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INTRODUCERE

In prezent, toate speciile de sturioni din Dunire sunt critic periclitate (cu exceptia
speciei Acipenser ruthenus consideratd a fi vulnerabild), multe dintre ele fiind aproape de
extinctie in pofida statutului lor de conservare si a masurilor de protectie.

Specia Acipenser stellatus (pastrugd) aleasa ca subiect de cercetare pentru prezenta
teza este una din cele cinci specii de sturioni inca prezente in bazinul Dunarii, fiind critic
periclitata, expusa poludrii directe cu metalele grele atat din apa cat si din sediment.

Desi poluarea apei cu metale grele Tn Dunarea Inferioara este mare, nu exista date
disponibile privind impactul acestora asupra sturionilor (Bacalbasa-Dobrovici, 1997).

Atat cuprul cat si zincul sunt doud dintre cele mai intalnite metale la nivelul apei si
sedimentelor Dunarii (ICPDR, 2015) ceea ce justificd necesitatea determinarii efectelor
acestora asupra organismelor acvatice, in special a speciilor de acipenseride si necesitatea
stabilirii criteriilor de calitate a apei. Desi ambele metale, sunt elemente esentiale pentru
diferite procese biochimice si fiziologice, acestea pot deveni toxice la concentratii ridicate.

Studii realizate privind bioacumularea metalelor grele la sturionii din Dundrea
Inferioara (Poleksic si colab., 2010; Onara si colab., 2013), au atras atentia asupra cresterii
concentratiei metalelor grele 1n diferite organe ale acestora.

Datorita importantei comerciale a sturionilor, accentul s-a pus in principal pe studiul
bioacumularii s1 efectelor metalelor grele la nivelul icrelor si a muschiului, numeroase studii
fiind publicate in acest domeniu. Insa este stiut faptul cd muschiul nu constituie intotdeauna
un bun indicator al contamindrii Intregului organism (Jaric si colab., 2011). Astfel am
considerat a fi esentiald analiza altor tesuturi prelevate precum branhii, intestin si ficat (trei
dintre cele mai importante organe in preluarea directd si respectiv metabolizarea
xenobioticelor).

Studii histopatologice la sturioni, privind efectele metalelor grele asupra morfologiei
normale a tesuturilor sunt foarte pufine, accentul fiind pus pe aspectele care privesc
histologia dezvoltarii sistemului digestiv (Ostaszewska si colab., 2011) si efectele privarii
de hrana (Gisbert si Doroshov, 2003; Furne si colab., 2012), 1n special pentru imbunatatirea
conditiilor de crestere a sturionilor in acvacultura.

Analiza bibliometrica a articolelor ISI publicate in domeniul cercetarii sturionilor de
catre Jaric si Gessner (2012), a aratat ca domeniul Toxicologie este foarte putin studiat, cu
un procent de doar 2% din numarul total al articolelor publicate in perioada 1996-2010.
Toate cele 27 de specii de sturioni au facut obiectul studiului, dar speciile cel mai frecvent

studiate au fost Acipenser transmontanus, Acipenser baerii, Acipenser fulvescens, Polyodon
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spathula, lucru ce subliniazd necesitatea studierii si a speciilor autohtone. Nu exista
informatii suficiente cu privire la sensibilitatea speciei Acipenser stellatus, la metale grele.

Existd numeroase informatii in literatura de specialitate privind efectele metalelor
grele, in special cupru si zinc asupra pestilor, Insa informatii privind toxicitatea acestor doua
metale, atdt individual cat si Tn amestec asupra unui grup valoros precum sturionii
(Acipenseridae) sunt foarte putine.
de pastruga (Acipenser stellatus), la contaminarea cu metale grele.

Lucrarea este structurata pe doua categorii majore de obiective, dupa cum urmeaza:

Prima parte a acestei teme de cercetare a avut ca obiectiv studiul toxicitatii acute a
cuprului si zincului la juvenilii de pastrugd (Acipenser stellatus). Datoritd lipsei datelor
bibliografice cu privire la concentratia letald a cuprului si zincului la pastruga, am realizat
un experiment de toxicitate acuta, pentru determinarea concentratiei letale CL50, dupa 96
de ore de expunere, respectiv concentratia ce omoara 50% din indivizi in 96 de ore.

A doua parte a lucrarii a avut ca obiectiv imbundtatirea stadiului cunoasterii
toxicitatii cronice induse de cele doud metale la pastruga (Acipenser stellatus), respectiv
expunerea pentru 7 si 14 zile a exemplarelor de pastrugd la doua concentratii diferite ale
celor doud metale (10 si 25% din concentratia letald determinatd anterior). Totodata
exemplare de pastruga au fost supuse in aceleasi conditii de expunere la un amestec binar al
metalelor, respectiv doud concentratii diferite ale metalelor, pentru 7 zile.

Pentru indeplinirea acestui obiectiv trei sub-obiective au fost stabilite, respectiv:

- Determinarea bioacumularii cuprului si zincului, atat in experimente individuale cat si in
amestec binar, la nivelul ficatului si branhiei;
Identificarea utilizand microscopia opticd a modificarilor histopatologice induse de cele
doud metale, in experimentele individuale si in amestec asupra celor trei organe
importante In preluarea si respectiv metabolizarea metalelor.
Caracterizarea, din punct de vedere histologic a celor trei organe la specia Acipenser
stellatus, ca urmare a cresterii exemplarelor in sistem recirculant. Intrucit aceste
exemplare obtinute prin reproducere artificiald, pot fi utilizate pentru proiectele de
repopulare a Dunarii cu sturioni, se pune astfel problema capacitatii exemplarelor
eliberate de a se adapta 1n salbaticie.

Avand in vedere importanta stiintifica si economica, dar si statutul de specie
periclitata, o intelegere a abilitatii speciei Acipenser stellatus de a face fata substantelor

toxice din mediu, precum metale grele, este esentiala.
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Luand in considerare toate aceste aspecte, tema tezei de doctorat ’Cercetari privind
efectul toxic al unor metale grele la pastruga de cultura (Acipenser stellatus, Pallas 1771)”,
este o tema importanta si de actualitate, ce urmareste abordarea aspectelor histopatologice si
de bioacumulare a metalelor grele in diferite organe ale pastrugii, confirmand sensibilitatea
speciei Acipenser stellatus la intoxicatia cu metale grele.

Caracterul de noutate al prezentei teze de doctorat, consta in utilizarea unei specii
mai putin studiate a Ordinului Acipenseriformes, si evidentierea modificarilor
histopatologice. Gradul de noutate a ridicat o serie de probleme, in ceea ce priveste lipsa
literaturii de specialitate Tn domeniul histopatologiei la sturioni. Acest lucru, coroborat cu
sensibilitatea speciei Acipenser stellatus, confirmd necesitatea efectudrii unor cercetari
amanuntite, in vederea obtinerii de noi date privind impactul metalelor grele asupra

populatiilor de sturioni in general, dar in special, asupra pastrugii (Acipenser stellatus).

PARTEA I-A
STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Unele dintre cele mai valoroase specii de pesti din punct de vedere economic si
stiintific sunt speciile de sturioni. Sturionii §i poliodontidele apartin clasei Actinopterygii,
ordinului Acipenseriformes, cu doua familii: Acipenseridae si Polyodontidae. Familia
Acipenseridae prezintd doud subfamilii Acipenserinae si Scaphirhynchinae, cu 4 genuri:
Acipenser, Huso, Scaphirhynchus, Pseudoscaphirhynchus. Familia Polyodontidae cuprinde
doua genuri: Polyodon si Psephurus (Bemis si colab., 1997), fiecare cu cate o specie.

Unele dintre cele mai importante specii de sturioni din Europa, atat din punct de
vedere stiintific cat si comercial, sunt speciile de sturioni intalnite in bazinul hidrografic al
fluviului Dunérea.

In cadrul primei parti a tezei de doctorat, am prezentat statutul actual de protectie
al sturionilor, cauzele declinului populatiilor de sturioni in Dundre, precum si posibilele
amenintari.

Intrucat Fluviul Dunirea, este unul dintre cele mai importante fluvii ale Europei
constituie o sursa de apa cu diferite utilizari, si astfel calitatea apei bazinului Dunarii este
sub o mare influenta de la o mare varietate de activitati antropice.

Cuprul si zincul sunt doud dintre cele mai intdlnite metale in apele Dunarii si
sedimente (Poleksic si colab., 2010; Ilie si colab., 2014; ICPDR, 2015). Concentratii ridicate

ale cuprului (de peste 0,2 mg/l) au fost inregistrate in apele Dundrii in timp ce concentratii
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ale zincului sunt in general mai mici de 0,1 mg/l (Tudor si colab., 2016). In mod accidental,
concentratia ambelor metale poate creste ca rezultat al descarcarilor din zonele miniere, de-
a lungul bazinului Dundrii, unde concentratii de pana la 5 mg/l pentru cupru si 156 mg/I
pentru zinc au fost inregistrate (Bird si colab., 2010).

Foarte putine studii au fost realizate in ceea ce priveste contaminarea sturionilor cu
metale grele in Dundre, acestea indicand bioacumularea metalelor grele in diferite tesuturi.

Pestii necesita atat cupru cat si zinc ca micronutrienti, putand obtine aceste metale
fie din apa, fie din hrana. Cerintele de cupru si zinc difera intre specii, chiar si pentru stadii
diferite ale aceleasi specii. Desi ambele metale constituie elemente esentiale pentru procesele
metabolice, la concentratii ridicate, acestea pot deveni toxice. Studii realizate pe diferite
specii de pesti au aratat faptul ca atat metalele esentiale cat si cele neesentiale pot produce
diferite efecte toxice asupra pestilor

Am prezentat de asemenea in cadrul primei parti a tezei, caracterizarea fizico-
chimicd a cuprului si zincului, speciatia chimica, functiile acestora in organism,
mecanismele de preluare branhiala si intestinald. Toxicitatea metalelor grele n apa, nu este
doar o chestiune de concentratie in mediu, deoarece chimia apei influenteaza considerabil
nu doar biodisponibilitatea metalului dar si fiziologia si astfel susceptibilitatea lui (Grosell,
2012). Biodisponibilitatea unei substante chimice poate fi influentatd de un numar de
parametrii abiotici precum temperatura si chimia apei, dar si de o serie de factori biologici,

ce au fost prezentati.

PARTEA A II-A CONTRIBUTII PERSONALE
IL.1. TEST DE TOXICITATE ACUTA

I1.1.1. INTRODUCERE
Testul de toxicitate acuta constituie unul din multele instrumente disponibile in
toxicologia acvatica, dar care Insd constituie o metodd de baza pentru ob{inerea unei estimari

rapide, si reproductibile a efectelor toxice ale unei substante test.

I1.1.2. MATERIALE SI METODE

Indivizi apartinand speciei Acipenser stellatus (pastruga), avand o lungime de
19,83+3,17 cm si o greutate de 21,52+4,54 g (fig.11.1.1) au fost obtinuti de la Ferma Piscicola
Brates a Institutului de Cercetare-Dezvoltare pentru Ecologie Acvatica, Pescuit si

Acvaculturd (ICDEAPA) Galati si transportati in laboratorul institutului pentru aclimatizare.
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Pestii au fost ldsati sa se aclimatizeze la conditiile de laborator pentru 7 zile Tnainte
de Inceperea experimentului, Tn bazinele institutului, in apa de la robinet, declorinata, cu o

duritate de 19 grade germane, echivalentul a 340 mg/l CaCOs.

