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INTRODUCERE

Encefalopatia hipoxic-ischemica (EHI) este o patologie neonatala complexa cu impact
socio-economic important. Datoritd recuperarii incomplete in formele moderat-severe,
strategiile de diagnostic si tratament inovativ precoce trebuie prioritizate. Conform statisticilor
OMS, EHI este a doua cauza de mortalitate la nivel mondial la copiii cu varsta sub 1 an. Din
punct de vedere fiziopatologic, se produce o neurolizd accentuatd secundarda unei activari
astrocito-microgliale exacerbate cu productia de citokine proinflamatorii, specii reactive de
oxigen si mediatori variati implicati in necroza si/sau apoptoza neuronala.

Pe de altd parte, ritmul de viatd alert al femeilor aflate la varsta fertild predispune la
obiceiuri alimentare diverse, multe dintre ele, nesdnatoase. Acestea ar putea agrava un
potential episod asfixic la nastere.

Principalul obiectiv al tezei de doctorat este de a evalua impactul nutritiei materne in
EHI. Dintre dietele materne studiate se numara: dieta grasa materna (obicei alimentar frecvent
intalnit in zilele noastre), suplimentarea alimentara cu trans-resveratrol (polifenol cu actiune
antioxidanta puternica, Intilnit Intr-o gama variatd de produse alimentare) si suplimentarea
materna cu citicolina (precursor al lecitinei cu rol structural neuronal important). Influenta lor
asupra severitdtii encefalopatiei hipoxic-ischemice se explica printr-o potentiald transmitere si
potentare in utero a moleculelor active din dietele materne respective.

Teza de doctorat isi propune, In consecintd, sd evalueze felul in care dieta materna
moduleazd din punct de vedere biochimic raspunsul neuroinflamator hipocampic si gradul
injuriei neuronale, influenteaza in vitro metabolismul hipocampic, modificd potentialul
convulsiv imediat postexpunere si profilul cognitiv la maturitate, moduleaza la nivel
epigenetic procese neuronale precum plasticitatea sinapticd, vulnerabilitatea la ischemie,
neuroinflamatia si maturarea dendritica.

Metodologia cercetdrii stiintifice a presupus doud etape. O etapa antenatald si o etapa
postnatald. In etapa antenatald s-au constituit patru loturi formate din femele sobolan rasa
Wistar incluse in una din cele patru diete: dieta standard, nutritie grasa, dieta suplimentata cu
trans-resveratrol si dietd suplimentatd cu citicolina (CDP-colind). Dietele au fost continuate
pana la sacrificarea produsilor de conceptie in diferitele etape de studiu.

Etapa postnatald a inclus formarea a cinci loturi de pui de sobolan Wistar, proveniti din

femelele incluse anterior in dietele studiate respectiv expunerea acestora fie la normoxie (lot



control), fie la asfixie (pui a cdror mame au primit dietd standard/ nutritie grasad/ trans-
resveratrol/citicolind).

Ulterior in trei etape successive au fost evaluate clinic, biochimic si epigenetic
modificarile survenite in modelul experimental de encefalopatie hipoxic-ischemica secundare
dietelor materne.

In prima etapi s-au dozat lactatul seric imediat si la 24 de ore postexpunere,
concentratia hipocampicd a citokinele proinflamatorii IL-1b si TNFa, la 24-48 de ore,
respectiv a proteinei S-100B la 24 de ore postexpunere, marker al injuriei hipocampice (prin
teste ELISA). Tot in aceasta etapa, activitatea metabolica hipocampica in vitro a fost evaluata
atat cantitativ cat si calitativ cu ajutorul testului la resazurin respectiv cu ajutorul coloratiei
tripan-blue.

In a doua etapa s-a evaluat la 24 de ore postexpunere, expresia hipocampicd a miR 124,
miR132, miR134, miR146, miR15a, markeri epigenetici de control al unor procese neuronale
de adaptare postasfixie prin gRT-PCR.

In a treia etapi a tezei de doctorat s-au evidentiat clinic, imediat postexpunere,
activitatatea convulsiva din EHI prin cuantificarea numarului pierderilor reflexului postural-
loss of rightining reflex (LRR), echivalent de crizd convulsiva si la distantd, la maturitate,
disfunctiile cognitive modulate hipocampic precum: depresia, resemnarea, anxietatea,
memoria lucrativa, memoria de scurta si lunga durata, capacitatea motrica generala.

Caracterul interdisciplinar al tezei de doctorat este evidentiat de multiplele perspective
diagnostice abordate precum si de potentialul translational important pe care lucrarea de fata il
comporta. Subiectul de fatd este relevant pentru numeroase specialititi medicale sau
chirurgicale cum ar fi: neonatologie, ATI, obstetrica-ginecologie, neurologie pediatrica,
medicind de recuperare, diabet si boli de nutritie.

Teza de doctorat este structurata in doud parti: o parte generala si o parte speciala.

Partea generala a tezei de doctorat include patru capitol. Primul capitol reda intr-o
maniera detaliatd EHI ca entitate fiziopatologica. Sunt abordate in acest capitol informatii
referitoare la factori de risc, fiziopatologia bolii, tablou clinic, diagnostic paraclinic,
stadializare 1n functie de gradele de severitate, algoritm diagnostic, aspecte histopatologice
caracteristice, actualitati referitoare la terapia intensiva specific, perspective terapeutice.

Cel de-al doilea capitol oferd o imagine de ansamblu asupra necesarului nutritional
diferit in sarcina cu accent pe nutritia grasa maternd, trans-resveratrol, polifenol cu proprietati
antioxidante si citicolina, fosfolipid precursor al lecitinei implicat in structura membranelor

neuronale.



In cel de-al treilea capitol al partii generale au fost abordate citeva aspecte generale
referitoare la neuroembriologia comparatd om-sobolan Wistar, dezvoltdnd neuroembriologia
hipocampica, structura nervoasa cunoscutd ca avand o capacitate regenerativa aparte dar si
neuroplasticitate importanta.

