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Rezumat: Cercetdrile experimentale privind actiunea nitratilor
asupra homeostaziei biochimice la animale de laborator (leporide)
s-au efectuat pe doua directii urmarind efectele asupra metabolitilor
azotati neproteici si a biometalelor din tesuturi si organe
(metalograme). In cadrul investigatiilor efectuate se prezinta date
analitice privind statusul metabolitilor azotati neproteici (uree,
creatinina si acid uric) precum si a unor biometale (Na, K, Ca, Mg, Fe,
Zn, Cu, Mn, Ni) din tesuturi (tesutul muscular) si organe (ficat, rinichi,
creier) in urma administrarii, in apa poptabild, a unor solutii de NaNOs
si Mg(NO3);. Concentratiile solutiilor administrate au avut ca valoare
de referinta nivelul maxim de contaminare - MCL (Maximum
Contaminant Level) stabilit pentru nitrati in apa (10 mg/L N-NOs).
Solutiile de nitrat de sodiu au fost preparate la concentratii de 20xMCL
si 40xMCL iar cele de nitrat de magneziu la concetratia de 20xMCL.
Datele analitice obtinute ofera o imagine concludenta asupra efectelor
dishomeostazice evidentiind diferentele aparute la utilizarea de solutii
din acelasi nitrat in concentratii diferite cat si la utilizarea de solutji de
nitrati diferiti la concentratii identice.
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PREFATA

Cercetarea experimentald intreprinsa pe animale de laborator este larg
utilizata Tn domeniul stiintelor vietii - cu aplicatii in biochimie si biologie moleculara,
implantologie (stomatologie, ortopedie), farmacologie (medicamente
chimioterapice), in stiinta alimentului - cu aplicatii in nutritie (aditivi), xenobiochimie
si toxicologie.

in prezenta tezd de doctorat s-a urmdrit efectul nitratilor asupra
homeostaziei biochimice la leporide, interesdnd aspecte privitoare la metabolismul
proteic si metabolismul hidro-electrolitic. In acest sens s-au efectuat cercetari pe
animale si determinari analitice asupra metabolitilor azotati neproteici (i.e. acid uric,
uree, creatinind) si a unor biometale din tesuturi si organe. Administrarea apei
potabile la animalele din grupa de control si a solutiilor de nitrati solubilizati in apa
potabild la grupele experimentale s-a facut ad libitum. S-au utilizat NaNOs si
Mg(NOs), urmarindu-se relatia doza-efect in raport cu concentratia si in raport cu
specia moleculara de nitrati. S-au evidentiat efecte dishomeostazice in domenii mai
putin cunoscute ale efectelor retard induse de nitrati.

Astfel se pot pune in evidenta implicatiile posibile ale nitratilor asupra
statusului morfofiziologic al animalelor de experienta. Cercetarile pe animale de
laborator au caracter predictiv in domeniul biochimiei si biologiei moleculare, ale
fiziologiei, nutritiei etc. cu aplicatii in alimentatie, medicina preventiva,
ecotoxicologie etc.

Teza de doctorat cu titlul ,Caracteristici ale modificarilor homeostazice
produse experimental la leporide prin exces de nitrati in apa potabila” a fost
elaboratd sub indrumarea D-lui Prof.Dr. Zeno Garban in calitate de conducator
stiintific in domeniul Chimie - Stiinte exacte (specializarea Biochimie), in cadrul
Facultatii de Chimie Industriald si Ingineria Mediului de la Universitatea , Politehnica”
Timisoara.

in perioada de pregatire a tezei am contribuit la elaborarea a 22 lucrari
stiintifice din care 12 in domeniul tezei, iar din acestea 10 lucrari de prim autor.

Pe parcursul pregatirii teoretice, a conceperii si efectudrii etapelor
experimentale si a elaborarii lucrarilor stiintifice si in final a tezei de doctorat am
beneficiat permanent de coordonarea si sprijinul D-lui Prof.Dr. Zeno Garban caruia

doresc sa i multumesc pentru profesionalismul si daruirea cu care mi-a indrumat
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Prefata 2

activitatea stiintificda si mi-a insotit modestii pasi ai inceputului in domeniul
investigatiilor asupra acizilor nucleici si xenobioticelor chimice.

In perioada de doctorat am beneficiat de deplasdri la Simpozioane
internationale in Germania si Ungaria bazate pe stipendii oferite de organizatori
pentru disciplina de Biochimie si Biologie moleculara de la Facultatea de Tehnologia
Produselor Alimentare Timisoara. in aceste situatii, grupuri de 2-3 doctoranzi
sprijiniti de d-na Dr. st. med. Gabriela Garban, am pregatit lucrarile si am participat
la aceste manifestari stiintifice.

Tin, de asemenea, sa Tmi exprim recunostiinta fata de dl. Prof.Dr.Ing.
Marian Bura de sprijinul caruia am beneficiat la obtinerea animalelor pentru
experiente de la Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina Veterinara Timisoara,
precum si Conf. Dr. Ing. Ana Driha pentru conditiile asigurate in efectuarea
cercetdrilor.

Pe tot parcursul desfasurarii experimentelor am cooperat cu Drd. med. vet.
Cornel Balta a carui experienta in domeniul veterinar mi-a fost de un real ajutor in
etapele experimentale si analitice.

Investigatiile analitice fizico-chimice asupra metalogramelor au fost
efectuate in cadrul Laboratorului de spectroscopie de la Facultatea de Tehnologia
Produselor Agroalimentare din Timisoara sub indrumarea Prof. Dr. Iosif Gergen si cu
sprijinul tehnic oferit de d-ra Drd. Ing. Monica Harmanescu carora tin sa le
multumesc pe acesta cale. Exprim, de asemenea, multumiri d-lui biolog Victor Precob -
distins investigator in domeniul chimiei clinice, alaturi de care am participat la
determinari asupra metabolitilor azotati neproteici sanguini.

Adresez, de asemenea, multumiri si recunostiinta tuturor cadrelor didactice
si colegilor de la Universitatea de ,Politehnica” Timisoara, in mod special d-lui Prof.
Dr. Ing. Nicolae Vaszilcsin si colegilor d-sale din catedra I a Facultatii de Chimie
Industriald si Ingineria Mediului din Timisoara pentru cooperare in perioada de
pregatire a referatelor, examenelor si lucrarilor. De asemenea, multumesc colegilor
de la Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina Veterinara a Banatului Timisoara,
alaturi de care am cooperat in diverse etape ale desfasurdrii experimentelor si a
elaborarii unor lucrari stiintifice care au stat la baza acestei teze de doctorat.

in fine, dar nu in ultimul rdnd as dori sd imi exprim recunostinta si s3
multumesc familiei mele pentru sprijinul, increderea si intelegerea pe care mi-au

acordat-o pe parcursul acestor ani.
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INTRODUCERE

Distributia nitratilor si nitritilor in mediul ambiant constituie in prezent una
dintre problemele majore ale societatii din punctul de vedere a potentialului de
contaminare. In mod natural nitratii si nitritii sunt componenti ai solului proveniti din
demineralizarea materiei organice provenite din regnul vegetal sau animal,
componenti care se integreaza in ,ciclu azotului”. Prezenta acestora in sol, apa3,
plante si animale realizeaza un anumit echilibru geobiochimic. Cu toate acestea
utilizarea la scald larga a ingrasamintelor agricole pe baza de nitrati si poluarea
industriala au dus in cele din urma la ruperea acestui echilibru cu consecinte grave
pentru mediu si pentru sanatatea oamenilor si animalelor.

Asadar poluarea solului si a apei freatice cu nitrati si in special poluarea
terenurilor agricole, duce la acumularea lor in plante in concentratii mult peste
limitele normale. Astfel avem pe de-o parte o acumulare a nitratilor in legumele si
fructele destinate consumului uman si pe de alta parte o contaminare a furajelor
care constituie hrana animalelor care furnizeaza materia prima pentru consum
alimentar. Daca la toate acestea mai addaugam si utilizarea nitratilor ca aditivi in
industria alimentara se prefigureaza importanta si magnitudinea impactului acestor
poluati asupra calitatii alimentelor si in final asupra starii de sanatate.

Problema contaminarii alimentelor, denumita adesea in stiinta alimentului si
in chimia sanitara a mediului “insalubrizare” - releva prezenta xenobioticelor
(gr. xenos-srtdin; bios-viatd) de natura: chimica, fizica sau biologica. Alimentele au
importantd nutritionald fiind esentiale vietii organismelor. Aldturi de nutrienti, o
data cu alimentele in organism acced si xenobiotice care pot avea efecte nocive.

Astfel informatiile privind continutul chimic al alimentelor face obiectul de
studiu a doua domenii conexe care trateaza acest subiect: biochimia - care ofera
informatii asupra compozitiei in nutrienti si metabolizarii acestora si xenobiochimia
care trateazd problema prezentei xenobioticelor si biotransformérii acestora. In
acest cadru pot fi evidentiate posibile interactii intre metaboliti si xenobioderivati cu
efecte asupra homeostaziei biochimice.

in biochimia dinamicd se discutd problema metabolizdrii nutrientilor cu
etape distincte: absorbtie - metabolizare - distributie - eliminare. Printr-o simetrie

conceptualda, in xenobiochimia dinamica se discuta problema biotransformarii
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4 Introducere

xenobioticelor care, de asemenea, prezinta etape diferite: absorbtie -
biotransformare - distributie - eliminare.

