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INTRODUCERE

Fungii microscopici reprezintd un grup divers de organisme (peste 100.000 specii)
(Fagaras, 2007), o multitudine de specii provocand alergii (An, 2004), micoze si micotoxicoze.
Fungii prezinta interes datoritd metabolitilor, denumiti micotoxine. Aceste substante sunt
omniprezente si cauzeaza simptome neplacute animalelor si omului. Principalii producatori de
micotoxine apartin genurilor Aspergillus, Penicillium si Fusarium (An, 2004).

Aspergillus sp. are o distributie globala, cu precddere in zonele temperate calde si subtropicale.
Contaminarile apar datorita conditiilor improprii de depozitare dar si culturile pot fi atacate. A.
fumigatus, A. flavus, A. niger produc aflatoxine si sunt responsabile de majoritatea infectiilor la
om: pneumonie, sinuzita, keratomicoza, abces pulmonar (Howard, Miller, 1996).

Penicillium sp., abundent in zonele temperate, apare datorita conditiilor improprii de depozitare.
Ochratoxina produsa de P. expansum este responsabild de nefropatia endemica balcanica (CAST,
2003). P. marneffei provoaca infectii pacientilor imunocompromisi (Howard, Miller, 1996).
Fusarium sp., saprofit cu raspandire globala, ataca in special cerealele. Unele specii pot cauza
infestari datoritd conditiilor improprii de depozitare (CAST, 2003). Micotoxinele produse
(Zearalenona, Fumonisina, Deoxinivalenol, toxina T-2) nu sunt usor de eliminat (An, 2004).

Din cele peste 300 micotoxine identificate, doar o parte se gasesc frecvent in alimente,
furaje. Principalele grupe de micotoxine contaminante sunt reprezentate de Aflatoxine,
Trichotecene, Fumonizine, Zearalenona, Ochratoxina si Patulina (An, 2004). Lista micotoxinelor
de importantd economica si clinicd mai cuprinde: Acidul kojic, Acidul penicilic, Alternariol,
Citrinina, Ergotamina, Gliotoxina, Moniliformina, Roquefortina (CAST, 2003).

Fungii prezintd o problema medicald globala, micotoxicozele fiind des intalnite in tarile
subdezvoltate (Bennett, Klitch, 2003) si se datoreaza patrunderii micotoxinelor in organism pe
cale digestiva, respiratorie sau dermicd si nu se transmit de la un individ la altul (Carlson,
Ensley, 2003). Simptomele depind de tipul micotoxinei, durata expunerii, varsta, starea de
sanatate, sex, factori genetici, de nutritie si interactiunea cu alte toxine (Bennett, Klitch, 2003).

PARTEA I - STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII
I.1. Acidul kojic — date generale

Aceastd micotoxind, produsd de Aspergillus sp. si Penicillium sp., este un contaminant al
produselor alimentare: sake, sos de soia, cereale, nutreturi, lactate (Burdock si colab., 2001).
Acidul kojic are rol antibacterian, antidiabetic (Rajamanikyam si colab., 2017), antifungic

(Siddhardha si colab., 2010), antiparazitar (Rodrigues si colab., 2014), insecticid (Dobias si
colab., 1977 citati de Mohamad si colab., 2010), antioxidant (Chen si colab., 1991 citati de
Mohamad si colab., 2010), in depigmentarea pielii (Prignano si colab., 2007).
I.2. Patulina — date generale

Aceasta micotoxina este produsd de peste 60 specii de fungi, cele mai importante fiind
ale genului Penicillium sp., Aspergillus sp. si Alternaria alternata (Afssa, 2006). Patulina
contamineazd produse ce fac parte din alimentatia oamenilor sau animalelor: fructe, sucuri,
oleaginoase, bauturi alcoolice, cereale, produse lactate, mezeluri (Joshi si colab., 2013).



Reglementarile Comisiei Europene din 2006, admit o concentratie maxima de 50 pg/L. Patulina
a demonstrat activitate insecticida (Cole si Rolinson, 1972), nematicida (Mayer, 1995 citat de Li
si colab., 2007), antiparazitard (Foller si colab., 2009), apoptoticd (Lupescu si colab., 2013).
1.3. Efectele acidului kojic si ale patulinei asupra organismului

Asupra vertebratelor, acidul kojic are ca efecte: scdderea ritmului cardiac al
embrionilor de Danio rerio (Choi si colab., 2007); actiune anxiogenica, scaderea activitatii unor
enzime antioxidante si o crestere a peroxidarii lipidelor din creier (Ciornea si colab., 2019);
paloarea ficatului, rinichilor rozatoarelor (Kynoch, Lloyd, 1977 citat de Burnett si colab., 2010);
cresterea masei ficatului, rinichilor (Kariya si colab., 1979 citat de Burnett si colab., 2010),
adenom hepatocelular la rozatoare (Watanabe si colab., 2005 citat de Burnett si colab., 2010);
canibalism la femelele de sobolan (Choudhary si colab., 1992 citat de Burnett si colab., 2010);
hiperplazia tiroidei sobolanilor, reducerea nivelului de triiodotironind si tiroxind, cresterea
nivelului TSH (Fujimoto si colab., 1999); letargie, ataxie, pierderea reflexelor, tremuraturi,
convulsii la rozatoare (Kynoch, Lloyd, 1977 citat de Burnett si colab., 2010).

Asupra vertebratelor, patulina are ca efecte: nefrotoxicitate la embrionii de Danio rerio
(Wu si colab., 2012); actiune anxiogenica, scaderea activitatii unor enzime antioxidante si o
crestere a peroxidarii lipidelor din creier (Ciornea si colab., 2019); cresterea transaminazelor,
vacuolizarea hepatocitelor, picnoza, cariomegalia/degenerarea nucleard la sobolani (El-Sawi si
colab., 2012); cresterea nivelului lactat-dehidrogenazei la soareci (Gashlan, 2008); cresterea
fosfatazei alcaline la soareci, degenerarea/necroza hepatocitelor, dilatarea sinusoidelor, cresterea
concentratiei ureei, acidului uric, a creatininei, procese inflamatorii si degenerative renale (Al-
Hazmi, 2014); proliferarea celulelor Kupffer, infiltratii limfocitare, eozinofilie a mucoasei
jejunale a rozatoarelor (Escoula si colab., 1977); procese inflamatorii gastro-intestinale si
neutrofilie (McKinley si colab., 1982 citat de CAST, 2003); sedarea sobolanilor, pierderea
reflexelor, convulsii (De Sarro si colab., 1984); cresterea nivelului de norepinefrina, dopamina,
serotonind, a activitatii locomotorii si a agresivitatii la soareci (Al-Hazmi, 2014).
I.4. Stresul oxidativ indus de expunerea la micotoxine

Un efect major al expunerii la micotoxine il reprezintd acumularea intracelulard a
radicalilor liberi, stresul oxidativ, peroxidarea lipidelor, reducerea proliferarii celulare (Abid-
Esefi si colab., 2004; Omar, 2013). in conditii fiziologice normale, nivelul radicalilor liberi este
tinut sub control prin intermediul antioxidantilor endogeni: superoxid dismutaza (SOD), catalaza
(CAT), glutation peroxidaza (GPX), glutation redus (GSH) (Zhang si colab., 2015).
L.5. Comportamentul pestilor: rol si fiziologie

In mediul acvatic, pestii utilizeaza diverse indicii (vizuale, olfactive, auditive, miscarea
apei, debitul mareelor, presiunea hidrostaticd, pozitia soarelui, unde electromagnetice) pentru
determinarea localizdrii si orientdrii 1n spatiu (Brown si colab., 2011).
1.6. Metoda informatica de analiza a datelor “Machine learning”

1.6.1. Algoritmi utilizati

Algoritmii informatici sunt grupati in trei tipuri: invatare supervizata, invatare fara
supervizare si inviatare prin armare. In invitarea supervizati, utilizati in prezentul experiment,
datele sunt etichetate pentru a-i transmite calculatorului ce model sa utilizeze.
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1.6.2. Evaluarea performantei modelului si gestionarea datelor

Evaluarea performantei modelului este foarte importantd, iar metrica de performanta cea
mai frecvent utilizatd este scorul de clasificare (accuracy). Receiver Operating Characteristic
(ROC) este o reprezentare grafica. Performanta este determinatd analizdnd aria de sub curba
ROC (sau AUC), cea mai buna valoare posibila fiind 1, iar cea mai rea 0.5.

O matrice de confuzie descrie performanta unui model de clasificare pe un set de date de
test. Existd cazuri 1n care lipseste un element (date corupte, neincércare/extragere incompletd),
fiind necesard gestionarea valorilor lipsd prin stergerea randurilor, Inlocuirea cu valoarea medie,
prezicerea valorilor lipsd, utilizarea algoritmilor care sustin valorile lipsa.