Fig. II.1.1 Acipenser stellatus (foto original)

Determinarea toxicitatii acute a cuprului si zincului la pastrugd, s-a facut avand in
vedere ghidul Organizatiei pentru Cooperare si Dezvoltare Economica, privind testarea
substantelor chimice pe pesti (OCDE 203), folosindu-se testul semi-static, cu schimbare a
apei 1n proportie de 50% la fiecare 24 de ore.

Testul de toxicitate acuta a fost realizat in duplicat (n=20) pentru fiecare metal,
grupuri de cate 10 indivizi alesi aleatoriu au fost pusi in fiecare bazin, fiind expusi
substantelor test pentru o perioada de 96 de ore.

Mortalitatile au fost inregistrate la fiecare 24, 48, 72, 96 de ore iar concentratia care
ucide 50% din numarul indivizilor (CL50), dupa 96 de ore de expunere, a fost determinata.
Nicio mortalitate nu a fost inregistrata la grupul martor, pe toatd perioada experimentului.

Pestii au fost colectati imediat ce s-a observat moartea acestora.

Analiza statistica

Analiza statisticd, respectiv determinarea concentratiei letale a fost realizata
folosindu-se programul SPSS18 iar metoda PROBIT a fost utilizata ca procedura statistica
in determinarea concentratiei letale si a intervalului de confidentd 95% asociat (Gerber si

Finn, 2005).

I1.1.3. REZULTATE SI DISCUTII

In ceea ce priveste testul de toxicitate acutd, atit pentru cupru cat si pentru zinc,
mortalitatile cele mai multe au fost inregistrate in primele 24 de ore. Nicio mortalitate nu a
mai fost inregistratd dupa 72 de ore pentru cupru si 48 de ore pentru zinc. La concentratia
cea mai mare a zincului (49,5 mg/l), toti pestii au murit in primele 24 de ore.

S-a observat ca rata mortalitatii a crescut odata cu cresterea concentratiei ionilor de
cupru si zinc (fig.I1.1.8, fig.I1.1.9) dar si cu perioada de expunere. Nu au fost inregistrate
mortalitati in grupul martor. Testul de toxicitate acuta a aratat faptul ca mortalitatea este
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direct proportionald cu concentratia metalelor grele, fara insa a se inregistra mortalitati Tn
randul indivizilor din grupul martor.

Coeficientul de determinare (R?) a fost estimat ca fiind 0.90 (fig.I.1.8) pentru cupru
st respectiv 0,918 pentru zinc (fig.I1.1.9), ceea ce indica faptul cd 90% din variatiile in
mortalitate determinate de cupru si 91,80% din variatiile In mortalitate determinate de zinc
se datoreaza variatiei concentratiei metalului.

Valoarea concentratiei letale CL50 a cuprului dupa 96 de ore de expunere, a fost
estimata ca fiind 547,22 ug/l. Valoarea concentratiei letale CL50 dupa 96 de ore de expunere,
a fost estimata ca fiind 34.225 pg/l.

o 20— 2
14—
12+
15—
@ 10— e
5 =
" 8 B 10
= E
(=] 6 S
= =
4 5
P
0 R? Linear = 0.900 0, ° R’ Linear = 0.918
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Fig. I1.1.8 Mortalitati ale juvenililor de pastruga Fig.I.1.9 Mortalitati ale juvenililor de pastrugd la
(Acipenser stellatus) (n=20) dupa expunerea la (Acipenser stellatus) (n=20) dupa expunerea la
cupru (96 de ore) zinc (96 de ore)

Utilizand metoda lui Awoyeni si colab., 2014 am calculat un factor al toxicitatii
cuprului si zincului, in functie de concentratia letald CL50 96h, reiesind un raport de
toxicitate (T.F.) de 62.56:1, ceea ce indica faptul cd ionii de cupru sunt mai toxici de 62,5

ori fata de ionii de zinc.

I1.1.4. CONCLUZII

Prezentul studiu este primul realizat in vederea determinarii toxicitatii acute a
cuprului si zincului la pastruga (Acipenser stellatus), intr-o apa cu duritate mare de 340 mg/1
CaCOs;. Valoarea concentratiei letale a cuprului a fost estimata la 0,547 mg/l iar cea a

zincului de 34,22 mg/1.



Cercetari privind efectul toxic al unor metale grele la pastruga de cultura

(Acipenser stellatus, Pallas 1771)

Calculand un factor al toxicitatii cuprului si zincului, in functie de concentratia letala
CL50 96h, a reiesit un raport de toxicitate (T.F.) de 62.56:1, ceea ce indica faptul ca ionii de
cupru sunt mai toxici de 62,5 ori fatd de ionii de zinc.

Desi calciul ofera o protectie clara impotriva toxicitatii cuprului si zincului,
Acipenser stellatus ramane o specie sensibild la toxicitatea celor doud metale, cu valori
scazute ale concentratiei letale CL50 96 h, fatd de alte specii de pesti, expuse metalelor grele
la o duritate a apei apropiata prezentului studiu.

Tinand cont ca foarte putine studii au fost publicate privind efectele cuprului si
zincului asupra sturionilor, In special asupra pastrugii (Acipenser stellatus), prezentul studiu
poate fi considerat un punct de pornire pentru viitoare cercetari in domeniu, fiind necesare

studii suplimentare privind toxicitatea altor metale grele.

I1.2. TEST DE TOXICITATE CRONICA

I1.2.1. INTRODUCERE

In cea de-a doua parte a tezei de doctorat, mi-am propus evidentierea efectelor
expunerii cronice a indivizilor de pastruga, la cupru si zinc, atit in experimente individuale
cat si in amestec binar. Studiul s-a realizat conform ghidului OECD 204 ” Fish, prolonged
toxicity test:14 day study”, la concentratii subletale ale celor doua metale (10% si 25% din

concentratia letala CL50 96h determinata anterior), pentru o perioada de 7 si 14 zile.

I1.2.2. MATERIALE SI METODE

Testul de toxicitate cronica a fost realizat la Institutul de Cercetare Dezvoltare pentru
Ecologie Acvaticd, Pescuit si Acvacultura, Galati. Exemplare de pastrugd (Acipenser
stellatus) au fost aduse de la ferma piscicola Brates, acestea provenind din acelasi lot, precum
cele din testul de toxicitate acutd, respectiv din parinti capturati in fluviul Dundrea, la cotul
Pisicii.

Pestii au fost repartizati Tn 12 grupuri a cate 10 indivizi. Pestii din primele doua
grupuri au fost tinuti in apd declorinata, ca si grupuri martor, in timp ce celelalte grupuri au
fost supuse intoxicarii. In vederea indeplinirii obiectivelor, juvenilii de Acipenser stellatus,
au fost expusi la doua concentratii diferite ale cuprului si zincului. Juvenilii au fost expusi
pentru 7 si 14 zile la 10% si 25% din concentratia letald (CL 50 -96 h) determinata anterior

ca fiind 0,547 mg/1 for Cu* si 34,225 mg/l Zn>", in teste individuale.

10



Cercetari privind efectul toxic al unor metale grele la pastruga de cultura

(Acipenser stellatus, Pallas 1771)

Dupa 7 si 14 zile, juvenilii au fost capturati si anesteziati prin imersie pana la sedare
in solutie de 2-fenoxietanol. Acestia au fost sacrificati prin eviscerare, ficatul, branhia si
intestinul fiind imediat prelevate.

Ficatul si branhia au fost impdrtite in doud subprobe: pentru determinari
histopatologice, probele au fost fixate in formol 10% iar pentru determinarea bioacumularii,

acestea au fost pastrare la -80°C pana in momentul analizei lor.

I1.2.2.1 Determinarea bioacumularii metalelor grele din tesuturi prin spectrometrie
de masa cu plasma cuplata inductiv

Probele de tesut au fost analizate in laboratorul de toxicologie-chimie din cadrul
Institutului de Diagnostic i Sanatate Animald, Bucuresti. Analiza probelor s-a realizat
utilizandu-se un spectrometru de masa cu plasma cuplata inductiv (ICP-MS), model Elan

DRC II, producator firma Perkin-Elmer — SUA.

11.2.2.2. Determinarea modificarilor histopatologice induse de intoxicatia cu metale
grele

I1.2.2.2.1. Conservarea si prelucrarea tesuturilor pentru determinari histologice
Tesuturile prelevate au fost fixate in formol (10%) tamponat cu fosfat mono si disodic
(Chemical Company lasi), In vederea conservarii materialului biologic si mentinerii
caracterelor morfologice ale celulelor si tesuturilor. Dupa 24 de ore, probele au fost supuse
deshidratarii in bai succesive de alcool, clarificérii in toluen. Piesele au fost apoi incluse in
parafind, 2 bai de parafind la 60°, timp de 3 ore/baie, cu inlocuirea periodica a parafinei in
scopul extragerii solventului din piese.
Piesele astfel prelucrate au fost sectionate la microtom Lipshaw la grosimea de 7 um.
Benzile de parafind cu sectiuni au fost intinse pe lame de sticld bine spalate in
prealabil si acoperite cu un strat fin de albumini glicerinati. In vederea intinderii sectiunilor
s-a picurat pe marginea lor o solutie de gelatind, iar lamele au fost plasate pe o platina
incalzitd la 50°C. Dupa intinderea fost scurs excesul de lichid, iar lamele au fost ldsate sa se
usuce la temperatura camerei intr-un stativ, timp de 2 saptamani.
I1.2.2.2.2. Colorarea sectiunilor prin metoda Hemalaun Meyer-Eozina
Pentru colorarea sectiunilor, s-a utilizat metoda Hemalaun acid Mayer-Eozina ce

determind colorarea nucleilor in albastru-violet si a citoplasmei in rosu.
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Cercetari privind efectul toxic al unor metale grele la pastruga de cultura

(Acipenser stellatus, Pallas 1771)

11.2.2.2.3. Evaluari semi-cantitative ale modificarilor histopatologice
In cadrul prezentului studiu, am realizat si o evaluare semi-cantitativa a modificarilor
histopatologice induse de metalele grele, la nivelul celor doud organe studiate. In vederea
atingerii acestui obiectiv, am utilizat doud metode de evaluare: metoda propusa de Bernet si
colab., 1999 si metoda propusa de Poleksic si Mitrovic-Tutundzic (1994), aplicabila doar

pentru branhie.

11.2.3. REZULTATE S1 DISCUTII

I1.2.3.1 BIOACUMULAREA METALELELOR GRELE SI MODIFICARILE
HISTOPATOLOGICE INDUSE DE ACESTEA LA NIVELUL FICATULUI

11.2.3.1.1 BIOACUMULAREA METALELOR GRELE LA NIVELUL FICATULUI
Nivele normale fiziologic ale cuprului si zincului, la nivelul ficatului, la indivizii din
grupul martor au fost foarte apropiate, variind intre 24,12+9,97 mg/kg si 25,77+6,21 mg/kg
pentru cupru si 21,48+2.28 mg/kg si 24,64+5,38 mg/kg pentru zinc. Pentru speciile din
familia Acipenseridae, un domeniu normal al concentratiilor acestor doud metale la nivelul
ficatului nu a fost determinat pana in prezent (Brucka-Jastrzebska si colab, 2009), astfel acest

studiu aduce noi informatii pentru completarea literaturii In domeniu.

I1.2.3.1.1.1.Bioacumularea cuprului si zincului in experimentele individuale

Asa cum reiese din tabelul 11.2.3.1.1, dupa 7 si 14 zile de expunere la concentratia
cuprului de 0,054 mg/l, se poate observa o crestere semnificativa (p<0,05) a concentratiei
metalului la nivelul ficatului.

in cazul zincului, dupa expunerea la 3,42 mg/l pentru 7 zile, concentratia acestuia a
crescut cu 8,24% (p>0,05), comparativ cu lotul martor, urmand ca dupa 14 zile, concentratia
acestuia sa creasca semnificativ (p<0,05), cu un procent de 49,63%.