Cel de-al patrulea capitol al partii generale trece in revista cele doud mari modele
experimentale de encefalopatie hipoxic-ischemica: modelul Vannucci si modelul Kaila si
motiveaza alegerea modelului experimental de expunere din teza de doctorat luatd in discutie
aici.

Partea speciala include cinci capitole originale care fac referire la ipoteza de lucru si
obiectivele generale, metodologia generald a cercetarii stiintifice care include si detalii cu
privire la prelucrarea statistica precum si la trei parti experimentale care abordeaza pe rand
cele trei perspective de cercetare luate In discutie: clinicd, biochimica si epigenetica.

Fiecare parte experimentald este compusd dintr-o scurtd introducere, materiale si
metode specifice, rezultate, discutii si concluzii de etapa.

In final sunt structurate concluziile tezei de doctorat. Au fost precizate obiectivele
confirmate dar si ipotezele infirmate. Au fost evidentiate contributiile proprii dar si rezultatele
concordante cu literatura de specialitate. S-a accentuat potentialul translational al subiectului
cercetat aici.

Au fost evidentiate o serie de limitari ale tezei de doctorat cu accent pe directiile
viitoare de cercetare. Necesarul unor studii clinice de confirmare a rezultatelor obtinute in

conditiile experimentale date a fost invocat in aceasta parte.



PARTEA SPECIALA

Ipoteza de lucru si obiective generale

Asfixia perinatala este o conditie clinica variabila ca severitate si durata cu afectare

multisistemicd, avand un deosebit impact psihoemotional si social.

Sistemul nervos central este unul din cele mai vulnerabile organe expuse la asfixia
perinatald. Din acest motiv, lucrarea stiintifica de fata isi propune evidentierea unor potentiale
corelatii intre dieta maternd peripartum si gradul deficitului neurologic fetal postpartum in
urma unei suferinte asfixice la nastere. In studiul de fata s-a apreciat din punct de vedere
clinic si comportamental, biochimic si epigenetic pe un model animal de EHI, gradul

disfunctiei neuronale secundare asfixiei perinatale, luand in calcul dieta materna.

Din punct de vedere clinic s-a realizat o apreciere obiectiva imediata a activitatii
convulsive si tardiva (la maturitate) prin teste de comportament specifice. Din punct de vedere
biochimic s-a evaluat activitatea metabolica celulara hipocampica, gradul neuroinflamatiei si
a injuriei neuronale postexpunere. Din punct de vedere epigenetic s-a realizat un profil
epigenetic specific in EHI si s-a observat variatia lui in functie de conditiile dietetice materne

studiate.
Principalele obiective ale studiului de fatd sunt:

e Confirmarea viabilitatii modelului animal de asfixie perinatala.

e Evidentierea unor modificari clinice, biochimice si epigenetice intr-un model animal
de EHI.

e Evidentierea influentei negative, aditive a nutritiei grase materne peripartum asupra
produsului de conceptie care sufera de EHI.

e Stabilirea unui potential efect benefic al trans-resveratrolului administrat matern
asupra evolutie1 EHI.

e Verificarea unui potential efect benefic al suplimentarii dietei materne cu citicolind

asupra EHI.



Metodologia generala a cercetarii stiintifice

Studiul de fata include o etapa antenatala si o etapa postnatala.

Etapa antenatala presupune expunerea femelelor la dietele studiate: nutritie grasa, dietd
suplimentatd cu trans-resveratrol si dietd suplimentata cu citicolind. Etapa postnatald implica
testdri clinice (imediate), comportamanentale (la distantd), biochimice si epigenetice ale

produsilor de conceptie.

Cronologia studiului experimental propus este redata rezumativ in fig.1.

Asfixie Recoltare IL1B. TNFo.S-1008
Q iy Hipocamp ELISA I'I'IiRNBII\IZ‘!al;ni-RNA132
C > > e ™ RT-PCR mirNA134, miRNA1Sa,
A D€ > ! \s_\fb)j miRNA146
(NN @ 2 S . S Lactat seric
1 1 1 1
T ] * L) B Eesazurin/ >
P21 P90-100 PO P6 P7/ TrimBle Activitate metabolica
(Mont3a) (Nastere) P8 hipocampica
Perioada gestationala
W Teste comportamentale
LRR

Fig.1 Desfasurarea cronologica a activitatii experimentale. P= ziua postnatal, LRR= loss of

rightining reflexes

Un numdr total de 25 de femele, cu varste cuprinse intre 21 si 30 de zile au fost

impartite, dupd intarcare, in 4 loturi in functie de dieta aplicata dupd cum urmeaza:

1. lot cu dieta standard- 15% proteine, 15% lipide si 50% glucide (n=10)

2. lot cu dieta grasa-15% proteine, 50% lipide, 15% glucide (n=5)

3. lot cu dietd suplimentatd cu 50mg/kgc/zi tRESV dizolvat in 0.5% DMSO
(dimetil sulfoxid) (n=5)

4. lot cu dietd suplimentata cu 200 mg/kgc/zi citicolind in apd. (n=5)

Dietele respective au fost initiate la femele 1n ziua 21-30 postpartum si administrate p.o.

Mancarea si apa au fost oferite ad libitum pastrand conditiile standard de temperatura si



umiditate. De asemenea, s-a mentinut ritmul circadian alternand 12 ore lumina cu 12 ore
intuneric. Cand au ajuns la maturitate (ziua 90-100 postnatal) femelele au fost imperecheate

iar produsii de conceptie au constituit in ziua 6 postnatal loturile propriu-zise de studiu.

Dietele au continuat pana la sacrificarea puilor acestora (ziua 7 sau 8 postnatal) conform

protocolului. S-a inregistrat decesul unei femele din lotul cu dieta grasa.

Puii de sobolan Wistar ce au constituit loturile de studiu au fost expusi in ziua 6
postnatal fie normoxiei, fie asfixiei (9% O; si 20% CO, in N;) pentru o perioada de 90 de

minute Intr-o camera izolata in conditii standard de temperatura.

