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MODIFICARI NEURO-COMPORTAMENTALE IN DIABETUL ZAHARAT

Incidenta si prevalenta diabetului zaharat la nivel mondial si in Romania

Diabetul zaharat si hiperglicemia sunt cauze importante de morbiditate si mortalitate la
nivel mondial. Conform Federatiei Internationale de Diabet (IDF): “diabetul reprezintd una
dintre urgentele majore ale sanatitii secolului 21 in intreaga lume” *. Tn 2015 prevalenta
diabetului la nivel mondial era de una din 11 persoane adulte, iar prevalenta estimata a tolerantei
alterate la glucoza era de unul din 15 adulti. Aceste estimari sunt asteptate sa creasca, mai ales in
populatia urbana. Acest cresteri vor produce dificultati atat medicale cat si economice, in
conditiile In care deja 12% din cheltuielile globale din sdndtate sunt acordate diabetului. Ca
predictie, in 2040 se considera ca va exista o crestere cu 55% a prevalentei diabetului fatd de
2015 *. Complicatiile apirute la nivel micro si macrovascular asociazi o mortalitate ridicati, a
carei tendinta a fost in continua crestere in ultima decada. IDF estimeaza mortalitatea din 2015 la
5 milioane de persoane *.

Un studiu recent realizat asupra populatiei intre 20 si 70 de ani din Romania arata ca
diabetul este una din problemele majore de sdnatate din sistemul nostru medical, avand o
prevalentd a diabetului de 11.6% si a prediabetului de 16.5% 2

DZ tip 2 reprezinta patologia cea mai fracventa, iar incidenta sa este in crestere datorita
schimbdrilor la nivel social si cultural, cum ar fi imbatranirea populatiei, dezvoltarea economica
si cresterea gradului de urbanism, diete nesinitoase si activitate fizici scizuti. In tarile
dezvoltate 91% din pacientii diabetici au diabet zaharat tip 2. DZ de tip 1 reprezintd patologia
cronicd cea mai frecventa la copii, in 2015 numarul copiilor cu acesta afectiune a depasit
jumitate de milion ', dar tendintele sunt de crestere a prevalentei DZ tip 2 la copii si
adolescen[:i3.

Depresia si anxietatea in diabetul zaharat

Depresia reprezinta o afectiune frecventa si grava, avand o de-a lungul vietii unei
persoane o prevalenta ce variaza intre 11% 1in tarile cu venituri mici si pana la 15% in tarile cu
venituri mari *. Riscul de a dezvolta o problemi de sanitate mentald de-a lungul unei vieti este de
50%, ceea ce are ca rezultat scaderea ratei de angajare, a productivitatii si a salariului >, Depresia
si anxietatea reprezintd a 4-a cauzd, in timp ce diabetul este a 8-a cauzad de “ani de viatd ajustati
cu invaliditate” (disability adjusted life years - DALYS) in tarile dezvoltate ¢

Exista dovezi ale unei prevalente moderat crescute a depresiei la pacientii prediabetici si
la cei cu diabet Inca nediagnosticat, si a unei prevalente foarte crescute la pacientii deja
diagnosticati cu diabet, comparativ cu cei ce au un metabolism normal al glucozei ’. Ratele de
prevalentd ale depresiei pot fi chiar de trei ori mai mari la pacientii cu DZ tip 1 si de doua ori mai
mari la cei cu DZ tip 2 fatd de restul populatiei °.

Anxietatea apare la 40% dintre pacientii cu DZ tip 1 sau 2 ° Prezenta depresiei si
anxietatii la diabetic, Inrautdteste prognosticul diabetului, augumentind non-complianta la
tratament *°, scizand calitatea vietii ' si crescAnd mortalitatea 2.

De asemenea, prezenta depresiei poate fi ea insdsi un factor de risc, crescand cu 60%
sansa de a dezvolta diabet tip 2 *°. Se pare ci existd un mecanism de asociere bidirectionala intre
diabet si depresie, o relatie complexd care probabil Tmpartaseste mecanisme biologice a céror
g}‘gl%legere ar putea sa ofere un tratament mai bun si ar ameliora rezultatele din aceste afectiuni
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Procesele cognitive si memoria in diabetul zaharat

Atat DZ tip 1, cat si DZ tip 2 au fost asociate cu scaderea performantelor cognitive si cu
aparitia unor modificari structurale la nivelul creierului. DZ tip 2 a fost asociat cu o crestere de
50% a riscului de dementa 1817 Tntr-o populatie al carei procent de imbatrénire este in crestere si
in conditiile unei cresteri a prevalentei DZ, complicatiile DZ asupra SNC se estimeazd sa
creasca. Durata DZ si controlul glicemic pot avea roluri importante in aparitia alterarilor
cognitive, dar mecanismul fiziopatologic riméne inci putin cunoscut **’. Devine important si
intelegem mecanismele acestei asocieri, astfel incat sd putem preveni alterarile cognitive, sa
crestem calitatea vietii pacientului si sd scddem cheltuielile sistemului de sandtate.

In ceea ce priveste DZ tip 1, existd studii care au urmarit modificari ale testelor cognitive
la pacienti intre momentul inrolarii in studiu (la o varsta medie de 27 de ani) si 18 ani mai tarziu.
Rezultatele au aratat ca pacientii al caror control metabolic a fost mai slab (Hb Alc > 8.8%) au
avut un declin moderat al vitezei de transmitere motorii si a eficientei psthomotorii comparativ
cu diabeticii mai bine controlati (Hb Alc < 7.4%) 8 De asemenea, complicatiile microvasculare
o cum sunt neuropatia si retinopatia — au fost asociate declinului cognitiv la pacientii cu DZ tip 1

Studiile asupra pacientilor cu DZ tip 2 au aratat ca acestia au rezultate mai slabe decat
subiectii din grupul de control in ceea ce priveste diverse domenii ale cognitiei, cum ar fi: viteza
de procesare a informatiilor, memoria, capacitatea de atentie si functia executiva 20 Afectarea
functiei cognitive in DZ tip 2 a fost asociatd cu cresterea duratei diabetului si cu un control
glicemic deficitar #. Tntr-un studiu ?* care a urmarit 3000 de pacienti cu DZ tip 2 pentru a
determina daca controlul glicemic influenteazd functia cognitivd in timp, pacientii au fost
impartiti aleator in doud grupuri: unul cu un control glicemic strict (Hb Alc < 6%), celalalt grup
cu un control glicemic standard (Hb Alc intre 7 -7.9%). Concluzia studiului a fost ca exista o
relatie invers proportionald intre functia cognitiva si controlul glicemic, masurat ca Hb Alc. Alt
studiu a constat ca in ceeea ce priveste DZ tip 2, diminuarea functiei cognitive la acesti pacienti
se asociaza cu comorbiditati ca hipertensiunea arteriald, dislipidemia si depresia 2,

Diabetul zaharat a fost corelat si cu dementa din boala Alzheimer sau alte boli vasculare
2425 Un studiu pe 20 de ani, arata ca diabetul aparut la adult asociaza un risc de declin cognitiv
cu 19% mai mare fati de subiectii nediabetici “°. Alt studiu a aritat ci DZ tip 2, creste de doud
ori riscul de dementa 2%,

In cele din urma, gradul in care diabetul afecteaza structura si functionalitatea cerebrala
ramane neclar, dar aparitia si progresia deficitelor de memorie au fost puternic corelate cu aceste
modificari.

Retinopatia si neuropatia retiniana diabetica

Latenta de aparitie a retinopatiei diabetice la 10-30 de ani dupa debutul diabetului si
recunoasterea modificarilor neuronale timpurii prin electrofiziologie a dus recent la nevoia unei
reevaludri a proceselor care produc leziunile vasculare si pierderea vederii la persoanele
diabetice. Astazi se considera ca perioada de latentd inainte de aparitia vasculopatiei retiniene din
diabet este, de fapt, o perioada caracterizatd de modificari active de tip neurodegenerativ la
nivelul retinei care au inceput si apara la scurt timp de la instalarea diabetului *® . Multe dintre
modificarile neuronilor de la nivelul retinei si ale celulelor gliale preced aparitia modificarilor
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retiniene observate oftalmoscopic in diabet cu ani sau chiar decade, si definesc neuropatia
retiniana diabetica. Acest nume ajuta in diferentierea fata de modificarile care apar mai tarziu si
sunt recunoscute ca afectare vasculara retiniand in diabet, cum ar fi: pierderea inter%ité‘gii barierei
hematoretiniene, ocluzii retiniene microvasculare si modificari retiniene ischemice “°. Depistarea
neuropatiei retiniene diabetice si initierea unui tratament ar putea imbunatatii prognosticul vizual
la pacientii diabetici pe termen lung.

Cafeina - generalitati

De mai mult de 100 de ani, consumul de cafeina (1,3,7 - trimetilxantina) a fost un subiect
controversat si mereu de actualitate. Se pare ca mai mult de 80% din populatie consuma cafeina
zilnic, sub o forma sau alta, ceea ce o face sa fie cea mai consumata substanta psihostimulatoare
din lume . Cafeina se gaseste In multe produse (cafea, bauturi racoritoare sau ceai, mancare,
suplimente alimentare, medicamente), dar cel mai frecvent, 75%, consumul ei provine din cafea.
Este consumatd in special pentru proprietatile psihoactive si stimulante, indivizii ajustandu-si
singuri consmul de cafeina pentru a obtine efectele dorite si a evita efectele adverse 2,

Cafeina este consumata in doze moderate, avand in populatia SUA 0 estimare de
aproximativ 180 mg/zi %. Consumul depinde de multi factori, cum ar fi vérsta, sexul, mediul
social, statusul nutritional, personalitatea, gradul de culturd si nivelul de obisnuintd. De
asemenea, studii pe gemeni au aratat ca variatia genetica interindividuala este implicatd in
consumul de cafeina si influenteaza modul in care sunt percepute efectele cafeinei. A fost gasita
o puternicd corelatie ereditard, intre 30% si 77%, a comportamentelor ce tin de consumul
cafeinei %°.

Dintre motivele pentru care consumul cafeinei este atat de mare, un studiu din 2015 a
gasit urmatoarele raspunsuri: sentimenul de trezire —awakefulness”- (77%), gust (66%), aspecte
sociale (38%), imbunatatirea capacitatii de concentrare (30%), energizant fizic (26%),
imbunatétirea dispozitiei (18%) si reducerea stresului (9%) 30,

La doze fiziologice cafeina isi realizeaza actinunile asupra SNC prin antagonismul direct
sau indirect al receptorilor de adenozina, desi la doze foarte mari cafeina poate fi un inhibitor
neselectiv de fosfodiesteraza **. Adenozina este un neuromodulator in SNC, cu propietiti de tip
sedativ. Au fost identificate patru subtipuri (Al, A2A, A2B, A3) de receptori de adenozina
cuplati cu proteine G. Desi contributia fiecdrui tip nu a fost stabilitd cu exactitate, la nivel
cerebral receptorii Al si A2A sunt responsabili pentru efectele neuro-comportamentale ale
cafeinei *.

Receptorii de adenozind Al sunt localizati in toate zonele creierului, avand o densitate
mai mare in hipocamp, cortex cerebelos si cerebral, si in anumiti nuclei talamici *. La nivelul
nucleului accumbens si nucleului caudat - putamen gasindu-se in numar moderat.