PARTEA A II-A. PARTEA DE CONTRIBUTIE PERSONALA
I1.1. Motivatia alegerii temei de cercetare

Femelele de Aedes aegypti au rol de vector al virusurilor ce provoaca febra galbena, febra
Dengue, Chikungunya (Service, 2012). Datoritd raspandirii mari a acestor tantari, se impune
descoperirea unor masuri de combatere fatd de care aceste insecte nu au dobandit rezistenta.

Pestii zebra (Danio rerio), originari din Asia de Sud si Sud-Est, au ca habitat apele lent-
curgdtoare sau statatoare (Spence si colab., 2008). Analiza microbiologicd a apei unor balti
(Saju, 2011), lacuri (Bandh si colab., 2011), rauri (Kshirsagar si Gunale, 2013), a demonstrat
prezenta fungilor ce produc patulina si/sau acid kojic: Penicillium sp., Aspergillus sp., Alternaria
alternata, multe specii de pesti fiind expuse la acesti fungi (Kumari si Kumar, 2015; Rao, 2017).
Pestii din apele contaminate cu fungi ce produc patulind si/sau acid kojic, prezintd un nivel
crescut al enzimelor hepatice, ceea ce indica leziuni ale ficatului (Atef si colab., 2016).

Acidul kojic, la o concentratie de 204-284 mg/L, s-a dovedit letal pentru 90-95 % din
larvele de A. aegypti expuse (Rajamanikyam si colab., 2017). Embrionii de peste zebra au
prezentat edem al pericardului Tn urma expunerii la 100 mg/L acid kojic (Veselinovi¢ si colab.,
2017), ceea ce aratd necesitatea testarii acestei concentratii si asupra adultilor.

Pornind de la aceste studii, am decis sa investighez efectul acestor concentratii de acid
kojic asupra pestilor zebra (D. rerio) (stadiul adult), specie ce coabiteaza si se hraneste cu larvele
de Aedes aegypti. Majoritatea studiilor analizeaza efectele patulinei asupra embrionilor de D.
rerio: nefrotoxicitate (Wu si colab., 2012), hiperactivitate (Sidebotham, 2015). Un experiment
asupra adultilor injectati cu patulina arata modificari ale activitatii locomotorii (Nguyen, 2014).

Am concluzionat ca aceste studii trebuie completate cu investigatii ale efectelor patulinei
asupra adultilor de D. rerio. Desi a fost demonstrat efectul neurotoxic al mai multor micotoxine
(Zhang si colab., 2009, Osuchowski si colab., 2005), efectele comportamentale induse de catre
patulind si acidul kojic asupra pestilor nu sunt la fel de bine studiate, motiv pentru care am dorit
sa investighez si efectul acestor micotoxine asupra stdrii de anxietate a D. rerio.

Doza de patulina utilizata, 70 ng/L, depaseste semnificativ limita de 50 pg/L impusa de Comisia
Europeana si reprezintd: 0.38% din LDsg a larvelor de D. rerio si 0.41% din LDs, a soarecilor
adulti (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).



I1.2. Obiectivele propuse

Obiectivele principale ale tezei sunt determinarea efectelor acidului kojic si ale patulinei asupra
anxietatii, stresului oxidativ, organelor interne si a existentei unor corelatii Intre toxina
administrata si comportamentul animalului.

I1.3. MATERIAL SI METODA
I1.3.1. Materialul biologic utilizat
I1.3.1.1. Animalele folosite in experimente
Am utilizat pesti zebrd (Danio rerio, specie dulcicold, omnivord), procurati de la

producatori locali (Iasi, Roménia) cu masa corporald de 0.48 — 0.74 g.
Cresterea si utilizarea animalelor de laborator s-au desfasurat conform recomandarilor Federatiei
Europene a Asociatiilor pentru Stiinta Animalelor de Laborator (FELASA).

11.3.1.2. Conditiile de captivitate
Pestii au fost tinuti in acvarii cu volum de 70 L, temperatura apei a fost constanta (24°C), ciclul
zi-noapte: 12 h lumind, 12 h intuneric. Hrana s-a administrat la 8:00 si 20:00. Apa a fost
schimbata la 3 zile (1/3 din volumul de apd). Perioada de aclimatizare a pestilor a fost de 7 zile.

I1.3.1.3. Micotoxinele utilizate si administrare

Acidul kojic a fost procurat de la Carl Roth GmbH + Co KG (Karlsruhe, Germania).

Patulina a fost procurata de la Romer Labs Diagnostic GmbH (Tulln, Austria).

Pestii au fost Tmpartiti in 5 grupuri a cate 20 indivizi: martor (nu s-a administrat nimic
timp de 7 zile); patulind (administrare zilnicd 70 pg/L patulind, 7 zile); acid kojic I (administrare
zilnica 100 mg/L acid kojic, 7 zile); acid kojic II (administrare zilnicd 204 mg/L acid kojic, 7
zile); acid kojic III (administrare zilnica 284 mg/L acid kojic, 7 zile).

Pentru administrarea cantitdtii dorite de toxind am folosit o balantd analiticd AND HR-202
(precizie de 4 zecimale). Administrarea patulinei si a acidului kojic s-a facut prin imersie.

I1.3.2. Determinarea efectelor Patulinei si ale Acidului kojic asupra comportamentului
pestilor zebra (Danio rerio)

Testul comportamental Novel Tank (Fig. 1) a fost efectuat in a 8-a zi de la inceperea
experimentului.

Fig. 1 - Acvariul folosit pentru testul comportamental Novel Tank

I1.3.2.1. Testul Novel tank (NTT) de evaluare a anxietatii
Testul Novel Tank are rol in evaluarea anxietatii pestilor.
Fiecare peste din cei 60 implicati in test, a fost introdus intr-un acvariu dreptunghiular si 1asat sa
se miste liber. Localizarea pestelui in zona inferioard/superioara a acvariului reprezinta un
indicator al anxietatii (Bencan si colab., 2009).



Durata observatiilor a fost de 6 minute, folosind o camera web Logitech HD.
Folosind ANY-maze®software, pentru fiecare individ s-a nregistrat: numarul de intrari in zona
superioara a acvariului, distanta parcursa (m), durata imobilitatii (s), durata mobilitatii (s), latenta
de a intra in zona superioard a acvariului (s), timpul petrecut in zona inferioard a acvariului (s),
timpul petrecut in zona superioara a acvariului (s).

I1.3.2.3. Analiza statistica
Analiza statistica a fost realizatd folosind analiza variatiei ANOVA (two-way ANOVA). Toate
rezultatele sunt exprimate ca media + eroarea standard a mediei. Valorile indicelui general F
pentru care p < 0.05 au fost considerate ca fiind semnificative statistic.

I1.3.3. Aplicarea analizei statistice si a unor metode informatice pentru a descoperi
existenta unor corelatii intre starea de intoxicare si comportamentul pestilor
I1.3.3.1. Analiza statistica
S-au utilizat cele 5 loturi de pesti zebra (Martor, Patulina 70 pg/L, Acid kojic 100 mg/L,

204 mg/L si 284 mg/L) supuse la testul comportamental Novel Tank.

In cadrul analizei NTT am obtinut 60 de inregistrari valide de la 60 de indivizi,
monitorizandu-se variabilele inregistrate de ANY-maze®software.

S-a inceput cu o analiza statistica pentru testul NTT, utilizand testul One Way ANOVA si
tehnica Principal Component Analysis (PCA) de reducere a dimensionalitatii sistemului la
componentele principale, utilizand software-ul Analyselt.

Testul ANOVA - este un test de comparare a mediilor, ipotezele pentru acest test fiind:

- Hp: Mediile populatiilor din care provin loturile sunt egale

- Hy: Cel putin una dintre mediile populatiilor din care provin loturile difera fata de celelalte
Rezultatul p al testului, are aceeasi interpretare ca si in cazul celorlalte teste statistice:

- p > 0.05 nu se respinge Hy, diferenta este nesemnificativa la pragul de semnificatie de 95%

- p <0.05 se respinge Hy cu pragul de semnificatie de 95%. Cel putin 2 medii difera semnificativ
- p <0.01 se respinge Hy cu pragul de semnificatie de 99%. Cel putin 2 medii diferd semnificativ
- p <0.001 se respinge Hy (prag semnificatie 99.9%). Cel putin 2 medii difera Tnalt semnificativ
Dorim sd aflam daca testul NTT contine seturi de variabile care indicd existenta unor corelatii
intre toxina administrata si comportamentul animalului.

11.3.3.2. Analiza factoriala

Analiza factorialda (analiza componentelor principale - PCA) are ca scop reducerea
complexitatii datelor, evidentierea corelatiilor dintre variabile. Datele sunt reprezentate intr-un
spatiu n-dimensional, iar analiza factoriala identificd un subspatiu k-dimensional al datelor (k <
n) (https://profs.info.uaic.ro/~val/statistica/StatWork_11.pdf).

Variantele fiecdrei componente principale aratd cat din variatia initiala a setului de date este
reprezentatd de componenta principala (https://analyse-it.com).

