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REZUMAT

Odatd cu cresterea proportiei de persoane varstnice
aratata de evolutia demograficd se impune studierea
problemelor mnezice si cognitive ce apar preponderent
n cursul Tmbatranirii cerebrale.

Pornind de la acest fapt, studiul Tncearcd sa
stabileasca un test comportamental la sobolan, care sa
permita studierea unei molecule presupuse active pe
memorie - adenozina. Faza de achizitie a memoriei a fost
influentata la sobolani Wistar masculi si femele prin
injectarea i.p. de adenozina 20ug/kge, 40 ug/kge si teofilina
20 ugrkge, lotul martor primind ser fiziologic. Testul
presupune efectuarea timp de 10 zile succesive a cate
doud treceri printr-un labirint in Y la un interval de 6 h,
la prima trecere unul dintre brate fiind Tnchis. Adenozina
injectatd inainte de primul pasaj labirintic scade
semnificativ numarul de vizite in bratul nou, in timp ce
procentajul timpului petrecut in bratul nou creste
semnificativ statistic (p < 0,05). Teofilina are efecte
contrare adenozinei, influentand Tn sens negativ achizitia.
Desi adenozina si teofilina sunt considerate clasic a
actiona asupra receptorilor adenozinici, cu ajutorul acestor
rezultate am demonstrat ca acesti receptori nu sunt
implicati in procesul de memorizare, acesta avand la
baza alte mecanisme.

Cuvinte cheie: adenozina, receptori adenozinici,
memorie

ABSTRACT
Influencing the acquisition
phase of the memory using adenosine

Since the senior people percentage increased as set
forth by the demographic evolution, the study of mnesic
and cognitive issues which mainly occur during cerebral
aging has become a necessity.

Starting from this basis the present work attempts to
set up a behavioral test in rats to allow the study of a
molecule supposed to be active on the memory: adenosine.
The acquisition phase of the memory was influenced on
male and female Wistar rats by injecting i.p. 20ug/kge
adenosine and 40 ug/kgc theophylline, while the control
group received saline. The test involved the carrying out
for 10 successive days of 2 passages through a Y- shaped
maze every 6 hours, while upon the first passage one of
the arms was closed. The number of visits in the new arm
was assessed as well as the time percentage spent in the
new arm, and the t test and Anova were used to compare
results. Adenosine injected before the first passage
significantly decreased the number of visits in the new
arm, while the percentage of time spent in the new arm
undergoes a statistically significant increase (p < 0,05).
Theophylline has contrary effects as compared to
adenosine negatively influencing the acquisition.

Although both adenosine and theophylline are,
classically speaking, considered to act on the adenosinic
receptors, by means of the above results we have
demonstrated that these receptors are not involved in the
memory process, the latter being based on other
mechanisms.
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Datele din literaturd au aritat ca pentru studierea
procesului de invitare si memorizare pot fi utilizate diferite
teste.

Metodele psihobiologice folosite pentru studiul memoriei
la animal au utilizat tehnici comportamentale bazate pe
procesul de conditionare. Rezultatele acestor prime
Jinstrumente® sunt dificil de evaluat in termenii memoriei,
ceea ce a determinat numeroasele echipe de cercetitori sa
dezvolte teste specifice:

® Evitarea pasiva

Animalul invati si-si reprime un comportament de inalta
probabilitate care este asociat cu un stimul dezagreabil
(soc electric); memoria de lucru va fi cea utilizatd de animal
pentru a efectua acest test. Totusi, intervin si alti factori
cum ar fi sensibilitatea la soc, nivelul emotional al animalului
si motilitatea (Buresova si col. 1964).

*UMF “Carol Davila" Bucuresti, Catedra de Farmacologie

® Evitarea activa

Animalul invatii si evite survenirea posibild a unui stimul
dezagreabil, efectudnd un riaspuns motric. Aceastd metoda
prezinti aceleasi inconveniente ca si testul de evitare pasiva
(Evangelista si col. 1970).

® Aparitia intirziata

Aceastd probd de recunoastere diferiti constd in
prezentarea intr-o fazi preliminard a stimulului animalului
intr-o perioadd de timp fixd. In faza de test stimulul este
prezentat in asociere cu alti stimuli. Animalul este
recompensat dacd raspunde (apdsare pe pedald, de exemplu)
la stimulul precedent. In acest test este folosita memoria de
referintd. (Dunett 1985).

