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LISTA ABREVIERI

ACh = acetilcolina

AChE = acetilcolinesteraza

ADN = acid dezoxiribonucleic

APA = Asociatia Americand de Psihologie

AVP = acid valproic

DTM = deltametrin

DSM = Manualul de Diagnostic si Clasificare Statistica a Tulburarilor Mintale
ES = eroarea standard

ESM = eroarea standard medie

FI-AAS = spectrometrie de absorbtie atomica cu flacara

FIP = fipronil

GABA = acid amino-butiric

GF-AAS = spectrometrie de absorbtie atomica cu cuptor de grafit
MeHg = clorura de metil-mercur

PIR = piriproxifen

ROS = specii reactive de oxigen

T° = temperatura

TSA = tulburare de spectru autist

WT = wild type / de tip sélbatic

CUVINTE CHEIE
Tulburare de spectru autist, peste zebra, sociabilitate, pesticide, vitamine
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INTRODUCERE

in prezent, tulburarea de spectru autist sau mai simplu spus autismul se afla in prim-planul multor
specialisti, cercetatori si in cel al oamenilor care au in familie un membru diagnosticat cu aceasta afectiune.
Identificat, in principal, pe baza criteriilor comportamentale, autismul a evoluat Th mai multe etape de-a
lungul celor aproape 80 de ani de cidnd Leo Kanner si Hans Asperger il introduseserd ca simptom al

tulburarilor de natura sociala la copii (Kanner, 1943; Rimland, 1964; Evans, 2013).

Pe langa repetitivitatea unor obiceiuri sau comportamente si retragerea in sine descoperite de catre
Leo Kanner si Leon Eisenberg, Michael Rutter adduga la acestea si dereglarile de limbaj. Cativa ani mai
tarziu, Lorna Wing si Judith Gould introduceau notiunea de ,,Spectru autist” ce facea referire la mai multe
afectiuni unite sub acelasi nume datoritd deficientelor de limbaj, de dezvoltare a imaginatiei si a celor din

domeniul social.

Sindromul Asperger, tulburarea pervaziva nespecifica de dezvoltare, autismul sau sindromul Kanner,
sindromul Rett si tulburarea dezintegrativa infantild au fost grupate sub umbrela tulburarilor de spectru autist.
Acestea s-au pastrat astfel pana in 2013 cand au fost reunite sub forma unei singure afectiuni: tulburare de
spectru autist. Caracterizatd prin trei niveluri de severitate, identificarea acestora se realizeazd prin
intermediul criteriilor din Manualul de Diagnostic si Clasificare Statistica a Tulburarilor Mintale — DSM-V
aparut in 2013 (APA, 2013).

Cauza aparitiei autismului inca nu este clard. Dereglarile semnificative care s-au observat la nivelul
creierului conduc la aparitia unor perturbari in domeniul social, afectiv, comportamental si cognitiv. Studiile
realizate Tn cadrul familiilor indica deficiente sociale, deficiente in domeniul comunicarii si comportament

specific in rdndul rudelor de gradul | (Liu si Takumi, 2014; Cop et al., 2015).

Neavand cunostinte suficiente incit sa se poata identifica cu precizie si sa se poatd elabora strategii
adecvate de tratament, cercetdtorii si medicii au apelat la utilizarea unor mijloace de analiza a tulburarii prin
utilizarea modelelor animale. In ultimul deceniu, in literatura de specialitate au aparut o multitudine de studii
care intrebuintau organisme drept model folosite, cu precadere, in descoperirea dar si Tn prevenirea ori chiar

tratarea unor afectiuni specifice (Tierney, 2011; Dai et al., 2014; Shams et al., 2018).

Multe intrebari 1si cauta raspunsul in dezvoltarea modelelor animale. ,,De ce sunt folosite anumite
organisme 1n testele experimentale?; Prin ce metode poate fi indusd afectiunea respectiva?; Pot organismele
sa dobdndeascd aceleasi caracteristici ca cele prezente la om?”. Organismele model sunt utilizate n
cercetare din citeva motive lesne de inteles. Aprofundarea cunostintelor intr-o anumita ramurd, analizarea
diferitelor afectiuni, dezvoltarea unor tratamente Tn urma testarii lor de catre organismul respectiv dar si
pentru a imbunatati calitatea mediului Inconjurator si implicit a vietii. Astfel c&, cercetatorii au reusit sa puna

bazele unor modele animale excelente folosind, in majoritatea cazurilor, rozatoare (soareci/sobolani).

in ideea ca un organism si poata fi utilizat ca model animal se urmareste atingerea a trei cerinte
importante precum: existenta unui grad ridicat de similaritate a cauzelor de aparitie a afectiunii avute In
studiu, manifestarea similaritatii si in ceea ce priveste simptomatologia afectiunii respective si, de asemenea,

medicamentatia existentd pentru tratarea acelei afectiuni Si poatd oferi statutul de individ sanatos
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organismului Tn urma tratamentului aferent (Held, 1983; Davidson, Lindsey si Davis, 1987). Cu toate ca,
rozatoarele sunt cele mai cunoscute in domeniul cercetarii medicale si nu numai, in ultima perioada, oamenii
de stiintd au adus in lumina reflectoarelor un alt organism care prezinta mai multe plusuri fatd de rozatoare.

Acest organism nu este altul decét pestele zebra.

Danio rerio dupd denumirea latineasca sau, mai simplu, pestele zebra face parte din marea familie a
pestilor exotici. Acesta este folosit ca model animal datoritd unor avantaje care il propulseaza mai sus de
rozatoare in topul preferintelor cercetatorilor. Dimensiunile reduse ale corpului, costul scazut de intretinere si
de achizitie, existenta unui ciclu reproductiv scurt, embrionii transparenti, manipularea genetica usoara si
gama variatd de comportamente sunt numai 0 parte dintre cele mai deosebite de care dispune. Avantajul
suprem pe care il detine ii asigura locul central in lumea stiintei si anume: omologia genomului sau cu cel

uman intr-o proportie de aproximativ 70%.

In cadrul acestei teze de doctorat se vor prezenta mai multe rezultate obtinute ca urmare a dezvoltarii
unui posibil model animal valid pentru tulburarea de spectru autist utilizand ca organism model, pestele
zebra. Identificarea unor potentiali agenti inductori, validarea acestora in inducerea unor caracteristici
similare tulburarii la pestele zebra, cat si a unor interventii terapeutice in ameliorarea lor vor fi descrise n

continuare.

