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INTRODUCERE

Prevalenta diabetului la nivel global este in crestere cu o ratd alarmant de mare,
devenind o cauzd majora de morbiditate si mortalitate pentru populatia tanara si de varsta
medie, nu doar pentru cea varstnicd. Cauza majord a acestei cresteri epidemiologice este
modificarea tiparelor de alimentatie si lipsa activitdtii fizice, ca dovada fiind prevalenta mai
mare a diabetului in mediul urban (Anees AS, 2013). In acest context, complicatiile cerebrale
ce apar in diabetul zaharat determind o problema de sandtate globald deosebit de importanta
avand in vedere asocierea dintre diabet si accidentele vasculare cerebrale, deficitele
cognitive, atrofia cerebrald, neurodegenerescenta sau dementa asociatd bolii Alzheimer. Pe
langa acestea, neuropatia sistemului nervos central poate duce in final la cecitate, hipoacuzie,

pierderea sensibilitatii si la alte complicatii majore debilitante.

Motivatia alegerii acestei teme se datoreza faptului ca studiile electrofiziologice
efectuate pana in prezent nu au elucidat complet modificarile cerebrale ce apar in diabet.
Alterarile functionale, precoce ale sistemului nervos central induse de diabet nu au fost clar
definite in raport cu metologia utilizatd. Astfel relatia dintre explorarile
neuroelectrofiziologice si diabetul zaharat in contextul utilizarii anesteziei ramane un capitol
ce trebuic definit, mai ales datorita utilizarii de substante anestezice noi. Importanta si
actualitatea temei este datd de cresterea epidemicd a incidentei diabetului si de necesitatea
cunoasterii in profunzime a alterdrilor cerebrale ce apar in diabet, evaluarea precoce a acestor

complicatii fiind deosebit de importantd in managementul terapeutic al bolii.

Obiectivul principal al acestei lucrari este determinarea modificérilor functionale ale
sistemului nervos central monitorizate prin explorari precum electroencefalograma,
potentialele evocate vizual sau electroretinograma ce apar la un model experimental de diabet
zaharat. In aceiasi teza am stipulat influenta pe care anestezia cu sevofluran o are asupra
acestor investigatii, intrucit acestea sunt utilizate adesea in practica curentd in departamentul
de neurochirurgie in timpul interventiilor chirurgicale. De asemenea potentialele evocate
vizual si electroretinograma sunt utilizate frecvent in domeniul oftalmologiei si necesita
anestezie in cazul investigatiilor efectuale la copii. Teza de fata isi propune astfel sa ofere
dovezi ale afectdrii precoce a sistemului nervos central in boala diabetica. in prima parte a
partii speciale sunt abordate in detaliu modificarile electroencefalografice ale activitatii

corticale spontane sau evocate care apar in anestezia medie si profunda cu sevofluran la



sobolanii fard diabet zaharat, intrucdt nu exista studii suficiente care sa clarifice acest aspect.
Urmeaza apoi doud capitole ce descriu alterarile electroencefalografice si ale reactivitatii
corticale la stimuli luminosi s$i modificarea potentialelor evocate vizual si a
electroretinogramei la sobolanii diabetici in raport cu diferite nivele ale profunzimii
anestezice cu sevofluran. in final sunt abordate modificirile electroretinografice, in corelatie
cu analiza histologica a sectiunilor retiniene, ce apar la diabetici dupa expunerea la fotostres.
Suplimentar sunt investigate ca perspectivi pentru o terapie alternativa, efectele
preconditiondrii anestezice cu sevofluran asupra unui model de degenerescentd retinian

indusa de fotostres la sobolani cu diabet zaharat.

Metodologia cercetdrii stiintifice cuprinde tehnica de inducere a diabetului la sobolani
rasa Wistar. Pentru toate partile experimentale ale acestei teze s-a utilizat acelasi model de
inducere a diabetului care a presupus injectarea intraperitoneald de streptozotocini. In urma
acestei manevre au rezultat animale care au dezvoltat diabet cu glicemii foarte mari. Valoare
glicemica si greutatea au fost monitorizate la intervale regulate. Suplimentar au fost descrise
si profilul lipidic, greutatea si frecventa cardiaca la acest model animal cu inducere chimicd a
diabetului zaharat. Pentru monitorizarea electroencefalograficd si a potentialelor evocate
vizual s-au efectuat implaturi electrocorticografice cu electrozi iar pentru electroretinograma
am utilizat un set-up special adaptat rozatoarelor ce a presupus aplicarea unui electrod activ la

nivel cornean.

Pentru a demonstra obiectivul general stiintific al tezei doctorale au fost analizati
multipli parametrii si comparafi intre loturile diabetice 1 control. Investigatiile
electroencefalografice au presupus analiza nivelului de supresie corticald (prin calcularea
burst-suppression ratio, a amplitudinii si duratei burst-urilor, analiza spectrala a semnalului)
pentru activitatea spontana si evocata de stimuli vizuali pentru 4 nivele diferite de profunzime
anestezica cu sevofluran. Pentru potentialele evocate vizual si electroretinograma au fost
analizate latentele si amplitudinea undelor componente inregistrate sub sevofluran 2%, 4%,
6% si 8%. Ultima parte experimentald a a cuprins 4 loturi de animale: 2 grupuri diabetice si 2
nediabetice (expuse doar la fotostres sau la fotostres si precondifionare anestezicd cu
sevofluran) in care s-au analizat modificdrile de morfologie a electroretinogramei (latenta si

amplitudine) insotite de descrierea alterarilor histologice ale straturilor retinei.

Caracterul interdisciplinar al tezei de doctorat reiese din abordarea multilaterala a

studiului ce include mai multe parti si modele experimentale efectuate in conditii diferite.



Subiectul abordat este de interes pentru numeroase specialitdfi medicale: diabetologie,

neurologie, neurochirurgie, oftalmologie si anestezie.