Un monoplot bidimensional reprezintd informatiile continute in 2 dintre componentele
principale, fiind o aproximare a spatiului multidimensional original (https://analyse-it.com).
Pentru a evalua daca o variabila este bine reprezentata in grafic, vom analiza lungimea vectorului
si apropierea varfului acestuia de raza cercului: un vector de lungime mare indicd faptul ca



variabila este bine reprezentatd; lungimea redusa a vectorilor indica o slaba reprezentare; nu se
recomanda formularea unor concluzii ce implica aceste variabile (https://analyse-it.com).
Unghiul dintre vectori reprezintd o aproximatie a corelatiei dintre variabile: un unghi sub 90°
indica o corelatie pozitiva; un unghi de 90° indica lipsa unei corelatii intre variabile; un unghi de
aprox. 180° indica o corelatie negativa (https://analyse-it.com)

11.3.3.2. Algoritmi utilizati si gestionarea datelor

Am utilizat algoritmii de invatare automatd supervizatd (,,Support Vector Machine”
(SVM), KNN, XGBoost, Decision tree, Random Forest) in limbajul de programare Python si
accesand mediul Google Colaboratory ce ofera acces la GPU-urile Tesla K80. Fisierele .ipynb pe
care le cream se vor salva in contul Google Drive.

Am creat un program pentru a testa algoritmii de nvatare automata pe problemele de
clasificare din cazul testului comportamental NTT. Am inceput cu scanarea datelor, importurile
de baza si apoi am acoperit algoritmii de clasificare: am calculat precizia modelului (accuracy)
pentru setul de date de test si pentru cel de antrenare (pentru a descoperi un eventual over-
fitting), am calculat Matricea de Confuzie si Aria de sub curba (AUC). Am folosit notebook-ul
[https://www kaggle.com/mgabrielkerr/visualizing-knn-svm-and-xgboost-on-iris-dataset].

Am refacut aceeasi analiza pentru situatia in care tratamentul administrat loturilor de
pesti a fost redus la 2 componente, de control - 0 si cu toxina administratd —1.

Setul de date din aceastd analiza are 8 dimensiuni. Am utilizat PCA pentru a-1 reduce la 2
dimensiuni, pentru a putea parcurge si intelege mai bine datele. Am folosit acest notebook
[https://towardsdatascience.com/pca-using-python-scikit-learn-e653f8989e60].

Aceeasi analiza s-a refacut pentru situatia in care tratamentul administrat loturilor de pesti
s-a redus la 2 componente (analiza binard), de control - 0 si cu toxind administrata — 1.

Situatia claselor dezechilibrate apare in seturile de date cu un raport disproportionat de
observatii pentru fiecare clasd. Acuratetea standard nu mai masoara in mod fiabil performanta.

Cazul reducerii tratamentului administrat loturilor de pesti la 2 componente, de control -
0 si cu toxind administratd - 1 se inscrie in situatia de clase dezechilibrate. Pentru clasele
dezechilibrate intalnite in analiza NTT, am explorat 5 moduri de gestionare a situatiei: supra-
esantionarea clasei minoritare, sub-esantionarea clasei majoritare, modificarea evaludrii
performantei, utilizarea algoritmilor de penalizare, utilizarea de algoritmi pe bazad de arbori de
decizie. Am folosit notebook-ul [https://elitedatascience.com/imbalanced-classes].

Bazele de date NTT contin valori lipsd. Pentru simplificare, am inlocuit toate valorile
lipsd cu valoarea medie a coloanei corespunzatoare.

I1.3.4. Determinarea unor parametri biochimici ce masoara stresul oxidativ indus de
Patulina si Acidul kojic

Dupa efectuarea testului comportamental, cate 4 pesti din fiecare lot au fost anesteziati,
decapitati. Encefalul a fost spélat cu solutie salind, omogenizat in solutie tampon si centrifugat
(Maheswari si colab., 2014; Dumitru si colab., 2018). Supernatantul obtinut a fost folosit la
determinarea activitdtii catalazei, glutation-peroxidazei si a concentratiei malondialdehidei.
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11.3.4.1. Determinarea nivelului catalazei (CAT)

Activitatea CAT a fost determinatd prin metoda spectrofotometrica Sinha (1972) adaptata
in conformitate cu Maheswari si colab. (2014), Dumitru si colab. (2018) si cititd la 570 nm cu
ajutorul unui spectrofotometru. Activitatea enzimatica este masurata in U/mg proteina.

I1.3.4.2. Determinarea nivelului glutation-peroxidazei (GPX)

Activitatea GPX a fost determinatd prin metoda Fukuzawa si Tokumura de dozare
spectrofotometrica, adaptatd in conformitate cu Dumitru si colab. (2018).

O unitate de glutation peroxidaza reprezinta cantitatea de enzima necesara pentru a oxida 1 nmol
GSH/min. Activitatea enzimatica este masurata in U/mg proteina.
11.3.4.3. Determinarea nivelului malondialdehidei (MDA)

Concentratia MDA a fost determinatd spectrofotometric folosind metoda acidului
tiobarbituric, adaptatd in conformitate cu Dobrian si colab. (2001), Dumitru si colab. (2018).
Citirea probelor s-a facut la 532 nm cu ajutorul spectrofotometrului. Concentratia MDA este
masuratd in nmol/ mg proteina.

11.3.4.4. Analiza statistica
Pentru analiza biochimica, probele de tesut cerebral au fost prelevate de la 4 indivizi din
fiecare grup. Apoi, am realizat calculul statistic cu pachete statistice standard (Microsoft Excel).
Rezultatele au fost exprimate ca media + eroarea standard.

I1.3.5. Determinarea efectelor histopatologice induse de Patulina si Acidul kojic
I1.3.5.1. Pregatirea si colorarea preparatelor histologice
Dupa eutanasie, 8 pesti din fiecare lot au fost fixati 48 h in formaldehida 10%, apoi au

fost imersati 24 h in solutie Bouin. Pregétirea preparatelor histologice s-a facut prin includerea in
parafind, sectionarea longitudinala (grosime 5 um), colorarea tricromicd Masson (Hematoxilina-
eozind-albastru de metilen) prezentata de Diaconitd si colab. (1953), Sincai (2000).
Examinarea histologica s-a realizat cu un microscop AmScope B120, imaginile au fost captate cu
o camera digitald MicroQ Pro de 5 mp.

S-au urmarit comparativ modificarile histologice ale ficatului, pancreasului, intestinului,
rinichiului, miocardului, encefalului la loturile expuse la patulind, acid kojic si lotul martor.

I1.3.6. Modele experimentale utilizate
Efectele patulinei au fost studiate in principal pe embrioni/larve de pesti zebrda (Wu si

colab., 2012; Yuan si colab., 2014; Sidebotham, 2015; Muthulakshmi si colab., 2018). Durata
expunerii a variat intre 24-90 ore, urmdrindu-se aparitia malformatiilor, a efectelor cardio-
vasculare, histologice, comportamentale, nivelul unor antioxidanti, doar experimentul unui
student (Nguyen, 2014) urmadreste efectele toxinei asupra activitatii locomotorii.

Studiul lui Gashlan (2008), in care unul dintre loturile de soareci a fost expus o sdptamanad la
patulind pentru a determina modificarile histopatologice ale ficatului si cantitatea de antioxidanti,
a constituit un punct de plecare in alegerea duratei expunerii pestilor.

Efectul acidului kojic asupra pestilor zebra a fost studiat in principal pe stadiul embrionar: Chen
si colab. (2015), Hsu si colab. (2016), Veselinovic” si colab. (2017), Lajis si colab. (2017), Thach
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si colab. (2017). Durata expunerii a fost de 48-72 ore, urmdrindu-se rata mortalitatii, aparitia
malformatiilor cardio-vasculare, modificarile ritmului cardiac, efectul asupra neutrofilelor.

11.4. REZULTATE SI DISCUTII

I1.4.1. EFECTELE PATULINEI SI ALE ACIDULUI KOJIC ASUPRA
ANXIETATII. UTILIZAREA UNOR METODE INFORMATICE DE ANALIZA A
DATELOR PENTRU IDENTIFICAREA EXISTENTEI CORELATIILOR DINTRE
STAREA DE INTOXICARE SI COMPORTAMENT

11.4.1.1. Patulina
11.4.1.1.1. Efectele asupra anxietatii

Activitatea locomotorie a indivizilor expusi la patulind s-a desfasurat predominant in
partea inferioard a acvariului (Fig. 2) spre deosebire de cei din grupul martor care au inotat
uniform in acvariu.
Comparativ cu lotul martor, la pestii lotului expus la patulina distanta parcursa este usor scazuta.
Aceasta se datoreaza unei perioade mobile mai scurte si unui numar semnificativ redus (cu 27%)
de intrari in zona superioara a acvariului (Fig. 2 a, b, ¢).

