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LISTA DE ABREVIERI

AChE = Acetilcolinesteraza

AINS = Antiinflamatoare nesteroidiene

ALT = Transaminaza glutamic piruvica

APX = Ascorbat peroxidaza

ASD = Tulburare de spectru autist

AST = Transaminaza glutamic oxaloacetica

ATCh = Acetiltiocolina

ATR = Attenuated Total Reflectance (eng) (Reflexie totald atenuata)

ATR-IR = Attenuated Total Reflectance Infrared spectroscopy (eng) (Spectroscopie in
infrarosu cu reflexie totald atenuatd)

BD = Timpul petrecut in bratul drept

BS = Timpul petrecut in bratul de start

BSt = Timpul petrecut in bratul stang divizat

Cd = Cadmiu

COX = Ciclooxigenaza

dpf = Zile post-fertilizare

DT = Distanta totald parcursa

EC = Effective concentration (eng) (Concentratia efectiva)

ECzo, mit = Effective concentration inducing 20% malformations (eng) (Concentratia efectiva
care induce malformatii la 20% din populatie)

ECso, mit = Effective concentration inducing 50% malformations (eng) (Concentratia efectiva
care induce malformatii la 50% din populatie)

FDM = Fused Deposition Modeling (eng) (Modelare prin depunere fuzionata)

FET = Fish Embryo Toxicity (eng) (Toxicitate acuta pe embrioni de peste)

FTIR = Fourier Transform Infrared Spectroscopy (eng) Spectroscopie in infrarosu cu
transformatad Fourier

GPx = Glutation peroxidaza

GSH = Glutation

GST = Glutation S-transferaza



hpf = Ore post-fertilizare

Ibu= Ibuprofen

Kp = Ketoprofen

LC = Lethal concentration (eng) (Concentratia letala)

LCyo = Lethal concentration 20% (eng) (Concentratia letala care omoara 20% din populatie)
LCso = Lethal concentration 50% (eng) (Concentratia letala care omoara 50% din populatie)
LD = Linear Dichroism (eng) Dicroism liniar

LDH = Lactat dehidrogenaza

Li = Limitele de incredere

MDA = Malondialdehida

MIC = Minimum inhibitory concentration (eng) (Concentratia inhibitorie minima)
MNPL = Micro-nanoplastice

Mp = Meropenem

MPL = Microplastice

n.d. = Not detected (eng.) (nu a fost detectat)

NPL = Nanoplastice

PA = Poliamida

PBT = Persistent, Bioaccumulative and Toxic substances (eng) (Substante persistente,
bioacumulative si toxice)

PE = Polietilena

PET = Polietilen tereftalat

PLA= Acid polilactic

PP= Polipropilena

PS = Polistiren

PVC = Policlorura de vinil

RA = Frecventa rotatiilor in sens antiorar

ROS = Reactive Oxygen Species (eng) (Specii reactive de oxigen)

ROUT = Robust Regression and Outlier Removal (eng) (Regresie robusta si eliminare a
valorilor aberante)

RWWTP = Raw Wastewater Treatment Plant (eng) (Statie de epurare a apelor uzate brute)
SEM = Microscopie electronicad de scanare/baleiaj
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SOD = Superoxid dismutaza

TD = Timpul petrecut in zona de decizie

TI = Timpul de imobilitate

TP = Timpul petrecut langa pereti

TrS = Frecventa tranzitiilor catre jumatatea superioara
TS = Timpul petrecut In jumatatea superioara

TSt = Timpul petrecut in bratul stang

VI = Viteza medie de inot

VPA = Acid valproic

WWTPs = Wastewater Treatment Plants (eng) Statii de epurare a apelor uzate

CUVINTE CHEIE

Peste zebra, poluanti farmaceutici, micro-nanoplastice, acid polilactic, antiinflamatoare, antiepileptice,
antibiotice.

Teza de doctorat cuprinde: 211 pagini — din care 8 pagini Introducere, 17 pagini
Contextul actual al cunoasterii, 29 pagini Materiale si metode, 93 pagini Rezultate si discutii,
3 pagini Concluzii ; 73 Figuri ; 2 Tabele; 256 referinte bibliografice. In prezentul rezumat,
cuprinsul, numerotarea figurilor si tabelelor selectate si lista de abrevieri sunt pastrate sub
aceeasi forma ca in teza de doctorat. Bibliografia selectiva prezentata in rezumat include 46

din totalul celor 256 referinte bibliografice ale tezei de doctorat.
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INTRODUCERE

Poluarea mediului acvatic reprezintd una dintre cele mai importante provocari ale
prezentului, fiind determinata de intensificarea activitatilor antropice si de utilizarea pe scara
largd a substantelor chimice in diverse domenii. Printre poluantii emergenti, produsele
farmaceutice si fragmentele de plastic de dimensiuni mai mici de 5 mm, precum microplasticele
si nanoplasticele ocupa un loc principal datoritd persistentei lor in ecosistemele acvatice si a
efectelor complexe asupra organismelor vii.

Fie cad este vorba de medicina umana sau veterinard, aproximativ 4000 de produse
farmaceutice sunt fabricate si comercializate la nivel mondial, fiind utilizate pentru tratarea,
prevenirea sau diagnosticarea bolilor (SanJuan-Reyes et al., 2017; Alkimin et al., 2020).

In urma unor studii de monitorizare s-a constatat faptul ci substantele farmaceutice nu
pot fi degradate complet prin metodele conventionale folosite in statiile de epurare a apelor uzate
(WWTP), medicamentele si produsii lor de transformare ajungind, dupa utilizare, in mediile
acvatice (Diniz et al., 2015; SanJuan-Reyes et al., 2017; Coimbra et al., 2021). Acest fapt a tras
semnale de alarma cu privire la dezvoltarea de noi tehnologii de eliminare a substantelor
farmaceutice care se regisesc in concentratii de lang L™ 1a ug L™, atat in apele de suprafati, cat
si In cele subterane, respectiv in apa potabila (Muambo et al., 2024).

Poluantii farmaceutici, cum ar fi produsii antimicrobieni, antidiabetici, antidepresivele,
anticonvulsivantele, analgezicele si medicamentele antiinflamatoare nesteroidiene (AINS), au
atras atentia la nivel mondial datorita faptului ca sunt larg raspanditi, se pot acumula in mediu
si au efecte ddunatoare in special asupra ecosistemelor acvatice (Chelaru et al., 2025) si sdnatatii
umane (Muambo et al.,2024; Szarka et al., 2024).

Conform cercetdrilor anterioare, prezenta simultand a mai multor compusi chimici in
mediu poate genera o toxicitate diferitd — fie amplificata, fie redusa — comparativ cu efectul unui
singur agent (Gomes et al., 2024; Jijie et al., 2020; Wang et al., 2017; Yang et al., 2021).
Coexpunerea la clorotalonil si procloraz a determinat o reducere a impactului asupra
metabolismului embrionilor si larvelor de peste zebrd (Yang et al., 2021). In plus, un studiu

realizat de echipa noastra a confirmat efecte antagonice asupra comportamentului pestilor zebra
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adulti si asupra stresului oxidativ, induse de expunerea pe termen scurt la un amestec de cadmiu,
nichel si deltametrin (Jijie et al., 2020).

Mai mult decat atat, expunerea larvelor de peste zebra la amestecuri binare, ternare,
cuaternare si quinquenare de pesticide timp de 96 h a evidentiat efecte sinergice (Wang et al.,
2017). in mod similar, un alt studiu a constatat efecte comportamentale mai pronuntate la larvele
de Danio rerio tratate simultan cu carbendazim si fipronil, comparativ cu cele expuse individual
la pesticide (Gomes et al., 2024). Tratamentul concomitent cu cadmiu (Cd) si Kp, timp de 42 de
zile, a indus modificari biochimice, comportamentale, cognitive si histopatologice la pestii zebra
adulti (Madesh et al., 2024a), In timp ce expunerea parentala la Kp, in prezenta Cd, a amplificat
impactul asupra dezvoltarii descendentilor (F1), afectand functia cardiacd si activitatea
locomotorie (Madesh et al., 2024b). Efecte sinergice au fost raportate pentru amestecurile
ternare formate din iprodion si piraclostrobin, asociate cu pirimetanil sau acetamiprid, in timp
ce pentru amestecul cuaternar ce include iprodion, pirimetanil, piraclostrobin si acetamiprid s-a
observat un efect antagonic (Wang et al., 2018).

In paralel, MNPL, rezultate din fragmentarea materialelor plastice, sunt omniprezente in
mediu, datoritd utilizarii pe scard largd a polimerilor termoplastici precum acidul polilactic
(PLA), PP si polietilena de densitate joasa (LDPE).

Acesti polimeri sunt folositi predominant in ambalaje alimentare, textile, produse de uz
casnic si imprimare 3D, datorita proprietatilor lor termice, de flexibilitate si rezistentd mecanica,
insa degradarea lor In ecosistemele acvatice genereazd particule micro- si nanometrice, cu
potential ecotoxicologic. Dimensiunile lor reduse si proprietatile fizico-chimice favorizeaza
interactiunea cu poluanti chimici, inclusiv medicamente, ceea ce poate amplifica efectele toxice
si accelera procesele de bioacumulare. In plus, aceste interactiuni pot conduce la degradarea mai
rapida a poluantilor si la eliberarea substantelor toxice in mediu. In acest context, investigarea
impactului individual si combinat al acestor poluanti asupra organismelor model, precum Danio
rerio, este esentiald pentru intelegerea riscurilor ecotoxicologice si pentru fundamentarea
strategiilor de reducere a poludrii. Cu toate acestea, existd putine informatii privind
interactiunile dintre substantele farmaceutice si alti contaminanti emergenti, precum MNPL,
care sunt din ce in ce mai frecvent Intalnite in ecosistemele acvatice.

Microplasticele (MPL) pot actiona ca vectori pentru poluanti, deoarece unii compusi
farmaceutici se pot atasa pe suprafata lor prin fenomenul de adsorbtie/desorbtie iar pentru
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organisme mai mari, precum pestii, acest lucru poate declansa efectul de “Cal Troian”, fiind
ingerate sau penetrand anumite membrane si putand provoca efecte si mai mari (Atugoda et al.,
2021; Hildebrandt et al., 2021; Zhang si Xu, 2022). Desi interactiunile dintre MNPL si unele
substante farmaceutice (de ex., Ibu) au fost studiate (Barreto et al., 2023), nu existd cercetari
privind efectele combinate ale Kp si MNPL de PLA, de exemplu, in ciuda potentialelor efecte
sinergice, antagonice sau cumulative.

Printre cele mai utilizate tipuri de plastic identificate in probele din mediu, sub forma de
fibre si fragmente, se numara PP (Matjasic et al., 2023), datoritd probabil calitatilor mecanice
remarcabile ale acestui material (Hossain et al., 2024) si utilizarii sale extinse in industria
ambalajelor (Sid et al., 2021), iIn numeroase sectoare industriale. Proprietatile mecanice
remarcabile ale acestui material, precum rezistenta la temperaturi ridicate, toleranta chimica si
durabilitatea (Yan et al., 2015; Maddah, 2016), fac PP adecvata, de asemenea, pentru fabricarea
unor articole precum palnii, galeti, recipiente si alte instrumente (Nanthini Devi et al., 2021;
Maddah, 2016). Pentru a acoperi golurile existente 1n literatura de specialitate, aceasta teza de
doctorat a urmdrit evaluarea modului 1n care concentratiile relevante ecologic de substante
farmaceutice si MNPL influenteaza toxicitatea indusa.

In plus, cercetarea a inclus o abordare inovatoare prin testarea efectelor simple si
combinate ale mai multor clase de contaminanti: substante farmaceutice (antiinflamatoare — Ibu
si Kp; antiepileptice — VPA; antibiotice — Mp) si fibre/particule de MNPL provenite din PP si
PLA. Au fost analizate amestecuri binare si ternare, initial intre substantele farmaceutice, iar
ulterior intre MNPL si substantele farmaceutice, realizand o comparatie intre plasticele
conventionale si PLA. Experimentele au fost concepute utilizdnd concentratii relevante din
mediu, aspect care conferd noutate studiului, si au fost aplicate la toate stadiile de dezvoltare a
pestilor zebra (embrioni, larve si adulti), aceastd specie fiind un model recunoscut in toxicologie.