CAPITOLUL 1 - TULBURAREA DE SPECTRU AUTIST TN CONTEXTUL
ACTUAL

Inca de la descoperirea sa, tulburarea de spectru autist (TSA) a intrigat si continu sa mentina aceasta
stare printre oameni datoritd multivalentei pe care o posedd. Initial, termenul de ,,autism” a fost folosit de
catre Eugene Bleuler in 1911 pentru caracterizarea tulburdrilor mintale ale unor indivizi care, potrivit
rapoartelor sale incepusera sa piarda contactul cu lumea exterioara si sa petreaca mai mult timp in propria lor
lume (Evans, 2013). Psihiatrul elvetian a folosit acest termen pentru a defini dementa dar si pentru
diagnosticarea schizofreniei dar, in niciun caz, nu era adecvat pentru autism, considerat la acea vreme doar

un simptom si nu o afectiune propriu-zisa.

Pana la inceputul secolului al XIX-lea, rata de incidenta a TSA era destul scazuta, existdnd cateva
cazuri izolate. In 1966, Lotter realiza un sondaj statistic ajungand la concluzia ca 4 din 10000 de oameni erau
diagnosticati cu aceastd tulburare pentru ca pana in 1988 numarul sd creasca considerabil: 1 din 1000 de
oameni (Singhania, 2005). La nivel global este estimat cd 1 din 588 de copii este diagnosticat cu TSA potrivit

studiului lui Onaolapo (Onaolapo si Onaolapo 2017).

Cu toate cd este de cele mai multe ori descris ca fiind determinat genetic existd dovezi care sustin ca
este mai mult decét atat. Identificarea unui numar mare de gene si a unor factori de mediu, a caror
interactiune prezintd o susceptibilitate ridicatd in declansarea autismului a condus la oferirea caracterului

multifactorial.

Desi multd vreme manifestarile TSA nu au fost grupate sub denumirea unei singure afectiuni,

reperele in diagnosticarea autismului s-au tot schimbat de-a lungul anilor, in sensul cd, daca la inceput
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autismul era vazut ca un debut in schizofrenia infantild, in prezent, autismul este o afectiune clar definita.
Astfel, potrivit celei mai recente versiuni a Manualului de Diagnostic si Clasificare Statistica a Tulburarilor
Mintale (DSM-V) identificarea TSA se realizeaza dupd prezenta anumitor criterii, iar severitatea TSA este
catalogatd in functie de trei niveluri de severitate (APA, 2013). Astfel, conform DSM-V in momentul

evaludrii, specialistii au In vedere urmatoarele criterii de diagnostic:

A. Deficite persistente Tn comunicarea si interactiunea sociald ce se intilnesc in cadrul mai multor contexte,
manifestate in urmatoarele arii in momentul evaluarii sau de-a lungul timpului (exemplele de mai jos sunt

ilustrative si nu atotcuprinzatoare):

1.  Deficite in reciprocitatea social — emotionald — care variaza de la o initiere anormald a interactiunii
sociale si imposibilitatea de a sustine o conversatie, la o capacitate de impartasire redusa a intereselor,

emotiilor sau afectiunii, la incapacitatea de a initia sau de a raspunde la interactiunile sociale.

2. Deficite ale comportamentelor in comunicarea nonverbald folosite in cadrul interactiunilor sociale:
variazd de la comunicarea verbald si nonverbald foarte slab integrate, la anormalitéti ale contactului
vizual si limbajul corpului sau deficite in intelegerea si utilizarea gesturilor, la lipsa totala a expresiilor

faciale si a comunicarii nonverbale.

3. Deficite in dezvoltarea, mentinerea si intelegerea relatiilor - care variaza, de exemplu, de la dificultati
in a ajusta comportamentele pentru a fi potrivite in diverse contexte sociale, la dificultati de a se
implica n jocuri imaginative sau de a-si face prieteni, la lipsa interesului vizavi de persoanele de

aceeasi varsta.

B. Comportamente, interese sau activitati restrictive cu modele repetitive, manifestate in cel putin doud din
urmdtoarele arii in momentul evaluarii sau de-a lungul timpului (exemplele de mai jos sunt ilustrative si nu

atotcuprinzatoare):

1. Miscari motorii, folosirea de obiecte sau limbaj stereotip sau repetitiv (de exemplu: stereotipii motorii

simple, aliniatul jucariilor sau aruncatul obiectelor, ecolalia, utilizarea frazelor idiosincratice).

2. Insistenta ca lucrurile sa se intdmple in acelasi fel, o aderare inflexibila la rutine sau modele ritualizate
pentru comportamente verbale sau nonverbal (de exemplu reactii extreme la schimbari mici, dificultati
in situatiile de tranzitie, modele rigide de gandire, formule de salut, nevoia de a urma aceeasi ruta sau de

a manca acelasi lucru in fiecare zi).

3. Interese restrictive, fixiste de intensitate si concentrare anormale (de exemplu atasament puternic sau

preocupare fatd de un obiect neobisnuit, interese inalt restrictive si manifestate cu perseverenta).

4. Hiper sau hipo-reactivitate la stimuli senzoriali sau interes neobisnuit pentru caracteristicile senzoriale
ale mediului (de exemplu aparent indiferenti la durere sau temperatura, reactii nepotrivite la anumite
sunete, texturi, mirositul sau atingerea in mod excesiv a obiectelor, fascinatiec pentru lumini si

miscare).
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C. Simptomele trebuie sa fie prezente in perioada de dezvoltare timpurie (dar este posibil sa nu fie
identificate in mod potrivit decat atunci cand cererile sociale depasesc capacitatile limitate ale individului,

sau pot fi mascate de strategii invatate de-a lungul vietii).

D. Simptomele cauzeaza dificultiti semnificative din punct de vedere clinic in aria sociald, ocupationald sau

alte arii importante functionarii firesti a individului.

intarziere globald in dezvoltare. Intirzierea mintald si tulburarea de spectru autist apar in mod frecvent
impreund, pentru a pune un diagnostic comorbid al tulburdrii de spectru autistsi intirzierii mintale,

comunicarea sociald ar trebui sa fie sub ceea ce se asteaptd de la un nivel general de dezvoltare (APA,2013).

CAPITOLUL 2 - PESTELE ZEBRA — MODEL ANIMAL

Pestele zebra a fost mentionat pentru prima data in 1822 de catre fizicianul scotian Francis Hamilton,
care 1l identificase Tn apele raului Kosi din Bengal, o regiune a Indiei Britanice, astizi facand parte din
Bangladesh (Arunachalam et al., 2013).