Loturile formate din pui de sobolan Wistar in ziua 6 postnatal, femele si masculi, sunt

dupa cum urmeaza:

1. Lot control (n=46) format din pui, ziua 6 postnatal, ale caror mame au primit

nutritie standard si care au fost expusi normoxiei. (C)

2. Lot asfixie (n=46) format din pui, ziua 6 postnatal, ale caror mame au primit

nutritie standard si care au fost expusi asfixiei. (A)

3. Lot nutritie grasa (n=36) format din pui, ziua 6 postnatal, ale caror mame au

primit nutritie grasa si care au fost expusi asfixiei. (A-HFD)

4. Lot tRESV (n=36) format din pui, ziua 6 postnatal, ale caror mame au primit
tRESV 50mg/kgc/zi dizolvat in 0.5% DMSO p.o. din ziua 21 postnatal pana la sacrificarea

puilor acestora si care au fost expusi asfixiei. (A-tRESV)

5. Lot citicolina (n=36) format din pui, ziua 6 postnatal, ale caror mame au primit
200mg/kgc/zi citicolina p.o. din ziua 21 postnatal pana la sacrificarea puilor acestora si care

au fost expusi asfixiei. (A-CDP)

Ulterior, cronologic, animalele de experientd au fost supuse urmatoarelor teste clinice si

paraclinice:

e Imediat postexpunere- evaluarea activitatii convulsive (LRR) si a lactatului
seric.

e La 24 de ore postexpunere- evaluare biochimica prin teste ELISA (IL-1b, TNFa,
S-100B), de metabolism hipocampic (testul la resazurina, coloratia cu tripan-
blue), epigenetica prin qRT-PCR (miR124, miR132, miR134, miR15a, miR146)

precum si dozarea lactatului seric.



e La48 de ore postexpunere- evaluare biochimica.

e La 60 de zile postexpunere (maturitate)- evaluare comportamentald prin teste
specifice: OFT (eng. Open Field Test), NORT (eng. Novel Object Recognition
Test), T-Maze Test, FST (eng. Forced Swimming Test)

Impactul dietei materne in encefalopatia hipoxic-ischemica- abordare biochimica

Din punct de vedere biochimic, EHI poate fi cuantificatd imediat postinjurie prin
aprecierea magnitudinii neuroinflamatiei, a injuriei neuronale si a metabolismului
hipocampic. Aceste determindri imediate au rol prognostic dar si de apreciere a severitatii

expunerii asfixice.

O potentiald crestere concomitentd a citokinelor proinflamatorii, IL-1b si TNFa, si a
proteinei S-100B, ca marker biochimic de injurie neuronald ar explica eventualitatea unui

proces intens de neuroliza specific EHI (Batlle, et al., 2015).

Suplimentar, lactatul seric este un marker facil, utilizat in clinica, de apreciere globala a
gradului disfunctiei multisistemice postasfixie perinatala, corelandu-se cu severitatea

episodului respectiv (Saugstad, 2002).

Rezultate
Lactatul seric in loturile C si A determinat imediat postexpunere si la 24 de ore
postexpunere este redat In fig.2. Imediat postexpunere, se observa o crestere semnificativa

statistic in lotul A comparativ cu lotul C (1.15%0.08 vs. 0.56+0.03, p<0.0001).

Diferenta intre loturile A si C se observa si la 24 de ore postexpunere, ea devenind si

mai mare. (1.61£0.137 vs. 0.336+0.001, p=0.0002)
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Fig.2. Lactatul seric in loturile C si A imediat si la 24 de ore postexpunere



Concentratia hipocampica a IL-1b, 24 de ore postexpunere, exprimatd in pg/mg proteind
totald este redatd in fig.3. Se observa o crestere semnificativa statistic a nivelului hipocampic
de IL-1b comparativ cu lotul control (49.86+£10.3 vs. 24.43+5.14, p<0.0001). De asemenea,
dieta grasd materna asociata asfixiei perinatale creste nivelul IL-1b comparativ cu asfixia
perinatala asociata dietei materne standard (69.59+11.32 vs. 49.86+10.3, p=0.0002).

Se observa, suplimentar, o scadere semnificativa statistic a IL-1b hipocampic in lotul A-
tRESV comparativ cu lotul A (24.53+£3.74 vs. 49.86£10.3, p<0.0001). Si in lotul A-CDP s-a
observat o scadere a concentratiei IL-1b comparativ cu lotul A (38.8+1.93 vs. 49.86+10.3,
p=0.02).

Nivelul hipocampic al IL-1b, 48 de ore postexpunere in loturile studiate este redat in
fig.4. S-a obtinut o crestere semnificativa statistic postasfixie perinatala comparativ cu lotul C
(47.83+£5.42 vs. 24.73£2.9, p=0.002). De asemenea, se observd o crestere suplimentard si
sustinuta si la 48 de ore a concentratiei hipocampice de IL-1b in lotul A-HFD comparativ cu
lotul A (57.1541.52 vs. 47.83+5.42, p=0.003).

Nivelul IL-1b se mentine scdzut in lotul A-tRESV comparativ cu lotul A si la 48 de ore
postexpunere (32.7443.63 vs. 47.83£5.42, p=0.0017). Nu s-a observat o diferentd
semnificativa statistica a IL-1b hipocampic la 48 de ore postexpunere intre loturile A-CDP si
A (50.92+0.93 vs. 47.83+5.42, p=NS).
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Fig.3 (stanga) Concentratia hipocampica a IL-1b la 24 h postexpunere perinatald. C= lot
control, A= lot asfixie, A-HFD= lot asfixie cu dietd grasa materna, A-CDP= lot asfixie cu

citicolind materna, A-tRESV= lot asfixie cu trans-resveratrol matern
Fig.4 (dreapta) Concentratia hipocampica a IL-1b la 48 de ore postexpunere

Nivelul hipocampic al TNFa la 24 de ore postexpunere, exprimat in pg/mg proteina
totald, in loturile de studiu este ilustrat in fig.5. Se observa o crestere semnificativa statistic

post asfixie perinatala comparativ cu lotul C (136.47+22.4 vs. 113.55+19.76, p=0.03). De



asemenea, nivelul hipocampic al TNFa la 24 de ore postexpunere este mai mare in lotul A-

HFD fata de lotul A (189.1£23.85 vs. 136.47+22.4, p<0.0001).