Evaluarea efectelor toxicologice s-a realizat analizand rata de mortalitate, a
malformatiilor, lungimea totald, distanta interoculara la larve, respectiv frecventa cardiaca si
rata de eclozare la embrioni. In plus, dupi expunerea la tratamente individuale si combinate, s-
a efectuat analiza comportamentala.

Testele efectuate pe adultii de Danio rerio s-au concentrat in principal pe
comportamentul de explorare si pe preferinta sociala, urmarind parametrii cheie ai performantei
la inot. Studiile efectuate in cadrul acestei teze de doctorat sunt importante, deoarece abordeaza
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efectele expunerii simple la substante farmaceutice si impactul amestecurilor binare i ternare,
reflectand scenarii realiste din mediile acvatice unde acesti poluanti coexistd. Evaluarea
interactiunilor dintre compusi farmaceutici evidentiaza riscuri ecotoxicologice complexe, care
pot fi amplificate sau diminuate in functie de natura amestecurilor. In plus, analiza expunerii
concomitente la substante farmaceutice si MNPL este esentiald, avand in vedere prevalenta tot
mai mare a acestor contaminanti emergenti si potentialul lor de a modifica procese fiziologice
critice, in stadiile timpurii de dezvoltare a organismelor acvatice.

Prin urmare, studiul contribuie la o Intelegere integrata a efectelor sinergice, antagonice
sau cumulative, subliniind necesitatea extinderii cercetarilor asupra amestecurilor multiple si pe
aceea a evaluarii riscurilor pe Intregul ciclu de viata a organismelor.

Pentru indeplinirea scopului acestui studiu au fost formulate urmatoarele obiective
specifice:

» Ol. Determinarea efectelor toxice individuale si in amestecuri ale substantelor
farmaceutice selectate (Ibu, Kp, VPA, Mp) asupra diferitelor stadii de dezvoltare a
pestelui zebra (embrioni, larve, adulti), utilizand concentratii relevante pentru mediu.

» 02. Evaluarea impactului MNPL de PP, respectiv PLA, individual, cat si in amestec cu
contaminantul emergent Kp asupra diferitelor stadii de dezvoltare a pestelui zebra
(embrioni, larve, adulti), utilizand concentratii relevante pentru mediu.

» 03. Corelarea parametrilor locomotori cu indicatorii comportamentului social, dupa
expunerea adultilor de Danio rerio la amestecuri farmaceutice, respectiv de substante

farmaceutice cu MNPL.

Datorita caracterului ei interdisciplinar, aceastd teza de doctorat a fost realizata in regim
de cotutela intre Scoala Doctorald de Geostiinte si Scoala Doctorald de Biologie din cadrul
Universitatii ,,Alexandru Ioan Cuza” din Iasi. O parte dintre experimentele incluse in aceasta
lucrare au fost efectuate in cadrul Departamentului de Cercetare (CESAM) al Universitdtii din
Aveiro (Portugalia), pe durata unui stagiu Erasmus+, precum si in Departamentul de Biologie

al Facultatii de Stiinte din cadrul Universitatii ,,Vasile Alecsandri” din Bacau.
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CAPITOLUL 1. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII iN DOMENIU

1.1. Contextul general

Produsele farmaceutice si derivatii lor reprezinta in prezent o problema de interes major,
atat din perspectiva sanatatii umane, cit si a protectiei mediului (Acs et al., 2022; Moermond et
al., 2022). Acesti compusi sunt frecvent detectati in ecosistemele acvatice, dar efectele lor raiman
in mare parte insuficient cunoscute, cu toate cad cercetdrile recente indicd o tendintd de
aprofundare a domeniului de studiu.

Situatia se explica prin utilizarea excesiva a medicamentelor la nivel global, coroborata
cu tratarea insuficientd sau inadecvata a apelor uzate (Ortlzar et al., 2022), intrucat numeroase
statii de epurare nu dispun de tehnologia necesard pentru eliminarea completd a acestor
reziduuri. Chiar si in concentratii foarte reduse, poluantii farmaceutici, adesea prezenti sub
forma de nanoparticule dificil de detectat, pot genera efecte negative asupra populatiilor acvatice
(Desai et al., 2022).

Deversarea apelor insuficient tratate in apele de suprafatd, precum rauri si lacuri,
determind expunerea ecosistemelor acvatice la ingrediente farmaceutice active, cu posibilitatea
de a afecta negativ sanatatea mediului (Hong et al., 2021), dar si de a genera riscuri pentru
sanatatea umana (Wilkinson et al., 2022). Exista posibilitatea ca aceste ape sa fie reintroduse in
sistemul de alimentare cu apa potabila, chiar daca procesele de tratare nu elimind complet
anumite substante farmaceutice active. Din acest motiv, cercetarile recente se concentreaza pe
dezvoltarea si aplicarea unor metode eficiente de Indepartare a acestor poluanti, incluzand
abordari biologice si chimice, precum si tehnologii avansate, cum ar fi tratamentul cu radiatii
UV sau utilizarea carbunelui activ (Onesios-Barry et al., 2014).

Printre ingredientele farmaceutice cel mai frecvent identificate in apele uzate se regasesc
substantele antiepileptice, antidiabetice, antiinflamatoare si antibiotice. Numeroase studii au
raportat prezenta fenitoinei (antiepileptic) in efluentii statiilor de epurare, in apele provenite din
unitdti spitalicesti, in corpurile de apa de suprafata si chiar in apa potabild (Cardoso-Vera et al.,
2022). Solutiile destinate reducerii contaminarii apei cu poluanti farmaceutici trebuie sa fie

sustenabile. Acest lucru implica dezvoltarea si implementarea unei infrastructuri adecvate
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pentru colectarea si tratarea apelor uzate, precum si adoptarea de catre statiile de epurare a unor
tehnologii avansate capabile sa elimine complet substantele farmaceutice active.

O solutie imediata ar putea fi utilizarea responsabila a medicamentelor, prin prescriptii
controlate si prin aplicarea unor restrictii mai stricte privind dozarea. In acest sens, Moermond
si colaboratorii (2022) au propus o abordare ,,verde”, orientatd ecologic, care urmareste
identificarea si respectarea unor criterii esentiale pentru protectia mediului. Aceasta abordare
vizeazd reducerea impactului reziduurilor farmaceutice asupra organismelor acvatice si a
verigilor cheie din lanturile trofice, diminuarea expunerii prin emisii scdzute sau prin
(bio)degradabilitate in mediu, evitarea substantelor PBT (persistente, bioacumulative si toxice)
si atenuarea riscurilor ecotoxicologice. In acest context, Moermond et al. (2022) au elaborat o
schema grafica a ciclului propus, pe care am adaptat-o si completat-o pentru a facilita o

intelegere mai clara a fenomenului (Fig. I.1.).

Consumul medicamentelor Eliminarea medicamentelor Monitorizare ecologica

Ingredientele farmaceutice active pot afecta
viata acvatica dupa utilizare

% ]
Lo/ 5 —]
& . m | L
» . '.
o4 = s
= ' l
Distributie controlata Descoperirea si dezvoltarea Criterii pentru ingrediente active mai
medicamentelor ecologice

Fig. I.1. Ilustratie grafica a circuitului substantelor farmaceutice in cazul aplicarii unor criterii
ecologice; Creatd in BioRender (Dupa Moermond et al., 2022).
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1.2. Substantele farmaceutice

Un compus farmaceutic activ este definit ca o substantd utilizatd in procesul de
dezvoltare a unui produs medicinal, care, prin integrarea in etapa de fabricatie, devine
ingredientul activ al acestuia. Acest compus este conceput pentru a exercita o actiune
farmacologicd, imunologicd sau metabolicd, avand ca scop restabilirea, corectarea sau
modificarea functiilor fiziologice, ori pentru a contribui la stabilirea unui diagnostic medical.

In prezent, poluarea farmaceutica reprezinta o problema majora la nivel global (Wohler
etal., 2020), determinata atat de prezenta ingredientelor farmaceutice active, cat si a substantelor
inerte, precum materialele polimerice folosite pentru ambalare, care au atras un interes
considerabil (Desai et al., 2022), datorita potentialului lor de a produce efecte negative asupra
mediului si sanatatii umane (Millarhouse et al., 2020; Wilkinson et al., 2022). Acesti poluanti
pot fi nocivi chiar si la concentratii foarte reduse (Desai et al., 2022). In consecinti, cercetrile
recente s-au orientat catre dezvoltarea si implementarea unor metode eficiente pentru eliminarea
acestor reziduuri farmaceutice (Onesios-Barry et al., 2014).

Prezenta acestor substante in mediu este determinata in principal de consumatori, prin
utilizarea si eliminarea medicamentelor. Doar un procent redus din medicamentele administrate
este metabolizat, in timp ce restul este excretat partial prin transpiratie, dar In proportie
majoritard prin urind si materii fecale, ajungand astfel in apele uzate si, ulterior, in mediul
inconjurdtor.

Asa cum au evidentiat Ortazar et al. (2022), tehnologiile avansate de tratare biologica:
namolul activat conventional modificat, sistemele granulare aerobe, bioreactoarele cu pat mobil,
bioreactoarele membranare si procesele Anammox - joaca un rol central in cresterea eficientei
epurarii apelor uzate (Ortuzar et al., 2022). Prezentarea lor schematica ofera un cadru util pentru
intelegerea modului in care opereaza aceste sisteme si a modului in care produsii secundari,
precum namolul rezidual, pot contribui la transferul medicamentelor in mediul inconjurator, asa

cum este prezentat in (Figura [.2.).
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Fig. 1.2. Principalele surse de poluanti farmaceutici din mediul inconjurator; Creatd in
BioRender (Dupa Ortazar et al., 2022; Chelaru et al., 2026b).

1.3. Micro-nanoplasticele

Micro-nanoplasticele (MNPL) sunt particule plastice < 5 mm provenite din surse
primare, precum microsfere sau fibre sintetice, si secundare, rezultate din degradarea deseurilor
plastice mai mari, cum ar fi: PET-uri sau pungi (Andrady, 2011; Song et al., 2024).

Cresterea rapidd a productiei de materiale plastice si dependenta continud de
combustibili fosili pentru fabricarea acestora au contribuit la numeroase probleme de mediu si
efecte nocive asupra sinatitii. In consecinti, poluarea cu plastic a devenit o amenintare tot mai
mare pentru ecosistemele naturale, sdnatatea umana si clima (Karali et al., 2024). Asa cum este
prezentat in Fig. 1.3. MPL provin dintr-o varietate de surse primare si secundare, asociate

activitatilor umane din diferite domenii.
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Fig. 1.3. Principalele surse de microp
Kataria et al., 2024).

lastic din mediul Inconjurator; Creata in BioRender (dupa

MNPL actioneaza ca vectori de poluanti precum substante farmaceutice, metale grele si

compusi organici persistenti, care, ingerate de organismele acvatice, ar putea provoca stres

oxidativ, toxicitate celulara si disfunctii metabolice (Atugoda et al., 2021; Abdollahi et al., 2025;

Klavins et al., 2022; Narwal et al., 2024; Savuca et al., 2024). MNPL prezintd o capacitate

ridicatd de sorbtie pentru compusi organici persistenti, datoritd suprafetei lor mari si

caracteristicilor hidrofobe, iar procesul de desorbtie in medii acvatice poate facilita transferul

acestor contaminanti catre organisme, amplificand riscurile ecotoxicologice. Pentru o intelegere

mai facild a fenomenului, s-a realizat o ilustrare grafica a acestuia (Fig. 1.6.).
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Fig. 1.6. Fenomenul de “cal troian”, in mediul acvatic; Creata in BioRender (dupa Zhang si Xu,

2020).

