REZUMAT

Teza de doctorat. elaborata in limba roména cu titlul “INVESTIGAREA EFECTELOR
TOXICOLOGICE ALE INDULCITORILOR SI FUNGICIDELOR TRIAZOLICE” prezinta
predictii cu privire la efectele indulcitorilor non-intensivi si intensivi asupra sinatitii umane,
respectiv la efectele fungicidelor triazolice asupra mediului si asupra sanatitii umane. Pentru a
obtine aceste predictii au fost utilizate in special metode computationale. Au fost alesi pentru
studiu indulcitorii si fungicidele triazolice datoritd faptului cd aceste substante sunt utilizate in
cantitdti mari in industria alimentari si respectiv in practicile agricole.

Prezenta teza este structurata in 2 parti:

Prima parte, STUDIU DE LITERATURA. cuprinde doud capitole, Nojiuni generale
despre indulcitori i efectele cunoscute ale acestora asupra sandtdlii umane si respectiv Fungicide
triazolice - utilizare si efecte cunoscute asupra mediului inconjurdtor si asupra sandtatii umane.
Aceastd parte cuprinde definirea termenilor si sintetizeaza informatii din literatura de specialitate
cu privire la efectele cunoscute ale xenobioticelor studiate asupra s@natatii umane si asupra
mediului inconjurator. Datele sintetizate in aceastd prima parte au facut obiectul a doud articole de
sintezd publcate in reviste indexate WOS: (1) Roman, D.L., Voiculescu, D.1I., Ostafe, V., Ciorsac,
A., Isvoran, A.. (2022). A review of the toxicity of triazole fungicides approved to be used in
European Union to the soil and aqueous environment, Ovidius University Annals of Chemistry,
33(2); 113-120. IF=0 (Q4) hups:/idoiorg/10.2478/auoc-2022-0017; (2) Roman, D.L.,
Voiculescu, D.1., Ostafe, V., Ciorsac, A., Isvoran, A.. (2022). A review of the toxicity of triazole

fungicides approved to be used in European Union (o the soil and aqueous environment, Ovidius
University Annals of Chemistry, 33(2): 113-120. IF=0 (Q4) hips://doi.org/10.2478/auoc-2022-
0017.

A doua parte, STUDII ORIGINALE, descrie xenobioticele studiate, bazele de date s
metodele computationale utilizate in vederea realizarii acestui studiu, respectiv prezintd rezultatele
obtinute, care sunt discutate in contextul cunostintelor actuale din domeniul abordat. Partea de
Rezultate si discuiii, expune rezultatele studiilor realizate in cadrul acestei teze de doctorat si care

sunt continute in 3 subcapitole:



1. Profilurile ADMET, farmacocinetica si efectele adverse ale indulcitorilor naturali si
intensivi.

Rezultatele obtinute in cadrul acestui studiu arata ca indulcitorii naturali investigati au
profiluri farmacocinetice favorabile. deoarece nu sunt capabili sa afecteze sistemul nervos central,
nu sunt considerati ca fiind inhibitori ai citocromilor P450 implicati in metabolismul
xenobioticelor si nu au capacitatea de a pitrunde prin piele. Rezultatele care vizeaza capacitatea
slabd a indulcitorilor naturali de a patrunde in piele sunt importante pentru cei care lucreaza in
fabrici care produc, ambaleazi sau folosesc acesti indulcitori, deoarece sunt expusi protesional si
pot fi contaminati usor. Dintre compusii analizati, se estimeaza ca steviolul are cel mai mare efect
de perturbare endocrind, fiind capabil si se lege la receptorii de androgeni. estrogeni.
mineralocorticoizi si tiroidieni si existi o probabilitate mare de a produce un efect antagonist
asupra receptorului de androgeni. Aceasta predictie este in acord cu datele experimentale care
ilustreaza faptul ca steviolul, un compus cu o structuri steroida, produce perturbari endocrine la
om. Celelalte efecte secundare anticipate ale indulcitorilor analizali sunt: nefrotoxicitatea.
hipotensiunea, tulburarile de comportament.  Glicirizina, neospiridina si advantamul sunt
indulcitorii care ilustreazi potential de blocare a canalului h-ERG, se considera ci acesulfamul de
potasiu, ciclamatii si zaharina pot produce leziuni oculare si cutanate, iar neospiridina, acesulfamul
de potasiu, advantamul, aspartamul si zaharina pot produce hepatotoxicitate. Cu exceptia
potentialului de iritare a ochilor si a pielii al acestor compusi, celelalte efecte secundare nu au fost
confirmate de datele experimentale obtinute de la subiecti umani. Alte efecte toxicologice
identificate au fost efectele mutagene si carcinogenitatea genotoxici a acesulfamului de potasiu si
a sucralozei, efectul genotoxic al acesulfamuluii de potasiu asupra oamenilor fiind de asemenea
constatat experimental. Acest studiu a fost valorificat prin publicarea unui articol intr-o revista
BDI: Veiculescu, D.I., Ostafe, V., Ciorsac A., Isvoran A, Prediction of biological effects of some
natural sweeteners, New Frontiers in Chemistry, 2020, 29(1):1-11.