In ambele circumstante pot exista procese de bioacumulare care duc la
perturbdri metabolice cu efecte patobiochimice si consecinte patogene. in organism
procesele de bioacumulare pot viza xenobioticele (primare) si xenobioderivatii
reziduali rezultati din biotransformare. Procesele de bioacumulare - numite uneori in
literatura de specialitate ,procese de biomagnificienta” - se pot intalni si la
compusii care in mod curent exista ca bioconstituenti ai plantelor (e.g.: biometale ca
Zn, Cu; nitrati) si animalelor (e.g.: biometale ca Zn, Cu, Mn etc)

in cazul biotransformarii nitratilor amintim faptul cd procesele sunt initiate
de bacteriile din cavitatea bucala si de bacteriile din tractul gastro-intestinal in nitriti
care pot reactiona cu aminele prezente in dietd sau rezultate in urma digestiei.

Prin reactia dintre nitriti si amine iau nastere o clasda de compusi chimici
numiti nitrozamine. Compusii din clasa nitrozaminelor au fost adesea incriminati
pentru efecte cancerigene. Fractiunea de nitriti care nu reactioneaza cu amine
patrunde in circuitul sanguin unde reactioneaza cu hemoglobina formand un compus
stabil numit methemoglobina. Prin conversia hemoglobinei la methemoglobina este
afectata functia biologica de transport a oxigenului la tesuturi de catre hematii.

Asadar in urma biotransformarii nitratilor in nitriti exista posibilitatea unor
manifestari patologice vizibile pe termen scurt in cazul unui aport crescut,
manifestdri legate de aparitia methemoglobinemiei. in acelasi timp putem intalni si
efecte ,retard” prin reactia nitritilor cu aminele si generarea de nitrozamine cu
efecte mutagene si carcinogene.

Cu privire la cdile de contaminare chimica abordate in «stiinta alimentului»
se prezintd cateva aspecte circumstantiale si se releva relatia nutrienti -
contaminanti. Se disting, largo sensu, doua modalitati: a) contaminarea chimica
deliberata (aditivarea); b) contaminarea chimica accidentala si/sau ilicita (poluarea
chimica).

Contaminarea chimica deliberata (aditivarea) - se practica in anumite tehnologii
si biotehnologii alimentare. Aditivarea se bazeazad pe “criterii retetare” cu respectarea
unor concentratii prestabilite a caror utilizare prezinta criterii diferentiate de la aliment
la aliment. In aceste cazuri se utilizeazs aditivi in concentratii limitate prin asa numitul
"Aport Zilnic Acceptabil ”- ADI (Acceptable Daily Intake).
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Introducere 5

Contaminarea chimica accidentald si/sau ilicitd (poluarea chimica) - are in
vedere n primul rand “insalubrizarea chimica”, termen uzitat predilect in chimia
sanitard a alimentelor. In general, se considera ca un aliment poate fi insalubrizat
prin contaminare microbiologica si/sau chimica, uneori fara ca aspectul organoleptic
sau continutul in factori nutritivi sa fie afectat.

in general poluantii chimici acced in alimente: a) in conditii accidentale,
e.g.: utilizarea in exces de ingrasaminte pe baza de nitrati in agricultura, de
dezinfectante in medicina veterinara etc.; b) n circumstante care eludeaza
prevederile legale, e.qg.: falsificarea laptelui prin adaus de apa n care se introduc si
azotati pentru corectarea densitatii; administrarea - pe cale enterald sau parenterala
- a unor substante anabolizante din grupa hormonilor steroizi in zoocultura, la
animalele aflate in perioada de crestere si ingrasare (hormonii steroizi se regasesc
ulterior ca substante reziduale prezente in produsele alimentare).

Contaminantii chimici din clasa poluantilor chimici alimentari sunt in general
de provenienta exogend, fiind compusi organici e.g.: hidrocarburi policiclice
aromatice, pesticide organoclorurate, micotoxine, compusi steroizi, etc. si compusi
anorganici e.g.: nitrati, nitriti, compusi minerali (metale cu potential toxicogen
natural - Hg, Cd, Pb, etc., chiar biometale in exces - e.g.: Cu, Zn, in zone
industriale).

Existda Tnsa situatii in care anumite xenobiotice chimice alimentare se
formeaza in cursul prepararii alimentelor, e.g.: formarea nitrozaminelor din
compusi proteici in prezenta ionului azotit (NO2"); formarea hidrocarburilor policiclice
aromatice (HPA) prin piroliz& (la préjirea alimentelor). in alte situatii xenobioticele
chimice se formeaza in cursul stocarii alimentelor, e.g.: formarea de micotoxine
(aflatoxine, ochratoxina) etc. Compusii mentionati sunt recunoscuti pentru efectele
mutagene si oncogene.

Studiindu-se ,injuria biochimica” indusa la nivel celular si tisular de diversii
compusi cu potential toxicogen (xenobiotice chimice de interes alimentar / xeno-
biotice chimice de interes farmaceutic) s-a constatat ca exista o relatie structura
chimica-activitate biologica, de tipul xenobiotic-sistem afectat. Acest tip de relatie,
spre exemplu, poate fi ilustrat in cazul nitritilor prin actiunea methemoglobinizanta;
in cazul metalelor grele - apar acumulari in tesutul renal (e.g.: Cd, V) si in sistemul
osos (Hg, Pb, Sr) in cazul nitratilor interactiile pot viza proteinele conducand treptat

la formarea de nitrozamine cu efecte nocive.
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6 Introducere

Toate aceste exemple releva un anumit specific al ,injuriei biochimice” la
nivel molecular vizand predilect anumite tesuturi, fapt relevat de investigatiile
bazate pe criterii specifice patobiochimiei.

Investigatiile analitice prezentate in lucrarea de fata s-au efectuat pe
modelele experimentale animale in care s-au utilizat iepuri.

Sub aspect biologic se reitereaza faptul ca iepurii fac parte din ordinul
Lagomorpha in care sunt incadrate mamiferele rozatoare de talie mijlocie si apartin
familiei Leporidae.

Familia Leporidae este compusa din aproximativ 50 de specii si are ca
principali reprezentanti iepurele de cdmp (Lepus Europaeus) si iepurele de vizuina
(Oryctolagus cuniculus).

Se remarca faptul ca investigatiile intreprinse asupra iepurilor (cu denumirea
generica de ,leporide”) au avantajul de a oferi — in acelasi timp - informatii asupra
mecanismelor de actiune ale substantelor la animalele de laborator, dar si a
impactului nitratilor asupra iepurilor ca animale de ferma destinate obtinerii de
produse alimentare.

Datele analitice privind modificarile homeostaziei pot avea caracter predictiv
pentru domenii duale: biochimie/patobiochimie, fiziologie/fiziopatologie, dar si

pentru nutritia umana.
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1. ASPECTE BIOCHIMICE SI XENOBIOCHIMICE
PRIVIND NITRATII SI NITRITII

1.1. Consideratii generale asupra nitratilor si nitritilor in

lantul trofic

Azotul este un element chimic cu rol esential atat pentru regnul vegetal
céat si pentru regnul animal. Acesta intra in special in structura proteinelor si in
m&surd mai redusd a lipidelor, glucidelor si a unor compusi biominerali. In
natura «ciclul azotului» este unul dintre cele mai complexe circuite, care
include o serie impresionanta de compusi anorganici in stare moleculara sau
ionizata, i.e.: azotul molecular N2, amoniacul NHs, ionul nitrit NO2~ si nitrat
NO3-, monoxidul de azot NO, etc. precum si compusi organici simpli
(e.g. aminoacizi, peptide, proteine simple - holoproteide si proteine complexe -
heteroproteide), dar si compusi organici micsti (e.g.: glicoproteine,
lipoproteine, etc.).

in natura, acest element chimic provine din doud surse principale: azotul
atmosferic si azotul organic rezultat din descompunerea organismelor animale si
vegetale. Azotul atmosferic poate fi folosit numai de organisme fixatoare de azot
asa cum sunt: bacteriile, ciupercile si cateva alge cianoficee, care transforma in
N nitric (N-NO3) si N nitros (N-NO3;). Substantele azotate, care au fost produse
de bacterii sunt cedate solului dupa moartea bacteriilor sintetizatoare, de unde
sunt absorbite de catre plante in principal pentru sinteza aminoacizilor si
substantelor proteice proprii. Acelasi fenomen se petrece si cu azotul organic
continut in organismele vii (vegetale si animale). Substantele proteice rezultate
din descompunerea organismelor sunt transformate de bacterii in compusi
amoniacali, Tn nitriti si nitrati. Acestia constituie sursa principald din natura
pentru nutritia plantelor verzi.

Principalul rezervor de azot - reprezentdnd cca. 78% din cantitatea
totald existenta pe planeta - este atmosfera. Restul de 20% se gaseste in

substantele organice sintetizate de toate organismele vii, iIn componentele
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8 Aspecte biochimice si xenobiochimice privind nitratii si nitritii - 1

humice din structura solului precum si in unele sedimente de natura organica si
minerala.

Organismele vii sunt in contact permanent cu mediul inconjurator care fsi
exercitd influenta prin variati factori de naturda fizicd (temperatura, umiditate,
radiatii, etc.) si de natura chimicd (compozitia nutrientilor din alimente si a
contaminantilor chimici din mediu). Organismele nu se supun niciodata pasiv la
actiunea factorilor de mediu, acestea tind sa raspunda prin diferite reactii de
adaptare. Modul in care se realizeaza aceastda adaptare tine de individualitatea
fiecarui organism si asigura in final conservarea functiilor biologice in parametrii
fiziologici (homeostazia) sau dimpotriva se ajunge la modificari fiziopatologice
(heterostazia si chiar dishomeostazia).

Viata si statusul stdrii de sdnatate al organismului depind de capacitatea
acestuia de a-si mentine homeostazia biochimica a mediului intern in conditiile
modificarilor continue din ambient.