Avand 1n vedere complexitatea surselor, mecanismelor si efectelor MPL asupra mediului

si sanatatii umane, este necesara o abordare integrata, care sa evidentieze aceste interactiuni.
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CAPITOLUL 2. MATERIALE SI METODE

2.1. Pestele zebra (Danio rerio) - modelul animal utilizat

In cadrul acestei cercetiri a fost evaluata toxicitatea a patru compusi farmaceutici asupra
pestilor zebrd (Danio rerio) in diferite stadii de dezvoltare (embrioni, larve si adulti), prin
evaluarea parametrilor de stres oxidativ, testelor comportamentale si activitatea AChE. Efectele
Ibu, Kp, Mp si VPA au fost analizate individual, precum si in amestecuri binare $i ternare, pe
parcursul unei perioade de expunere de 96 ore. De asemenea o alta nisa ce a vizat si amestecurile
dintre substantele farmaceutice si MNPL de PP si PLA a fost abordatd prin modelarea
experimentala pe toate stadiile de dezvoltare a pestilor zebra.

Pestele zebra (Danio rerio) reprezintd un organism model sensibil si frecvent utilizat
pentru evaluarea neurotoxicitatii compusilor periculosi, datorita costurilor reduse, fecunditatii
ridicate, diversitatii raspunsurilor comportamentale si similitudinilor functionale, moleculare si
genetice cu oamenii (Zhang et al., 2024; Zhao et al., 2024).

Astfel, testele toxicologice includ atat embrioni, cat si larve, ceea ce ne ofera o imagine
completa a modului in care organismele, in stadii evolutive incipiente, raspund la expunerea la
diferiti factori externi (chimici, fizici etc.). Aceste stadii evolutive permit analiza directd a
proceselor fundamentale de dezvoltare In conditii controlate, iar larvele aratd cum substantele
interfereaza cu tesuturile deja functionale si daca acestea sunt mai sensibile decat embrionii in
lipsa corionului. Cu ajutorul acestor doud momente esentiale ale ontogenezei, interpretarile
experimentale sunt mai viguroase si existd un cadru mai precis pentru a intelege impactul posibil

al contaminantilor asupra speciilor acvatice.

2.2. Avizul etic

Toate procedurile de la acomodare, reproducere, si modelare experimentala la pestii
zebra au respectat legislatia romand in vigoare si au fost aprobate de Comisia de Eticd a
Facultatii de Biologie, Universitatea ,,Alexandru loan Cuza” din lasi, Roménia (Nr.

343/09.02.2023; Nr. 1273/19.05.2023; Nr. 96/18.06.2024; Nr. 5526/03.12.2025).
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2.3. Expunerea la substante farmaceutice
2.3.1. Substantele utilizate
Solutia lichida de Ibu (400 mg 100 mL™"), de Kp (50 mg mL"), comprimatele de VPA

(500 mg), precum si flacoanele cu pulbere de Mp (500 mg) au fost obtinute prin intermediul
institutiei, de la farmacii locale autorizate. Solutiile stoc de Ibu (100 mg L"), Kp (100 mg L™),
VPA (100 mg L") si Mp (100 mg L") au fost preparate de novo prin dizolvarea compusilor
corespunzatori in apa distilatd. Pestii zebra adulti au fost utilizati pentru analiza stresului
oxidativ si pentru determinarea activitatii AChE la specimenele de Danio rerio expuse la
compusii farmaceutici testati. Dupa expunerea organismelor la substantele farmaceutice, s-au
utilizat reactivi achizitionati de la Merck, Darmstadt, Germania pentru determinarea proteinelor

totale, analiza stresului oxidativ si activitatea AChE.

2.3.2. Expunerea simpla si in amestec la ibuprofen si acid valproic
» Expunerea embrionilor (5 hpf) de Danio rerio

Expunerea a inceput la varsta de 5 hpf'si s-a incheiat la 96 hpf, organismele fiind evaluate
la intervale de 24 h, cu observarea punctelor cheie de dezvoltare la stereomicroscop. Pe toata
durata experimentului, organismele au fost mentinute in conditii controlate, la o temperatura de
28 °C £ 0,5 °C, cu un ciclu de lumina/intuneric de 14:10 h. Pentru a asigura stabilitatea
conditiilor experimentale, mediul de culturd a fost schimbat la fiecare 24 h, pe toatd durata
expunerii. La 48 hpf a fost monitorizata frecventa cardiacd, iar la 96 hpf a fost analizat
comportamentul in conditii de lumina si Intuneric, urmat de fotografierea larvelor cu o camera
cu ocular DinoEye pentru efectuarea masuratorilor biometrice, incluzdnd lungimea totala,
distanta interoculard si diametrul lentilei oculare.

» Expunerea larvelor (72 hpf) de Danio rerio

Expunerea a inceput la varsta de 72 hpf si s-a incheiat la 168 hpf, organismele fiind
evaluate la intervale de 24 h, pentru observarea punctelor-cheie de dezvoltare la
stereomicroscop. Pe toatd durata experimentului, organismele au fost mentinute in conditii
controlate, la o temperatura de 28 °C £ 0,5 °C, cu un ciclu de lumina/intuneric de 14:10 h. Pentru
a asigura stabilitatea conditiilor experimentale, mediul de culturd a fost schimbat la fiecare 24

h, pe toatd durata expunerii. La finalul expunerii a fost analizat comportamentul larvelor in
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conditii de lumina, respectiv de intuneric, urmat de fotografierea acestora cu o camera cu ocular
DinoEye pentru efectuarea masuratorilor biometrice, incluzdnd lungimea totala, distanta
interoculara si diametrul lentilei oculare.

» Expunerea adultilor (8 luni) de Danio rerio

S-au utilizat exemplare adulte de pesti zebra (Danio rerio), linia geneticd AB, in varsta
de 8 luni, cu 0o masa corporala medie de 0,74 + 0,1 g si o lungime standard medie de 40 + 2 mm,
obtinute de la un crescator autorizat si certificat din lasi, Romania, in conformitate cu
reglementarile nationale privind bunastarea animalelor. Pestii au fost initial acomodati timp de
14 zile la conditiile de laborator, Intr-un acvariu de 92 L, dupa care au fost transferati in acvarii
experimentale de 10 L si mentinuti suplimentar timp de 3 zile pentru adaptare. Expunerea a avut
o durata de 96 h, dupa care indivizii au fost evaluati individual, intr-o ordine randomizata, in
functie de conditia de expunere.

Pe durata aclimatizérii si a experimentului, pestii au fost mentinuti in acvarii cu
oxigenare continud, apa declorinatd reinnoita zilnic si parametri de calitate controlati constant
(temperaturd 26 + 1 °C, pH 7,5, oxigen dizolvat 7,2 = 0,1 mg L', concentratie de amoniac <
0,004 ppm si conductivitate 500 uS), sub un ciclu de lumina/intuneric de 14:10 h si un regim
alimentar standard, pestii fiind hraniti de doud ori pe zi cu hrand comerciald uscatd (fulgi
TetraMin™), intr-o cantitate echivalenta cu aproximativ 2% din masa corporala pe zi.

Pentru a asigura stabilitatea conditiilor experimentale, mediul a fost schimbat la fiecare
24 h, pe toatd durata expunerii. Evaludrile comportamentale au fost efectuate individual, intr-o
sala dedicata, in intervalul orar 09:00-17:00, utilizand testul acvariului nou si testul de preferinta
sociald, conform protocoalelor de lucru descrise anterior (Jijie et al., 2020; Paduraru et al.,

2024).

2.3.3. Expunerea simpla si in amestec la meropenem, ketoprofen si acid valproic
» Expunerea embrionilor (5 hpf) de Danio rerio

Expunerea a inceput la varsta de 5 hpf si s-a incheiat la 96 hpf, fiecare conditie
experimentald incluzand n = 10 organisme. Organismele au fost expuse individual, cate unul in
fiecare godeu, in placi de 24 de godeuri, iar mediul de expunere E3 a fost reinnoit zilnic. Pe

intreaga duratd a experimentului, organismele au fost mentinute in conditii controlate, la o
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temperaturd de 28 °C £+ 0,5 °C, cu un ciclu de lumind/intuneric de 14:10 h, intr-o camera
climatica Mikrotest. Pentru a asigura stabilitatea conditiilor experimentale, mediul de cultura a
fost schimbat la fiecare 24 h, pe toata durata expunerii.

Evaluarile au fost realizate la intervale de 24 h, cu monitorizarea la stereomicroscop a
punctelor cheie de dezvoltare; la 48 hpf au fost urmarite batdile cardiace, la 72 hpf a fost
determinata rata de eclozare, iar la 96 hpf a fost analizat comportamentul larvelor in conditii de
lumina, respectiv de intuneric, urmat de fotografierea acestora cu o camera cu ocular DinoEye
pentru efectuarea masuratorilor biometrice, incluzand lungimea totala, distanta interoculara si
diametrul lentilei oculare.

» Expunerea larvelor (72 hpf) de Danio rerio

Expunerea a inceput la varsta de 72 hpf si s-a incheiat la 168 hpf, fiecare conditie
experimentald incluzand n = 10 organisme. Organismele au fost expuse individual, cate unul in
fiecare godeu, in placi de 24 de godeuri, iar mediul de expunere E3 a fost reinnoit zilnic.

Pe intreaga durata a experimentului, organismele au fost mentinute in conditii controlate,
la o temperatura de 28 °C £+ 0,5 °C, cu un ciclu de lumina/intuneric de 14:10 h, intr-o camera
climatica Mikrotest. Pentru a asigura stabilitatea conditiilor experimentale, mediul de culturd a
fost schimbat la fiecare 24 h, pe toata durata expunerii.

Evaluarile au fost realizate la intervale de 24 h, cu monitorizarea la stereomicroscop a
punctelor cheie de dezvoltare; la 48 hpf a fost analizatd frecventa cardiacd, la 72 hpf a fost
evaluata rata de eclozare, iar la 168 hpf a fost analizat comportamentul larvelor in conditii de
lumina, respectiv de intuneric, urmat de fotografierea acestora cu o camera cu ocular DinoEye
pentru efectuarea masuratorilor biometrice, incluzand lungimea totald, distanta interoculara si
diametrul lentilei oculare.

» Expunerea adultilor (6 luni) de Danio rerio

In experimente au fost utilizate exemplare adulte de pesti zebra (Danio rerio), linia
geneticad AB, cu varsta de 6 luni, cu 0 masa corporald medie de 0,73 £ 0,1 g si o lungime medie
de 38 = 4 mm. Pestii au fost achizitionati de la un furnizor local autorizat din Iasi, Romania, si
au fost acomodati la conditiile de laborator timp de 14 zile intr-un acvariu de 92 L (60 x 30 x
45 cm; L x 1 x h), anterior desfasurarii testelor.

Specimene de ambele sexe au fost mentinute impreund, cu un raport aproximativ de 1:1,

iar intre acvariile de mentinere au fost plasate separatoare din hartie alba, pentru a reduce
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interactiunile vizuale si factorii de stres externi. Testdrile comportamentale au fost efectuate
intr-o sald dedicatd, in intervalul orar 09:00-17:00, specimenele fiind evaluate in mod
individual, cate un peste din fiecare grup fiind testat zilnic, intr-o ordine randomizata, in functie
de conditia de expunere. Pe durata experimentului, pestii au fost hraniti de doua ori pe zi cu
hrana comerciald uscata (fulgi TetraMin™), intr-o cantitate echivalenta cu aproximativ 1% din
masa corporald pe zi, iar conditiile de mediu au fost mentinute constante, conform protocoalelor
descrise anterior (Jijie et al., 2020; Paduraru et al., 2024). Pentru a asigura stabilitatea conditiilor
experimentale, mediul de cultura a fost schimbat la fiecare 24 h, pe toata durata expunerii.

La finalul perioadei experimentale (96 h), pe langd evaludrile comportamentale,
exemplarele de peste zebra au fost supuse si unei analize biochimice pentru investigarea

raspunsurilor fiziologice induse de expunere.

2.4. Expunerea la substante farmaceutice in amestec cu micro-nanoplastice

2.4.1. Substantele si materialele utilizate

Kp in formi lichida (50 mg mL™"), identic cu cel utilizat in experimentele anterioare, a
fost folosit ca substantd farmaceuticd pentru evaluarea efectelor antiinflamatoarelor
nesteroidiene asupra organismelor acvatice. Solutiile stoc au fost preparate prin diluare in apa
distilata, urmata de omogenizare prin agitare.