Intr-un alt studiu am luat in cosiderare urmatorii indulcitori naturali: glucoza, fructoza,
galactoza, zaharoza si maltoza, precum si indulcitori intensivi naturali (D-tagatoza, glicirizina,
neospiridina, steviolul) si sintetici (advantamul. acetsulfat potasiul. aspartamul, acidul ciclamic,
ciclamatul de sodiu, ciclamatul de potasiu, ciclamatul de magneziu, ciclamatul de calciu, neotamul,
zaharina si sucraloza) care sunt regasiti in multe produse alimentare. Ulterior am realizat profilurile

ADMET, am prezis farmacocinetica si efectele adverse ale acestora asupra sandtatii umane. In



urma acestora am concluzionat faptul ca glicirizina, neospiridina si advantamul sunt indulcitorii
care ilustreaza potential de blocare a canalului h-ERG. se considera ca acesulfamul de potasiu,
ciclamatii si zaharina pot produce leziuni oculare si cutanate, iar neospiridina, acesulfamul de
potasiu, advantamul, aspartamul si zaharina pot produce hepatotoxicitate. Cu exceptia
potentialului de iritare a ochilor si a pielii al acestor compusi, celelalte efecte secundare nu au fost
confirmate de datele experimentale obtinute de la subiecti umani. Alte efecte toxicologice
identificate au fost efectele mutagene si carcinogenitatea genotoxici a acesulfamului de potasiu si
a sucralozei, efectul genotoxic al acesulfamuluii de potasiu asupra oamenilor fiind de asemenea
constatat experimental. Dintre compusii analizati, se estimeaza ca steviolul are cel mai mare efect
de perturbare endocrind, fiind capabil si se lege la receptorii de androgeni, estrogeni,
mineralocorticoizi si tiroidieni si existd o probabilitate mare de a produce un efect antagonist
asupra receptorului de androgeni. Aceasta predictie este in acord cu datele experimentale care
ilustreazi faptul ci steviolul, un compus cu o structurd steroidd, produce perturbari endocrine la
om. Celelalte efecte secundare anticipate ale indulcitorilor analizati sunt: nefrotoxicitatea,
dermatoza, hipotensiunea, pierderea in greutate, tulburdrile de comportament. . Acest studiu a facut
obiectul unui articol publicat intr-o revistd indexata WOS: Voiculescu, D.I., Ostafe, V., Isvoran,
A. (2021). Computational assessment of the pharmacokinetics and toxicity of the intensive

sweeteners, Farmacia, 69(6), 1032-1041. https://doi.org/10.31925/farmacia.2021.6.3, FI11,55.