Concentratii mai mici s-au obtinut atat in lotul A-tRESV comparativ cu lotul A
(105.6+3.45 vs. 136.47+22.4, p=0.015) cat si in lotul A-CDP fata de lotul A (110.1£10.26 vs.
136.47+22.4, p=0.012).

Nivelul hipocampic al TNFa la 48 de ore postexpunere este ilustrat in fig.6. Se poate
observa o crestere semnificativa statistic in lotul A comparativ cu lotul C (131.7446.47 vs.
105.86+2.8, p<0.0001). In lotul A-HFD s-a remarcat o crestere a TNFa hipocampic la 48 de
ore postexpunere comparativ cu lotul A, fard semnificatie statistica insa. (139.3+12.01 vs.
131.74+6.47, p=NS).

O scadere semnificativd statistic S-a obtinut in lotul A-tRESV fatd de lotul A
(116.06+6.87 vs. 131.74+6.47, p=0.005). in lotul A-CDP, diferenta nu a fost semnificativa
statistic (138.1£8.72 vs. 131.74+6.47, p=NS).
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Fig.5 (stanga) Nivelul hipocampic al TNFa la 24 de ore postexpunere
Fig.6 (dreapta) Nivelul hipocampic al TNFa la 48 de ore postexpunere

Nivelul proteinei S-100B din supernatantul hipocampic, recoltat la 24 de ore
postexpunere, exprimat in pg/mg proteind totald este redat in fig.7. S-a observat o crestere
semnificativd statistic post asfixie (lot A) fatd de control (lot C) (492.53+98.48 wvs.
185.63+£21.64, p<0.0001). De asemenea, nivelul hipocampic al S-100B la 24 de ore post
asfixie perinatald a fost mai mare in lotul A-HFD fata de lotul A (615.73+£67.26 vs.
492.53+98.48, p=0.02).

In lotul A-tRESV s-a remarcat o scidere semnificativa statistic a proteinei S-100B fata

de lotul A (228+23.28 vs. 492.53+98.48, p<0.0001). O tendintd de scadere a valorii



hipocampice a proteinei S-100B la 24 de ore postasfixie perinatala s-a observat si in cazul
lotului A-CDP comparativ cu lotul A, insd fara semnificatie statistica (414.8+13.88 vs.
492.53+98.48).
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Fig.7 (stanga) Nivelul hipocampic al proteinei S-100B la 24 de ore postexpunere
Fig.8 (dreapta) Activitatea metabolica celulara (test la resazurind)

Activitatea metabolica celulara este redata in fig.8 si este raportata n procente relativ la
control. S-a observat o scadere semnificativa statistic a activitatii metabolice hipocampice in
lotul A relativ la C (84.76%+1.33%, p<0.0001). De asemenea, s-a observat o crestere usoara
in lotul A-HFD comparativ cu lotul A (96.64%+0.88% vs. 84.76%+1.33%, p<0.0001).

Lotul A-tRESV a cunoscut o crestere a activitatii metabolice fata de lotul A
(122.2%+0.89% vs. 84.76%=*1.33%, p<0.0001). Activitatea metabolicd in lotul A-CDP nu a
variat comparativ cu lotul A (87.35%+0.88 vs. 84.76%+1.33%, p=NS).

In coloratia tripan-blue se observi o populatie celulard viabild crescutd in lotul C
comparativ cu lotul A, evidentiabild printr-un numar scdzut de nuclei mici, picnotici, precum

si printr-o incorporare mai scazuta a colorantului intracelular. (Fig.8-9)
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Fig.8 (stdnga) Aspectul in microscopie opticd a populatiei celulare hipocampice in lotul

C in coloratia cu tripan-blue.

Fig.9 (dreapta) Aspectul in microscopie optica a populatiei celulare hipocampice in lotul

A 1in coloratia tripan-blue.

Nu se observa insd o modificare calitativa decelabila In microscopie optica intre loturile
A-HFD si lotul A. Lotul A-HFD prezintd, totusi, mai multe elemente specifice apoptozei
celulare (nuclei mici, picnotici, colorant pastrat intracitoplasmatic) comparativ cu lotul C.

(Fig.8-10)

Fig.10 (stanga) Aspectul in microscopie opticd a populatiei celulare hipocampice in

lotul A-HFD in coloratia tripan-blue.

Fig.11 (dreapta) Aspectul in microscopie optica a populatiei celulare hipocampice in

lotul A-tRESV in coloratia tripan-blue

in lotul A-tRESV se observa in microscopie optici o populatie celulard a cirei

viabilitate este echivalenta cu cea din lotul C si crescuta fata de lotul A. (Fig.8-9 si Fig.11)
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Fig.12 Aspectul in microscopie optica a populatiei celulare hipocampice in lotul A-CDP

In lotul A-CDP se observa in microscopie opticd, in ansamblu, o populatie celulara
viabild diminuatd numeric fata de loturile C si A care prezinta, insd, mai putine elemente
specifice apoptozei celulare (nuclei mici, picnotici, colorant incorporat intracitoplasmatic)

comparativ cu lotul A. (Fig.8-9 si Fig.12)

Impactul dietei materne in encefalopatia hipoxic-ischemica- abordare epigenetica

Epigenetica se refera la modificarea genomica a potentialului posttranscriptional dar si
la alterarea posttranslationald a proteinelor-tintd, rezultand o relationare intercelulara
defectuoasa in context patologic. Aceasta are originea la nivel genomic, fara a modifica Tnsa
nici structura lantului polipetidic si nici a secventei nucleotidice (Waddington, 1942).
Modificarile survenite pot modifica insa structura tertiara a proteinelor histonice, potentialul
transcriptional al unei gene precum si structura tertiarda a moleculei ADN (Handy, et al.,
2011).