Conform literaturii din prezent, pestele zebra (Danio rerio) se incadreaza taxonomic in genul Danio
al familiei Cyprinidae. Genul Danio insumeaza aproximativ 44 de specii (Fang, 2003). Numele Danio i se
datoreaza habitatului sdu natural, printre culturile inundate de orez, fiind tradus din bengaleza ca ,,al

campului de orez” (Spence et al., 2007).

Pestele zebra a devenit o alternativa viabila in cadrul studiilor ce vizeaza aprofundarea toxicitatii
unor substante chimice, in special, a efectelor asupra sistemului nervos. In cadrul cercetarii de fatd, pestele
zebra a fost folosit ca model animal indus adica modelul a fost dezvoltat si adaptat prin intermediul unor
substante chimice administrate fie in stadiul embrionar, fie in cel de juvenil ori adulti in scopul inducerii unor
simptome similare TSA observate la om sau a unor comorbitati asociate (agresivitate, anxietate, dereglari ale

somnului).

CAPITOLUL 3 - IPOTEZA DE CERCETARE SI OBIECTIVELE LUCRARII

in ultimul perioada s-a inregistrat o crestere exponentiali a studiilor ce au corelat declansarea
autismului cu o serie de factori de mediu. Desi, principala cauza a numeroaselor cazuri de TSA este de natura
geneticd, incidenta ridicatd printre copii a atras atentia si asupra factorilor de mediu cu care femeile
insarcinate vin 1n contact In timpul sarcinii sau dupa nastere. Expunerea la factorii de mediu nocivi pot
deregla dezvoltarea normald a sistemului nervos in oricare dintre stadiile de dezvoltare printr-o gama variata

de efecte.

Obiective

Scopul acestei lucrari de doctorat a fost de a aduce noi informatii in acest domeniu prin utilizarea
pestelui zebrd ca model animal in studierea TSA. In plus, luand in considerare accentul pus pe factorii de

mediu in determinarea acestei tulburiri, modelarea TSA s-a efectuat prin metode chimice. Pentru atingerea
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scopului mentionat s-au urmarit o serie de obiective principale si secundare de-a lungul cercetérilor

ntreprinse precum:

e  Obiectivul principal 1: Identificarea unor posibili agenti inductori ai simptomelor tipice TSA, in mod

special, a acelora capabili sa perturbe comportamentul social al pestilor zebra.

»

»

»

»

»

»

Obiectiv secundar 1: Testarea efectului clorurii de metil-mercur asupra activitatii locomotorii,
memoriei si stresului oxidativ la pestele zebra;

Obiectiv secundar 2: Determinarea efectului aurului asupra comportamentului social si stresului
oxidativ in urma unui tratament acut la pestele zebra;,

Obiectiv secundar 3: Testarea impactului cronic asupra comportamentului agresiv si asupra
creierului a administrarii de deltametrin pestelui zebra;

Obiectiv secundar 4: Evaluarea impactului acidului valproic asupra somnului si a sociabilitatii
pestelui zebra;

Obiectiv secundar 5: Testarea efectului fipronilului asupra activitatii locomotorii si asupra
comportamentului social;

Obiectiv secundar 6: Testarea efectului unei mixturi de insecticide (fipronil si piriproxifen)

asupra pestelui zebra.

e Obiectivul principal 2: Evaluarea efectului pozitiv al suplimentarii dietei cu vitamine prin ameliorarea

simptomelor induse.

»

»

»

»

Obiectiv secundar 1: Analizarea efectului vitaminei By asupra pestelui zebra dupa administrarea
concomitenta de fipronil in stadiu embrionar;

zebra dupa administrarea cronicd de fipronil si piriproxifen;

Obiectiv secundar 3: Analizarea efectului vitaminei B1, asupra juvenililor de peste zebra dupa
administrarea cronica a insecticidelor fipronil si piriproxifen;

Obiectiv secundar 4: Analizarea efectului antioxidant al vitaminei C asupra pestelui zebra dupa

administrarea mixturii compuse din fipronil si piriproxifen.

CAPITOLUL 4 - METODOLOGIA CERCETARII

Scopul studiilor

Cauzele declansarii autismului inca nu sunt complet descoperite. Impactul factorilor de mediu au

fost adesea mentionati pe langa factorii genetici (Karimi et al., 2017; Modabbernia, Velthorst si Reichenberg,

2017). In prezent, omul este expus la mii de compusi chimici in forma purd sau combinati a ciror consecinte

nu sunt studiate indeajuns. Medicamentele, produsele cosmetice, produsele de curdtenie, noxele din mediul

inconjurator si alte tipuri de astfel de surse vin in contact cu omul aproape zilnic.
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Organismul model: pestele zebra

Organismul model folosit in cadrul acestor studii a fost pestele zebra, fie in stadiu embrionar, larvar,

juvenil sau Tn cel de adult.

Substantele chimice luate in studiu

Clorura de metil-mercur (I, CHsHgCl), solutia cu aur, deltametrinul, acidul valproic, fipronilul,

piriproxifenul si o serie de vitamine (B1, Bg, B12, C) au fost testate Tn cadrul studiilor experimentale.
Testele comportamentale

Testul performantei de inot

Testul performantei de inot a fost efectuat in cadrul labirintului in forma de T care este adaptat de
fiecare datd protocolului de lucru. Acesta este este construit din plexiglas transparent si compus din 3 brate:
un brat central, un brat drept si un brat sting. Deasupra labirintului este plasatd o camerd cu infrarosu care
preia datele fiecarui individ testat si care este conectata la un calculator. Apoi, fiecare sesiune este analizaa
prin intermediul software-ului EthoVision XT 11.5, calibrat anterior pentru testele necesare. Sistemul de

masurare a comportamentului este un produs al companiei NOLDUS din Olanda (Fig. 4. 2.).

Fig. 4. 2. Sistemul de méasurare a comportamentului

[ bragstang | | [ bragarepe | compus din labirintul T cu cele trei brate si

calculatorul cu software-ul EthoVision XT

(imagine originala)

brat central
punct de start

Prin acest test se urméreste observarea fiecdrui individ din grup si retinerea unor date in ceea ce
priveste activitatea locomotorie precum: distanta totald parcursa, viteza de inot, acceleratia, traiectoria si
timpul petrecut in activitate si repaus. Parametrii preluati revin unui total de 4 minute per sesiune, iar indinte
de Inceperea fiecarei sesiuni au fost oferite cate 30 de secunde fiecarui peste pentru a se acomoda temporar in

noul spatiu si de a se linisti datorita transferului din acvariul experimental in labirintul T.