Receptorii de adenozind A2A sunt concentrati In zonele bogate In dopamina ale
creierului: corpul striat, nucleul acumbens si tuberculii olfactivi >*. Alte zone n care s-au
evidentiat concentratii medii de receptori A2A sunt cortexul, amigdala, hipocampul,
hipotalamusul, talamusul si cerebelul *°.
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1. Scopul lucrarii

DZ este una dintre patologiile cele mai frecvente atat in Romania, cat si in lume, asociind
un numar mare de complicatii. Modificarile de comportament asociate DZ au fost mai putin
studiate si recunoscute ca o comorbiditate, desi prezenta lor poate scadea semnificativ calitatea
vietii pacientului diabetic si chiar aderenta la tratament. In acelasi timp, cafeina este substanta cu
propietati psihoactive cea mai folosita la nivel mondial.

Lucrarea reprezinta un studiu pe animale de laborator (sobolani adulti Wistar carora li s-a
indus DZ), care a Incercat sa urmareasca cateva aspecte ale comportamentului in DZ si afectarea
nervoasd centrald care poate surveni in aceasta afectiune. De asemenea, am evaluat efectele
administrarii cronice de cafeina, intr-un model care a incercat sa se apropie cat mai mult de
consumul uman. Pentru aceasta am impartit experimentele urmarind trei directii:

1. comportamentul locomotor;

2. comportamentul anxios, depresiv si cognitiv (memoria de scurta, respectiv lunga duratd);
3. neuropatia diabetica centrald (modificarile potentialelor evocate vizuale).

Lucrarea de fata este una din putinele care studiaza efectele neuro-comportamentale ale
administrarii cronice de cafeind in DZ. Ea constituie unul dintre primii pasi pentru intelegerea
modificarilor neuro-comportamentale in DZ si al efectelor cafeinei in aceasta patologie.

Studiul doctoral s-a desfasurat in perioada 2012-2016 in cadrul Disciplinei de Fiziologie
si Neurostiinte Fundamentale de la Universitatea de Medicind si Farmacie “Carol Davila”
Bucuresti. S-a folosit numdrul minim de animale necesar, acestea provenind din biobaza
Universitatii.

Aceastd lucrare a fost partial sprijinita de catre Programul Operational Sectorial
Dezvoltarea Resurselor Umane (POSDRU), finantat din Fondul Social European si de catre
Guvernul Romaniei prin contractul nr. POSDRU 141531. O parte din studiu a fost finantata
printr-o bursa doctorald de cercetare in cadrul Proiectului “Tineri Cercetatori”’, numarul
28482/2012.

2. Efectele cafeinei asupra activitatii locomotorii la sobolanii cu
diabet indus de streptozotocina

2.1 Scopul studiului

DZ este una dintre cele mai raspandite boli ale sec. XXI, cu o incidentd in continua
crestere, care afecteaza intreaga populatic umana. In momentul acesta se considera ca un adult
din 11 are DZ *. DZ se manifesta prin hiperglicemie cauzata de deficitul de insulina sau / si de
rezistenta crescuta a receptorilor specifici la actiunea insulinei. Pe langa statusul hiperglicemic,
diabetul produce modificari structurale in creier *°, iar pacientii prezintd variate consecinte
neurologice, cum ar fi neuropatia periferica si cresterea riscului de dementa *’. La pacientii cu
boala Parkinson, DZ induce agravarea patologiei * si poate fi implicat in aparitia instabilitatii
posturale si dificultatea mersului *. De asemenea, DZ exacerbeaza atrofia cerebrala si declinul
functiilor cognitive la acesti pacienti *.

Necesitatea de a dezvolta noi strategii in combaterea disfunctiilor locomotorii a adus in
atentie cafeina — cea mai folosita substanta psihoactiva la nivel mondial. Cafeina actioneaza prin
blocarea receptorilor adenozinici Al si A2A. Adenozina este implicatd in functiile locomotorii

5
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! Receptorii Al sunt co-localizati cu receptorii dopaminergici D1, iar receptorii A2A sunt co-
localizati $i comunica cu receptorii dopaminergici D2 *2. Cafeina poate avea valoare terapeutica
datorita capacitatii sale de a interactiona cu receptorii dopamiergici, modificAnd transmiterea
semnalului la neuronii striati. De asemenea, s-a Sugerat ca actioneaza ca agent neuroprotector
prin compensarea efectelor datorate pierderii neuronilor dopaminergici **. Cafeina are un efect
bifazic: in doze mici creste activitatea locomotorie **, in timp ce dozele mari produc
disfunctionalitate neuromotorie la rozitoare **,

Scopul acestui studiu a fost sa investigheze legatura dintre DZ si activitatea locomotorie
la animale de laborator cu DZ indus de streptozotocina si posibilele efecte ale cafeinei in aceasta
situatie.

2.2 Materiale si metode

Experimentele s-au efectuat folosind sobolani masculi Wistar albino, cu greutate 300-350
g la inceputul experimentului, ajunsi la varsta de 3-4 luni. Toate animalele au fost tinute in
conditii standard de iluminare ( cicluri de 12 ore lumina /intuneric), in custi transparente de
plastic, la o temperatura constanta de 22° + 2° C, avand acces liber la hrana si apd. Animalele au
fost furnizate de biobaza Universitdtii de Medicina si Farmacie ”Carol Davila”, Bucuresti. Toate
procedurile asupra animalelor au fost efectuate cu aprobarea Comitetului local de Etica, in acord
cu Directiva 86/609/EEC a Consiliului European privind protectia animalelor folosite in scop
stiintific.

2.2.1 Inducerea Diabetului

Pentru inducerea diabetului am folosit unul dintre modelele animale cu diabet zaharat
care se obtine prin administrarea streptozotocinei, aceasta avand un efect distructiv asupra
celulelor Beta-pancreatice, mimand diabetul tip 1 *.

Diabetul a fost indus printr-o singura injectie intraperitoneala cu streptozotocind (STZ —
Sigma Aldrich) in doza de 50mg/kg corp, diluata in solutie salina 0,9%. Sobolanii de aceeasi
varstd din grupul control au fost injectati cu echivalent de solutie salind 0,9%. Esantioane de
sange din vena cozii au fost recoltate la 7 zile dupa injectarea STZ / solutiei saline. Sobolanii cu
0 glicemie > 250 mg/dl au fost considerati diabetici si inclusi in studiu. Soboloanii cu glicemia
>600 mg/dl au fost eliminati datoritd unei afectari biologice marcante, cu potential de viata
scizut, care nu ar asigura supravietuirea pe termen lung. Tn final 19 animale au fost incluse in
studiu: 9 in grupul de control si 10 in grupul cu DZ.

2.2.2 Administrarea Cafeinei

Cafeina (1,3,7-trimetilxantind) a fost administrata oral timp de 2 saptimani, dizolvata in
apa (20mg/kg corp/zi). Administrarea a inceput in ziua urmatoare celei in care am realizat
ultimul test de comportament, la ambele grupe de animale, fiind administrata cronic in grupul cu
DZ (N=5) si in grupul de control (N=5).

2.2.3 Open field test

La sase saptamani dupd injectarea streptozotocinei, activitatea locomotorie a sobolanilor
a fost evaluatd cu testul “Open Field” (OFT), urmarind metodologia descriesa in “Current
Protocols in Neuroscience, 2003”. Animalele au fost aduse cu o saptdimand inainte de teste In
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camera de studiu pentru acomodare. Toate testarile au fost facute in acelasi interval orar, intre
8:00 - 12:00 si intre 14:00 — 17:00, pentru a reduce modificarile induse de ritmul circadian. Toate
testele de comportament au fost repetate dupa 2 saptamani de administrare zilnica a cafeinei.

Pentru a efectua OFT, animalul a fost plasat 10 minute intr-o incinta (40 X 40 cm, cu
pereti de 40 cm indltime) supravegheatd cu o camerd video plasatd deasupra ei. Activitatea
motorie a fost evaluatd masurand distanta totald parcursd de animal (cm), timpul de miscare (s),
viteza (cm/s), timpul petrecut in zona centrald a arenei (definitad ca aria delimitatd virtual la 10
cm de fiecare perete) si numarul de intrdri in aria centrald. Suprafetele arenei au fost negre pentru
a permite identificarea automata a animalului prin contrastul alb-negru.

A fost folosit sistemul de urmadrire si inregistrare video “Noldus Ethovision XT 5” pentru
achizitia datelor si analiza automata a comportamentului, respectiv a miscarii animalului.
Rezultatele au fost analizate folosind SPSS 22.0.

2.3 Rezultate

Dupa o saptamana de la administrarea STZ, nivelul mediu al glicemiei a crescut la 455.50
+ 90.30 mg/dl, de la 101.35 + 6.20 mg/dl (p<0.001). Dupa 6 saptamani de la STZ, sobolanii din
grupul cu DZ au avut o glicemie medie de 517.40 + 76.96 mg/dl. Cafeina nu a modificat valorile
glicemiei dupa 2 sdptamani de administrare zilnica: glicemia medie la sobolanii diabetici tratati
cu cafeina a fost 523.30 + 75.71 mg/dl. La lotul de control, valorile glicemice nu au diferit:
103.60 + 8.77 mg/dl la o sdptdmana dupa administrarea solutiei saline si 102 = 5.63 mg/dl dupa 6
saptamani. Dupa 2 saptamani de administrare zilnica a cafeinei valoarea medie a glicemiei a fost
99.60 + 7.65 mg/dl in lotul control.

La testul Open Field am comparat distanta totala parcursa, timpul de mobilitate, timpul
petrecut de animal in centru si numarul de intrdri in aria centrald. Am constatat o reducere
semnificativa a perioadei de mobilitate si a distantei totale parcurse, intre grupul cu DZ si grupul
de control. Sobolanii din grupul de control au petrecut mai mult timp miscandu-se decét cei
diabetici (n1=9, n2=10, timpul mediu de miscare la grupul de control = 179,96 + 78,28 s, timpul
mediu de miscare la grupul diabetic = 93,90 + 45,29s, 1(17)=2.975, p=0.008, 95%CI1=[25.023,
147.097s]) si au parcurs o distantd mult mai mare (n1=9, n2=10, distanta totald parcursa la
grupul control = 1244.11 + 423.86 cm, distanta totalda parcursd la grupul diabetic = 743.96 +
264.39 cm, t(17)=3.122, p=0.006, 95%CI=[162.17, 838.12cm]).

Nu au existat diferente Intre numarul de intrari in aria centrala (Z=53.5, n1=9, n2=10,
p=0.497) sau in durata de timp petrecuta in centrul arenei OFT (Z=50.5, n1=9, n2=10, p=0.661)
intre grupul control si cel diabetic .

Timpul de imobilitate al sobolanilor diabetici a fost semnificativ mai mare decat a celor
din grupul control (n1=9, n2=10, timpul mediu de imobilitate la grupul de control = 421.21 +
79,69 s, timpul mediu de imobilitate la grupul diabetic = 506,46 + 45,06 s, p=0.009).

In ceea ce priveste numirul defecatiilor, sobolanii diabetici au avut mai multe defecatii
decét grupul control (numarul mediu de defecatii in grupul control = 2, IQR=1, numarul mediu
de defecatii in grupul diabetic = 5, IQR=2, Z=11.5, n1=10, n2=9, p=0.004).

