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LISTA ABREVIERI

ALA=acid a-lipoic
As=Arsen

AVMA= American Veterinary Medical Association (eng)/ Asociatia Americana de
Medicind Veterinara

UE=unitati enzimatice

BDNF=Brain-derived neurotrophic factor (eng)/ Factorul neurotrofic derivat din
creier

DLso-doza letala 50 %

DM=deltametrin

DS=deviatia standard
DTNB=5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoic acid)

ECDC=European Centre for Disease Prevention and Control (eng)/ Centrul
European pentru Prevenirea si Controlul Bolilor

EDTA=Ethylenediaminetetraacetic acid (eng)/Acid etilendiaminotetraacetic
GABA=acid amino-butiric

GPx=Glutathione Peroxidase (eng)/ Glutation Peroxidaza

GSH=Glutation

GST=Glutation-S-transferaze

HRP=Horseradish peroxidase (eng)/ Peroxidaza de hrean
MDA=Malondialdehyde (eng)/ Malondialdehida

NAC=N-acetil-L-cisteina

NBT=NitroBlue Tetrazolium

OECD=Organisation for Economic Co-operation and Development (eng)/
Organizatia pentru Cooperare si Dezvoltare Economica
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PBS= Phosphate Buffered Saline (eng)/ solutie salind tamponata cu fosfat
PM=particulate matter (eng)/ particule in suspensie

QUE= Quercetina

ROS=Specii reactive de oxigen

Rpm= Rotatii pe minut

SH=Sulthidril

SOD=Superoxid dismutaza

T°=temperatura

t-Bu-OOH=Hidroperoxid de tert-butil



INTRODUCERE

Ecotoxicologia studiaza efectele poluantilor asupra organismelor vii si
asupra ecosistemelor. Pestele zebra (Danio rerio) este un model experimental
frecvent utilizat in acest domeniu, datoritd dimensiunilor reduse, ciclului de viata
scurt, embrionilor transparenti si asemanarilor genetice si fiziologice cu vertebratele
superioare. Aceste caracteristici il fac ideal pentru investigarea toxicitatii acute si
cronice a diferitelor substante chimice.

Expunerea la poluanti emergenti, precum metalele grele, pesticidele si
compusii farmaceutici, poate afecta semnificativ comportamentele sociale si
individuale ale pestilor zebra, influentdnd formarea bancurilor, interactiunile dintre
indivizi, raspunsul la stimuli, comportamentul anxios si activitatea locomotorie. In
mediul natural, acesti contaminanti nu se regésesc izolat, ci sub forma de amestecuri
complexe, ceea ce poate duce la interactiuni sinergice sau antagoniste Intre substante,

complicand considerabil evaluarea riscurilor ecologice.

Cercetarea a urmadrit evaluarea efectelor expunerii individuale si asociate la
diversi poluanti, precum si investigarea potentialului efect protector al unor
antioxidanti naturali, cum ar fi acidul a-lipoic (ALA), quercetina si N-acetil-L-
cisteina (NAC). Combinarea analizelor comportamentale cu cele biochimice a
permis o intelegere aprofundatd a mecanismelor de stres oxidativ implicate, prin
determinarea unor biomarkeri relevanti, precum superoxid dismutaza (SOD),
malondialdehida (MDA), glutation peroxidaza (GPx) si catalaza (CAT).

Prin integrarea rezultatelor obtinute din teste specifice de comportament
(testul de muscatura a oglinzii, testul de performanta a Tnotului, testul de preferinta a
culorilor si testul de sociabilitate) cu parametrii biochimici analizati, studiul ofera o
perspectiva complexa si interdisciplinard asupra modului in care pestii zebra
reactioneaza la expunerea simultana la mai multi poluanti. Rezultatele contribuie la
intelegerea mecanismelor de aparare celulard si la identificarea unor strategii de
atenuare a efectelor poluarii acvatice, evidentiind rolul antioxidantilor ca agenti
protectori. Cercetarea subliniaza relevanta pestelui zebrd ca model experimental in
ecotoxicologie si importanta acestuia in evaluarea impactului poluantilor asupra
sanatatii ecosistemelor acvatice.

Pentru realizarea scopului propus, cercetarea a urmarit urmatoarele obiective
principale:



Obiectiv 1: Evaluarea efectului administrarii individuale a unor poluanti si
substante cu potential protector asupra comportamentului pestelui zebra, in vederea
elucidarii mecanismelor comportamentale induse de expunerea la substante chimice.

Obiectiv 2: Investigarea interactiunilor dintre substantele toxice, prin
evaluarea efectelor amestecurilor binare i tertiare asupra comportamentului pestelui
zebra.

Obiectiv  3: Elucidarea mecanismelor ecotoxicologice fundamentale
implicate in toxicitatea substantelor chimice, prin corelarea modificarilor biologice,
fiziologice si comportamentale.

Obiectiv 4: Contributia la dezvoltarea ecotoxicologiei comportamentale, prin
analiza detaliatd a efectelor substantelor toxice asupra comportamentului
organismelor acvatice, cu scopul fundamentarii unor masuri eficiente de protectie a
mediului.



CAPITOLUL 1. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

1.1 Influenta unor poluanti asupra comportamentului pestilor zebra

Poluantii chimici, precum antibioticele, pesticidele si metalele grele au efecte
negative semnificative asupra sanatitii umane si asupra mediului. Pesticidele, de
exemplu deltametrinul, utilizat in agriculturd, pot genera toxicitate daca nu sunt
folosite corespunzator. Nanoparticulele de SiO,, folosite 1n industrie si medicina,
ridicd Ingrijorari privind potentialul lor toxic. Metalele grele, precum arsenul si
mercurul, afecteaza negativ solurile, apele si biodiversitatea. Antibioticele din clasa
penicilinelor, precum ampicilina si amoxicilina, sunt frecvent utilizate pentru

tratamentul infectiilor bacteriene.

Pe de alta parte, antioxidantii naturali si sintetici, cum ar fi ALA, NAC si
quercetina, ajutd la neutralizarea radicalilor liberi si reduc stresul oxidativ, protejand
celulele impotriva daunelor provocate de poluanti. Acestia joaca un rol important in

sustinerea sandtatii si in contracararea efectelor toxice.

Este importantd constientizarea impactului poluantilor asupra sanatatii
publice si promovarea masurilor de reducere a expunerii, inclusiv utilizarea

antioxidantilor ca metoda de protectie.

1.2. Contaminantii chimici

Contaminantii chimici de mediu provin din activititi umane, precum procese
industriale, agricultura si eliminarea deseurilor (Figura I.1), afectdnd ecosistemele si
sdnatatea umana (Shakya et al., 2023).
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Figura L.1. Principalele sursele de poluanti din mediu.

Arsenul este un metaloid toxic prezent in mod natural in scoarta terestra, dar
si eliberat prin activitati precum mineritul, utilizarea pesticidelor si a ingrasamintelor
(Gibb et al., 2011). Contamineaza apele subterane si de suprafatd, reprezentand

riscuri de cancer si leziuni cutanate.

Mercurul, un metal greu foarte toxic, provine din arderea carbunelui, minerit
si incinerarea deseurilor (Smith ef al., 2009). Se bioacumuleaza in lanturile trofice
acvatice, afectand sandtatea oamenilor prin consumul de peste contaminat. Este o

preocupare majora la nivel global pentru sanatate.

Deltametrinul este un insecticid sintetic utilizat in agricultura, care poate
patrunde in mediu prin scurgeri si afecteaza organismele non-tinta, inclusiv albinele
si viata acvatica (Yadav et al., 2023). Are un timp de Injumatatire lung si poate cauza

efecte toxice la animale.