@® Non-aparitia intirziati

Principiul este identic cu cel al testului precedent, dar
animalul este recompensat dacd riaspunde la stimulul nou.
(Dunett, 1985)
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® Recunoasterea sociala

Este un model de memorie pe termen scurt si mediati
olfactiv. Recunoasterea unui sobolan tindr de citre unul
adult este mdsuratd prin durata de investigare a primului
fatd de al doilea, in timpul a douid contacte succesive. In
aceste conditii, un sobolan martor adult conservi mnezic
mirosul unui sobolan timp de o orid. Durata investigatiei
intre cei doi sobolani, in cursul celui de-al doilea contact,
la un interval mai mare de o ord, scade in prezenta
substantelor promnezice (sobolanul adult isi recunoaste
congenerul). Avantajul acestei metode consta in specificitatea
efectelor mnezice care este controlati de absenta
modificarilér de comportament de investigatie sociali,
vis-a-vis de un sobolan tinar non-familiar. (Perio si col.
1989)

® Labirintul Iui Morris

O piscina este acoperita de o platforma situatd imediat
deasupra suprafetei apei. Pozitia platformei este pastrata in
timpul experimentelor (de referintd). Timpul necesar
animalului ca sia ajungid la aceastd platforma si distanta
parcursd sunt masurate in mai multe zile consecutive si
scad progresiv in timpul procesului de invitare, din primele
zile. Se considerd cd acest test realizat in conditii
experimentale, exploreazi memoria de referintd la animal
(Morris, 1981).

® Labirintul radial

Aparatul este constituit din mai multe ramuri (intre
patru si opt) dispuse in stea, la capitul cidrora se afla o
recompensi. La acest nivel, memoria de lucru este folosita
si poate fi cuplatd cu memoria de referintd, adaugénd unul
sau mai multe brate labirintului pentru un animal dat.
Dezavantajul acestui test este timpul mare necesar pentru
a efectua obisnuirea si invitarea inaintea efectudrii testului
propriu-zis.

® Labirintul in Y ;

Este un test de alternantd spontand care constd in a
pune un sobolan intr-unul din bratele labirintului in Y si de
a-1 ldsa liber pentru a explora ansamblul labirintului. Se
masoard procentajul de ,alegere corecti” a animalului;
yalegerea corectd” se defineste ca fiind vizita bratului care
recent nu a fost explorat. Acest test exploreaza preferential
memoria de lucru la animal.(Tolman 1925)
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® Labirintul in T

Acest model este bazat, ca si modelul precedent, pe
memoria spatiald a animalului, asociatd cu o motivare
pozitivd. Sobolanul trebuie si-si aminteasca bratul pe care
tocmai 1-a explorat pentru a alege alt brat si a obtine
recompensa, realizind alternanta spontana.

In lucrarea noastri am folosit testul Deliu. Acesta consti
dintr-un labirint in ,Y” avand bratele egale si situate la 120°
intre ele. Am studiat toate cele trei etape ale memorizirii:
procesul de achizitie, consolidare si de rapel.

ANIMALE UTILIZATE

Toate experientele au fost realizate pe sobolani rasa
Wistar atat masculi cat si femele, avand o greutate corporali
cuprinsa intre 200 si 250 g. care pe toatd durata
experimentelor au avut acces liber la hrani si apa. Am ales

rezultatelor (Pulsinelli, Brierley, 1979).

COMPUSI UTILIZATI

Am utilizat:
- adenozind in solutie injectabila
intraperitoneal
- teofilind in solutie injectabild
intraperitoneal
- ser fiziologic administrat intraperitoneal

administratd

administrata

SCHEMA DE ADMINISTRARE

Am cautat si administrim substantele intr-o modalitate
cat mai apropiata de influentarea celor trei faze ale procesului
de memorizare. Astfel in cazul fazei de achizitie administrarea
s-a facut inainte de prima trecere prin labirint, in cazul
studiului fazei de consolidare administrarea s-a ficut dupi
prima trecere prin labirint, iar in cazul fazei de rapel,
administrarea s-a ficut dupa cea de-a doua trecere prin
labirint.

Tratamentul a fost realizat pe cale intraperitoneald in
doze de 20 microg/kgc adenozini, 40 microg/kgc adenozind,
20 microg/kgc teofilind iar martorii au fost injectati
intraperitoneal cu ser fiziologic.