La concentratia cea mai mare a zincului, de 8,55 mg/l, se poate observa o crestere
semnificativa (p<0,05) a concentratiei metalului in tesut, cu un procent de 45,90%, urmand
ca dupa 14 zile sa aiba loc o scadere nesemnificativa (p>0,05) comparativ cu perioada
anterioard, concentratia zincului rdimanand 1nsa crescuta fata de lotul martor, cresterea fiind

de doar 19,56%.
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Cercetari privind efectul toxic al unor metale grele la pastruga de cultura

(Acipenser stellatus, Pallas 1771)

Tabel 11.2.3.1.1. Concentratia totald a metalelor (medie + deviatie standard mg/kg greutate umeda) in ficatul
juvenililor de Acipenser stellatus (diferente semnificative intre indivizii martor si cei expusi: *p<0,05,

**p<0,01, ¥**p<0,001)( n=5)

Cupru Zinc
Concentratie
7 zile 14 zile 7 zile 14 zile
Martor 24,12+ 9,97 25,77+ 6,21 21,48+ 2,28 24,64+ 5,38
= 10% CL50 40,22+ 9,01* 54,55+ 5,13%%* - -
£ Z
g,
3 25% CL50 44,63 + 12,83* 53,224 4,71%%* - -
10% CL50 - - 23,25+ 4,83 36,87+ 6,38 *
Q
<
N 25% CL50 - - 31,34+ 7,67* 29,46+ 5,05

I1.2.3.1.1.2. Bioacumularea cuprului si zincului in amestecul binar

In ceea ce priveste amestecul binar al cuprului si zincului (tabel 11.2.3.1.2), dupa 7
zile de expunere, la concentratiile mai mici (0,054 mg/l Cu si 3,42 mg/l Zn), se inregistreaza
o crestere semnificativad a concentratiei ambelor metale (p<<0,05), cu un procent de 66,95%
pentru cupru si respectiv 41,52 % pentru zinc, In comparatie cu indivizii din lotul martor.

La amestecul binar cu valori ale cuprului de 0,136 mg/1 si ale zincului de 8,55 mg/l,
dupa 7 zile, s-a observat o crestere semnificativa (p<0.05) a concentratiei metalelor cu 45,5%
in cazul cuprului, si29% pentru zinc, in comparatie cu indivizii din lotul martor.

Daca privim cresterea concentratiei metalelor din amestecul binar la concentratiile
mai mici (0,054 mg/l cupru si 3,42 mg/l zinc), iIn comparatie cu experimentul individual,
dupa 7 zile la aceleasi concentratii, putem observa ca aceasta a fost apropiatd de concentratia
cuprului Tn experimentul individual, in timp ce concentratia zincului a crescut cu 30,75% in
prezenta unor concentratii reduse ale cuprului din amestecul binar.

Insd, in amestecul binar, la concentratii crescute (0,136 mg/l Cu si 8,55 mg/l Zn),
concentratia ambelor metale a fost redusa, nesemnificativa statistic (p>0,05) in comparatie
cu concentratia metalelor in experimentele individuale (cu 21,36% pentru cupru §i respectiv
11,59% pentru zinc) dar si fatd de amestectul binar cu concentratii scdzute ale celor doud

metale (cu 12,84% pentru cupru si 8,85% pentru zinc).
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Cercetari privind efectul toxic al unor metale grele la pastruga de cultura

(Acipenser stellatus, Pallas 1771)

Tabel 11.2.3.1.2 Concentratia totala a metalelor (medie + deviatie standard mg/kg greutate umeda) in ficatul

juvenililor de Acipenser stellatus dupa 7 zile de expunere (diferente semnificative intre indivizii martor si cei

expusi: ¥p<0,05, #¥p<0,01, ¥¥p<0,001) (n=5)

Concentratie Cupru Zinc
= Martor 24,12+ 9,97 21,48+ 2,28
ﬁ g g 10%+10% CL50 40,27+ 6,63* 30,4+ 8,46*
(% i 25% +25% CL50 35,10+ 9,97* 27,71+ 9,34%*

Tendinta de acumulare observata la concentratiile mai mari in amestecul binar, indica

faptul ca ambele metale au fost intr-o concentratie suficient de mare, pentru a determina o

interactiune competitiva semnificativa.

11.2.3.1.2. MODIFICARI HISTOPATOLOGICE INDUSE DE INTOXICATIA CU
METALE GRELE LA NIVELUL FICATULUI

I1.2.3.1.2.1 Structura histologica normala a ficatului

Ficatul sturionilor este invelit Tntr-
o capsula conjunctiva, in general formata
fibroblaste
(Muscalu si colab., 2011), fiind o glanda

din fibre de colagen si

cu o forma neregulata.

A

In prezentul studiu, ficatul

exemplarelor martor de pastrugd a

prezentat un aspect macroscopic de ficat
gras, fenomen adesea observat la
exemplarele de sturioni, dar si la alte

specii de pesti datoritd hranei bogate 1n
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Acipenser stellatus (Martor), coloratie H&E: vacuolizare
(*),vena hepatica centrald (vc), x40 (foto original)

lipide (Zaharia si Dumitrescu, 2010; Jalilpour si colab., 2016).

Histologia normala a ficatului exemplarelor de Acipenser stellatus din grupul martor,

este prezentatd in figura I1.2.3.1.11. Parenchimul ficatului este structurat in formatiuni

morfologice constituite din hepatocite. Hepatocitele, au prezentat un aspect poligonal, cu un

diametru de aproximativ 11,13+0,96 um, dispuse de-a lungul sinusoidelor, organizate in

randuri ce converg catre vena centrala (fig. I1.2.3.1.11).
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Cercetari privind efectul toxic al unor metale grele la pastruga de cultura

(Acipenser stellatus, Pallas 1771)

Aspectul morfologic al hepatocitelor este usor heterogen. Au fost observate
predominant hepatocite cu un nucleu sferic exocentric. Nucleul a prezentat cu unul sau mai
multi nucleoli proeminenti impreund cu granule de heterocromatina, citoplasma prezentand
numeroase vacuole lipidice.

Pe sectiunile histologice realizate la nivelul ficatului exemplarelor martor, a fost pusa
in evidentd prezenta celulelor granulare eozinofile (CGE), cunoscute sub denumirea de
mastocite. Din studiul literaturii, este pentru prima datd, cand se evidentiazd histologic

prezenta acestor celule la nivelul ficatului exemplarelor de pastruga.

I1.2.3.1.2.2 Modificari histopatologice induse de cupru si zinc in experimentele
individuale

Dupa expunerea la cupru, ficatul de pastrugd a prezentat alterari histopatologice
marcante in comparatie cu exemplarele apartinand grupului martor. Alterarile observate au
crescut odatd cu doza dar si cu durata de expunere, dupa cum urmeaza:

Dupa 7 si 14 zile de expunere, la indivizii intoxicati cu ioni de cupru, ambele
concentratii, se observa schimbari morfologice proeminente in comparatie cu indivizii din
lotul martor. Astfel, modificarile histologice au inclus modificari ale parenchimului hepatic
precum necroza (modificari ale arhitecturii normale a tesutului) si dilatarea spatiului
interhepatocitar, cresterea numarului de melanomacrofage dar si modificari circulatorii
precum dilatarea spatiului sinusoidal si usoare congestii ale vaselor de sange.

Expunerea la o concentratie de 0,054 mg/l Cu?*, pentru 7 zile a determinat si o
crestere progresiva a numarului de mastocite in tesutul conjunctiv si in jurul vaselor de
sange, ceea ce demonstreaza prezenta la specia Acipenser stellatus, a doud populatii de
mastocite: rezidente si circulante.

La nivelul ficatului, dupa 7 zile de la expunerea la cupru, s-a observat aparitia
infiltrarii celulelor inflamatorii, respectiv a limfocitelor, acestea fiind adesea observate 1n
agregate.

La aceeasi concentratie (0,054 mg/l Cu?*), dar dupi 14 zile de expunere, se observa
necroza parenchimului hepatic si dilatarea spatiului interhepatocitar. Odatd cu cresterea
perioadei de expunere, se observd o agravare a modificarilor circulatorii, prin dilatarea
spatiilor sinusoidale, congestia vaselor de sange, si cresterea zonelor hemoragice

Infiltrarea celulelor inflamatorii (limfocite), este mai frecventd. Agregari masive de

limfocite au fost adesea observate aldturi de melanomacrofage.
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(Acipenser stellatus, Pallas 1771)

Analiza sectiunilor realizate pentru indivizii expusi la concentratia mai mare a
cuprului, de 25% CLso (0,136 mg/l), pentru 7 zile, a aritat aceleasi modificari ca si in cazul
concentratiei de 0,054 mg/l, respectiv modificari ale parenchimului hepatic — necroza,
coridoare interhepatocitare dar si modificari circulatorii - dilatarea sinusoidelor si aparitia
zonelor hemoragice. Mastocitele au fost adesea observate aldturi de alte celule inflamatorii
precum limfocite dar si melanomacrofage.

La concentratia cea mai mare (0,136 mg/1 Cu®*), dupa 14 zile, se observa inducerea
acelorasi modificari precum necroza, dilatarea spatiului interhepatocitar dar si dilatarea
spatiului sinusoidal si congestia vaselor de sange.

Comparativ cu concentratia mai mica (0,054 mg/1), dar si cu perioada anterioara de
experiment, se observa totodatd o crestere pronuntatd a numarului de limfocite, o data cu
cresterea perioadei de expunere, atat a limfocitelor mari dar si mici. Frecvent alaturi de
limfocite au aparut mastocite.

In ficatul indivizilor expusi pentru 7 si 14 zile, la o concentratie de 3,42 mg/l zinc
au aparut coridoare interhepatocitare si zone de necroza.

La nivelul ficatului, au putut fi observate de asemenea agregate de
melamomacrofage, mastocite, limfocite atat mari cat si mici. Se poate observa ca si ionii de
zinc pot avea actiune imunotoxicd, nsd acesti ioni nu au putut induce o crestere accentuata
a numdrului de limfocite mari, asa cum s-a observat in cazul expunerii la cupru.

Dintre modificarile circulatorii, au putut fi observate dilatari ale spatiului sinusoidal,
congestia vaselor de sange, dar si zone hemoragice.

La concentratia cea mai mare a zincului (8,55 mg/l), dupa 7 zile de expunere, se
poate observa prezenta necrozei si a spatiilor interhepatocitare, unii indivizi prezentand si
vacuolizarea parenchimului hepatic.

Se observa o crestere accentuatd a numarului de melanomacrofage si mastocite. Nu
s-a observat o crestere a numarului de limfocite, ca in cazul expunerii la cupru.

Dupa 14 zile de expunere la o concentratie de 8,55 mg/1 zinc, indivizii de pastruga
au prezentat necroza, coridoare interhepatocitare, congestia vaselor. S-a inregistrat o crestere
a incidentei melanomacrofagelor si rare limfocite.

Dintre alterdrile nucleare, la nivelul ficatului, pentru exemplarele expuse la ioni de
zinc, s-a observat hipertrofia nucleara, la toate concentratiile metalului si perioadele de

expunere.
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11.2.3.1.2.3 Modificari histopatologice induse de cupru si zinc in amestecul binar

Expunerea la amestecul de cupru si zinc (concentratii de 0,054 mg/I cupru si 3,42
mg/l zinc) a determinat necroza tesutului hepatic si aparitia coridoarelor interhepatocitare, o
crestere a dilatarii capilarelor sinusoide, cu aparitia zonelor hemoragice.