Starea de echilibru a mediului intern constituie conditia de baza a existentei,
adaptarii si evolutiei organismelor vii. Acestea, din punctul de vedere al ,teoriei
sistemelor” sunt sisteme deschise, in perpetua remaniere si actiune reciprocd cu
mediul inconjurator. Adaptarea fiziologica consecutiva reactiilor biochimice provoaca
in mod inevitabil o serie de modificari interne, care pot indeparta temporar
organismul de starea ideala de echilibru al mediului intern, definind astfel notiunea
de homeostazie (gr. ,homoios” - asemanator; ,stasis” - stare). Homeostazia
confera stabilitate relativa structurilor si functiilor vitale, asigurand mentinerea in
limite constante, a unei stari proprii, desi conditiile de mediu sunt variabile.
Homeostazia este asadar capacitatea organismului de a-si asigura constante
functiile normale prin reactii metabolice de autoreglare si control. Realizarea
homeostaziei presupune douad conditii fundamentale: a) organismul sa functioneze
normal, in masura in care el poate opera rapid adaptarile necesare, astfel incat
compozitia mediului intern sa ramana in limite fiziologice; b) reactiile la variatiile
mediului trebuie sa asigure desfasurarea normalda a proceselor fiziologice in noile
conditii de viata.

Homeostazia, ca tendinta a organismului de a-si mentine constanti sub
actiunea diversilor factori perturbanti, o serie de parametri biochimici, biofizici,
fiziologici si morfologici, presupune existenta unor mecanisme de autoreglare si

control bazate pe reactii de feed-back negativ si/sau pozitiv. Acest proces
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1.1. - Consideratii generale asupra nitratilor si nitritilor in lantul trofic 9

realizeaza fie revenirea la starea initialda, fie revenirea la o stare apropiata
acesteia.

Intelegerea legilor care guverneazi binomul «organism - mediu» constituie
obiectivul crucial al biochimiei si biologiei moleculare. In acest context se contureaz
importanta si motivatia studierii actiunii unor poluanti chimici ca factori de mediu
(i.e.: xenobiotice chimice de natura anorganica si organicad) asupra organismelor vii
(i.e.: mamifere, pasari, etc.) si a modului in care homeostazia biochimica este
afectata.

Cel mai mare rezervor de azot este atmosfera din care un numar limitat de
specii pot converti azotul atmosferic in forme utilizabile de organismele vii, care
acumuleaza si reutilizeaza azotul intr-un vast ciclu cunoscut sub denumirea generica

de ,ciclul azotului” redat schematic in fig 1-1 [1] .

Aminoacizi .
Sinteza de aminoaciz Degradarea aminocacizilor
in plante de cédtre animale si
microorganisme
fixare de
NH, N, atmosferic % NH,
Denitrificarea de Nitrificarea de citre
cétre plante bacteriile din sol
Nitrat

Fig. 1-1. Ciclul azotului (dupa Nelson si Cox, 2004)

Ciclul azotului incepe prin fixarea azotului atmosferic de catre organismele
fixatoare de azot care il convertesc in amoniac. Amoniacul poate fi folosit de
majoritatea organismelor vii. In sol existd anumite specii importante de bacterii
(organisme autotrofe) care isi asigura existenta prin oxidarea amoniacului la nitriti si
in cele din urma la nitrati. Datorita abundentei acestor bacterii, aproape intreaga
cantitate de amoniac care ajunge in sol este in cele din urma oxidata formand

nitrati, proces cunoscut sub numele de ,nitrificare”.
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10  Aspecte biochimice si xenobiochimice privind nitratii si nitritii - 1

Plantele si o mare parte din bacterii pot reduce nitratul formand din nou
amoniac sub actiunea enzimei nitrat-reductaza, acest proces fiind cunoscut sub
numele de ,denitrificare”. Amoniacul astfel format este folosit de plante in biogeneza
de aminoacizi si in final de proteine vegetale. Plantele sunt apoi folosite de catre
animale ca sursa de aminoacizi esentiali si neesentiali care intra in procesul de
biogeneza a proteinelor animale [2]. Post exitus, microorganismele degradeaza
proteinele din organismele animale eliberdnd in sol amoniacul care este apoi
transformat n nitrati.

Asadar circuitul azotului cuprinde in fapt douda faze: 1) prima -
caracterizeaza nitrificarea si asigura fixarea azotului liber din atmosfera; 2) secunda
- defineste denitrificarea care consta in mineralizarea compusilor organici cu azot si
biosinteza compusilor organici azotat,i.

1. Faza de fixare a azotului liber din atmosfera. Se poate realiza prin trei cai
distincte:

a) Calea fotochimicd - are loc in straturile inalte ale atmosferei, unde sub

actiunea radiatiilor ultraviolete azotul din aer se combina cu vaporii de apa si

formeaza amoniac si nitrati.

b) Calea electrochimica - se produce la Tnaltimi mai joase sub influenta

fulgerelor si formeaza cantitati mult mai mici de amoniac.

c) Calea biologica - rezida in fixarea azotului atmosferic si se realizeaza pe

seama unor grupe de microorganisme fixatoare, libere sau simbionte numite

bacterii fixatoare de azot. Dintre bacteriile libere unele sunt aerobe -
capabile sa traiasca numai in prezenta oxigenului molecular liber, din genul

Azotobacter, iar altele sunt anaerobe - capabile sa trdiasca in absenta

oxigenului liber, din genul Clostridum sau genul Rhodospirillium.

Microorganismele fixatoare simbionte sunt bacteriile din genul Rhizobium

care traiesc in simbioza cu plante din familia leguminoaselor (lucerna,
trifoiul, soia etc.). Fiecare specie de leguminoase accepta numai o anumita
specie de bacterii, pe care planta gazda o recunoaste prin intermediul unei
~proteine semnalizatoare”, care permite fixarea numai a bacteriilor specifice
(recunoscute), oprind patrunderea altor bacterii care pot fi patogene pentru
planta. Bacteriile simbionte fixeazd azotul pe cale enzimaticd, cu ajutorul
unei enzime denumitd nitrogenaza. Enzima prezintd o sensibilitate ridicata

la oxigen si poate deveni activd numai in prezenta unor metale (molibdenul
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1.1. - Consideratii generale asupra nitratilor si nitritilor in lantul trofic 11

si fierul). In mediul acvatic existd de asemenea bacterii libere fixatoare de
azot, dar cel mai important rol in fixarea azotului atmosferic il au algele
albastre  fotosintetizatoare (din genurile Anabaena, Nostoc  si
Trichodesmum).

2. Faza de denitrificare. Este un proces de transformare a nitratilor (NOs3) in
nitriti si in continuare pana la oxid de azot si azot liber. Are loc reducerea
succesiva a acidului azotic in acid azotos, amoniac si azot molecular. Procesul
se produce mai intens in sol, dar apare si in apa sau in sedimente cu multe
substante organice, slab aerate. Denitrificarea se poate realiza de asemenea pe
mai multe cai:

a) calea chimica - sub actiunea anumitor factori fizico-chimici: temperatura,

pH-ul, umiditatea

b) calea biologica - in cadrul unor procese metabolice cu ajutorul unor

bacterii specifice (genul Pseudomonas, genul Clostridium, genul Bacillus,

genul Achromobacter, genul Thiobacillus).
Denitrificarea are ritm sezonier, fiind mai accentuata in sezonul cald si mult mai
putin intensd sau chiar absenta iarna, datorita efectului negativ al
temperaturilor scazute.

Mineralizarea este un proces de descompunere a compusilor organici cu
azot, pand la nitriti si nitrati. In prima etapd are loc amonificarea, respectiv
descompunerea de catre bacterii a substantei organice azotate cu producere de
amoniac. In a doua etapd, numitd nitrificare, amoniacul este transformat de alt tip
de bacterii (genul Nitrosomonas si genul Nitrobacter) in nitriti - reactie de nitrire si
ulterior in nitrati - reactie de nitrare. Intregul proces de mineralizare este un proces
exergonic, deci are loc cu producere de energie. Energia rezultata este utilizata de
plante pentru reducerea CO; si sinteza tuturor substantelor organice proprii.

In ultima etapd de biosintez& nitratii absorbiti in procesul de nutritie la
plantelor sunt folositi de acestea pentru sinteza substantelor organice proprii
necesare procesului de crestere si dezvoltare.

Daca analizam cantitatea de azot fixata in cursul unui «ciclu biogeochimic»
se constata ca bilantul este pozitiv (se fixeaza mai mult azot decat se pierde). Acest
bilant determind sinteza si cresterea biomasei vegetale in cantitdti mai mari decat

necesarul de hrana al consumatorilor primari.
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12 Aspecte biochimice si xenobiochimice privind nitratii si nitritii - 1

In continuare se redd ciclul biogeochimic al azotului cu accent pe

modificarile suferite de nitrati si nitriti in cadrul acestui circuit complex (fig 1-2).

NHO, (NO, + H")

[2H]| |[O]
HNO, (NO, + H")

[ZH]l |[O]

HNO
[20H]
Denitrificay wtriﬁcare
2 NO, NH,OH
[2H]\ [20H]

Fixare azot

2 N, = [N,H,] ———— NH,(NH, +OH)

Fig. 1-2. Modificari biogeochimice ale nitratilor si nitritilor

Geobiochimia reprezintd un domeniu complex la frontiera dintre geologie si
biochimie care integreaza si studiile asupra nitratilor si nitritilor care fac parte
integranta din litosfera. in acest cadru se discutd, de fapt, ciclu azotului. Nitratii
sunt prezenti in mod natural in sol, apa, organismele vii apartindnd regnului vegetal
si animal si implicit in alimente. In cadrul ciclului natural al azotului (nitrogenului),
bacteriile convertesc azotul in azotati care apoi sunt preluati de plante si incorporati
in tesuturi. In organismul animal nitratii pot ajunge atat din apa cat si din consumul
de furaje. Nitratii si nitritii se reintorc in mediul natural direct ca produsi de excretie
a animalelor si indirect, ca produsi de descompunere a rezidiilor biologice de catre
bacterii.

in naturs nitratii pot fi generati prin nitrificarea ionului de amoniu (NH4%),
care este prezent atat in apa cat si in sol si care este oxidat la nitrit de catre
bacteriile din genul Nitrosomonas si apoi pana la nitrat de catre bacteriile din genul
Nitrobacter [3]. Aceasta conversie poate avea loc atat in mediu cat si in tractul
digestiv al animalelor sau omului.