B Pl 1
i " L
il il ol I i

a b c d
Fig. 2 - Efectele patulinei asupra parametrilor comportamentali (testul Novel Tank): a — distanta
parcursd (m); b - durata mobilitdtii (s); ¢ — nr. de intrari in zona superioara; d — timpul petrecut in
zona inferioara (s)

Numarul redus al intrdrilor in zona superioard a acvariului aratd ca pestii intoxicati s-au
deplasat in principal in zona inferioara a acvariului. Timpul petrecut in zona inferioara a
acvariului este mult crescut (cu aprox. 61%) la indivizii intoxicati cu patulind (Fig. 2 d).

Valorile tuturor acestor parametri demonstreaza aparitia unei stiri de anxietate datorate
efectelor toxice ale patulinei.

11.4.1.2. Acidul kojic
11.4.1.2.1. Efectele asupra anxietatii
Activitatea locomotorie a indivizilor expusi la acid kojic s-a desfasurat predominant in

partea inferioara a acvariului (Fig. 3) spre deosebire de cei din grupul martor care au inotat
uniform in acvariu.

La pestii intoxicati cu acid kojic distanta parcursd este redusa (Fig. 3 a). Aceasta se datoreaza
unei perioade mobile mai scurte (cu 25-27 % in cazul pestilor expusi la 204 mg/L si 284 mg/L
acid kojic) si unui numdr semnificativ redus de intrari in zona superioard a acvariului (cu aprox.
50 % in cazul pestilor expusi la 100 mg/L si 204 mg/L acid kojic) (Fig. 3 b, ¢).
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Fig. 3 - Efectele acidului kojic asupra parametrilor comportamentali (testul Novel Tank): a —
distanta parcursa (m); b - durata mobilitatii (s); ¢ — nr. de intrari in zona superioard; d — timpul
petrecut in zona inferioara (s)

Distanta foarte redusd parcursa de indivizii expusi la 204 mg/L acid kojic (cu 45% mai
redusd fatd de lotul martor) este corelatd cu cea mai redusa duratd a mobilitatii (cu 27% mai
redusd) si cu un numar semnificativ redus al intrarilor in zona superioard a acvariului (cu 48%
mai redus). Mentinerea indivizilor in zona inferioara a acvariului si reducerea activitatii
locomotorii aratd ca doza de 204 mg/L dovedeste puternice efecte anxiogenice.

La 100 mg/L acid kojic, indivizii Inregistreazd numarul minim de intrdri in zona
superioara a acvariului. Activitatea locomotorie preponderentd in zona inferioara a acvariului,
distanta parcursa si durata mobilitatii, arata un efect anxiogenic.

La 284 mg/L acid kojic, numarul de intrari in zona superioard este usor crescut, iar
distanta parcursa este apropiatd de cea Inregistrata la indivizii neintoxicati. Starea de anxietate se
manifestd prin durata redusd a mobilitatii (cu 25%). Aceste valori demonstreaza o activitate
locomotorie intensd, Insemnand cd pestii au inotat rapid incercand sa paraseasca mediul toxic.
Timpul petrecut in zona inferioard a acvariului este mult crescut la indivizii intoxicati (Fig. d).

La 100 mg/L si 204 mg/L acid kojic, perioadele de timp petrecute in zona inferioara a acvariului
sunt cu peste 60% mai crescute fatd de lotul martor. Aceste 2 loturi nregistreaza cel mai redus
numadr de intrari in zona superioard a acvariului, dovedind o anxietate accentuata.

La 284 mg/L acid kojic s-a produs o crestere cu 34% a timpului petrecut in zona inferioara a
acvariului. Aceastd variabila este maxima in cazul dozei minime de acid kojic, si scade odatd cu
marirea dozei, dar creste mobilitatea In restul acvariului, efect al starii de neliniste induse de cele
doua doze mari de acid kojic.

Cresterea timpului petrecut in zona inferioard a acvariului, durata redusa a mobilitatii dovedesc
starea de anxietate a pestilor.

Efectul anxiogenic al acidului kojic reduce abilitatea pestilor de a explora mediul, de a se
orienta pentru a gisi hrand, parteneri si locuri pentru depunerea pontei, toate acestea fiind
esentiale pentru supravietuirea indivizilor si a speciei.

I1.4.1.3. Determinarea corelatiilor dintre starea de intoxicare si comportamentul
pestilor zebra cu ajutorul metodelor statistice si informatice

Pentru majoritatea loturilor de variabile s-a obtinut “Nu se respinge Hy, diferenta este
nesemnificativd la pragul de semnificatie de 95%”. Exceptie au facut variabilele ,,Timpul
petrecut in zona superioara” si “Timpul petrecut in zona inferioard” pentru care s-a obtinut ”Se
respinge Hy cu pragul de semnificatie de 99.9% - Cel putin 2 medii diferd inalt semnificativ”.
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Astfel, am aflat ca testul NTT contine variabile ce variaza in functie de toxina/doza administrata,
ceea ce indicd o corelatie intre comportamentul pestilor zebra si micotoxina/doza utilizata.

Desi primele 2 componente principale reprezintd 62.1% din varianta setului de 8 variabile
originale (Fig. 4 b), acestea oferd o aproximare utila a relatiilor dintre variabile. Relatiile dintre
variabile sunt mai usor de vizualizat Tn monoplot (Fig. 4 a):

- corelatia negativa dintre timpul petrecut in zona superioara si timpul petrecut in zona inferioara
(vectorii se aflad la aprox. 180°), corelatia negativa dintre durata imobilitatii si durata mobilitatii
pestilor (vectorii se afla la aprox. 180°)

Numarul intrarilor in zona superioara, distanta parcursa, latenta de a intra In zona superioara si
doza de toxind administratd nu sunt bine reprezentate (lungime redusa a vectorilor); nu se
recomanda formularea unor concluzii legate de relatiile dintre/cu aceste variabile.

Durata

Componente principale

Proportia

Doza de Componenta  Varianta  Proportia cumulativa
toxina 1 3.027 0.378 0.378
admin. 2 1.944 0.243 0.621
Latenta 3 1.476 0.184 0.806
deaintra Distanta 4 0.778 0.097 0.903
Zona sup. parcursé 5 0.676 0.085 0.988
6 0.099 0.012 1.000
7 0.000 0.000 1.000
Tlmpul mobilitatii 8 0.000 0.000 1.000

zona inf.
a b

Fig. 4 - Testul NTT: a - monoplot al corelatiei primelor 2 componente principale (62.1%); b -
tabelul cu variante

Cel mai redus over-fitting (diferenta dintre precizia pe datele de antrenare si cele de
testare) s-a Inregistrat in cazul algoritmului KNN (20%) iar cele mai mari valori ale acuratetii
pentru XGBoost, Decision Tree si Random Forest rulate pe datele de antrenare, de aprox. 100%,
doar ca valorile over-fittingului rezultat sunt mari (peste 70%) (Tabelul 1).

Tabelul 1 NTT. Precizia algoritmilor de invatare automatad

Algoritm Precizie date antrenare Precizie date test
SVM 0.62 0.11
KNN 0.48 0.28
XGBoost 1.00 0.17
Decision Tree 1.00 0.22
Random Forest 0.98 0.28

Pe setul de date reduse (Tabelul 2) s-au inregistrat rezultate mai bune ale acuratetii
algoritmilor de clasificare. SVM, KNN inregistreaza cel mai redus overfitting (1%), o acuratete
inalta (90%) iar valoarea AUC este 0.75. Random Forest, Decision Tree au dat rezultate bune:
acuratete 100%, overfitting 30% si AUC de 0.6. XGBoost a obtinut cea mai inalta acuratete de
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clasificare (95 %), o ratd de overfitting redusd (6 %) si o valoare AUC inalta (0.75). Matricea de
confuzie prezinta cele mai multe erori in cazul clasei minoritare, dar mult reduse.

Tabelul 2 NTT. Precizia algoritmilor de invatare automatd pe date reduse

Algoritm Precizie date Precizie date Matrice de Aria de sub
antrenare test confuzie curba
SVM 0.90 0.89 [0 1] 0.75
KNN 0.88 0.89 [0 1] 0.75
XGBoost 0.95 0.89 [0 1] 0.75
Decision Tree 1.00 0.67 [0 1] 0.6071428
Random Forest 1.00 0.78 [0 1] 0.5892857

Acuratetea Tnaltd, valoarea crescutd a AUC si cel mai redus overfitting aratd cd SVM si
XGBoost sunt cei mai performanti algoritmi de clasificare pentru modelul nostru in date reduse.

Codul din limbajul de programare Python proiecteaza datele originale (8 dimensiuni) in 2
dimensiuni. Noile componente sunt doar cele 2 dimensiuni principale ale variantei. In timp ce
convertim spatiul 8 dimensional in spatiul 2 dimensional, pierdem o parte din varianta
(informatie). Prima componenta principald contine 43.44% din variantd si a 2-a componenta
contine 26.79% (70.23 % impreuna): array ([0.43440277, 0.26793531])

In setul de date original, majoritatea claselor nu sunt bine separate intre ele, doar clasa ,,Control”
pare a fi usor separati de celelalte (Fig. 5 a). In cazul setului de date reduse observam o mai clara
separare a clasei ,,Control” de clasa ,,Toxine” (Fig. 5 b). Astfel, este demonstratd existenta unei
corelatii intre starea de intoxicare si comportamentul pestilor zebra.