Dupa 7 zile de expunere, s-a putut observa o crestere accentuatd a numarului de
melanomacrofage si mastocite.

S-a observat o crestere a numarului de limfocite comparativ cu lotul martor, dar mai
putine comparativ cu indivizii intoxicati numai cu ioni de cupru (0,054 mg/l cupru, 7 zile),
ceea ce poate sugera faptul ca si in amestec cuprul continud sa aiba o influenta puternica
asupra sistemului imunitar.

La cele mai ridicate concentratii de metale (0,136 mg/1 si 8,55 mg/l) se poate observa
ca modificarile histopatologice sunt mai atenuate, aspect corelat cu cantitatea mult mai
redusd de metale acumulate 1n acest amestec binar, comparativ cu experimentele individuale
(capitol bioacumulare). S-a inregistrat frecvent vacuolizarea hepatocitelor.

Amestecul a determinat insa dilatarea capilarelor sinusoide si congestia vasculara. Se
poate observa ca amestecul binar nu a determinat o crestere pronuntatd a numarului de
melanomacrofage, observandu-se In schimb o crestere a numarului de limfocite mici si
mastocite. Limfocitele mari, au fost rar semnalate comparativ cu expunerea la un amestec

binar anterior.

11.2.3.1.2.4 Evaluari semi-cantitative ale modificarilor histopatologice

Aplicarea indexului leziunilor la nivelul ficatului conform metodei lui Bernet si
colab., 1999, asociat cu analiza imaginilor a permis o evaluare cu o mai mare acuratete a
evaludrii efectelor histopatologice induse de cele doud metale, atat In experimentele
individuale cat si in cele binare. Stabilirea indexului a permis o comparare a nivelului
leziunilor intre cele doua metale, concentratii ale acestora si perioadele de expunere.

Analiza semi-cantitativd conform metodei lui Bernet si colab., 1999, a indicat faptul
ca ambele metale atat in experimentele individuale, cat si in experimentele binare, pot
determina modificari histopatologice semnificative la nivelul ficatului dupd expunerea
pentru 7 si 14 zile.

Indexul histopatologic inregistrat pentru toate metalele, concentratiile si perioadele
de expunere este foarte mare, care conform clasificarii realizate de Zimmerli si colab., 2007,

indica: alterari severe ale arhitecturii si morfologiei normale a ficatului.
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(Acipenser stellatus, Pallas 1771)

I1.2.3.1.3 CONCLUZII PARTIALE

Ambele concentratii ale cuprului si zincului, utilizate in prezentul studiu, au
determinat dupa 7 si 14 zile de expunere, o crestere semnificativa a concentratiei metalelor
la nivelul ficatului. n cazul expunerii la cupru, s-a constat o saturatie a preluarii metalului
la nivelul ficatului, ceea ce reflecta natura esentiald a metalului si capacitatea pestilor de a
restabili controlul fiziologic.

Se poate observa cd mecanismul de reglare al zincului este diferit, fatad de cel al
cuprului. Astfel, in cazul expunerii la concentratia cea mai mare a zincului (8,55 mg/l), are
loc 0 acumulare bifazica a acestuia, respectiv o crestere a bioacumularii in primele 7 zile,
urmatd de o scadere dupa 14 zile de expunere.

Modul de interactiune al metalelor la concentratii mici in amestec a fost semnificativ
diferit fatd de modul de interactiune al metalelor la concentratii ridicate dar si de cel din
timpul expunerilor individuale.

Tendinta de acumulare observata la concentratiile mai mari in amestecul binar, indica
faptul ca ambele metale au fost intr-o concentratie suficient de mare, pentru a determina o
interactiune competitiva semnificativa.

Aspectul morfologic al hepatocitelor la exemplarele martor, este unul usor heterogen,
fiind observate predominant hepatocite cu un nucleu sferic exocentric, citoplasma
prezentand numeroase vacuole lipidice.

Datorita vacuolizarii accentuate, celulele se hipertrofiaza, nucleul este impins spre
periferie si In timp se instaleaza degenerescenta hepatica sau steatoza.

Pe sectiunile histologice realizate la nivelul ficatului exemplarelor martor, a fost pusa
in evidenta pentru prima data la indivizii de Acipenser stellatus prezenta celulelor granulare
eozinofile (CGE), cunoscute sub denumirea de mastocite.

Dupa expunerea la cupru si zinc, ficatul pastrugii a prezentat alterdri histopatologice
marcante In comparatie cu indivizii din lotul martor. Alterarile observate in general au

crescut o datd cu doza si durata de expunere.

11.2.3.2. BIOACUMULAREA METALELOR GRELE SI MODIFICARILE
HISTOPATOLOGICE INDUSE DE ACESTEA LA NIVELUL BRANHIEI

11.2.3.2.1. BIOACUMULAREA METALELOR GRELE LA NIVELUL BRANHIEI
Nivele normale ale cuprului, la branhiile indivizilor martor au prezentat valori

cuprinse intre 1,766+0,18 mg/kg si 1,919+0,19 mg/kg. In cazul zincului, acesta a avut
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concentratii mai mari decat cele nregistrate pentru cupru, respectiv intre 16,573+3,37 mg/kg

si 21,317+3,75 mg/kg.

I1.2.3.2.1.1 Bioacumularea cuprului si zincului in experimentele individuale

In cazul expunerii la cupru, se observi o crestere puternic semnificativa (p<0,01) a
concentratiei cuprului, pe intreaga perioada a experimentului, si la toate concentratiile.

In cazul zincului, dupi 7 zile de expunere la o concentratie de 3,42 mg/l, concentratia
acestuia a crescut puternic semnificativ (p<0,01) cu 41,82% comparativ cu lotul martor,
concentratia zincului la nivelul branhiei ajungdnd dupd 14 zile sa fie de doar 15,96%
(p>0,05).

La concentratia de 8,55 mg/l, dupa 7 zile de expunere, are loc o crestere foarte
puternic semnificativa (p<0,001) a concentratiei metalului, cu 65,64%, iar dupa 14 zile de

expunere, concentratia a crescut cu 32,25% (p>0,05).

Tabel 11.2.3.2.1 Concentratia totald a metalelor (medie + deviatie standard mg/kg greutate umeda) la nivelul
branhiei juvenililor de Acipenser stellatus (diferente semnificative intre indivizii martor si cei

expusi: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) (n=5)

Cupru Zinc
Concentratie
7 zile 14 zile 7 zile 14 zile
Martor 1,766£0.18 1,919+0,19 16,573+3,37 21,3174£3,75

2

< = 10% CL50 3,039+0.40%* 3,118+0,44%* - -
;B

e

25% CL50 3,161+£0.57** 3,307+0,44 %% - -

10% CL50 - - 23,505+2,77+* 24,721+7,21

Zinc

25% CL50 - - 27,45342,31%%%* 28,192+6,81

Dupa finalizarea experimentului, s-a putut constata cd nu existd acumulari
semnificative (p>0,05) ale zincului la nivelul branhiei indivizilor de pastruga, dupa 14 zile
de expunere, pentru ambele concentratii (3,42 mg/l si 8,55 mg/l). Lipsa unor acumulari
semnificative comparativ cu lotul martor, se poate datora valorilor crescute de background
ale zincului, observate la exemplarele martor, dupa 14 zile, comparativ cu 7 zile.

Pentru ambele concentratii ale zincului, se poate observa cd nu existd diferente

semnificative (p>0,05) Intre concentratia zincului dupa 7 zile si 14 zile de expunere.
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Reducerea acumularii zincului dupa 14 zile, se poate datora unui proces de
aclimatizare, poate prin restaurarea influxului de calciu, si o reducere a influxului zincului

(Olsson si colab.,1998) datorati scaderii afinititii sistemului de transport Ca?*/Zn? .

11.2.3.2.1.2 Bioacumularea cuprului si zincului in amestecul binar

In ceea ce priveste experimentele pe amestecul binar de metale (tabel 11.2.3.2.2),
dupa 7 zile de expunere, la concentratii mici ale celor doud metale (0,054 mg/l Cu si 3,42
mg/l Zn), concentratiile ambelor metale au crescut cu 74,57%% pentru cupru (p<0,01) si
respectiv. 22,94% pentru zinc (p>0,05), comparativ cu valorile inregistrate pentru
exemplarele martor. La concentratiile mai mari din amestecul binar (0,136 mg/l Cu si 8,55
mg/l Zn), dupa 7 zile s-a observat o crestere de doar 59.79%% pentru cupru (p<0,01) si

49,86% pentru zinc (p<0,01), comparativ cu lotul mator.

Tabel 11.2.3.2.2 Concentratia totala a metalelor (medie + deviatie standard mg/kg greutate umeda) la nivelul
branhiei la juvenilii de Acipenser stellatus dupa 7 zile de expunere (diferente semnificative intre indivizii

martor si cei expusi: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) (n=5)

Concentratie Cupra i
D
g 10%+10% CL50 3,08320,46%* 203762191
g2
5‘ | 25% +25% CL50 2.8224026%%  24.837+576%*

Daca comparam gradul bioacumularii metalelor, in amestecul binar la concentratiile
reduse (0,054mg/1 Cu si 3,42 mg/l Zn), in comparatie cu experimentul individual, la 7 zile
de expunere, se poate observa ca valorile sunt aproximativ apropiate pentru cupru, in timp
ce, concentratia zincului a fost mai mica, dar nesemnificativa din punct de vedere statistic
(p>0,05).

Insa, in amestecul binar, la concentratii ridicate (0,136 mg/l Cu si 8,55 mg/l Zn),
concentratia ambelor metale a fost redusd in comparatie cu expunerea individuald a
metalelor, cu doar 10,73% pentru cupru si respectiv 9,53% pentru zinc. Scaderea
bioacumularii ambelor metale la nivelul branhiei, la concentratiile mai mari ale metalelor

(0,136 mg/1 Cu si 8,55 mg/l Zn), comparativ cu expunerile individuale poate arata faptul ca
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metalele sunt intr-o concentratie suficient de mare pentru a determina o interactiune de
competitie puternicd pentru siturile de legare ale celor doud metale.

Scéaderea semnificativd a concentratiei zincului la nivelul branhiei, la concentratia
mai mica a celor doud metale, poate fi atribuitd prin inlaturarea ionilor de zinc de la siturile

de legare de catre cupru, mult mai competitiv in amestecul celor doua metale.

11.2.3.2.2. MODIFICARI HISTOPATOLOGICE INDUSE DE METALELE GRELE
LA NIVELUL BRANHIEI

I1.2.3.2.2.1. Structura histologica normala a branhiei
Aspectul morfologic normal al branhiei la specia Acipenser stellatus, este asemanator

altor specii de pesti. Branhiile sunt situate pe arcurile branhiale, constituite din filamente

branhiale si lamele secundare.