Nanoparticulele de dioxid de siliciu au proprietati speciale, dar impactul lor
ecologic este inca studiat (Janjua et al., 2023). Expunerea poate induce inflamatie

pulmonara, fibroza si efecte imunologice.
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Este esentiald implementarea unor strategii de gestionare si reglementari

pentru a reduce impactul acestor contaminanti asupra mediului si sanétatii publice.

1.3. Antibioticele

Romania ocupa primul loc in Uniunea Europeand privind consumul de
antibiotice sistemice, cu peste 3% din populatie utilizdnd antibiotice zilnic, iar in
timpul pandemiei COVID-19 s-a inregistrat o crestere semnificativa a consumului,
in special a antibioticelor cu spectru larg (Ghiga et al., 2023). La nivel european,
consumul mediu este de 19,4 doze zilnice la 1.000 de locuitori, cu variatii Intre tari.
Cele mai utilizate clase de antibiotice sunt macrolidele, cefalosporinele si
tetraciclinele (Figura 1.2), iar la nivel global, amoxicilina, azitromicina si
ciprofloxacina sunt cele mai frecvente utilizate antibiotice.

Antibacterials for systemic use (ATC group J01), EU/EEA countries, 2022
DDD / 1000 inhabitants / day

Cyprus Bulgaria Belgium Iceland Lithuania
335 257 204 186 185

Croatia
202
- Fnland
Luxembourg
191
Netherla-
nds
[ 91
. -
05

Figura 1.2. Antibacteriene de utilizare sistemica (sursa: European Centre for
Disease Prevention and Control, 2023)

Poluarea mediului cu antibiotice (Figura 1.3), prin apa uzatd si deseurile
farmaceutice, reprezintd o problemd majord, deoarece favorizeaza dezvoltarea
bacteriilor rezistente, complicdnd tratamentul infectiilor. Sursele principale de
poluare includ apele uzate de la produciatori, fermele zootehnice, acvacultura,
spitalele si gospodariile.
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Figura L.3. Principalele surse de poluare cu antibiotice

Rezistenta bacteriana apare prin diverse mecanisme, precum producerea de
enzime care inactiveaza antibioticele, modificari ale membranei celulare, pompe de
eflux si mutatii genetice ce modifica tintele antibioticului. Pentru prevenirea poluarii
si a rezistentei, sunt necesare masuri concrete, inclusiv eliminarea corespunzatoare a
deseurilor farmaceutice si reducerea utilizarii inutile a antibioticelor.

1.4. Antioxidantii

Antioxidantii sunt substante care protejeaza organismul impotriva efectelor
daunatoare ale radicalilor liberi, care pot cauza leziuni celulare si inflamatii. Desi nu
influenteaza direct antibioticele, acestia sprijind sistemul imunitar si pot creste
eficienta tratamentului antibiotic, reducand 1n acelasi timp efectele secundare,

precum inflamatia si stresul oxidativ.

Quercetina, un flavonoid prezent in multe fructe si legume (Pany et al., 2014;
Zhang et al., 2014), are puternice proprietdti antioxidante si poate proteja tesuturile

de leziunile induse de medicamente. Studiile arata ca, in asociere cu unele antibiotice,
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quercetina poate creste activitatea antibacteriana si poate preveni stresul oxidativ fara

a afecta eficacitatea tratamentului.

ALA este un antioxidant natural important pentru metabolism si protectia
celulard, care poate regenera si alti antioxidanti in organism (Tripathi et al., 2023).
Cu toate acestea, productia si utilizarea ALA pot genera reziduuri ce pot afecta

mediul, contaminénd solul si apele.

N-acetil-L-cisteina este utilizatd pentru capacitatea sa de a modula stresul
oxidativ si pentru efectele benefice in prevenirea anxietatii si a altor tulburari psihice
(Reis et al., 2020). Experimentele pe pesti zebra au aratat cd NAC reduce
comportamentele asemandtoare anxietatii si protejeazd creierul de deteriorérile
oxidative. In concluzie, antioxidantii pot imbunatiti eficacitatea antibioticelor si pot
reduce reactiile adverse, insd mentinerea unui echilibru intre radicalii liberi si

antioxidanti este esentiald pentru sénatate.

1.5. Pestele zebrd - model animal

Pestele zebra este o specie mica de apa dulce, folosita frecvent ca model
experimental in cercetarea stiintificd datoritd unor caracteristici unice. Originar din
India, se remarca prin dungile albastre si albe de pe corp. Are capacitatea de a
regenera tesuturi, precum inima si maduva spindrii, ceea ce il face ideal pentru studiul
regenerarii si al terapiilor medicale. Embrionii sai transparenti permit observarea in

timp real a dezvoltarii organelor (Beffagna, 2019).

Are un sistem nervos complex si manifestd comportamente sociale si
agresive controlate genetic, fiind astfel util pentru studierea neurobiologiei si a
bolilor umane, precum cancerul, bolile cardiace si neurologice. Genomul sdu complet
secventiat si usurinta manipularii genetice 1l recomandd ca model in biologia
dezvoltarii vertebratelor. Pestele zebra este omnivor si traieste in ape putin adanci,

avand plasticitate comportamentala in fata schimbarilor de mediu.

De asemenea, este utilizat pentru testarea toxicitatii substantelor chimice si
poluantilor, fiind sensibil la compusi toxici. Embrionii fertilizati extern si

transparenti faciliteaza studiile de toxicologie si neurotoxicologie (Veldman si Lin,
14



2008). Cercetdrile au demonstrat cd administrarea asociatda de metale grele,
antibiotice, pesticide si antioxidanti pot afecta comportamentul si pot creste stresul

oxidativ la pestii zebra.

1.6. Comportamente specifice pestelui zebra

Pestii zebra prezinta o serie de comportamente caracteristice speciei, cum ar
fi raspunsuri antipradator, comportamentul social de formare de bancuri, capacitati
de Invétare si memorie, precum si reactii la stres. Expunerea la substante chimice

poate influenta negativ aceste comportamente.

Activitatea locomotorie este frecvent studiata in experimente pentru a evalua
efectele diversilor factori, insa nu existd o metoda standardizatd de masurare, fiind
utilizate diverse paradigme experimentale, inclusiv in stadiile timpurii de dezvoltare
(Ingebretson si Masino, 2013). In ceea ce priveste comportamentul anxios, pestii
zebra reactioneaza la stres prin manifestarea unor comportamente caracteristice
anxietatii, precum evitarea zonelor deschise sau preferinta pentru intuneric, iar

formarea de bancuri dense este un indicator al starii de anxietate.

Desi sunt o specie sociald, pestii zebra pot manifesta comportamente
agresive, stabilind ierarhii de dominantd in anumite conditii (Teles si Oliveira, 2016).
Comportamentul social al pestilor zebrad se manifesta prin tendinta de a se deplasa in
grupuri compacte, fenomen cunoscut drept formarea bancurilor, caracterizat prin un
grad ridicat de coeziune sociala. Acest aspect 1i face un model valoros pentru studiul
geneticii si neurostiintei comportamentale. Fiind o specie diurna si relativ rezistenta
la perturbérile mediului, pestii zebra sunt ideali pentru observatii comportamentale.
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CAPITOLUL 2. MATERIALE SI METODE

2.1. Organismul model: pestele zebra adult

Experimentele au fost efectuate pe pesti zebra adulti, cu varsta intre 6 si 7
luni. Acestia au fost achizitionati din surse diferite pentru a evita consangvinizarea si
pentru a asigura diversitatea genetica. Pestii au fost acomodati timp de o luna (Figura
II.1) in Laboratorul de Ecotoxicologie al Facultatii de Biologie din lasi, in conditii
controlate: temperatura a fost mentinuta la 27 + 1 °C, pH-ul intre 7,0 si 7,5, duritatea
de 57 + 16 mg L' CaCO3, oxigenul dizolvat intre 7,1 si 8,4 mg L', iar nivelurile de
amoniac si nitriti au fost sub 0,001 mg L™, conform standardelor OECD.