# UCnmponent P& 4 Component PCA
1 m Gowd . - m Gorad
o & Fuda Mupl s
& bR AL
&l e
i R
- -
IR [
.}-' - . E - L]
H L] i a
g L. 2 -
] .
5 E
= " an = " &
W @ &
= - S .
2 . = *
E - . = E L] . -
= o L] ? & - = X ¥ " . - .
= - 4 L) "
& a " &
- L] - a " "
- . i‘ e . i‘ ..
3 v 3 :
a " -,
3 T H H ] 3 " i 1
Frnopal Comecrent 1 crrcEal Compener 1
a b

Fig. 5 - PCA aplicata testului NTT: a — pe setul de date original; b — pe setul de date reduse

Valoarea de 70% a variantei din acest caz este apropiatd de valoarea calculatd cu ajutorul
algoritmilor statistici.

In urma reducerii tratamentului administrat loturilor de pesti la 2 valori (0- neintoxicat, 1-
intoxicat), precizia generalda a modelului nostru (obtinutd prin lansarea programului P3 din
Anexa 4) este de aproximativ 88% : [0 1] 0.883333333 (acuratete)

Modelul prezice ambele clase (minoritard si majoritara).
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Explorand mai multe moduri de gestionare eficientd a situatiei claselor dezechilibrate am obtinut:
1. supra-esantionarea clasei minoritare: [0 1]  0.854166666 (acuratete)

Modelul nu prezice doar o singura clasa si acuratetea este mai inalta.

2. sub-esantionarea clasei majoritare: [0 1] 0.791666666 (acuratete)

Modelul nu prezice doar o singura clasa, iar precizia rezultatd pare mai mica (dar nu cu mult).

3. modificarea evaluarii performantei:

Modelul instruit pe setul de date sub-esantionate are 0.909722222 (AUC)

Modelul original instruit pe setul de date dezechilibrate are 0.909722222 (AUC)

Modelul original instruit pe setul de date dezechilibrate a avut o precizie de 88%, mult mai mare
decat cea de 79% a modelului instruit pe setul de date sub-esantionate.

Cu toate acestea, ultimul model are o valoare AUC de 91%, la fel cu valoarea modelul initial.

4. utilizarea algoritmilor de penalizare:
[0 1] 0.883333333 (acuratete) 0.918402777 (AUC)
5. utilizarea algoritmi pe baza de arbori de decizie:

[01] 1.0 (acuratete) 1.0 (AUC)
Rezultate uluitoare, 100% precizie si 100% AUC.

In cazul modelului nostru, cele mai eficiente moduri de gestionare a situatiei claselor
dezechilibrate s-au dovedit a fi utilizarea algoritmilor pe baza de arbori de decizie, structura lor
ierarhica permitdndu-le sa Invete semnale din ambele clase (majoritard si minoritara).

11.4.1.4. CONCLUZII PARTIALE

1. Activitatea locomotorie a indivizilor expusi la patulina s-a desfasurat predominant in
partea inferioard a acvariului, spre deosebire de indivizii neintoxicati ce au Tnotat uniform.
2. Numarul redus al intrarilor in zona superioara a acvariului, corelat cu valorile distantei

parcurse si a duratei mobilitdtii pestilor, arata cd indivizii expusi la patulina au manifestat o stare
accentuata de anxietate datorata toxicitatii micotoxinei.

3. Indivizii intoxicati cu patulind prezintd un comportament caracteristic indivizilor beta
(subordonati).
4. Efectul anxiogenic al patulinei reduce explorarea mediului pentru a gési hrana, parteneri

si locuri pentru depunerea pontei, alterand si relatiile dintre indivizi, toate aceste efecte scazand
sansele de supravietuire a indivizilor si a speciei.

S. Activitatea locomotorie a indivizilor expusi la acid kojic s-a desfasurat predominant in
partea inferioard a acvariului, spre deosebire de indivizii neintoxicati ce au inotat uniform.

6. Din mentinerea indelungatd a indivizilor in zona inferioara a acvariului si reducerea
activitatii locomotorii rezultd cd doza de 204 mg/L. acid kojic dovedeste puternice efecte
anxiogenice.

7. La doza de 100 mg/L acid kojic, anxietatea indivizilor se manifestd prin numarul minim
de intrari In zona superioara a acvariului si prin activitatea locomotorie desfasurata preponderent
in zona inferioard a acvariului.
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8. La doza maxima de acid kojic (284 mg/L), se inregistreaza o activitate locomotorie
intensd, Tnsemnand ca pestii au inotat rapid, Incercand sa paraseascd mediul toxic. Starea de
anxietate se manifesta prin durata redusa a mobilitatii.

9. Anxietatea este prezenta la toate dozele de acid kojic, iar mobilitatea mai mare la doza
maxima este datoratd agitatiei induse de aceastd micotoxina.

10. Indivizii intoxicati cu acid kojic prezintda o stare accentuatd de anxietate si un
comportament caracteristic indivizilor beta (subordonati).

11.  Efectul anxiogenic al acidului kojic reduce explorarea mediului pentru a gasi hrana,
parteneri si locuri pentru depunerea pontei, alterand si relatiile dintre indivizi, toate aceste efecte
scazand sansele de supravietuire a indivizilor si a speciei.

12. Inducerea unei stari accentuate de anxietate si a unui comportament specific indivizilor
subordonati, demonstreaza efectele semnificative ale intoxicatiei cu patulina sau acid kojic la
nivel encefalului pestilor zebra.

13.  In urma testului ANOVA am aflat ci testul Novel Tank contine variabile care se
coreleaza cu toxina administrata.

14.  Testul Novel Tank s-a dovedit a fi concludent in analiza comportamentald a pestilor,
dovedind ca pestii intoxicati au avut probleme de anxietate.

15.  Am decelat un algoritm din categoria arborilor de decizie, care, prin analiza variabilelor
masurate in cadrul testului Novel Tank, poate fi antrenat sd clasifice comportamentul pestilor
carora li s-a administrat o toxind din categoria celor utilizate in experiment.

16. Am antrenat si salvat un model Support Vector Machine (SVM) pentru estimari
ulterioare a starii de intoxicare a unui animal in functie de cele 8 variabile analizate in cadrul
testului Novel Tank.

I1.4.2. DETERMINAREA STRESULUI OXIDATIV INDUS DE PATULINA SI ACIDUL
KOJIC
11.4.2.1. Patulina
11.4.2.1.1. Efectele asupra catalazei
In cazul lotului tratat cu patulind, activitatea CAT a scizut cu peste 50% (7.226+0.423

U/mg prot.) (Fig. 6 a).
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Fig. 6 - Nivelul enzimelor lotului expus la patulina: a - concentratia catalazei (CAT), b -
concentratia glutation-peroxidazei (GPX), c - concentratia malondialdehidei (MDA)
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I1.4.2.1.2. Efectele asupra glutation-peroxidazei
In cazul lotului tratat cu patulini activitatea GPX a scizut cu 35% (0.113+0.009 U/mg
prot.) (Fig. 6 b).
11.4.2.1.3. Efectele asupra malondialdehidei
Patulina a dus la cresterea valorii MDA cu aprox. 48% (0.9734+0.044 nmol/mg prot) (Fig. 6 c).

11.4.2.2. Acidul kojic
11.4.2.2.1. Efectele asupra catalazei
La 100 mg/L acid kojic, activitatea CAT (Fig. 7 a) a inregistrat o valoare de

12.258+0.658 U/mg prot. (76% din valoarea lotului martor). La 204 mg/L si 284 mg/L s-au
inregistrat cresteri ale activititii CAT cu 15% (18.357+£0.981 U/mg prot.), respectiv 2%
(16.258+1.002 U/mg prot.).
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Fig. 7 - Nivelul enzimelor loturilor expuse la acid kojic: a - concentratia catalazei (CAT), b -
concentratia glutation-peroxidazei (GPX), ¢ - concentratia malondialdehidei (MDA)

La dozele mari de acid kojic, cresterea activitatii CAT se explica prin necesitatea Inlaturarii
nivelului crescut al peroxidului de hidrogen si a radicalilor liberi sintetizati pe baza acestuia.
11.4.2.2.2. Efectele asupra glutation-peroxidazei

La 100 mg/L si 204 mg/L acid kojic s-au inregistrat scaderi ale activitatii GPX (Fig. 7 b),
valoarea atinsa fiind 55% (0.097+0.0084 U/mg prot.), respectiv 83% (0.146+0.0076 U/mg prot.)
din valoarea lotului martor. La 284 mg/L acid kojic, GPX a avut cele mai ridicate valori
(0.189+0.0081 U/mg prot.), depasindu-le si pe cele ale pestilor neintoxicati.

Comparand valorile celor 3 loturi intoxicate, constatdim ca activitatea GPX creste pe
masura ce creste si concentratia toxinei. Prin aceasta, enzima contribuie la protectia tesutului fata
de radicalii liberi, al caror nivel este crescut datorita actiunii toxice a acidului kojic.