Dupa administrarea cafeinei, sobolanii din grupul de control au fost mai putin mobili
decét Tnainte (Z=-2.023, n=5, p=0.043, timpul mediu de miscare inainte de cafeind = 156.48s,
IQR=67.16 s, iar dupa cafeind = 62.8 s, IQR=60.56 s), remarcandu-se si o reducere a distantei
totale parcurse (Fig 1). Nu au fost observate diferente intre parametrii masurati la grupul diabetic
inainte si dupa administrarea cafeinei. Totusi, dupd administrarea cafeinei nu au mai aparut
diferente privind mobilitatea si distanta parcursa Intre grupul diabetic si cel de control (Fig 1).
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Fig 1. Boxplot al distantei totale parcurse parcursa dupa administrarea de
(cm) la OFT in fiecare grup, inainte si dupa cafeina=393.99cm, IQR=364.15).

2.4 Discutii

In prezentul studiu am investigat activitatea locomotorie la sobolanii adulti Wistar cu
diabet zaharat si influenta cafeinei in doza moderata administratd cronic asupra acesteia.
Rezultatele studiului aratd ca diabetul zaharat descreste activitatea locomotorie, iar expunerea
cronicd la cafeina afecteaza activitatea locomotorie la sobolanii din grupul control, dar nu si la
cei diabetici.

Evaluarea activitatii locomotorii se face frecvent folosind testul “open field” 4448 Tn timp
ce majoritatea experimentelor pe rozatoare au folosit cafeina in administrare acutd, noi am
administrat-o cronic pentru a ne apropia mai mult de modelul uman de consum. Oamenii
consumi cafeind in mod cronic, divizat de-a lungul zilei *’. Datorita diferentelor in metabolizarea
cafeinei intre oameni si sobolani, o doza de 10mg/kg corp administratd la sobolani este
comparabila cu aproximativ 250 mg cafeind la o persoana de 70kg — reprezentand 2-3 cesti de
cafea pe zi *'. Noi am folosit o dozi moderati de cafeind, comparabild cu consumul uman,
masurat de Frary si colab. la 160 — 336 mg/zi la adultii din SUA *®.

Studiile asupra activitatii locomotorii dupd administrarea cafeinei au remarcat un efect
bifazic in relatie cu marimea dozei. La rozdtoarele adulte, dupa administrarea unor doze mici-
medii, cafeina a crescut activitatea locomotorie *, in timp ce dupd doze mari activitatea
locomotorie a fost diminuatd *. Mai mult, Marin si colab. au aratat ci existd diferente produse
nu doar de doza administratd, dar si ca existd diferente intre raspunsul sobolanilor Wistar adulti
sau adolescenti *°. in studiul de fatd, cafeina administratd cronic in dozi moderati a produs un
efect inhibitor asupra activitatii locomotorii la sobolanii din grupul de control, comparabil cu
dozele mari administrate acut *“.

Cafeina are o actiune in primul rand antagonica pe receptorii de adenozina Al si A2A.
Acesti receptori leagd cafeina la concentratii joase *’. Actiunea stimulanti a cafeinei a fost pusi
in relatie cu efectul ei asupra receptorilor A2A *!, deoarece la soarecii modificati genetic fira
receptori A2A (A2A receptor knockout mice) s-a constatat reducerea activitatii locomotorii *°. S-
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a sugerat ca activitatea locomotorie scazutd indusa de cafeind este o consecinta a antagonismului
receptorilor Al °°: receptorii Al ar putea fi blocati de dozele mari de cafeina sau ei ar putea si
contracareze efectul indus de blocarea receptorilor A2A. Cu toate acestea, Halldner si colab.,
dupa studierea soarecilor carora le lipsesc receptorii Al sau/si A2A — considerda ca efectul
inhibitor al cafeinei la doze mari este independent de acesti receptori >*. Tn timp ce receptorii
A2A se gasesc in special in substanta striatd °% o regiune a creierului bogatd in dopamina,
receptorii Al sunt frecventi in diferite zone cerebrale, mai ales in hipocamp, cortex, ganglioni
bazali si cerebel *. Studiile la soareci au aratat ca ingestia cronica de cafeind a produs o crestere
semnificativa a receg)torilor Al 1n neuronii corticali, In timp ce densitatea receptorilor A2A a
ramas nemodificata >*°*. Cresterea numadrului de receptori Al poate explica scaderea locomotiei
pe care am observat-o la lotul de control dupa administrare cronica de cafeina.

Tn acord cu alte studii, am constatat o activitate motorie alterata la sobolanii diabetici *.
Totusi, dupad administrarea cafeinei locomotia s-a redus numai in grupul de control, nu si in cel
diabetic, sugerand ca in creierul diabetic existd modificari ale receptorilor. Hiperglicemia cronica
indusa de streptozotocind la sobolanii diabetici modificd metabolismul hipocampului > avand
drept consecinta cresterea numarului de receptori A2 in aceastd zona si scdderea numarului de
receptori Al °’. Pe de altd parte, nu am gsit studii care si urmireasca posibile modificari ale
receptorilor adenozinici in substanta striata la rozatoarele diabetice. Studiile asupra creierului
supus unor noxe cronice au evidentiat un raport alterat intre receptorii Al si A2A — stimulii
stresanti provocénd cresterea densitatii receptorilor Al si scaderea densitatii receptorilor A2A %8
Avand in vedere modificdrile adaptative ale receptorilor adenozinici localizati in hipocampul
sobolanilor diabetici si dereglarile produse de stimulii stresanti asupra intregului creier — putem
extinde aceste rezultate la sobolanii cu diabet indus de streptozotocind si putem oferi o posibila
explicatie pentru activitatea locomotorie observatda in studiul nostru. Exista posibilitatea ca
reducerea numarului de receptori Al la sobolanii cu DZ sa nu fie contrabalansatd de cresterea
numarului acestor receptori dupa administrarea cronica a cafeinei, iar densitatea receptorilor
A2A sd ramana crescutd la cei cu DZ si nemodificata dupa expunerea cronica la cafeina.

2.5 Concluzii

Diabetul produce modificari morfologice si functionale in sistemul nervos central,
scazand mobilitatea si activitatea locomotorie. Doze mici-medii de cafeind Imbunatatesc sau cel
putin mentin activitatea locomotorie, oferind un sprijin neuroprotector sobolanului diabetic. In
lumina cercetdrilor anterioare, rezultatele studiului nostru sugereaza cafeina ca blocant al unui
numar crescut de receptori A2A in diferite regiuni ale creierului animalului diabetic. Studii
viitorare ar trebui sa vizeze administrarea de diferite doze de cafeina la sobolanii diabetici in
incercarea de a vedea daca efectul bifazic observat la sobolanii din grupul control apare si la cei
diabetici. Urmatorii pasi in intelegerea mai buna a creierului diabetic si a interactiunii cafeina-
diabet ar fi evaluarea modificarilor balantei receptorilor A1 — A2A la modelele animale cu
diabet.
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3. Efectele administrarii cronice de cafeina asupra modificarilor
comportamentale la sobolanii cu diabet indus de streptozotocina

3.1 Scopul studiului

Depresia apare frecvent ca o comorbidite in bolile cronice, dar prevalenta sa este de doua
ori mai mare la pacientii cu DZ tip 2 si de trei ori mai mare la cei cu DZ tip 1 in comparatie cu
populatia generald *°. De asemenea, a fost raportata si o crestere a anxietatii la pacientii diabetici
" Drept consecinti, depresia si anxietatea inrautatesc prognosticul diabetului la aceasta
categorie de pacienti, in timp ce calitatea vietii si functionarea globald a organismului acestora
este in scadere °!. Desi este recunoscut ca diabetul produce modificari structurale la nivel
cerebral % asoceirea dintre depresie si diabet rdmane incd neinteleasd, existand posibile
mecanisme etiopatogenice comune care ar putea-o explica ®. Studii recente arati cd asocierea
dintre depresie si diabet creste riscul de neuropatie ®  nefropatie, retinopatie si boli
macrovasculare ®. Un declin progresiv al functiei cognitive, incepand in special cu deteriorarea
memoriei, este crescut la pacientii diabetici sau la cei ce au metabolismul glucozei modificat ®.

Cafeina este una din cele mai utilizate substante psihoactive in intreaga lume, fiind un
antagonist neselectiv al receptorilor de adenozina A2A si Al. Existd dovezi ca aportul de cafeina
in dozd micd reduce anxietatea si depresia la oameni, in timp ce dozele mari exacerbeaza
anxietatea °’. Adenozina pare si fie implicatd in procesele cognitive de memorie si Invatare:
studii epidemiologice au ardtat cd utilizarea regulatd a cafeinei de catre oameni asociaza o
degradeare mai mica a functiei cognitive cu varsta, cat si la pacientii cu boald Alzheimer %8,
Adenozina si substantele care actioneaza pe receptorii sai ar putea reprezenta o noud strategie in
controlul degradarii memoriei din bolile neuropsihiatrice %8,

Consumul de cafeind este asociat cu un risc mai mic de diabet ®, iar studii pe sobolani
;ioiabetici au aratat cd doze crescute de cafeina scad glicemia si Tmbunatatesc toleranta la glucoza

Avand in vedere faptul ca literatura de specialitate ofera informatii contradictorii asupra
relatiei diabet — depresie, scopul acestui studiu a fost sa evalueze modificarile comportamentale
care pot sd apara la sobolanii cu diabet indus de streptozotocind si totodatd sa urmareasca
efectele cafeinei asupra comportamentului Tn acest model animal.

3.2 Materiale si metode

Experimentele au fost realizate folosind sobolani Wistar albino, masculi, in varsta de 3-4
luni, avand o greutate de 300-350 g la inceputul experimentelor. Toate animalele au fost tinute in
conditii standard de iluminare (un ciclu de zi/noapte de 12 ore), in custi transparente.
Temperatura mediului a fost mentinuta constanta (22° = 2° C), iar animalele au avut acces liber
la hrand si apa. Animalele au provenit din biobaza Universiatii de Medicind si Farmacie ”Carol
Davila”, Bucuresti. Toate procedurile asupra animalelor au fost efectuate cu aprobarea
Comitetului local de Etica, in acord cu Directiva 86/609/EEC a Consiliului European privind
protectia animalelor folosite in scop stiintific.

3.2.1 Inducerea Diabetului

Ca si In experimentul descris anterior, diabetul a fost indus printr-o singurd injectie
intraperitoneald cu streptozotocina (STZ — Sigma Aldrich) in doza de 50mg/kg corp, diluata in
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solutie salind 0,9%. Sobolanii de aceeasi varsta din grupul control au fost injectati cu echivalent
de solutie salind 0,9%. Esantioane de sidnge din vena cozii au fost recoltate la 7 zile dupa
injectarea STZ / solutiei saline. Sobolanii cu o glicemie > 250 mg/dl au fost considerati diabetici
si inclusi in studiu. Soboloanii cu glicemia > 600 mg/dl au fost eliminati datoritd unei afectari
biologice marcante, cu potential de viata scazut, care nu ar asigura supravietuirea pe termen lung.
In final 19 animale au fost incluse in studiu: 9 in grupul de control si 10 in grupul cu DZ.

3.2.2 Administrarea cronica a cafeinei

Am folosit un model de administrare cronica, care sa se apropie cat mai mult de modelul
uman. Astfel, am preferat administrarea pe cale orala, in apa de baut. Sobolanii au primit cafeina
(1,3,7-trimetilxantind) oral timp de 2 saptamani, dizolvata in apa. Cantitatea de cafeinad
administratd a fost de 20 mg/kg corp/zi. Pentru a putea dizolva cafeina, s-a monitorizat cantitatea
de apa bautd de fiecare sobolan in parte cu o saptamand inainte de inceperea administrarii.
Administrarea cafeinei a nceput in ziua urmatoare celei in care am realizat ultimele teste
comportamentale, la ambele grupe de animale. Cafeina a fost administrata la 5 sobolani diabetici
si la 5 sobolani din grupul control.

