 loturi ne indica faptul ca exista o
activitate a stresului oxidativ, lotul 1 PTZ ne arati o cantitate micd de MDA cu
semnificatii statistice fata de lot 4 PTZ+CBZ (p=0,0091), lot 5 PTZ+VIT D+VPA
(p=0,0012), lot 6 PTZ+VIT D+CBZ (p=0,0027), respectiv lot 8 VIT D
(p=0,0379), dar si la lot 3 cu o cantitate micd de MDA fata de lot 5 PTZ+VIT
D+VPA (p=0,0189), respectiv lot 6 PTZ+VIT D+CBZ (p=0,0408) (Figura 5.25).
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Figura 5.25. Rezultatele parametrilor stresului oxidativ dupa expunerea la tratament
prezentate sub forma mediei + SEM *- p<0,05; ** - p<0,01; ***- p<0,10
5.3.4. Discutii

Testele de locomotie, social, agresivitate au fost realizate inainte, in
timpul, dar si dupa administrarea proconvulsivantului pentilentetrazol, respectiv
inainte si dupd tratament cu anticonvulsivantele: Vitamina D, acidul valproic,
carbamazepind. Asadar, s-a putut observa ca existd un grad de vizibilitate prin
care se poate corela vitamina D cu alte medicamente anticonvulsivante, astfel
incat sa se reduca numarul convulsiilor epileptice, dar si comorbiditati psihiatrice
asociate.

Concentratiile medicamentelor utilizate in experiment au avut rolul de
protectie antiepileptice, prin intermediul lor am incercat si observam diferentele
care pot exista comparativ

cu loturile in care s-a administrat proconvulsivant, dar si in loturile
control pozitiv in care s-a administrat doar substanta cheie. Vitamina D a avut
rolul de a observa daca aceastd vitamind poate avea efecte pozitive la pestii care
li s-a administrat PTZ si dacd ar putea sustine in tratament doua dintre
medicamentele care inhiba vit D in organism.

Canzian si colaboratorii sai au aratat ca PTZ-ul a provocat convulsii
acute la pestii adulti, dar si ca au fost supusi in acelasi timp la un factor de stres,
acestia au prezentat un comportament agresiv, anxios, dar si le-a fost afectata
memoria, fiind un perturbator de coeziune a bancului de pesti dupa perioada de
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recuperare (Canzian et al., 2021). Acest lucru I-am observat si noi prin testul de
locomotie unde pestii au avut preferinte de a sta 1n acelasi loc sau sa noate doar
intr-o parte a acvariului unde se simteau mai in siguranta, fard a vizualiza tot
acvariul, dar si in celelalte doua teste, unde s-a observat perioade de inghet.

Nu se cunoaste cu exactitate dacé concentratia de PTZ administrata este
direct proportionalad cu reactia pe care o produce, declansand astfel stimulii
creierului posterior (Pineda et al., 2013). Ceea ce va genera ca medicamentatia
farmacologicad sa atrofieze legaturile stimulente efectuate de proconvulsivant.
Astfel Acidul Valproic poate sa genereze o inhibare a transaminazei GABA
ajungandu-se astfel la o atenuare partiala a convulsiilor (Pineda et al., 2013;
Pierog et al., 2021).

Un marker prin care se reflecta stresul oxidativ este MDA. Peroxidarea
lipidelor prin reactia autocataliticd este periculoasa datoritd faptului ca initiaza
deteriorarea celulara. In studii realizate pe oameni, s-a aratat ca nivelul MDA a
crescut la pacientii care prezentau afectiunea epilepsie fata de pacientii din grupul
control (Ir si Demir, 2024). Astfel in acest studiu a rezultat stresul oxidativ la
lotul 1n care s-a administrat doar proconvulsivant (5 mM PTZ) a avut o cantitate
mai micd MDA fatd de celelalte loturi in care s-a administrat doar vitamina D sau
s-a administrat PTZ impreuna cu Vit D si anticonvulsivante acid valproic sau
carbamazepind.

In studiile realizate pe epilepsie asupra cu antioxidantilor s-a observa ca
pacientii care au aceasta afectiune au un nivel mai scazut de SOD, in epilepsia
refractard acest lucru posibil sa fie din cauza faptului ca se acumuleaza in
cantitate mare compusi lipidici in creier (Yilgor si Demir, 2024). In acest studiu,
s-a observat ca lotul in care s-a administrat doar PTZ, respectiv PTZ + CBZ, acest
antioxidant a scazut fata de celelalte loturi in care s-a administrat PTZ sau nu, dar
a existat o cantitate mare de SOD in loturile in care s-a administrat PTZ si Vit D,
respectiv PTZ si VPA.