11.4.2.2.3. Efectele asupra malondialdehidei

Valorile MDA (Fig. 7 c) au fost minime in cazul lotului martor (0.6598+0.023 nmol/mg
prot.). La 100 mg/L acid kojic, concentratia MDA (0.956+0.042 nmol/mg prot.) a crescut cu
45%. La 204 mg/L si 284 mg/L acid kojic, concentratia MDA a crescut cu 18%, respectiv 4%
(0.778+0.029 nmol/mg prot., respectiv 0.684+0.038 nmol/mg prot.).

Cresterea concentratiei MDA este o consecintd a concentratiei crescute de radicali liberi,
pe fondul intoxicatiei cu dozele de micotoxina, aceste cresteri corelandu-se cu, cresterea
activitatii celor doud enzime implicate in procesul de detoxifiere (CAT si GPX).
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11.4.2.3. CONCLUZII PARTIALE

1. Intoxicatia cu patulind determind scaderea activitatii CAT. Prin aceasta scade capacitatea de
aparare a tesutului encefalic al pestilor zebra impotriva actiunii radicalilor liberi ai oxigenului si
sunt favorizate conditiile instalarii stresului oxidativ.

2. In urma expunerii la acid kojic, activitatea CAT nu s-a modificat semnificativ comparativ cu
lotul martor. Astfel, putem afirma ca dozele de acid kojic utilizate (100 mg/L, 204 mg/L si 284
mg/L) nu afecteazd CAT, asa incat aceasta 1si poate exercita functia de apdrare a tesutului
encefalic de actiunea toxica a radicalilor liberi ai oxigenului. Din efectul celor doua micotoxine
asupra CAT rezulta cd patulina este mai toxica decat acidul kojic pentru tesutul cerebral.

3. Ca si 1n cazul CAT, activitatea GPx in tesutul cerebral, scade in urma intoxicatiei pestilor
zebra cu patulind, comparativ cu lotul martor. Putem afirma ca prin afectarea a doud enzime
esentiale ale sistemului antioxidant tisular cerebral (CAT si GPx), patulina favorizeaza instalarea
stresului oxidativ in acest tesut. Este posibil ca stresul oxidativ instalat in tesutul cerebral al
pestilor zebra sa se coreleze cu anxietatea constatatd la acesti pesti in experimentul
comportamental efectuat de noi n aceasta lucrare.

4. Prin intoxicatia cu acid kojic, activitatea GPx se modifica in functie de doza de micotoxina
utilizatd (100 mg/L, 204 mg/L ori 284 mg/L), dar modificarile sunt nesemnificative comparativ
cu lotul martor. Pe baza datelor noastre experimentale, putem spune ca activitatea CAT si a GPx,
ramane in limite fiziologice normale, asa incat sistemul antioxidant al tesutului cerebral al
pestilor zebrd rdmane functional.

5.1In cazul intoxicatiei cu patulini, nivelul tisular cerebral de MDA creste, comparativ cu
martorul, indicand ca in acest tesut s-a instalat stresul oxidativ. De fapt, MDA este indicatorul
procesului de peroxidare al lipidelor prin activitatea toxica a radicalilor liberi ai oxigenului.

6. Daca micotoxina utilizata a fost acidul kojic, pentru toate cele trei doze (100mg/L, 204mg/L si
284mg/L), nivelul tisular al MDA se Incadreaza in limite fiziologice normale. Putem afirma ca in
tesutul cerebral al pestilor zebra, pe fondul intoxicatiei cu acid kojic, nu s-a instalat stresul
oxidativ, pentru ca cele doua enzime antioxidante, CAT si GPx, rdman functionale.

I1.4.3. EFECTELE PATULINEI SI ALE ACIDULUI KOJIC ASUPRA ORGANELOR
INTERNE

11.4.3.1. Patulina

11.4.3.1.1. Efectele asupra ficatului

In urma examinarii pestilor din grupul Martor, nu au fost observate modificari histologice

la nivelul ficatului, rinichilor, intestinului, pancreasului sau a miocardului.
Hepatocitele grupului expus la Patulind au suferit o alterare severd: tumefiere, vacuolizarea
citoplasmei, incdrcarea cu trigliceride (Fig. 8 a), hiperhidratarea nucleilor (Fig. 8 b), pierderea
integritatii celulare prin ruperea membranelor celulare si dezorganizarea citoplasmei.
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Fig. 8 - Alterare a hepatocitelor: a - incarcare cu trigliceride (-); b - hiperhidratare nucleara
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11.4.3.1.2. Efectele asupra tesutului renal
Se observa prezenta in nefrocite a unor bulgdrasi mari, sticlosi, cu structurd omogena,
acidofili (Fig. 9). Ruperea polului apical al celulelor este urmata de constituirea in lumenul
tubilor a cilindrilor hialini. Incidenta crescutd a corpilor hialini poate avea ca efect blocajul renal.
Hialinoza nu reflecta leziunea nefrocitului, ci faptul ca mecanismul fiziologic este saturat.

RN a7y J:
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Asupra rinichilor, patulina induce degenerarea medie-severa a epiteliului urinifer, tumefierea
nefrocitelor, vacuolizarea citoplasmei, hiperhidratare nucleard (Fig. 8), pierderea integritatdtii
celulare, congestia capilarelor interstitiale, infiltrarea cu monocite a epiteliului urinar.

11.4.3.1.3. Efectele asupra intestinului

Hialinoza enterocitelor se manifesta
prin prezenta unor bulgdrasi sticlosi 1n
citoplasma (Fig. 10), care reflectd un deficit de
transport al nutrientilor din continutul intestinal
si poate provoca aparitia malabsorbtiei.

11.4.3.1.4. Efectele asupra pancreasului

La nivelul pancreasului endocrin,
patulina produce necroza coagulativa
partialda a insulelor Langerhans (Fig. 11).
Acest efect va afecta productia de hormoni
pancreatici endocrini si metabolismul.

11.4.3.1.5. Efectele asupra inimii

Edemul miocardic se remarcd prin
aparitia unor spatii interfibrilare (Fig. 12),
miocardocite tumefiate, hiperhidratate. Aceste
efecte pot provoca scaderea ritmului cardiac si
reducerea amplitudinii contractiilor inimii.
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Fig. 12 - Edem miocardic

11.4.3.2. Acidul kojic
I1.4.3.2.1. Efectele asupra encefalului
In urma expunerii la 100 mg/L acid kojic, pestii zebrd au prezentat o usoara congestie

meningeala.
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11.4.3.2.2. Efectele asupra ficatului

Degenerarea hepaticd majora din cazul loturilor expuse la 100 mg/L si 204 mg/L acid
kojic, este caracterizatd prin hiperhidratarea sau vacuolizarea hepatocitelor si pierderea
integritatii celulare (Fig. 13 a, b), unele hepatocite sunt goale (lipsite de nuclei si citoplasma).
La 284 mg/L acid kojic, apare alterarea severa si uniforma a ficatului, tumefierea, dezintegrarea
hepatocitelor, fragmentarea membranelor celulare, kariolizd/picnoza nucleara (Fig. 13 c).
Componenta inflamatorie este absenta.

P S Aol S0

Fig. 13 - Efectele acidului kojic asupra ficatului: a — 100 mg/L; b — 204 mg/L; ¢ — 284 mg/L
Vacuolizare (—), fragmentarea membranelor celulare (—), cariolizd/picnoza nucleara (- ).

11.4.3.2.3. Efectele asupra intestinului
La 100 mg/L acid kojic, nu s-au Inregistrat modificari semnificative ale dimensiunii vilozitatilor
intestinale, dar la 204 mg/L si 284 mg/L, vilozitatile intestinale sunt subdimensionate,
inregistrandu-se o reducere cu 38%, respectiv 68% (Fig. 14 b, c). Atrofia vilozitatilor poate duce
la aparitia malabsorbtiei. Nu s-a constatat fuziunea vilozitatilor intestinale.

Fig. 14 - Efectele acidului kojic asupra intestinului: a — 100 mg/L; b — 204 mg/L; ¢ — 284 mg/L.

11.4.3.2.4. Efectele asupra inimii
Fibrele  musculare cardiace  sunt
degenerate, cu sarcoplasma usor vacuolizata
(Fig. 15). Apare o congestie miocardica medie-
severd, ectazia si supraincarcarea cu eritrocite a
capilarelor interstitiale. Aceste efecte pot
provoca scaderea ritmului cardiac si reducerea (ot
amplitudinii contractiilor inimii. W7 Y I XY
Fig. 15 - Miocardiocite degenerate (),
vacuolizare (— ). Congestie (), ectazia,
supraincarcarea capilarelor (—).
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11.4.3.2.5. Efectele asupra pancreasului

Infiltratia lipidica interstitiald a pancreasului exocrin si compresiunea acinilor sunt
proportionale cu doza de acid kojic administrata.
La 100 mg/L acid kojic, infiltratia lipidica a pancreasului a condus la dezorganizarea arhitecturii
acestuia, acinii pancreasului exocrin fiind comprimati de depozitele lipidice (Fig. 16 a).
La 204 mg/kg si 284 mg/L. acid kojic, infiltratia lipidicd severd are ca efect izolarea si
comprimarea acinilor exocrini (Fig. 16 b, c¢), provocand atrofia pancreasului exocrin.