MNPL utilizate in studiu au fost reprezentate de PP si PLA, selectate datorita utilizarii
lor extinse in ambalaje, textile si materiale biodegradabile. Particulele de PLA au fost sub forma
de MNPL, iar caracterizarea lor structurald a fost realizata prin spectroscopie FTIR, utilizand
echipamentul p-FTIR Lumos II de la Bruker (Germania) in ATR (cristal de Ge), prevazut cu
librarii spectrale precum BPAD Bruker Polymer ATR Library, Library KIMW ATR-IR
Polymer, BIBL ATR-FTIR-Library Complete, in domeniul spectral 4000 — 680 cm™ cu o
rezolutie de 4 cm™ si 0 acumulare de 64 scaniri. Controlul echipamentului si achizitia spectrelor
IR s-a realizat cu ajutorul softului Opus.

Analiza morfologiei MPL s-a realizat prin microscopie electronica de baleiaj (SEM),
utilizand echipamentul HITACHI S-3400 N (Hitachi Science Systems, Tokyo, Japonia) si prin
microscopie opticd, utilizdnd un stereomicroscop clasic (Celestron), pentru a confirma

compozitia chimica, dimensiunea si morfologia suprafetei.
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Pentru PP au fost utilizate doua tipuri de fractii granulometrice, adaptate stadiului de
dezvoltare a organismelor expuse. in cazul embrionilor si larvelor de Danio rerio s-au folosit
particule micro-nano, adecvate pentru a reproduce scenarii realiste de ingestie si contact la stadii
timpurii de dezvoltare. Pentru adulti, expunerea s-a realizat cu MPL sub forma de fibre de PP
cu dimensiuni sub 1 mm. Ambele tipuri de MNPL au fost caracterizate prin spectroscopie in
infrarosu cu transformare Fourier (FTIR) si SEM, pentru confirmarea identitdtii materialului,

respectiv PLA si a proprietatilor de suprafata.

2.4.2. Expunerea simpla si in amestec la ketoprofen si micro-nanoplastice de
polipropilena

» Expunerea embrionilor (5 hpf) de Danio rerio

Expunerea a inceput la varsta de 5 hpf si s-a incheiat la 120 hpf, organismele fiind
evaluate la intervale de 24 h, cu monitorizarea la stereomicroscop a punctelor-cheie de
dezvoltare. Pe intreaga duratd a experimentului, organismele au fost mentinute in conditii
controlate, intr-o camera de crestere etansd, la o temperatura de 28 °C + 0,5 °C, cu un ciclu de
lumina/intuneric de 14:10 h. Pentru a asigura stabilitatea conditiilor experimentale, mediul de
cultura a fost schimbat la fiecare 48 h, pe toata durata expunerii. La 48 hpf au fost monitorizata
frecventa cardiaca, la 72 hpf a fost evaluata rata de eclozare, iar la 120 hpf a fost analizat
comportamentul larvelor in conditii de lumind, respectiv de intuneric, urmat de fotografierea
acestora cu o camera cu ocular DinoEye pentru efectuarea masuratorilor biometrice, incluzand
lungimea totald, distanta interoculard si diametrul lentilei oculare.

» Expunerea larvelor (72 hpf) de Danio rerio

Expunerea larvara a inceput la varsta de 72 hpf si s-a incheiat la 192 hpf, organismele
fiind evaluate la intervale de 24 h, cu monitorizarea la stereomicroscop a punctelor-cheie de
dezvoltare. Pe intreaga duratd a experimentului, organismele au fost mentinute in conditii
controlate, intr-o camera de crestere etansd, la o temperatura de 28 °C + 0,5 °C, cu un ciclu de
lumina/intuneric de 14:10 h. Pentru a asigura stabilitatea conditiilor experimentale, mediul de
culturd a fost schimbat la fiecare 48 h, pe toatd durata expunerii.

Analiza comportamentala a fost realizata in perioadele de lumina, respectiv de intuneric,

iar la finalul experimentului, larvele au fost fotografiate cu o camera cu ocular DinoEye pentru
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efectuarea masurdtorilor biometrice, incluzdnd lungimea totald, distanta interoculara si
diametrul lentilei oculare.

» Expunerea adultilor (8 luni) de Danio rerio

S-au utilizat exemplare adulte de peste zebra (Danio rerio), linia geneticd AB, cu varsta
de 8 luni, avand o masa corporald medie de 0,73 + 0,1 g si o lungime medie de 39 + 3 mm. Pestii
au fost achizitionati de la un furnizor local autorizat din lasi, Romania, si acomodati la conditiile
de laborator timp de 14 zile intr-un acvariu de 92 L (60 x 30 x 45 cm; L x | x h), anterior
desfasurarii experimentului. Specimene de ambele sexe au fost mentinute mpreund, cu un
raport aproximativ de 1:1, iar intre acvariile de mentinere au fost plasate separatoare din hartie
alba, pentru a reduce interactiunile vizuale si factorii de stres externi.

Ulterior, pestii au fost expusi timp de 96 h 1a Kp, MNPL de PP si la amestecul binar (Kp
si PP). Testarile comportamentale au fost efectuate intr-o sald dedicata, in intervalul orar 09:00—
17:00, specimenele fiind evaluate in mod individual, cate un peste din fiecare grup fiind testat
zilnic, intr-o ordine randomizata in functie de conditia de expunere. Pe durata experimentului,
pestii au fost hraniti de doud ori pe zi cu hrana comerciald uscatd (fulgi TetraMin™) intr-o
cantitate echivalentd cu aproximativ 2% din masa corporala pe zi, iar conditiile de mediu au fost
mentinute constante, conform protocoalelor descrise anterior (Jijie et al., 2020; Paduraru et al.,
2024). Pentru asigurarea stabilitdtii conditiilor experimentale si a unei expuneri controlate, apa
din toate conditiile experimentale a fost reinnoita total la intervale de 24 h, pe intreaga durata a
expunerii.

2.4.3. Expunerea simpla si in amestec la ketoprofen si micro-nanoplastice de acid
polilactic

» Expunerea embrionilor (5 hpf) de Danio rerio

Expunerea a inceput la varsta de 5 hpf si s-a incheiat la 120 hpf, organismele fiind
evaluate la intervale de 24 h, cu monitorizarea la stereomicroscop a punctelor-cheie de
dezvoltare. Pe Intreaga duratd a experimentului, organismele au fost mentinute in conditii
controlate, intr-o camera de crestere etansa, la o temperatura de 28 °C + 0,5 °C, cu un ciclu de
lumina/intuneric de 14:10 h. Pentru a asigura stabilitatea conditiilor experimentale, mediul de
culturd a fost schimbat la fiecare 48 h, pe toatd durata expunerii. La 48 hpf au fost monitorizate
batdile cardiace, la 72 hpf a fost evaluata rata de eclozare, iar la 120 hpf a fost analizat

comportamentul larvelor n conditii de lumind, respectiv de Intuneric, urmat de fotografierea
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acestora cu o camera cu ocular DinoEye pentru efectuarea masuratorilor biometrice, incluzand
lungimea totald, distanta interoculara si diametrul lentilei oculare.

» Expunerea larvelor (72 hpf) de Danio rerio

Expunerea larvara a inceput la varsta de 72 hpf si s-a incheiat la 192 hpf, organismele
fiind evaluate la intervale de 24 h, cu monitorizarea la stereomicroscop a punctelor-cheie de
dezvoltare. Pe intreaga duratd a experimentului, organismele au fost mentinute in conditii
controlate, intr-o camera de crestere etansa, la o temperatura de 28 °C + 0,5 °C, cu un ciclu de
lumina/intuneric de 14:10 h. Pentru a asigura stabilitatea conditiilor experimentale, mediul de
cultura a fost schimbat la fiecare 48 h, pe toatd durata expunerii. Analiza comportamentala a
fost realizatd 1n perioadele de lumina, respectiv de intuneric, iar la finalul experimentului,
larvele au fost fotografiate cu o camera cu ocular DinoEye pentru efectuarea masuratorilor
biometrice, incluzand lungimea totala, distanta interoculara si diametrul lentilei oculare.

» Expunerea adultilor (8 luni) de Danio rerio

S-au utilizat exemplare adulte de peste zebra (Danio rerio), linia genetica AB, cu varsta
de 8 luni, avand o masa corporald medie de 0,72 + 0,1 g si o lungime medie de 40 + 3 mm. Pestii
au fost achizitionati de la un furnizor local autorizat din Iasi, Romania, si acomodati la conditiile
de laborator timp de 14 zile Intr-un acvariu de 92 L (60 x 30 % 45 cm; L x 1 x h), anterior
desfasurdrii experimentului. Specimene de ambele sexe au fost mentinute impreund, cu un
raport aproximativ de 1:1, iar Intre acvariile de mentinere au fost plasate separatoare din hartie
albd, pentru a reduce interactiunile vizuale si factorii de stres externi.

Ulterior, pestii au fost expusi timp de 96 h la Kp, MNPL de PLA si la amestecul binar
(Kp si PLA). Testarile comportamentale au fost efectuate intr-o sala dedicata, in intervalul orar
09:00-sexe au fost mentinute impreuna, cu un raport aproximativ de 1:1, iar intre acvariile de
testare au fost plasate separatoare din hartie alba, pentru reducerea interactiunilor vizuale si a
factorilor de stres externi. Ulterior, pestii au fost expusi timp de 96 h la Kp, PLA si la amestecul
acestora. Testarile comportamentale au fost efectuate intr-o sald dedicata, in intervalul orar
09:00-17:00, specimenele fiind evaluate comportamental in mod individual, cate un peste din
fiecare grup fiind testat zilnic, intr-o ordine randomizatd in functie de conditia de expunere. Pe
durata experimentului, pestii au fost hraniti de doua ori pe zi cu hrana comerciald uscata (fulgi
TetraMin™), intr-o cantitate echivalenta cu aproximativ 1% din masa corporald pe zi, iar

conditiile de mediu au fost mentinute constante, conform protocoalelor descrise anterior (Jijie
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et al., 2020; Paduraru et al., 2024). Pentru asigurarea stabilitatii conditiilor experimentale si a
unei expuneri controlate, mediul de culturd a fost reinnoit la intervale de 24 h, pe intreaga durata

a expunerii.

2.5. Testele efectuate
» Testul de lumini/intuneric

In aceastd tezd s-a urmdrit si expunerea stadiilor incipiente (embrioni si larve) la
substante farmaceutice si MNPL, fapt ce a necesitat pregatirea pentru reproducere a adultilor de
peste zebra, pentru obtinerea embrionilor.

Dupa expunerea la substantele si compusii utilizati in cadrul experimentelor s-a efectuat
testul de lumina/intuneric pe larvele de Danio rerio. In cadrul acestui test, dupd o perioada de
acomodare in faza de lumina ambientald (2 min), alternanta brusca dintre fazele de lumina si
intuneric poate declansa un raspuns de stres asemandtor anxietatii.

> Testul acvariului nou

Pentru evaluarea comportamentului exploratoriu s-a utilizat un acvariu rectangular (30
cm X 20 cm x 17 cm, lungime % latime X inaltime), umplut cu 6 L de apa de la robinet,
declorinatd. Doua camere video au fost pozitionate ortogonal pentru a obtine simultan o vedere
de sus si una frontala a miscirilor pestilor. In plus, peretii laterali si partea superioara a acvariului
au fost Tmpartiti in doua zone distincte. Comportamentul exploratoriu al fiecarui exemplar adult
de peste zebra a fost Inregistrat si analizat cu ajutorul software-ului EthoVision XT, versiunea

16 (Noldus Information Technology, Wageningen, Tarile de Jos).

» Testul de preferinta sociald

Experimentul a fost realizat Intr-un labirint in forma de T (70 cm x 50 cm x 10 cm,
lungime x latime x inaltime), impartit in cinci zone: bratul stdng, zona de decizie, bratul drept,
bratul de start si zona conspecificilor, separate printr-un perete transparent din plastic. Labirintul
a fost umplut cu 5 L de apa, iar in zona conspecificilor, situatd la capatul bratului stang, au fost
plasati alti trei pesti. Pentru pestii supusi experimentelor s-au inregistrat timpul petrecut in

fiecare zona si frecventa intrarilor in zona de decizie, precum si in bratele stang, drept si de start,
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utilizdnd acelasi software ca in testul tridimensional al acvariului nou (EthoVision XT,

versiunea 16).