Perceptia actuald asupra epigeneticii implica urmatoarele procese: metilare/demetilare,
acetilare/deacetilare a ADN care conduc la modificarea structurii tertiare cromatinice,
metilare/demetilare, acetilare/deacetilare a proteinelor histonice care cauzeaza fluctuatii ale
legaturilor histona-ADN si Sinteza citoplasmaticd a unor acizi nucleici monocatenari non-
codificanti cu o lungime de 2-20 baze, numiti microARN (miRNA), care moduleaza gradul

translational al proteinei In curs de sintetizare, la nivel ribozomal.

Rezultate

Variatia miR124 hipocampic relativ la lotul Control este ilustratd in fig.13. Se observa

in lotul A o scadere a expresiei relative a miR124, 36.57%=+3.24% (p=0.0002). De asemenea,
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lotul A-HFD prezinta o expresie relativa de 110%+10.19%, fiind o crestere semnificativa

statistic comparativ cu lotul A (p=0.002).

Suplimentar, se observa o subexpresie a miR124 in lotul A-tRESV-39.35%=+3.49%- fara
a exista o variatie semnficativa statistic fatd de lotul A (p=NS). Pe de alta parte, s-a obtinut o
supraexpresie a miR124 in lotul A-CDP, 134%+11.92% semnificativa statistic fatd de lotul A
(p=0.001).
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Fig.13 (stanga) Expresia hipocampica a miR124 raportata la lotul Control in %
Fig.14 (dreapta) Expresia hipocampica a miR132 raportata la lotul Control in %

In ceea ce priveste variatia expresiei relative a concentratiei hipocampice a miR132
intre loturile studiate, rezultatele sunt redate in fig.14. Se observa o scadere semnificativa
statistic Tn lotul A (36.52%=£3.68%, p=0.0003). De asemenea, in lotul A-HFD s-a remarcat o
subexprimare suplimentara-11.23%+0.81- care este semnificativa statistic comparativ cu lotul
A (p=0.004).

In lotul A-tRESV se observia o scidere a expresiei relative hipocampice miR132-
7.27%+0.85%- care este, de asemenea, semnificativd statistic fata de lotul A (p=0.002).
Rezultate similare s-au obtinut si in cazul lotului A-CDP- scadere a expresiei relative a

miR 132, fatd de lotul A (19.14%%1.96, p=0.002).

Expresia hipocampica relativda a miR134 in loturile studiate este relevata in fig.15. Se
remarca o subexpresie in lotul A relativ la lotul C (28.63%=+2.2%, p<0.0001). Suplimentar, in
lotul A-HFD se observa o crestere a expresiei relative a miR134 comparativ cu lotul A

(69.78%5.32%, p=0.0009).
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In lotul A-tRESV, scdderea expresiei hipocampice a miR134, nu este semificativa
statistic fatd de lotul A (20.08%=1.55%, p=NS). Pe de alta parte, insa, in lotul A-CDP

expresia relativd a miR134 este semnificativ crescuta fata de lotul A (83.7%=6.44, p=0.001).
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Fig.15 (stanga) Expresia hipocampica a miR 134 relativ la lotul Control in %
Fig.16 (dreapta) Expresia hipocampicd a miR 146 relativ la lotul Control in %

Expresia hipocampica a miR146 in loturile studiate este ilustrata in fig.16. S-a obtinut o
crestere usoard a expresiei sale in lotul A relativ la lotul C, fard semnificatie statistica
(106.8%+14.17%, p=NS). In lotul A-HFD se observi a scidere a expresiei relative
comparativ cu lotul A, fara semnificatie statistica (66.67%+7.65%, p=NS).

Lotul A-tRESV a prezentat o tendintd la supraexprimare a miR146, nesemnificativa
statistic Tnsa (116.1%+15.41%, p=NS). Pe de alta parte, lotul A-CDP a prezentat o tendinta la
scadere a expresiei relative a miR146, de asemenea, fara semnificatie statistica

(67.83%+9.21%, p=NS).

Concentratia hipocampica a miR15a raportata relativ la lotul C este redata in figura 17.
In lotul A nu s-a obtinut o variatie a expresiei relative a miR15a (98.92%=+12.12%, p=NS). S-
a observat insd o supraexprimare relativa a miR15a in lotul A-HFD comparativ cu lotul A
(160.0%=*19.69%, p=0.006).

Loturile A-tRESV si A-CDP s-au remarcat ambele print-o scadere a expresiilor
relative comparativ cu lotul A, 18.56%+2.25% (p=0.0058) respectiv 56.01%+6.84%
(p=0.0059).
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Fig.17 Expresia hipocampica a miR15a relativ la lotul Control in %

Impactul dietei materne in encefalopatia hipoxic-ischemica- abordare clinica si
comportamentala

Testul de apreciere imediatd a activitatii convulsive postexpunere este LRR. Aceasta
corelatie a fost facuta de (Helmy, et al., 2011), care a descris echivalentul de crize convulsive

la sobolan post asfixie perinatald.

Aprecierea dificultatilor comportamentale tardive in EHI, s-a efectuat cu ajutorul
testelor: OFT (eng. Open Field-Test), NORT (eng. Novel Object Recognition Test), T-Maze
(eng. T-Maze), FST (eng. Forced Swimming Test).

In testul OFT pot fi puse in evidentd simultan activitatea locomotorie, exploratorie si
nivelul de anxietate ale animalului de experienta (Walsh & Cummins, 1976). Prin masurarea
timpului total petrecut in centrul perimetrului se evidentiazd caracterul explorator dar si
prezenta anxietdtii: cu cat subiectul petrece un timp mai indelungat in centrul arenei cu atat el
este mai defensiv, anxios si neinteresat de explorarea mediului inconjurator (Carrey, et al.,
2000). Suplimentar, avand aceeasi semnificatie clinicd, a fost cuantificata si distanta totala
parcursa in arend In sesiunea de testare. Cu cat animalul de experienta parcurge o distantd mai
mare 1n timpul alocat testdrii, cu atat caracterul explorator al sau este mai dezvoltat si gradul

de anxietate mai scazut.

In vederea evaluarii memoriei de scurtd si lungi durata, s-a folosit testul NORT in cele

doua variante:

e sesiunea de testare la 5 minute dupa finalizarea sesiunii de familiarizare (memoria de

scurta duratd)
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e sesiunea de testare la 24 de ore de la finalizarea sesiunii de familiarizare (memoria de
lunga durata).