3.2.3 Testele comportamentale

La sase sdptamani dupd administarea streptozotocinei s-au efectuat testele care urmaresc
diferite aspecte ale comportamentului:
i.  comportamentul anxios a fost evaluat folosind testul labirintului suspendat
(Elevated Plus Maze - EPM)
ii.  comportamentul depresiv a fost evaluat folosind testul inotului fortat (Forced
Swimmin Test — FST)
iii.  memoria de scurtd si cea de lunga duratd au fost evaluate folosind testul de
recunoastere al obiectului nou (Novel Object Recognition Test - NOR)

Animalele au fost aduse cu o sdptdmana Inainte de inceperea testelor in camera de studiu,
pentru a se acomoda cu noul spatiu. Toate testarile au fost faicute in acelasi interval orar, intre
8:00 - 12:00 si intre 14:00 — 17:00, pentru a reduce modificarile induse de ritmul circadian. Toate
testele de comportament au fost repetate dupa 2 saptamani de administrare zilnicad a cafeinei.
Dupa fiecare test, suprafetele labirintelor unde au avut loc testele (OFT, EPM, NOR) au fost
sterse cu etanol 70% pentru a indeparta mirosul lasat de fiecare animal, pentru a nu influenta
comportamentul animalului ce urma sa fie testat.

A fost folosit sistemul de urmarire si inregistrare video “Noldus Ethovision XT 5 pentru
achizitia datelor si analiza lor automata. Inainte de analiza automat, datele au fost verificate, iar
erorile indepartate. Rezultatele au fost analizate folosind SPSS 22.0

3.2.3.1 Testul "Elevated plus maze” (EPM)

Testul EPM (labirintului suspendat) este folosit frecvent pentru a aprecia comportamentul
anxios al rozatoarelor. Testul a fost validat pentru stabilirea efectelor anxiolitice ai diversilor
agenti farmacologici, cat si pentru a defini regiuni ale creierului si mecanisme care sunt implicate
in comportamentele legate de anxietate .

Testul EPM a constat dintr-un labirint de culoare neagra cu patru brate incrucusate,
situate la 50 cm deasupra podelei. Lungimea fiecdrui brat a fost de 50 cm, iar latimea de 10 cm.
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Doua dintre brate — numite brate inchise — aveau pereti laterali de 40 cm indltime, celelalte doua
erau brate deschise. Sobolanul era plasat la inceputul testului la intersectia celor patru brate, cu
fata orientatd spre unul din bratele deschise (intotdeauna spre acelasi brat) si cu spatele spre
examinator. Sistemul de inregistrare a fost pornit, iar animalul a fost lasat sa exploreze labirintul
timp de 5 minute. In rara circumstanti in care sobolanul a cizut de pe bratul deschis, acesta a fost
plasat de examinator imedidat inapoi pe acelasi brat. Urmatorii parametrii au fost ulterior
evaluati: distanta totald parcursa (cm), timpul petrecut in bratele deschise / inchise (s), numarul
de intrari in bratele deschise / inchise si numarul de defecatii. Cresterea activitatii in bratele
deschise, atat timpul petrecut, cat si numarul de intréri, reflectd un comportament mai putin
anxios .

Achizitia datelor a inceput imediat dupd ce sobolanul a fost pus in labirint, astfel incat
comportamentul fiecarui animal a putut fi Tnregistrat exact 5 minute. Sistemul Noldus a fost setat
sa inregistreze automat numadrul de intrari intr-un brat deschis cand toate cele patru ldbute ale
animalului se aflau in bratul deschis. Experimentatorul a rdmas in liniste in aceeasi incapere.

3.2.3.2 Testul "Forced Swimming Test” (FST)

Testul FST (inotului fortat) este unul din testele de comportament cele mai utilizate
pentru screeningul actiunii medicatiei antidepresive. Pusi sa Inoate, si lasati in aceasta conditie
din care nu au scapare, in cele din urma animalele adopta o pozitie imobild. Cu cat timpul de
imobilitate este mai lung, cu atét se considera ca animalul are un comportament depresiv.

Pentru urmarirea eventualului comportament depresiv a fost utilizat testul FST descris de
Porsolt si modificat pentru sobolan 2 Sobolanul a fost pus intr-un cilindru de sticla de 45 cm
indltime si 30 cm in diametru. Nivelul apei a fost de aproximativ 30 cm indltime, in asa fel incét
sobolanul sd poata 1nota fard sa atingd fundul bazinului. Temperatura apei a fost constanta intre
23-26 °C. Apa din bazin a fost schimbatd la fiecare doi sobolani. Toate animalele au fost
preconditionate cu 24 de ore inaintea evaudrii, timp de 5 minute, pentru a Invéta cd nu pot scipa
din cilindrul respectiv. Dupa fiecare experiment, sobolanul a fost sters cu hartie si lasat sa se
usuce intr-o cutie deasupra careia se afla o lampa.

Testul a durat 300 s, timp n care s-a evaluat statusul de mobilitate/imobilitate al
animalului. S-a folosit atat o evaluare automata, cat si o evaluare facutd separat de un evaluator
antrenat si ”’blind” din punct de vedere al sobolanilor testati, care a notat timpul de mobilitate
(urmdrind fenomenele de "swimming” — inotul animalului prin cilindru, fara sa atinga peretii - si
pe cele de”’climbing” — tentativele de catarare cu labele din fata pe peretii cilindrului) si pe cel de
imobilitate (miscarile minime pentru a pluti cu capul la suprafata apei). Deoarece a aparut
inconstant, numarul de scufundari nu a fost inregistrat. in evaluarea sa, observatorul a apreciat
comportamentul sobolanului la fiecare 5 secunde pe toata durata testului, folosind protocolul
descries de Detke si colab "

3.2.3.3 Testul "Novel Object Recognition” (NOR)

Testu NOR (recunoasterii unui nou obiect) evalueazd memoria rozatoarelor, bazandu-se
pe faptul ca un obiect deja cunoscut va incita mai putin interesul animalului, decat un obiect nou
" Folosind testul NOR am evaluat memoria de lucru a sobolanului adult. Testul a fost impartit
in doua parti, fiecare avand o duratd de 4 minute. Atunci cdnd am urmarit memoria de scurtd
duratd, distanta intre cele doud parti a fost de 5 minute. Cand am urmarit memoria de lunga
duratd, distanta intre cele doud parti a fost de 24 de ore. Cu o zi Tnainte de test, sobolanul a fost
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preconditionat, fiind lasat liber pentru 10 minute in arend fard nici un obiect pentru a se obisnui
Cu aceasta.

In prima parte a testului, denumiti si fazi de familiarizare, sobolanul a fost lisat si
exploreze si sa se familiarizeze cu o arend inchisa (ca cea de la OFT), cu pereti negri (40/40/40
cm), unde au fost lisate doud obiecte. In a doua parte a testului, denumitd si fazi de testare,
sobolanul a fost pus inapoi in respectiva arena impreund cu unul dintre obiectele vechi si cu un
alt obiect nou, necunoscut. Am masurat timpul pe care animalul 1-a petrecut explorand fiecare
obiect (cu obiectul vechi si cu cel nou). Zona de explorare a unui obiect a fost considerata in aria
limitatda la 2.5 cm distanta de obiectul respectiv. Dacd memoria de lucru a animalului
functioneazd normal, atunci, in a doua parte a testului, timpul petrecut explorand obiectul nou ar
trebui sa fie semnificativ mai lung, obiectul vechi fiind usor recunoscut.

3.3 Rezultate

3.3.1 Sobolanii diabetici comparativ cu sobolanii non-diabetici

Nivelul glucozei plasmatice a crescut la toti sobolanii diabetici dupa injectarea de
streptozotocind, cu o valoare medie a glicemiei de 455.50 £ 90.30 mg / dl, dupa o sdptamana de
la inducerea diabetului si 517.40 + 76.96 mg / dl dupa 6 saptaméani (p<0.001). Glicemia medie Tn
lotul sobolanilor control nu a diferit pe durata studiului (media glicemiei la sobolanii de control a
fost de 113.60 £+ 8,77 mg / dl dupa o sdaptamana de la injectarea vehiculului, 102 + 5,63 mg / dl
dupa 6 saptamani).

Greutatea sobolanilor a fost determinatd la inceputul studiului (inainte de injectia cu STZ
/ placebo), la 6 saptdmani de la administrarea de STZ / placebo si apoi - spre sfarsitul studiului -
la 2 saptamani de administrare cronica de cafeina. Greutatea sobolanilor din grupul diabetic a
scazut semnificativ dupa inducerea diabetului (p<0.001). Greutatea in grupul control a crescut cu
aproximativ 24% la 6 saptdmani, fatd de momentul initial (p<0.001).

La testul EPM au fost masurate intrarile pe bratele inchise, intrarile pe bratele deschise si
durata de timp petrecutd pe bratele deschise, precum si numdrul de defecatii. Sobolanii din
grupul control au avut mult mai multe intrari atat in bratele deschise (in grupul de control,
numarul mediu de intrari pe bratele deschise = 3, inter-quartile-range (IQR) = 5,5, iar in grupul
cu diabet numarul mediu de intrarile pe bratele deschise = 1, IQR =3, Z=65,5,n1 =10, n2 =9,
p = 0,047 (one-sided)), cat si in bratele inchise (in grupul de control, numarul mediu de intrari pe
bratele inchise = 6, IQR = 20, in grupul cu diabet zaharat numarul mediu de intrari pe bratele
inchise =2, IQR =4,25,Z2=72,5,n1 =10, n2 =9, p = 0,022).

Mai mult decat atat, la testul EPM, au existat diferente intre mobilitatea sobolanilor din
cele doud grupuri (p = 0,022, Z = 73, valoarea mediand a timpului de mobilitate in grupul control
=108.32 s, IQR = 103.36, valoarea mediana a timpului de mobilitate In grupul diabetic = 52,96
s, IQR = 24,82) . Diferentele, atat dintre numarul de intrari in bratele inchise, cat si in cele
deschise, au ramas dupa ajustarea in functie de starea de mobilitate (analiza ANCOVA — intrarile
in bratele Inchise F (1) =21.214, p <0.001, analiza ANCOV A-intrarile in bratele deschise F (1) =
9.407, p = 0.007).

De asemenea, diferentele de mobilitate intre cele doud grupuri pot fi caracterizate si
printr-o distanta totala parcursa de catre grupul control, mai mare decat cea a grupului diabetic
(p=0.018, n1=9, n2=10, distanta medie parcursa de grupul control = 931.74 + 482.21 cm,
distanta medie parcursd de grupul diabetic = 480.79 + 244.66 cm ).
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Nu au existat diferente semnificative in timpul petrecut in bratele deschise adaptat la
starea de mobilitate (analiza ANCOVA F (1) = 0,127, p = 0,726, 95% CI = [1.107,14.890] in
grupul cu diabet zaharat, respectiv, 95% CI = [2.497,17.150] in grupul de control).