In mediu dup& reducerea ionului nitrat la nitrit urmeaz&, in final, eliberarea
azotului inchizandu-se astfel ciclul acestuia. In mod normal, acest proces natural nu

permite acumularea excesiva de nitrati si nitriti Tn mediu. Cu toate acestea

BUPT



1.1. - Consideratii generale asupra nitratilor si nitritilor in lantul trofic 13

activitatile industriale si agricole pot avea drept efect cresterea artificialda a
concentratiilor de nitrati si nitriti care va duce inevitabil la perturbarea grava a
functionalitatii ciclului natural al azotului si in final are ca efect acumularea unor
cantitati mari de astfel de compusi in sol, aer, apa, plante, animale si in final in
organismul omului.

Alimentatia umana poate aduce un aport insemnat de nitrati si nitriti atat
prin produsele alimentare provenite din zonele poluate cu astfel de compusi cat si
prin faptul ca nitratul de sodiu si potasiu sunt folositi in industria alimentara ca si
aditivi cu rol de prezervare - conservanti [4].

Concentratiile nitritilor si nitratilor se pot exprima fie sub forma de nitrati
sau nitriti Tn apa sau sub forma de azot in apa. La evaluarea cuantumului
nitrati/nitrogen in apa s-au stabilit anumite valori de echivalenta. Un miligram de
nitrat per litru (mg/L NOs) echivaleaza cu 0,226 mg de azot pe litru (mg ~N/L). in
cazul nitritilor s-a calculat cd un miligram de nitrit per litru (mg/L NO;) echivaleaza
cu 0,304 mg "N/L [5].

Nitratii, Tn special compusii de natura gazoasa, produsi ca reziduuri
industriale, pot contamina aerul si indirect vaporii din atmosfera. Astfel se explica
rezultatele unor studii efectuate in zone industriale care au evidentiat concentratii
crescute de nitriti in apa pluviala, atingand valori de 5 mg/L [6].

Concentratiile de nitriti din apa freatica inregistreaza variatii notabile in
functie de tipul de sol. In SUA, spre exemplu, in mod uzual nivelurile de nitrati nu
depésesc 4-9 mg/L iar cele de nitriti sunt pan& in 0,3 mg/L [7]. Ins& ca rezultat al
activitatii agricole, concentratiile de nitrati ajung sa depaseasca cu mult aceste
valori. Spre exemplu, in anumite zone industriale ale Indiei, au fost identificate in
apa freatica valori ale concentratiei nitratilor de pana la 1500 mg/L.

Doza semiletald (LDsp) pentru nitratul de sodiu a fost stabilita la mai multe
specii de animale si la om. Se mentioneaza ca valorile LDso depind atat de specie,
cat si de calea de administrare a nitratului. Astfel in cazul administrarii orale LDsg
pentru sobolan este de 1267 mg/kg corp, pentru iepure de 2.680 mg/kg corp,
pentru omul adult este 114 mg/kg corp si pentru copii 22.500 ng/kg corp [8].

In urma investigatiilor privind diverse surse de nitrati din mediu se
estimeaza un aport mediu de nitrat pe cap de locuitor de 50-140 mg/zi in Europa si
40-100 mg/zi in SUA [9].
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14  Aspecte biochimice si xenobiochimice privind nitratii si nitritii - 1

Doza minima letald pentru omul adult este de 5-10 g NOs” sau 0,6 g NO>".
Din acest motiv si in cazul nitratilor au fost stabilite prevederi pentru concentratiile

maxime (limita) admise.

1.2. Distributia in sol

Prezenta nitratilor si nitritilor in sol se poate datora in principal urmatoarelor
procese: fixarea azotului de catre bacteriile din sol si convertirea acestuia la nitrati
si nitriti; descompunerea materiei organice din sol; utilizarea ingrdasamintelor
artificiale si naturale in agricultura; deversari din rezervoare septice, din retele de
canalizare, de la adaposturile animalelor sau din depozitele de ingrasaminte.

Bacteriile fixatoare de azot din sol sunt capabile sa transforme azotul
molecular din atmosfera in amoniac, care in soluri usor acide (majoritare) trece
in ioni de amoniu, acestia fiind asimilabili in unele plante. Enzima care
catalizeaza acest proces este nitrogenaza. Mecanismul acestui proces nu este
inca cunoscut, spectroscopic insd au fost surprinsi o serie de intermediari legati
de centrul activ al enzimei, centru care contine «cofactorul FeMo» [10]. S-a
stabilit ca aceasta nitrogenaza este capabila sa reduca nu numai N> (la tripla
legaturd), ci si combinatii ale azotului in care cei doi atomi N sunt legati prin
dubla sau prin simpla legatura (e.g.: compusi de tipul CH3-N=N-H, respectiv
H2N-NH>).

Unele dintre bacteriile fixatoare de azot se gasesc libere (cu functionalitate
non-simbioticd) in sol, iar altele in simbioza cu unele plante, traind in noduli ai
radacinilor acestora (lucerna, trifoi, fasole).

Initial se formeaza ioni de amoniu (NH4*). Mai departe NH4* este
transformat prin bacterii de nitrificare in ioni de nitrit (azotit), NO?-, si apoi oxidat la
nitrat, NO3-, forma asimilabila de catre plante. Fara interventia procariotelor
(bacteriilor) s-ar intrerupe fluxul principal de reciclare a azotului in organismul
eucariotelor (in speta al plantelor).

Prezenta nitratilor in sol este esentiald pentru obtinerea de recolte bogate
insa utilizarea nitratilor in exces duce atat la posibilitatea atingerii unor niveluri
ridicate a acestora in hrana animalelor cat si in produsele agricole consumate de
om. Un alt risc important dat de atingerea de concentratii insemnate de azotati si

azotiti in sol este reprezentat de posibilitatea ca acestia sa contamineze apele de
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1.2. - Distributia n sol 15

suprafatda sau panza freatica [11]. Aceste riscuri pot fi reduse prin utilizarea unor
cantitati de ingrasaminte care sa tina cont de compozitia solului si de nevoile
plantelor recoltate. De asemenea este necesara si o depozitare corespunzatoare a
ingrasamintelor [12].

Problema fingrasamintelor minerale cu azot raméane importanta pentru
fertilizarea solului fiind important a se respecta cu rigoare cantitatile recomandate
spre administrare pentru a fi prevenite efectele nocive date de acumularea lor in
plante si animale in cantitati excesive [13] si de posibilitatea acestora de a se
acumula prin infiltratie in panza freatica [14, 15].

Astfel se poate observa ca desi, in mod natural, intre nitratii si nitritii din sol,
apa si plante se stabileste un echilibru, utilizarea intensivd in agricultura a
ingrasamintelor organice naturale si, mai ales, a ingrasamintelor sintetice (nitrati,
uree, sulfat de amoniu etc.), alaturi de alte activitati umane pot crea o imbalanta in
ciclul natural al azotului.

In mod curent, drept ingrésdminte se utilizeaz&: NaNOs -nitratul de sodiu
(salpetru de Chile), Ca(NO3), - nitratul de calciu (salpetru de Norvegia), KNOs; -
nitrat de potasiu (salpetru de India), NH4sNOs - nitrat de amoniu (salpetru de
Leuna), uree, NH4SO, - sulfat de amoniu [16]. Mai frecvent utilizate sunt: nitratul de
potasiu (KNOs), nitrocalcarul (NH4NOs + CaCOs3).

1.3. Distributia in apa

Nitratii si nitritii pot contamina atat apa de suprafata cat si apa din panza
freaticd, In special ca urmare a activitatilor agricole (utilizarea ingrasamintelor),
industriale (ape reziduale) si ca urmare a oxidarii compusilor cu azot prezenti in
diverse materii organice (i.e.: excretiile animale sau umane din bazinele septice si
canalizarile urbane). Nitratii mai pot aparea in apa si datorita prezentei bacteriilor
din genul Nitrosomonas in conductele de distributie a apei, bacteriile din acest gen
fiind recunoscute pentru rezistenta lor la procesul de dezinfectie prin cloraminarea
apei [17, 18].

Prezenta in concentratii excesive a nitratilor si nitritilor in apa de baut poate
fi ddundtoare sanatatii, in special in cazul copiilor si a femeilor insarcinate.

Continutul de nitrati si nitriti in diferitele surse de apa variaza. Astfel,

determinarile efectuate de Ezeagu (1995) [19] au relevat urmatoarele concentratii:
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- in apa de robinet - 0,23 mg NOs7/L
- in apa depozitata - 50,0 mg NOs7/L
- In apa de fantana - 8,94 mg NOy7/L
- in apa curgatoare - 0,02 mg NOy7/L
in zonele de ses intens fertilizate, in care se practicd o agriculturd intensiva,
apa din fantani contine cantitati de nitrati care ajung sau chiar depasesc 100 mg
NOs7/L. Spre deosebire de acestea apa fantanilor si izvoarelor din zone impadurite
de la ses sau din zonele colinare (asa numitele zone de piemont), nefertilizate contin
cantitati scazute de nitrati.
in general, examene sistematice privind continutul in nitrati al apelor din
fantani forate la mica adancime au aratat ca majoritatea acestor ape au un continut
de nitrati care depdseste cu mult cantitatile maxime admise.
in cazul Romaniei continutul maxim admis (CMA) de nitrati si nitriti in ap&
este reglementat de legea nr. 458/2002 [20] privind calitatea apei potabile.
Conform acestei legi, CMA pentru nitrati este de 50 mg/I iar pentru nitriti 0,5 mg/I.
in cazul determinarilor nitratilor si nitritilor din apa aceeasi lege impune urmatoarea

limitare:

[itrad .\ [nitri] <1
50 3

Sursele informationale oferite de Ministerul Mediului si Dezvoltarii Durabile
[21] releva magnitudinea impactului pe care nitratii il au asupra mediului in
Romania. Astfel se constatda ca o parte insemnata a surselor de apa au suferit in
timp procese de contaminare cu nitrati. In acest sens se remarca faptul c& apele
freatice, conform unui raport pe anul 2007, au inregistrat depdsiri ale concentratiei
admise de 50 mg/l [20] in 234 de foraje, ceea ce reprezinta 12,06% din totalul
forajelor monitorizate.