PROTOCOL EXPERIMENTAL

Testul presupune efectuarea a douid treceri printr-un
labirint in Y, la un interval de sase ore. Prima trecere a
animalelor a necesitat inchiderea unuia din cele trei brate
ale labirintului astfel incat animalul si poatd explora in
decurs de cinci minute doar doud brate. Cea de-a doua
trecere s-a realizat cu toate cele trei brate deschise, astfel
incat in conditia in care animalul isi aminteste bratele
explorate anterior, in primul pasaj, si poatd acum explora
bratul nou care la prima trecere i-a fost complet necunoscut,
fiind inchis. Am repetat testul zece zle succesiv.

In functie de fazele memorizirii urmarite in studiu,
injectirile agonistilor si antagonistilor adenozinici au fost
facute inainte de primul pasaj, urmarindu-se studierea
procesului de achizitie.

Testul a fost realizat cu ajutorul unui labirint in ,Y*
confectionat din plexiglas, de culoare neagri, cu
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dimensiunile de 50cm.= lungimea fiecarui brat, 10cm.=
latimea fiecdrui brat, iar indltimea peretilor laterali fiind de
10 cm cu unghiul dintre brate de 120"

Labirintul a fost asezat intr-o camera feritd de zgomote.
lluminarea a fost uniforma asupra tuturor celor trei brate
ale labirintului, facindu-se cu ajutorul unei lampi verticale

situate la indltimea de 1.5m deasupra labirintului, avind
grijd ca fiecare braf sa fie iluminat cu o intensitate de 50
Ix. Inchiderea bratelor s-a facut diferentiat de la un animal
la altul, prin alternanti. Astfel, dacd pentru sobolanul 1,
bratul nr.2 era inchis, pentru sobolanul 2 bratul inchis era
nr. 3.

2 =
\ Imaginea 1: labirint cu un brat blocat
1 \ 3

\ 3

Imaginea 2: labirint cu toate bratele libere

‘\ 1

Pe podeaua labirintului s-a introdus un strat de rumegus,
si dupd trecerea fiecirui animal prin labirint a fost ficuti
curatirea labirintului de eventualele excremente. Animalele
au fost alimentate cu apd si hrand dupd cea de-a doua
trecere.

MOD DE LUCRU

Se introduce animalul cu botul catre portiunea anterioara
a bratului 1 si spatele catre partea centrald a labirintului,
labirintul avand unul din cele doud brate blocat. Se mentine
animalul timp de cinci minute in labirint pentru a se putea
familiariza cu cele doud brate deschise. Se noteazi bratul
care a fost inchis pentru fiecare animal. Cea de-a doua
trecere prin labirint s-a realizat dupd un interval de sase
ore, de aceastd datd toate cele trei brate ale labirintului
fiind deschise. Am determinat timpul petrecut de fiecare
animal in bratul nou ca si numarul de vizite efectuate de
acesta in bratul nou.
Cercetirile au fost efectuate pe patru loturi de céte zece
sobolani pe parcursul a zece zile succesive.
- Lotul T (n=10) a primit adenozini 20 microg/kgc
inj. intraperitoneal, inainte de prima trecere prin
labirint

- Lotul IT (n=10) a primit adenozini 40 -g/kgc inj.
intraperitoneal, inainte de prima trecere prin
labirint

- Lotul III (n=10) a primit teofilind 20 -g/kgc inj.
intraperitoneal, inainte de prima trecere prin
labirint

- Lotul IV (n=10) a primit ser fiziologic inj.
intraperitoneal si a fost considerat ca martor

Atat in cazul primei treceri, cat si in cazul celei de-a
doua, cronometririle au fost ficute pe o perioadd de cinci
minute.

COMPARAREA STATISTICA
A REZULTATELOR

REZULTATE

Rezultatele au fost exprimate prin media numarului de
vizite petrecute in bratul nou, +/- deviatia standard, ca si
prin procentajul timpului petrecut in bratul nou, +/- deviatia
standard. Pentru comparare am utilizat testul Student si
testul Anova cu unul sau doi factori de variatie.
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DISCUTII

Studiile noastre farmacologice arata ci injectarea i.p. a
20 microg/kgc de adenozind, inaintea primului pasaj
labirintic scade semnificativ numirul de vizite efectuate in
bratul nou. Numdrul de vizite efectuate de lotul I inj. cu
adenozina 20 microg/kgc, inainte de efectuarea primului
pasaj, a fost pe parcursul celor zece zile, inferior celui
inregistrat la lotul martor, rezultatele fiind semnificative
statistic incepand cu ziua a patra a experimentului si
mentinindu-se pe parcursul celor zece zile.