FST nu a prezentat diferente semnificative intre cele doud grupuri in ceea ce priveste
timpul de mobilitate. Testul NOR nu a evidentiat diferente intre grupul de control si cel cu diabet
pentru memoria pe termen scurt. Cu toate acestea, la testul de memorie pe termen lung, sobolanii
din grupul de control au petrecut mai mult timp la obiectul nou decat sobolanii diabetici (timpul
median in grupul diabetic = 1,4 s, IQR = 4,42, timpul median in grupul de control =76 s, IQR =
13.76 ,Z =71,n1 =10, n2 = 9, p = 0,032). Tn grupul cu diabet, timpul petrecut la obiectul nou a
fost mai scurt decat cel petrecut la obiectul vechi (timpul mediu petrecut la obiectului nou = 1,4
s, IQR = 4,42, timpul mediu petrecut la obiectul vechi = 10,32 s, IQR = 41.28, Z = 43, p =
0,015).

3.3.2 Sobolanii diabetici si non-diabetici dupa administrarea de cafeina

Dupa primele teste de comportament, la 10 dintre sobolani a fost administratd pe cale
orala cafeind in apa de baut (5 sobolani de control, 5 sobolani diabetici). Toate testele
comportamentale au fost repetate dupa 2 saptamani de la administrarea de cafeind asa cum este
descris mai sus 1in sectiunea materiale si metode. Rezultatele au fost analizate comparativ,
folosind Mann-Whitney U si Wilcoxon’s W, cu scopul de a evalua modificarile induse de
administrarea de cafeinad si capacitatea de reactie a sobolanilor din diferitele grupuri.

Cu o saptamana inaintea inceperii administrarii de cafeind s-a monitorizat consumul
zilnic de apa al sobolanilor pentru a stabili in ce cantitate de apa vom dizolva doza de cafeina. S-
a observat un consum de aproximativ 4 — 5 ori mai mare la sobolanul diabetic, fatd de cel control
(p<0.001).

Administrarea de cafeina nu a modificat valorile glicemiei, nici in grupul de control, nici
in cel cu sobolani diabetici (glicemia medie la sobolanii diabetici a fost de 523.30 + 75.71 mg/dl,
glicemia medie la sobolanii martor a fost 99,60 + 7,65 mg / dl dupa 2 saptamani de administrare
cronica de cafeind) .

La sobolanii diabetici, declinul ponderal aparut in urma inducerii diabetului nu a fost
influentat de administrarea cafeinei (p<0.001). La lotul control greutatea sobolanilor a ajuns sa
fie cu 31% mai mare fatd de momentul inceperii studiului (p<0.001). Nu s-a stabilit nici o
corelatie Intre admministrarea cafeinei si variatiile ponderale.

La testul EPM, dupa administrarea de cafeind numdrul de intrari in bratele inchise a
crescut pentru sobolanii diabetici (Z = -1.753, p = 0,04 (one-tailed)). Sobolanii din lotul control
au avut incd mai multe intrari in bratele deschise dupa consumul de cafeind decat sobolanii
diabetici (Z = -1.702, p = 0,047 (one-tailed)). Numarul de defecatii a scazut la sobolani diabetici
dupa administrarea cafeinei (Z = -2.041, p = 0,041).

La testul FST, mobilitatea sobolanilor diabetici a scazut in mod semnificativ dupa
administrarea de cafeind. Sobolanii din grupul de control au avut timp de mobilitate similara
dupa administrarea de cafeina ca si mai inainte, cu toate acestea, ei au fost semnificativ mai
mobili decat sobolanii diabetici dupa administrarea de cafeina (Fig 2).
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Fig 2. Box-plot al timpului de mobilitate la FST. Mobilitatea sobolanilor diabetici a scazut
semnificativ dupd administrarea cafeinei (Z=-1.753, p=0.04 (one-tailed), timpul mediu de
mobilitate al sobolanilor diabetici inaintea administrarii de cafeina = 210 s, IQR=77.5, timpul
mediu de mobilitate al sobolanilor diabetici dupa administrarea de cafeina =185 s, IODR=4)5).
Sobolanii din grupul control au avut timpi de mobilitate similari dupa administrarea de cafeina
ca §i inainte, totusi, mobilitatea a fost semnificativ mai mare decat a sobolanilor diabetici dupa
cafeina (Z=-2.402, p=0.016, timpul mediu de mobilitate al sobolanilor diabetici dupa
administrarea de cafeina =185 s, IQR=45, timpul mediu de mobilitate al sobolanilor control
dupa administrarea de cafeina = 265 s, IQR=62.5).

La testul de recunoastere a obiectului -NOR-, sobolanii din grupul cu diabet zaharat, au
petrecut mai mult timp cu obiectul nou decat cu cel vechi, la testarea memoriei pe termen lung,
dupa administrarea de cafeind (Z = -1.483, p = 0,049, timpul petrecut cu obiectul nou dupa
administrarea de cafeind = 9,68 s, IQR = 10,52, timpul petrecut cu obiectul vechi dupa
administrarea de cafeina = 5,84 s, IQR = 7,24) (Fig 3A). Dimpotriva, la testarea memoriei pe
termen scurt, sobolanii diabetici au petrecut mai putin timp cu obiectul nou, dupd administrarea
de cafeina (Z = -2.023, p = 0,043, timpul petrecut cu obiectul nou, Tnainte de administrarea de
cafeind = 8,4 s, IQR = 67.68, timp a petrecut cu obiectul nou dupa administrarea de cafeind =2 s,
IQR = 6,92) (Fig 3B). Sobolanii din grupul de control, au petrecut mai mult timp la obiectul nou
doar la testarea memoriei pe termen lung (Z = -2.023, p = 0,043, timpul petrecut cu obiectul nou,
inainte de administrare cafeina = 3,52 s, IQR = 7,56, timpul petrecut cu obiectul nou dupa
administrarea de cafeina = 14.16 s, IQR = 20,36) (Fig 3A), dar nu si la testarea pe termen scurt a
memoriei dupa administrarea de cafeina (Fig 3B). Sobolanii din grupul de control, de asemenea,
au petrecut mai mult timp cu obiectul nou decat cu obiectul vechi dupa administrarea de cafeina
la testarea pe termen lung a memoriei (Z = -2.023, p = 0,043, timpul petrecut cu obiectul nou
dupd administrarea de cafeina = 14.16 s, IQR = 20,36, timpul petrecut cu obiectul vechi dupa
administrarea de cafeina = 3,36 s, IQR = 3,64) (Fig 3A).
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Fig 3. Testul NOR pentru memoria de lunga si de scurtd duratd. Fig A. Bar-plot cu timpul
petrecut langa obiectul vechi si obiectul nou la testul NOR pentru memoria de lunga durata a
fiecarui grup, inainte $i dupd administrarea de cafeind. Fig B. Bar-plot cu timpul petrecut ldnga
obiectul vechi si obiectul nou la testul NOR pentru memoria de scurta durata a fiecarui grup,
inainte si dupa administrarea de cafeina.

3.4 Discutii

Rezultatul principal al prezentului studiu este demonstrarea imbunatatirii memoriei de
lunga durata sub actiunea cafeinei (in dozd mica-medie) la sobolanii din grupul cu DZ si din
grupul control. Hiperglicemia cronicd produsa de streptozotocind afecteaza metabolismul
hipocampului °" si creste numirul de receptori adenozinici A2 in hipocampul sobolanilor
diabetici °. Blocarea acestor receptori de citre cafeind poate explica beneficiile ei asupra
memoriei si potentialul de prevenire a degenerescentei hipocampului.

Alte studii au dovedit efectul protectiv al cafeinei, care a scazut glicemia ' si a protejat
celulele beta-pancreatice impotriva actiunii streptozotocinei ’* cand a fost administrata (cafeina)
inaintea inductiei diabetului "°. In designul actualului experiment, cafeina a fost administrati
dupd provocarea diabetului si nu a modificat statusul glicemic, dar a imbunatatit rezultatele la
testul NOR pentru memoria de lunga durata.

Administrarea de lunga durata a cafeinei creste nivelul de dopamind si serotonind in
hipocampul sobolanilor ", astfel cafeina ar putea juca un rol ca agent antidepresiv. Chiar mai
mult, aceasta poate explica de ce cafeina ajuta consolidarea memoriei pe termen lung. FST este
unul din testele de comportament cele mai folosite pentru screeningul actiunii medicatiei
antidepresive. Cand sobolanii sunt fortati sa inoate continuu, dupa o perioada initiald de
suprasolicitare ei adopta o posturd imobila care reflectd un tonus psihic scazut. Avand in vedere
ca antidepresivele reduc perioadele de imobilitate la sobolani, aceastd situatie este considerata
similard unei stari depresive °. In acest studiu sobolanii diabetici (dupa 6 saptamani de
hiperglicemie) au prezentat perioade de imobilitate similare comparativ cu cei din lotul control.
Unele studii au notat diferente semnificative intre timpii de imobilitate la sobolanii cu diabet
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indus de streptozotocind dupa 21 de zile " sau dupd 28 de zile de la injectarea streptozotocinei
8081 " Alte studii au raportat diferente numai la 28 de zile dupa administrarea streptozotocinei ®*.
Principalele diferente intre aceste cercetari si studiul actual constau in:

- doza de SZT administrata — 60 mg/kg corp “° vs 50 mg/kg corp;

- vérsta si greutatea animalelor la momentul injectiei de SZT — 200-250g ® vs 300-350q.

Totusi, dupa 2 saptamani de administrare a cafeinei, sobolanii diabetici au fost mai putin mobili
la FST decat inainte de cafeind, in timp ce mobilitatea la grupul de control a ramas neschimbata.
Aceasta reactie depresiva a sobolanilor diabetici, la 8 saptamani dupa injectia cu STZ, poate fi 0
consecinta a duratei mai lungi de actiune a stresului hiperglicemic.

Mobilitatea la EPM a fost mai mare la grupul de control, in concordanta si cu alte studii
in care s-a constatat o activitate locomotorie modificati la sobolanii diabetici *°. Administrarea
cafeinei a produs un impact negativ in grupul de control, scazand activitatea de explorare, efect
care nu a fost insa observat la lotul diabetic. Observatiile noastre se coreleaza cu un studiu foarte
recent care a remarcat ca efectul cafeinei in anxietate depinde de rasa de sobolan studiata, astfel
ca la sobolanii Wistar cafeina a micsorat atat distanta totald parcursd, cat si numarul de intrari in
bratele inchise ale EPM 82 Deci, cafeina are efect anxiogenic la sobolanii Wistar sanatosi. De
asemenea, Marin si colab. au observat o stimulare locomotorie dupd administrarea acutd de doze
mici de cafeina si depresie locomotorie dupa doze mari, la sobolanii Wistar adulti **. Chiar daca
nu am folosit doze mari de cafeina, noi am folosit doze mici-medii dar intr-un model de
administrare cronica. Studii anterioare au sugerat ca dozele mici au un efect stimulant mediat de
blocarea receptorilor A(2A), in timp ce efectul deprimant poate fi explicat prin blocarea
receptorilor A(1) ®.