2. Stereospecificitatea efectelor difenoconazolului asupra sanatdtii umane.

in acest studiu am luat in considerare cei patru stereoizomeri ai fungicidului triazolic
difenoconazol: (2R,4S)-difenoconazol, (2S,4S)-difenoconazol, (2R,4R)-difenoconazol, (25,4S)-
difenoconazol. Au fost realizate profilurile ADMET ale fiecirui stereoisomer, au fost investigate
efectele acestora asupra sistemului endocrin uman, s-a evaluat interactiunea acestora cu proteinele
plasmatice si citocromii umani. fn urma acestui studiu, au fost identificate mai multe efecte
farmacocinetice si toxicologice pentru fiecare dintre stereoizomerii difenoconazolului: legarea la
proteinele plasmatice corelatd cu valoarea clearance-ului, inhibarea citocromilor. potentialul de a
induce leziuni hepatice, neurotoxicitate, efecte mutagene si potential de sensibilizare a pielil. Pe
langd aceste efecte manifestate de toti stereoizomeril, (28.48)-difenoconazolul a prezentat, de
asemenea, o probabilitate medie de a produce cardiotoxicitate, carcinogenitate si de a afecta

negativ numeroasi receptorii nucleari. Aceste efecte ale (2S.48)-difenoconazolului sunt in corelate



cu valoarea medie a clearance-ului. Rezultatul studiului a fost, de asemenea, in acord cu literatura
de specialitate, date care evidentiaza bioactivitatea distinctd a stereoizomerilor difenoconazolului
$1 cea mai mare toXicitate exercitatd asupra mediului a izomerului (2S.4S) —difenoconazol. Acest
studiu poate ghida investigatii experimentale care sii evalueze posibilele efecte toxice ale acestor
indulcitori. Studiul a facut obiectul unui articol publicat intr-o revista indexata WOS: Voiculescu,
D.I, Roman, R.L., Ostafe, V., Isvoran, A. (2022). A Cheminformatics Study Regarding the Human
Health Risks Assessment of the Stereoisomers of Difenoconazole, Molecules, 27(15):4682.
htips:/iwww.mdpi.com/1420-3049/27/15/4682, FI14,927.

3. Steresospecificitatea efectelor triticonazolului asupra sandatétii umane si asupra activitdifii
solului

In acest studiu s-au luat in considerare stereoizomerii fungicidului triazolic triticonazol:
(R)- triticonazol si (S)- triticonazol. S-au realizat profilurile ADMET ale celor doi stereoizomeri;
efectele produse de acestia asupra sistemului endocrin uman; s-a evaluat interactiunea acestora cu
proteinele plasmatice si citocromii umani; s-a studiat interactiunea celor doi stereoizomeri cu
enzimele gisite in sol (dehidrogenaza, ureaza si fosfataza). Datele prezentate in acest studiu au
relevat ¢ aplicarea fungicidului triticonazol pe semintele de orz si de grau. semanate ulterior in
sol de tip cernoziom. a condus, in urmatoarele 14 zile de la semanat. la scaderea cu 70% a DHA
si la scdderea cu 40% a PhA pentru ambele tipuri de seminte, cresterea UA cu aproximativ 20%
in cazul semintelor de orz si cresterea UA cu 40% in cazul semintelor de grau. Efectele observate
asupra activitatii enzimelor gasite in sol nu au fost dependente de doza .

Evaluarea efectelor izomerilor triticonazolului asupra enzimelor din sol prin andocare
moleculard a reliefat ¢ ambii izomeri sunt capabili si se lege la situsurile active ale
dehidrogenazelor investigate.

In ceea ce priveste efectele asupra sdnatitii umane, atat (R)- triticonazolul cét si (8)-
triticonazolul releva mai multe efecte biologice. 1zomerii sunt capabili sa se lege de proteinele
plasmatice fiind usor distribuiti in organismul uman, pot inhiba citocromii umani responsabili de
metabolismul xenobioticelor, pot conduce la cardiotoxicitate prin blocarea canalului de potasiu h-
ERG si pot afecta receptorii de estrogeni. glucocorticoizii. mineralocorticoizii si receptorul
tiroidian. Au fost identificate un numar de efecte farmacocinetice si toxicologice distincte pentru

fiecare dintre stereoizomerii triticonazolului. R-triticonazolul poate produce sensibilizarea pielii si