Figura II.1. Indivizii de pesti zebrd adulti (imagine originald)

Apa acvariilor de intretinere a fost schimbata zilnic cu apé declorinata, iar in
acvariile experimentale era reimprospatata cu solutiile testate. Fotoperioada a fost
controlatd prin temporizatoare pentru un ciclu de 10 ore lumina : 14 ore intuneric, cu

16



o intensitate luminoasa de 307,5 lux, asigurata prin benzi LED albe. Pestii au fost
hraniti de doud ori pe zi cu fulgi tropicali TetraMin.

Metodologia experimentului a inclus mai multe teste comportamentale
utilizate pestelui zebra. Testul de performanta a Tnotului a fost realizat intr-un labirint
in forma de T, cu trei brate active si unul blocat cu o fantd incolora (Figura I1.2).
Miscérile pestilor au fost inregistrate cu o camera cu infrarosu conectatd la un
calculator, iar datele au fost analizate cu software-ul EthoVision XT 11.5. Parametrii
urmariti au fost distanta totala parcursa si viteza de inot. Fiecare sesiune a durat patru

minute, dupa o perioadd de acomodare de 30 de secunde.

- — =

\ E 1 Cameravideo cu infrarosu

Calculator cu

software-ul

EthoVision
instalat

Labirint polivalent

Figura IL.2. Labirint in forméa de cruce, adaptat pentru testul de performanta

a inotului (imagine originald)

Testul de sociabilitate a fost realizat utilizdnd un labirint similar, in care
bratul stang era blocat cu o fanta incolord, permitdnd vizualizarea unui conspecific
plasat in acest brat, care a actionat ca stimul social (Figura I1.3). Comportamentul a
fost evaluat Tnainte si dupa expunerea la substantele chimice, acut (96 de ore) sau
cronic (21 de zile), cu masuratori periodice conform protocolului OECD. Substantele

au fost administrate zilnic, iar grupul control a fost tratat similar, fara expunere.
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Sistem de filmare cu infrarosu Brat drept

Brat stang

Bratcentral

Figura I1.3. Labirint in forma de cruce adaptat pentru testul de sociabilitate

(imagine originald)

Testul de preferinta a culorilor s-a realizat intr-un labirint in forma de T, cu
bratul stang colorat in rosu si cel drept colorat verde (Figura I1.4).

Bratstang

Brat central

Figura I1.4. Labirint in forma de cruce adaptat pentru testul de preferintd a

culorilor (imagine originald)

18



S-au evaluat timpul petrecut in fiecare brat, numarul de intrari, distanta
parcursa si viteza de not pentru a evidentia posibile modificari ale comportamentului
vizual.

Testul de muscdtura a oglinzii a fost folosit pentru a evalua agresivitatea. O
oglinda a fost fixatd pe peretele lateral al bratului stang al labirintului T (Figura IL.5),
iar comportamentul a fost inregistrat timp de patru minute. S-au monitorizat distanta
totald parcursa, timpul petrecut muscand oglinda si timpul petrecut in apropierea
acesteia.

Figura ILS5. Testul de muscatura a oglinzii (imagine originala)

La finalul experimentelor, pestii au fost eutanasiati pentru recoltarea probelor

necesare analizelor biochimice.

Pentru evaluarea stresului oxidativ, creierul si restul corpului de la cinci pesti
zebra au fost omogenizate in tampon fosfat (PBS) si centrifugate pentru obtinerea
supernatantului utilizat in analize. Creierele au fost disecate imediat dupé eutanasie

si procesate separat (Figura I1.6).
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Figura I1.6. Prelevarea creierului pestilor zebra (imagini originale)

Activitatea enzimelor antioxidante a fost masurata spectrofotometric. SOD a
fost determinata prin inhibitia reducerii nitroblue tetrazoliumului, cu absorbtie citita

la 450 nm, iar rezultatele au fost exprimate in unititi mg™' proteina.

Activitatea GPx a fost evaluatd prin consumul de nicotinamida adenina
dinucleotida fosfat la 340 nm, indicand conversia glutationului redus. Reactia a fost
desfisurati la 25 °C, pH 8, iar rezultatele au fost exprimate in unititi mg™ proteina.

Concentratia MDA a fost masurata printr-un test ELISA competitiv, cu
absorbtie cititd la 450 nm si valori exprimate in ug mL™, raportate la continutul de

proteina.

Activitatea CAT a fost determinatd prin masurarea descompunerii H2O:.
H-0: rezidual a reactionat cu un reactiv cromogen, iar absorbtia produsului colorat a
fost citita la 570 nm. Activitatea enzimei a fost exprimata in nmoli H>O- descompusi

pe minut per mL proba.

Datele comportamentale si biochimice au fost exprimate ca medie + SD si
analizate cu testul t Student si ANOVA, urmate de testul Tukey. Semnificatia a fost
considerata la p = 0,05. Analizele au fost realizate in GraphPad Prism 9 (2019).
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Pestii au fost tratati conform recomandarilor UE (2007) si Directivei 63/2010
privind protectia animalelor. Experimentul a fost aprobat de Comisia de Etica a

Facultatii de Biologie, Universitatea ,,Alexandru loan Cuza” Iasi, nr.
2924/05.10.2021.

2.2. Expunerea la substante individuale
2.2.1. Expunerea la contaminanti chimici

Arsenul, provenit din surse industriale si agricole, se acumuleaza in pesti prin
branhii si hrana, afectand specii precum pestele zebra. In acest studiu, pestii au fost
expusi timp de 96 de ore la doudi concentratii, respectiv 25 si 50 pg L' arsen,

evaluandu-se comportamentul locomotor si comportamentul social.

Mercurul, contaminant neurotoxic, afecteaza dezvoltarea si comportamentul
pestilor zebri prin expunere cronici. Pestii au fost tratati cu 1 si 15 pg L' cloruri de
metil mercur timp de 96 de ore, iar comportamentul prin doua teste specifice,
respectiv testul de sociabilitate si testul de performanta a inotului.

Deltametrinul, un insecticid piretroid, patrunde in apele naturale din surse
agricole. Pestii zebra din cadrul acestui experiment au fost expusi la 0,5 si 2 pg L™,
iar comportamentul locomotor si social a fost analizat cu software-ul EthoVision XT.

Nanoparticulele de SiO, pot induce stres oxidativ si modificari
comportamentale. Pestii zebra au fost expusi timp de 7 zile la concentratii de 100 si
500 pg mL™, iar ulterior au fost evaluati prin teste de sociabilitate, de preferint

cromatica si prin analize ale biomarkerilor de stres oxidativ.

2.2.2. Expunerea la antibiotice

Ampicilina, un antibiotic din clasa penicilinelor, este utilizata pentru tratarea
infectiilor bacteriene la oameni si animale. Acest studiul a investigat efectele
ampicilinei asupra comportamentului pestilor zebra, concentrandu-se pe activitatea

locomotorie, anxietate si interactiuni sociale.
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Pestii au fost impartiti in trei grupuri: control, 50 mg L' ampicilina si 100
mg L' ampiciling, cu o expunerea 96 de ore. Comportamentul a fost evaluat prin
testele de performantd a Tnotului si de sociabilitate. Scopul a fost de a intelege
impactul ampicilinei asupra sanatatii si comportamentului acestor organisme
acvatice.

Amoxicilina este un antibiotic larg utilizat, insa administrarea pe termen lung

poate altera flora intestinald si induce schimbéri comportamentale prin mecanisme
neuroendocrine.
Studii anterioare pe modele animale (soareci, pesti zebrd) au demonstrat ca doze mari
de amoxicilind pot modifica activitatea locomotorie, comportamentul social si
parametrii biochimici, inclusiv reducerea sulthidrilului si activitatii catalazei, cu
cresterea activitatii SOD 1in creier.