Aceasta teza de doctorat este structuratd in doud parti: partea generald ce cuprinde
date din literaturd prezentate intr-o manierd integrativd care sintetizeaza aspectele cele mai
importante ale fiziopatologiei, implicatiilor cerebrale ale diabetului si ale modelului
experimental animal de diabet zaharat. De asemenea in partea generald sunt evidentiate
informatii actualizate din literaturd asupra electroencefalogramei, potentialelor evocate vizual
si electroretinogramei. A doua parte a tezei de doctorat este reprezentatd de partea speciald
care cuprinde 6 capitole. Primele doud capitole din partea speciala cuprind ipoteza de lucru si
obiectivele generale, si metodologia generald a cercetdrii care abordeazd modelul
experimental animal de inducere a diabetului, comun pentru toate experimentele efectuate.
Ultimele capitole din partea speciala cuprind 4 parti experimentale, pentru fiecare dintre
acestea fiind detaliate o scurtd introducere, materialele si metodele, rezultatele si discutiile. in

final sunt prezentate concluziile finale si contributiile personale.

PARTEA SPECIALA

Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Diabetul zaharat este o boald metabolica ce poate afecta populatia de toate varstele, si
a carei prevalentd este in crestere rapida. In anul 2011 au fost estimate 366 milioane de
persoane care suferd de diabet, dintre acestia 90% avéand diabet zaharat tip 2 (Chen L, 2011).
in anul 2030 se estimeaza ca prevalenta va ajunge la 552 milioane de persoane, valoarea
reprezentdnd 4.4% din populatie (Wild S, 2004). Studiile anterioare au aratat o afectare
puternicd cerebrald la pacientii diabetici manifestatd prin aparifia deficitelor cognitive,
atrofiei cerebrale, accidentelor vasculare cerebrale, dementelor si neurodegenerdrii. De
asemenea efectele anesteziei la nivel cerebral prezintd o dinamicad diferitd la pacientii
diabetici. Scopul acestei cercetéri este de a investiga modificarile functionale ale sistemului
nervos central determinate de diabet la un model animal de sobolan indus prin injectarea de
streptozotocina. Printre obiectivele tezei de doctorat se numara urmatoarele:
1. Caracterizarea biochimicad si a dinamicii diabetului la un model de sobolan Wistar

indus prin injectarea intraperitoneald de streptozotocina.



2. Analiza electroencefalografica a activitatii cerebrale la sobolanii cu diabet zaharat
comparativ cu controlul si evaluarea efectelor nivelelor diferite de profunzime
anestezica in cazul anesteziei inhalatorii cu sevofluran.

3. Analiza reactivitatii corticale la stimuli luminosi la animalele diabetice pentru diferite
nivele de profunzime anestezica cu sevofluran.

4. Caracterizarea parametrilor potentialelor evocate vizual si electroretinogramei in
anestezia cu sevofluran si analiza modificarilor aparute in diabet.

5. Analiza influentei diabetului la un model de degenerescentd retiniand indusd de
fotostres (prin expunerea la lumind puternicd ce genercazd efecte fototoxice) si
evaluarea preconditiondrii anesteziei cu sevofluran in acest caz.
in final prin obiectivele atinse am dorit si caracterizez impactul pe care diabetul

zaharat il are asupra sistemului nervos central prin explordri electrofiziologice precum
electroencefalograma, potentialele evocate vizual sau electroretinograma, sa analizez
influenta diferitelor profunzimi anestezice in cazul anesteziei cu sevofluran (unul din cele mai
actuale anestezice inhalatorii utilizate in practica clinicd) asupra dinamicii investigatiilor
precum si efectele preconditiondrii anestezice in degenerescenta retiniand indusa de fotostres

la modelul animal de diabet descris.
Metodologia generald a cercetarii

Pentru toate experimentele descrise s-a respectat urmatorul protocol de inducere a
diabetului zaharat la sobolani masculi, rasa Wistar. Animalele utilizate pentru experimentele
din aceastd tezd de doctorat au fost preluate din biobaza Universitatii de Medicind si
Farmacie "Carol Davila", Bucuresti, Romania. Experimentele s-au efectuat pe animale cu
greutate de 300 g si varsta aproximativd de 3 luni. Animalele au fost tinute in cutii
individuale, transparente de policarbonat, temperatura din incapere s-a mentinut intre 21-25°
C si au avut un ciclu de lumind/intuneric de 12 ore. Accesul la apa si hrand a fost ad libitum.

Inducerea diabetului s-a realizat prin injectarea intraperitoneald de streptozotocind
(SIGMA-Aldrich, St Luis, MO, Streptozocin >75% a-anomeri, >98% (HPLC), pulbere)
diluatd intr-o solutie de buffer citrat cu pH 4.5 de 1 ml. Injectarea solutiei s-a efectuat dupa
cantdrirea animalelor iar doza utilizata a fost de 50 mg/Kg corp. Pentru o eficientd maxima,
animalele au fost injectate dupd o perioada de post alimentar de 12 ore.

Monitorizarea glicemiei s-a efectuat cu ajutorul glucometrului (ACCU-CHEK
Performa Nano; Roche, Germany). Pentru animalele diabetice, monitorizarea glicemiei s-a

efectuat la 2 zile de la injectarea streptozotocinei, si apoi la 2 saptdmani. Pentru ultima parte



experimentald a tezei, care a presupus inducerea diabetului la sobolani cu degenerescenta
retiniana indusd de fotostres, monitorizarea glicemiei s-a efectuat a doua zi de la injectarea
streptozotocinel, apoi la 4 saptamani, si in aceiasi zi cu inregistrarile electroretinografice.
Sobolanii cu valori sub 300 mg/dl au fost exclusi din studiu intrucét s-au considerat ca
fiind nediabetici. Sobolanii cu valori glicemice peste 600 mg/dl au fost de asemenea exclusi

din studiu datorita mortalitatii foarte ridicate la scurt timp de la inducerea diabetului.

