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Introducere

Efectele secundare ale antipsihoticelor din prima generatie sunt bine cunoscute. Compusii mai noi, desi
au un profil farmacotoxicologic Tmbunatatit, au un cost de achizitie mai mare, astfel ca utilizarea
antipsihoticelor clasice ramane ca prima optiune in multe cazuri. Studiile de pand acum au urmarit eficacitatea
tratamentului si stabilirea profilului farmacotoxicologic al compusilor din cele doua clase de antipsihotice, fara
a se concentra pe posibilitatile de diminuare a efectelor toxice centrale a celor din prima generatie (simptome
extrapiramidale, diskinezie, efecte anticolinergice). Orice interventie care ar putea diminua aceste efecte
secundare ale antipsihoticelor clasice este binevenita deoarece creste complianta si aderenta pacientilor la
tratament, fara a afecta efectul terapeutic.

Obiective

Obiectivul general al prezentei teze este acela de a concepe, implementa si analiza prin prisma stresului
oxidativ, un model de pseudoparkinsonism iatrogen, indus prin tratament cronic cu haloperidol, antipsihotic
clasic, In monoterapie sau in asociere cu metformin. Pornind de la premisa ca efectele benefice ale terapiei cu
metformin, prezentate in diverse studii din literatura de specialitate, se extind dincolo de sfera afectiunilor
metabolice explicate prin proprietatile sale antioxidante mediate molecular prin activarea AMPK, terapia
combinata ar trebui sa reduca efectele secundare motorii ale haloperidolului.

Pentru a verifica ipoteza formulata anterior au fost efectuate urmatoarele studii:

e (rearea unui model animal de pseudoparkinsonism iatrogen prin administrare de haloperidol.
Studierea efectului neuroprotector al metforminei;

e Realizarea unor teste comportamentale (catalepsie, rotarod, open field) pentru confirmarea
inducerii pseudoparkinsonismului, respectiv pentru evaluarea efectului benefic al
tratamentului concomitent cu metformin;

e Evaluarea functiei cognitive (prin intermediul testului de recunoastere a obiectului nou (Novel
object recognition) si testul labirintului acvatic Morris (Morris Water Maze) in vederea evaluarii
gradului de afectare produsa de haloperidol, respectiv a influentei metforminei asupra
memoriei de lucru;

e Determinarea markerilor stresului oxidativ (MDA, GSH/GSSG) si BDNF din probe biologice
(creier respectiv plasma). Au fost dezvoltate metode analitice HPLC/DAD pentru determinarea
cantitativa a MDA, GSH si GSSG, iar BDNF a fost determinat printr-o metoda ELISA;

e Analiza histopatologica a probelor de creier pentru a corela gradul de distructie neuronala cu
valorile biochimice ale stresului oxidativ;

Material si metoda
Animale si tratament

Haloperidol (Haloperidol Richter 2 mg/ml, Gedeon Richter, Targu Mures, Romania), metformina
(Glucophage 500 mg, Merck Santé, Semoy, Franta) au fost achizitionate de pe piata farmaceutica din Romania.
Stratul de protectie al tabletelor a fost indepartat si tabletele au fost triturate. Pulberea a fost apoi adaugata
peste apa distilata care a avut rol de mediu de dispersie, rezultand o suspensie extemporae.

Rozadtoarele au fost impartite aleatoriu in 4 grupuri: CTR (martor, apa distilatd, n=10), HAL (haloperidol,
n=10), METF (metformin, n=10), HALMETF (haloperidol+metformin, n=10). Tratamentul a fost administrat
pentru o perioada de 34 de zile, zilnic, intre orele 8:00 si 10:00, cu ajutorul unei canule de hranire orala, intr-
un volum de 1 ml/kg, intr-o camera separatd. Dozele de administrare, calea de administrare si durata
tratamentului au fost stabilite pe baza constatarilor din literatura. De asemenea, dimensiunea esantionului
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pentru fiecare grup a fost aleasa prin consultarea altor experimente similare pe sobolani din literatura de
specialitate.

La sfarsitul experimentului, toate animalele au fost decapitate sub anestezie cu ketamina/xilazina intr-
un amestec de ketamina (100 mg/kg) si xilazina (10 mg/kg), in vederea colectarii de probe biologice (sange si
creier).

2.1. Realizarea modelului animal de pseudoparkinsonism. Studii comportamentale si motorii

Scopul acestui studiu a fost de a investiga influenta metforminei asupra modificarilor comportamentale
induse de haloperidol si a capacitatii sale de a preveni sau intarzia aparitia simptomelor parkinsoniene induse
de medicatia neruoleptica la sobolani, prin efectuarea unei baterii de teste comportamentale care sa vizeze
activitatea motorie a animalelor de experienta.

Animalele au fost aleator impartite in 4, durata totald a experimentului fiind de 34 de zile, conform
Tabelului I. Dozele utilizate in cadrul acestui studiu (Tabelul I) au fost calculate ludnd in considerare atiat masa
corporala cat si raportul suprafetelor corporale, pentru realiza o mai buna corelare cu subiectii umani.