2.6. Evaluarea stresului oxidativ si activitatea acetilcolinesterazei

Dupa finalizarea analizei comportamentale, exemplarele adulte de peste zebra au fost
eutanasiate prin metoda socului hipotermic (2 — 4 °C), intr-un pahar Berzelius cu apa si gheata,
conform recomandarilor din ghidurile AVMA. Dupa confirmarea absentei semnelor vitale,
fiecare specimen a fost omogenizat, utilizind un set de pistil si mojar KIMBLE Dounce de 7
mL (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SUA), in solutie tampon fosfat salind (PBS) 0,1 M, pH 7,4,
racitd pe gheatd, intr-o proportie de 10% (w/v). Ulterior, probele au fost centrifugate la 5500
rpm, timp de 15 minute, la 4 °C iar supernatantul obtinut a fost utilizat pentru analize
biochimice. Continutul proteic a fost determinat prin metoda Bradford.

Activitatea AChE a fost determinata conform metodei descrise de Boiangiu si
colaboratorii (Boiangiu et al., 2021), cu modificari minore. Pentru fiecare proba independenta,
doua creiere de pesti au fost omogenizate in zece volume de tampon de extractie, urmate de
centrifugare la 14.000 rpm, timp de 10 minute, la 4 °C. Din supernatant, 50 pL. au fost amestecati
cu 450 pL tampon fosfat de sodiu (pH 7,4; 0,25 M), 50 uL DTNB (1 mM) si 25 pLL ATCh (5
mM). Dupa incubare, timp de 10 minute la 37 °C, reactia a fost oprita prin adaugarea a 900 puL
acetona iar absorbanta a fost mdsurata la 412 nm, utilizand spectrofotometrul Specord 210 Plus
(Analytik Jena, Germania). Activitatea AChE a fost exprimata ca nanomoli de ATCh hidrolizati

pe minut, per mg proteina.

2.7. Analiza statistica a datelor

Normalitatea distributiei datelor a fost verificatd utilizand testul Shapiro—Wilk,
implementat in GraphPad Prism, versiunea 10.4.1 (San Diego, CA, SUA). Pentru identificarea
valorilor extreme semnificative a fost aplicata metoda ROUT, astfel incat seturile de date sa fie
curate si adecvate analizelor ulterioare. Rezultatele au fost exprimate ca medii + deviatia
standard (SD) iar pragul de semnificatie statistica a fost stabilit la p < 0,05.

Pentru embrioni si larve, evaluarea efectelor tratamentelor in fazele de lumina si

intuneric a fost realizatd initial printr-o analizda ANOVA unifactoriald (one-way ANOVA),
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urmatd de testul post-hoc Dunnett, pentru a identifica diferentele dintre grupurile tratate si
control in fiecare fazd separat, utilizand un interval de incredere de 95%. Ulterior, pentru a
evidentia diferentele statistice dintre faza de lumina si cea de intuneric, a fost aplicata o analiza
ANOVA bifactoriald (two-way ANOVA), urmati de testul post-hoc Sidak, utilizand acelasi
interval de Incredere de 95%.

In cazul adultilor de Danio rerio, analiza statistici a fost realizati exclusiv pentru
perioada de lumina. Diferentele dintre grupurile experimentale si grupul martor au fost evaluate
printr-o analiza a variantei unifactoriale (one-way ANOVA), urmata de testul post-hoc Dunnett.
In experimentele in care a fost necesara evaluarea tuturor comparatiilor posibile intre grupuri, a
fost aplicat testul post-hoc Tukey, utilizand un interval de incredere de 95%. Pentru a investiga
relatia dintre parametrii comportamentali si cei biochimici, a fost realizatd analiza corelatiei
Pearson, cu un interval de incredere de 95%, permitand evaluarea asocierilor dintre variabilele
masurate.

Determinarea concentratiilor letale si subletale pentru embrioni si larve a fost efectuata
prin analiza Probit. Rezultatele testelor de toxicitate acuta au fost exprimate sub forma de valori
LCso s1 ECso, insotite de limite de incredere de 95%. Parametrii utilizati In calculul acestor valori
au inclus mortalitatea, eclozarea si anomaliile observate.

Dimensiunea minima a esantionului necesard pentru detectarea unui efect de marime
medie a fost estimatd utilizand software-ul G*Power, versiunea 3.1.9.7 (Universitatea din
Diisseldorf, Germania), setand nivelul de semnificatie a = 0,05 si o putere statistica de 80%.

Asocierea pereche dintre variabilele comportamentale a fost examinata folosind
coeficientul de corelatie Pearson (7). Corelatiile au fost calculate intre fiecare parametru de inot
s1 parametrii preferintei sociale, respectiv ai analizelor biochimice.

Toate variabilele au fost verificate mai intai pentru normalitate si liniaritate, pentru a
confirma adecvarea utilizarii metodei Pearson. Dimensiunea esantionului (n = 20/n = 40) pentru
fiecare corelatie a corespuns numadrului total de pesti cu date complete pentru cele doua variabile
comparate. Coeficientii de corelatie si valorile p asociate au fost calculati folosind intregul set
de date, fard a agrega rezultatele intre tratamente, permitdnd evaluarea relatiilor continue

independent de apartenenta la grup. Semnificatia statistica a fost evaluata la o = 0,05.
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CAPITOLUL 3. REZULTATE SI DISCUTII

3.1. Studiul experimental nr. 1: Efectele individuale si combinate ale ibuprofenului si
acidului valproic asupra dezvoltarii si comportamentului pestilor zebra

Scopul studiului a fost evaluarea efectelor expunerii pestilor zebra la concentratii
relevante pentru mediu de Ibu (20 pg L"), VPA (3 pg L) si la amestecul dintre acestea.

Expunerea a fost realizata pe trei stadii de dezvoltare - embrionar (5 hpf), larvar (72
hpf) si adulti de 8 luni - fiecare expunere avand o duratd de 96 de ore, pentru a surprinde

raspunsurile specifice fiecarei etape ontogenetice.

3.1.1. Expunerea embrionilor (5 hpf) de Danio rerio
» Frecventa cardiaca si parametrii biometrici masurati

In urma expunerii embrionilor la Ibu, VPA si la amestecul celor doud nu s-au
observat diferente semnificative statistic cu privire la frecventa cardiaca, lungimea totala si
distanta interoculard, comparativ cu grupul de control (p > 0,05) - Fig. III.1.(a), (b), (¢).

In ceea ce priveste diametrului lentilei oculare nu s-au observat efecte semnificative
pentru grupul tratat cu Ibu (p > 0,05) si VPA (p > 0,05), insa s-a observat o scadere
semnificativa statistic in cazul grupului tratat cu Ibu + VPA (p = 0,022), fatd de grupul de
control - Fig. II1.1.(d).
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Fig. IIL.1. Frecventa cardiaca si parametrii biometrici masurati la stadiul embrionar (5 hpf) de
Danio rerio, expus timp de 96 h la produse farmaceutice individuale si amestecuri (Ibu =20 ug L''; VPA
= 3 pg L. Parametrii urmdriti includ: (a) frecventa cardiacd, (b) lungimea totald, (c) distanta
interoculara, (d) diametrul lentilei oculare. Datele sunt prezentate ca medie = SD (n = 10 animale pe
grup) si au fost analizate utilizind ANOVA unidirectionald, urmata de testul Tukey. Literele comune
indica grupurile care nu difera semnificativ statistic intre ele.

3.1.2. Expunerea larvelor (72 hpf) de Danio rerio
» Masuratorile biometrice realizate la stadiul larvar

in cazul expunerii larvelor (72 hpf) la substantele farmaceutice simple si in amestec, nu

s-au observat diferente semnificative statistic pentru parametrii urmariti (p > 0,05) - Fig. I11.3.
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Fig. II1.3. Masuratorile biometrice realizate la stadiul larvar (72 hpf) de Danio rerio, expus timp
de 96 h la produse farmaceutice individuale si amestecuri (Ibu =20 ug L''; VPA =3 pg L!). Parametrii
urmdriti includ: (a) lungimea totala, (b) distanta interoculara, (c) diametrul lentilei oculare. Datele sunt
prezentate ca medie = SD (n = 10 animale pe grup) si au fost analizate utilizind ANOVA unidirectionala,
urmata de testul Tukey. Literele comune indica grupurile care nu difera semnificativ statistic Intre ele.

3.1.3. Expunerea adultilor (8 luni) de Danio rerio
» Testul acvariului nou

In testul acvariului nou, din perspectivi laterala, grupul tratat cu VPA a parcurs o distanta
totala semnificativ mai mare decat grupul de control (p = 0,025) - Fig. I11.6.(a). In cazul timpului
de imobilitate, s-a observat o crestere semnificativd a acestuia pentru grupul tratat cu Ibu (p =
0,009), fata de cel tratat cu Ibu+VPA - Fig. I11.6.(b). Grupul tratat cu Ibu+VPA a petrecut
semnificativ mai putin timp Tn zona superioard a acvariului, comparativ cu toate celelalte grupuri
tratate, inclusiv fata de control (p < 0,001) - Fig. I11.6.(c).

De asemenea, grupul tratat cu Ibu+VPA a petrecut semnificativ mai mult timp in
jumitatea inferioard, comparativ cu toate celelalte grupuri (p < 0,001) - Fig. I1L6.(d). In ceea ce
priveste rotatiile n sens orar, s-a observat o crestere semnificativa in cazul grupului tratat cu
Ibu+VPA, in raport cu grupul de control (p = 0,017) si cel tratat cu Ibu (p = 0,032) - Fig. I11.6.(¢).
Nu s-au observat diferente semnificative statistic in cazul rotatiilor in sens antiorar (p > 0,005)

- Fig. IIL6.(f).
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Fig. I11.6. Efectele expunerii la ibuprofen (Ibu) si acid valproic (VPA), individual si in amestec
(Ibu = 20 pg Ll VPA = 3 ug L") asupra locomotiei adultilor de peste zebrd. Parametrii
comportamentali masurati includ: (a) distanta totald parcursda (cm), (b) timpul de imobilitate (s), (c)
timpul petrecut in jumatatea superioard, (d) timpul petrecut In jumatatea inferioara (s), (e) rotatii in sens
orar (frecventa), (f) rotatii in sens antiorar (frecventa). Datele sunt prezentate ca medie = SD (n = 5
animale pe grup, cu un sex ratio 3:2 masculi/femele) si au fost analizate utilizand ANOVA
unidirectionald, urmatd de testul Tukey. Literele comune indica grupurile care nu diferd semnificativ

statistic intre ele.

3.1.4. Discutii asupra studiului

Studiul a evidentiat ca expunerea la concentratii relevante pentru mediu de ibuprofen
(Ibu) si acid valproic (VPA) determind la Danio rerio efecte comportamentale dependente de
stadiul de dezvoltare, in timp ce expunerea combinata produce frecvent raspunsuri neaditive,
predominant antagonice. La embrioni si larve nu au fost observate modificari semnificative ale
principalilor parametri morfologici (frecventad cardiaca, lungime totald, distantd interoculard),
sugerand absenta unei toxicitdti generale evidente. Totusi, VPA si amestecul Ibu+VPA au redus

diametrul lentilei oculare la embrioni, indicand o posibila afectare subtild a functiei vizuale. In
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paralel, modificarile comportamentale au fost mai sensibile decat indicatorii morfologici, fiind
observate schimbari ale distantei parcurse, timpului de activitate si comportamentului dependent
de lumina si intuneric.