. Evaluarea glicemiei, profilului lipidic, greutatii si frecventei cardiace dupa inducerea

diabetului zaharat cu streptozotocina la sobolani:

La animalele diabetice, glicemia a atins valori de aproximativ 500 mg/dl a doua zi
dupa injectarea streptozotocinei. Aceasta a scézut apoi progresiv insd scaderea a fost minima,
la finalul studiului glicemiile avand valori medii de peste 480 mg/dl. La 10 saptamani de la
inducerea diabetului zaharat, animalele din lotul diabetic au prezentat o crestere semnificativa
statistic a colesterolului total (160.3 mg/dl pentru lotul control vs. 176 mg/dl pentru lotul
diabetic) in timp ce trigliceridele nu au atins o diferentd semnificativa statistic intre lotul
control si diabetic (197.3 mg/dl vs. 198 mg/dl). Sobolanii din grupul control au inregistrat o
crestere progresivd a greutdfii pe parcursul studiului si odatd cu avansarea in varsta.
Animalele din lotul diabetic, au scazut in greutate progresiv dupa injectarea streptozotocinei.
Aceastd scadere in greutate a fost insotitd de polidipsie si poliurie imediat dupa inducerea
diabetului. La finalul studiului, dupd 12 saptamani de diabet, greutatea animalelor a scazut
semnificativ, atingdnd valoarea minimad a greutatii inregistratd si a fost asociata unei
mortalitati ridicate a animalelor. Atat pentru lotul control cédt si diabetic am observat o
scidere a frecventei cardiace odatd cu cresterea concentratiei inhalatorii de sevofluran. In
cadrul aceleiasi concentratii anestezice, sevofluranul scade progresiv frecventa cardiacd pe
parcursul inregistrarii de epoci succesive. Comparativ cu lotul control, animalele diabetice au

avut o frecventa cardiacd medie mai scizuta.

STUDIUL 1

Analiza electroencefalografica a activitatii corticale spontane si evocate de stimuli vizuali in

anestezia profunda cu sevofluran la sobolani

in aceasta parte exprimentald, am investigat efectele anesteziei cu sevofluran (la

concentratii inhalatorii de 4%, 6% si 8%) asupra ¢lectroencefalogramei si raspunsului cortical

10



produs de stimularea vizuald de tip flash luminos la sobolani. Este important sa intelegem
daca stimularea senzoriald are acces la nivel cortical in diferite stadii anestezice. Se cunoaste
faptul ca sevofluranul suprima activitatea EEG de fundal. Cresterea concentratiilor de
anestezie determind progresia EEG-ului de la unde lente spre pattern burst-suppression si
linie izoelectricd (Osawa M, 1994) (Kenny JD, 2014) (Scheller MS, 2014) (Murrell JC,
2008).

EEG-ul a fost inregistrat sub cele trei concentratii inhalatorii de sevofluran: 4%, 6% si
8% 1in zile diferite. Pentru fiecare concentratie anestezica au fost inregistrate 2 trasee EEG
separate, unul ce a monitorizat activitatea corticald spontana si al doilea inregistrat in timpul

stimuldrii vizuale de tip flash. EEG-ul a fost subdivizat in epoci de 5 minute §i analizat.

Rezultate:
1. Analiza EEG a activitatii corticale spontane in timpul anesteziei profunde cu sevofluran

Sevofluranul a produs supresia activitdtii electroencefalografice pentru toate
concentratiile anestezice studiate si aparitia pattern-ului de tip burst-suppression. Analiza
bursturilor a aratat modificari dependente de doza. Numarul de burst-uri pe epocéd a scdzut
pentru epoci consecutive ale aceluiasi nivel anestezic dar si odatd cu cresterca profunzimii
anestezice. Durata medie a burst-urilor nu a fost diferitd semnificativ statistic intre epoci
pentru niciuna din concentratiile anestezice studiate. Cand durata medie a burst-urilor a fost
comparatd intre sevofluran 4%, 6% si 8%, aceasta a scazut corespunzidtor. Amplitudinea
medie a burst-urilor a crescut cu cresterea concentratiei de sevofluran insd nu a fost
modificatd statistic semnificativ intre diferite epoci pentru sevofluran 4%. Sub anestezie cu
sevofluran 6%, amplitudinea burst-urilor a crescut pentru epoci succesive inregistrate.
Augmentarea amplitudinii burst-urilor a ajuns la valori maxime sub sevofluran 8%. Aceasta
activitate de tip burst de amplitudine mare a aparut in sincronicitate pentru ambele derivatii
corticale inregistrate. Burst-suppression ratio (BSR) a crescut statistic semnificativ odata cu

cresterea dozei de sevofluran.

Sevofluran 4%
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Spectrogram. EEG, sevollurane 8%, 1t apoch, 151 min
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Fig. 1. (A) Inregistrare EEG corticala spontand, (B) PSD (densitatea puterii spectrale)
rezultatd din analiza spectrald a EEG-ului pentru o bandd de frecventa 0-40Hz si (C)
spectrograme de la un animal expus la sevofluran in concentratii anestezice diferite (4%, 6%
si 8% ). Cresterea dozelor de sevofluran produce pattern de tip burst-suppression cu perioade
lungi de linie izoelectrica si bursturi de amplitudine mare. Sevofluranul induce bursturi cu
putere crescuta pentru frecventele 1-10 Hz.

2. Analiza EEG a activitatii corticale evocatd de stimuli vizuali in anestezia profundd cu

sevofluran

Burst-urile dependente de stimuli (generate in primele 0.5 s de la debutul stimulului)
si cele spontane au fost inregistrate pentru toate concentratiile de sevofluran in timpul
stimularii vizuale de tip flash luminos. De asemenea au fost inregistrate potentiale evocate
vizual ce au aparut inaintea generdrii burst-ului. In timpul perioadelor de supresie, stimularea
vizuala care nu genereaza un burst, determina aparitia unui potential evocat vizual vizibil fara
mediere. Procentul de stimuli luminosi care a generat burst-uri a scazut pentru epoci
succesive in timpul anesteziei cu sevofluran 4%. Cand a fost comparatd prima epocd EEG din
cele trei concentratii de sevofluran, procentul de stimuli vizuali care au generat bursturi a
crescut de la 4% la 6% sevofluran, unde a atins valuarea maximd, apoi a scdzut pentru
anestezia cu sevofluran 8%. Raportul intre burst-urile spontane si cele dependente de stimul a
scazut cu cresterea concentratiei de sevofluran, dar nu s-a modificat statistic semnificativ
intre epoci. Pe masurd ce anestezia se aprofundeaza, burst-urile generate devin mai
dependente de stimul, pand ajung la o stare de excitabilitate corticala maxima atinsa in acest
experiment in timpul anesteziei cu sevofluran 6%, apoi inhibitia predomind. Burst-urile
spontane si cele dependente de stimul au durate similare pentru concentratiile de sevofluran
corespunzatoare. Asemenea burst-urilor spontane, durata celor dependente de stimul scade cu
cresterea concentratiei de sevofluran dar nu prezintd diferente statistic semnificative intre