ZIUA

Y

\"

Vi

Vi

Evaluarea in dinamicd a numdarului de vizite efectuate
de lotul I, demonstreazi ca adenozina injectatd inainte de
prima trecere prin labirint, limiteazd numirul de vizite si il
mentine constant pe toatd durata celor zece zile, comparativ
cu loturile II si III, ca si comparativ cu lotul martor.

Lotul II injectat cu adenozina 40 microg/kgc inainte de
efectuarea primului pasaj labirintic a inregistrat un numar
de vizite redus, comparativ cu lotul martor, pe toatd durata
celor zece zile; diferenta fiind semnificativa statistic (p<0.05)
in zilele 2,3, 5, 7, 8 10.

Injectarea inainte de prima trecere prin labirint a
influentat diferentiat numarul de vizite, astfel incét in prima
7i el este net superior celui ce a primit adenozina 20 microg/
kge, putand concluziona ca efectul ar putea fi dependent de
dozi. Din cea de-a doua z, lotul II a inregistrat rezultate
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asemandtoare lotului I, pe parcursul tuturor celor noui zile
ramase numarul de vizite fiind net inferior si semnificativ
statistic fata de lotul martor, in cazul lotului III injectat cu
teofilind 20 microg/kgc inainte de efectuarea primului pasaj,
am observat o crestere progresivd a numdrului de vizite
comparativ cu lotul I, diferentele mentinindu-se semnificativ
statistic pe durata primelor opt zle. Putem concluziona cd
teofilina are efect contrar adenozinei in ceea ce priveste
numdrul de vizite, astfel incat dacd prin injectarea a doze
mici de adenozind am observat o hipomotilitate a animalului
in labirint, si o sciidere a capacititii de explorare, prin
injectarea de teofilind a crescut motilitatea in labirint, dar
putem spune cd in aceeasi masura ar putea scddea capacitatea
animalului de concentrare, ceea ce ar duce la o influentare
negativid a procesului memorizarii.

In ceea ce priveste procentajul timpului petrecut in
bratul nou, in cazul lotului injectat cu adenozina 20 microg/
kgc inainte de prima trecere prin labirint, se observi o
crestere comparativ cu lotul martor pe toati durata celor
zece zile ale experimentului, semnificativi statistic (p<0.05)
in zilele 1, 2, 4, 5, 6, 7, 9, 10. (Tabel 4).

Corelarea rezultatelor privind si numairul de vizite, ca si
procentajul timpului petrecut in bratul nou, ar putea sta la
baza a doud ipoteze: prima, enuntati de COHEN H.D.,
BARONDES S.H, afirmi ci adenozina in dozid mici ar
putea determina un efect sedativ, o hipomotilitate, o scidere
a capacitdtii de explorare si a vigilentei animalului,
demonstratd de altfel si de noi prin sciderea numarului de
vizite efectuate de citre lotul I si cresterea timpului petrecut
in bratul nou. Cea de-a doua ipotezi ar putea fi legati de
faptul ca prin cresterea timpului petrecut in bratul nou ,
animalul isi aminteste bratele explorate anterior si cauti si
se familiarizeze mai mult cu un mediu mai nou cu care vine
in contact. Luand in considerare doar aceasti crestere a
procentului de timp petrecut in bratul nou, am putea afirma
cd in decursul celor zece zile, lotul I a inregistrat o
imbundtitire a procesului de achizitie, prin comparatie cu
lotul martor, rezultate inalt semnificative statistic. Pentru a
scoate din discutie eventualitatea aparitiei efectului sedativ
la doze scdzute de adenozind, lucrarea ar trebui completati
cu o baterie de teste comportamentale care si evalueze si
alte functii nervoase centrale.

In cazul lotului II injectat cu doze mai mari de adenozini
fata de lotul injectat cu doze mai mici de adenozini, s-a
observat prin corelare cu inregistrarea numirului de vizite,
ci in primele trei zile ale experimentului, animalele exploreazd
mai mult §i pentru un timp mai mic bratul now, fatd de lotul
injectat cu doze mici de adenozina ce exploreazi mult mai
putin gi pentru un timp mai indelungat bratul nou. Incepand
cu ziua a doua, lotul II injectat cu doze mai mari de
adenozini va efectua un numar mai mic de vizite, in schimb
va petrece mai mult timp in bratul nou, atit comparat cu
lotul I cét si cu lotul martor.