In studiul prezent, pestii au fost expusi la 50 si 100 mg L' amoxicilina timp
de 96 de ore, iar efectele asupra comportamentului au fost evaluate prin testele de
performanta a inotului si de sociabilitate. Obiectivul a fost evaluarea toxicitatii acute

si a riscurilor ecologice asociate prezentei amoxicilinei in mediul acvatic.

2.2.3. Expunerea la antioxidanti

Acidul a-lipoic este un antioxidant solubil in apa si grasimi, esential pentru
metabolismul celular si detoxifiere. Studiile pe sobolani au aratat ca dozele moderate
de ALA (520 mg kg') nu afecteazi comportamentul in mod semnificativ, iar doza
de 20 mg kg reduce efectele toxice ale Thimerosalului asupra interactiunii sociale
si comportamentelor stereotipe (Namvarpour et al., 2018). ALA stimuleaza
activitatea enzimelor antioxidante SOD si CAT, protejand memoria si functia
neuronali in conditii de stres oxidativ. In acest studiu experimental, pestii au fost
expusi la concentratii de 10 si 20 mg L™ de ALA pentru 96 de ore, iar efectele asupra
comportamentului social si activitatii locomotorii au fost evaluate.

Quercetina este un flavonoid natural cu proprietati antioxidante,
antiinflamatorii si antivirale, prezent in fructe, legume si bauturi. Concentratiile

variaza 1n functie de sursa, incluzand mere, merisoare, ceapa si ceai negru (Bhagwat
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et al, 2011). Studiile arati ci dozele mici de quercetini (0,01-10 pg L)
imbunatatesc comportamentul social si reduc anxietatea la pestii zebra, in timp ce
dozele mari (pani la 1000 ug L) au efecte negative, cum ar fi sciderea mobilititii
si cresterea anxietdtii. Aceste diferente sugereazd mecanisme distincte de actiune
asupra sistemului nervos in functie de dozaj. La soareci, quercetina reduce depresia
si stresul prin reactivarea astrocitelor si prin efecte neuroprotectoare. In cadrul acestui
experiment, pestii zebrd au fost expusi la 1 si 1000 ug L™ quercetina timp de 96 de
ore, iar efectele asupra performantei inotului si comportamentului social au fost

evaluate.

2.3. Expunerea la amestecurile binare

Expunerea simultana la doua substante chimice poate avea efecte sinergice,
antagoniste sau aditive asupra organismului, influentand biodisponibilitatea,
toxicitatea si mecanismele de actiune la nivel celular si molecular. Studii recente au
investigat impactul asocierii unor compusi specifici, precum nanoparticulele de SiO»,

NAC, mercurul, amoxicilina, arsenul, ampicilina si deltametrinul.

2.3.1. Expunerea la ampicilina si arsen

In experimentul realizat, s-au evaluat efectele comportamentale ale arsenului
si ampicilinei, individual si in asociere, asupra pestilor zebra, pe durata a 96 de ore.
Ampicilina poate altera microbiota intestinald si induce stres oxidativ, in timp ce
arsenul, metal toxic raspandit in mediu, are efecte neurotoxice, imunotoxice si
genotoxice prin modificarea macromoleculelor intracelulare si inducerea
dezechilibrelor celulare. Organismul dispune in mod normal de un sistem antioxidant
format din enzime, precum GPx, SOD si CAT, pentru a contracara stresul oxidativ.
Evaluarea efectelor combinate este importantd, intrucat interactiunile dintre aceste
substante pot amplifica sau diminua efectele toxice. Dozele utilizate au fost 100 mg
L ampicilind si 50 pg L' arsen, conform literaturii de specialitate (Maselli et al.,
2020, Coral et al., 2021). Studiul ajuta la intelegerea mecanismelor de actiune ale

celor doua substante asupra organismelor acvatice si la dezvoltarea unor strategii
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pentru reducerea impactului asupra ecosistemelor. Pestii zebrd au fost impartiti n
patru loturi: lotul 1 (control), lotul 2 expus la arsen, lotul 3 expus la ampicilina si
lotul 4 expus la ambele substante, cu o durata de 96 de ore si reimprospatarea zilnica

a apei.

2.3.2. Expunerea la deltametrin si arsen

Arsenul si deltametrinul sunt substante chimice care afecteaza semnificativ
organismul, influentand procesele fiziologice si comportamentale. Deltametrinul
interactioneaza cu functionarea sistemul nervos, provocand inhibarea functiilor
motorii si modificéri ale comportamentului, In timp ce arsenul induce stres oxidativ
si afecteazd macromoleculele intracelulare, provocand disfunctii celulare. Studiul a
urmarit efectele individuale si in asociere ale celor doi compusi asupra pestilor zebra,
analizand modificarile comportamentale prin testul de sociabilitate si testul de
performanta a inotului, pe o perioada de 96 de ore. Concentratiile utilizate au fost 2
ng L' deltametrin si 50 pg L' arsen. Rezultatele au evidentiat potentialul de
amplificare a efectelor toxice in cazul expunerii in asociere, oferind informatii
valoroase pentru ecotoxicologie si protectia mediului, contribuind la dezvoltarea

unor strategii pentru limitarea impactului chimicalelor asupra ecosistemelor acvatice.

2.3.3. Expunerea la ampicilina si deltametrin

Experimentul a investigat efectele comportamentale si fiziologice ale
expunerii individuale si asociate la ampicilind si deltametrin asupra pestilor zebra pe
o perioada de 96 de ore, concentrandu-se pe modificarile comportamentului social si
performantei inotului. Expunerea asociata poate potenta efectele toxice, influentand
comportamentul social si capacitatea de inot a pestilor. Evaluarea interactiunilor
sinergice sau antagonice este esentiald pentru intelegerea modului in care aceste
substante afecteazi organismele acvatice. Dozele utilizate au fost 100 mg L
ampicilind si 2 ug L' deltametrin.
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2.3.4. Expunerea la amoxicilina si clorura de metil mercur

Acest studiu a investigat efectele comportamentale ale expunerii individuale
si asociata la amoxicilind si clorura de metil mercur asupra pestelui zebra, pe o durata
de 96 de ore, evaludnd efectul asupra sociabilitatii si performantei inotului.
Expunerea simultana la aceste substante poate amplifica toxicitatea, determinand
efecte mai pronuntate asupra comportamentului. Studiul a folosit testul de
sociabilitate si testul de performantd a Inotului pentru a monitoriza schimbarile
comportamentale. Concentratiile administrate au fost 100 mg L' amoxicilind si 15
ug L' clorurd de metil mercur. Pestii au fost distribuiti in patru loturi: lotul 1
(control), lotul 2 (expunere la amoxicilind), lotul 3 (expunere la mercur) si lotul 4

(expunere amoxicilina si mercur).

2.3.5. Expunerea la nanoparticule de dioxid de siliciu si N-acetil-L-
cisteina

Acest studiu investigheaza efectele expunerii individuale si asociate la
nanoparticulele de SiO; si NAC asupra comportamentului pestelui zebra, folosind
testele de sociabilitate si preferintd a culorilor. Testul de sociabilitate evalueaza
interactiunea sociald, iar testul de preferintd a culorilor analizeaza raspunsurile

vizuale si preferintele cromatice ale pestilor.

Substantele au fost administrate in concentratii relevante pentru mediu si
domeniul farmacologie: 500 pg L' nanoparticule de SiO, si 10 mg L' NAC. Pestii
au fost impartiti in patru grupuri: lotul 1 (control), lotul 2 (NAC), lotul 3
(nanoparticule de SiO;) si lotul 4 (NAC + nanoparticule de SiO»), iar expunerea a

durat 7 zile, urmata de teste comportamentale si analize biochimice.