La stadiile timpurii de dezvoltare, VPA a determinat modificari ale activitatii
locomotorii si ale raspunsurilor comportamentale asociate stresului, in timp ce Ibu a redus
activitatea in conditii de lumind si a indus raspunsuri compensatorii in intuneric. Cresterea
preferintei pentru marginea godeurilor, in special in timpul intunericului, sugereaza aparitia unor
raspunsuri anxiogene precoce. In schimb, expunerea combinati nu a generat efecte cumulative
evidente asupra activitdtii locomotorii, ceea ce sustine existenta unor interactiuni antagonice
intre cei doi compusi. Aceste rezultate indica faptul ca efectele contaminantilor farmaceutici se
manifestd In principal la nivel functional si neurocomportamental, inaintea aparitiei unor
modificari morfologice evidente.

La pestii adulti, expunerea la Ibu si Ibu+VPA a modificat comportamentul explorator,
iar VPA a afectat semnificativ preferinta sociald, determinand reducerea interactiunilor cu
conspecificii si sugerand alterari neurocomportamentale persistente. In ansamblu, rezultatele
demonstreaza ca expunerea la concentratii ecologic relevante de Ibu si VPA poate influenta
comportamentul pestilor zebra pe parcursul ontogenezei, de la embrioni pana la adulti, in timp
ce efectele amestecului sunt dificil de anticipat din cauza interactiunilor antagonice dintre
compusi. Aceste observatii evidentiazd importanta evaludrii contaminantilor farmaceutici pe

intregul ciclu de dezvoltare si a includerii efectelor de amestec in evaludrile ecotoxicologice.

3.2. Studiul experimental nr. 2: Efectele individuale si combinate ale meropenemului,
acidului valproic si ketoprofenului asupra dezvoltirii si comportamentului pestilor zebra

Scopul studiului a fost evaluarea efectelor concentratiilor relevante pentru mediu de
meropenem (Mp), acid valproic (VPA), ketoprofen (Kp) si ale amestecurilor acestora asupra
pestelui zebrad (Danio rerio) in stadiile embrionar, larvar si adult. La embrioni si larve au fost
analizati parametrii de dezvoltare, toxicitate si comportament locomotor in conditii de lumina
st intuneric, incluzand mortalitatea, malformatiile, masuratori biometrice si activitatea de inot.
La adulti, dupd 96 h de expunere, au fost evaluate comportamentele exploratorii, anxioase si

sociale prin testul acvariului nou si testul de preferinta sociala. De asemenea, au fost determinati
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markerii stresului oxidativ (SOD, MDA, GPx) si activitatea acetilcolinesterazei (AChE), iar
relatiile dintre raspunsurile comportamentale si biochimice au fost investigate prin analiza

corelatiilor Pearson.

3.2.1. Expunerea embrionilor (5 hpf) de Danio rerio
» Frecventa cardiaca si parametrii biometrici masurati

Expunerea embrionilor la substante antiinflamatoare (Kp), antibiotice (Mp) si
antiepileptice (VPA), prin administrare simpla sau Tn amestecuri binare si ternare s-a realizat
timp de 96 h, avand ca tintd observarea unor parametri cheie pentru stadiile incipiente ale
pestilor zebra, parametri prezentati in Fig. III.10.: frecventa cardiaca (a), lungimea totala (b),
distanta interoculara (c) si diametrul lentilei oculare (d).

Nu s-au observat diferente relevante statistic cu privire la frecventa cardiaca intre grupul
de control si celelalte grupuri tratate cu produse farmaceutice (p > 0,05) - Fig. 111.10.(a). Cu
toate acestea, In cazul embrionilor expusi la Mp s-a observat o crestere semnificativa, in
comparatie cu amestecurile binare cu Mp+VPA si VPA+Kp (p < 0,05) si cu grupul de tratament
ternar (p <0,01) - Fig. I11.10.(a).

In ceea ce priveste lungimea totald a organismelor din momentul finalizarii expunerii
(96 h), nu s-au observat diferente relevante statistic (p > 0,05) - Fig. I11.10.(b). Totusi, pentru
distanta interoculara s-au observat diferente relevante statistic intre grupul de control si celelalte
grupuri tratate cu substante farmaceutice, constand Intr-o scadere semnificativa intre grupul de
control vs. Mp si Mp+VPA (p <0,05) si grupul de control vs. VPA+Kp si Mp+Kp (p <0,01) si
intre grupul de control vs. VPA, Kp si VPA+Mp+Kp (p <0,001) - Fig. I11.10.(c).

Pentru o evaluare mai detaliatd, a fost analizat diametrului lentilei oculare, unde s-a
observat o scadere semnificativa statistic, comparativ cu grupul de control, mai precis control
vs. VPA, control vs. Kp, control vs. Mp+VPA, control vs. VPA+Kp (p < 0,01). Nu s-au
inregistrat diferente relevante statistic pentru comparatiile dintre grupul de control vs. grupul
expus la Mp, control vs. grupul expus la Mp+Kp si control vs. grupul expus la VPA+Mp+Kp
(p > 0,05) - Fig. I11.10.(d).

35



lonut-Alexandru Chelaru Rezultate si discutii

Frecventa cardiaci (Batiai/min) Lungimea totala (mm)
200+ 8+
ab a @a a g a4 a a 4
150 a ab ab 6+ - — — -
100 4
50+ 2]
0_ 0_ T T
> ; . ; > | |
& S )ﬁ@ J,pz FORPE & S “SXA“" ‘533 PR
¢ & o S
&7 &7
-~ ~
(2) (b)
Diametrul lentilei oculare (mm)
0154 a
ab ab ab
b b b b
0.10- L
0.05+4
ST T8 & IF TSRS
¢ RO <& RN
<7 Ru
(© (d)

Fig. I11.10. Frecventa cardiaca si parametrii biometrici masurati la stadiul embrionar (5 hpf) al
speciei Danio rerio, expus timp de 96 h la produse farmaceutice individuale si in amestecuri (Mp =1 pg
L', VPA =3 ug L'"; Kp = 5 ug L"). Parametrii urmdriti includ: (a) frecventa cardiaca (batdi/min), (b)
lungimea totald (mm), (c) distanta interoculard (mm), (d) diametrul lentilei oculare (mm). Datele sunt
prezentate ca medie = SD (n = 10 animale pe grup) si au fost analizate utilizand ANOVA unidirectionala,
urmatd de testul Tukey. Literele comune indicd grupurile care nu diferd semnificativ statistic intre ele.

3.2.2. Expunerea larvelor (72 hpf) de Danio rerio
» Masuratorile biometrice realizate la stadiul larvar

Expunerea larvelor (72 hpf) de Danio rerio la substante antiinflamatoare (Kp),
antibiotice (Mp) si antiepileptice (VPA), administrate individual sau in amestecuri binare si
ternare, s-a realizat timp de 96 h. Acest stadiu de dezvoltare este de interes, deoarece

organismele nu mai sunt protejate de corion, fiind in contact direct cu poluantii farmaceutici
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studiati. Astfel, s-au urmarit parametri cheie pentru acest stadiu, precum este prezentat in Fig.
II1.12., mai precis: lungimea totala (a), distanta interoculara (b) si diametrul lentilei oculare (c).

Referitor la lungimea totala a larvelor la finalul expunerii de 96 h la substantele
farmaceutice administrate individual sau Tn amestec, raportat la grupul de control, nu s-au
observat modificdri semnificative statistic (p > 0,05) - Fig. I11.12.(a). Pe de alta parte, pestii din
grupul tratat cu Mp au prezentat o scddere semnificativa statistic, fatd de pestii din grupurile
expuse la Kp, Mp+VPA, VPA+Kp, Mp+Kp (p < 0,01) - Fig. I11.12.(a). In ceea ce priveste
distanta interoculara a larvelor tratate cu substante farmaceutice, s-a constatat faptul ca fata de
organismele din grupul de control, cele din grupurile Mp+VPA si Mp+Kp nu au prezentat
diferente relevante statistic - Fig. II1.12.(b). Insa, grupurile tratate cu Mp, respectiv VPA au
prezentat o scddere semnificativa statistic, fata de grupul de control (p <0,01) si, mai mult decat
atat, o diferentd mai pronuntatd s-a observat fatd de grupul tratat cu Kp (p < 0,001) - Fig.
II.12.(b). In acelasi timp, grupul tratat cu Kp a aritat cea mai mare scidere dintre toate
tratamentele, evidentiind o relevantd statisticaA fatd de grupurile expuse la Mp+Kp,
VPA+Mp+Kp (p < 0,05), respectiv Mp+VPA (p < 0,01) - Fig. 1I1.12.(b). Pentru diametrul
lentilei oculare, grupul tratat cu Mp+Kp a inregistrat o crestere semnificativa statistic, fata de
grupul de control (p < 0,05) - Fig. I11.12.(c). Grupul expus la Mp+Kp (p < 0,05) a prezentat o
crestere semnificativa statistic si comparativ cu grupul tratat cu Mp. De asemenea, grupurile
expuse la Kp, respectiv Mp+Kp (p < 0,001) si VPA+Mp+Kp (p < 0,05) au prezentat o crestere
semnificativa statistic, fata de grupul expus la VPA. Amestecul binar de Mp+VPA a determinat
o scadere a diametrului lentilei oculare, fatd de grupul expus la Mp+Kp (p < 0,01) - Fig.
1.12.(c).
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Fig. I11.12. Masuratorile biometrice realizate la stadiul larvar (72 hpf) al speciei Danio rerio,
expus timp de 96 h la produse farmaceutice individuale si in amestecuri Mp =1 ug L', VPA=3 pg L
I, Kp = 5 pg L"). Parametrii urmariti includ: (a) lungimea totald (mm), (b) distanta interoculard (mm),
(c) diametrul lentilei oculare (mm). Datele sunt prezentate ca medie + SD (n = 10 animale pe grup) si au
fost analizate utilizand ANOVA unidirectionald, urmatd de testul Tukey. Literele comune indica

grupurile care nu difera semnificativ statistic Intre ele.

3.2.3. Expunerea adultilor (6 luni) de Danio rerio
» Testul acvariului nou

Pestii zebra expusi la VPA si Mp + Kp au prezentat o crestere considerabila a distantei
parcurse (p < 0,001), comparativ cu grupul de control, in timpul celor 5 minute de inregistrare
video, realizatad cu o camera plasata in fata acvariului de testare - Fig. I11.15.(a). Mai mult, grupul
VPA + Kp a prezentat o scidere semnificativi a vitezei medii de Tnot (8,17 £+ 1,96 cm s!), in
timp ce grupurile VPA (14,13 £ 1,19 cm s™') si Mp + Kp (14,53 + 1,31 cm s™!) au avut cele mai
mari viteze medii, comparativ cu grupul de control (1,05 = 1,21 cm s™!) - Fig. I11.15.(b). Dupa
cum se observa in Fig. I1I.15.(c)., pestii tratati cu Mp si VPA + Kp timp de 4 zile au prezentat o
crestere semnificativa (p < 0,001) a timpului de imobilitate, de aproximativ 1,6 ori. Spre
deosebire de grupul de control si cel expus la Mp, care au explorat intregul acvariu, pestii expusi
la celelalte tratamente farmaceutice, individuale sau combinate, au explorat in principal partea
inferioard a bazinului (geotaxie), sugerand un comportament asociat anxietatii - Fig. I11.15.(d).
Dest pestii zebra tratati cu VPA si Kp, atat individual, cat si in amestec cu Mp, au patruns
frecvent in jumatatea superioard, timpul petrecut in partea superioara a acvariului a fost
semnificativ redus, in comparatie cu grupul de control.

Frecventa tranzitiilor catre partea superioard a acvariului a fost semnificativ mai mica (p
<0,001) in grupurile VPA + Kp (de 3,7 ori) st VPA + Mp + Kp (de 5,8 ori), in contrast cu grupul
de control - Fig. III.15.(e). in plus, expunerea acuti la VPA (p = 0,001 vs. control) si la Kp
individual (p < 0,001 vs. control), precum si la amestecul Kp + Mp (p < 0,001 vs. control), a

evidentiat o crestere semnificativa a rotatiilor in sens antiorar - Fig. II1.15.(f).
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Fig. I11.15. Modificari comportamentale la adultii de peste zebra expusi la produse farmaceutice
individuale si in amestecuri (Mp = 1 pg L'; VPA =3 pg L''; Kp = 5 pg L), timp de 96 h. Parametrii
comportamentali masurati includ: (a) distanta totald parcursd (cm), (b) viteza medie (cm s™), (¢) timpul
de imobilitate (s), (d) timpul petrecut in jumatatea superioara (s), (¢) tranzitiile catre jumatatea superioara
si (f) rotatiile In sens antiorar. Datele sunt prezentate ca medie £ SD (n = 10 animale pe grup, cu un sex
ratio 1:1 masculi/femele) si au fost analizate utilizind ANOVA unidirectionald, urmata de testul Dunnett.
Diferentele statistic semnificative sunt indicate dupa cum urmeaza: * p < 0,05; ** p < 0,01 si *** p <
0,001 (Chelaru et al., 2025).