Testul oglindei

Prin acest test se urmareste cuantificarea nivelului de agresivitate pe care il detine un individ. De
cele mai multe ori, pentru testarea pestilor s-a folosit ca mijloc ajutitor oglinda, astfel incat, comportamentul
pestilor sa poaté fi analizat si, mai ales, felul in care indivizii se raporteaza la imaginea lor manifestand un

raspuns social, pradatorism sau agresivitate (Kalueff and Stewart, 2012; Way et al., 2015).
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Astfel, la nivelul unuia dintre bratele labirintului se ataseaza o oglinda (pentru acest test oglinda a
fost pozitionatd in bratul sting) (Fig. 4. 3.). Activitatea fiecarui individ este monitorizata prin intermediul
programului EthoVision XT 11.5 timp de 4 minute, dupa trecerea celor 30 de secunde de acomodare in
punctul de start. Intensitatea agresivitatii a fost masurata prin timpul petrecut in apropierea sau langa oglinda;
respectiv cu cat timpul petrecut in bratul sting a fost mai mare, cu atit nivelul de agresivitate a fost mai

semnificativ.

oglinda

Fig. 4. 3. Adaptarea labirintului T pentru testul oglindei
prin atagarea stimulului (oglindei) in bratul sting (imagine

originala)

Testul memoriei

Testul memoriei a cuantificat capacitatea unui individ de a Invéta si de a face asocierea unui stimul
negativ sau pozitiv cu o anumita culoare. Culorile alese au fost rosu si verde. La inceput s-a analizat existenta
vreunui impact a culorii asupra comportamentul pestilor. Suporturile colorate au fost atasate celor doua brate
(Fig. 4. 4.). Dupa patru teste repetate prin schimbarea culorilor intre brate s-a ajuns la concluzia ca in aceasta

etapa nu a existat nicio influenta.

Fig. 4. 4. Labirintul T adaptat pentru testul memoriei prin
atasarea celor doud suporturi colorate la nivelul bratelor stang si

drept (imagine originald)

Pentru a putea observa abilitatea de memorare a pestilor, acestia au fost, mai ntdi, conditionati.
Procesul a constat in plasarea fiecarui peste in doud acvarii diferite: unul ce avea peretii de culoare rosie
reprezentand stimulul negativ, iar celilalt prezenta peretii verzi in vederea asocierii stimulului pozitiv. in
momentul in care individul ajungea in acvariul rosu apa incepea sa fie agitatd. Dupd 2 minute, pestele era
transferat in acvariul verde, acolo unde era l3sat sa se linisteascd. Dupa alte 2 minute, pestele era mutat inapoi

in acvariul rosu. Acest proces a fost repetat de cinci ori inainte ca pestii sa fie analizati in labirintul T.

Testul de interactiune socialda

Referitor la testul ce masoara gradul de sociabilitatea, acesta s-a realizat tot cu ajutorul labirintului
T care a fost pentru efectuarea acestui test si anume: la nivelul bratului stang a fost plasat stimulul adica un
peste din grupul de apartenentd al individului analizat (Fig. 4. 8.). Acesta a fost despartit printr-un perete

transparent de restul zonelor, astfel incat, individul studiat sd se poata apropia. Timpul petrecut in bratul
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stang si in apropierea celuilalt individ a fost interpretat ca comportament social. Fiecare sesiune a fost

inregistrata si a avut o duratd de 4 minute.

Fig. 4. 8. Labirintul T adaptat pentru testul de interactiune sociala

(imagine originala)

Analiza elementelor chimice

Cate cinci indivizi din fiecare grup experimental au fost separati pentru analiza elementelor chimice
dupa ce au fost stocati, In prealabil, in congelator la o temperaturda de - 25° C. Pentru aceastd analiza s-au
folosit metode diferite si anume: metoda FI-AAS aer-acetilend (spectrometrie de absorbtie atomica cu

flacara) si metoda GF-AAS (spectrometrie de absorbtie atomica cu cuptor de grafit).

Examenul histopatologic si testul de imunocitochimie
Pentru analizele histologice, pestii au fost fixati timp de o ora intr-o solutie de 10% formol si alte 48
de ore in solutie Bouin (acid picric, acid acetic si formol). in continuare, tesuturile au fost deshidratate in
diferite solutii de etanol, apoi Incorporate in parafind si tdiate la o grosime de 5 pum. Dupa acest pas,
sectiunile au fost transferate colorarii imunohistochimice clasice cu hematoxilina si eozind. Ultima etapa a

obtinerii sectiunilor a fost deparafinarea lor in xilen (dimetilbenzen) si rehidratare cu etanol.

Pentru pregitirea incubdrii sectiunilor cu anticorp anti-p53, anti-PCNA si cu kitul de testare a
fragmentérii ADN-ului proTUNEL-IHC, acestea au fost imersate in apd oxigenatd si apoi 15 minute in
solutie tampon pentru evitarea actiunii peroxidazei. Anticorpii anti-p53 sunt un produs al firmei Abcam
(ab77813, Regatul Unit al Marii Britanii), iar anticorpii anti-PCNA si kitul de testare proTUNEL-IHC a celor
de la Gene Tex (Statele Unite ale Americii).

Complexele antigen-anticorp au fost vizualizate sub forma culorii maro folosind o solutie formata
din avidind si biotind din kitul Vectastain ABC, Vector. Sectiunile au fost examinate cu ajutorul
microscopului cu lumina Olympus CX4. Imaginile au fost surprinse prin intermediul camerei Olympus SP-
350 si analizate cu software-ul LAS v 4.9. Intensitatea culorii maro a dovedit prezenta marcatorilor enumerati
mai sus. Sectiunile au fost realizate la nivelul creierului si s-au urmarit, in mod special, trei zone relevante
pentru reglarea comportamentului ca: telencefalul, cerebelul si tectum optic (mezencefal). Din sectiunile
pregatite pentru imunocitochimie s-au numarat si celulele afectate pe baza activitatii markerilor cu software-

ul TIFFalyzer.
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Evaluarea stresului oxidativ

Stresul oxidativ a fost masurat din intregul corp al pestilor. Dupa fiecare experiment pestii au fost
pastrati in congelator, astfel incat, s se poatd analiza activitatea enzimaticd. Pentru observarea prezentei
stresului oxidativ a fost cuantificatd activitatea enzimelor specifice si anume: cea a superoxid dismutasei
(SOD) si a malondialdehidei (MDA). Probele au fost obtinute prin mojararea fiecarui peste si centrifugate.
Din supernatant s-a preluat o anumita cantitate (in functie de indicatiile kitului) care a fost transferata mai
departe n alt recipient peste care s-au adaugat si celelalte componente din kiturile de testare ale SOD si
MDA de la Merck (Darmstadt, Germania). Activitatea enzimelor a fost cuantificatd prin intermediul

spectrofotometrului Specord 210 Plus de la Analytik Jena, Germania.