epoci.
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Pentru amplitudinea burst-urilor declangate in timpul stimuldrii vizuale a fost
observata o crestere dependentd de doza anestezica. Amplitudinea maxima a burst-urilor a
fost identificatd in timpul anesteziei cu sevofluran 8%. Pe madsurd ce anestezia se

aprofundeaza, morfologia burst-urilor se modifica, devenind mai stabile.

STUDIUL 2

Efectele anesteziei cu sevofluran asupra electroencefalogramei si reactivitatii corticale la

stimuli luminosi la sobolanii diabetici

Agentii anestezici produc dezechilibre hormonale, metabolice si hemodinamice cu
impact puternic la nivel cerebral la pacientii diabetici cu homeostazie precard a glucozei
(McAnulty GR, 2000). Studiile efectuate pe anestezice inhalatorii au aratat faptul cd acestea
inhibad raspunsul secretiei de insulind la glucoza intr-o manierd reversibila si dependenta de
doza administratd (McAnulty GR, 2000) (Desborough JP, 1993).

Studiul acesta isi propune sa evalueze efectele anesteziei cu sevofluran (unul din cele
mai actuale anestezicele inhalatorii utilizate in practica clinicd) asupra EEG-ului si
reactivitatii corticale la stimuli luminosi in cazul sobolanilor cu diabet indus prin injectarea
de streptozotocind. In prezent nu exista studii care si demonstreze efectele anestezicelor
inhalatorii, in mod special ale sevofluranului asupra activitatii electrofiziologice cerebrale la
diabetici. Aceste efecte au fost partial studiate doar la subiectii sanatosi.

Studii electroencefalografice recente efectuate la pacientii diabetici care evalueaza
activitatea neuronald in stari de repaus au aratat o scadere a puterii spectrale pentru benzile
delta (1-4 Hz) mai ales in ariile corticale frontale, si gamma (30-45 Hz) in cortexul central
(Frekjaer JB, 2017). Pe langd modificarile cerebrale prezente la diabetici in stare de veghe,
exista studii care au demonstrat sciderea necesarului de anestezice inhalatorii la animalele cu
hiperglicemie cronicd, fapt asociat cu inhibifia activitatii ATP-azei de Ca** din membrana
plasmatica sinapticd a creierului (Janicki PK, 1994). Necesarul de anestezice inhalatorii la
pacientii diabetici este un aspect deosebit de important in managementul anestezic al acestora
iar studiul prezent poate oferi informatii relevante in acest sens prin evaluarea
electroencefalografica a activitafii corticale si reactivitatii la stimuli in timpul anesteziei cu
sevofluran la animalele diabetice.

Pentru acest studiu au fost utilizate doud grupuri experimentale de sobolani Wistar:

control si diabetic. Ambele grupuri au fost inregistrate electroencefalografic (activitate
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spontand si evocatd prin stimulare vizuald de tip flash) sub urmatoarele concentratii

anestezice de sevofluran: 2%, 4%, 6% si 8%.

Rezultate:

1. Activitate EEG spontana

La animalele diabetice ca si in lotul control se mentine aceiasi tendinta de crestere a
BSR si amplitudinii s1 scddere a durater burst-urilor odatd cu cresterea concentratiel
anestezice de sevofluran. Cand cele doud loturi au fost comparate, BSR a fost mai crescuta
pentru lotul diabetic insa a atins semnificatie statistica doar pentru concentratia inhalatorie de
sevofluran de 2%. Amplitudinea medie a burst-urilor a fost mai scdzutd la diabetici
comparativ cu controlul sub sevofluran 2%, 4%, 6% si 8% (p<0.05 doar pentru 2%). Durata
medie a burst-urilor nu a variat insa statistic semnificativ intre cele doua loturi decat pentru
inregistrarile efectuate sub sevofluran 2% unde anestezia a fost mai superficiala. Pentru lotul
control, durata medie a burst-urilor sub sevofluran 2% a avut o valoare aproximativ dubla

fata de lotul diabetic. Diferentele au fost mult mai mici pentru celelalte nivele anestezice.

Analiza spectrald a EEG-ului in timpul activitatii corticale spontane inregistrata sub
anestezie cu sevofluran 2% a ardtat o scadere statistic semnificativdi a FM (frecventei
mediane) si PF (frecventei de varf), de la aproximativ 4Hz la 3 Hz, respectiv de la 3.5 Hz 1a 1
Hz pentru lotul diabetic. SEF (frecventa de margine spectrald 90%) nu s-a modificat
semnificativ intre cele doud loturi analizate, avand o valoare medie de 14-15 Hz. PT (puterea
totald) a semnalului, precum si puterea totald a benzilor delta si beta, au fost semnificativ mai
crescute in lotul diabetic (p<0.001). Puterile totale ale benzilor alpha si theta nu au fost

diferite la animalele diabetice vs. cele din lotul control.