Fi1g.11.2.3.2.2.3 Structura normala
a branhiei la specia Acipenser
stellatus (martor), coloratie H&E:

celule clorogene (cc), celule mucoase
(cm), celule pilastru, celule epiteliale
(ce), mastocite (m), lacuna capilara (Ic),
x100 (foto original)

Diferite tipuri de celule pot fi identificate pe
lamina epiteliald: celule pavimentoase superficiale,
celule mucoase si celule clorogene (fig.
11.2.3.2.2.3). Lamelele sunt captusite de un epiteliu
scuamos simplu constituit din celule epiteliale, ce

acopera sinusurile sangvine separate de celule

pilastru.
In cadrul prezentului studiu au fost observate cateva modificari branhiale la indivizii
din lotul martor, precum o usoara hiperplazie si hipertrofie a celulelor clorogene si mucoase,
edem si agregate de melanomacrofage. Nu au fost observate leziuni branhiale ireversibile

care sa afecteze functionarea normala a epiteliului respirator.
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11.2.3.2.2.2. Modificiari histopatologice induse de cupru si zinc in experimentele
individuale

Comparand aspectul histologic al branhiilor exemplarelor din lotul martor, cu cele
ale indivizilor expusi intoxicatiei cu ioni de cupru si zinc, se observa modificari patologice
marcante 1n arhitectura branhiala.

Schimbarile au inclus dilatarea spatiilor intercelulare si necroza tesutului dupa
expunrea indivizilor de pastrugd la cupru. S-a mai observat hipertrofia si hiperplazia
epiteliului respirator atit in zona filamentului branhial cat si a zonei apicale, fard a fi
observate hipertrofia si hiperplazia celulelor mucoase si clorogene. Tot la nivelul lamelelor
secundare a putut fi pus in evidenta si prezenta edemului. Alte modificari observate au fost
fuziunea varfurilor lamelelor secundare, curbarea si scurtarea lamelelor secundare. Dintre
modificarile circulatorii s-a observat dilatarea vaselor de sdnge si congestia sangelui la
nivelul filamentelor branhiale. Dintre procesele inflamatorii s-au observat prezenta
limfocitelor si agregatelor de melanomacrofage.

Odata cu cresterea perioadei de expunere a fost semnalatd cresterea incidentei
hipertrofiei si hiperplaziei celulelor epiteliale, mucoase si clorogene . Tot n aceastd perioada
se observi si prezenta edemului. In continuare s-a observat dilatarea spatiilor intercelulare,
dar si fuziunea varfurilor lamelelor secundare. Se constata o crestere a numarului agregatelor
de melanomacrofage la nivelul filamentelor branhiale. Dintre modificarile circulatorii, se
constata aparitia lamelelor clavate.

La indivizii expusi pentru 7 si 14 zile la o concentratie a zincului de 3,42 mg/I s-au
observat aceleasi modificari ca si in cazul expunerii la cupru, respectiv dilatarea spatiilor
intercelulare, curbarea lamelelor secundare, dar foarte rar si hiperplazia si hipertrofia
celulelor epiteliale, hipertrofia si hiperplazia celulelor mucoase si clorogene. S-a observat de
asemenea si ruperea epiteliului lamelar.

La 7 zile dupa expunerea la o concentratie a zincului de 8,55 mg/l, s-a observat o
puternica hiperplazie si hipertrofie a epiteliului lamelar si a celulelor mucoase si clorogene,
scurtarea dar si curbarea lamelelor secundare, ruperea epiteliului lamelar. La aceasta
concentratie s-a observat si hipertrofia nucleara. Dintre modificarile circulatorii s-a constat
aparitia telangiectaziei si largirea si congestia vaselor de sange.

Paradoxal, odatd cu cresterea perioadei de expunere, la aceeasi concentratie se
constatd o usoara hipertrofie a celulelor clorogene si mucoase, si hiperplazie si hipertrofie a

celulelor epiteliale. S-a observat in continuare prezenta dilatarii spatiilor intercelulare dar si
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ruperea epiteliului lamelar. Modificari circulatorii au fost rar observate, acestea fiind aceleasi

ca la concentratiile si perioadele de expunere anterioare.

11.2.3.2.2.3. Modificari histopatologice induse de cupru si zinc in amestecul binar

In cazul expunerii la un amestec binar al celor doud metale, respectiv cupru 0,054
mg/l Cu si 3,42 mg/l zinc, s-a observat dilatarea spatiilor intercelulare, al necrozei. S-a
constatat prezenta edemului si a melanomacrofagelor. S-a observat doar fuziunea varfurilor
lamelelor secundare. Modificarile circulatorii au constat din telangiectazie si prezenta
lamelelor clavate.

Trebuie mentionat faptul ca nu a fost observata hiperplazia si hipertrofia celulelor
epiteliale, celulelor mucoase si clorogene, respectiv fuziunea lamelara completa.

O data cu cresterea concentratiei metalelor din amestec (0.136 mg/1 cupru si 8.55
mg/l zinc) la finalul celor 7 zile de expunere s-a constatat dilatarea spatiilor intercelulare si
necrozei, dar si hipertrofia si hiperplazia celulelor epiteliale, mucoase si clorogene. Aceste
procese de hiperplazie si hipertrofie au dus la fuziunea varfurilor lamelelor secundare dar si
fuziunea lamelara completa. Melanomacrofagele si infiltrarile de limfocite au fost o prezenta
constanta.

Modificarile circulatorii sunt constante, respectiv prezenta lamelelor si largirea si
congestia vaselor de sange.

Examinarile histopatologice au indicat o paletd asemdnatoare de modificari la nivel
branhial ca urmare a expunerii la cupru si zinc, dar si dupa expunerea la un amestec al celor
doua metale, Tnsa acest lucru era normal din moment ce modificarile histopatologice induse
de metalele grele dar si de alte substante toxice nu sunt specifice unui singur poluant, lucru

confirmat si de alterari similare sub influenta unei game variate de contaminanti (vezi

Mallatt, 1985).

11.2.3.2.2.4. Evaluari semi-cantitative ale modificarilor histopatologice

Intrucat modificarile histopatologice induse de cele doud metale atat in experimente
individuale cat si In experimentele binare au fost aceleasi, am realizat o evaluare semi-
cantitativd a acestor modificari prin care am putut evidentia faptul ca exista diferente 1n
loturile intoxicate, in functie de gradul si extinderea leziunii, precum si in functie de factorul

de importanta al leziunii.
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Au fost aplicate astfel doud metode de stabilire a unui index histopatologic, primul
conform metodei lui Bernet si colab., 1999, iar cea de-a doua conform metodei lui Poleksic
si Tutundzic, 1994.

Valorile inregistrate pentru indexul histopatologic, confirma inca o data faptul ca
amestecul binar la concentratii ridicate, determina modificéri semnificative la nivel branhial,
insd la concentratii crescute ale celor doud metale in amestec, cele doud metale par a fi Intr-
o concentratie suficientd, astfel incat intre cele doua sa existe o competitie.

Conform metodei lui Poleksic si Mitrovic-Tutundzic (1994), pentru lotul martor s-a
determinat un index histopatologic cu valoarea 8, acesta indicAnd branhii normale din punct
de vedere functional. Este evident asa cum reiese din valoarea indexului histopatologic
calculat pentru ambele metale, toate concentratiile si perioadele de ca branhiile sunt afectate

in mod ireparabil de expunerea la metale grele.

11.2.3.2.3 CONCLUZII PARTIALE

In cadrul prezentului studiu s-a observat o crestere semnificativi a concentratiei
cuprului la nivel branhial o datd cu cresterea concentratiei si perioadei de expunere.
Mecanismul de reglare a zincului pare sa fie diferit de cel al cuprului la nivel branhial,
observandu-se o reducere a preludrii branhiale a zincului odatd cu cresterea timpului de
expunere.

Comparand bioacumularea cuprului si zincului, in experimentele individuale, s-a
putut observa o bioacumulare mai mare a cuprului, decét a zincului la nivel branhial. Acest
lucru era de asteptat, din moment ce cuprul are un indice covalent mult mai mare decat
zincul, ceea ce 1l face sa fie mult mai competitiv pentru liganzii intracelulari, bogati in azot
si sulf.

Comparand gradul bioacumuldrii metalelor, in amestecul binar la concentratiile
reduse (0,054mg/1 Cu si 3,42 mg/l Zn), in comparatie cu experimentul individual, la 7 zile
de expunere, s-a observat ca valorile sunt aproximativ apropiate pentru cupru, n timp ce,
concentratia zincului a fost mai mica, dar nesemnificativa din punct de vedere statistic.

Insd, in amestecul binar, la concentratii ridicate (0,136 mg/l Cu si 8,55 mg/l Zn),
concentratia ambelor metale a fost redusd in comparatie cu expunerea individualda a
metalelor. Scaderea bioacumularii ambelor metale la nivelul branhiei, la concentratiile mai
mari ale metalelor (0,136 mg/l Cu si 8,55 mg/l Zn), comparativ cu expunerile individuale
poate arata faptul ca metalele sunt intr-o concentratie suficient de mare pentru a determina o

interactiune de competitie puternica pentru siturile de legare ale celor doud metale.
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In urma analizelor histopatologice, s-a observat cateva modificari branhiale la
indivizii din lotul martor, precum o usoara hiperplazie si hipertrofie a celulelor clorogene si
mucoase, edem si agregate de melanomacrofage. Nu au fost observate leziuni branhiale
ireversibile care sa afecteze functionarea normala a epiteliului respirator.

Comparand aspectul histologic al branhiilor exemplarelor din lotul martor, cu cele
ale indivizilor expusi intoxicatiei cu ioni de cupru si zinc, se observa modificéri patologice
marcante in arhitectura branhiala.

Examinarile histopatologice au pus in evidenta o serie de modificari ale tesutului
branhial precum hipertrofia si hiperplazia celulelor epiteliale, hipertrofia si hiperplazia
celulelor mucoase si clorogene, edem, fuziune lamelara ce au ca si consecintd cresterea
distantei de difuzie dintre mediul extern si sange. Toate aceste modificari au ca si consecinta
afectarea preludrii oxigenului, dar si afectarea osmoreglarii.

Rezultatele analizelor histopatologice indicd faptul ca leziunile identificate care
afecteaza morfologia branhiald, pot determina perturbarea proceselor fiziologice, dar si stres

oxidativ.

11.2.3.3 MODIFICARI HISTOPATOLOGICE INDUSE DE METALELE GRELE LA
NIVELUL INTESTINULUI

11.2.3.3.1 Structura histologica normala a tubului digestiv si a glandelor anexe
Sistemul digestiv la pastrugd (Acipenser stellatus) este tipic pentru un carnivor

primitiv, atat morfologia cat si anatomia tubului digestiv fiind asemanatoare cu ale altor
specii de sturioni. Tubul digestiv este constituit din cavitate bucald (o gura protractila,
precedata de un rostru), faringe, esofag, stomac, intestin cu apendice piloric, valvula spirala,
si anus.

Fiecare portiune a tubului digestiv este constituitd din patru straturi: mucoasa,
submucosa, musculara, si adventicea (seroasa).

Faringele se distinge prin prezenta papilelor mucoase piramidale dispuse in serii
longitudinale pe suprafata sa interioard. In regiunea de tranzitie dintre faringe si esofag
papilele inalte sunt substituite de pliuri longitudinale de dimensiuni reduse (Dapra si colab.,

2009).
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Esofagul, la pastruga, este relativ lung si ingust, comparativ cu alte specii de sturioni.
(Vajhi si colab., 2013). Din punct de vedere histologic, esofagul prezintd doud regiuni
distincte. Portiunea anterioard prezinta un epiteliu format din celule cilindrice cu microvili
si numeroase celule mucoase, responsabile de
producerea mucosubstantelor neutre si acide. Epiteliul
regiunii posterioare a esofagului prezintd un aspect
pseudo-stratificat, contindnd numeroase celule ciliate
si celule mucoase. Mucoasa este Inconjuratd de un
tesut conjunctiv si de un strat circular de musculatura
(Martos si colab., 2015).