Concluzii generale

Epilepsia este o boald neurologicd care afecteazd aproximativ 50 de
milioane de oameni din populatia globala, dar poate s existe in mod natural si la
animale. De cele mai multe ori ea este asociatd cu diferite comorbiditati
psihiatrice. Exista trei tipuri de epilepsie, acestea sunt diferite in functie de zona
in care creierul are predispozitia de a genera activitatea electricd numitd
convulsie.

In functie de natura convulsiilor si de declansarea acestora, se prescriu
de medicul neurolog diferite medicamente antiepileptice. Aceste medicamente
pot sa aiba un rol negativ asupra metabolismului inducand catabolismul anumitor
substante nutritivd precum vitamina D.

Exista convulsii epileptice care sunt produse prin intermediul reducerii
acidului gamma aminobutiric (GABA). Astfel ca vitamina D joacd un rol
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fiziologic prin functiile ei biochimice de a se sintetiza, si de a ajuta la formarea
receptorilor vitaminei D (VDR) care ajuta la generarea de receptori GABA.

in primul experiment in care am descris meta analiza, s-a putut observa
corelatia care exista Intre regiunea creierului si epilepsia mioclonica juvenila la
pacientii care sunt diagnosticati cu aceasta in comparatie cu pacienti martori care
nu prezinta epilepsia mioclonica juvenila.

Exista studii care dovedesc rolul vitaminei D in epilepsie si pe modele
animale precum soarecii si sobolanii. Nu exista studii pe modelele de pesti zebra,
insa acest lucru poate fi relevant pentru ca am aratat in capitolul de la materiale
de cercetare, importanta studiilor pe pesti zebra pentru cercetarea biomedicala si
controlul metabolic, fiind mai accesibila observarea comunicarii creier-organe

in al doilea experiment s-a putut observa diferentele care pot exista la
nivelul testelor de comportament, dar si a testelor asupra enzimelor stresului
oxidativ intre loturile in care s-a administrat trei concentratii diferite de acid
valproic pur, impreund cu proconvulsivant, un lot martor si un lot control al
pentilentetrazolului. Astfel testarea locomotorie si a sociabilitatii ne-a aratat
diferente semnificative statistic doar la loturile in care s-a administrat o
concentratie mare de acid valproic (7500 pM si 10000uM), iar la testarea
agresivitdtii s-a observat ca exista diferentieri statistici la lotul control si lotul
martor proconvulsivant.

Parametrii alesi pentru cele trei teste de comportament au evidentiat
faptul ca exista diferente semnificative din punct de vedere statistic la loturile
pozitive ( in care s-a administrat doar cate o substantd) si la loturile in care s-a
administrat proconvulsivantul timp de 26 de zile. Nu putem sa concluzionam
daca existd o diferentd din punct de vedere locomotor, social si agresiv asupra
populatiei care sufera de epilepsie cu medicamentatie acid valproic sau
carbamazepina care iau suplimente de vitamina D.

Rezultatele anterior prezentate indicé faptul ca suplimentarea vitaminei
D la pacientii care suferd de comorbiditati psihiatrice asociate epilepsiei ar juca
un rol important fatd de populatia care nu prezintd convulsii. Cercetarile
ulterioare sunt esentiale in special din punct de vedere biochimic pentru a intelege
legaturile care exista intre medicamentele antiepileptice si metabolism, pentru a
diversifica o dietd cat mai corespunzatoare, dar si din punct de vedere molecular
pentru a opri producerea de noi convulsii epileptice.

Aceste rezultate preliminarii pot ajuta la potentiale strategii terapeutice
intre vitamina D si medicamentele farmacologice care sunt deja utilizate in
diferite terapii epileptice, datoritd raspunsurilor asupra pestilor zebra care sunt un
model animal important.

Limitarile studiilor au fost ca si 1n alte cercetari stiintifice:
- la modele animale: numdrul de loturi concomitente, testarea
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fiinte vii fiecare reactioneaza in mod diferit, astfel a trebuit sa fie calculata si
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precisa excluderea valorilor aberante din fiecare lot;

- constrangeri bugetare pentru achizitia de pesti zebra cu polimorfisme
genetice sau mutatii care prezinta epilepsia nativa, reactivi, materiale si software;
- nu au existat date colectate de la subiecti umani pentru a Intari scopul
cercetarii prin care vitamina D joaca un rol important asupra epilepsiei asociata

cu diferite comorbiditati psihiatrice.
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