Analiza statistica a datelor

Prima etapa Tn analiza datelor a fost aplicarea testului Shapiro-Wilk prin care s-a verificat distributia
datelor obtinute. Rezultatele acestuia au dovedit ca toate seturile de date au fost distribuite in mod uniform
pentru toate grupurile experimentale. Testul unidirectional ANOVA urmat de testul Tukey HSD a fost
efectuat pentru a demonstra diferentele semnificative ale variantei comportamentului investigat comparat cu
datele din pretratament. in cazul metalelor si a stresului oxidativ a fost calculati varianta dintre grupul
control si grupurile experimentale. Analizele statistice au fost efectuate folosind software-ul OriginPro v.9.3

(2016) proiectat si creat de OriginLab Corporation, SUA.

CAPITOLUL 5-REZULTATE SI DISCUTII

5. 1. STUDIUL EXPERIMENTAL 1: Efectul administrarii clorurii de metil-mercur asupra

stresului oxidativ si a comportamentului pestelui zebrd

Tn cadrul acestui studiu s-a analizat efectul clorurii de MeHg asupra comportamentului pestilor zebra
dupa trecerea a 32 de ore de la administrarea compusului. Dat fiind faptul ca pestii au reactionat diferit in
etapa pretratamentului, compararea rezultatelor nu s-a facut cu cele obtinute de grupul control, ci cu cele

specifice fiecarui grup. Comportamentul normal a fost considerat cel prezentat in etapa initiala.

Cele mai multe perturbari au fost prezente in cadrul grupului 3. Parametrii specifici activitatii
locomotorii au Inregistrat valori scazute fatd de cele din etapa pretratamentului; semn clar cd concentratia de
15 ng/L MeHg a fost destul de puternica pentru a produce dezechilibre in metabolismul pestilor. Astfel de
rezultate s-au obtinut si pentru alte specii de pesti; de exemplu, activitatea locomotorie a bibanului galben
(Perca flavescens) a fost afectatd dupa ce pestii au fost expusi in prealabil la doze de pana la 1000 nM metil-
mercur Tn stadiu embrionar (Mora-Zamorano et al., 2017). Efecte similare s-au obtinut si in cazul
rozatoarelor cand coordonarea motorie si intreagul proces de locomotie a fost dereglat de prezenta MeHg in
organismul lor (Sakamoto et al., 2002; Weiss et al., 2005; Paletz, Craig-Schmidt si Newland, 2006;
Christinal si Sumathi, 2013).

De asemenea, raspunsurile oferite de reprezentantii grupului 3 la procesul de conditionare ce viza

testarea memoriei s-a remarcat imposibilitatea acestora de a diferentia cei doi stimuli. Mai mult, in studii ce
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au folosit ca model animal rozatoarele s-au obtinut date semnificative in ceea ce priveste efectul MeHg

asupra procesului de memorare si de invatare (Carratu et al., 2006; Albores-Garcia et al., 2016).

Dupa cum s-a prezentat si mai sus, stresul oxidativ are o influentd puternica asupra functionarii
metabolismului in parametri normali. Prezenta MeHg in organismul pestilor zebra componenti ai grupului 3 a
condus la observarea unor modificari in cazul enzimei SOD, al carei nivel a fost semnificativ mai ridicat
datoritd actiunii antioxidante pe care o poseda. In plus, markerul peroxidarii lipidice, MDA, a prezentat valori
ridicate. Stresul oxidativ este asociat cu inducerea neurotoxicitatii, iar MeHg nu a facut decat sa favorizeze
prezenta sa (Yee si Choi, 1996; Reardon si Bhat, 2007; Santos et al., 2013). Suplimentarea hranei cu MeHg a
somonului de Atlantic (Salmon salar L.) timp de patru luni a rezultat in cresterea nivelului de SOD pentru cei
carora li s-a dat 5 mg/Kg si o scadere a acesteia cand doza a fost dublata (Berntssen, Aatland si Handy,
2003).

5. 2. STUDIUL EXPERIMENTAL 2: Influenta aurului asupra comportamentului pestelui zebra

Administrarea aurului pentru 30 de ore a condus la perturbarea comportamentului pestilor zebra, insa
efectul a fost temporar. Acelasi rezultat a fost remarcat si in urma testului de interactiune sociald ce a urmarit
impactul aurului asupra comportamentului social al pestilor zebra. Aurul a putut fi absorbit cu usurinta de
catre pestii zebra tinand cont de cresterea nivelului de aur din organism concomitent cu cresterea

concentratiel.

Prezenta aurului in organismul pestilor a indus aparitia stresului oxidativ. Acesta a fost mentionat si
n cazul midiei (Mytilus edulis) careia i s-au administrat nanoparticule de aur de o concentratie de 0,75 mg/L
timp de 24 de ore. Rezultatele lor au confirmat existenta peroxidarii lipidice prin nivelul crescut de MDA din
glandele sistemului digestiv (Tedesco et al., 2010). Cativa ani mai tarziu, studiul a fost reficut urméand
acelasi protocol si organism schimbandu-se doar invelisul nanoparticulelor de aur cu o solutie de citrat. De

aceasta data, doar activitatea CAT din glandele digestive a fost semnificativa (Tedesco et al., 2008).

Enzimele studiate (SOD, CAT si GPx) care au fost implicate in lupta contra ROS au prezentat valori
ridicate, iar cand activitatea uneia dintre enzime a scazut, aceasta a fost imediat inlocuitd de o alta; de
exemplu, atunci cand activitatea SOD a scazut considerabil nivelul de CAT si GPx au crescut dupa cum s-a
observat in cazul ultimului grup. Actiunea enzimelor poate fi dereglatd de prezenta aurului in stadiul
embrionar prin afectarea genelor responsabile de acestea conform unui studiu recent efectuat prin intermediul
embrionilor de peste zebra (Patibandla et al., 2018). Mai mult, se pare ca toxicitatea acestor particule poate
influenta gravitatea efectelor de la dezvoltarea defectuoasd pana la moarte in cazul pestilor zebra. Rezultatele
studiului prezent indica o crestere progresiva a activitatii MDA pe masura ce concentratia metalului a crescut

nregistrand valori semnificative (*p< 0,05, ANOVA).

