Etapal

Oligoelemente - elemente care, In cantitati foarte mici, pot avea un rol fiziologic important in
organismele vii. Acestea sunt: Cr, Mn, Cu, Zn, Cd, Pb, Mo, Se, Co, etc.

In perioadele de stres organismul consumi mai repede oligoelementele si daci acestea sunt
inlocute, sistemul nervos isi pierde progresiv resursele si se instaleaza starea de anxietate.

Includerea vitaminelor in special (din complexul B) si a oligoelementelor constituie o
alternativa in sustinerea sistemului nervos.

In zilele noastre, aproape toatd lumea este constienta de importanta pe care o au vitaminele n
alimentatie. Foarte putini oameni stiu ca in lipsa substantelor minerale si a oligoelementelor,
vitaminele nu isi pot exercita efectul benefic.

In lipsa cromului, metabolismul glucidic nu este eficient. Cobaltul asemenea fierului, este
indispensabil in procesul de formare a globulelor rosii. Fara cupru , fierul nu poate fi inglobat in
hemglobina. Manganul sustine activitatea corespunzatoare a unor enzime gastrice i de asemenea,
are importantd in eliminarea toxinelor. Molibdenul isi aduce aportul In metabolismul glucidic si
lipidic si in acelasi timp este un component important al enzimei care asigura utilizarea fierului.
Seleniul la fel ca vitamina E, este un antioxidant important si incetineste imbatranirea tesuturilor,
avand rol in prevenirea formarii tumorilor maligne. Zincul controleaza si dirijeaza procesele
metabolice, activitatea enzimelor, mentine integritatea celulelor si este indispensabil pentru sinteza
proteinelor.

Ultimele cercetari au dovedit ca zincul are rol si in desfasurarea normala a functiilor cerebrale
si poate fi utilizat ca adjuvant in tratamentul unor boli psihice (schizofrenie).

Plumbul si cadmiu din atmosfera oragelor mari, provenite din gazele de esapament ale
maginilor, precum si fumul de tigara constitue factori de risc pentru sanatatea populatiei.

Carenta de zinc determina retinerea unei cantitati mai mari de plumb si cadmiu in organism,
iar administrarea de suplimente alimentare cu zinc reduce fixarea acestor elemente toxice in
organism. Asadar, zincul poate oferi o anumita protectie si impotriva efectelor nocive ale mediului
poluant. Alimentele bogate in zinc sunt: grmenii de grau, drojdia de bere, semintele de dovleac,
laptele degresat si mustarul

Daca oligoelementele lipsesc, vitaminele nu mai pot fi asimilate si nu-si mai exercita efectul.
Importanta acestor oligoelemente este subliniata si de faptul ca, in timp ce organismul este capabil
sa sintetizeze anumite vitamine, aceste oligoelemente trebuie aduse prin aport alimentar.

Trebuie mentionat cd desi frecvent utilizate in practica, functia specificd exercitata de multe
elemente, structurile In care se integreaza, sunt numai partial cunoscute sau necunoscute. Practica
medicald a confirmat cad multe maladii si tulburari metabolice se datoresc lipsei sau unui exces al
unor compusi metalici sau nemetalici. Concentratia microelementelor in singele uman, corelata cu
alti parametrii este utila in scop de diagnostic si tratament. Astfel cuprul care se gaseste in multe
alimente
( crustacee, pesti, ficat, rinichi, creier, nuci, legume uscate, fructe si cacao ) poate fi asociat atunci
cand este n exces sau in deficit cu o serie de maladii. Cresterea nivelului cuprului este asociat cu
schizofrenia, tulburari de invatare, senilitate. Depresia si alte probleme mentale sindromul
premenstrual si hiperreactivitatea au fost corelate cu nivelul crescute al cuprului, de cele mai multe
ori asociat cu un nivel scazut de zinc. Anumite studii legate de schizofrenie au subliniat prezenta
unui nivel crescut al cuprului In sange si a unui nivel de zinc in singe scazut. In unele din aceste
cazuri , zincul a fost util ca agent antianxios. Anomalii In metabolismul cuprului si fierului au rol
in patogeneza anumitor boli neurodegenerative. Cromul, mercurul sunt alte oligominerale
implicate in etiopatogenia schizofreniei.