Nanoparticulele au fost bine dispersate Tnainte de utilizare, iar NAC a fost
preparata proaspat. La final, pestii au fost eutanasiati conform normelor AVMA
2020.

Studiul contribuie la intelegerea impactului nanoparticulelor de SiO; si al
NAC asupra comportamentului si sdnatatii organismelor acvatice, evidentiind

interactiunile dintre poluanti si substantele protectoare din ecosisteme.
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2.4. Expunerea la amestecurile tertiare

2.4.1. Expunerea la clorura de metil mercur, amoxicilina si acid alfa
lipoic

Acest studiu examineaza efectele unui amestec format din clorurd de metil
mercur, amoxicilind si ALA asupra pestelui zebrd, punand accent pe rolul ALA in
reducerea stresului oxidativ indus de celelalte substante. Pestii au fost Impartiti n
patru loturi: lotul 1 (control), lotul 2 (ALA), lotul 3 (amoxicilind + mercur), si lotul
4 (amoxicilind + mercur + ALA). Expunerea a durat 21 de zile, iar comportamentul
pestilor a fost monitorizat zilnic prin teste de sociabilitate si performanta a inotului.
Studiul urmaéreste sd evidentieze efectele toxice ale amestecului si potentialul
protector al ALA asupra stresului oxidativ si comportamentului.

2.4.2. Expunerea la arsen, ampicilina si quercetina

In acest studiu am investigat impactul arsenului, ampicilinei si quercetinei
asupra pestelui zebra, in special in contextul toxicitdtii induse de arsen, care
genereaza specii reactive de oxigen si modificari celulare oxidative. Pestii au fost
impartiti in patru loturi: lotul 1 (control), lotul 2 (quercetind), lotul 3 (ampicilind +
arsen) si lotul 4 (ampicilina + arsen + quercetind). Expunerea a durat 96 de ore, iar
evaluarea comportamentald a fost evaluatd prin teste de performantd a notului si
sociabilitate. Studiul analizeaza efectele toxice ale arsenului si ampicilinei, precum

si potentialul antioxidant si protectiv al quercetinei.

2.4.3. Expunerea la deltametrin, ampicilina si quercetina

Studiul investigheaza efectele toxice ale ampicilinei si deltametrinului
asupra pestelui zebra si potentialul protector al quercetinei, un flavonoid antioxidant.
Pestii au fost impartiti iIn 4 grupuri experimentale: lotul 1 (control), lotul 2
(quercetind), lotul 3 (deltametrin + ampicilind) si lotul 4 (deltametrin + ampicilina +
quercetind), expusi timp de 96 de ore. Comportamentul a fost evaluat prin teste de
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performanta a inotului si de sociabilitate. La final, pestii au fost eutanasiati conform
protocoalelor etice, iar probe biologice au fost prelevate pentru analize biochimice.
Scopul studiului este de a intelege modul in care quercetina poate modula efectele

toxice ale poluantilor chimici In mediile acvatice.
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CAPITOLUL 3. REZULTATE SI DISCUTII

3.1 Studiul experimental 1: Efectul administrarii arsenului asupra
comportamentului pestelui zebrd

Expunerea pestilor zebri la arsen (25 si 50 pg L) a determinat o reducere
semnificativd a performantei locomotorii, masurata prin distanta totald parcursa si
viteza de Tnot. Efectul a fost dependent de doza, cu scaderi mai mari la concentratia
mai ridicatd comparativ cu controlul. Aceste modificari sugereaza un posibil efect

neurotoxic al arsenului, afectand functia musculara sau sistemul neuromotor.

Timpul petrecut in zona cu stimul social a scazut semnificativ in grupurile
expuse la arsen comparativ cu lotul control, indicind o diminuare a interesului social.
In paralel, timpul petrecut in zona fard stimul social a crescut comparativ cu
controlul, ceea ce poate reflecta un comportament anxiogen sau de evitare. Aceste
schimbari pot fi interpretate ca semne de disfunctie sociala si stres comportamental

indus de arsen.

Rezultatele arata ca arsenul afecteaza negativ atat performanta locomotorie,
cat si comportamentul social al pestelui zebra, i1n mod dependent de doza. Scaderea
capacitatii de miscare poate rezulta din efecte neurotoxice, iar modificarile sociale
pot indica un raspuns anxiogen sau o alterare a perceptiei stimulilor sociali. Aceste
constatdri sunt in concordantd cu literatura de specialitate si evidentiaza importanta
evaludrii parametrilor comportamentali pentru identificarea  impactului
contaminantilor n ecotoxicologie.

3.2. Studiul experimental 2: Efectul administrarii clorurii de metil mercur
asupra comportamentului pestelui zebrdi

Expunerea pestilor zebri la clorurd de metil mercur (1 si 15 pg L") a redus
semnificativ performanta inotului si a modificat comportamentul social, determinand
scaderea timpului petrecut in zona cu stimul social si intensificarea

comportamentului de evitarea. Efectele au fost dependente de doza, indicand
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neurotoxicitate care afecteaza atit functia motorie, cét si interactiunile sociale.
Studiul confirmd impactul negativ al clorurii de metil mercur asupra

comportamentului pestilor zebra, evidentiind necesitatea monitorizarii poluarii.

3.3. Studiul experimental 3: Efectul administrarii deltametrinului asupra
comportamentului pestelui zebrd

Expunerea pestilor zebri la deltametrin (0,5 si 2 ug L) a redus semnificativ
performanta locomotorie, evidentiatd prin diminuarea distantei totale parcurse si a
vitezei de inot, intr-un mod dependent de dozd. De asemenea, a fost afectat
comportamentul social, pestii petrecand mai putin timp in zona cu stimul social si
mai mult timp in zona fard stimul, indicand cresterea anxietatii sau reducerea
interesului social. Aceste efecte sunt atribuite actiunii neurotoxice a deltametrinului

asupra sistemului nervos si neurotransmitatorilor implicati In comportament.

3.4. Studiul experimental 4: Efectul administrarii nanoparticulelor de
dioxid de siliciu asupra comportamentului social, memoriei si stresului oxidativ la
pestele zebra

Studiul experimental 4 a investigat efectele administrérii nanoparticulelor de
Si0O, asupra comportamentului social, preferintei pentru culori si stresului oxidativ
la pestele zebra. In ceea ce priveste comportamentul social, s-a observat o tendinti
de crestere a activitatii locomotorii, exprimata prin distanta totald parcursa, in special
la doza mai mare de 500 pg mL", insd aceste modificiri nu au fost semnificative
statistic comparativ cu lotul control. Aceasta poate sugera o stimulare a
comportamentului locomotor, posibil datoritd modificarilor neurochimice sau unui
raspuns de stres. In testul de preferinta sociald, timpul petrecut in bratul cu stimul
social a scazut odatd cu cresterea concentratiei de nanoparticule, dar fara diferente

semnificative comparativ cu lotul control.

In ceea ce priveste preferintei pentru culori, la doza de 500 pg mL™, pestii
au parcurs o distantd semnificativ mai mica si au petrecut mai mult timp in bratul

rosu, o culoare de obicei evitata, ceea ce sugereaza o posibila alterare a perceptiei
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senzoriale si a proceselor decizionale, indicand efecte neurotoxice. De asemenea,
timpul petrecut in bratul verde, preferat natural, a scazut semnificativ in grupurile
tratate cu nanoparticule, sugerand o perturbare a comportamentului cromatic natural
si un potential efect de stres sau anxietate. Durata cumulativa a mobilitatii a scazut

semnificativ la doza mare, in timp ce imobilitatea a crescut.