Teofilina - in cazul lotului III, am observat o scidere a
timpului petrecut in bratul nou, comparativ cu loturile
injectate cu adenozina, aceasta fiind legatd si de scaderea
numirului de vizite efectuate in bratul nou. In primele cinci
zile rezultatele au fost aseminitoare cu cele ale lotului
martor, ca apoi, din ziua 5 si scadd numirul de vizite ca
si procentajul impului petrecut in bratul nou. Putem spune
astfel ca teofilina a crescut capacitatea de explorare a
antmalului, a crescut vigilenta, dar in acelasi timp a crescut
st capacitatea de a genera erori, astfel incdt in timp indelungat
influenfeaza nefavorabil procesul de achizitie a memoriei.
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CONCLUZII

1. Dozele mici de adenozind injectate inainte de achizitie
au aratat pe parcursul celor zece zile o scidere a motilitatii
animalului si implicit o crestere a capacititii de explorare.

2. Teofilina in doze mici a influentat in sens negativ
achizitia, scazand procentajul timpului petrecut in bratul
nou fatd de loturile injectate cu adenozina. In acelasi timp
putem spune ci a determinat o hipermotilitate a animalului,
comparativ cu loturile injectate cu adenozini, crescind
astfel probabilitatea de eroare.

3. Rezultatele obtinute am putea afirma ca sunt in
concordantd cu datele din literaturd, astfel incat injectarea
de doze mici de adenozina creste cantitatea de AMP_sinaptic
implicat in memoria tardiva.

4. Pornind de la rezultatele obtinute si oarecum contrarii
in cadrul loturilor injectate cu adenozind si cu teofilind , ce
sunt cunoscuti a fi agonisti, respectiv antagonisti pe
receptorii adenozinergici, aducem un argument in plus ca
la baza procesului de memorizare nu pot fi implicati receptorii
adenozinergici, rimanand a fi luate in discutie si alte teorii
printre care implicarea LTP-ului (long time potentialisation)
in procesul de memorizare, implicarea receptorilor NMDA,
ca si corelarea sistemului adenozinergic cu ceilalti
neuromediatori excitatori. Teoria conform cireia teofilina
nu determini efecte contrare adenozinei asupra memoriei
datorita faptului ca nu exista un tonus adenozinergic cerebral
in momentul injectdrii, ar putea implica receptorii
adenozinergici in procesul memorizarii, dar pentru a afirma
acest lucru lucrarea de fatd ar trebui completata cu un
studiu care sa cerceteze efectele injectirii concomitente de
adenozini si teofilind.

5. Intrucét adenozina ar putea determina formarea de
ATP exogen din AMP,, putem incrimina incd o data rolul
ATP in procesul de LTP, acesta fiind o modificare a
transmisiilor sinaptice indusid de un pattern specific de
stimulare caracterizat prin frecventa inaltd sau administrarea
locala de ATP extern.

6. ATP extracelular participad in procesele de fosforilare
a ectoproteinelor si in amplificarea raspunsului sinaptic astfel:
in timpul inductiei LTP in hipocamp, ATP e secretat in fanta
sinapticd, producandu-se o fosforilare oxidativdi a
ecto-proteinkinazei la suprafata neuronilor piramidali

hipocampici (activitatea de fosforilare este detectatia la
suprafata neuronilor dupa sinaptogenezi, fird a fi detectati
la nivelul neuronilor imaturi sau la nivelul celulelor gliale).

7. Cu ajutorul unor anticorpi monoclonali inhibitori (in
domeniul catalitic al protein-kinazei C - care, de altfel,
blocheaza stabilizarea L'TP) s-a dovedit evidenta cauzald a
rolului ecto-proteinkinazei C in procesele de memorizare
cerebrali (Chen W; Wieraszko A; Hogan MV; Yang MA;
Ehrlich YH, 1966)

8. Contrar LTP, LTD (Long Time Depression) reprezinta
o inhibitie de lungd durati a transmisiilor sinaptice si poate
fi considerat un candidat al fenomenului de uitare, fiind
important in procesele de inviatare si memorie. Lipsa
implicarii receptorilor glutaminergici in inducerea LTD ar
putea fi un nou tip de ihibitie sinaptici de lunga durata.

In incheiere, cu toate cd adenozina si teofilina sunt
considerate clasic a actiona asupra receptorilor
adenozinergici, cu ajutorul rezultatelor obtinute in aceasti
lucrare am demonstrat ca receptorii adenozinergici nu sunt
implicati in procesele de memorizare, aceasta avand la bazi
procese mult mai complexe.
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