Daca oligoelementele lipsesc, vitaminele nu mai pot fi asimilate si nu-si mai exercita efectul.

Importanta acestor oligoelemente este subliniata si de faptul cd, in timp ce organismul este
capabil sa sintetizeze anumite vitamine, aceste oligoelemente trebuie aduse prin aport alimentar.

Stiinta nutritiei Incepe sa-si spund cuvintul in bolile psihice. Nu mai reprezinta o noutate
faptul ca ,, dieta pune in valoare marele sdu potential de vindecare in bolile psihice”. O dieta in



care predomind legumele, fructele, carnea alba este consideratd un mijloc incontestabil de
impiedicare a oxidarii celulelor creierului de catre radicalii toxici ai oxigenului, prezenti i in
schizofrenie. Suplimentarea cu vitamina E, betacaroten, vitamine din complexul B, B12, B6,
vitamina C acid folic, melatonina, niacina, acizi grasi omega-3, este benefica in tratamentul
acestei boli.

Testarea pacientilor pentru depistarea deficitelor, exceselor si dezechilibrelor minerale devine
din ce in ce mai importantd, datoritd cantitatii mari de metale toxice din mediul inconjurator si
dezechilibrelor minerale larg intalnite la omul modern, secundar dietei necorespunzatoare si
prezentei unor imbolnaviri. Analiza minerald din probe biologice in tesuturi reprezintd o metoda
eficienta si fidela pentru determinarea expunerii pe termen lung la minerale toxice si a deficitelor
de substante nutritive. Utilizand analiza minerala din probe biologice, clinicianul poate depista si
in consecintd trata dezechilibrele minerale si intoxicatiile care de cele mai multe ori se manifesta
mascat, sub forma sindromului oboselii cronice, depresiei, hiperactivitatii (la copii), tulburarilor de
comportament, Incetinirii proceselor de ideatie, rdspunsului alterat la stres, afectiunilor psihiatrice,
cardiovasculare, neurologice, tiroidiene si altele. Practicienii au gasit metoda deosebit de utild in
cazurile in care etiologia bolii nu era depistata sau in cazurile in care existau mai multe cauze
sinergice pentru afectiunea respectiva.

Metode de determinare a oligoelementelor

Determinarile din probe clinice: Analiza urinii; Analiza sangelui; Analiza firului de par
Metoda SAA de determinare a elementelor Cu si Zn din ser

Metoda SAA de determinare a elementelor Cd si Pb din sange integral

Elaborare specificatii soft baza de date: Datele studiului clinic

Etapa II

Evaluare oligoelemente din probe biologice

Metode de determinare a oligoelementelor Pb, Cd, Se din fluide biologice - analiza
sangelui
Analiza macro si microelementelor din probe biologice este una dintre cele mai avansate metode
din medicina, cu aplicatii in ceea ce priveste spectrul terapeutic. Cercetdrile arata ca relatia Intre
concentratiile micro si macroelementelor din ser, plasma, sange integral, urina, tesuturi , fire de
par, unghii etc. i sandtatea umana este un proces complex, legat de expunerea, absorbtia si
distributia tisulara a elementelor esentiale precum si a celor toxice. De cele mai multe ori enzimele
necesitd pentru a opera cofactori minerali. Excesele sau deficitele minerale au un impact
semnificativ asupra sanatdtii. De mai mult de 30 de ani se studiazd utilitatea masurdrii
concentratiei mineralelor in firul de par, sange si urina. Aceste medii biologice reflectd echilibrul
dinamic al organismului.