Este un test robust si sensibil care evalueaza procese cognitive (memoria de scurtd si
lunga duratd) modulate hipocampic (Ennaceur & Delacour , 1988). Tendinta animalelor de
experientd la expunerea lor Intr-un mediu nou, cu obiecte cunoscute si noi este de a explora
preponderent obiecte cu care nu au mai intrat in contact, ignorandu-le pe cele cu care au mai
avut experiente anterioare, in absenta oricarui alt stimul extern. Pentru aceasta e nevoie de o
memorie intactd, care sd Inmagazineze experientele anterioare avute cu obiectul familiar,
ficandu-1 astfel neinteresant. in diferitele sale variante, poate fi aplicat si pentru a aprecia
memoria lucrativa, gradul de anxietate, capacitatea locomotorie (Silvers , et al., 2007). Studiul

de fata s-a axat pe evaluarea memoriei de scurta si lunga durata.

In ceea ce priveste memoria lucrativa, testul alternarii bratelor sau T-Maze Test este
sugestiv (Honig, 1978) (Olton , et al., 1979). Se bazeaza pe principiul cad un animal de
experientd in cdutarea hranei va avea nevoie de cel mai scurt timp posibil pentru a o gasi. Intr-
o arend in forma literei T, sobolanul a fost plasat in bratul central. In mod natural, sobolanul
explorator va avansa de-a lungul bratului central in cautarea hranei. Ajuns la capatul acestuia,
el exploreaza ulterior unul din cele doua brate, in mod aleator. Daca aici el nu gaseste
mancare, la 0 noud testare el avanseaza in mod natural, de-a lungul bratului central si apoi in
celalalt brat lateral, pentru ci el "retine" ci in bratul anterior explorat nu a gasit mancarea. In
acest fel, animalul de experientd cu o memorie lucrativd optima alterneaza cele doud brate.
Daca cele doud brate nu sunt alternate in doua sesiuni succesive, atunci existd o

disfunctionalitate a memoriei lucrative.

Proba de inot fortat reprezintd un stres major pentru animalul de experienta. Prin
plasarea sa intr-un cilindru plin cu apd, fara posibilitate de evadare, acesta inoatd si se catara
continuu pentru a supravietui (Yankelevitch-Yahav, et al., 2015). Datorita insa epuizarii fizice
si a resemndrii, aceastd activitate motrica intensa alterneazad cu perioade de imobilitate sau de
miscari minime de sustinere a patentei narinelor pentru aerul atmosferic. Acest comportament
in contextul unui stres sever este considerat echivalentul unui comportament depresiv (Porsolt
,etal., 1977).
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Rezultate

Numarul mediu al pierderilor reflexului postural timp de doud ore postexpunere in
loturile studiate este redat in fig.18. S-a observat o crestere semnificativa statistic in lotul A
(rosu) fata de lotul C (albastru) (49+12.68 vs. 15.17+2.97, p=0.003). In lotul A-HFD (verde)
Nu S-a observat o variatie semnificativd comparativ cu lotul A (rosu) (31.75£3.59 wvs.

49+12.68, p=NS).

Suplimentar, s-a obtinut in lotul A-tRESV (mov) o scadere a numadrului pierderilor
reflexului postural comparativ cu lotul A (rosu) (12.54+2.88 vs. 49+12.68, p=0.004). Pe de alta
parte nu au fost diferente semnificative statistic intre loturile A-CDP (bleu) si A (albastru)
(45.67£2.93 vs. 49+£12.68, p=NS)
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Fig.18 Variatia numarului mediu al pierderilor reflexului postural in timp/grup.

Inregistrare efectuati pe o perioada de 2 ore postasfixie.

La testul in camp deschis (OFT ) au fost evaluate timpul total petrecut in aria centrala si
distanta totald parcursa in sesiunea de testare. Timpul total petrecut in aria centrald in loturile
studiate este redat In Fig.19. Nu a existat o diferentd semnificativa statistic intre loturile C si
A, in ceea ce priveste timpul total petrecut in aria centrald (8.45+2.71 vs. 3.37+1.08, p=NS).
Se observd, de asemenea, o tendintd de crestere a timpului petrecut in aria centrala in lotul A-
HFD comparativ cu lotul A (15.25+£7.12 vs. 3.37+1.08, p=NS). Nici in cazul loturilor A-
tRESV si A-CDP nu s-a observat o diferentd semnificativa statistic fatd de lotul A. In cazul
lotului A-tRESV s-a observat un timp total de 5.59+1.87 fata de lotul A, 3.37£1.08 (p=NS) iar
in lotul A-CDP, 9.78+4.01 fata de lotul A, 3.37+1.08 (p=NS).
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Fig.19 (stanga) Timpul total petrecut in aria centrala la testul OFT

Fig.20 (dreapta) Distanta totalda medie in cm parcursa in cadrul testului OF T

Distanta totald medie exprimatd in cm, parcursd in arena de testare in testul OFT intre
diferitele loturi studiate este ilustrata in figura 20. S-a decelat o scadere semnificativa statistic
in lotul A comparativ cu lotul C (1150£152.8 vs.1542+110.7, p=0.05). Nu s-a inregistrat o
diferentd semnificativa statistic Intre loturile A-HFD si lotul A (1217432.11 vs. 1150+152.8,
p=NS).

Suplimentar, insd, in lotul A-tRESV s-a remarcat o crestere semnificativa statistic a
distantei totale parcurse fatd de lotul A (1657491.75 vs. 1150£152.8, p=0.013). Pe de alta
parte, nu s-a evidentiat o diferentd semnificativa statistic intre loturile A-CDP si A

(1258+91.8 vs. 1150+152.8, p=N'S).

Testul recunoasterii obiectului nou a fost evaluat cu ajutorul indicelui de discriminare.
Pentru recunoasterea imediatd (memoria de scurta durata), datele sunt reprezentate in figura
21. Se observa o tendinta de negativare a indicelui de discriminare in lotul A comparativ cu
lotul C, fara a fi semnificativ statistic (-0.147+0.14 vs. 0.02+0.19, p=NS ). In cazul lotului A-
HFD nu s-a remarcat o diferenta fata de lotul A (0.035+0.3 vs.-0.147+0.14, p=NS).