Sursele de poluare ale apei cu nitrati sunt multiple si au caracter cumulativ.
Astfel se pot aminti ca principale surse: translocarea oxizilor de azot din sol de catre
apele pluviale, poluarea apelor de suprafata in urma deversarilor de ape reziduale din
zonele industriale si a apelor menajere si aplicarea ingrasamintelor chimice pe terenurile
agricole [22]. In zonele agricole din Roméania se pot intalni adesea valori apropiate de

100 mg/I si pot atinge chiar valori care depasesc 1000 mg/I.
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in anul 2007, conform raportului mentionat mai sus, cele mai mari
concentratii de nitrati din apa freatica s-au inregistrat la: Cich (4200 mg/l), Tormac
(3400 mgy/l), Cristesti (2630,95 mg/l), Strejesti (2091 mg/l), in zona Luciu Giurgeni
( 716- 864 mg/l) si la Becicherecu Mic ( 489,52 mg/l). De asemenea se mentioneaza
faptul ca depasiri semnificative ale concentratiei de nitrati admise sunt intalnite si in
jurul principalelor zone industriale: S.C. Azomures Tg. Mures, S.C. Fibrex si
S.C. Gaproco Savinesti, S.C. Carom Onesti, S.C. Vrancart Adjud, S.C. Azochim
Roznov, S.C. Antibiotice Iasi, S.C. Doljchim Craiova.

Prezenta in exces a nitratilor in apa poate avea efecte severe asupra

sanatatii omului fiind semnalate chiar efecte genotoxice [23].

1.4. Prezenta in regnul vegetal si regnul animal

Distributia si concentratia de nitrati si nitriti din sol si din apa are o influenta
directa asupra cantitatilor din acesti contaminanti ce pot fi decelate in flora si fauna.

Azotul este un element esential al vietii, fiind un component fundamental al
proteinelor, lipidelor, glucidelor dar si a unor compusi biominerali. O mentiune
speciala se face cu privire la faptul ca azotul este un component esential al acizilor
ribonucleic (RNA) si deoxiribonucleic (DNA) - macromolecule care au rol important
in transmiterea informatiei genetice in succesiunea proceselor de replicatie-
transcriptie-translatie care concura la sinteza proteica.

Rezerva de azot din sol reprezinta unul din factorii limitativi ai recoltelor
agricole. Azotul nu este un component major al crustei terestre. Totusi aproximativ
78% din masa atmosferei este constituita din azot molecular (N2). Acest lucru
semnifica faptul ca atmosfera este cel mai important rezervor natural in ciclul
azotului.

Energia necesara pentru fixarea azotului in plante este furnizata de oxidarea
glucidelor, indirect, in cadrul reactiilor de fotosinteza. Astfel lumina solara este
prima sursa de energie care sta la baza ciclului azotului. In naturd ciclul azotului,
ciclul oxigenului si ciclul carbonului sunt ,interconectate”.

Este cunoscut faptul cda azotul fixat de microorganisme poate deveni
disponibil pentru plante superioare terestre prin intermediul unor cai biochimice

specifice metabolismului proteic. Exista si plantele superioare care formeaza
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asociatii simbiotice cu microorganismele fixatoare de azot, plantele folosind in
aceste cazuri direct aminoacizii produsi de microorganisme.

Cele mai multe plante superioare preiau azotul intr-o forma anorganica prin
intermediul solutiilor nutritive din sol. Formele anorganice care se pot intalni mai
frecvent sunt sub forma cationilor de amoniu (NH4%) si/sau a anionilor de nitrat
(NO37). Aceste plante, prin intermediul unui proces metabolic denumit anabolism
proteic, transforma azotul anorganic in aminoacizi [24].

Procesul biologic prin care speciile de azot anorganic redus sunt oxidate in
sol la nitrati este cunoscut sub numele de ,nitrificare”. In lipsa interventiei umane
acest proces este responsabil pentru prezenta nitratilor in sol.

Nitrificarea este mediata de actiunea microorganismelor nitrificatoare care
apartin genurilor Nitrosomonas si Nitrobacter. In acest sens se cunoaste faptul ca
bacteriile din genul Nitrosomonas sunt responsabile pentru oxidarea ionului de
amoniu:

2NH4t+30; — 2NO2 +4H*+2H,0

iar bacteriile din genul Nitrobacter intervin in oxidarea nitritului dupa reactia:
2NO2+0; — 2NO3”

In timpul nitrificrii mici cantitati de oxid nitros (N2O) sunt eliberate ca o
consecinta a oxidarii incomplete a amoniacului la nitrat.

Flora, ca sursa de nitrati si nitriti, prezintd interes in special datorita
alimentatiei umane in care consumul de cereale, legume si fructe joaca un rol
important. Cantitatile de nitrati si nitriti din plantele de interes agricol -
alimentar, variaza 1in functie de parametrii precum: rata de aplicare a
ingrasamintelor, intensitatea luminii (in special la legume), temperatura si
caracteristicile solului.

In acest sens este binecunoscut faptul cd legumele crescute in serd au
concentratii mai mari de nitrati comparativ cu legumele crescute in cdmp, datorita
intensitatii mai scazute a luminii, temperaturii mai crescute si a ratei mai ridicate de
mineralizare a azotului. Aceste aspecte se adreseaza unui domeniu de excelenta al
cronobiochimiei vegetale mult prea putin studiat desi cu importantd majora in

biochimie, patobiochimie, fiziologie, fiziopatologie. Exista de asemeni inerente relatii
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cu aplicatiile cronobiochimiei in domeniul biologiei animale. Este usor de intuit si
relatia cu cronobiochimia generald (e.g.: bioritmurile infradiene, circadiene si
ultradiene).

Pentru alimentatia umana legumele prezintd sursa cea mai importantd de

nitrati si nitriti, acestea aducand un aport mediu de 85% [25].

1.5. Prezenta in alimente

Fiind compusi naturali ai solului, nitratii si nitritii patrund direct in plante si
prin intermediul furajelor si al apei ajung in organismul animalelor. Din apa, plante
si animale acestia pot trece mai departe in organismul uman. Astfel alimentatia

prezinta principala sursa de contaminare cu nitrati pentru om.

1.5.1. Prezenta in alimentele de origine vegetala

Fixarea azotului in plante este un proces specific fiziologiei vegetale prin
care azotul atmosferic (N;) este redus si incorporat in tesuturi. Plantele superioare -
apartinand grupului organismelor eucariote - nu pot face aceasta ,fixare” direct, dar
este posibild la unele organisme procariote. Algele albastre — verzui si unele bacterii
pot fixa azotul. Ele pot trai libere sau in relatie simbiotica cu plantele. Spre exemplu,
legume precum: mazarea, fasolea, trifoiul sunt capabile sa coexiste cu bacterii
Rhizobium care formeaza pe radacina nodulii la nivelul carora are loc fixarea
azotului.

Microorganismele fixatoare de azot au in comun proprietatea de a reduce
azotul molecular (N2) la amoniac (NH3). Acest proces este complex, deoarece azotul
are o reactivitate scazuta, proprietate atribuita triplei legaturi puternice dintre cei
doi atomi din molecula de azot. Ruperea acestei legaturi face posibila
disponibilizarea atomilor de azot si utilizarea ulterioara in sistemele biologice.
Energia necesara pentru acest proces este considerabila (950 kj mol1).

Aceasta energie - necesara fixarii azotului - implica prezenta protonilor (H*)
si electronilor (e”) care intervin in reducerea azotului molecular la amoniac. Reactiile

implicate in acest proces pornesc de la apa :

3HO0+3HCHO — 3CO2+ 12H*+ 12 e"
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si continua cu azotul molecular atmosferic:
2N+ 12H*+ 12e — 4 NH3
Acest proces poate fi reprezentat si prin reactia globala:
3 H,O + 3 HCHO + 2 N, —> 3 CO2 + 4 NH3

in realitate acest proces este mult mai complex prin specificul
biochimic. Fixarea azotului este posibila in prezenta enzimei numita
nitrogenaza. Aceasta enzima este un complex de doud molecule proteice.
Ambele molecule contin fier, iar cea mai mare contine de asemenea si doi
atomi de molibden. In timpul procesului catalitic, azotul molecular (N;) este
legat de molibden, iar acesta cedeaza electroni atomului de fier, in final
rezultdnd doua molecule de amoniac. Energia necesara acestui proces este
obtinutd prin conversia ATP in ADP. In celule ATP-ul necesar acestui proces
este sintetizat prin oxidarea glucidelor.

Fixarea azotului este un proces care necesita un aport energetic mare,
pentru realizarea lui consuméandu-se cantitati mari de glucide. Mai mult de
12% din energia rezultata din fotosinteza este utilizata in acest proces. De
aceea in cele mai multe cazuri este un proces care limiteaza productivitatea
plantei, azotul fiind un nutrient esential pentru dezvoltare iar procesul de fixare
biologica a azotului (singura cale care nu necesita temperaturi inalte) este
unicul mod prin care azotul atmosferic poate fi adus intr-o forma utilizabila de
catre plantele superioare. Procesul de fixare al azotului poate folosi de
asemenea oxidul azotos (N20) pe care nitrogenaza il poate utiliza ca substrat
inlocuind azotul molecular.