Micro si macroelementele toxice sunt epurate rapid din sdnge, de aceea nivelurile lor sanguine
pot avea relevanta doar o scurta perioada de timp. Cadmiul, de exemplu, are o semiviata biologica
de peste 10 ani la om din care cauza depunerea cumulativa a cadmiului precum si a altor minerale
reprezentd un mare risc. Se recomanda pentru o prezentare generala a starii de sanatate a
organismului adunarea datelor de referintd si includerea lor ca parametri utili si stabili ai functiilor
biologice. Raspunsul homeostatic ilustreazd eficacitatea mecanismelor de curdtare din organism si
explica utilitatea doar pe termen scurt a analizelor de sange. Este importantd deci investigarea
capacitatii de depozit pentru diferite elemente, in special pentru cele toxice. De asemenea
furnizeaza informatii despre substantele recent absorbite in sdnge (ore-zile). Nivelurile sanguine
sunt independente de cele din tesuturile de depozit si variaza si in functie de componenta analizata
(plasma, ser, eritrocite). Aceste niveluri sunt tranzitorii $i sunt supuse mecanismelor homeostatice
care le mentin intr-o plajd ingusta de valori.

Determinare a elementelor Cd, Pb din sdange integral prin SAA



Determinare elementelor Cd si Pb se poate face prin urmétoarele metode: directa cu solutie apoasa
si metoda adaosului standard: sol. standard de Cd (1000mg/1) si Pb Cd (1000mg/1).

Reactivi: Acid azotic (HNOs3), sol. 0,1%; Fosfat acid de amoniu (NH4H,PO,), sol. 0,2%,; Triton
X-100, sol. 0,3%; Metanol (CH;OH); Fenol (CsHsOH); Solutie standard de Pb conc. 1000mg/1
(solutie stoc); Solutie standard de Cd conc. 1000ppm (solutie stoc).

Se efectueaza curba de calibrare folosind metoda solutiei apoase sau metoda adaosul solutiei
standard de Cd si Pb de concentratii cunoscute. Probele de sange se dilueza in raport de 1:3 cu un
amestec de NH; : Na EDTA : NH,H,PO,. La probele de sange integral se adauga volume diferite
din solutii standard si apoi se supun citirii §i cuantificarii continutului de elemente prin GF-AAS.
Concluzii

Rezultatele obtinute prin AAS, metoda directd a solutiei apoase demonstreazd cd gradientul
liniet de calibrare este comparabil cu cel al metodei adaosului standard. Diferentele sunt relativ
mici, indicAnd interfernti nesimnificativi. In aceasti situtie metoda directd a solutiei apoase este
folosita cu succes.

Elaborare si realizare baza de date

Termenul “baza de date” are diferite conotatii in functie de persoana care il utilizeaza sau de
domeniul in care este folosit. In general, o baza de date inseamna o colectie de campuri si
inregistrari care stocheaza o cantitate de date corelate, in vederea folosirii lor ulteriore.. Intr-un
mod mai particular, programul MS Access 2003, din suita MS Office 2003, vede o baza de date ca
o colectie de tabele, cereri, formulare, rapoarte, macrouri si module care impreuna formeaza un
sistem complet, interdependent..

Valorile seleniului, cadmiului si plumbului din ser la pacienti ( LotA)

Nr | Cod Elemente determinate [ppb]

crt | proba | Se [ppb] Cd [ppb] Pb [ppb]
1 |S-8 95.8 +£0.6 0.97 +0.30 39.1+1.6
2 | S-9 78.1+4.5 0.98 +0.31 455+23
3 [S-10 101 £ 6 1.78 £ 0.02 98.9+34
4 | S-11 76 + 3.1 1.56 £0.32 40.3+4.0
5 [ S-12 98.6+1.2 1.68 +0.27 58.1+1.6
6 |S-16 924+9.1 1.09+0.28 160+ 5

7 | S-17 772+ 6.9 1.25+0.46 121 £2

8 |S-18 125+ 16 1.89+0.34 83.2+3.0
9 |S-19 107 £7 1.96 £ 0.29 138 +4
10 | S-20 924+12.2 1.19£0.24 247 +4
11 | S-21 83.1+7.0 0.97 £0.27 155+4

Valorile seleniului, cadmiului si plumbului din ser la martori ( LotB)

Nr | Cod Elemente determinate [ppb]

crt | proba | Se [ppb] Cd [ppb] Pb [ppb]