Analiza spectrald EEG (sevofluran 2%)

Valoare p
GRUP Medie Deviatie std. Eroare std. medie | (T-test)

FM (Hz) CONTROL 424597 0.764774 0.241843 0.017
DIABETIC 3.48807 0.894132 0.153342

SEF (Hz) CONTROL 14.27526 1.174518 0.371415 0.12
DIABETIC 15.66044 2.670738 0.458028

PF (Hz) CONTROL 3.56271 1.876834 0.593507 0.002
DIABETIC 1.09092 0.319214 0.054745
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PTdelta CONTROL 116.0911 30.41736 5.21653 <0.001
(uV#/Hz) DIABETIC 141.8847 15.49283 3.55430

PTalpha CONTROL 34.0977 22.97664 3.94046 0.113
(uV*/Hz) DIABETIC 41.0876 7.78253 1.78543

PTbeta CONTROL 25.7716 19.22947 3.29783 <0.001
(uV?/Hz) DIABETIC 45.1480 7.95541 1.82510

PTtheta CONTROL 69.9089 38.28339 6.56555 0.221
(uV#/Hz) DIABETIC 61.0976 11.67195 2.67773

PT CONTROL 230.0246 81.45623 13.96963 <0.001
(MV#/Hz) DIABETIC 298.1082 33.81317 7.75727

Tabel I. Analiza spectrald a semnalului EEG finregistrat sub anestezie cu sevofluran 2%
pentru grupurile control si diabetic. FM — frecven{d mediana, SEF — frecventd de margine
spectralda, PF — frecventa de varf, PT — putere totald. Testul T evalueazd comparativ loturile
control si diabetic. P este semnificativ statistic cand are o valoare <0.05 (evaluat dupa testul
lui Levene pentru egalitatea variantelor - care a ardtat daca prezumtia de omogenitate a fost
respectatd sau nu)

2. Activitate EEG evocata de stimuli vizuali

EEG-ul sub stimulare vizuala cu flash-uri de lumina alba a prezentat pentru ambele
loturi studiate, pattern-uri de tip burst-suppression, cu perioade scurte de supresie pentru
inregistrarile efectuate sub sevofluran 2%. Supresia corticala inregistratd ca linie izoelectrica
a crescut odata cu cresterea profunzimii anestezice de la concentratia de 2% la 8%
sevofluran, astfel incat pentru concentratiile de 6% si 8%, burst-urile generate au fost aproape
in totalitate dependente de stimulul luminos. Pentru aceste concentratii anestezice specifice
anesteziei foarte profunde sau comei anestezice, nu au mai fost inregistrate burst-uri spontane
ci doar induse de stimuli vizuali. Pentru concentratia anestezica de 6% sevofluran, stimulii
vizuali au generat burst-uri in raport de aproximativ 1:1. Pentru concentratia maxima
administrata, de 8%, frecventa de aparitie a burst-urilor a scdzut mai ales la animalele din
lotul diabetic. Stimularea vizuala a determinat pe EEG perioade mai lungi de supresie
corticald pentru lotul diabetic comparativ cu controlul. Cresterea progresiva a profunzimii
anestezice a determinat cresterea amplitudinii si scaderea duratei burst-urilor inregistrate pe
EEG 1in timpul stimuldrii vizuale pentru ambele loturi studiate. Animalele din lotul diabetic
au avut o duratd mai mica a burst-urilor comparativ cu lotul control (p<0.05 pentru
sevofluran 4%, 6% si 8%) pentru acelasi nivel anestezic, cu exceptia inregistrarilor sub
sevofluran 2% unde valorile obtinute nu au diferit statistic semnificativ. Odata cu cresterea

concentratiei anestezice, stimularea vizuald genereaza sub sevofluran 6% si 8%, burst-uri
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scurte asemandtoare spike-urilor, ce prezinta frecvent morfologie similara, tipic compusa din
2 unde negative adanci, urmate de o deflexiune pozitiva largd. Amplitudinea burst-urilor a
fost mai mica semnificativ statistic la sobolanii diabetici vs. control pentru inregistrarile
efectuate sub sevofluran 4%, 6% si 8%. Latenta de aparitie a burst-urilor a fost diferita in
functie de nivelul profunzimii anestezice. Astfel, pentru anestezia mai superficiala
(sevofluran 2% si 4%), animalele din lotul diabetic au avut o latenta de aparitie a burst-urilor
mai mare comparativ cu controlul. Contrar, pentru anestezia foarte profunda (sevofluran 6%
si 8%), latenta a fost mai mica la diabetici. Pentru lotul control, cand latenta de aparitie a
burst-urilor in raport cu stimularea vizuala a fost comparata intre cele 4 concentratii

anestezice studiate, nu au fost observate diferente statistic semnificative.

STUDIUL 3

Influenta profunzimii anestezice cu sevofluran asupra potentialelor evocate vizual i

electroretinogramei la sobolani cu diabet zaharat

Aceastd parte experimentald isi propune sa investigheze influenfa diferitelor nivele
anestezice determinate de sevofluran asupra functiei retiniene si conducerii nervoase prin
nervul optic la sobolanii cu diabet zaharat indus cu streptozotocind. Studiul cerceteaza
modificarile electrofiziologice reprezentate de potentialul evocate vizual (PEV) si
electroretinogramd (ERG) determinate de diabetul zaharat sub anestezia cu sevofluran.
Aceasta necesitate apare in contextul in care mai mult de 60% dintre pacientii diabetici
dezvolta una din formele retinopatiei diabetice in prima decada de la aparitia bolii diabetice
(Tarr JM, 2013) (Scheen AJ, 2003) (Kahn SE, 2014).

Pentru acest experiment am utilizat 16 sobolani Wistar de sex masculin. Animalele
din studiu au fost impdrtite in mod aleator si egal unuia din cele doud grupuri experimentale:
control si diabetic. Pentru fiecare din cele doud grupuri am inregistrat ERG si PEV sub
stimulare vizuald cu flash-uri de lumina alba in timpul anesteziei cu sevofluran la diferite
concentratii anestezice inhalatorii: 2%, 4%, 6% si 8%. Pentru inregistrarea ERG-ului si a
PEV am folosit electrozi confectionati dintr-un aliaj de nichel-crom (Ni80Cr20) cu diametru
al firului de 0.15 mm. Electrozii pentru PEV au fost plasati la nivel cortical in urmétoarele

pozitii stereotaxice: 2 electrozi activi plasati 6 mm posterior de bregma si 4 mm lateral de
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linia mediand, care se gadsesc deasupra ariilor corticale occipitale dreaptd si stangd, si
electrodul de referinta plasat 7 mm anterior de bregma pe linia mediand, deasupra bulbului
olfactiv. Pentru inregistrarea ERG-ului am utilizat trei electrozi: electrodul activ pozitionat in
contact direct cu corneea ochiului stimulat, electrodul de referin{a pozitionat la nivelul gurii
sobolanului si electrodul de impamantare la nivelul cozii. Prelucrarea datelor a presupus
analiza amplitudinii si latentei undelor componente ale ERG-ului: unda a si unda b, si ale
PEV: varfurile N1, P1 si N2. Valorile obtinute sub cele 4 concentratii anestezice de

sevofluran au fost comparate intre ele pentru loturile control si diabetic.