Carenta azotului Tn nutritia plantelor duce la ingalbenirea frunzelor la
incetinea sau oprirea cresterii acestora. Excesul de azot duce la prelungirea
perioadei de vegetatie, la formarea abundenta a frunzelor prin activarea
metabolismului proteinelor. Azotul poate fi preluat de plantele superioare din sol,
din apa, din atmosferd si chiar din corpul altor organisme (i.e.: bacteriile

simbiotice).
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In cazul plantelor s-au constatat cantitdti crescute de nitrati in spanac,
marar, patrunjel, salatda si mai scazute in ceapa verde, ceapa uscatd, tomate si
cartofi.

Concentratia nitritilor in produsele proaspete de origine vegetalda este
redusa, provenind in general din nitrati (prin reducerea acestora de catre
oxidoreductaze endogene).

Spre deosebire de nitrati, continutul de nitriti din legume si fructe este
foarte redus. Aceasta se datoreaza faptului ca in interactiile biochimice specifice
fiziologiei vegetale la care sunt supusi nitratii, acestia se transforma in nitriti care
insa sunt doar o forma tranzitorie.

In urma unor experiente asupra nitratilor in legume s-a determinat cuantumul

acestora din diferite legume - parti edibile (tabelul 1-1) - [26].

Tabel 1-1. Continutul de nitrati al unor legume

Nitrati Nitrati

Produs (mg / kg) Produs (mg / kg)
Ardei 16 - 275 Ridichi 350 - 3520
Cartofi 10 - 217 Salata 396 - 3550
Castraveti 40 - 445 Sfecla 682 - 3008
Ceapa uscata 0 - 240 Spanac 130 - 4090
Leustean 230 - 3660 Tomate 39 - 132
Marar 40 - 5500 Telina 70 - 3500
Morcovi 18 - 947 Varzd 35 - 580
Patrunjel 82 - 4125

Pe masura ce nitritii se formeaza sub influenta nitratreductazei, acestia sunt
redusi mai departe cu aceeasi viteza de catre nitritreductaza in monoxid de azot. Asa
se explicd cresterea cuantumului de nitrati in spanac, sfecld, telind si alte legume ce

pot atinge valori de 3000 mg/kg in timp ce nitritii nu depasesc 1-5 mg/Kg.
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Trebuie mentionat faptul ca nitritii sunt mult mai toxici decéat nitratii,
concentratia acestora putdnd creste pana la niveluri periculoase prin actiunea
reducatoare a microorganismelor asupra nitratilor.

Capacitatea plantelor de a acumula nitrati este un subiect care intereseaza
atat medicina veterinara cat si cea umana datorita actiunii nocive a acestor
substante (in caz de exces) cu posibila alterare a starii de sanatate. Acumularea
unor cantitati Tnsemnate de nitrati in partile edibile ale plantelor este incriminata
atat pentru aparitia methemoglobinemiei cat si pentru posibilitatea de a declansa
cancerul gastric [27, 28].

Cantitatile de nitrati acumulate de plante prezinta valori foarte variabile si
care depind de o serie de factori atat endogeni cat si exogeni. Astfel se pot intalni
variatii largi intre diverse specii de plante insa chiar si intre plante apartinand
aceleiasi specii [29, 30]. Chiar si la aceiasi planta se pot intalni variatii insemnate
ale concentratiei de nitriti daca se compara diverse organe vegetale. Astfel, spre
exemplu, limbul frunzelor contine concentratii mai mici de nitrati decéat petiolul sau
tulpina [31, 32].

Experimental s-a observat ca un nivel ridicat de iradiere solara reduce
cantitatea de nitrati acumulata. Observatiile au fost efectuate atat asupra
plantelor crescute in conditii naturale de iluminare [33] cat si asupra plantelor
crescute in laboratoare cu iluminare controlata artificial [34].

Un alt factor care influenteaza concentratia de nitrati din plante este corelat
cu specificul nutritiei vegetale - in special in cazul unui regim intensiv, prin
utilizarea de ingrasaminte. Astfel s-a observat experimental ca daca se reduce
concentratia de nitrati din solutia nutritiva sau daca o parte din nitrati este inlocuita
cu compusi obtinuti prin reducerea nitratilor (amoniu, uree, etc.) concentratia de
nitrati din plante scade [35, 36].

Un studiu efectuat in Anglia a relevat faptul cd 70% din aportul alimentar de
nitrati provine din alimentele de origine vegetala [37].

Procesarea si depozitarea fructelor si legumelor joaca de asemenea un rol
important in modificarea cuantumului final de nitrati si nitriti, acesta crescand sau
scazand fata de cantitatea initiala.

Astfel, un studiu recent asupra efectelor diverselor metode de
procesare, realizat pe legume frunzoase (varza chinezeasca, telina, laptuca si

varza englezeascd) au scos in evidenta un continut initial de nitrati variind
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intre 1298 - 5658 mg/Kg care se modificd prin procesare. in urma procesarii
prin fierbere a acestora s-a obtinut o reducere a continutului de nitrat de 45-
56%, in timp ce prajirea acestora in ulei de soia, ridica continutul de nitrat cu
150-307%, iar coacerea acestor plante produce modificari neinsemnate in
continutul de nitrati.

Observatii interesante s-au ficut si cu privire la depozitare. In urma
depozitarii prin inghetare s-au observat variatii mici fata de continutul initial de
nitrati [38]. De asemenea se pot mentiona si date din literaturd [39] care arata ca
nivelul nitritilor in spanacul depozitat 28 de zile la temperaturi de refrigerare a ajuns
la 1450 mg/kg. In spanacul proaspdt recoltat si congelat nu s-au constatat
acumulari de nitriti, Tnsa, prin decongelare si depozitare in stare decongelata,
acumularea nitritilor este foarte rapida.

Continutul in nitrati la unele produse alimentare de origine vegetala pot
atinge nivele care provoca methemoglobinemie. Aceasta situatie de interes fizio-
patologic se produce in conditiile transformarii NO3~ in NO2 in organismul uman.
Apoi, prin interactia NO2 cu hemoglobina din sange se formeaza
methemoglobina. Oxidul nitros (N20O) poate fi detectat in respiratie la scurt timp
dupa consumul de legume ce au concentratii mari de nitrati [40] fiind alaturi de
oxidul nitric exalat un indicator pentru nivelul de metabolizare a nitratilor la nivel
intestinal [41].

Continutul de nitrati este interesant de urmarit in cazul legumelor
rédacinoase si tuberculifere. in acest sens s-a constatat c& in perioada de vegetatie
timpurie (lunile iunie-iulie) in plantele radacinoase (sfecld, morcov) exista un
continut apreciabil de nitrati in frunzele acestora. Ulterior, spre finele perioadei de
vegetatie (lunile septembrie-octombrie) continutul de nitrati creste in partile
radacinoase, fiind de 6-35 ori mai mare decat in partea aeriana.

Cartofii cultivati pe terenuri fertilizate chimic - cu nitrati, acumuleaza de cca
patru ori mai mult nitrat decat cartofii cultivati pe terenuri nefertilizate.

In general, din punctul de vedere al fiziologiei vegetale trebuie mentionat ca
in tuberculi si in radacinoase, perioadele de vegetatie timpurie (fenofazele de

crestere) permit o acumulare crescuta de nitrati.
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Fructele contin cantitati reduse de nitrati (mai putin de 10 mg/kg), exceptie
facand capsunile, bananele, la care continutul de nitrati variaza intre 24-140 mg/kg.
Limitele maxime admise pentru nitrati in unele legume si fructe sunt
reglementate in Romania de Ordinul Ministerului Sanatatii 975/1998 [42] si sunt

redate in tabelul 1-2.

Tabel 1-2. Limitele maxime admise pentru nitrati in unele legume si fructe
(conform Ordinului M.S. Nr. 975 / 1998)

Produsul Cantitatea de nitrati (mg/kg)

Camp (teren descoperit) Sera

Ardei (ardei gras, gogosar, Kapia) 150 400
Cartofi 300 -

Castraveti 200 400
Ceapa uscata 80 -
Conopida 400 -
Dovlecei 500 -
Morcovi 400 -

Salata verde 2000 3000
Sfecla rosie 2000 -
Spanac 2000 -
Tomate 150 -
Varza 900 -
Vinete 300 -
Mere 60 -
Pere 60 -
Pepene rosu 100 -
Struguri 60 -

BUPT



1.5. Prezenta in alimente 25

Continutul in nitrati in preparate de legume si fructe, destinate alimentatiei
copiilor pana la 3 ani, nu trebuie sa depaseasca limita de 100 mg NOs7/kg produs.

in general, un continut ridicat de nitrati in spanac, telina, ridichi, morcov si
frunze de patrunjel, precum si fructe are o mare importantd deoarece aceste alimente
intra in hrana copiilor care sunt foarte sensibili la cantitati crescute de nitrat;i.

Trebuie mentionat faptul ca nitratii sunt prezenti, de asemenea, in cereale
(grau, ovaz, orz, secara, porumb) unde s-au evidentiat pana la 57 mg NOs/kg
produs edibil.

Prin determinari asupra produselor de panificatie obisnuite s-au decelat
39,0-97,6 mg NOs/kg , respectiv 26,6 mg NOz/kg. In produsele de panificatie din
faina integrala determinarile au evidentiat 30-112,2 mg NOs/kg , respectiv 26,6 mg
NO2/kg [43].