La pastruga, asemenea altor specii de sturioni,
in timpul dezvoltarii embrionare, la aproximativ 7 zile
dupa eclozare, se diferentiaza stomacul cu cele doua

regiuni: stomacul glandular si stomacul non-

glandular. Cele doud regiuni sunt prevazute, cu
adaptiri anatomice i hisologice (Buddingion st [EIE S Seshne il
Doroshov, 1986) ce indici un grad ridicat de (foto original)

specializare.

Stomacul anterior-glandular (fig.I1.2.3.3) se caracterizeazd prin prezenta a
numeroase glande gastrice tubulare ramificate ce ocupd cea mai mare parte a laminei propia
a mucoasei. Epiteliul gastric este simplu, cilindric, alcatuit din celule ciliate si mucoase.
Celulele mucosecretoare ale stomacului prezintd un
aspect cilindric, cu un nucleu bazal de forma neregulata,
suprafata apicala a acestora prezentand microvili.

Glandele gastrice sunt alcatuite dintr-un singur
tip de celule - celule oxintic-peptice de forma piramidala
sau cuboidald, lipsite de cili si microvilli.

Stomacul posterior (piloric) (fig. 11.2.3.4)
prezintd cateva glande mucosae, mucoasa avand un

aspect neted. Musculara neteda a stomacului piloric este

bine dezvoltata, constituind aproximativ 80% din

grosimea peretelui gastric. Epiteliul din aceasta
Fig.I1.2.3.4 Sectiune transversala prin stomacul piloric la
Acipenser stellatus, coloratie H&E: 1- musculara, 2-
submucoasa, 3-mucoasa, x10 (foto original)

regiune este constituit predominant din celule

secretoare de mucus, printre care sunt intercalate
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celule ciliate (fig.Il.2.3.4a). Submucoasa
contine numeroase fascicule alcétuite din fibre
nervoase mielinizate si nemielinizate, precum
si din corpi neuronali (Martos si colab., 2015).

Apendicele piloric (fig.11.2.3.5)
format din mai multe cecumuri pilorice, este
situat intre intestin si stomac. Cecumurile sunt
incapsulate intr-o musculatura neteda circulara

proeminenta, trabercule (musculatura)

separand de asemenea cecumurile pilorice 1n 100pm

lobuli de marimi diferite. Fiecare lob este Fig.I1.2.3.5 Sectiune transversala prin apendicele piloric la
Acipenser stellatus, coloratice H&E: 1- musculara, 2-trabercule,

format din pliuri ale mucoasei (vili) 3-vili, x10 (foto original)

constituite dintr-un epiteliu columnar bogat in celule mucoase.

Pe sectiunile analizate a putut fi pusa in evidenta structura histologica, respectiv
seroasa, musculara (musculatura netedd), submucoasa si mucoasa. Fiecare lob este format
din pliuri ale mucoasei. Epiteliul vililor este constituit din celule columnare simple, cu un
nucleu mare excentric. Au putut fi observate si cateva celule mucosae.

Intestinul la sturioni este constituit din trei portiuni: intestinul anterior, valvula
spirald si portiunea terminald a intestinului
sau rectul.

Analiza histologica a aratat faptul ca
organizarea  peretelui  intestinal  este
asemanatoare cu cea a altor vertebrate. La
indivizii din grupurile martor se observa
structura caracteristica a intestinului anterior,
cuprinzand mucoasa cu epiteliu alcatuit din
enterocite si celule mucoase, lamina propia
de naturd conjunctiva si musculara mucoasei.

Sunt de asemenea vizibile submucoasa,

musculara externd alcatuitd din doud  pjg 11.2.3.6 Sectiune transversala prin intestin la Acipenser

straturi de celule musculare netede.  Stellatus, coloratice H&E: 1-seroasa, 2-musculara, 3-submucoasa, 4-

mucoasa, x10 (foto original)
iar la exterior seroasa (Fig.I1.2.3.6).
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La sturioni, o caracteristicd aparte a tubului digestiv (trdsatura primitiva) o
constituie prezenta valvulei spirale, ce ocupd cea mai mare parte a lumenului intestinal
(fig.11.2.3.7).

Sturionii compenseaza lungimea redusd a intestinului prin prezenta valvulei spirale,
respectiv cresterea suprafetei intestinale, prin plierea mucoasei si submucoasei, numarul
pliurilor depinzand de la specie la specie. Valvula spirald impreund cu intestinul anterior
constituie pana la 45-50% din lungimea totala a tubului digestiv (Martos si colab., 2015).

La nivelul valvulei spirale, prezentul studiu a evidentiat prezenta tesutului limfoid
(fig.11.2.3.7a), considerat de unii autori ca fiind implicat in apdrarea imunitard impotriva
parazitilor si bacteriilor (Martos si colab., 2015).

Valvula spirala (fig.11.2.3.7) prezintd un perete muscular gros, mucoasa fiind insa
mai subtire (fig.I1.2.3.7.a). In aceasti regiune lamina propia a peretelui intestinal contine un
numdr mare de limfocite, unele acumulate in structuri cu aspect folicular de forme si
dimensiuni variabile.

Mucoasa este constituitd dintr-un epiteliu simplu columnar, fiind observate si

numeroase celule mucoase.

1L
o i N

Fig.I1.2.3.7a Aspect al structurii limfoide la
Acipenser stellatus, coloratie H&E: limfocite
(If), lamina propria (Ip), x40 (foto original)

Fig.I1.2.3.7 Sectiune transversala prin valvula spirala la
Acipenser stellatus, coloratie H&E: *lumen intestinal,
1-mucoasa, 2-submucoasa, 3-musculara, 4-seroasa, If-
structura limfoida, x10 (foto original)

La nivelul intestinului, dar in special la nivelul valvulei spirale au putut fi observate
celule granulare eozinofile, acestea fiind distribuite atat la nivelul mucoasei si laminei
propia, dar si la nivelul muscularei. Prezenta acestor celule la nivelul tubului digestiv la
acipenseriforme, a fost evidentiatd histologic si la alte specii de sturioni (Acipenser

transmontanus, Polyodon spathula) de catre Radaelli si colab. (2000), Petrie-Hanson si
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Peterman (2005). Prezentul studiu este primul ce demonstreaza prezenta acestor celule la
nivelul tubului digestiv, la pastruga (Acipenser stellatus).

Rectul este scurt, prezentand o tunica musculard subtire comparativ cu celelalte
componente ale tubului digestiv, In timp ce mucoasa aplatizata, prezinta pliuri largi. Analiza
histologica a putut evidentia prezenta celor patru tunici, in timp ce la nivelul mucoasei s-a

putut observa un epiteliu stratificat, contindnd glande mucoase si numeroase celule mucoase.

I1.2.3.3.2 Modificari histopatologice induse de cupru si zinc in experimentele

individuale

Modificari histopatologice induse de cupru la nivel intestinal

Concentratia redusd a cuprului (0,054 mg/l) dupa 7 zile de expunere a indus
schimbari semnificative la nivelul intestinului indivizilor expusi.

Indivizii intoxicati cu 0,054 mg/l cupru timp de 7 zile si 14 zile prezinta modificari
ale epiteliului intestinal — hipertrofie si aparitia spatiilor intercelulare, ale laminei propia —
retractia tesutului conjunctiv, hiperemia capilarelor, edeme si infiltrarea celulelor
inflamatoare la nivelul submucoasei si muscularei externe.

La indivizii intoxicati cu 0.136 mg/l cupru timp de 7 zile, la nivel intestinal
modificarile histopatologice sunt evidente, incluzand dilatarea apicald si fuziunea
vilozitatilor si hipertrofierea pronuntata a epiteliului. Se pot observa de asemenea celule
inflamatoare infiltrate in stratul epitelial si tesutul conjunctiv subiacent.

Atat la indivizii expusi timp de 7 zile, cat si la cei expusi timp de 14 zile, doza ridicata

de cupru a condus la aparitia leziunilor necrotice la nivelul vilozitatilor intestinale.

Modificari histopatologice induse de zinc la nivel intestinal

Indivizii intoxicati 3,42 mg/l zinc timp de 7 zile prezintd frecvent hiperemia
capilarelor de la nivelul vilozitatilor intestinale, asociata cu infiltrarea celulelor inflamatoare

Pestii intoxicati cu 8,55 mg/l zinc timp de 14 zile prezintd modificari pronuntate ale
epiteliului intestinal. Acumularea de granule eozinofile in citoplasma celulelor epiteliale este
frecvent intalnitd. Se observd de asemenea o vacuolizare mai intensd a citoplasmei
enterocitelor iar celulele glandulare prezintd vacuole mari de mucus, precum si aparitia
spatiilor intercelulare, hipertrofia epiteliului si a nucleilor. La nivelul muscularei externe are
loc infiltrarea celulelor inflamatoare, aceasta prezentand un aspect atipic, cu coridoare largi

intre fibrele musculare.
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11.2.3.3.3 Modificari histopatologice induse cupru si zinc in amestecul binar

La indivizii expusi la un amestec 0,054 mg/1 cupru si 3,42 mg/1 zinc (10% CL50), s-
au observat predominant modificari ale mucoasei intestinale: hipertrofia epiteliului intestinal
si a celulelor mucoase, fuziunea vililor, retractia tesutului conjunctiv, aparitia spatiilor
intercelulare la nivelul epiteliului intestinal si cresterea stratificarii. Dintre modificarile
circulatorii a fost observatd hiperemia vaselor capilare. Unele portiuni intestinale au
prezentat necroza tesutului intestinal. Au fost observate si procese inflamatorii precum
cresterea infiltrarii limfocitelor in stratul epitelial sau la nivelul muscularei.

Indivizii expusi la un amestec de 0,136 mg/1 cupru si 8,55 mg/l zinc au prezentat tot
modificari la nivelul mucoasei intestinale, precum hipertrofia epiteliului intestinal si a
celulelor mucoase, fuziunea vilozitatilor, retractia tesutului conjunctiv. Celule inflamataore
au fost observate la nivelul stratului epitelial si al tesutului conjunctiv adiacent. Dintre

modificarile circulatorii, apare hiperemia vaselor de sange.

11.2.3.3.4. CONCLUZII PARTIALE

Intestinul la pesti, constituie alaturi de branhie, unul dintre organele importante in
preluarea metalelor grele, fie prin apa sau prin intermediul hranei.

Analiza histopatologica a pus in evidenta, existenta la pastruga a unui sistem digestiv
caracteristic unui carnivor primitiv. La indivizii de pdstruga. ca si la celelalte specii de
sturioni, tubul digestiv este alcatuit din faringe, esofag, stomac (care se diferentiaza in doud
regiuni: stomacul glandular si stomacul non-glandular), apendicele piloric, intestinul,
valvula spirald, si rectul. Toate aceste regiuni ale tubului digestiv, prezinta o structura
histologica caracteristica, fiind specializate in grade diferite pentru procesele de digestie si
absorbtie.

Expunerea la metale grele are efecte marcante asupra organizarii histologice a
sistemului digestiv. Rezultatele prezentului studiu asupra intestinului la Acipenser stellatus
arata faptul ca metalele grele 1si exercita efectele toxice asupra diferitelor straturi intestinale.

Cele mai multe leziuni au fost observate la nivelul mucoasei intestinale, majoritatea
dintre acestea constituind mecanisme de apdrare Impotriva toxicitatii metalelor grele.

Ambele metale, atit in experimentele individuale, cat si in amestec au determinat

modificari la nivelul mucoasei intestinale, dupa doar 7 zile de expunere.
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In cazul expunerii la cupru, se observa o corelatie intre concentratia metalului si
severitatea leziunilor. Spre deosebire de cupru, expunerea la zinc nu a determinat modificari
histopatologice majore la nivelul mucoasei intestinale.