5. 3. STUDIUL EXPERIMENTAL 3: Impactul deltametrinului asupra pestelui zebrd

In ceea ce priveste activitatea locomotorie nu s-au observat modificiri semnificative pentru nici unul
dintre grupurile experimentale pentru toatd perioada de testare. Agresivitatea grupul 2 care a primit cea mai
mica dozd (0,25 pg/L DTM) a Inceput sd se evidentieze dupad 6 zile de la ingerarea DTM-ului si nu s-a
mentinut constantd pana la finalul experimentului. Nu acelasi lucru este valabil si pentru celelalte 3 grupuri

experimentale. Cand doza de sus a fost dublatd (0,50 pg/L DTM), comportamentul de tip agresiv a fost
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declansat mult mai repede, incd din ziua 2. Referitor la celelalte doua grupuri (1 si 2 pg/LL DTM), intervalele
de agresivitate si non-agresivitate au fluctuat cu predominarea celei dintai. Acest fapt nu poate fi decat un

semn al deteriorarii domeniul cognitiv, iar analizele histologice au intarit aceasta afirmatie.

In urma analizelor histologice si a celor de imunocitochimie la nivelul cerebelului, tectumului optic
si a telencefalului s-au identificat modificari semnificative ale tesuturilor din zonele respective pentru
grupurile experimentale In comparatie cu cele ale grupului control. Dupa cum se poate observa si in Fig. 5.
21., intensitatea culorii releva fragmentarea ADN-ului nuclear. Tn cele trei zone studiate se poate remarca
variatia densitdtii celulare ce difera in functie de concentratia compusului. Culoarea datoritd prezentei
markerului (p53 sau TUNEL) a fost mai puternica spre deosebire de cea a PCNA care s-a diminuat pe masura
ce concentratia DTM-ului a crescut. Calcularea indexului apoptotic a ardtat un numar semnificativ mai mare
a celulelor apoptotice in toate cele trei zone analizate. Dintre toate elementele chimice analizate, seleniul a
prezentat activitatea cea mai semnificativa; activitate ce a scazut proportional cu cresterea concentratiei de

DTM.
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Fig. 5. 21. Examenul histopatologic si coloratiile specifice markerilor (p53, PCNA si TUNEL) de la nivelul
telencefalului (A), tectumului optic (B) si al cerebelului (C) pestilor zebra (sédgetile rosii indica activitatea

pozitiva a markerilor asupra celulelor; scala 20 um

5. 4. STUDIUL EXPERIMENTAL 4: Influenta acidului valproic asupra larvelor si a juvenililor
de peste zebrd

In cazul experimentului de fatd, AVP a indus o scidere a somnului si hiperactivitate la indivizii cu
perioada cea mai lungd de administrare. Rezultatul acesta este validat de cel obtinut de Baronio si echipa lui
dupa un tratament de 5 zile cu 25 uM atunci cand au constatat ca nivelul histaminei si numarul de neuroni

histaminergici au scazut semnificativ in rAndul larvelor de pesti zebra tratate cu AVP (Baronio et al., 2018).
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Cresterea perioadei de veghe, a distantei si a vitezei de deplasare pe timpul noptii a grupului 4 in
comparatie cu cea a grupului 1 poate fi o consecintd a AVP-ului asupra neuronilor histaminergici care nu au
mai putut elibera o cantitate mai mare de GABA. O insuficientd cantitate de GABA a fost asociatd cu
hiperactivitate si alterare a calitdtii somnului la soareci (Yu et al., 2015). Durata de expunere la AVP a
influentat rezultatele obtindndu-se efecte contrare; grupul cu cea mai mare durata (72 ore) a inregistrat valori
ridicate in cazul distantei parcurse, a vitezei de inot si a timpului petrecut in miscare, in timp ce, grupul 3 (48
de ore) a prezentat cele mai mici valori In comparatie cu grupul control. Hiperactivitatea a fost des raportata
in cadrul studiilor in care s-a utilizat AVP-ul ca substantd chimica de studiu ceea ce este in acord si cu
rezultatele de fatd. Administrarea a 3 mM, 50 sau 500 uM AVP in primele ore de dupa fertilizare a expus
cresterea deosebitd a distantei dar si a vitezei larvelor de pesti zebra (Ellis si Soanes, 2012; Bailey et al.,

2016; Li et al., 2018).

Astfel, in urma analizarii datelor s-a distins faptul cad sociabilitatea grupurilor experimentale este
influentata de durata expunerii embrionare; timpul petrecut langd stimului social scdzand pe masurd ce

perioada respectiva s-a extins (Fig. 5. 26.).
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Fig. 5. 26. Timpul petrecut de catre grupurile experimentale in timpul testului de interactiune sociala.
Grupul 1: control (n = 30), grupul 2: 24 h (n = 24), grupul 3: 48 h (n = 24) si grupul 4: 72 h (n = 22). Datele
sunt reprezentate ca medie £ ESM; unde *p< 0,05; **p< 0,01 si ****p< 0,0001 Tukey comparat cu grupul

control

5. 5. STUDIUL EXPERIMENTAL 54: Impactul fipronilului asupra activitatii locomotorii si a
stresului oxidativ

Administrarea timpurie a FIP embrionilor de peste zebra a relevat influenta nefastd pe care acesta 1l
are asupra activitatii locomotorii si a dezvoltarii pestilor. Rezultatele studiului au demonstrat existenta unui
efect dependent de doza ingerata, astfel ultimul grup (3 mg/L FIP) a fost cel mai afectat (p< 0,05, Tukey).
Totodata, cresterea concentratiei a determinat inhibarea locomotiei, pestii fiind mai putini activi. Viteza de
inot a suferit modificari direct proportionale cu cresterea concentratiei de FIP din mediu, astfel incat, distanta

a scazut semnificativ pentru ultimele trei grupuri experimentale. Schimbarea frecventa a directiei si miscarile
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sacadate au fost identificate in urma observarii unei curbe ascendente pentru clasele 1 si 8 si descendente

pentru clasele 4 si 5 (p< 0,05, Tukey).