Fig. 16 - Efectele acidului kojic asupra pancreasului: a — 100 mg/L; b — 204 mg/L; ¢ — 284 mg/L.

Infiltratiile lipidice si atrofia acinilor vor afecta negativ productia enzimelor digestive
pancreatice. Digestia nutrientilor va fi deficitara, contribuind la aparitia malabsorbtiei.

11.4.3.2.6. Efectele asupra tesutului renal
La 100 mg/L acid kojic, degenerarea moderatd a tubilor uriniferi este remarcatd prin

alterarea moderatad a epiteliului (Fig. 17 a): tumefierea nefrocitelor, citoplasma granulara,
hiperhidratarea nucleilor, reducerea lumenelor tubulare.

La 204 mg/L acid kojic, in tubii proximali, se remarca si prezenta sferulelor de hialin (Fig. 17 b).
Hialinul denota alterarea filtrarii glomerulare, soldata cu proteinurie masiva.

La 284 mg/L acid kojic, se remarcad tumefierea epiteliului tubular, anularea lumenelor tubulare
(Fig. 17 c). Nefrocitele sunt tumefiate, cu citoplasma abundentd, nucleii hipertrofiati si nucleolii
proeminenti. in cazul unui singur individ a fost remarcati prezenta unui chist renal.

Fig. 17 - Efectele acidului kojic asupra rinichilor: a — 100 mg/L; b — 204 mg/L; ¢ — 284 mg/L.
Citoplasma granulara (- ), sferule de hialin (—), tumefierea epiteliului tubular, cu anularea
lumenelor tubulare (—), nucleoli proeminenti ().
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11.4.3.3. CONCLUZII PARTIALE

1. Lotul expus la patulind prezintd modificari histologice la nivelul ficatului, rinichilor,
intestinului, pancreasului si a tesutului muscular miocardic.
2. La nivelul ficatului, patulina produce alterarea severa a hepatocitelor: tumefiere,

vacuolizarea citoplasmei, hiperhidratarea nucleilor, incdrcarea cu trigliceride, pierderea
integritatii celulare; afectarea ficatului va duce la alterarea metabolismului, a echilibrului acido-
bazic, a termoreglarii, a functiei antitoxice, a sintezei bilei si a unor enzime.

3. Asupra rinichilor, patulina induce o degenerare medie - severd a epiteliului urinifer
(tumefiere, vacuolizare, hiperhidratare nucleard, pierderea integritatii celulare, congestia
capilarelor interstitiale, infiltrarea monocitard) si hialinoza (suprasaturarea mecanismului
fiziologic); afectarea rinichilor are efecte negative asupra excretiei, mentinerii echilibrului acido-
bazic al organismului, reasorbtiei/secretiei la nivelul tubilor uriniferi, formarea reninei si a
eritropoietinei.

4. In cazul intestinului, patulina produce hialinoza enterocitelor, ceea ce poate provoca
aparitia malabsorbtiei si, implicit, scaderea rezervelor energetice ale organismului, afectarea
structurii si functiilor celulare, a sintezei de hormoni, enzime si acizi nucleici.

5. La nivelul pancreasului endocrin, patulina produce necroza coagulativd partiala a
insulelor Langerhans. Acest efect va avea repercusiuni asupra productiei de hormoni pancreatici
endocrini si asupra metabolismului.

6. La nivelul inimii, patulina duce la aparitia edemului miocardic, remarcat prin spatii
interfibrilare, tumefierea si hiperhidratarea miocardiocitelor. Aceste efecte pot provoca reducerea
ritmului cardiac si a amplitudinii contractiilor inimii.

7. In urma expunerii la acid kojic, alterarile tisulare sunt progresive ca intensitate la cele
trei loturi, corespunzand cresterii dozei de toxina administrata.

8. In cazul sistemului nervos, leziunile histologice usoare produse de acidul kojic se
coreleaza cu modificarile nesemnificative ale enzimelor stresului oxidativ pe fondul intoxicatiei
cu aceastd micotoxina.

9. La nivelul ficatului, degenerarea toxica este graduala, dar severa inca de la doza minima
de acid kojic (100 mg/L) (hiperhidratarea, pierderea integritatii hepatocitelor), dozele ridicate
(204 mg/L si 284 mg/L) acid kojic, ducand la vacuolizarea hepatocitelor, fragmentarea
membranelor celulare, karioliza/picnoza nucleara, ficatul avand un aspect degenerativ uniform,
dar componenta inflamatorie este absentd; in cazul tuturor dozelor de acid kojic, afectarea
ficatului va duce la alterarea metabolismului, a echilibrului acido-bazic, a termoreglarii, a
functiei antitoxice, a sintezei bilei si a unor enzime.

10.  La nivelul intestinului apare o scurtare a vilozitatilor pe masurd ce creste doza de acid
kojic: la 100 mg/L, nu s-au inregistrat modificdri ale dimensiunii vilozitatilor intestinale, la 204
mg/L acid kojic, vilozitatile intestinale apar scurtate, inregistrandu-se o reducere cu aprox. 38 %
a dimensiunii, iar la 284 mg/L acid kojic s-a remarcat atrofia si reducerea cu aprox. 68 % a
dimensiunii vilozititilor intestinale, dar nu si fuziunea acestora. In cazul dozelor ridicate de acid
kojic, reducerea in dimensiune a vilozitatilor poate duce la malabsorbtie, scdderea rezervelor
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energetice ale organismului, afectarea structurii si functiilor celulare, a sintezei de hormoni,
enzime si acizi nucleici.

11.  La nivelul pancreasului exocrin, sever afectat, infiltratiile lipidice sunt din ce in ce mai
accentuate, pe masura ce creste doza de acid kojic: la 100 mg/L, infiltratia lipidica a condus la
dezorganizarea arhitecturii pancreasului, acinii fiind comprimati de depozitele lipidice, iar in
cazul dozelor ridicate (204 mg/L, 284 mg/L), infiltratia lipidicd severa a dus la izolarea,
compresiunea si atrofia acinilor pancreatici. Depozitarea lipidelor in pancreas reflecta o tulburare
a metabolismului lipidic; infiltratiile lipidice si atrofia acinilor vor afecta negativ productia
enzimelor digestive pancreatice, contribuind la aparitia malabsorbtiei.

12. La nivelul inimii, acidul kojic provoacd o congestie miocardicd, ectazia si
supraincdrcarea capilarelor, vacuolizarea si degenerarea miocardiocitelor. Aceste efecte pot
provoca reducerea ritmului cardiac si a amplitudinii contractiilor inimii.

13.  In cazul rinichilor, degenerarea epiteliului tubilor uriniferi creste progresiv pe masuri ce
se mareste doza de acid kojic: la 100 mg/L, apare tumefierea usoara a nefrocitelor, citoplasma
granulara si hiperhidratarea nucleilor, lumenele tubulare fiind usor reduse, in cazul dozei de 204
mg/L acid kojic, se mai observa prezenta sferulelor de hialin ce denotda alterarea filtrarii
glomerulare, iar la 284 mg/L acid kojic, tumefierea epiteliului tubular (nefrocitele au citoplasma
abundentd, nucleii hipertrofiati si nucleolii proeminenti) duce la anularea lumenelor tubulare;
afectarea rinichilor are efecte negative asupra excretiei, mentinerii echilibrului acido-bazic al
organismului, reasorbtiei/secretiei la nivelul tubilor uriniferi, formarea reninei si a eritropoietinei.

I1.5. CONCLUZII GENERALE

1. In cazul pestilor intoxicati cu patulini sau acid kojic, activitatea locomotorie redusa si
desfasurata preponderent in partea inferioard a acvariului dovedeste ca atat patulina cat si acidul
kojic induc o stare accentuatd de anxietate; starea de anxietate, prezenta la toate dozele de acid
kojic, se intensificd odata cu, cresterea dozei acestei micotoxine.

2. Mobilitatea ridicatd a indivizilor expusi la doza maxima de acid kojic (284 mg/L) este
datorata agitatiei induse de aceastd micotoxind, pestii incercand sd paraseascd mediul toxic
deplasandu-se rapid n zona superioard a acvariului, dar durata redusa a mobilitdtii demonstreaza
prezenta unei stdri de anxietate.

3. Prin intensificarea comportamentului anxios, atadt patulina cat si acidul kojic au
demonstrat efecte semnificative asupra sistemului nervos; efectul anxiogenic indus de aceste
micotoxine va reduce sansele de supravietuire a indivizilor si a speciei.

4. in cazul testului comportamental Novel Tank, ,,Timpul petrecut in zona superioara” si
“Timpul petrecut In zona inferioard” se coreleaza cu toxina si doza administrata.