In cazul amestecului de metale, la concentratii scazute (0,054 mg/I cupru si 3,42 mg/I
zinc (10% CL50), se constatd numeroase modificari ale mucoasei intestinale. Au fost
observate si modificari ca urmare a actiunii directe a metalelor precum ruperea epiteliului
intestinal si necroza.

In cazul expunerii la concentratii ridicate ale celor doud metale, se observa modificiri
de aparare a epiteliului intestinal, fara sa fie observate modificari precum necroza sau ruperea
epiteliului.

Toate aceste observatii indica faptul ca in cazul amestecului de metale la concentratii
scazute, existd un sinergism al celor doua metale, cel mai probabil modificarile fiind induse
predominant de ionii de cupru, dupa cum s-a observat in experimentele individuale.

Intrucat majoritatea modificarilor intestinale au fost inregistrate la nivelul mucoasei,

acest lucru indica faptul ca bioacumularea metalelor are loc la nivelul mucoasei intestinale.

I1.2.4. CONCLUZII GENERALE SI DIRECTII VIITOARE DE CERCETARE
exemplarelor juvenile de pastruga (Acipenser stellatus) la intoxicatia cu metale grele atit in
experimente individuale cat si Tn experimente binare.

Lucrarea a fost structurata pe doud categorii majore de obiective: studiul toxicitatii
acute a metalelor grele si studiul toxicitatii cronice induse de cele doud metale la pastruga
(Acipenser stellatus) - respectiv determinarea bioacumuldrii metalelor grele si modificarile
histopatologice induse de acestea la nivelul diferitelor organe.

Astfel, in cadrul primei parti a tezei de doctorat, am subliniat aportul datelor obtinute,
la dezvoltarea studiului metalelor grele asupra sturionilor, in special asupra speciilor de
sturioni din Dundre. Caracterul de noutate constd in selectarea speciei de sturioni, respectiv
Acipenser stellatus, specie mai putin studiata, comparativ cu alte specii de sturioni, in ceea
ce priveste bioacumularea metalelor grele la nivelul diferilor organe si modificarile
histopatologice induse de acestea.

Studiul literaturii de specialitate, realizat In cadrul primei parti a tezei de doctorat, a
condus la concluzia generala cd nu exista suficiente date privind evaluarea toxicitatii acute

si cronice a metalelor grele, asupra sturionilor, in special in domeniul histopatologiei.
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In cadrul celei de-a doua partii a tezei au fost prezentate experimentele de laborator
si rezultatele (bioacumulare, histologie) ce au dus 1n final la determinarea efectelor metalelor
grele si la evidentierea senzitivitatii juvenililor de pastruga. Astfel, in cadrul tezei, prin
cercetarea experimentald am urmadrit atit toxicitatea acutd cét si cronica a doud dintre
metalele cu cele mai mari concentratii in apele si sedimentele Dundrii (cupru si zinc), cu
urmdrirea bioacumularii acestora si a modificarilor histopatologice la nivelul a trei organe
importante pentru preluarea si metabolizarea metalelor (branhie, intestin si ficat).

Primul obiectiv al tezei de doctorat a constat 1n realizarea unui test de toxicitate acuta
a cuprului si zincului, respectiv determinarea concentratiei letale CL50 96 h la sturioni.
Studiul literaturii in domeniul toxicitatii metalelor grele la sturioni, a permis evidentierea
lipsei datelor privind toxicitatea acestor metale pentru sturioni in ape cu diferite duritati.

Acesta este primul studiu este primul realizat in vederea determinarii toxicitatii acute
a cuprului si zincului la pastruga (Acipenser stellatus), intr-o apa cu duritate mare de 340
mg/l CaCOs. Valoarea concentratiei letale a cuprului a fost estimata la 0,547 mg/1 iar cea a
zincului de 34,225 mg/l. S-a constatat ca rata mortalitatii creste odatd cu cresterea
concentratiei ionilor de cupru si zinc dar si cu perioada de expunere.

Concentratia letald CL50 a cuprului la 24 de ore de expunere a fost estimata la 1184
pg/l, ceade la 48 de ore la 623,75 ug/l, iar cea de la 72 si 96 de ore la 547,22 pg/l.

Concentratia letala a zincului CL50 la 24 de ore de expunere a fost estimatad la
34821,6 pg/l, in timp ce concentratia letalda CL50 la 48, 72 si 96 de ore este aceeasi, respectiv
34225,04 png/l. Se poate observa astfel in cazul ambelor metale, o reducere a concentratiei
letale CL50 odata cu cresterea perioadei de expunere.

Calculul factorului de toxicitate a cuprului si zincului, in functie de concentratia
letala CL50 96h, a ardtat un raport de toxicitate (T.F.) de 62.56:1, ceea ce indica faptul ca
ionii de cupru sunt mai toxici de 62,5 ori fata de ionii de zinc.

Desi calciul oferd o protectie clard impotriva toxicitatii cuprului si zincului,
Acipenser stellatus ramane o specie sensibila la toxicitatea celor doua metale, cu valori
scazute ale concentratiei letale CL50 96 h, fata de alte specii de pesti, expuse metalelor
grele la o duritate a apei apropiatd prezentului studiu.

Al doilea obiectiv al tezei de doctorat a constat Tn realizarea unui test de toxicitate
cronica a cuprului si zincului. In cadrul acestor teste s-a urmarit bioacumularea metalelor la
nivelul celor doua organe principale, implicat in preluarea metalelor (branhie), dar si

metabolizarea acestora (ficat).
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Determinarea concentratiei cuprului si zincului la nivelul ficatului indivizilor martor,
a indicat ca valorile normale din punct de vedere fiziologic sunt foarte apropiate. Astfel,
valorile concentratiei metalelor grele la nivelul ficatului, au variat intre 24,12+9,97 mg/kg si
25,77+6,21 mg/kg pentru cupru si 21,48+2,28 mg/kg si 24,64+5,38 mg/kg pentru zinc.

Nivele normale ale cuprului, la nivelul branhiei, la indivizii martor au prezentat
valori cuprinse intre 1,766:+0,18 mg/kg si 1,919+0,19 mg/kg. In cazul zincului, acesta a avut
concentratii mai mari decat cele inregistrate pentru cupru, respectiv intre 16,573+3,37 mg/kg
si 21,317+3,75 mg/kg.

Pentru speciile din familia Acipenseridae, un domeniu normal al concentratiilor
acestor doud metale la nivelul ficatului si branhiei nu a fost determinat pana in prezent, astfel
acest studiu aduce noi informatii pentru completarea literaturii In domeniu.

Desi modelul general al acumulérii pentru fiecare metal a fost studiat, pentru diferite
specii de pesti, prezentul studiu este primul care compara in mod direct modelul acumularii
cronice a cuprului si zincului la pastruga, atat intr-un experiment individual cat si in
amestecul binar al celor doua metale, in conditii de expunere similare.

In cadrul prezentului studiu, acumularea metalelor la nivelul ficatului, la specia
Acipenser stellatus s-a realizat in functie de concentratia si perioada expunerii, precum $i a
interactiunilor dintre amestecul binar.

Ambele concentratii ale cuprului si zincului, utilizate in prezentul studiu, au
determinat dupa 7 si 14 zile de expunere, o crestere semnificativa a concentratiei metalelor
la nivelul ficatului.

In cazul expunerii la cupru, la o concentratie de 0,136 mg/l, s-a constatat o saturatie
a preluarii metalului la nivelul ficatului, dupa 14 zile de expunere, ceea ce reflectd natura
esentiala a metalului si capacitatea pestilor de a restabili controlul fiziologic.

S-a constatat ca mecanismul de reglare al zincului este diferit, fata de cel al cuprului.
Astfel, In cazul expunerii la concentratia cea mai mare a zincului (8,55 mg/l), are loc o
acumulare bifazica a acestuia, respectiv o crestere a bioacumularii in primele 7 zile, urmata
de o scadere dupa 14 zile de expunere.

In cadrul prezentului studiu s-a observat o crestere semnificativi a concentratiei
cuprului la nivel branhial o data cu cresterea concentratiei si perioadei de expunere. Ca si la
nivelul ficatului, mecanismul de reglare a zincului la nivel branhial pare sa fie diferit de cel
al cuprului observandu-se o reducere a preludrii branhiale a zincului odatd cu cresterea
timpului de expunere (valorile concentratiei metalului la nivel branhial, dupa 14 zile de

expunere, au fost apropiate de valorile Tnregistrate dupa doar 7 zile de expunere).
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Comparativ cu lotul martor, dupa 14 zile de expunere la zinc, nu s-au observat
acumulari semnificative la nivel branhial. Lipsa acumuldrii semnificative comparativ cu
lotul martor, se poate datora valorilor crescute de background ale zincului, observate la
exemplarele martor, dupa 14 zile, comparativ cu 7 zile.

Comparand bioacumularea cuprului si zincului, in experimentele individuale, s-a
putut observa o bioacumulare mai mare a cuprului, decit a zincului atat la nivelul
ficatului cat si la nivelul branhiei. Acest lucru era de asteptat, din moment ce cuprul are un
indice covalent mult mai mare decat zincul, ceea ce 1l face sa fie mult mai competitiv pentru
liganzii intracelulari, bogati in azot si sulf.

Desi foarte multe studii privind acumularea metalelor au avut ca principala concluzie
faptul ca metalele in amestec se acumuleaza mai intens decat fiecare metal individual (efect
sinergic), in prezentul studiu am aratat faptul ca in amestecurile de cupru si zinc, efectul
sinergic variaza cu timpul de expunere si concentratia metalelor in amestec.

Modul de interactiune al metalelor la concentratii mici in amestecul binar a fost
semnificativ diferit fatd de modul de interactiune al metalelor la concentratii ridicate dar si
fata de cel din timpul expunerilor individuale.

Daca 1n cazul expunerii la concentratii reduse ale metalelor din amestecul binar, s-a
constatat o crestere semnificativd a concentratiei metalelor la nivelul ficatului, in cazul
expunerii la concentratii ridicate ale celor doua metale, s-a constatat o scadere a
bioacumularii metalelor, la nivelul acestui organ, comparativ cu concentratiile anterioare.

In ceea ce priveste experimentele pe amestecul binar de metale la nivel branhial, la
concentratii scazute ale celor doud metale s-au observat acumulari semnificative doar ale
cuprului. Amestecul binar la concentratii ridicate ale celor doud metale a determinat o
bioacumulare semnificativa a celor doua metale, comparativ cu lotul martor, dar scazuta fata
de valorile bioacumularii inregistrate in cadrul experimentelor individuale.

Aceasta tendinta de acumulare observata la concentratiile mai mari in amestecul
binar la nivel hepatic si branhial, indica faptul cd ambele metale au fost intr-o concentratie
suficient de mare, pentru a determina o interactiune competitiva semnificativa.

Studiul prezent arata ca duritatea mare a apei (concentratie ridicata a ionilor de calciu
si potasiu) nu ofera o protectie impotriva acumuldrii metalelor grele la nivel branhial

Expunerea la apid duri oferd o abundenti a cationilor necesari (Ca**, Mg>") pentru a
concura cu ionii de cupru si zinc pentru siturile de legare ale branhiilor. In prezentul studiu,
parametrii fizico-chimici ai apei, respectiv un pH de 8,4 Tmpreund cu o duritate ridicatd a

apei de 340 mg/l CaCOs, sugereaza ca o mare fractie a metalelor a fost prezentd ca si
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complexe anorganice (in principal CuCOs3 si ZnCOs3). Deoarece a fost observatad la nivel
branhial si hepatic, o crestere a bioacumulérii In timpul expunerii la cele doud metale,
rezultatele prezentului studiu aratd ca si complexele celor doud metale sunt biodisponibile
pentru bioaccumulare de catre juvenilii de pastruga.