Rezultate:

Pentru toate concentratiile testate de sevofluran, amplitudinea si latenta undelor
componente ale PEV si ERG au fost modificate in functic de profunzimea anestezica. Odata
cu cresterea profunzimii anestezice de la 2% la 8%, sevofluranul a determinat cresterea
latentelor varfurilor N1, P1 si N2 ale PEV intr-o manierd progresiva. Cand cele doud grupuri
au fost comparate intre ele la acelasi nivel de profunzime anestezicd, latentele varfurilor N1 si
N2 au crescut statistic semnificativ la animalele diabetice la 10 saptaméni de la inducerea
diabetului pentru concentratiile de sevofluran studiate, cu exceptia concentratiei inhalatorii de
6% (p>0.05). Pentru varful P1, cel mai important din componenta PEV, latenta a crescut sub
toate concentratiile inhalatorii studiate. Pentru ambele grupuri studiate (control si diabetic)
insd, augmentarea amplitudinii odata cu cresterea concentratiei inhalatorii de sevofluran
pentru toate concentratiile studiate, a atins semnificatie statisticd numai pentru N1-P1. Pentru
sobolanii din grupul diabetic, chiar dacd a fost observata tendinfa de crestere a amplitudinii
odatd cu profunzimea anestezica, cand valorile amplitudinii N1-P1 obtinute la acelasi nivel
anestezic au fost comparate cu cele din grupul control, acestea au scazut semnficativ statistic.

Latentele undelor componente ale ERG-ului: "a" si "b" au crescut in ambele grupuri
studiate, control si diabetic, odatd cu cresterea profunzimii anestezice cu sevofluran intr-o
manierd progresiva (cu exceptia latentei undei "a" din lotul control care intre sevofluran 6%
si 8% nu a inregistrat o crestere suplimentara sau o diferenta statistic semnificativa). Pentru
acelasi nivel de profunzime anestezica, compararea celor doua loturi a ardtat cresterea latentei
in grupul diabetic a undei "a" (semnficativ statistic pentru sevofluran in concentratii de 2%,
4% si 6%) si a undei "b" (semnificativ statistic pentru sevofluran in concentratie de 2% si

4%). Pe de alta parte, odatda cu cresterea concentratiei de sevofluran si a profunzimii
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anestezice, amplitudinea a-b a scdzut. Diabetul a scdazut suplimentar amplitudinea pentru

inregistrarile sub sevofluran in concentratii de 6% si 8%.

STUDIUL 4

Efectele preconditionarii anestezice cu sevofluran asupra unui model de degenerescentd

retiniand indusd de fotostres la sobolani cu diabet zaharat

Lezarea retiniand produsd de lumind reprezintd o complicatie iatrogend insemnata
care se poate produce dupd interventiile chirurgicale prelungite din domeniul oftalmologic.
Astfel este necesard dezvoltarea stategiilor de atenuare sau prevenire a acestora in vederea
protejadrii retinei. Obiectivul acestei parti experimentale a fost de a investiga efectul
preconditiondrii anestezice cu sevofluran asupra unui model animal de degenerescenta
retiniand produsd de fotostres dezvoltat la sobolani Wistar si de a explora daca anestezia
inhalatorie cu sevofluran are efect protector asupra celulelor retiniene, la sobolani cu diabet

sau din lotul control.

Pentru aceasta parte experimentald am utilizat 20 de sobolani Wistar de sex masculin,
cu greutate aproximativa de 350g si varstd de 3 luni. Animalele au fost impartite in mod egal
si aleator in 4 grupuri experimentale: grupul control (animale ce au fost expuse doar la
fotostres), grupul 1 (animalele au fost expuse la fotostres si preconditionare anestezica cu
sevofluran), grupul 2 (animale diabetice ce au fost expuse la fotostres) si grupul 3 (animale
diabetice ce au fost expuse la fotostres si preconditionare anestezicd cu sevofluran).
Evaluarea leziunilor retiniene induse de fotostres s-a realizat prin inregistrari
electroretinografice inainte i dupd expunerea la fotostres si prin analiza histologicd a retinei

dupa sacrificarea animalelor.

Rezultate:

In acest studiu am evaluat diferentele electroretinografice intre loturile diabetice si
nediabetice dupa expunerea la fotostres, cu sau fard preconditionare anestezica cu sevofluran.
Pentru masuratorile ERG bazale nu am inregistrat diferente statistic semnificative intre
control si celelalte grupuri experimentale. ERG-ul bazal nu a suferit modificari ale latentei

undelor ”a" si "b" pentru grupurile diabetice comparativ cu controlul (pentru grupurile
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diabetice ERG-ul bazal a fost inregistrat la 4 saptdméni de la injectarea intraperitoneald de
streptozotocind). Amplitudinea a-b a ERG-ului a avut o usoard scaderea pentru grupurile

diabetice dar aceasta nu a atins semnificatie statistica.

Amplitudinea a-b a electroretinogramei a scazut statistic semnificativ (p<0.05) dupa
expunerea la fotostres atat in grupul control cat si in grupul 2 (animale diabetice). Aceasta
sciadere a fost mult mai marcati pentru animalele diabetice. In grupul experimental 1
(animale ce au fost preconditionate cu sevofluran inaintea expunerii la fotostres) ERG-ul nu a
scazut in amplitudine statistic semnificativ dupd expunerea la fotostres, comparativ cu
inregistrarea bazala. In schimb animalele din grupul 3 (animale diabetice ce au fost de
asemenea preconditionate anestezic) au prezentat o scadere semnificativa a amplitudinii ERG
dupa expunerea la fotostres, comparativ cu inregistrarile bazale. Pentru toate grupurile
analizate, amplitudinea medie electroretinografica a fost similara dupa expunerea la fotostres
la 36 h si 14 zile post-fotostres. Latentele undelor componente ale electroretinogramei: "a" si
"b" nu au fost modificate statistic semnificativ dupd expunerea la fotostres sau dupa
preconditionarea cu sevofluran urmatd de fotostres, la 36 h si 14 zile de la generarea

leziunilor degenerative retiniene induse de lumina.