Fara semnificatie statisticd au fost si valorile medii obtinute intre loturile A-tRESV si
A-CDP comparativ cu lotul A- -0.03+0.122 vs. -0.147+0.14, p=NS respectiv 0.24+0.23 vs. -
0.147+0.14, p=NS.
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Fig.21 (stanga) Media indicilor de discriminare la testul NORTS
Fig.22 (dreapta) Media indicilor de discriminare la testul NORTL

Rezultatele indicelui de discriminare 1n cazul recunoasterii tardive a obiectului nou
(NORTL) sunt reprezentate in figura 22. Nu a existat o diferentd semnificativa statistic intre
loturile A si C (-0.24£0.19 vs. -0.17+0.16, p=NS ). De asemenea, indicele de discriminare nu
a variat nici intre loturile A-HFD si A (0.13+0.38 vs. -0.24+0.19, p=NS).

Nu s-au inregistrat diferente semnificative statistic nici comparand lotul A-tRESV cu
lotul A (0.08+0.27 vs. -0.2440.19, p=NS) nici lotul A-CDP cu lotul A (0.04+0.22 vs. -
0.24+0.19, p=NS).

Proportia alterndrii celor doud brate la testul T-Maze este ilustrata in fig.23. Se observa
o scadere a procentului alterndrii cu succes a celor doua brate a arenei in T in cazul testului T-
Maze in lotul A comparativ cu lotul C (78% vs 40%, p<0.0001). De asemenea, se observa o

crestere a ratei de succes in lotul A-HFD comparativ cu lotul A (62% vs 40%, p=0.003).

In lotul A-tRESV se remarci o crestere a ratei alternirii bratelor raportati la lotul A
(64% vs. 40%, p=0.004). Acceasi tendinta se remarca si in cazul lotului A-CDP (74% vs.
40%, p=0.0002).
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Fig.24 (dreapta) Perioada totala medie de imobilitate la testul inotului fortat

In cazul testului inotului fortat, perioada totald medie de imobilitate este redati in fig.24.

Se observa o crestere semnificativa a timpului total de imobilitate in lotul A comparativ cu

lotul C (208.2+£9.88 vs. 139.4+92, p=0.015). Nu s-a inregistrat o diferentd semnificativa
statistic intre loturile A-HFD si A (204+15.53 vs. 208.2+9.88, p=NS).

Existd o tendintd de scadere a perioadei totale de imobilitate in lotul A-tRESV

comparativ cu lotul A, fard sa fie semnificativa statistic (174+14.67 vs. 208.2+9.88, p=NS).

Pe de alta parte, timpul total de imobilitate in lotul A-CDP este semnificativ scazut

comparativ cu lotul A (147.6+£13.99 vs. 208.2+9.88, p=0.02).
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Concluzii finale si contributii personale

1. Modelul experimental propus de EHI, reprezentat de o expunere unica timp de 90 de
minute a puilor de sobolan Wistar in ziua 6 postnatal la un amestec gazos format din 9% O si
20% CO; in Ny, oferd o baza de studiu robustd pentru aceastd patologie, fapt sugerat de

nivelul seric ridicat al acidului lactic postexpunere.

2. EHI provoaca in hipocampul imatur un puternic raspuns neuroinflamator ce se
mentine si la 48 de ore postexpunere, aspect relevat de nivelul crescut al citokinelor

proinflamatorii IL-1b si TNFa.

3. In EHI se poate aprecia indirect gradul injuriei neuronale biochimic prin determinarea

proteinei S-100B, acest rezultat avand un deosebit potential translational.
4. In EHI s-a evidentiat in vitro un metabolism celular hipocampic redus global.

5. Existda in EHI un profil epigenetic particular. Subexpresia miR124 reprezinta un
mecanism epigenetic de control al axogenezei si plasticitatii neuronale, in timp ce subexpresia

miR134 ar putea influenta procesul neuroinflamator.

6. In modelul experimental propus de EHI existi o activitate convulsivd mai mare

imediat postexpunere, cunatificatd prin numarul pierderilor reflexului postural- LRR.

7. La maturitate, EHI perturba, de asemenea, pe langa motricitatea generald si profilul
comportamental-cognitiv al animalelor de experientd, prin afectarea unor functii reglate
hipocampic: dorinta de explorare, tendinta la depresie, anxietatea, teama, memoria lucrativa.
Aceste modificari cognitive intalnite la varsta adulta sunt concordante, astfel, cu rezultatele
clinice (LRR) si paraclinice (biochimice si epigenetice) obtinute in perioada consecutiva

injuriei.

8. Nutritia grasd maternd administratd peripartum creste in mod aditiv magnitudinea
neuroinflamatiei si a injuriei neuronale din EHI, asa cum rezultd din expresia citokinelor
proinflamatorii IL-1b si TNFa recoltate la 24-48 de ore postexpunere precum si a markerului

de injurie neuronala, S-100B, recoltat la 24 de ore postexpunere.

9. Nutritia grasd maternd creste usor, in mod paradoxal, activitatea metabolicd
hipocampica din EHI la 24 de ore postexpunere, relevatd cantitativ prin reducerea

mitocondriala a resazurinei. Rezultatul se explicd probabil prin existenta intrapartum a unui
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nivel scazut inflamator care conduce la un raspuns metabolic intens postpartum in contextul

unui stres acut.

10. Dieta materna bogata in grasimi modifica profilul epigenetic hipocampic din EHI.
Regleaza, la nivel epigenetic, plasticitatea sinapticd homeostaticad (probabil compensator la
scaderea populatiei neuronale in vederea mentinerii functionalitatii retelei neuronale) prin
supraexpresia miR124 si creste toleranta la asfixie (explicabil cu ajutorul teoriei "paradoxului

obezitatii" aplicat pentru tesut neuronal imatur) prin subexpresia miR132.