In ceea ce priveste stresul oxidativ, nanoparticulele au crescut semnificativ
activitatea enzimelor antioxidante SOD si CAT la ambele concentratii administrate,
indicand un raspuns fiziologic la stresul oxidativ generat. Activitatea glutation
peroxidazei a crescut la doza mica comparativ cu lotul control, dar a fost mai scazuta
la doza mare comparativ cu controlul, ceea ce poate indica o epuizare a capacitatii
antioxidante la nivel enzimatic in conditii de stres sever. Nivelurile de MDA, un
marker al peroxidarii lipidice, nu au prezentat diferente semnificative comparativ cu

lotul control, desi s-a observat o tendinta de crestere la pestii expusi.

In concluzie, expunerea la nanoparticule de SiO», in special la concentratia
de 500 ug mL", a influentat comportamentul locomotor si social, preferinta pentru
culori, si a generat un stres oxidativ semnificativ comparativ cu lotul control,
sugerand efecte neurotoxice si dezechilibre in homeostazia oxidativa, care pot afecta

negativ functiile neurologice si comportamentale ale pestilor zebra.

3.5. Studiul experimental 5: Efectul administrarii ampicilinei asupra
comportamentului pestelui zebrd

Studiul experimental 5 a analizat efectele administrarii ampicilinei asupra
comportamentului pestelui zebra, concentrandu-se pe performanta locomotorie si
comportamentul social. In testul de inot, s-a observat ci expunerea la ampicilina in
concentratie de 100 mg L' a dus la modificiri semnificative ale activititii
locomotorii, manifestate prin scaderea distantei totale parcurse si a vitezei de not
comparativ cu grupul control si cu grupul expus la 50 mg L', indicAnd un efect
dependent de doza.

In ceea ce priveste comportamentul social, pestii expusi la 100 mg L au

petrecut semnificativ mai putin timp in bratul labirintului cu stimul social si mai mult
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timp in bratul opus, semnaldnd o posibila alterare a interactiunilor sociale si un
comportament anxiogen sau de evitare.

Aceste rezultate sugereaza ca ampicilina, mai ales la doze mari, afecteaza
atat performanta motorie, cat si comportamentul social al pestilor zebra, ceea ce
ridicd semne de intrebare asupra impactului antibioticelor In mediul acvatic si
necesitd o monitorizare atenta a prezentei acestora in ecosisteme.

3.6. Studiul experimental 6: Efectul administririi amoxicilinei asupra
comportamentului pestelui zebrd

Studiul experimental 6 a investigat efectele amoxicilinei asupra
comportamentului locomotor si social al pestilor zebra dupa 96 de ore de expunere.
La concentratia de 100 mg L', s-au inregistrat modificiri semnificative ale
performantei locomotorii, cu o reducere a distantei totale parcurse si a vitezei de inot
comparativ cu grupul control si cu cel expus la 50 mg L', sugerand un impact negativ
asupra sistemului neuromuscular sau asupra nivelului general de activitate.

In ceea ce priveste comportamentul social, pestii expusi la doza mai mare au
petrecut semnificativ mai putin timp in bratul labirintului cu stimul social si mai mult
timp in bratul opus comparativ cu lotul control, indicand o posibild crestere a

anxietatii sau o reducere a comportamentului de explorare si socializare.

Rezultatele sustin ipoteza ca amoxicilina la doze ridicate poate induce efecte
neurotoxice ce afecteaza atat mobilitatea, cat si interactiunile sociale, in concordanta
cu alte studii care au raportat impact neurocomportamental al antibioticelor in
organisme acvatice si chiar la mamifere. Aceste constatari evidentiaza potentialele

riscuri ecotoxicologice ale prezentei antibioticelor in mediul acvatic.

3.7 Studiul experimental 7: Efectul acidului a-lipoic asupra
comportamentului pestelui zebrd

Expunerea acutd la ALA a influentat performanta locomotorie a pestilor
zebrd in functie de dozi. La concentratia de 20 mg L™, s-a observat o reducere
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semnificativa a distantei totale parcurse si a vitezei de inot dupa 96 de ore, indicand
un efect negativ asupra capacitatii de deplasare. In schimb, doza de 10 mg L™ nu a
produs modificdri semnificative, dar a sugerat o tendintd slab stimulatoare a

activitatii locomotorii.

Comportamentul social a fost influentat pozitiv de doza mai mare de ALA
(20 mg L), manifestati printr-o crestere semnificativi a timpului petrecut in bratul
labirintului cu stimul social. Aceasta indica o amplificare a preferintei sociale. Pe de
alta parte, timpul petrecut in bratul fara stimul social a scadzut semnificativ

comparativ cu lotul control, sustindnd o modificare clard a interactiunii sociale.

Rezultatele evidentiazd un efect dependent de doza al ALA asupra
comportamentului pestelui zebra, cu o actiune duala: doze moderate pot stimula intr-
o masura redusa activitatea locomotorie si comportamentul social, in timp ce dozele
ridicate afecteazd negativ performanta motorie, posibil prin efecte neurotoxice sau
dezechilibre metabolice. Studiile anterioare sugereazd ca ALA poate modula
neurotransmitatori implicati in comportamentul social, cum ar fi serotonina si
dopamina. De asemenea, efectele paradoxale asupra locomotiei si sociabilitatii ar

putea reflecta diferite cai neurofiziologice si posibile stari anxiogene.

Acest studiu subliniazd importanta evaludrii impactului antioxidantilor
asupra organismelor acvatice si evidentiaza necesitatea unei monitorizari atente a

dozelor utilizate, in contextul potentialului terapeutic, dar si toxic al ALA.

3.8. Studiul experimental 8: Efectul administrarii quercetinei asupra
comportamentului pestelui zebrd

Studiul experimental 8 a investigat efectul quercetinei asupra
comportamentului pestelui zebrd, cu accent pe performanta locomotorie si
comportamentul social. Pestii au fost expusi timp de 96 de ore la doua doze: 1 pg L
''$i 1000 pg L', comparativ cu un grup control.

La doza mica nu s-au observat modificari semnificative comparativ cu lotul

control in distanta parcursd sau viteza de inot. In schimb, doza mare a redus
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semnificativ comparativ cu lotul control acest parametru, sugerand un efect negativ

dependent de doza asupra activitatii locomotorii.

Comportamentul social a fost evaluat utilizind un labirint in forma de T. La
doza micd, pestii au preferat zona cu stimul social, indicdnd un posibil efect
anxiolitic. La doza mare, s-a remarcat o tendinta de evitare sociala, fard semnificatie
statistica.

Studiul concluzioneazd cad quercetina are efecte doza-dependente: la doze
mici, poate avea beneficii antioxidante si neuroprotective, iar la doze mari poate
deveni toxica, afectdnd functiile motorii si sociale. Aceste rezultate subliniaza
necesitatea unei evaludri toxicologice riguroase pentru utilizarea quercetinei in

scopuri biologice sau farmaceutice.

3.9. Studiul experimental 9: Efectul administririi arsenului si ampicilinei
asupra comportamentului pestelui zebrdi

Studiul experimental 9 a analizat efectele expunerii la 50 pg L' arsen, 100
mg L' ampicilind si asocierea lor asupra locomotiei si comportamentului social la

pestele zebra.

Rezultatele au aratat ca arsenul si asocierea arsenului cu ampicilina au redus
semnificativ distanta parcursa si viteza de inot comparativ cu lotul control, indicand
afectarea functiei locomotorii. Comparativ, ampicilina administraté individual a avut

un efect mai redus, dar asocierea cu arsenul a intensificat toxicitatea.

In testul de sociabilitate, toate grupurile tratate au manifestat o scidere a
preferintei sociale comparativ cu lotul control, petrecand mai putin timp in zona cu
stimul social. Ampicilina si asocierea acesteia cu arsen au indus si o tendinta de

evitare activa, sugerand un nivel ridicat de anxietate.