Sobolanii din lotul de control au avut mai multe intrari atat in bratele deschise, cat si in
cele inchise la EPM fatd de sobolanii diabetici, dar ajustat cu statusul de mobilitate, timpul
petrecut in bratele deschise a fost acelasi. Sobolanii diabetici au ardtat o capacitate de explorare
redusd, si putem corela acest aspect cu un nivelul mai ridicat de anxietate. Administrarea cronica
de cafeind a marit numarul de intrari In bratele inchise si a scdzut numarul de defecatii la
sobolanii diabetici. Consideram aceste efecte a fi datorate unei mici diminuari a gradului de
anxietate. Totusi, efectul cafeinei asupra anxietatii ramane inca discutabil. In timp ce unele studii
sustin un efect anxiolitic %*®, altele observa actiuni anxiogene ®. Noi am constatat un efect
anxiogen al cafeinei la grupul de control si anxiolitic la grupul diabetic. Pornind de la prezumtia
ca concentratii crescute de cafeina cresc anxietatea in timp ce dozele mici o reduc la oameni 86,
credem ca substanta (cafeina) interactioneaza cu diferite tipuri de receptori implicati in controlul
comportamental, in functie de statusul rozatoarei — diabetic sau sdndtos - si ca diabetul poate
interfera asupra expresiei numarului si tipului acestor receptori >,

n concluzie, cu cat a trecut mai mult timp de la provocarea diabetului la animalele de
experienta, cu atat s-au manifestat mai multe modificari comportamentale: anxietate, depresie,
afectari ale memoriei. Aceste modificari pot fi datorate schimbarilor metabolismului cerebral,
care a afectat sistemul serotoninergic si adenozinic. Administrarea cafeinei:

- scade activitatea locomotorie la lotul de control dar nu si la lotul diabetic;

-are efect anxiolitic la sobolanii diabetici;

-imbunatateste memoria de lungd durata la ambele loturi.

Acest studiu sustine un efect benefic asupra comportamentului dupa administrarea cafeinei in
doze mici-medii la sobolanii diabetici. Cercetarile viitoare vor trebui sa vizeze evidentierea
rolului cafeinei asupra comportamentului sobolanilor diabetici tratati cu insulina.
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4. Studiu Electrofiziologic asupra efectului cafeinei in aparitia PEV la
sobolanii cu diabet indus de streptozotocina

4.1 Scopul studiului

Scopul acestui studiu a fost sd urmareasca modificarile produse de diabet asupra nervului
optic si sda evalueze un presupus efect neuroprotector al administrarii cronice de cafeind la
sobolanii Wistar cu diabet zaharat indus experimental. Studierea EEG-ului si a potentialelor
evocate vizual ne poate oferi o imagine asupra neuropatiei centrale indusd de diabet, aceasta
fiind obiectul de interes In mult mai putine studii pand la momentul actual comparativ cu
neuropatia diabetica periferica. Posibiliatatea de a detecta cat mai timpuriu modificarile produse
de diabet, ne va da posibilitatea unei conduite terapeutice tintite si cu rezultate mai bune pentru
pacient.

4.2 Materiale si metode

In realizarea investigatiilor de electrofiziologie au fost inregistrate patru grupuri de
sobolani Wistar, a cate 4 animale per grup; in total 16 animale. In plus de acestia, au fost trei
sobolani care au decedat in timpul / in urma procedurilor de implantare a electrozilor. S-au
folosit sobolani masculi, cantarind in jur de 300-350 gr, in jurul varstei de 3 luni, ceea ce a putut
permite o supravietuire de duratd mai lunga in urma inducerii diabetului.

Animalele au provenit din biobaza UMF ”Carol Davila”. S-a permis un acces
nerestrictionat la apd si hrand, animalele fiind tinute pe durata experimentelor in custi de
policarbonat. Animalele utilizate au fost apoi sacrificate, respectand regulile impuse de UMF
”Carol Davila”. Toate experimentele s-au desfasurat cu acordul Comisiei de Etica a UMF “Carol
Davila”. Animalele au fost impartite aleator In urmatoarele patru grupe: Grupul sobolanilor
Control (Ctr), Grupul sobolanilor Control +Cafeina (Ctr Cf),Grupul sobolanilor Diabetici (DZ),
Grupul sobolanilor Diabetici +Cafeina (DZ Cf).

S-a folosit urmatoarea strategie a experimenelor:

\ Ziua 1 : Implantarea electrozilor

\_> Ziua 14: Inducerea Diabetului pt grupurile DZ/ DZ Cf

Administrare placebo pt grupurile control

Ziua 21 & Ziua 42: Masurare glicemie si greutate sobolan

Ziua 80: Inceperea administrarii de cafeiné la

grupurile Ctr Cf si DZ Cf Masurare glicemie
si greutate sobolan

Ziua 75: Inregistrarile Electrofiziologice Masurare glicemie

si greutate sobolan
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4.2.1 Pasul 1: Implantul electrozilor

Implantul electrozilor s-a efectuat conform protocolului descris de Ghitd si colab. ' si
folosit in cadrul Laboratorului nostru de Neurostiinte ca implant cronic. Se considera ziua 1 a
experimentului, ziua implantrii. Inaintea implantului, sobolanul a fost bine anesteziat printr-0
injectie intraperitoneala cu cloralhidrat, doza folosita fiind de 0.4 g/kgc. Dupa anestezierea
sobolanului, parul de pe capul sau a fost tuns, apoi s-a realizat incizia tegumentului pe
aproximativ 3-4 cm si expunerea cutiei craniene. Cu o spatuld s-au indepartat resturile de tesut
conjunctiv, osul fiind foarte bine curatat si uscat. Cu ajutorul stereotaxului capul sobolanului a
fost imobilizat si s-au dat gdurile unde au fost pozitionati cei doi electrozi epidurali. Pentru
fiecare electrod s-au dat doud gauri la distanta de 1 mm una de cealalta. Astfel, electrodul activ
s-a situat la nivelul hemisferei drepte (contralatreal fatd de ochiul unde s-a plasat sursa
luminoasa, pentru a tine cont de decusatia fibrelor nervului optic), la 6 mm posterior de bregma
si 4 mm lateral, In timp ce electrodul referintd a fost plasat anterior, la 7 mm de bregma.
Electrodul activ s-a situat in zona corespunzatoare ariei vizuale 17, in timp ce electrodul referinta
a corespuns zonei bulbului olfactiv. Materialul din care au fost facuti electrozii a fost un fir de
nichel-crom (Ni80Cr20, @ 0.15 mm, Goodfellow, UK) de aproximativ 4 cm lungime si un
diametru de 0.15 mm. Pentru realizarea fiecarui electrod, un fir a fost trecut prin cele doud gauri
plasate la distanta de 1 mm, astfel incat capetele firului sa poata fi apoi unite. Urmatorul pas a
constat in suturarea tegumentului incizat. Prin dezinfectarea cu betadina 5% a plagii s-a incercat
impiedicarea infectiilor.

4.2.2 Pasul 2: Inducerea DZ

La doua saptamani de la implantarea electrozilor, la 8 dintre sobolani s-a indus diabet
zaharat, prin metoda descrisa in experimentele precedente. Pe scurt: injectare intraperitoneald de
streptozotocind 50 mg/kgc diluata cu 1 ml de ser fiziologic. S-a considerat ca diabetul zaharat a
fost indus dacd la o saptimani de la injectare glicemiile au fost mai mari de 200mg/dl. In
continuare glicemiile si greutatile animalelor au fost monitorizate in zilele 21, 42, 60 si 75 ale
experimentului. Grupurilor control li s-a administrat o injectie intraperitonealad cu ser fiziologic.

4.2.3 Pasul 3: Administrarea de cafeind

Cantitatea de apa pe care a baut-o fiecare soboalan a fost monitorizata cu o sdptamana
inainte de inceperea administrarii de cafeind. Fiecare sobolan din grupurile Ctr Cf si DZ Cf au
primit apoi dizolvata in apa de baut, Incepand cu ziua 60 si pana in ziua 75 cind au avut loc
inregistrarile, cafeind (1,3,7 - trimetilxantind) 20 mg/kgc/zi. Pentru a nu stresa animalele s-a
preferat ca administrarea cronica de cafeina sa se realizeze per os.

4.2.4 Pasul 4: Inregistrdrile electrofiziologice - Testarea efectelor DZ si cafeinei
4.2.4.1 Anestezia cu isofluran

Toate inregistrarile electrofiziologice s-au efectuat sub anestezie cu isofluran. Pentru
inducerea anesteziei, animalul a fost introdus intr-un recipient ermeteic conectat la un tub de
ventilatie cu isofluran.

In prima faza s-a realizat o ventilatie cu un flux de 1.5 — 2 l/min, apoi s-a pornit
vaporizatorul si s-a crescut concentratia de isofluran la 5% pentru 2 min. Tn urma inducerii
anesteziei, animalul este luat din recipientul respectiv, urmand a fi venilat pe masca. Pentru a
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egaliza concentratiile Intre aerul inspirat, sange si creier, sobolanul a fost ventilat 10 min cu o
concentratie de 1% de isofluran, si la un debit de 1.5-2 %. Ulterior s-a considerat ca animalul
este stabil si ca se pot incepe procedurile de inregistrari electrofiziologice.

Prima inregistrare analizatd s-a facut la concentratia minimd alveolarda (MAC) a
isofluranului de 1 %, in ritm EEG de slow wave. Apoi s-a crescut concentratia progresiv la 2%.
S-a asteptat 15 min pentru adaptarea si echilibrarea animalului, apoi s-a inregistrat sobolanul
pentru 5 min. Profunzimea anesteziei a fost apreciatd, de asemenea, si prin aspectul undelor
EEG. In ”slow wave” se observi unde cu frecventa scizuti si cu amplitudine mare.

In acelasi timp animalul a fost monitorizat cardiac. Pentru aceasta s-a folosit o derivatie
electrocardiografica (EKQG) anterioara, prin plasarea de electrozi la nivelul membrelor anterioare.

4.2.4.2 Inregistrdrile si prelucrarea Potentialelor Evocate Vizuale

La doua luni de la inducerea DZ si doud saptdmani de administrare cronicd de cafeina,
sobolanii au fost inregistrati electrofiziologic. In ziua 75 de la inceputul studiului, s-au Tnregistrat
potentialele evocate vizual (PEV) folosindu-se un stimul de tip Flash sub anestezie cu Isofluran,
conform protocolului descris de Ghita AM si Georgescu EL 88,89

Inregistrarile s-au desfisurat intr-o incdpere izolatd fonic si intunecoasi. PEV au fost
induse prin folosirea de stimuli luminosi tip flash, sursa de lumind a fost dispusd la 1 cm de
cornee, sub un unghi de 45° superior in raport cu planul orizontal al globului ocular. Ochiul
contralateral a fost izolat cu o bandd opaca. Flashurile de lumind au fost produse cu o frecventa
de 30 stimuli/min si au avut o duratd de 15 ms.

Fig 4.  Achizitia datelor cu
programul AcqKnowledge 4.2: se observa
cele 3 canale de achizitie: unul pentru
semnalul EEG (traseu albastru - sus), unul
pentru EKG (traseu roz - mijloc) si unul
pentru stimulul luminous (traseul rosu —j0s).
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Fiecare animal a fost inregistrat in ritm EEG de “slow wave” initial la un MAC de 1%
isofluran, apoi la un MAC de 2% isofluran. Fiecare inregistrare a durat 5 min, iar apoi pentru a
obtine PEV s-au mediat 300 de semnale.

Pentru a realiza inregistrarile s-a folosit BIOPAC MP 150 format dintr-o unitate centrala
si 2 module, unul pentru EEG si unul pentru EKG. S-a utilizat o derivatie EKG anterioara si o
derivatie EEG occipitald pentru inregistrarea PEV (cu un electrod de referintd anterior si unul
activ posterior), o derivatie pentru semnalul analog al sursei de lumind si electrodul de

20



MODIFICARI NEURO-COMPORTAMENTALE IN DIABETUL ZAHARAT

impamantare care a fost plasat fie la nivelul unui membru inferior, fie pe coada. Toti acesti
electrozi au fost conectati la BIOPAC.