10. Nutritia grasd maternd nu modificd activitatea convulsivad imediat postasfixie

perinatald si nu amplifica disfunctia cognitiva a animalelor de experienta la varsta adulta.

11. Suplimentarea peripartum a dietei materne cu trans-resveratrol are un impact
protector puternic aupra neuroinflamatiei si injuriei neuronale hipocampice secundare EHI,
reducand pand la nivele comparabile cu expunerea la normoxie nivelul citokinelor
proinflamatorii testate si a markerului biochimic de injurie neuronald. Efectul este explicabil

prin puternicul efect antioxidant al sau care s-ar transmite in utero.

12. Trans-resveratrolul administrat matern conduce la cresterea activitatii metabolice

hipocampice cunatificate in vitro prin testul la resazurin si redata in coloratia tripan-blue.

13. Trans-resveratrolul suplimentat peripartum 1in dieta materna creste toleranta
neuronala la ischemie prin subexpresia miR132 si accelereaza procesul de maturare dendritica
prin subexpresia miR15a. Aceste procese adaptative neuronal sunt, asadar, controlate

epigenetic.

15. Din punct de vedere clinic si comportamental, trans-resveratrolul are efect benefic
imediat prin reducerea activitatii convulsive din EHI si pe termen lung prin imbunatatirea
performantelor cognitive in testele specifice: imbunatateste capacitatea locomotorie si dorinta

de explorare precum si memoria lucrativa.

16. Dieta materna suplimentata cu citicolind peripartum ofera o protectie minora, la

nivel biochimic, in EHI, intarziind procesul neuroinflamator.

17. Activitatea metabolica hipocampica la 24 de ore post asfixie perinatald testata in

vitro nu este influentata de suplimentarea dietei materne cu citicolina.
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18. Din punct de vedere epigenetic, se evidentiazd un puternic efect modulator al
citicolinei administrate matern: creste plasticitatea sinaptica prin supraexpresia miR124
(probabil prin rolul structural pe care citicolina 1l joaca la nivel neuronal), creste toleranta la
ischemie prin subexpresia miR132, moduleazd neuroinflamatia hipocampica prin
supraexpresia miR134 si accelereazd procesul de maturare dendriticd prin subexpresia

miR15a.

19. Activitatea convulsiva din EHI, evaluatd imediat postexpunere nu este influentata de

administrarea maternd peripartum a citicolinei.

20. Citicolina administratd matern imbunatateste functia cognitivdi din EHL:

imbunatateste memoria lucrativa si scade nivelul depresiv si de resemnare la varsta adulta.

23



Bibliografie selectiva

Batlle, M. si altii, 2015. Astroglia-microglia cross talk during neurodegeneration in the rat
hippocampus,. Biomed Res. Int., Volumul 2015, p. 102419.

Bindra, D. & Thompson, W. R., 1953. An evaluation of defecation and urination as measures of
fearfulness. Journal of Comparative and Physiological Psychology, Volumul 46, pp. 43-45.

Carrey, N., McFadyen, . M. P. & Brown, R. E., 2000. Effects of chronic methylphenidate administration
on the locomotor and exploratory behaviour of prepubertal mice. Journal of Child and Adolescent
Psychopharmacology, Volumul 10, pp. 277-286.

Doron, R. si altii, 2014. A novel herbal treatment reduces depressive-like behaviors and increases
BDNF levels in the brain of stressed mice. Life sciences, Volumul 94, pp. 151-157.

Ennaceur, A. & Delacour, J., 1988. A new one-trial test for neurobiological studies of memory in rats
: Behavioral data. Behav Brain Res., 31(1), pp. 47-59.

Espejo, . E. F., 1997. Effects of weekly or daily exposure to the elevated plus-maze in male mice.
Behavioural Brain Research, Volumul 87, pp. 233-238.

Handy, D. E., Castro, R. & Loscalzo, J., 2011. Epigenetic Modifications: Basic Mechanisms and Role in
Cardiovascular Disease. Circulation, 123(19), pp. 2145-2156.

Helmy, M. M., Tolner, E. A. & Vanhatalo, S., 2011. Brain Alkalosis Causes Birth Asphyxia Seizures,
Suggesting Therapeutic Strategy. ANN NEUROL, Volumul 69, p. 493-500.

Honig, W. K., 1978. Studies of working memory in the pigeon. 1st ed. New York: Taylor & Francis.

Lister, . R. G., 1990. Ethologically-based animal models of anxiety disorders.. Pharmacological Theory,
Volumul 46, pp. 321-340.

Olton, D., Becker, J. & Handelman, G., 1979. Hippocampus, space and memory. Behav Brain Sci
Volumul 2, pp. 313-322.

Page, M. si altii, 1999. Serotonergic mediation of the effects of fluoxetine, but not desipramine, in
the rat forced swimming test. Psychopharmacology, pp. 162-167.

Porsolt, R., Bertin, A. & Jalfre , M., 1977. Behavioral despair in mice: a primary screening test for
antidepressants. Archives internationales de pharmacodynamie et de therapie, Volumul 229, pp. 327-
336.

Porsolt, R., Le Pichon, M. & Jalfre , M., 1977. Depression: a new animal model sensitive to
antidepressant treatments. Nature, Volumul 266, pp. 730-732.

Saugstad, 0., 2002. Is lactate a reliable indicator of tissue hypoxia in the neonatal period?. Acta
Paediatr., 91(1), pp. 17-19.

Silvers , J., Harrod, S., Mactutus , C. & Booze, R., 2007. Automation of the novel object recognition
task for use in adolescent rats. J Neurosci Methods, 166(1), pp. 99-103.

Waddington, C., 1942. The epigenotype. Endeavour, Volumul 1, pp. 18-20.

Walsh, . R. N. & Cummins, R. A., 1976. The open-field test: a critical review. Psychological Bulletin,
Volumul 83, pp. 482-504.

Yankelevitch-Yahav, R., Franko, M., Huly, A. & Doron, R., 2015. The Forced Swim Test as a Model of
Depressive-like Behavior. J Vis Exp., Volumul 97, p. Art. ID: 52587.

24



	pg a4 goala.pdf
	Page 1