300.00 T inregistrare
bazala

36 H post-
fotostres

14 zile post-
fotostres

200.00

100.00

89.50)

Amplitudine medie a-b (pV)
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Error Bars: 95% Cl

Fig. 2. Amplitudinea medie a ERG-ului inregistrat bazal si la 36 h si 14 zile dupa expunerea
la fotostres pentru cele 4 grupuri studiate (DZ — diabet zaharat, FS — fotostres, PC —
preconditionare anestezicd cu sevofluran).
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Fig. 3. Sectiuni retiniene in coloratie cu hematoxilin-eozind realizate de la un exemplar
animal din grupul control - sobolani non-diabetici expusi la fotostres (A), grupul 1 — sobolani
non-diabetici preconditionati anestezic cu sevofluran si expusi apoi la fototres (B), grupul 2 —
sobolani diabetici expusi la fotostres (C) si grupul 3 — sobolani diabetici preconditionati
anestezic cu sevofluran si expusi apoi la fototres (D). La animalele diabetice se observa
scaderea numarului de celule ganglionare, acestea avand aspect balonizat comparativ cu
celulele animalelor nediabetice. De asemenea in grupurile diabetice (C, D) se observa
scaderea densitatii celulare in stratul nuclear extern. In grupul diabetic expus la fotostres si
preconditionare cu sevofluran (D) se constatd scaderea grosimii stratului nuclear extern
comparativ cu grupul non-diabetic (B) (OS PR — segmentul extern al celulelor fotoreceptoare,
ONL - stratul nuclear extern, INL — stratul nuclear intern, IPL — stratul plexiform intern, GC
— stratul celulelor ganglionare).
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CONCLUZII FINALE SI CONTRIBUTII PERSONALE

1. Modelul experimental de inducere a diabetului zaharat la sobolan prin injectare
intraperitoneald de streptozotocina este un model eficient, avand o ratd de succes de 85.7%
dupa o singurd administrare. Aceasta tehnicd de inducere a diabetului produce la animale un
model de diabet zaharat tip 1 cu valori glicemice foarte mari. Glicemiile rezultate in urma
administrarii unei doze de 50mg/dl au valori intre 300-600 mg/dl in 71.4% din cazuri,

valoarea medie fiind de 500 mg/dl.

2. Reinjectarea cu aceiasi doza de streptozotocind la cazurile care nu au dezvoltat diabet dupa
prima injectare duce in cele mai multe cazuri la cresterea mortalitatii animalelor. Alte studii
care au utilizat acest model experimental de inducere chimicd a diabetului, prezinta
protocoale variabile ale administrédrii de streptozotocind mai ales in ceea ce priveste doza
utilizatd. De aceea sunt necesare testdri preliminare de inducere a diabetului ce iau in

considerare rasa animalului, greutatea, varsta, sexul, precum si glicemia tinta.

3. Monitorizarea glicemiilor la acest model experimental de diabet aratd o usoard variabilitate
a glicemiilor pe parcursul a 10 sdptdamani analizate, valoarea maxima fiind atinsd la 2
saptamani de la inducerea diabetului. Glicemia a inregistrat o tendinta progresiva de scadere

insd aceasta a fost minima, la finalul celor 10 sdptdmani avand o valoare medie de 480 mg/dl.

4. La finalul studiului, animalele din lotul diabetic au prezentat o crestere semnificativa
statistic a colesterolului total in timp ce trigliceridele nu au atins o diferentd semnificativa
statistic intre lotul control si diabetic. Greutatea scade de asemenea semnificativ dupa
injectarea streptozotocinei, de la o valoare medie de 330 g la 227 g la finalul experimentelor,
fiind insotitd de polidipsie si poliurie. Dupa 12 saptimani de diabet, mortalitatea animalelor

este ridicata.

5. Frecventa cardiaca este influentatd de prezenta diabetului la acest model experimental prin
injectare de streptozotocina si variaza in functie de profunzimea anestezica. Se observa o
scadere a frecventei cardiace odata cu cresterea concentratiei inhalatorii de sevofluran.
Comparativ cu lotul control, animalele diabetice au avut o frecventd cardiacd medie mai
scazutd. De asemenea in timpul anesteziei cu sevofluran s-au inregistrat ocazional extrasistole
ventriculare si blocuri atrio-ventriculare la sobolanii din lotul diabet. Aceste anomalii

electrocardiografice nu au fost observate si la animalele din lotul control.
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6. Aceasta teza de doctorat confirma faptul ca balanta excito-inhibitorie cerebrald este alterata
in anestezia profunda. In timpul anesteziei profunde cu sevofluran se genereaza un pattern de
tip burst-suppression pe electroencefalograma. Pe masurd ce anestezia se adanceste si burst-
suppression ratio creste, magnitudinea burst-urilor creste de asemenea atdt pentru
electroencefalograma spontani cét si pentru activitatea evocata de stimularea vizuala. In acest
studiu am ardtat cd sevofluranul in doze crescute determind aparitia unei stari de
hiperexcitabilitate care faciliteaza burst-urile evocate vizual in timpul activitatii corticale de
tipul burst-suppression. Activitatea de tip burst care apare in fereastra de hiperexcitabilitate
din timpul anesteziei profunde nu trebuie confundata cu descarcirile epileptiforme. In acest
experiment nici una din dozele de sevofluran nu a generat descarcari epileptiforme sau

manifestari clinice sugestive acestui sindrom la sobolani.

7. Aplicarea unor rafare de stimuli vizuali de tip flash cu frecventd crescutd genereaza pe
electroencefalograma inregistrata sub anestezie profunda, un singur burst ce apare doar dupa
primul stimul vizual din acea secventd, lasand celelalte flash-uri fara raspuns cortical. In
concluzie cortexul vizual are o capacitate redusa de a facilita burst-uri cand stimuli luminosi
de frecventa crescuta sunt aplicati in timpul anesteziei cu sevolfuran la concentratii inhalatorii

crescute.