Pentru achizitia datelor sistemul BIOPAC MPI150 a fost conectat la un calculator cu
softwareul Acgknowledge 4.2 (Fig 4). Impedanta electrozilor a fost sub 100MQ. Semnalul a fost
amplificat de 5000 de ori; pentru suprimarea artefactelor si a interferentelor s-a aplicat un filtru
cu banda de trecere de 1-100 Hz. Semnalul analog a fost digitalizat cu 1000 de frame-uri pe
secunda. Semnalul luminos a fost digitalizat la aceeasi rata de secvente sub forma unui semnal de
1 mV amplitudine ®*%°,

Fig 5. PEV obtinut in urma analizei EEG cu

— programul AcqgKnowledge 4.2; se observa

— EE . undele N1, Pl si N2 apdrute ca urmare a
TEREE stimulului luminos.

PEV ’ ' | ' Semnalul EEG a fost analizat ulterior.

Folosind programul AcqKnowledge 4.2. s-
au extras PEV din semnalul EEG prin
impartirea acestuia in epoci de 250-450 ms
Stimulul aparute dupa fiecare flash si suprapunerea
luminos & v lor. Astfel, s-a realizat 0 mediere ce a permis
inlaturarea semnalului EEG de fond care nu
m i = avea legatura cu raspunsul la flash

Am obtinut PEV (Fig 5): acesta prezintd 3 varfuri constante, notate ca unde negative sau
pozitive. Datorita variabilitatii primei unde pozitive, notarea undelor s-a facut astfel: N1, prima
unda aparutd, P1, urmatoarea unda aparutd si N2, a IlI-a unda. PEV a fost analizat urmarind
latenta de aparitie a undelor N1, P1 si N2 si amplitudinea undelor N1-P1, respectiv P1-N2.

4.2.4.3 Masurarea latentelor si amplitudinilor PEV

PEV a fost analizat urmarind latenta de aparitie a undelor N1, P1 si N2 masuratd de la debutul
flashului pana la varful fiecarei unde. Pentru standardizare, masurarea amplitudinii undelor s-a
facut de la varf la varf, obtindnd 2 amplitudini: N1-P1 si P1-N2, deoarece in inregistrare nu
existd “’zero” absolut, ci acesta difera de la o inregistrare la alta fiind suma potentialelor de la
debutul inregistrarii. Datoritd unei variabilitati si inconstante, undele P2 si N3 nu au fost
analizate.

4.3 Rezultate

Rezultatele EEG si PEV au fost analizate cu programul AcqKnowledge 4.2. Analiza
statisticd a fost realizatd cu programul Microsoft Office Excel 2007. Datele au fost exprimate ca
medie + eroarea medie standard (SEM), iar semnificatia statisticd s-a calculat cu testul ”t
student”; valori ale p<0.05 au fost considerate ca diferente semnificative.

4.3.1 Variatiile glicemiei in timp

Inducerea diabetului a modificat semnificativ valorile glicemice fatd de momentul initial
(p<0.001). De-a lungul studiului se remarca o tendinta de crestere a glicemiei, pe masura ce

21



MODIFICARI NEURO-COMPORTAMENTALE IN DIABETUL ZAHARAT

afectarea diabeticd avanseazd. Glicemia la o sdptdmand de la injectia cu streptozotocind a fost
473 mg/dl (SEM = 7.43), fata de 100.5 mg/dl (SEM = 0.86) initial, pentru ca la finalul studiului -
la 2 luni de la inducerea diabetului - sa ajunga la 507 mg/dl (SEM = 7.62) in grupul diabetic.
Valorile glicemice ale grupului DZ Caf nu au fost diferite semnificativ de cele ale grupului DZ.
In grupul Ctr si in cel Ctr Cf glicemia nu a diferit intre inceputul si finalul studiului. Nu au
existat diferente intre grupul Ctr si Ctf Cf.

4.3.2 Variatiile greutatii in timp

Greutatea sobolanilor a fost determinata la inceputul studiului (inainte de injectia cu STZ
/ placebo), si nu s-au constatat diferente intre cele patru grupuri de sobolani. Ulterior, dupd
inducerea diabetului, sobolanii din grupul DZ si cei din DZ Cf au prezentat un declin ponderal,
in timp ce sobolanii din grupul Ctr si Ctr Cf au avut o crestere ponderld. Aceste diferente au
devenit semnificative incepand cu Ziua 42 a studiului ((p<0.001) si au crescut din ce in ce mai
mult pani in Ziua 75 a studiului. In ziua 75 s-a constatat ca sobolanii diabetici (DZ si DZ Cf) au
pierdut peste 20% din greutatea initiald, iar sobolanii control (Ctr si Ctr Cf) au luat cu peste 25%
n greutate.

4.3.3 Consumul de apa

Cu o saptamana inaintea inceperii administrarii de cafeina s-a monitorizat consumul
zilnic de apa al sobolanilor pentru a stabili in ce cantitate de apa vom dizolva doza de cafeina.
S-a observat un consum de aproximativ 4 — 5 ori mai mare la sobolanul diabetic, fatd de cel
control (p<0.001).

4.3.4 Latentele undelor PEV

Analiza si urmarirea PEV la sobolanul adult Wistar a fost destul de dificild, intrucat a
existat o variabilitate destul de mare chiar si in cadrul aceluias grup de studiu. In Fig 6 (A, B) se
poate observa aspectul PEV la un sobolan din grupul Ctr si la un sobolan DZ.
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4.3.4.1 Latenta undei N1

Latenta undei N1 a fost crescutd la sobolanul diabetic, fatd de cel control, atat la o
profunzime a anesteziei cu MAC 1%, cét si cu MAC 2% (nl1=4, n2=4, latenta medie in grupul de
control la MAC 1% = 40.03 £+ 1.99 ms, latenta medie in grupul diabetic la MAC 1% = 48.26 +
1.07 ms, p < 0.05; latenta medie in grupul Ctr la MAC 2% = 46,20 + 2.10 ms, latenta medie in
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grupul DZ la MAC 2% = 52.10 £ 2.59 ms, p < 0.05). Cresterea concentratiei anestezice
prelungeste latenta de aparitie a undelor N1 atat la grupul control, cat si la cel diabetic.

Administrarea cafeinei a dus la aparitia unor latente mai mici in cazul sobolanilor
diabetici, indiferent de profunzimea anesteziei (n1=4, n2=4, latenta medie in grupul DZ la MAC
1% = 48.26 = 1.07 ms, latenta medie in grupul DZ Cf la MAC 1% = 42.16 + 2.05, p < 0.05;
latenta medie in grupul DZ la MAC 2% = 52.10 + 2.59 ms, latenta medie in grupul DZ Cf la
MAC 2% = 45.67 + 1.87 ms, p < 0.05). In grupul Ctr Cf latentele nu au diferit fatd de grupul Ctr
indiferent de profunzimea anesteziei (n1=4, n2=4, latenta medie in grupul Ctr la MAC 1% =
40.03 = 1.99 ms, latenta medie in grupul Ctr Cf la MAC 1% = 38.21 £+ 1.67 ms; latenta medie in
grupul Ctr la MAC 2% =46.20 + 2.10 ms, latenta medie in grupul Ctr Cf la MAC 2% = 41.33 +
4.35 ms).

4.3.4.2 Latenta undei P1

Latenta undei P1 a fost intarziata la sobolanii din grupul DZ comparativ cu grupul Ctr la
o concentratie a MAC de 1% (nl=4, n2=4, latenta medie in grupul de control la MAC 1% =
60.01 = 2.11 ms, latenta medie in grupul diabetic la MAC 1% = 71.13 + 1.04 ms, p < 0.05).
Cresterea profunzimii anestezice la MAC 2%, a crecut latentele si in grupul Ctr si in cel DZ, dar
aceastd crestere nu a atins semnificatia statistici compartaiv cu latentele la MAC 1%. Totusi
diferentele intre grupul DZ si grupul Ctr s-au pastrat (n1=4, n2=4, latenta medie in grupul Ctr la
MAC 2% = 64.7 = 1,95 ms, latenta medie in grupul DZ la MAC 2% = 72.22 + 1,47 ms, p <
0.05).

Grupul DZ Cf a avut o latenta a undei P1 semnificativ mai mica decat grupul DZ (nl1=4,
n2=4, latenta medie in grupul DZ la MAC 1% = 71.13 £ 1,04 ms, latenta medie in grupul DZ Cf
la MAC 1% = 63.09 £ 1,23, p < 0.05; latenta medie in grupul DZ la MAC 2% = 72.22 + 1,47
ms, latenta medie in grupul DZ Cf la MAC 2% = 66.18 = 1,20 ms, p < 0.05). Administrarea
cafeinei in grupul control nu a modificat latenta de aparitie a undei P1 (n1=4, n2=4, latenta
medie in grupul Ctr la MAC 1% = 60.01 + 2.11 ms, latenta medie in grupul Ctr Cf la MAC 1%
=59.10 + 1.78 ms; latenta medie in grupul Ctr la MAC 2% = 64.7 = 1.95 ms, latenta medie in
grupul Ctr Cf la MAC 2% = 62.31 =+ 1.78 ms).

4.3.4.3 Latenta undei N2

Analiza latentei undei N2 nu a respectat modelul intalnit in cazul latentelor undelor N1 si
P1, valorile latentelor au scizut la anestezii mai profunde. Tn cazul anesteziei mai supeficiale,
MAC 1%, latenta N2 in grupul DZ a fost mai mare decat in grupul Ctr (n1=4, n2=4, latenta
medie in grupul de control la MAC 1% = 93,15 + 1,96 ms, latenta medie in grupul diabetic la
MAC 1% = 99.45 + 2,36 ms, p< 0.05). O data cu aprofundarea anesteziei, la MAC 2%, se
observa ca latenta In grupul DZ nu se modifica fata de MAC 1%, in timp ce, paradoxal, latenta
grupului control scade. Intre grupurile DZ si Ctr diferentele mentinandu-se si la MAC 2% (n1=4,
n2=4, latenta medie in grupul Ctr la MAC 2% = 88,7 + 2,72 ms, latenta medie in grupul DZ la
MAC 2% = 98,05 + 3,45 ms, p < 0.05).

Administrarea cafeinei la sobolanii diabetici a mentinut in limite similare cu grupul
control latenta undei N2 1n cazul MAC 1% (n1=4, n2=4, latenta medie in grupul DZ la MAC 1%
= 99.45 + 2,36 ms, latenta medie in grupul DZ Cf la MAC 1% = 96,24 + 3,53 ms). In cazul
MAC 2%, latenta grupului DZ Cf a fost asemanatoare cu latenta la MAC 1% (latenta medie in
grupul DZ Cf la MAC 2% = 96.01 + 2.86 ms). In grupul Ctr Cf, administrarea cafeinei nu a
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modificat latenta fatd de grupul Ctr la MAC 1%. Cu toate acestea, la MAC 2% se observa o
scadere a latentei undei N2 pentru grupul Ctr Cf, ca si in cazul grupului Ctr (n1=4, n2=4, latenta
medie Tn grupul Ctr Cfla MAC 2% = 87.32 + 5.3 ms, latenta medie in grupul Ctr la MAC 2% =
92,08 £ 2.18 ms).