Tabelul I. Loturile de animale si dozele administrate

Abreviere lot Lot Doza administrata
CTR Control (n=10) Apa distilata
METF Metformin (n=10) 500 mg/kg corp
HAL Haloperidol (n=10) 2 mg/kg corp
HAL+METF Haloperidol+Metformin (n=10) 2 mg/kg corp+500 mg/kg corp
2.2. Evaluarea capacitdtilor cognitive si de memorare in relatie cu stresul oxidativ

Acest studiu a fost conceput pentru a evalua si corela efectele pe termen lung ale utilizarii
haloperidolului in tratament concomitent cu metformin, asupra abilitatilor cognitive, de memorare si invatare.
Pentru a evalua abilitatile cognitive, capacitatea de memorare si invatare, s-a recurs la efectuarea testului
labirintului acvatic Morris (Morris Water Maze) si testul Recunoasterii Obiectului Nou (Novel Object
Recognition). Aceaste metode de evaluare au fost alese deoarece necesita o functie hipocampala intacta,
implicand mai multe procese importante pentru memorare si invatare (codificarea informatiilor, consolidare,
conservare si reutilizarea acestora). Toate testdrile au fost analizate cu ajutorul software-ului EthoVision XT
(Noldus IT, Wageningen, Olanda, versiunea 11.5), prin monitorizarea distantei parcurse, viteza de inot, latenta
pana la atingerea platformei, timpul petrecut in fiecare cadran etc.

2.3. Determinarea markerilor statusului oxidativ (MDA, GSH/ GSSG) si BDNF din probe biologice
(creier respectiv plasmd)

Metoda de determinare a markerilor statusului oxidativ din creier presupune cuantificarea nivelului de
MDA respectiv raportul GSH/GSSG (glutation redus/glutation oxidat). Pentru acest lucru doua metode
HPLC/DAD au fost validate utilizind un sistem Merck HPLC. in prezentul studiu, metodele de validare au fost
realizate In conformitate cu ghidurile de reglementare (FDA 2018). Parametrii de validare urmariti au fost
linearitatea, selectivitatea, acuratetea, precizia, limita inferioara de cuantificare, stabilitatea si robustetea.

Metodele au fost validate, astfel Incat sa poata fi utilizate pentru determinarea stresului oxidativ in
matricea neuronald, avand in vedere cd majoritatea datelor din literatura se raporteaza la o metoda de
determinare spectrofotometricd, care prezinta unele neajunsuri in ceea ce priveste specificitatea.

Totodata, studiul ofera o perspectiva despre potentialului neurotrofic al metforminei prin intermediul
BDNF. Cuantificarea BDNF din plasma a fost efectuata folosind tehnica ELISA sandwich tip conventional3,
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conform instructiunilor producatorului (0266F0750, Sigma-Aldrich), utilizind un analizor automat Elisa
Dynex DSX.

In vederea evaluarii morfologice a hipocampului, in urma tratamentelor aplicate, s-a efectuat o analiza
histopatologica a sectiunilor in cauza pentru a corela gradul de distructie neuronala cu valorile biochimice ale
stresului oxidativ.

Concluzii generale

Prin prisma studiilor efectuate in prezenta teza de doctorat, am reusit sa creionam o imagine a statusului
oxidativ la nivel central, precum si asupra modului in care acesta poate fi influentat de administrarea unor
antagonisti dopaminergici (haloperidol), respectiv substante considerate neuroprotectoare (metformina).
Acest lucru a fost posibil ca urmare a dezvoltarii unor metode de determinare a principalilor markeri ai
stresului oxidativ, precum MDA si GSH, respectiv GSSG. Studiile descrise au adus informatii noi despre
posibilele interventii antioxidante la nivel central. Totodatd, prin intermediul testelor diagnostice
comportamentale am obtinut rezultate care confirma influenta stresului oxidativ asupra functiilor motorii si
cognitive.

Originalitatea tezei

Subiectul prezentei teze pune in prim plan problema uneia dintre cele mai intalnite reactii adverse ale
tratamentului cu antipsihotice clasice, insa de aceastd data din perspectiva stresului oxidativ indus de
medicatie. Totodata, privind raportdrile cu referire la efectele neuroprotectoare ale metforminei, s-a dorit
dezvoltarea unui model de pseudoparkinsonism indus de tratamentul cu haloperidol si evaluarea principalilor
parametri ai stresului oxidativ, respectiv evaluarea comportamentala si cognitiva in cazul co-administrarii
metforminei.

Lucrarea reprezinta o sinteza a modului prin care stresul oxidativ influenteaza activitatea cerebrala, in
principal neurotransmisia dopaminergica in contextul medicatiei neuroleptice. Teza dezvaluie aspecte legate
de farmacologie, biochimie, toxicologie si chimie analitica, informatii care pot fi utilizate pentru design-ul
viitoarelor studii si pentru cercetarea altor compusi cu efect neuroprotector.