1 MS-1 85.9+5.2 0.83 £0.38 54.8+1.5
2 MS-5 83.3+24 1.23+£0.25 238+9

3 MS-7 74.1+£1.0 1.83 £0.32 167+5

4 MS-13 | 110+2 1.33+£0.34 28.1+72
5 MS-16 | 98.7+4.2 1.18£0.11 153 +4

6 MS-22 | 95.8+2.1 0.89 +0.25 63.1+1.9
7 MS-23 | 102 £1 1.11 £0.36 594 +2.5
8 MS-24 | 116+£3 1.25+£0.46 91.1+2.3




9 MS-26 | 117+£4 0.82 £ 0.36 52.5+£2.5
10 | MS-27 [114+1 1.99 +0.69 744+ 1.0
11 | MS-29 [ 110£5 0.57 £0.04 455+1.2
12 | MS-30 | 112+£8 0.1 £0.06 154 +4
13 | MS-31 | lipsa

14 | MS-32 | 125+6 <0.06 512+£22
Limita de detectie = Ld = 0.06 ppb

Nr | Cod Elemente determinate [ppb]

crt | proba | Se [ppb] Cd [ppb] Pb [ppb]
1 | MS-1 85.9+5.2 0.83 £0.38 54.8+1.5
2 | MS-2 193.0+33 2.32+£0.26 175+5

3 | MS3 79.8 £1.1 3.68 £0.15 275+8

4 | MS+4 107 +3 1.06 +£0.36 172 +7

5 | MS-5 83.3+24 1.23 £0.25 238+9

6 | MS-6 lipsa

7 | MS-7 74.1 £ 1.0 1.83 £0.32 167+ 5

8 | MS-8 122 +4 3.29+7.78 391+ 13
9 | MS-9 84.9+£2 3.37+0.25 544 £ 19
10 | MS-10 [ 120+2 1.77 £0.20 697 £ 25
11 | MS-11 [93.8+0.1 0.77 £0.12 59.8+1.8
12 | MS-12 | 86.7+2.9 2.49 +0.23 436 + 16
13 | MS-13 | 110£2 1.33 +£0.34 28.1+7.2
14 | MS-14 | 70.7+6.3 2.18 +£0.05 131 +4
15 | MS-15 | 85.5+£2.7 1.99 £0.12 92.5+3
16 | MS-16 | 98.7+4.2 1.18+0.11 153 +4
17 | MS-17 [ 124+1 1.35+£0.41 79.4 +2.4
18 | MS-18 [ 76314 0.76 £ 0.06 84.2+2.6
19 | MS-19 |92 +8.6 0.85+0.05 54.6+5.5
20 | MS-20 [ 79.3+44 1.4+0.42 110+3
21 | MS-21 [70.3+6.5 1.11 £0.40 120+ 3
22 | MS-22 [95.8+2.1 0.89 +0.25 63.1+1.9
Nr | Cod Elemente determinate [ppb

crt | proba | Se [ppb] Cd [ppb] Pb [ppb]
1 |S-8 95.8£0.6 0.97 £0.30 39.1+1.6
2 |S-9 78.1 £4.5 0.98 +£0.31 455+23
3 |S-10 101 £6 1.78 £0.02 98.9+3.4
4 | S-11 76 +3.1 1.56 £0.32 40.3+4.0
5 [ S-12 98.6 £ 1.2 1.68 +£0.27 58.1+1.6
6 |S-16 924+9.1 1.09 +0.28 160+ 5

7 | S-17 772 +£6.9 1.25+0.46 121 +2

8 | S-18 125+£16 1.89 £0.34 83.2+3.0
9 |S-19 107 +£7 1.96 +£0.29 138 +4
10 | S-20 924 +£12.2 1.19 £0.24 247+4
11 | S-21 83.1+7.0 0.97 £0.27 155+4
Nr | Cod Elemente determinate [ppb

crt | proba | Se [ppb] | Cd [ppb] | Pb [ppb]