Concluziile evidentiaza cé arsenul si ampicilina, 1n special in asociere, pot
avea efecte neurotoxice semnificative chiar la doze mici, subliniind riscurile

ecotoxicologice ale contaminantilor combinati in ecosistemele acvatice.
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3.10 Studiul experimental 10: Efectul arsenului si deltametrinului asupra
comportamentului pestelui zebrd

Studiul experimental 10 a investigat efectele expunerii la 50 ug L arsen, 2

ug L' deltametrin si asocierea acestora asupra comportamentului pestelui zebra.

Testul de performantd a inotului s-a evidentiat o scadere semnificativa a
distantei parcurse si a vitezei de not in toate grupurile tratate comparativ cu lotul
control, cu efecte mai accentuate 1n asocierea arsenului cu deltametrin, sugerand o

afectare severa a functiei locomotorii.

In testul de sociabilitate, toti pestii expusi au evitat stimulul social, petrecand
mai mult timp in zona fara stimul, indicdnd un comportament anxiogen sau afectarea
recunoasterii sociale. Diferentele observate intre arsen si deltametrin sugereaza

mecanisme neurotoxice distincte.

Rezultatele evidentiaza un efect semnificativ, cu un posibil sinergic asupra
functiei motorii si sociale, cu implicatii ecologice importante asupra supravietuirii si
dinamicii populatiilor acvatice.

3.11 Studiul experimental 11: Efectul deltametrinului si ampicilinei asupra
comportamentului pestelui zebrd

in testul de performanta a inotului, dupa 96 de ore de expunere, s-a observat
ci deltametrinul (2 ug L") a redus semnificativ distanta totald parcursi si viteza de
inot a pestilor zebrd comparativ cu controlul (p<0,001). Ampicilina (100 mg L)
administratd individual nu a afectat atdt de puternic performanta locomotorie, dar
asocierea de deltametrin si ampicilind a accentuat scdderea vitezei si distantei

parcurse comparativ cu controlul, indicand un efect potentat al celor doud substante.

Toate grupurile tratate au petrecut semnificativ mai putin timp in bratul
labirintului cu stimul social (p<0,001) si mai mult timp in bratul fard stimul social,
comparativ cu lotul control. Aceste modificari indicé o reducere a interesului pentru
interactiunea sociald si o posibila crestere a anxietatii sau alterarea proceselor

cognitive legate de recunoasterea sociala.
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Rezultatele confirma efectul neurotoxic puternic al deltametrinului asupra
performantei motorii a pestelui zebra, datorat interferentei cu canalele de sodiu
neuronale. Modificarile comportamentului social sugereaza afectarea circuitelor
neuronale implicate in interactiunea sociald si posibile tulburdri emotionale sau

cognitive.

3.12 Studiul experimental 12: Efectul administrarii clorurii de metil
mercur si amoxicilinei asupra comportamentului pestelui zebrd

Dupa 96 de ore de expunere, toate grupurile tratate cu amoxicilina, clorura
de metil mercur sau asocierea lor au prezentat o reducere semnificativa a distantei
totale parcurse si a vitezei de inot fatd de grupul control (p<0,001). Comparativ,
asocierea celor doud substante a avut un efect mai puternic decat administrarea
individuald, indicand un posibil efect sinergic sau aditiv asupra motilitatii pestilor.
Aceste modificari pot reflecta perturbari neurotoxice, stres oxidativ sau disfunctii
metabolice induse de contaminanti.

Timpul petrecut in bratul cu stimul social a fost semnificativ redus in toate
grupurile tratate, indicand o diminuare a sociabilitatii (p<0,01). De asemenea, pestii
expusi au petrecut mai mult timp in bratul fara stimul social comparativ cu lotul
control, ceea ce sugereaza o crestere a nivelului de anxietate sau o evitare activa a
interactiunii sociale. Aceste modificdri sunt compatibile cu efecte neurotoxice si

afectari ale proceselor cognitive si emotionale induse de contaminanti.

Rezultatele arata ca expunerea la amoxicilina si clorurd de metil mercur, atat
individual, cat si asociat, afecteaza negativ comportamentul locomotor si social al
pestelui zebra, evidentiind un impact neurotoxic. Efectele asociate pot fi mai severe,
ceea ce subliniazd importanta evaludrii ecotoxicologice In conditii care reflecta

contaminarea reald, adesea cu amestecuri de poluanti.
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3.13. Studiul experimental 13: Efectul administrarii nanoparticulelor de
dioxid de siliciu si a NAC asupra comportamentului si stresului oxidativ la pestele
zebra

Studiul experimental 13 a urmarit investigarea efectele nanoparticulelor de
SiO; si ale NAC asupra comportamentului si stresului oxidativ la pestii zebra.
Expunerea la 500 pg mL™' nanoparticule de SiO, a determinat o crestere
semnificativa a activitdtii locomotorii, evidentiata printr-o distanta totald parcursa si
o vitezd de inot crescute In comparatie cu lotul control, indicind un comportament
de tip hiperactiv. Totodatd, pestii expusi la nanoparticule de SiO, au prezentat o
reducere semnificativd a sociabilitatii, petrecand mai putin timp in zona cu stimul

social, ceea ce indica un comportament social afectat.

Administrarea NAC, in doza de 10 mg L, a atenuat hiperactivitate indusi
de nanoparticule, sugerand un posibil efect protector. Cu toate acestea, NAC nu a
reusit sa restabileascad complet interesul social diminuat in urma expunerii la
nanoparticule de SiO».

In ceea ce priveste preferintele pentru culori, expunerea la nanoparticule de
SiO; a determinat o scadere a distantei totale parcurse in zona preferatd, afectand
comportamentul vizual. NAC administratd individual nu a modificat aceste
preferinte, insd co-administrarea sa cu nanoparticule a prevenit partial efectele
negative ale nanoparticulelor de SiO,. Pestii expusi la nanoparticule de SiO, au
petrecut mai mult timp in zona rosie, culoare pe care in mod normal o evita, iar NAC
aredus acest comportament anormal. De asemenea, nanoparticulelor de SiO; a scazut
timpul petrecut in zona verde, consideratd preferata, iar NAC a ameliorat aceasta
scadere. Nanoparticulele de SiO- au redus viteza de inot, in timp ce NAC a contribuit

la cresterea acesteia, contracarand partial efectul negativ.

Lanivel biochimic, expunerea la nanoparticulele de SiO: a crescut activitatea
enzimelor antioxidante (SOD, CAT, GPx), sugerand un nivel ridicat de stres oxidativ.
Administrarea de NAC a redus aceasta activitate enzimatica, evidentiind potentialul

sdu antioxidant, desi nu a restabilit complet valorile markerilor biochimici.
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Nivelul MDA a fost, de asemenea, crescut in urma expunerii, iar NAC a

determinat o reducere partiald a acestuia.

In concluzie, nanoparticulele de SiO- au indus hiperactivitate locomotorie,
reducerea sociabilitétii si alterarea preferintelor comportamentale si vizuale la pestii
zebra. NAC a exercitat un efect protector partial, reducand stresul oxidativ si
ameliorand manifestarile comportamentale, ceea ce sustine potentialul sdu ca agent

neuroprotector in contextul expunerii la nanoparticule.

3.14. Studiul experimental 14: Efectul administrdrii amoxicilinei, clorurii
de metil mercur si acidului a-lipoic asupra comportamentului pestelui zebrd

Studiul experimental 14 a evaluat efectele amoxicilinei, clorurii de metil
mercur si acidului a-lipoic asupra comportamentului pestelui zebra. Expunerea la
amoxicilina si clorurd de metil mercur a redus semnificativ distanta totald parcursa
si viteza de Tnot comparativ cu controlul, indicand un efect toxic asociat asupra
mobilitatii. Desi, acidul o-lipoic poate reduce temporar activitatea locomotorie,
administrarea sa concomitentd cu celelalte substante a avut un efect protector,

ameliorand performanta locomotorie.