3.2.4. Discutii asupra studiului

Studiul a evaluat efectele valproatului (VPA), ketoprofenului (Kp), meropenemului
(Mp) st ale combinatiilor acestora asupra pestelui zebrd (Danio rerio), integrand raspunsuri
comportamentale, biochimice si neurotoxice. Rezultatele au evidentiat modificari importante
ale comportamentului locomotor si asociat anxietitii. In testul acvariului nou, VPA si
combinatia Mp+Kp au determinat cresterea activitatii locomotorii, in timp ce Mp si amestecul
ternar (VPA+Mp+Kp) au redus distanta parcursd. Aceste efecte sunt sustinute de observatiile
din stadiile embrionare si larvare, unde modificarile distantei parcurse, timpului activ si

preferintei pentru zonele periferice au indicat aparitia timpurie a unor perturbari
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neurocomportamentale. De asemenea, majoritatea tratamentelor au crescut tigmotaxia si
comportamentele asociate anxietatii, sugerand afectarea capacitatii exploratorii si a raspunsului
la stres.

La adulti, cele mai evidente efecte au fost observate asupra comportamentului social.
Pestii expusi la combinatiile VPA+Kp si VPA+Mp+Kp au prezentat o reducere a preferintei
pentru conspecifici, alegand mai frecvent zona lipsita de stimul social, ceea ce indica deficiente
de sociabilitate. Aceste rezultate sunt in concordantd cu modificarile observate in studiile
privind expunerea la VPA si sugereazd ca efectele neurocomportamentale pot persista de-a
lungul dezvoltarii. Totodatd, cresterea rotatiilor in sens antiorar si preferinta pentru zonele
periferice ale acvariului sustin existenta unor raspunsuri anxiogene si a unor modificari ale
procesarii informatiilor la nivel neuronal.

Analizele biochimice au confirmat cd expunerea la medicamente si amestecurile
acestora induce stres oxidativ si neurotoxicitate. Majoritatea tratamentelor au determinat
cresterea nivelului de MDA si modificari ale activitdtii enzimelor antioxidante (SOD si GPx),
indicand perturbarea echilibrului oxidativ. In plus, activitatea acetilcolinesterazei (AChE), un
marker important al functiei nervoase, a crescut in grupul tratat cu VPA, dar a fost inhibata in
unele amestecuri care contineau VPA, sugerand interactiuni complexe intre compusi si
mecanisme neurotoxice diferite. In ansamblu, rezultatele demonstreazid cid amestecurile
farmaceutice pot produce efecte comportamentale si biochimice care diferd de cele generate de
substantele individuale, subliniind necesitatea evaluarii contaminantilor in conditii de expunere

mixtd, mai apropiate de cele intalnite in mediul natural.

3.3. Studiul experimental nr. 3: Efectele individuale si combinate ale ketoprofenului si
micro-nanoplasticelor de polipropilend asupra dezvoltirii si comportamentului pestilor
zebra

Scopul studiului a fost evaluarea efectelor individuale si combinate ale ketoprofenului
(Kp) si particulelor de polipropilend (PP) asupra pestelui zebra (Danio rerio) in stadiile
embrionar, larvar si adult. La embrioni si larve au fost analizati parametrii de dezvoltare si
toxicitate, incluzand mortalitatea, malformatiile, rata de eclozare, frecventa cardiaca, parametrii

morfometrici si comportamentul locomotor in conditii de lumina si Intuneric. La adulti, dupa 96
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h de expunere, au fost evaluate comportamentele asociate locomotiei, anxietatii si interactiunii

sociale prin testul acvariului nou si testul de preferinta sociala.

3.3.1. Expunerea embrionilor (5 hpf) de Danio rerio
» Parametrii fiziologici si morfologici masurati la stadiul embrionar

In urma testului FET (amestecuri de Kp cu PP) realizat pe stadiul embrionar al speciei
Danio rerio (Fig. 111.20.), procentul de mortalitate si anomalii morfologice la expunerea la EC»o,
mif @ Tnsumat 50%, iar la ECso, mir un total de 60% - Fig. 111.20.(a).

Pentru frecventa cardiacd si rata de eclozare nu au fost identificate diferente
semnificative statistic - Fig. I11.20.(b), (c).

Pentru distanta interoculard a embrionilor la 120 h de expunere, este de subliniat ca
ambele niveluri de Kp (distanta interoculard medie de 0,116 + 0,004 mm si 0,123 + 0,009 mm
pentru grupurile ECzo, mir s1 ECso, mif, respectiv) au indus o scadere semnificativd a acestui
parametru, comparativ cu organismele din grupul de control (distanta interoculara medie de
0,141 £ 0,015 mm) (p < 0,05) - Fig. 111.20.(d).

Pentru expunerea la amestecuri cu PP, organismele expuse au prezentat o distanta
interoculard semnificativ mai mica decat cea a grupului de control (p < 0,05) - Fig. 111.20.(d),
cu exceptia grupurilor expuse la ECao, mit + 0,1 ug L™ PP si ECso, s+ 10 pg L' PP.

Pentru lungimea totala, diferente semnificative statistic au fost identificate doar pentru
grupul expus la ECso, mir, unde lungimea totala medie a fost de 4,157 + 0,274 mm, comparativ

cu grupul de control, la care lungimea totald medie a fost de 4,392 + 0,123 mm - Fig. I11.20.(e).
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Fig. I11.20. Parametrii fiziologici si morfologici masurati la stadiul embrionar (5 hpf) al speciei

Danio rerio, expus timp de 120 h la mixturi de ketoprofen (Kp) la concentratiile

malformatii (ECao, mir $i ECso, mir, exprimate in mg L') si micro-nanoplastice de

care induc 20 si 50%

polipropilend (PP) la

concentratiile de 0,1; 1 si 10 pg L. Parametrii urmariti includ: (a) rata de mortalitate si malformatiile

(%), (b) frecventa cardiacd (batdi/min), (c) rata de eclozare (%), (d) distanta interoculard (mm), (e)

lungimea totala (mm). Datele sunt prezentate ca medie = SD (n = 10 animale pe grup) si au fost analizate

utilizand ANOVA unidirectionald, urmata de testul Dunnett. Diferentele statistic semnificative sunt

indicate dupa cum urmeaza: * p <0,05.

3.3.2. Expunerea larvelor (72 hpf) de Danio rerio

» Parametrii fiziologici si morfologici masurati la stadiul larvar

In ceea ce priveste expunerea larvelor la Kp, pentru ECao, mir $1 ECso, mir, mortalitatea si

anomaliile morfologice au insumat impreuna 50% efect in ambele cazuri,
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40% au fost observate pentru grupurile tratate LCa0, mie + 1 si 10 pg L™! PP, precum si pani la
40% pentru grupurile tratate cu ECso, mit + 1 pg L™ PP - Fig. 111.24.(a).
Nu au fost identificate diferente semnificative statistic pentru cele doud repere

biometrice, respectiv distanta interoculara si lungimea totala (p > 0,05) - Fig. I11.24.(b), (c).
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Fig. I11.24. Parametrii fiziologici si morfologici masurati la stadiul larvar (72 hpf) al speciei
Danio rerio, expus timp de 120 h la ketoprofen (Kp) si micro-nanoplastice de polipropilend (PP) la
concentratiile de 0,1; 1 si 10 pg L. Parametrii urmdriti includ: (a) rata de mortalitate si malformatiile,
(b) distanta interoculara, (c) lungimea totala. Datele sunt prezentate ca medie £ SD (n = 10 animale pe
grup) si au fost analizate utilizand ANOVA unidirectionald, urmata de testul Dunnett.

3.3.3. Expunerea adultilor (8 luni) de Danio rerio
» Testul acvariului nou

Rezultatele testului acvariului nou, in urma expunerii de 96 h la Kp, PP si amestecul
dintre acestea, nu au aratat diferente relevante statistic cu privire la distanta totala parcursa (p >
0,05) - Fig. 111.28.(a). In ceea ce priveste timpul de imobilitate, s-a observat o crestere
semnificativa la grupul tratat cu Kp+PP, fatd de grupul de control (p < 0,001) - Fig. I11.28.(b).
Diferente relevante statistic au fost semnalate in cazul timpului petrecut in jumatatea superioara
a acvariului, unde grupul de control a explorat semnificativ mai mult decat grupul tratat cu PP
(p <0,001), Kp+PP (p = 0,02) si fard semnificatie statisticd fatd de grupul tratat cu Kp (p =

0,061) - Fig. I11.28.(c). De asemenea, un alt parametru de interes a fost timpul petrecut in zona
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inferioard a acvariului, unde grupul de control a petrecut semnificativ mai putin timp,

comparativ cu Kp (p = 0,020), PP (» <0,001) si Kp+PP (p <0,001) - Fig. I11.28.(d).
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Fig. I11.28. Efectele expunerii la ketoprofen (Kp) si polipropilena (PP), individual si in amestec
(Kp =5 pg L!; PP =2 mg L) asupra locomotiei adultilor de peste zebra. Parametrii comportamentali
masurati includ: (a) distanta totala parcursa (cm), (b) timpul de imobilitate (s), (c) timpul petrecut in
jumatatea superioard (s) si (d) timpul petrecut in jumatatea inferioara (s) a acvariului. Datele sunt
prezentate ca medie = SD (n = 10 animale pe grup, cu un sex ratio 1:1 masculi/femele) si au fost analizate
utilizdnd ANOVA unidirectionala, urmatd de testul Dunnett. Diferentele statistic semnificative sunt
indicate dupa cum urmeaza: * p <0,05; ** p < 0,01 si *** p <0,001.

3.3.4. Discutii asupra studiului

Studiul a demonstrat ca expunerea la ketoprofen (Kp), polipropilend (PP) si amestecurile
acestora produce la Danio rerio efecte dependente de stadiul de dezvoltare, cele mai pronuntate
fiind observate in fazele embrionara si larvara. Kp a indus o crestere dependentd de doza a
malformatiilor, iar amestecurile cu PP au accentuat efectele toxice, inclusiv intarzieri ale
eclozarii, mortalitate crescuta si modificari ale unor parametri morfologici, precum distanta
interoculard. Desi frecventa cardiaca si lungimea totald nu au fost afectate semnificativ,
rezultatele indicd o sensibilitate ridicata a stadiilor timpurii la expunerea simultand la
contaminanti farmaceutici si micro-nanoplastice.

La nivel comportamental, amestecurile Kp+PP au generat efecte mai severe decat
expunerile individuale, atat la embrioni si larve, cat si la adulti. In stadiile timpurii au fost
observate modificari semnificative ale activitatii locomotorii, distantei parcurse, vitezei de
deplasare, imobilitatii si preferintei pentru marginile godeurilor, sugerand raspunsuri de evitare
si stres. La adulti, aceeasi tendintd s-a manifestat prin cresterea timpului de imobilitate,
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reducerea explorarii zonei superioare a acvariului si preferinta pentru zona inferioara,
comportamente caracteristice anxietatii. Expunerea la Kp si PP a determinat, de asemenea,
cresterea rotatiilor in sens orar, indicand posibile alterari ale procesarii senzoriale si ale
controlului motor.

Rezultatele obtinute sugereazd ca efectele induse in stadiile timpurii pot persista si
influenta comportamentul adultilor. Pestii expusi la Kp, PP si amestecul Kp+PP au prezentat o
reducere a preferintei sociale si o tendintd de evitare a conspecificilor, indicand afectarea
interactiunilor sociale. In ansamblu, studiul evidentiazi ci asocierea dintre ketoprofen si
micro/nanoplastice amplifica efectele toxice si comportamentale, comparativ cu expunerile
individuale, subliniind vulnerabilitatea crescutd a embrionilor si larvelor si importanta evaluarii

efectelor combinate ale contaminantilor emergenti pe intregul parcurs al dezvoltarii.