Evaluarea AChE a larvelor a indicat o scaderea a nivelului activitatii sale dependenta de concentratia
de FIP; cu alte cuvinte relatia dintre cele doua fiind invers proportionald (Fig. 5. 34.) (*p< 0,05, ANOVA).
Acesta poate fi o consecintd a cresterii nivelului stresului oxidativ ceea ce este Th acord cu studiul lui Gao et
al. care descria reducerea activitatii receptorului nicotinic al ACh (Gao, Liu si Guan, 2008). Alte cateva studii
sustin inhibarea ACh de catre ROS in diferite tesuturi (Tsakiris et al., 2000; Schallreuter et al., 2004;
Danylovych, 2009; Liu et al., 2017).
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Fig. 5. 34. Activitatea AChE finregistrata in cadrul grupurilor experimentale. Datele sunt prezentate sub
forma mediei £ ESM; *p<0,05 si *** p<0,001 Tukey

5. 6. STUDIUL EXPERIMENTAL 5B: Impactul fipronilului asupra pestelui zebrd

Impactul FIP s-a putut observa in cazul tuturor parametrilor analizati, cu efecte semnificative asupra
grupurilor 4, 5 si 6 (p< 0,05, Tukey). In general, efectul compusului a fost invers proportional cu concentratia
sa. Parametrul ce a urmadrit distanta totala parcursa de catre larve in perioada de intuneric a scazut pe masura
ce concentratia de FIP din mediu a crescut . in urma administrarii timpurii a FIP-ului, toxicitatea acestuia a
putut fi observata si in dezvoltarea embrionilor de peste zebra. Modificarile de la nivelul corpului au fost
dependente de concentratia insecticidului din mediu accentudndu-se pe masura cresterii acesteia. Astfel,
deformari ale coloanei vertebrale si ale cozii au fost identificate la majoritatea grupurilor experimentale in

comparatie cu grupul control (Fig. 5. 39.).
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5. 7. STUDIUL EXPERIMENTAL 6: Impactul asupra comportamentului si a sociabilitatii
pestelui zebra in urma administrdrii unei mixturi de pesticide

Pertubarea activitatii locomotorii a fost prima observatie realizatd dupa analizarea datelor care a
relevat efecte opuse in functie de concentratia oferitd. Dupd 24 de ore de la addugarea mixturii In mediu
distanta parcursa de catre grupurile experimentale a crescut considerabil fatd de cea din etapa initiala. Acest
trend nu s-a mentinut si dupa trecerea a incd 24 de ore pentru grupul 2 si 3, insa ultimul grup a continuat in

panta ascedenta fatd de perioada pretratamentului.

Privind caracterul social, combinatia celor doud insecticide nu a cauzat schimbari semnificative
pentru nici unul dintre grupurile experimentale. Tntr-adevar, timpul petrecut in bratul sting a scazut dupa cele
48 de ore, dar a existat o preferintd pentru bratul central. Durata de expunere si concentratia pot manipula

efectele exercitate asupra sociabilitatii, ceea ce sugereaza studierea acestora pe o perioadd mai extinsa.

5. 8. STUDIUL EXPERIMENTAL 7: Efectul vitaminei By in urma administrarii de fipronil
asupra pestelui zebra

Rezultatele au demonstrat influenta nefavorabila asupra locomotiei raportata la distanta totala si la
timpul petrecut in activitate a grupului 2 in comparatie cu cea a controlului. in schimb, in grupurile care au
primit concentratii diferite de vit. B; efectele constatate au fost contrare; semn ci nu intotdeauna
suplimentarea poate fi avantajoasd. Distanta inotatd a scazut atunci cand embrionilor li s-a dat o doza mai
mica de vit. B1 (0,2 mg/L), insd timpul petrecut in activitate mult mai mare comparativ cu cel al grupului 1
(Fig. 5. 43.). Cand doza s-a dublat, efectul obtinut a fost opus. Mai mult decat atét, viteza a fost semnificativ

mai mare n cazul grupului 4 (0,4 mg/L vit. B1).
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Fig. 5. 43. Distanta parcursa de catre larve Tn timpul perioadei de intuneric. Grupul 1: control, grupul
2: 0,2 mg/L vit. By, grupul 3: 0,4 mg/L vit. By, grupul 4: 0,05 mg/L FIP, grupul 5: 0,2 mg/L vit. B1 + 0,05
mg/L FIP si grupul 6: 0,4 mg/L vit. B; + 0,05 mg/L FIP. Rezultatele sunt prezentate sub forma mediei +
ESM; ****p< 0,0001 Tukey comparat cu grupul control

5. 9. STUDIUL EXPERIMENTAL 8: Efectul vitaminei B¢ in urma administrarii unei mixturi de
pesticide asupra pestelui zebrd

O singurd doza de pesticide a putut perturba sociabilitatea pestilor conducand la scaderea timpului
petrecut langa grup, Insa este un efect pe termen scurt pestii fiind capabili sa se recupereze si sd manifeste un
comportament similar celui de dindintea expunerii (Fig. 5. 52.). Datoritd celor constatate Tn urma
tratamentului cu vit. Bg la pestii zebra, aceasta poate fi consideratd o posibild alternativa terapeutica in TSA
dar detinerea unei bogate surse despre eficienta ei este indiscutabila, mai ales, cd lipsa cunoasterii poate

afecta ritmul de viata si integrarea oamenilor cu aceasta tulburare in societate.

Grupul 4
2254 bratul sting
~——— bratul central
200 —— bratul drept
1751 Fig. 5. 52. Timpul petrecut n cele trei
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. 10. STUDIUL EXPERIMENTAL 9: Efectul vitaminei B1, in urma administrarii unei mixturi
de pesticide asupra pestelui zebra

Péana 1n prezent, nu au fost analizate efectele vit. B12 asupra activitatii locomotorii si nici in ceea ce

priveste domeniul social si nici corelate cu TSA la un model animal. Fiind primul studiu de asa natura,
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rezultatele obtinute releva capacitatea vit. Bio de a coopera cu enzimele sistemului antioxidant si de a
participa la ajustarea unui comportament normal dupa asaltarea pestilor zebrd cu mixtura de pesticide.
Locomotia a fost clar imbunatatitd dupa suplimentarea cu vit. Bip a dietei pestilor zebra dupa cum s-a

prezentat si in subcapitolul de rezultate (Fig. 5. 53.).
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Fig. 5. 53. Distanta totald parcursa de catre juvenilii din grupurile experimentale. Grupul 1: control,
grupul 2: 0,24 pg/L vit. B1z, grupul 3: 600 png/L FIP+ PIR si grupul 4: 0,24 ug/L vit. Bi2 + 600 pg/L FIP+
PIR. Datele sunt exprimate prin media + ESM; *p< 0,05 Tukey comparat cu rezultatul din etapa de

pretratament

Efectul insecticidelor a fost mult mai pronuntat asupra distantei parcurse si a vitezei in grupul 3
determinand aparitia hiperactivitatii fata de cel observat in cadrul celorlalte grupuri experimentale. Miscarea
excesiva este raspunsul la interactiunea pestilor cu cele doua insecticide, a caror prezentd a starnit aparitia
stresului inducdnd cresterea secretiei de cortizol dar si a ROS (Stehr et al., 2006; Wang et al., 2016).
Rezultatele similare grupului control au fost semnalate pentru grupul 4 expus atit la vitamina, cat si la

mixtura de insecticide.