S. In cazul lotului expus la patulini, se inregistreazi o scadere a activititii catalazei si a
glutation-peroxidazei la nivelul encefalului, ceea ce reduce capacitatea de aparare a acestui
tesut impotriva actiunii radicalilor liberi ai oxigenului. Prin afectarea acestor doud enzime
esentiale ale sistemului antioxidant al tesutului cerebral, intoxicatia cu patulind favorizeaza
instalarea stresului oxidativ; este posibil ca stresul oxidativ sd se coreleze cu anxietatea
constatata la acesti pesti in cadrul testului comportamental.

24



6. In cazul loturilor expuse la acid kojic, activitatea catalazei si a glutation-peroxidazei, la
nivelul encefalului, variaza in functie de doza de micotoxina utilizata (100 mg/L, 204 mg/L ori
284 mg/L), dar modificarile sunt nesemnificative comparativ cu lotul martor. Astfel, activitatea
acestor enzime radmane n limite fiziologice normale, iar sistemul antioxidant al tesutului cerebral
al pestilor zebra ramane functional.

7. Comparand efectul celor doud micotoxine asupra catalazei, putem afirma ca, la nivelul
tesutului cerebral, patulina este mai toxica decat acidul kojic.

8. In cazul lotului intoxicat cu patulini, nivelul malondialdehidei din encefalul pestilor
zebrd creste comparativ cu martorul, indicand ca, datoritd actiunii toxice a radicalilor liberi ai
oxigenului, in acest tesut s-a instalat stresul oxidativ.

9. In cazul celor 3 loturi expuse la acid kojic, nivelul tisular cerebral al malondialdehidei
se incadreaza 1n limite fiziologice normale; datoritd faptului ca cele doud enzime antioxidante
(CAT si GPx) raman functionale, putem afirma ca la nivelul encefalului pestilor zebra intoxicati
cu acid kojic, nu s-a instalat stresul oxidativ.

10.  Indivizii din lotul Martor nu au prezentat modificari histologice la nivelul encefalului,
ficatului, rinichilor, intestinului, pancreasului sau a miocardului.

11.  Loturile expuse la patulind sau acid kojic prezintd modificari histologice la nivelul
ficatului, rinichilor, intestinului, pancreasului si a tesutului muscular miocardic.

12.  In cazul acidului kojic, alterrile tisulare sunt progresive ca intensitate la cele trei loturi,
corespunzand cresterii dozei de toxind administrata.

13.  In cazul sistemului nervos, leziunile histologice usoare produse de acidul kojic se
coreleazd cu mentinerea enzimelor stresului oxidativ (CAT, GPx, MDA) in limite fiziologice
normale pe fondul intoxicatiei cu aceastd micotoxina.

14.  La nivelul ficatului, patulina a produs o alterare severd iar acidul kojic produce o
degenerare hepaticd graduald, dar severa inca de la doza minima, la doza maxima ficatul
prezentand un aspect degenerativ uniform. Ambele micotoxine provoacd tumefierea si pierderea
integritdtii hepatocitelor, dar in cazul acidului kojic se constata si alterari ale structurii nucleului;
la nivel hepatic, componenta inflamatorie este absenta in cazul ambelor micotoxine aplicate.

15.  La nivelul rinichilor, atit patulina cét si doza maxima de acid kojic provoacd hialinoza
epiteliului tubular, ceea ce poate avea ca efect blocajul renal. Patulina induce o degenerare
medie-severd, congestia capilarelor interstitiale, fiind prezentd si o componenta inflamatorie:
infiltrarea monocitard a epiteliului urinar. Acidul kojic induce degenerarea epiteliului tubilor
uriniferi iar lumenele tubulare se reduc progresiv, pana la disparitie, pe masurd ce se mareste
doza de acid kojic; spre deosebire de lotul expus la patulind, componenta inflamatorie este
absentd, dar apar alterdri ale structurii nucleului celular.

16. La nivelul intestinului, efectele celor 2 micotoxine sunt diferite, dar ambele pot duce la
aparitia malabsorbtiei: patulina provoaca hialinoza enterocitelor, iar acidul kojic provoaca
reducerea dimensiunii vilozitatilor intestinale. Doza minima de acid kojic (100 mg/L) nu a
provocat modificdri semnificative ale dimensiunii vilozitatilor intestinale, dar in cazul dozelor
ridicate (204 mg/l si 284 mg/L) se observa o reducere accentuatd a dimensiunilor vilozitatilor
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intestinale pe masura ce creste doza de toxina; nu s-a constatat fuziunea vilozitétilor intestinale la
niciunul dintre indivizii intoxicati.

17.  La nivelul pancreasului se constatd o delimitare a actiunii celor 2 micotoxine: patulina
afecteazd pancreasul endocrin (produce necroza partiald a insulelor Langerhans, ce va avea
repercusiuni asupra productiei de hormoni pancreatici endocrini si asupra metabolismului) iar
acidul kojic afecteaza pancreasul exocrin: infiltratiile lipidice sunt din ce In ce mai importante,
pe masurd ce doza de toxina creste, constatindu-se compresiunea, izolarea si atrofia acinilor
pancreatici; depozitarea lipidelor in pancreas reflecta o tulburare a metabolismului lipidic,
contribuind la aparitia malabsorbtiei.

18.  La nivelul inimii, se constatd afectarea diferitd a miocardiocitelor in functie de toxina
aplicata: patulina duce la tumefierea miocardiocitelor si aparitia edemului miocardic, iar acidul
kojic provoaca o congestie miocardicd, ectazia capilarelor interstitiale si degenerarea
miocardiocitelor; prin efectele produse, atat patulina cat si acidul kojic pot altera ritmul cardiac.
19.  Prin efectele asupra comportamentului si a fiziologiei adultilor de Danio rerio, patulina
dovedeste o toxicitate ridicata chiar si la o doza ce reprezintd doar 0.38 % din LDs; a larvelor
acestor pesti, iar cele 3 doze de acid kojic dovedesc o toxicitate accentuata asupra pestilor zebra,
alterand atat comportamentul cat si fiziologia intregului organism.

20. Specia Danio rerio este puternic afectatd de expunerea la patulina sau acid kojic,
efectele toxice manifestindu-se la nivel comportamental, biochimic si histologic: prin inducerea
starii de anxietate, aparitia stresului oxidativ si a alterarilor tisulare la nivelul organelor interne,
atat patulina cat si acidul kojic afecteaza calitatea vietii pestilor zebrd, reducand sansele de
supravietuire ale indivizilor si a speciei.

Noutiti aduse in aceasta lucrare pe plan national si international

1. Am evaluat efectele a 2 micotoxine, patulina si acidul kojic, asupra pestilor zebra adulti
(Danio rerio), efectele acestor micotoxine fiind studiate, in principal, pe rozatoare.

2. Am testat efectele unei doze de patulinad (70 pg/L) ce nu a mai fost aplicatd in studiile
toxicologice ce implica pestii zebra.

3. Am testat, In premierd, efectele a 3 doze de acid kojic asupra pestilor zebra adulti. Doza
de 100 mg/L a fost testatd doar pe embrionii de Danio rerio, iar efectul dozelor de 204 mg/L si
284 mg/L nu a mai fost studiat.

4. Am investigat efectul acestor micotoxine asupra comportamentului pestilor zebra,
elementul de noutate fiind analiza starii de anxietate, aceasta avand un rol extrem de important n
supravietuirea indivizilor si a speciei.

S. Am investigat, pentru prima data, stresul oxidativ indus de aceste micotoxine la nivelul
encefalului pestilor zebra, determinand activitatea a 2 enzime antioxidante (catalaza, glutation-
peroxidaza) si stabilirea nivelului tisular al malondialdehidei, markerul de peroxidare al lipidelor.
6. Am investigat efectul acestor micotoxine asupra organelor interne ale pestilor zebra,
urmarind modificarile histopatologice aparute la nivelul encefalului, inimii, ficatului, rinichilor,
pancreasului si al intestinului. Studiul histopatologic al pancreasului si al intestinului constituie
un element nou in analiza efectelor micotoxinelor asupra pestilor zebra.
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7. Prin studierea efectelor produse de dozele de acid kojic am evaluat impactul ecologic
asupra pestilor (sansele de supravietuire a indivizilor si a speciei). Rezultatele obtinute au
dovedit ca acidul kojic produce efecte negative asupra ihtiofaunei, implicit asupra echilibrului
intregului habitat.

8. Am decelat, pentru prima datd, un algoritm (Decision Tree), ce poate fi antrenat sa
clasifice comportamentul pestilor carora li s-a administrat o toxind din cele utilizate in
experiment, doar prin analiza trasaturilor caracteristice din testul Novel Tank.

9. Am antrenat si salvat un model de algoritm Support Vector Machine in directorul nostru
local de lucru, pentru estimari ulterioare a starii de intoxicare a unui animal in functie de
caracteristicile unor variabile analizate n cadrul testului Novel Tank.
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