3.4. Studiul experimental nr. 4: Efectele individuale si combinate ale ketoprofenului si
micro-nanoplasticelor de acid polilactic asupra dezvoltarii si comportamentului
pestilor zebra

Studiul a investigat efectele combinate ale ketoprofenului (Kp) si micro-nanoplasticelor
de PLA asupra pestelui zebra (Danio rerio) in stadiile embrionar, larvar si adult. Pentru embrioni
st larve au fost evaluate mortalitatea, malformatiile, dezvoltarea morfologica si comportamentul
locomotor, iar pentru adulti au fost analizate comportamentele exploratorii, anxioase si sociale,
dupa o expunere de 96 h. Parametrii comportamentali monitorizati au inclus activitatea
locomotorie, imobilitatea, viteza de inot, rotatiile si preferinta pentru anumite zone ale mediului

de testare.

3.4.1. Expunerea embrionilor (5 hpf) de Danio rerio
» Parametrii fiziologici si morfologici masurati la stadiul embrionar

In testul FET, realizat la stadiul embrionar de Danio rerio (Fig. I11.33.), rata mortalititii
si cea a malformatiilor au fost analizate impreunad, fiind considerate drept efect total.
Acestea au reprezentat aproximativ 50% din raspuns la concentratia ECzo, mif $1 au ajuns

pana la 80% 1n cazul expunerii la ECsomir - Fig. 111.33.(a).
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Pentru expunerile la amestecuri cu ECao, mir si PLA, efectele observate au fost
aproximativ similare celor Inregistrate la expunerile individuale. La concentratia mai ridicata de
ECso, mif Impreuna cu PLA, impactul a fost si mai pronuntat, cu valori minime de 70% si maxime
care au atins 80%, in timp ce in grupul de control nu s-au observat efecte - Fig. I11.33.(a).

De asemenea, frecventa cardiaca a fost semnificativ statistic mai redusa pentru grupurile
expuse la ECso, mir si la ECso, mir + 10 pg L' PLA, in comparatie cu grupul de control - Fig.
111.33.(b).

Eclozarea embrionilor a fost intarziata cu 10% la ECao, mir s1 pana la 40% la ECso, muf,
comparativ cu grupul de control - Fig. I11.33.(c). Grupurile expuse la amestecul de ECao, mis + 1
ng LT PLA a prezentat o rati de eclozare de doar 50%, pe cand amestecul de ECa0, mic + 10 pg
L' PLA a prezentat o ratd de eclozare de 40%. Amestecurile cu ECso, mif si 0,1; 1, respectiv 10
ng LT PLA au prezentat o rati a eclozirii de 100% - Fig. 111.33.(c).

La finalul perioadei de expunere, ambele niveluri de Kp au indus o scadere semnificativa
a distantei interoculare, cu valori medii de 0,127 £ 0,009 mm si 0,128 + 0,007 mm pentru
grupurile expuse la EC2o, mif, respectiv ECso, mir, comparativ cu organismele din grupul de control
(0,145 £ 0,009 mm) (p < 0,05) - Fig. I11.33.(d).

De asemenea, expunerea la amestecuri de PLA si Kp a determinat valori ale distantei
interoculare semnificativ mai mici decat cele inregistrate in grupul de control (p < 0,05) - Fig.
I11.33.(d), valorile corespunzatoare ECso, mir + PLA fiind, In general, mai mici decat cele
observate pentru ECao, mir + PLA.

Pentru lungimea totald, diferente semnificative statistic au fost obtinute doar pentru
grupurile expuse la ECso, mir, unde lungimea totala medie a fost de 4,238 £ 0,153 mm,
comparativ cu grupul de control, la care lungimea totald medie a fost de 4,375 + 0,205 mm -

Fig. I11.33.(e).
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Fig. I11.33. Parametrii fiziologici si morfologici masurati la stadiul embrionar (5 hpf) de Danio
rerio, expus la mixturi de ketoprofen (Kp) la concentratiile care induc 20 si 50% malformatii (ECao, mif
si ECso, mir, exprimate in mg L) si micro-nanoplastice de acid polilactic (PLA) la concentratiile de 0,1;
1; 10 pg L. Parametrii urmariti includ: (a) rata de mortalitate si malformatiile (%), (b) frecventa cardiac
(batai/min), (c) rata de eclozare (%), (d) distanta interoculard (mm), (e) lungimea totala (mm). Datele

sunt prezentate ca medie + SD (n = 10 animale pe grup) si au fost analizate utilizind ANOVA

unidirectionald, urmatd de testul Dunnett. Diferentele statistic semnificative sunt indicate dupa cum
urmeaza: * p <0,05.

3.4.2. Expunerea larvelor (72 hpf) de Danio rerio
» Parametrii fiziologici si morfologici masurati la stadiul larvar

Pentru larvele expuse la concentratii individuale de Kp, mortalitatea si malformatiile au
reprezentat impreund aproximativ 30% pentru grupul expus la ECao, mif s1 au atins pana la 70%

pentru cel expus la ECso, mif - Fig. I11.37.(a).
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In legitura cu amestecurile dintre Kp si micro-nanoplasticele de PLA, efectele au fost
mai pronuntate. Pentru grupul expus la ECzo, mif + PLA, cel mai redus efect a fost de 20%, in
timp ce valoarea maxima a ajuns la 50%. Pentru grupul tratat cu ECso, mir + PLA, efectul a variat
intre 70% si 80%, indicdnd o crestere semnificativa statistic a ratei de mortalitate si a
malformatiilor, in comparatie cu expunerile individuale - Fig. I11.37.(a). Nu au fost observate
modificari semnificative statistic pentru distanta interoculara si lungimea totala a larvelor dupa

expunere (p > 0,05) - Fig. I11.37.(b), (¢).
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Fig. I11.37. Parametrii fiziologici si morfologici masurati la stadiul larvar (72 hpf) al speciei
Danio rerio, expus timp de 120 h la ketoprofen (Kp) si micro-nanoplastice de acid polilactic (PLA) la
concentratiile de 0,1; 1 si 10 pg L. Parametrii urmdriti includ: (a) rata de mortalitate si malformatiile,
(b) distanta interoculara, (c) lungimea totala. Datele sunt prezentate ca medie £ SD (n = 10 animale pe
grup) si au fost analizate utilizand ANOVA unidirectionald, urmata de testul Dunnett.

3.4.3. Expunerea adultilor (8 luni) de Danio rerio
» Testul acvariului nou

In ceea ce priveste distanta totald parcursi, nu s-au observat diferente semnificative
statistic (p > 0,05) - Fig. [11.41.(a), dar viteza de Tnot a fost semnificativ mai scazuta in cazul
grupului tratat cu PLA (p = 0,002), comparativ cu grupul de control - Fig. I11.41.(b).

Nu s-au observat diferente semnificative statistic pentru grupurile expuse, fatd de cel de
control pentru timpul de activitate total (»p > 0,05) - Fig. [11.41.(c).

In ceea ce priveste timpul de imobilitate, s-a observat o crestere semnificativa intre toate

grupurile tratate (p < 0,001), comparativ cu grupul de control - Fig. I11.41.(d).
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Pentru a compara comportamentul explorator al pestilor din grupul de control cu
grupurile tratate s-a Tmpartit acvariul in doud jumatati si s-a masurat timpul petrecut in fiecare
jumitate. In jumitatea inferioara nu s-au observat diferente semnificative statistic intre grupurile
tratate si grupul de control (p > 0,05) - Fig. [11.41.(f).

S-a observat o scadere semnificativa statistic a timpului petrecut in jumatatea superioara
de grupul tratat cu Kp+PLA (p = 0,027), comparativ cu grupul de control - Fig. I1[.41.(e). Nu s-
au observat diferente semnificative statistic intre celelalte grupuri tratate si grupul de control (p

>0,05).
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Fig. 111.41. Efectele expunerii la ketoprofen (Kp) si acid polilactic (PLA), individual si in
amestec (Kp =10 pg L''; PLA =10 pg L") timp de 96 h. Parametrii comportamentali masurati includ:
(a) distanta totala parcursa (cm), (b) viteza de inot (cm/s), (c) timpul de activitate total (s), (d) timpul de
imobilitate (s), (¢) timpul petrecut in jumatatea superioara (s) si (f) timpul petrecut in jumatatea inferioara
(s). Datele sunt prezentate ca medie + SD (n = 10 animale pe grup, cu un sex ratio 1:1 masculi/femele)
si au fost analizate utilizind ANOVA unidirectionald, urmatd de testul Dunnett. Diferentele statistic
semnificative sunt indicate dupa cum urmeaza: * p <0,05; ** p < 0,01 si *** p <0,001.
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3.4.4. Discutii asupra studiului

Studiul a evidentiat ca micro-nanoplasticele (MNPL) de PLA administrate individual nu
au produs efecte semnificative asupra mortalitatii sau frecventei malformatiilor, comparativ cu
grupul de control. In schimb, asocierea acestora cu ketoprofenul (Kp) a determinat modificari
comportamentale evidente la toate stadiile de dezvoltare investigate. Atat embrionii, cat si
larvele expuse la amestecul Kp+PLA au prezentat o crestere accentuata a rotatiilor in sens orar
si antiorar, Tn special In conditii de intuneric, sugerand alterarea tiparelor normale de miscare si
aparitia unor raspunsuri asociate stresului inca din etapele timpurii ale dezvoltarii.

Aceste efecte s-au mentinut si la stadiul adult, unde expunerea la amestecul Kp+PLA a
determinat o crestere semnificativa a rotatiilor in sens antiorar, comportament recunoscut ca
indicator al stresului, anxietatii si disfunctiilor neurologice la Danio rerio. Concordanta dintre
raspunsurile observate la embrioni, larve si adulti sugereaza ca expunerea la amestec poate
induce perturbari neurocomportamentale persistente pe parcursul ontogenezei, evidentiind un
potential efect de amplificare a toxicitatii prin interactiunea dintre contaminantul farmaceutic si
particulele plastice.

Un rezultat important al studiului este faptul cd PLA, desi este considerat un material
biodegradabil si o alternativa ecologica la plasticele conventionale, nu s-a dovedit lipsit de
efecte biologice. Expunerea embrionilor si larvelor la MNPL de PLA, in special in combinatie
cu Kp, a generat efecte subletale si letale mai pronuntate decat cele raportate anterior pentru
unele plastice conventionale. Aceste rezultate subliniaza necesitatea reevaluarii impactului
ecotoxicologic al bioplasticelor si demonstreaza ca statutul de material ,,ecologic” nu garanteaza

absenta riscurilor pentru organismele acvatice, In special in stadiile timpurii de dezvoltare.
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CONCLUZII

Aceasta lucrare demonstreaza faptul ca impactul ecotoxicologic al contaminantilor emergenti
din mediul acvatic este conditionat de interactiunile dintre substante, atdt in cazul amestecurilor de
compusi farmaceutici, cat si al combinatiilor dintre acestia si micro-nanoplastice (MNPL). Analiza
rezultatelor obtinute pe modelul experimental Danio rerio indica faptul ca raspunsurile biologice difera
in functie de stadiul de dezvoltare si de tipul expunerii, neputand fi anticipate pe baza efectelor
individuale ale substantelor. Astfel, expunerea la amestecuri determina efecte toxice semnificativ diferite
fata de expunerea la contaminati individuali.

In concluzie, rezultatele acestei lucriri sustin necesitatea unor abordari moderne si integrate in
evaluarea riscurilor ecotoxicologice. Integrarea parametrilor comportamentali si neurofunctionali ofera
o0 perspectiva mai sensibild si mai realista asupra efectelor contaminantilor emergenti. Totodata, datele
obtinute demonstreaza ca materialele plastice biodegradabile nu pot fi considerate automat sigure si ca
interactiunea dintre poluantii chimici si MNPL poate genera efecte biologice cu potential impact asupra

supravietuirii si functionarii organismelor acvatice.
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