8. La animalele diabetice supresia corticald indusa anestezic inregistrata electroencefalografic
este mai puternica decét la control pentru aceiasi dozad de sevofluran administratd. La o
concentratie inhalatorie de sevofluran de 2%, burst-suppression ratio atinge valori
aproximativ duble la diabetici vs. control. Aceastd idee este sustinutd de literatura de
specialitate recentd in care studii efectuate pe un model de sobolan db/db au aratat afectarea
eliberdrii de glutamat si a metabolismului glutaminei la nivel cerebral in cazul animalelor cu
diabet (Andersen JV, 2017).

9. Rezultatele acestui studiu au ardtat scdderea amplitudinii burst-urilor la animalele diabetice
comparativ cu controlul la o concentratie anestezicd de 2% pentru electroencefalograma
spontand si de 4%, 6% si 8% pentru electroencefalogama evocatad de stimuli vizuali. Pentru
semnalul spontan inregistrat sub anestezie cu sevofluran in concentratie inhalatorie de 2%,
analiza spectrala cantitativa a aratat scaderea frecventei mediane si a frecventei de varf si
cresterea puterii totale a semnalului si puterii delta pentru animalele din lotul diabetic. Aceste
date sustin suplimentar ideea unei profunzimi anestezice mai mari la diabetici comparativ cu

controlul pentru aceiasi doza de anestezic administrata.
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10. Sobolanii cu diabet zaharat indus cu streptozotocind au o capacitate neuronala scazuta de
generare a burst-urilor. Pentru concentratia de sevofluran maxima testata (8%), frecventa de
aparitie a burst-urilor dupa stimularea vizuald a scdzut mai ales la animalele din lotul

diabetic, acest fapt fiind prezent in contexul supresiei corticale mai mari ce apare la diabetici.

11. Anestezia cu sevofluran in grade diferite de profunzime de la nivel superficial la coma

anestezica si diabetul afecteaza parametrii potentialelor evocate vizual si electroretinogramei.

12. Doze progresiv crescinde de sevofluran determind cresterea timpilor de aparitie a
componentelor potentialului evocat vizual: varfurile N1, P1 si N2 (cresc latenta) in timpul
stimularii vizuale insa de asemenea potenteaza amplitudinea PEV intr-o maniera dependenta
de doza de sevofluran atit la animalele diabetice cat si la cele nediabetice. Rezultatele
obfinute in acest studiu aratd augmentarea neasteptatd a amplitudinii PEV odatda cu
intensificarea profunzimii anestezice cu sevofluran, sugerdnd facilitarca reactivitatii corticale

vizuale la stimulare cu flash-uri luminoase in timpul cresterii profunzimii anestezice.

13. Sevofluranul scade activitatea corticald a creierului prin aparitia pe EEG a pattern-ului
burst-suppression, asa cum se intdmpla cu majoritatea anestezicelor inhalatorii, insa in acelasi

timp faciliteaza raspunsul evocat senzorial al cortexului occipital la stimularea vizuala.

14. Diabetul este un factor stresor adifional sevofluranului pentru functia nervului optic si
transmiterea vizuald, determinand neuropatie optica la 10 saptamani de la inducerea chimica
cu streptozotocina. Acestea au fost demonstrate prin cresterea latentelor undelor componente
ale potentialului evocat vizual: N1, P1 si N2 si prin scaderea amplitudinii N1-P1 cand

valorile au fost comparate cu controlul pentru acelasi nivel anestezic.

15. Latentele undelor componente ale electroretinogramei "a" si "b" cresc la animalele
diabetice si nediabetice, odatd cu cresterea profunzimii anestezice cu sevofluran intr-o
manierd progresivd. Pe de altd parte, odatd cu cresterea concentratiei de sevofluran,

amplitudinea a-b scade.

16. Diabetul scade suplimentar amplitudinea electroretinogramei doar pentru inregistrarile
efectuate sub anestezie foarte profunda cu sevofluran (la concentratii inhalatorii de 6% si 8%)
la 10 saptamani de la inducerea diabetului cu streptozotocind. Latentele electroretinogramei
prezintd o tendintd de crestere la diabetici insd nu pentru toate concentratiile anestezice

analizate.
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17. Potentialele evocate vizual si electroretinograma sunt metode neuroelectrofiziologice de
investigatie utile in evaluarea disfunctiilor determinate de diabet la nivelul retinei si nervului

optic, tinnd insd cont de susceptibilitatea acestora in cazul utilizarii anesteziel.

18. Expunerea la fotostres timp de o ord la 20 000 lux determind scdderea marcatd a
amplitudinii electroretinogramei la 36 h si 14 zile post-fotostres cu aproximativ 50% fata de
valorile inregistrate bazal. Aceasta aratd o susceptibilitate crescutd a sobolanilor albino fata

de expunerea la fotostres.

19. Diabetul este un factor stresor aditional expunerii la fotostres determinand sciderea si mai
puternicd a amplitudinii a-b a electroretinogramei dupd expunerea la fotostres comparativ cu
controlul. Prin urmare modelul prezentat in aceastd tezd de degenerescentd retiniand indusa

de lumind determind o deteriorare severa a retinei la sobolanii diabetici.

20. Preconditionarea anestezica cu sevofluran in concentratie de 2% timp de o ora are efect
protector asupra retinei impotriva leziunilor produse la un model animal de degenerescenta

retiniana indusa de lumina.

21. La animalele diabetice, preconditionarea cu sevofluran 2% inaintea expunerii luminoase
oferd un anumit grad de protectie retiniana impotriva leziunilor produse de fotostres insa

acest efect este diminuat in comparatie cu lotul nediabetic.
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Lista de abrevieri

BSR - burst-supression ratio
EEG — electroencefalograma
ERG — electroretinograma
FM — frecventda mediana
PEV — potential evocat vizual
PF — frecventa de varf

PT — putere totald

SEF — frecventd de margine spectrala,
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