ar putea prezenta un efect antagonist scazut asupra receptorului de androgeni. (S)-triticonazolul
poate produce carcinogenitate si toxicitate respiratorie i prezintd un efect antagonist moderat
asupra receptorului de androgeni. in plus, (S)-triticonazolul detine energii de interactiune mai mari
atat cu proteinele plasmatice, cat si citocromii umani. Rezultatele obtinute in acest studio au fost
valorificate prin publicarea unui articole intr-o revista indexata WOS: Roman, D.L., Voiculescu,
D.I., Matica, A.M., Baerle, V., Filimon, M.N., Ostafe, V., Isvoran, A. (2022).Assessment of the
effects of triticonazole on the soil and on the human health. Molecules, 27(19), 6554.

hitps://doi.org/10.3390/molecules27196554, [F=4,927.

Concluziile generale ale tezei sunt:

Rezultatele obtinute in cadrul studiilor efectuate in perioada sudiilor doctorale se refera la
predictii cu privire la efectele unor indulcitori naturali si sintetici intensivi asupra sdnatitii umane
si respectiv evaluarea efectelor unor fungicide triazolice asupra mediului si asupra sinitatii umane.

in cazul indulcitorilor, rezultatele obtinute reliefeaza, pentru unii dintre acestia, posibile
efecte toxicologice cum ar fi perturbarea sistemului endocrin prin afectarea unor receptori nucleari,
hepatotoxicitatea. cardiotoxicitatea, mutagenitatea si carcinogenitatea. Aceste predictii releva
faptul ci sunt necesare mult mai multe cercetdri pentru a intelege pe deplin efectele biologice ale
indulcitorilor asupra sinititii umane. Predictiile obtinute pot fi utilizate pentru a ghida o evaluare
experimentald ulterioard a utilizarii in siguranta a acestor compusi chimici.

In ceea ce priveste fungicidele triazolice, s-au sintetizat informatiile existente in literatura
de specialitate cu privire la efectele acestora asupra activitdtii enzimelor prezente in sol. respectiv
asupra unor organisme model care traiesc in sol si mediul apos. S-a observat ca fungicidele
triazolice produc de obicei inhibarea activititii enzimelor prezente in sol in corelare cu efectele
produse asupra populatiilor de microorganisme din sol. sunt persistente in sol i in mediul apos si
manifesti toxicitate acutd si cronicd moderate asupra organismelor care trdiesc in sol siapd. Dintre
aceste fungicide, s-a studiat experimental efectul triticonazolului care a fost aplicat asupra
semintelor de grau si orz inainte de insamantare asupra activitatii enzimelor din sol si s-a obervat
o scadere a activitdtii acestora intr-un interval de 21 de zile de la aplicare. Scaderea activitatii
enzimelor nu a depins de doza de triticonazol utilizata, dar a fost mai accentuata in cazul solului
care a continut seminte de orz, reliefind influenta tipului de cultura asupra comunitatii de

microorganisme din sol si implicit asupra activtatii enzimelor.



Studiile computationale asupra fungicideor triazolice au vizat efectele stereoizomerilor
difenoconazolului asupra sdnatatii umane si ale stereoizomerilor triticonazolului atit asupra
sdnatidtii umane, cat si asupra enzimelor din sol. Studiile efectuate au evidentiat efecte biologice
distincte ale stereoizomerilor, atat pentru cei ai difenoconazolului, ¢t si ai triticonazolului. Aceste
activitati distincte ale stereoizomerilor nu sunt de obicei luate in considerare de agentiile de
reglementare, cele mai frecvente abordari de evaluare a riscurilor trec cu vederea implicatiile
chiralitatii asupra activitatii biologice a compusilor chimici si acest lucru slibeste acuratetea
evaluarilor riscurilor. Stereoizomerii ar trebui tratati ca si compusi chimici diferiti atunci cand sunt
evaluate riscurile. In acest context, evaluarea computationald a efectelor biologice ale
stereoizomerilor este un instrument util, mai ales in situatiile in care informatiile referitoare la
izomeri diferiti nu sunt disponibile sau sunt dificil de obtinut, deoarece poate ghida experimentele

si poate reduce testarea pe animale.
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