1 | MS-23 [102£1 1.11 £0.36 59.4+2.5
2 | MS-24 | 116+3 1.25+0.46 91.1+2.3
3 | MS-25 [753+1.9 0.50 + 0.02 26.6 £3.5
4 | MS-26 | 117+4 0.82 +0.36 52.5+2.5
5 [ MS-27 | 11441 1.99 £ 0.69 74.4+1.0
6 | MS-28 |[131+4 1.6 +£0.51 62.4+2.1
7 | MS-29 [ 110£5 0.57 £0.04 455+1.2
8 | MS-30 | 112+£8 0.1 £0.06 154 +4
9 | MS-31 | lipsa
10 | MS-32 | 125+6 < 0.06 512+£2.2
11 | MS-33 | 96.6+6.8 039+0.2 35.8+1.5
12 | MS-34 | 829+34 0.80 £ 0.01 43.4+16.5
13 | MS-35 | 118+4 1.14+0.6 72.7+2.6
14 | MS-36 [ 103£1 0.08 + 0.05 123+5
Limita de detectie = Ld = 0.06 ppb
Etapa III

Evaluare oligoelemente din probe biologice. Implementare rezultate in baza de date.

Metalele grele inhibd cresterea organismelor si activitatea enzimelor. Ele sunt retinute in tesuturi
si fiecare cantitate noud de elemente patrunse in organism se adauga la cea veche. Acest efect
cumulativ este intalnit la plumb, mercur, cadmiu si actioneazd mereu pe aceleasi tesuturi. Gradul
de toxicitate pentru organism o reprezintd solubilitatea metalelor si a compusilor metalici si
indiferent de sursa de contaminare.
Analiza sdngelui furnizeaza informatii despre substantele recent absorbite in sange (ore-zile).
Pentru mineralele prezente la om, apare o uniformitate a valorilor care reflectd controlul exercitat
de catre organism care favorizeaza insa adunarea datelor de referinta si includerea lor ca parametri
utili si stabili ai functiilor biologice.
Elementele determinate
Seleniul - este un microelement esential si de mare interes in studiul proceselor nutritive si
biochimice. La concentratii mari este toxic iar o deficientd in Se a fost corelatd cu numeroase
tulburari fiziologice. Seleniul este un micronutrient cu mare potential in prevenirea cancerului.
Deficienta de seleniu contribuie la aparitia unui mare numar de afectiuni, printre care cele mai
simple sunt: xerodermia, cataracta, astenia, afectarea utilizarii vitaminei E.

Cadmiul - este un element omniprezent in sol, fiind deosebit de toxic pentru plante, animale si om,
Cadmiul este considerat element cancerigen, se acumuleaza in tesuturi, iar ingerarea cronicd a
acestui element duce la perturbari ale structurii si functiei renale, In timp ce expunerea prin
inhalare este raspunzatoare de cancer pulmonar si disfunctii renale. Oamenii asimileaza cadmiul in
principal prin intermediul alimentatiei. In cazul celor care fumeaza are loc o expunere la o
concentratie semnificativa de cadmiu.
Zincul - actioneazd in organism ca un veritabil "agent de circulatie". Controleaza si regleaza
procesele metabolice, activitatea enzimelor si mentine integritatea celulelor. Zincul este
indispensabil In biosinteza proteinelor si implicit a acizilor nucleici, ADN si ARN. Carenta de zinc
determina retinerea unei cantitati mai mari de plumb si cadmiu 1n organism, iar administrarea de
suplimente alimentare cu zinc reduce fixarea acestor elemente toxice in corp.

Cuprul - ajutd corpul nostru sa absoarba si sa foloseasca fierul ca sa sintetizeze hemoglobina,
mentine integritatea mielinei. Niveluri anormal de ridicate ale cuprului in sadnge sunt adesea



constatate la oameni cu infectii virale, artrite reumatoide, infarct de miocard, leucemie si anumite
tipuri de cancer.

Plumbul - reprezinta cel mai frecvent metal Intalnit in cazul expunerii cronice la minerale toxice
in concentratii mici. Plumbul produce intoxicatii grave urmarile constand in imbolndvirile cronice.
Determinarea metalelor grele Cd, Cu, Pb, Zn, Se din fluide biologice din sdnge s-au efectuat cu

ajutorul

aparatului: ICP MS.