Date din literatura de specialitate au evidentiat un continut de NOs5™ in faina
de 132-500 mg/kg, iar in paine de 37-240 mg NO2/kg.

Depozitarea de lunga duratda a produselor alimentare de origine vegetala
dupa recoltare conduce la marirea concentratiei de nitrati, fapt, ce se explica prin
scaderea activitatii nitrat-reductazei si cresterea activitatii nitrit-reductazei de

origine endogena sau de origine exogena (microbiana).

1.5.2. Prezenta in alimentele de origine animala

De cele mai multe ori nitratii si nitritii acced in organismul animal, odata cu
furajele ingerate. Dozele toxice sunt foarte variate, tindnd cont de natura furajului,
modul de prelucrare dupa recoltare, modul de furajare. De asemenea, in furajare se
are in vedere specia animalului, rasa, sexul, varsta. Astfel, la concentratii de 5 g
NOs/kg furaj (substantd uscatd) se atinge un nivel toxic, chiar daca este
corespunzator organoleptic.

Desi animalele pot ingera cantitati mari de nitrati din furaje si din apa,
totusi continutul de nitrati si nitriti al carnii si oudlor este foarte redus. Aceasta
se explica prin faptul ca nitratii ajunsi in intestinul subtire se absorb cu usurinta
trec in sdnge si sunt excretati in parte prin rinichi [44]. In cazul animalelor
rumegatoare (poligastrice), o mare parte din nitratii existenti in furaje sunt

folositi ca materie prima pentru sinteza de substante organice azotoase de catre
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microorganismele ce populeaza stomacul policompartimentat al acestora
(indeosebi rumenul).

In industria cdrnii, nitratii si nitritii se utilizeazd in mod curent atat pentru
mentinerea culorii roz-rosie a produselor procesate cat si pentru efectele
bacteriostatice, antioxidante si de dezvoltare a aromei produselor. Nitritii au si o
evidenta actiune bacteriostatica si/sau bactericidd in special fata de bacteriile
anaerobe (e.g.: Clostridium botulinum). Prin acest efect se prelungeste durata de
pastrare a preparatelor din carne [45]. Sarea de bucatarie (utilizata la procesare) si
pH-ul acid potenteaza efectul bacteriostatic.

Conform legislatiei Tn vigoare, nitratii si nitritii se folosesc ca si aditivi
fiind adaugati in alimente doar sub forma sarurilor de sodiu si potasiu. Compusii
utilizati au coduri bine definite - conform codificdrii introduse de CEE. intre
nitratii si nitritii utilizati ca aditivii de conservare cu proprietati antiseptice
recunoscute, se mentioneaza nitratul de sodiu - E 251, nitratul de potasiu - E
252, nitritul de sodiu - E 250 si nitritul de potasiu - E 249. Predilect se utilizeaza
nitritii [46].

Nitratul de sodiu (E251) se foloseste la preparatele din carne ca si ,aditiv
conservant” si, in special ,agent de fixare culoare” pentru produsul finit. De
altfel, conform codului CEE, atributele de ,conservant” si ,agent de fixare
culoare” sunt caracteristice pentru toti nitratii si nitritii luati in uz in scop
alimentar. Dupa datele FAO, cantitatea de nitrat tolerata de omul adult este de 5
- 10 mg /kg.

Nitratul de potasiu (E252) aldturi de nitratul de sodiu poate fi introdus in
lapte si produse lactate in doze de 50 mg/kg si in carne si produse din carne, in
proportie de maxim 250 mg / kg.

Nitritul de sodiu (E250) si nitritul de potasiu (E249), pot mari
permeabilitatea tesuturilor si au o actiune antioxidanta. Nitritul de sodiu prezinta si
proprietati conservante prin blocarea legaturilor polipeptidice care sunt atacate de
enzime produse de microflora de alterare, diminudnd astfel finmultirea
microorganismelor.

Analiza hazardului chimic datorat utilizarii nitritilor (de Na si K) ca si
conservanti pentru carne relevéa efectul antimicrobian vis-a-vis de diversi agenti
patogeni, predilect fata de Clostridium botulinum (care produce botulismul).

Hazardul chimic in cazul utilizarii nitritului de sodiu (NaNO;) poate fi cauzat de
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erori in procesarea produselor de carne. Nitritul are, de asemenea, rol de
antioxidant.

Nitratul actioneaza ca un agent oxidant in mediu usor acid (specific carnii),
producand cantitati reduse de acid nitros (HNOz). Unul din produsii derivati din
acidul nitros este oxidul nitric (NO) care se constituie in “agent nitrizant”.

in aditivarea alimentelor utilizarea nitratilor si nitritilor pentru carne confera
culoare rozee caracteristica (totusi se considera ca aditivii acestia au rolul principal
de conservant si rolul secundar de agent de culoare).

in carne si produse de carne, concentratia nitritilor nu trebuie s3
depaseasca 70 mg/kg conform ordinului MSF/MAAP nr. 438/295/2002 [47].
Nitritii in stare libera se pot combina cu amine secundare sau tertiare, rezultate
in timpul proceselor de maturare tehnologica a carnii sau chiar in procesul de
digestie gastrointestinala, dand nastere astfel la compusi din clasa
nitrozaminelor [48]. Nitrozaminele sunt substante chimice incriminate pentru
potentialul lor cancerigen [49]. Pentru aceste doud considerente majore,
utilizarea nitritilor Tn industria preparatelor de carne trebuie sa fie atent
supravegheata.

Pentru a difuza uniform in masa de carne, nitratii si nitritii se adauga in
sarea uscata sau direct in saramura. Sub influenta florei reducatoare din saramura
si carne, nitratii se transforma in nitriti care oxideaza mioglobina (Mb) si in masura
redusd hemoglobina (Hb) din resturile de sange. In conditiile aditivarii se formeaza
nitric oxid-mioglobina care da de fapt culoarea rozee. Acesti compusi au astfel rolul
de a asigura mentinerea culorii rosii dupa tratamentul termic al carnii si produselor
de carne. In lipsa acestor compusi mezelurile fierte sau oparite ar avea culoarea gri-
cenusie.

Deoarece substanta activa este reprezentata de nitrit, astazi exista tendinta
de a se utiliza in industria alimentara denumirea de ,silitra tare”. in aceeasi acceptie
colocvialda (a procesatorilor) ,silitra moale” sau amestecul de nitrati-nitriti este
indicatd pentru mezelurile cu durata lunga de preparare si pastrare (de exemplu,
salamuri crude tip Sibiu, pastrama, etc.).

Dupa datele existente in literatura de specialitate [50] doza de nitrit
suficienta pentru a avea un efect antibacterian asupra sporilor, bacililor si in general

a microorganismelor este de 70-150 mg/kg produs, cu conditia ca produsul sa
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contina si 2-2,5 % NaCl, sa fie supus unui tratament termic moderat si pastrat la
temperatura sub 10°C.

Cantitati insemnate de nitrati si nitriti exista si in produsele alimentare
de origine animald. Se mentioneaza in acest sens existenta de nitrati in lapte si
in produsele lactate. In anumite tdri din zonele calde pentru conservarea
laptelui destinat prepararii branzeturilor s-a acceptat oficial addaugarea de
nitrati sau nitriti pentru a distruge agentii patogeni (in primul rand Clostridium
botulinum).

Despre prezenta nitritilor in lapte s-au facut mentiuni cu multi ani in urma.
Astfel, au fost semnalate cresteri ale nitratilor in laptele vacilor, furajate cu plante
care acumuleaza azot.

In produsele lactate Nijhuis et al. in 1980 [43] au determinat cantit&tile de

nitrati si nitriti variabile in functie de produs (tabel 1-3).

Tabel 1-3. Cuantumul nitratilor si nitritilor in unele produse lactate

Cantitatea de nitrati Cantitatea de nitriti
Produs
(mg/kg) (mg/kg)

Frisca 0,43 0,02
Smantana 0,3 0

Taurt 0,54 0

Branza 0,31 0,05
Branza Camembert 0,83 0,14

In general, concentratia nitratilor in lapte nu dep&seste 40-50 mg/L. Nitritii
practic nu se gasesc in lapte.

in laptele provenit de la animale de fermd, s-au decelat nitriti a ciror
prezenta este explicata de translocarea din furaje in organismul animal, in final in
tesuturi si in produsele alimentare (e.g.: secretia lactata).

In cazul intoxicatiilor acute, concentratia acestora in laptele animalelor
expuse a fost de 60-80 mg/L.

Din date experimentale [43] rezultd ca eliminarea prin lapte a nitritilor este
direct proportionald cu concentratia acestora in ratia furajera:
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la cantitati mai mici de 3 g NO37/ 100 kg greutate corporald - prin lapte se

vor elimina cca 4-5 mg NOs7/ L.

la 8 g NO3/100 kg greutate corporald - prin lapte se vor elimina cca 12
mg NOs/ L.
la 10 g NO3/100 kg greutate corporala - prin lapte se vor elimina cca 20
mg NOs/ L.
la 16 g NO3 /100kg greutate corporala - prin lapte se vor elimina cca 32
mg NOs7/L.
la 20 g NO3/100 kg greutate corporald - prin lapte se vor elimina cca 80
mg NOs7/ L.

Ca urmare laptele cu continut de nitrati peste limita maxima admisa, dat in
consum, poate deveni foarte periculos pentru oameni si mai ales pentru copii.

Avand in vedere ca limitele provizorii ale continutului de nitrati in lapte,
corelate cu limita maxima de nitrati in apa, pentru copii sanatosi, in varsta de 2-3
luni sunt de 10 ppm, iar pentru persoanele adulte sanatoase de 100 ppm nitrati.
Cantitatea de 32-80 ppm nitrati in lapte este toxicd pentru sugari. In astfel de
situatii laptele trebuie sa fie dirijat spre fabricile de branzeturi fermentate cu
perioada lunga de maturare.