In ceea ce priveste comportamentul social, pestii expusi la amoxicilina si
clorura de metil mercur au petrecut mai putin timp in zonele de explorare, sugerand
un comportament anxios sau posibile alterdri cognitive. Acidul a-lipoic a redus

aceste efecte negative, indicand un potential rol neuroprotector.

In concluzie, amoxicilina si clorurd de metil mercurul au efecte negative
sinergice asupra comportamentului locomotor si social, iar acidul a-lipoic oferd o
protectie partiald impotriva acestor modificari, evidentiind potentialul sau terapeutic

in reducerea toxicitatii chimice la pesti.
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3.15. Studiul experimental 15: Efectul administrarii ampicilinei, arsenului
si quercetinei asupra comportamentului pestelui zebrd

Studiul experimental 15 a investigat efectele administrarii ampicilinei,
arsenului si quercetinei asupra comportamentului pestelui zebra. In ceea ce priveste
performanta locomotorie, testele realizate in labirintul T au aratat cd expunerea
asociatd la arsen si ampicilind determina o reducere semnificativa a distantei totale
parcurse si a vitezei de inot, indicind o afectare motorie severd. Administrarea
quercetinei individual a avut un efect usor stimulator asupra activitatii locomotorii,
insa fara semnificatie statisticd. Administrarea quercetinei in asociere cu arsen si
ampicilina, s-a observat o ameliorare partiald a performantei locomotorii, desi

valorile raimaneau sub cele ale grupului control.

In ceea ce priveste comportamentul social, expunerea la arsen si ampicilini
a redus semnificativ timpul petrecut in zona cu stimul social si a crescut timpul
petrecut in zona fard stimul social, semnaland evitarea sociald si afectarea
comportamentului social. Administrarea concomitenta a quercetinei a crescut timpul
petrecut in zona sociald si a redus timpul in zona non-sociald, sugerdnd un efect
ameliorativ partial. Grupul unde s-a administrat arsen si ampicilind a prezentat, de
asemenea, o mobilitate generala redusa si o duratd crescutd a imobilitatii, ceea ce
indicd o posibila afectare a functiei motorii si efecte neurotoxice sau anxiogene.
Quercetina administratd in asociere a redus semnificativ durata imobilitatii,

apropiind valorile de cele ale grupului control.

In concluzie, asocierea arsenului cu ampicilina are un impact toxic puternic
asupra functiei motorii si comportamentului social al pestelui zebra, probabil prin
mecanisme ce implica stres oxidativ si afectarea sistemului nervos. Quercetina ofera
o protectie partiald datoritd proprietatilor antioxidante si antiinflamatoare, nsd nu
restabileste complet functiile afectate. Aceste rezultate recomanda continuarea
cercetarilor pentru optimizarea dozelor si duratei tratamentului cu quercetind si
pentru elucidarea mecanismelor moleculare implicate 1n efectele sale
neuroprotectoare.
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3.16. Studiul experimental 16: Efectul administrarii deltametrinului,
ampicilinei si quercetinei asupra comportamentului pestelui zebra

Studiul experimental 16 a analizat efectele administrarii deltametrinului,
ampicilinei si quercetinei asupra comportamentului pestelui zebrd, cu accept pe
performanta locomotorie si comportament social. Rezultatele au aratat ca pestii
expusi la asocierea deltametrinului cu ampicilina (lotul 3) au parcurs o distanta
semnificativ mai mica si au avut o viteza de inot redusd comparativ cu lotul control.
In schimb, administrarea quercetinei, atat individual (lotul 2), cat si in asocierea
deltametrinului cu ampicilina (lotul 4), a condus la o crestere semnificativa a distantei
parcurse si a vitezei de Tnot comparativ cu lotul control, indicand un efect benefic
asupra performantei locomotorii si o posibild activare comportamentald accentuata
in conditii de stres toxic.

In ceea ce priveste comportamentul social, testul de sociabilitate a evidentiat
diferente semnificative intre grupurile experimentale. Timpul petrecut in bratul
labirintului cu stimul social a fost influentat de administrarea quercetinei si a
combinatiei celor trei substante, modificand semnificativ preferintele pentru
interactiuni sociale. De asemenea, timpul petrecut in bratul fara stimul social a variat
intre grupuri, ceea ce reflectd impactul tratamentelor asupra preferintei spatiale si
comportamentului social in conditii de stres.

Discutiile studiului au subliniat ci quercetina, in dozi de 1000 pg L,
exercitd un efect de stimulare asupra comportamentului locomotor si poate reduce
manifestdrile anxioase, favorizdnd adaptarea la conditii de stres sau agresivitate
perceputd. De asemenea, interactiunea sinergica intre deltametrin, ampicilina si
quercetind pare sd amplifice aceste efecte pozitive, sugerand o protectie
comportamentala si fiziologicd sporitad. Rezultatele sustin necesitatea continuarea
cercetdrilor pentru intelegerea mecanismelor moleculare ale acestei interactiuni
complexe si pentru evaluarea potentialului terapeutic al quercetinei in ameliorarea
efectelor toxice.
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3.17. Studiul experimental 17: Efectul administrarii arsenului,
deltametrinului si quercetinei asupra comportamentului pestelui zebra

Administrarea quercetinei a avut un efect favorabil asupra comportamentului
locomotor si social al pestelui zebra expus la deltametrin si arsen. Pestii cérora li s-a
administrat asocierea celor trei substante au prezentat o distantd mai mare parcursa
si o vitezd de inot crescutd comparativ cu lotul control, indicind o activare
locomotorie accentuata. In plus, in testul de sociabilitate, acestia au petrecut mai mult
timp in apropierea altor indivizi, comparativ cu loturile tratate doar cu deltametrin si
arsen. Aceste rezultate sugereaza ca quercetina, in concentratia utilizata, poate reduce
impactul negativ al stresului indus de poluanti si poate sustine comportamente

adaptative Imbunétatite In medii toxice.
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CONCLUZII

Studiile evidentiaza impactul semnificativ al contaminantilor emergenti,
precum antibioticele, pesticidele, metalele grele si nanoparticulele de SiO,, asupra
comportamentului locomotor, anxios si social al pestelui zebra, specie model in
ecotoxicologie. Expunerea la acesti poluanti a condus la alterari notabile ale
activitatii motorii, prin scaderea distantei parcurse si a vitezei de inot, precum si ale
comportamentului social, cu o tendintd marcatd de evitare a stimulilor sociali,

sugerand un posibil efect anxiogen sau neurotoxic.

In cazul nanoparticulelor de SiO; s-a observat o hiperactivitate locomotorie
si modificéri ale preferintelor cromatice, ceea ce sugereaza afectarea sistemelor
senzoriale sau un dezechilibru neurochimic. De asemenea, asocierile de poluanti,
cum ar fi arsenul asociat cu deltametrin sau ampicilind, au generat efecte mai severe
decat cele observate In cazul substantelor individuale, evidentiind interactiuni
sinergice sau cumulative intre compusi.

Administrarea unor antioxidanti, precum quercetina, acidul o-lipoic si N-
acetilcisteina, a dus la o ameliorare partiald a performantei locomotorii si a
comportamentului social, sugerind un efect protector moderat. In ciuda acestei
protectii, comportamentul normal nu a fost complet recuperat, indicind limitele

actiunii acestor substante in conditii de stres toxic combinat.

Rezultatele obtinute sustin utilizarea pestelui zebrd ca model ecotoxicologic
sensibil pentru testarea efectelor comportamentale ale poluantilor acvatici si
subliniaza necesitatea unei monitorizari mai riguroase a contaminantilor emergenti
in ecosisteme acvatice reale, precum si a dezvoltarii unor strategii eficiente de

atenuare a efectelor toxice prin intermediul compusilor cu potential antioxidant.
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