Este evident faptul ca metalele se comportd diferit in amestec decat in timpul
expunerilor individuale pentru diferite specii, si acestea nu pot fi explicate doar pe baza unor
singure date privind bioaccumularea Tn amestec binar astfel sunt necesare studii
suplimentare.

Studiul prezent constituie o primda incercare de determinare a efectelor
histopatologice ale metalelor grele, simultan intr-un experiment individual si binar, la o
specie de sturioni. Am urmadrit astfel evidentierea modificarilor histopatologice induse de
intoxicatia cu cele doua metale, la nivelul ficatului, branhiei si intestinului, ceea ce a relevat
potentialul toxic al acestor metale.

Examinarile histopatologice au aratat faptul ca alterarile principalelor organe tinta
(ficat, branhie, si intestin) In general cresc in severitate odatd cu cresterea concentratiei
metalelor si duratei de expunere.

Observarea structurii histologice normale a ficatului exemplarelor martor de
pastruga, a evidentiat vacuolizarea hepatocitelor cel mai adesea un proces reversibil, care
poate avea consecinte pe termen lung, prin perturbari severe ale functionarii celulare.

Pe sectiunile histologice realizate la nivelul ficatului exemplarelor martor, a fost pusa
in evidentd pentru prima data la indivizii de Acipenser stellatus prezenta celulelor granulare
eozinofile (CGE), cunoscute sub denumirea de mastocite, componenta esentiala a sistemului
imunitar.

Dupa expunerea la cupru si zinc, ficatul pastrugii a prezentat alterari histopatologice
marcante in comparatie cu indivizii din lotul martor. Alterdrile observate in general au
crescut o data cu doza si durata de expunere.

In general paleta modificirilor histopatologice a fost asemanitoare. Astfel, in cazul
expunerii la metale grele, atat In experimentele individuale cat si in experimentele binare, s-
au observat atat modificari ale parenchimului hepatic, precum necroza, dilatarea spatiului
interhepatociar, dar si modificari circulatorii precum dilatarea spatiului sinusoidal, aparitia
zonelor hemoragice si congestia vaselor de sange.

S-au observat de asemenea modificari inflamatorii, precum cresterea numericd a
mastocitelor si aparitia infiltrdrii limfocitare, modificare semnalata preponderent la indivizii

intoxicati cu ioni de cupru, si la concentratii ridicate ale acestui metal.
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In ceea ce priveste ponderea modificarilor structurale, datorate expunerii la metalele
grele, se poate constata cd aceasta este aproape aceeasi, atdt in cazul experimentelor
individuale cat si a celor binare. Singura diferentd marcantd constd in cazul expunerii la
cupru, a cresterii proceselor inflamatorii (cresterea prezentei limfocitelor o data cu cresterea
concentratiei metalului).

Aceste observatii subliniaza actiunea imunotoxica puternica a ionilor de cupru,
comparativ cu ionii de zinc. Toate aceste observatii subliniaza inca o data faptul ca ionii
de cupru sunt mult mai toxici la indvizii de pastruga (Acipenser stellatus), comparativ
cu ionii de zinc.

In urma analizelor histopatologice, s-au observat citeva modificiri branhiale la
indivizii din lotul martor, precum o usoara hiperplazie si hipertrofie a celulelor clorogene si
mucoase, si agregate de melanomacrofage. Nu au fost observate leziuni branhiale
ireversibile care sa afecteze functionarea normala a epiteliului respirator.

Comparand aspectul histologic al branhiilor exemplarelor din lotul martor, cu cele
ale indivizilor expusi intoxicatiei cu metale grele, atat in experimente individuale cat si
binare, se observa modificari patologice marcante in arhitectura branhiala.

In general paleta modificarilor histopatologice a fost aseminitoare. Examinarile
histopatologice au pus 1n evidenta o serie de modificari de aparare ale tesutului branhial fata
de actiunea toxica a metalelor grele precum hipertrofia si hiperplazia celulelor epiteliale,
hipertrofia si hiperplazia celulelor mucoase si clorogene, edem, fuziune lamelara, ce au drept
consecinta cresterea distantei de difuzie dintre mediul extern si sange, scaderea capacitatii
de preluare a oxigenului, dar si afectarea osmoreglarii.

Al doilea tip de leziuni intdlnite constd din modificari precum necroza, ruperea
epiteliului branhial, ce reflecta efectele directe ale metalelor asupra celulelor branhiale.

Intrucat modificirile histopatologice induse de cele doua metale atit in experimente
individuale cat si in experimentele binare au fost asemandtoare, am realizat o evaluare semi-
cantitativd a acestor modificdri atat la nivel hepatic cat si branhial, prin care am putut
evidentia faptul ca exista diferente Intre loturile intoxicate, in functie de gradul si extinderea
leziunii, precum si in functie de factorul de importanta al leziunii.

Aplicarea metodei lui Bernet si colab., 1999, a aratat cd indexul histopatologic
inregistrat pentru toate metalele, concentratiile si perioadele de expunere a fost foarte ridicat,

indicand alterari severe ale arhitecturii si morfologiei normale a ficatului.
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La nivel branhial, acelasi index a aratat faptul cd branhiile sunt afectate in mod
ireparabil de expunerea la metale grele, prin inducerea unor modificari histologice
ireversibile, precun necroza, care duc la perturbari functionale ale acestui organ.

La nivel hepatic si branhial, s-au observat cresteri semnificative ale indexului
histopatologic, o data cu cresterea concentratiei metalelor atat in experimentele individuale
si binare, si implicit a bioacumulrii metalului in tesut. In cazul amestecului binar, se
confirmad incd o datd faptul ca amestecul binar la concentratii ridicate, determina modificari
semnificative la nivel branhial, insa comparativ cu expunerile individuale, acestea par a fi
intr-o concentratie suficientd, astfel incat intre cele doud metale sa existe o competitie.

In cazul amestecului binar, la nivel hepatic se constati o usoara scadere a valorii
indexului histopatologic la indivizii expusi concentratiilor mari ale metalelor (25% CL50),
comparativ cu indexul histopatologic inregistrat pentru indivizii expusi concentratiilor
scazute (10% CL50). Acest lucru se coreleaza cu scaderea bioacumularii metalelor la nivelul
ficatului, o datd cu cresterea concentratiei metalelor in amestec, si subliniaza inca o data
faptul ca in amestecul binar metalele au fost intr-o concentratie suficient de mare, pentru a
determina o interactiune competitiva.

In cadrul prezentului experiment, am urmdrit structura histologica normala a tubului
digestiv la pastruga (Acipenser stellatus) dar si efectele pe care metalele grele le pot induce
asupra structurii histologice normale a intestinului.

Analiza histopatologica a pus in evidenta, existenta la pastruga a unui sistem digestiv
caracteristic unui carnivor primitiv. La indivizii de pastruga. ca si la celelalte specii de
sturioni, tubul digestiv este alcatuit din faringe, esofag, stomac (care se diferentiaza in doud
regiuni: stomacul glandular si stomacul non-glandular), apendice piloric, intestin, valvula
spirald, si rectul. Toate aceste regiuni ale tubului digestiv, prezintd o structurd histologica
caracteristicd, fiind specializate in grade diferite pentru procesele de digestie si absorbtie.

La nivelul tubului digestiv al speciei Acipenser stellatus, am putut evidentia
histologic, pentru prima data prezenta celulelor granulare eozinofile, elemente esentiale ale
sistemului imunitar la sturioni.

Expunerea la metale grele are efecte marcante asupra organizarii histologice a
sistemului digestiv. Rezultatele prezentului studiu asupra intestinului la Acipenser stellatus
arata faptul ca metalele grele 1si exercita efectele toxice asupra diferitelor straturi intestinale.

Cele mai multe leziuni au fost observate la nivelul mucoasei intestinale, majoritatea

dintre acestea constituind mecanisme de aparare Impotriva toxicitatii metalelor grele.
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In cazul expunerii la concentratii ridicate ale celor doud metale, se observa modificiri
de apdrare a epiteliului intestinal, fara sa fie observate modificari precum necroza sau ruperea
epiteliului.

Toate aceste observatii indica faptul ca in cazul amestecului de metale la concentratii
scazute, exista un sinergism al celor doud metale, cel mai probabil modificarile fiind induse
predominant de ionii de cupru, dupd cum s-a observat in experimentele individuale.

Dat fiind faptul cd metalele grele la nivel intestinal, pot afecta si comunitatile
bacteriene, alaturi de modificari induse asupra epiteliului intestinal, sugereaza faptul ca
sturionii pot avea probleme in ceea ce priveste procesele digestive normale de absorbtie a
substantelor nutritive. in acelasi timp avand in vedere rolul intestinului in procesul de
osmoreglare, metalele grele pot influenta acest proces prin modificarile histopatologice
observate.

Ca o concluzie generald, se poate afirma cad specia Acipenser stellatus, ramane o
specie sensibila, in fata toxicitatii metalelor grele, chiar si in apa cu o duritate foarte mare.

Prezenta unor modificari histopatologice ale nivelului ficatului exemplarelor crescute
in captivitate pune problema eficientei programelor de reproducere. Datoritd reducerii
stocului sturionilor din Dundre, in ultima perioada s-a raspandit practica de repopulare a
bazinelor naturale cu indivizi obtinuti in mediu artificial si crescuti in conditii de acvacultura.

Studiul histopatologic la nivel branhial a indicat faptul ca ambele metale grele pot
induce o serie de modificari ar putea duce la perturbari de osmoreglare- ceea ce implicit
afecteaza capacitatea de adaptare si supravietuire a exemplarelor.

O intelegere mai bund a toxicitdtii metalelor grele la sturioni este necesard pentru o
mai buna conservare a acestora. Rezultatele obtinute in cadrul prezentului studiu sunt critice
pentru eforturile de repopulare a Dundrii cu sturioni, mult mai multe studii fiind necesare
asupra toxicitatii acute dar si cronice a metalelor grele la sturioni, datorita efectelor calitdtii

apei asupra supravietuirii juvenililor.

Directii viitoare de cercetare

Dupa analiza rezultatelor obtinute si a dificultatilor intAmpinate in gasirea unor
studii/cercetari privind efectele histopatologice ale metalelor grele asupra populatiilor de
sturioni din Dunare, se prefigureaza astfel noi directii de cercetare pe marginea temei expuse
in capitolele prezentei teze.

Subliniez necesitatea unor studii suplimentare aprofundate in vederea determinarii

.....

38



Cercetari privind efectul toxic al unor metale grele la pastruga de cultura

(Acipenser stellatus, Pallas 1771)

cuantifice raspunsul speciilor la o gama larga de metale grele si concentratii ale acestora, in
experimente individuale si in amestec, sunt necesare.

Dat fiind numarul limitat de studii In ceea ce priveste bioacumularea metalelor grele
la nivel intestinal, studii suplimentare sunt necesare pentru determinrea gradului de
bioacumulare a metalelor grele si a preferintei pentru o anumitd regiune a intestinului
(apendice piloric, intestin, valvula spirald).

Studiul literaturii, a indicat lipsa unor indici de cuantificare semicantitativa a
modificarilor histopatologice la nivel intestinal. Intrucat in cadrul prezentului studiu au fost
observate modificari la nivel intestinal induse de expunerea la metale, consider a fi necesara
stabilirea unor indici de cuantificare semicantitativd asemenea celor stabiliti la nivel hepatic

si branhial.
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