5. 11. STUDIUL EXPERIMENTAL 10: Efectul vitaminei C in urma administrarii de fipronil si
piriproxifen asupra pestelui zebrd

Expunerea timp de 14 zile la mixtura de pesticide a determinat scaderea parametrilor activitatii
locomotorii precum: distanta totald parcursa, viteza de inot si timpul petrecut in activitate. De cealalta parte,
grupul care a primit doar vit. C a prezentat un parcurs mult mai bun chiar si fata de grupul control in ceea ce
priveste locomotia generand un posibil avantaj al prezentei vitaminei In dieta lor zilnica. De altfel, si atunci
cand vitamina a fost administratd concomitent cu mixtura de pesticide a participat la reglarea efectelor

negative induse de prezenta FIP-ului si a PIR-ului (Fig. 5. 60.).
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Fig. 5. 60. Timpul petrecut in bratele labirintului T de cétre grupul experimental 4 (s). Datele sunt

exprimate prin media £ ESM; p> 0,05 ANOVA comparat cu rezultatul din etapa de pretratament

Mixtura de pesticide a putut induce simptome caracteristice TSA prin afectarea, Tn principal, a
comportamentului social. In plus, misiunea vit. C de a asigura protectia celulara contra ROS a fost inci o dati
confimata aducandu-i sustinere in utilizarea sa alaturi de celelalte enzime antioxidante. Desi 1n acest studiu

vit. C nu a neutralizat Tn totalitate efectele mixturii, aceasta a luat parte la procesul de detoxifiere.

CONCLUZII GENERALE

In urma rezultatelor obtinute de-a lungul tuturor studiilor experimentale realizate se pot formula

urmatoarele concluzii:

» Administrarea de clorura de metil-mercur la pestii zebra a condus la dereglarea activitatii
locomotorii, la inducerea unor deficite de memorie de scurtd duratd, la scaderea agresivitatii dar si
la favorizarea actiunii negative a ROS prin cresterea stresului oxidativ.

» Aurul, un cunoscut element pretios, a determinat modificarea comportamentului social al pestilor
zebrd dupa numai 2 ore de la adaugarea lui in acvariile experimentale in cazul tuturor grupurilor,

insa efectul acesta nu s-a mentinut pana la finalizarea studiului.

» De asemenea, prezenta aurului in organismul pestilor zebra a cauzat scaderea nivelului enzimelor
din sistemul antioxidant precum SOD, CAT si GPx si cresterea celui de MDA, binecunoscut marker

al degradarii oxidative.

» Utilizat ca tratament impotriva crizelor de epilepsie, AVP administrat embrionilor de peste zebra a
indus modificari ale somnului si ale locomotiei dupa ingerarea unei doze de 48 uM timp de 24, 48 si
72 de ore. Mai mult decét atat, sociabilitatea larvelor analizatd dupa 6 saptdmani de la tratament a

fost perturbata din cauza expunerii timpurii la AVP.

» Tratamentul cronic cu DTM nu a modificat activitatea locomotorie a pestilor zebrd dupa adaugarea

zilnica in mediu a unor concentratii de 0,25; 0,5; 1 si 2 pg/L. Tn schimb, efecte ale acestuia au fost
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constatate la nivelul tesuturilor din cerebel, tectumul optic si din telencefal care au prezentat alterari

celulare dependente de concentratie.

Agresivitatea a variat in cadrul grupurilor experimentale, fiind mult mai pronuntatad in prima parte a
tratamentului cu DTM. In plus, nivelul seleniului a scizut proportional cu cresterea concentratiei,

ceea ce sugereaza existenta stresului oxidativ si implicarea seleniului in procesul de detoxifiere.

Expunerea timpurie a embrionilor la diferite concentratii de FIP a determinat alterarea
comportamentului locomotor si dezvoltare deficitara prin aparitia modificarilor la nivelul coloanei

vertebrale. In acelasi timp, activitatea AChE a fost redusa in urma metabolizarii FIP din mediu.

Adaugarea in mediul de viata a unei mixturi de insecticide (FIP si PIR) a dovedit efectul sinergic al
celor doua substante asupra distantei de deplasare a juvenililor si a vitezei de inot. in ceea ce
priveste comportamentul social, acesta nu a fost schimbat semnificativ in cazul nici unei

concentratii.

prin scaderea timpului petrecut in/langa zona stimulului, respectiv a grupului sau.
Administrarea vitaminelor B1, Bs, B12 si C au demonstrat o influenta pozitiva asupra pestilor zebra.

Impactul fiecare vitamine a fost studiat dupa administrare sau concomitent cu mixtura de insecticide

determindndu-se in acest mod relatia ce se stabileste intre factorul perturbator si cel protector.

Prezenta vit. B1 Tn mediul cu FIP a indicat efecte opuse in functie de concentratia vitaminei; o
concentratie mai mica (0,2 mg/L) a sustinut metabolismul pestilor impiedicand intr-o mare proportie
toxicitatea insecticidului, in timp ce, o concentratiec mai mare (0,4 mg/L) a avut un efect potrivnic.

Situatia a fost similara si atunci cand pestilor li s-a oferit doar vitamina.

Alaturarea vit. Bg si a mixturii de pesticide in mediul juvenililor a ardtat o buna actiune a vitaminei
asupra activititii locomotorii, acestia fiind mult mai activi. Deopotriva, sociabilitatea indivizilor din
grupul caruia li s-a addugat si vit. Be a fost semnificativ mai bund decét cea a grupului tratat doar cu

FIP si PIR.

Referitor la influenta vit. Bi» dupd administrarea mixturii de insecticide nu a fost la fel de
semnificativa asupra sociabilitatii ca in cazul vit. Bs. Mai mult dect atat, expunerea juvenililor doar
la vitamina a determinat un comportament oscilant, In timp ce, in mixtura cu insecticide a favorizat

acest tip de comportament.

Tn cazul ultimei vitamine studiate s-a constatat actiunea antioxidanti a acesteia prin imbunatitirea
performantelor locomotorii si a sociabilitatii. Vit. C a actionat in mod pozitiv asupra metabolismului

prin  contrabalansarea activititii ROS validatd printr-un  nivel ridicat al MDA.
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