4.3.5 Amplitudinile undelor PEV

Amplitudinea undelor ce constituie potentialul evocat nu porneste de la un zero absolut,
punctual considerat de sistemul AcqKnowledge 4.2 drept “zero” fiind defapt rezultanta curentilor
din momentul la care s-a inceput inregistrarea. Pentru a putea aprecia amplitudinea am masurat
undele de la varf la varf’. Variabilitatea amplitudinilor a fost destul de mare intre sobolani.

4.3.5.1 Amplitudinea undei N1-P1

La o concentratie a isofluranului de 1%, putem observa diferentele de amplitudine intre
grupurile diabetice, DZ, respectiv DZ Cf, fatd de grupurile control, Ctr, respectiv Ctr Cf
(amplitudinea medie in grupul Ctr = 8.75 = 1.89 uV , amplitudinea medie in grupul Ctr Cf= 7.7
+ 1.62 puV, amplitudinea medie in grupul DZ = 3.12 £2.3 pV, amplitudinea medie in grupul DZ
Cf = 3.45 £2.06 uV). La concentratia de 2% a isofluranului, valorile amplitudinilor au crescut
pentru toate grupurile de studiu, fiind relativ similare intre ele (amplitudinea medie in grupul Ctr
=10.2 £ 2.43 uV , amplitudinea medie in grupul Ctr Cf = 10.53 + 2.84 nV, amplitudinea medie
in grupul DZ = 12.42 + 1.56 pV, amplitudinea medie in grupul DZ Cf=11.36 + 3.81 pV).

4.3.5.2 Amplitudinea undei P1-N2

In ceea ce priveste amplitudinile undei P1-N2 nu au existat diferente in cadrul aceluiasi
grup pentru MAC 1% si 2%. Sobanii cu DZ, respectiv DZ Cf, au avut amplitudini mult mai mici
decéat grupul Ctr, respectiv Ctr Cf (p<0.05). Valorile amplitudinilor pentru MAC 1% au fost:
amplitudinea medie In grupul Ctr = 18.34 £+ 2.32 uV , amplitudinea medie in grupul Ctr Cf =
17.8 + 2.71 pV, amplitudinea medie in grupul DZ = 9.41 + 1.74 pV, amplitudinea medie in
grupul DZ Cf=12.04 £ 1.8 puV. Valorile amplitudinilor pentru MAC 2 % au fost: amplitudinea
medie n grupul Ctr = 15.70 + 2,34 uV , amplitudinea medie in grupul Ctr Cf=17.01 £ 2.83 uV,
amplitudinea medie in grupul DZ = 8,08 + 2,79 uV, amplitudinea medie Tn grupul DZ Cf = 10,04
+ 3,49 uV. Administrarea de cafeind nu a produs modificari semnificative ale amplitudinii undei
P1-N2, indiferent de profunzimea anesteziei.

4.4 Discutii

Principalul rezultat care se observa din analiza potentialelor evocate vizuale la sobolanul
diabetic este modificarea latentelor undelor N1, P1 si N2 in sensul cresterii, sau mai bine zis
intarzierii acestora in DZ comparativ cu lotul control. Aceste rezultate expirima o intarziere a
conducerii nervoase prin nervul optic, fiind un semn al prezentei neuropatiei diabetice centrale.
Rezultatele acestui studiu se suprapun cu alte studii care au urmarit PEV in DZ 8 Ghita si colab.
au aratat, la sobolan, ca instalarea unei hiperglicemii in mod brusc poate diminua propagarea
informatiilor catre cortexul vizual, marind astfel latenta PEV ', pentru ca apoi aceste modificari
sa revina spre normal, desi durata de evolutie a patologiei diabetice creste. Totusi, in studiul lor
Ghita si colab. observa ca daca nivelele glicemice se mentin ridicate perioade lungi de timp, pana
la urmd apare o intdrziere ireversibild si progresivi in transmiterea semnalului vizual ®'.
Cresterea latentei in cazul studiului nostru a aparut la doua luni de la inducerea diabetului cu
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straptozotocind si a fost prezentd atat In cazul unei anestezii superficiale (MAC 1%), cat si mai
profunde (MAC 2%).

Studiul de fata a constatat si reducerea semnificativa a amplitudinii N1-P1, respectiv P1-
N2 la sobolanii diabetici fata de cei din lotul control. In literatura exista insi si studii, la om, care
nu au observat diferente semnificative in amplitudinea undelor PEV %%,

Modificarea PEV in diabet poate avea diferite cauze. Studii mai vechi propun durata bolii
ca principala corelatie cu afectarea retiniand, maculard sau a cailor vizuale in cazul DZ fara
asocierea semnelor obiective de retinopatie *2. Modificirile electrofiziologice incep cu afectarea
timpurie a conducerii nervoase prin cdile optice, continuadnd apoi cu straturile retiniene interne
din macula si spre final cu straturile retiniene mijlocii si externe % Ne putem gandi ca afectarea
PEV in diabet ar putea precede modificarile electroretinogramei, investigarea PEV devenind
astfel mai utild in incercarea de a depista modificari nervoase precoce asociate diabetului. In
cazul studiului nostru, durata diabetului de doua luni la glicemii foarte mari a dus la timpi de
latenta prelungiti sugerand afectarea nervoasa a cdii optice.

Administrarea cafeinei a imbunatatit semnificativ latenta undelor N1 si P1 indiferent de
profunzimea anesteziei (MAC 1% sau 2%) la sobolanii diabetici. Latenta undei N2 a fost si ea
usor mai mica in urma consumului cronic de cafeind fara sa atinga insa valoare semnificativa
statistic la sobolanii diabetici. Totusi, administrarea cafeinei la sobolanii diabetici a mentinut in
limite similare cu grupul control latenta undei N2 in cazul MAC 1%, ceea ce ar putea fi
considerat un efect pozitiv al consumului de cafeind. Grupul control a avut o reducere usoara a
timpilor de latentd In urma administrarii de cafeind, fard a avea semnificatie statistica, indiferent
de gradul de profunzime anestetic.

Din cunostiintele noastre acesta este primul studiu care testeaza efectul cafeinei asupra
PEV in diabetul zaharat. Imbunititirea timpilor de latentd in cazul sobolanilor diabetici
sugereaza un efect posibil neuroprotector al cafeinei in diabet. Exista studii care au aratat ca
antagonistii receptorilor A2A si cafeina au oferit neuroprotectiec in citeva modele de boli
neurologice cum ar fi: accidentul vascular cerebral, boala Parkinson, traumatismul cerebral si
boala Alzheimer. Explicatia pentru neuroprotectia datd de receptorii adenozinici ar putea fi
controlul neuroinflamatiei, daca tinem seama de activitatea receptorilor adenozinici in raspunsul
inflamator si de contributia substantiald a neuroinflamatiei mediatda de citokine si de
excitotoxicitatea glutamatului in amplificarea proceselor neurodegenerarative .

Studiul electrofiziologic al cailor nervoase vizuale in diabet se poate corela cu
modificdrile sistemului nervos central, oferind astfel informatii pretioase asupra impactului DZ
in functionarea SNC. Se stie ca neuropatia perifericd se coreleaza cu durata de evolutie a
diabetului si cu controlul glicemiei %, iar descoperirea de informatii din ciile nervoase centrale
poate arata prezenta neuropatiei centrale cu mult Tnainte de aparitia modificarilor microvasculare
asociate retinopatiei diabetice si observate direct la examenul fundului de ochi % De asemenea,
studiul PEV ar putea arita eficacitatea tratamentului urmat de pacient *.

In concluzie, cresterea timpilor de latentd ai PEV, mai ales pentru N1 si P1, poate fi o
manifestare a modificarilor structurale de la nivelul fibrelor mielinizate ale nervului optic sau
chiar a celulelor ganglionare retiniene. Investigatiile electrofiziologice pot fi o0 metoda simpla si
neinvazivd care ar putea detecta timpuriu o afectare preclinicd data de diabetul zaharat,
imbunatatind sansele de supraveghere mai strictd a tratamentului, cat si prognosticul bolii la
pacientii diabetici. Aportul moderat de cafeina la pacientul diabetic, pare sa aiba un efect benefic
asupra modificarilor datorate neuropatiei centrale.
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5. Concluzii generale

Cele trei directii de experimente din studiul doctoral au urmarit modificarile neuro-
comportamentale aparute in diabetul zaharat indus prin administrare de STZ la sobolanii masculi
adulti Wistar. De asemenea, am evaluat efectele administrarii cronice de cafeina, intr-un model
care a incercat sa se apropie cat mai mult de consumul uman.

Principalele concluzii ale acestei lucrari de doctorat sunt:

1.

2.

Diabetul produce modificari morfologice si functionale in SNC, scazand mobilitatea
si activitatea locomotorie a sobolanului Wistar. Doze mici-medii de cafeina
imbundtitesc sau cel putin mentin activitatea locomotorie, oferind un sprijin
neuroprotector sobolanului diabetic. In lumina cercetarilor anterioare, rezultatele
studiului nostru sugereaza cafeina ca blocant al unui numar crescut de receptori A2A
n diferite regiuni ale creierului animalului diabetic.

Cu cat a trecut mai mult timp de la provocarea diabetului la animalele de experienta,
Cu atat s-au manifestat mai multe modificari comportamentale: anxietate, depresie,
afectari ale memoriei. Aceste modificari pot fi datorate schimbarilor metabolismului
cerebral, care a afectat sistemul serotoninergic si adenozinic. Administrarea cafeinei:

- scade activitatea locomotorie la lotul de control, dar nu si la lotul diabetic;

- are efect anxiolitic la sobolanii diabetici;

- imbunatateste memoria de lunga duratd la ambele loturi.

Studiul electrofiziologic al cailor nervoase vizuale in diabet se poate corela cu
modificdrile sistemului nervos central, oferind astfel informatii pretioase asupra
impactului DZ in functionarea SNC. Cresterea timpilor de latenta ai PEV, mai ales
pentru N1 si P1, poate fi o manifestare a modificarilor structurale de la nivelul
fibrelor mielinizate ale nervului optic sau chiar a celulelor ganglionare retiniene.
Investigatia PEV s-a dovedit o metoda simpld si neinvaziva care poate detecta
timpuriu o afectare preclinica data de DZ. Aportul moderat de cafeina in diabet, pare
sa aiba un efect pozitiv asupra modificarilor datorate neuropatiei centrale, oferind o
posibild neuroprotectie.

Tn concluzie, acest studiu sustine un efect benefic asupra comportamentului si neuropatiei
retiniene dupa administrarea cafeinei in doze mici-medii la sobolanii diabetici. Cercetarile
viitoare vor trebui sa vizeze evidentierea rolului cafeinei asupra comportamentului sobolanilor
diabetici tratati cu insulind. De asemenea, studiile viitoare ar trebui sa vizeze administrarea de
diferite doze de cafeind la sobolanii diabetici in incercarea de a vedea dacd efectul bifazic
observat la sobolanii din grupul control apare si la cei diabetici. Urmatorii pasi in intelegerea
mai bund a creierului diabetic si a interactiunii cafeind-diabet ar fi evaluarea modificarilor
balantei receptorilor A1 — A2A la modelele animale cu diabet.

Lucrarea de fata este una din putinele care studiaza efectele neuro-comportamentale ale

administrarii cronice de cafeind iIn DZ. Ea constituie unul dintre primii pasi pentru intelegerea
modificarilor neuro-comportamentale in DZ si al efectelor cafeinei in aceasta patologie.
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