Pentru stabilirea metodologiei de analiza a probelor de sange s-au utilizat o serie de:

- materiale de referinta certificate - CRM-uri pentru fluide biologice (probe certificate cu valori
cunoscute ale elementelor de studiat).

- reactivi ultrapuri : apa Milli-Q; solutii stoc monoelement de etalonare conc. 1000 ppm [mg/ml]
de Cd, Cu Pb, Zn, Se - Merck ; solutie etalon multielement de concentratie 10 ppb [ng/ml] Cd, 100
ppb Cu, 100 ppb Pb, 1000 ppb Zn ; solutie etalon stoc multielement ME (Merck HC684396) de
concentratie 10 ppm [ng/ml] pentru Cd, Cu, Pb si de 100 ppm [ng/ml] pentru Zn, Se ; diluent
pentru sange ; metan de puritate 99,9995% a fost utilizat ca si gaz de reactie al aparatului pentru
elmininarea interferentelor ionilor moleculari asupra ionilor analit.

Proba sange de analizat P-s se face prin dilutia de 1/10 a probei, cu diluent de sange.

Curba de calibrare se realizeaza dintr-o solutie multielementul de lucru obtinuta din solutie stoc
multielement ME). Solutiile se aduc la semn cu diluent pentru sange. Concentratiile
corespunzatoare sunt de 2,0; 10,0; 40,0; 60,0;0; 80,0; 100,0 ppb pentru Cd, Cu, Pb sunt si de 20,0;
100,0; 400,0; 600,0;0; 800,0; 1000,0 ppb pentru Zn, Se. Blank-ul este diluentul de sange utilizat
la prepararea solutiilor etalon. Determinarile se pot face si prin metoda adaosului standard
Au fost determinate concentratiile oligoelementele : Cd, Cu, Pb, Zn , Se din probe de singe
recoltate de la lotul- pacienti si lotul-martori, prin I[CP-MS cu spectrometrul ELAN DRC II.
Rezultatele obtinute in urma masuratorilor sunt prezentate in tabele si exprimate in ppb [pg/1] .
Metoda de analiza utilizeaza curbele de calibrare pentru grupuri de elemente sau momoelemente;.
Metoda determindrii elementelor prin ICP-MS este deosebit de sensibild, elementele fiind
determinate cu DRC.

Datorita volumului mare de informatii care trebuie stocate cu privire la starea, tratamentul si
evolutia unui pacient, se impune realizarea unei baze de date pentru stocarea acestor date
centralizat, In format digital.

Dintre avantajele unei astfel de solutii se pot enumera: acces on-line, real-time la informatii pentru
toti partenerii; centralizarea informatiilor; manipulare facild a datelor; acces securizat la date
specifice; posibilitatea extragerii de diverse rapoarte; generarea de statistici

In vederea realizirii bazei de date s-a folosit MySQL 5.0.37, cu specificatia ca s-a utilizat
SorageEngine-ul /nnoDB si Collation-ul /atin2 bin, pentru a putea manipula date in format text
care contin diacritice romanesti.

Etapa IV

Comunicare-poster prezentatd la al XIII-lea Congres National de Farmacie, 28-30 sept.2006,
Cluj-Napoca s-a prezentat un poster Study for the determination of Cd, Pb and Zn in biological
fluids by Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, Monica Ursu, Maria Paul, Marin Senila,
Tiberiu Frentiu, Mircea Chintoanu, Claudiu Tanaselia. Rezumatul lucrarii a fost prezentat in
volumul de rezumate aparut cu ocazia desfasurarii Congresului.

Pentru o mai bund prezentare a activitatilor si rezultatelor obtinute in cadrul proiectului s-a
realizat un CD cu rezultatele obtinute precum si cu prezentarea comunicdrilor si articolelor
prezentate la manifestarile stiintifice la care au participat membrii echipei de lucru.

Organizarea si desfasurarea mesei rotunde: stabilirea tematicii, trimiterea invitatiilor,
asigurarea suportului logistic



Masa rotunda Markeri endofenotipici si susceptibilitate genetica in schizofrenie,
Marti, 13 noiembrie 2007, sediul ICIA, Str.Donath, nr.67,