Studii mai recente [51] asupra unor probe de lapte colectat, au pus in
evidenta prezenta nitratilor in cantitati de 1,84-4,58 mg NaNOs/L si nitritilor de
0,07 mg NaNOy/L.

in general se considerd c3 laptele cu continut de nitrati peste limita maxima
admisa, dat in consum, poate deveni un factor de risc pentru sanatatea umana.

Continutul de nitriti in lapte depinde in mare masura si de modul de
procesare tehnologica a acestuia. Astfel, s-a decelat in lapte o crestere a cantitatii
de nitriti de 2,2 ori dupa pasteurizare si de mai mult de 4 ori, dupa pasteurizare si
sterilizare.

Nitratul de potasiu adaugat la laptele pasteurizat previne fermentarea tarzie
a unor branzeturi, provocata de bacterii din specia Coli aerogenes. Cantitatile de

KNOs adaugate la laptele de vaca variaza intre 10-30 g/100 L.
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Adaugarea nitratilor si nitritilor in laptele destinat prepararii unor branzeturi
este acceptata de legislatiile din diverse tari - in special in zonele calde si in conditii
de igiena mai precara. Se are in vedere faptul ca mare parte din aditivi se elimina in
zer, iar cantitatile reziduale se eliminad treptat in timpul maturarii produsului finit.

S-a estimat ca produsele lactate pot aduce o cantitate de 48 mg nitrat in
consumul zilnic al omului.

Efectele patobiochimice ale nitritului de sodiu (NaNO;) s-au studiat
experimental pe animale de laborator, constatdndu-se doud tipuri de modele de
actiune: a) relaxarea musculaturii netede, in special la nivelul vaselor mici, ceea ce
a condus la scaderea presiunii sanguine; b) oxidarea hemoglobinei Ila
methemoglobind. Datorita cresterii methemoglobinemiei scade cantitatea de hemo-
globina si prin aceasta scade nivelul oxiforezei [52].

Inhibarea actiunii nitrozante a oxidului nitric se realizeaza prin folosirea unor
aditivi antioxidanti, cum ar fi: acidul ascorbic, ascorbatul de sodiu, acidul eritorbic
(acidul izoascorbic), eritorbatul de sodiu (izo-ascorbatul de sodiu).

1.5.3. Prezenta in alte produse alimentare

Se cunoaste faptul ca si unele bauturi alcoolice contin nitrati si nitriti. Astfel,
spre exemplu, s-a decelat un continut in nitrati de 22,5 mg/L in vin si 50 mg/L in
bere. Continutul de nitriti in bere a fost de 0,26-9,53 mg/L [19].

in vinurile de California s-au determinat cantitati de 16,4 mg NOs/L (vin
alb) si de 8,5 mg NO37/L (vin rosu).

Nitrati si nitriti au fost semnalati si in ceai, cafea, cacao. Astfel, in ceaiul
deshidratat s-a decelat un continut de 28,13 - 81,74 mg NOs/kg, respectiv 3,68-
17,68 mg NOy/kg. O ceasca de infuzie de ceai (200 mL) contine 0,35 mg NOs" si
0,06 mg NO>".

Boabele de cafea crude au evidentiat un continut de 0,99-10,9 mg NOs/kg
si de 2,18-5,66 mg NOy/kg, iar boabele de cafea prajita un continut de 8,80-129
mg NOs/kg.

in boabele de cacao cantitétile de nitrati si nitriti au fost de 50 mg NOs7/kg,
respectiv 4,98 mg NO27/kg. In praful de cacao obtinut din aceste boabe s-a decelat
un continut de 77,3 mg NOs/kg si de 6,41 mg NO,/kg, iar la o cana din extract
de cacao (200 cm?) valorile gasite au fost de 0,46 mg NOs™ si 0,08 mg NO>".
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1.6. Problema biotransformarii si a translocarii nitratilor

si nitritilor

Se reitereaza faptul ca nitratii si nitritii prezenti Tn sol provin din
biodegradarea materialelor organice sau din ingrasamintele administrate. Azotul din
sol este absorbit de catre plante, in principal, sub forma de nitrati, nitriti, saruri de
amoniu, uree etc.

in tesuturile vegetale, nitratii proveniti din sol si apd - aflati uneori in
cantitati excesive - sunt supusi unor reactii de reducere succesive sub actiunea
(consecutivd) a doua metalflavonoenzime: nitratreductaza (care contine Mo) -
reduce nitratul la nitrit; nitritreductaza (care contine Fe si Cu) - reduce nitritul la
oxid de azot.

Reactiile generale definitorii pentru procesele de biotransformare
mentionate, se pot prezenta, in etape, astfel:

NO5” nitratreductaza (Mo) -, NO5™

nitrat nitrit

NO, nitritreductaza (Fe, Cu ) 5 NQO

nitrit oxid de azot

Studii experimentale clasice efectuate cu privire la echilibrul metabolic
au sugerat cd la om existd o biosintezd endogend de nitrat. In acest sens un
amplu studiu extins de Green et al (1981) ce a urmarit echilibrul metabolic
(balanta metabolica) a azotului prin care s-a demonstrat existenta biosintezei
de nitrat si in organismul omului adult s&n&tos [53]. in acest scop in studiul
intreprins s-au utilizat radioizotopi precum izotopul >N in molecule marcate
15NOs3-, rezultatele demonstrand faptul ca o cantitate mare de nitrat ingerat
este metabolizat, astfel incat acesta nu se regaseste excretat in urind sub
forma initiald de nitrat.

Studiul descris mai sus, efectuat la Departamentul de Nutritie si Stiinta
Alimentului de la Institutul de Tehnologie Massachusetts - USA, s-a efectuat pe

subiecti voluntari a cdror stare de sanatate a fost examinatd anticipat. Subiectii
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au consumat alimente sub supraveghere. Ratiile au fost stabilite anticipat iar
subiectii si-au mentinut nivelurile de activitate fizica Tn parametrii fiziologici
normali. Analize privind continutului de nitrati au fost efectuate atat asupra
alimentelor ce au constituit dieta in aceasta perioada cat si asupra urinei
excretate de catre subiecti.

Rezultatele au relevat faptul ca in situatia in care cantitatea de nitrat
ingerata este redusd, cantitatea excretatd depdsea considerabil nivelul acestuia. In
cazul in care se administreaza insa cantitati crescute de nitrati Tn dieta, cantitatea
excretatd era mai mica decat cea ingerata.

in urma acestui studiu s-a ajuns la concluzia cd in organismul uman se
produce o biosinteza de nitrat. Ipoteza conform careia cantitatile excretate ce
depasesc totalul ingerat s-ar datora unui ,pool” de nitrat acumulat de organism
inaintea perioadei experimentale este infirmata atdt de perioada relativ lunga a
studiului (84 de zile) cét si prin experimentele efectuate pe animale care au urmarit
bioacumularea nitratilor.

Astfel de experimente efectuate pe céini carora li s-a indus, prin intermediul
dietei, o expunere cronica la nitrati, au evidentiat faptul ca la 24 de ore dupa ultima
doza administrata retentie nitratilor in organism este sub 2% [54].

Experimente de tipul aceluia prezentat mai sus au condus, in mod logic, la
ideea ca in organismele animale, nitratii sunt convertiti in nitriti sub actiunea
bacteriilor. In unele lucrdri de specialitate apdrute mai recent se discutd problema
rolului ,bacteriilor comensale” (fr. commensal; lat. cum - cu, mensa - masa).

Conceptul referitor la ,bacteriile comensale”, acceptat in prezent si in
limba romana, defineste bacteriile nepatogene existente in conditii normale in
organismul mamiferelor (in cavitatea bucald, segmentul faringo-esofagian si
colon). Aceste bacterii - prin procesele metabolice proprii - pot conduce la
formarea unor metaboliti care se integreaza in metabolismul organismului gazda.
in aceasta situatie bacteriile nepatogene pot interveni Si in
metabolizarea/biotransformarea unor compusi atipici pentru organism. Spre
exemplu, astfel de bacterii, prin ,aparatul enzimatic” de care dispun pot
interveni in biotransformarea unor substante xenobiotice. Astfel se explica faptul
ca bacterii de acest tip pot fi implicate, prin producerea unor enzime din clasa

nitratreductazelor, in biotransformarea nitratilor in nitriti.
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Nitratii si nitritii sunt in prima faza absorbiti la nivelul tractului gastro-
intestinal unde o parte din nitrati pot fi convertiti in nitriti sub actiunea bacteriilor
comensale. Cantitatea de nitrit formata prin conversia nitratului depinde de
cantitatea de nitrat ingeratd, de activitatea nitratreductazei din organism, de pH-ul
mediului intern, de numarul de bacterii comensale prezente in ingestd, in bolul
alimentar, chimus, etc. In general, la oameni in jur de 5% din totalul de nitrat
ingerat este convertit n nitrit [55].

Unii compusi organici cu nitrogen pot fi absorbiti de asemenea la nivelul
pielii, a mucoaselor si la nivelul pulmonilor. Nitratii ingerati sunt absorbiti aproape
complet (98%) in stomac si intestin [56].

Dupa absorbtie, nitratii si nitritii ajung in circulatia sanguind de unde sunt
transportati spre toate organele si tesuturile organismului. Experimentele efectuate
cu nitrati la care in atomul de azot a fost sub forma de radioelement (deci
substanta marcatd radioactiv) au aratat ca nitratii sunt raspanditi in mod
uniform Tn organe si rata de distributie a acestora este dependenta de circulatia
sanguina [57].

Nitritii odata ajunsi in circulatia sanguind, reactioneaza cu hemoglobina
(Hb). Ca urmare a acestei reactii se produce oxidarea fierului feros (Fe2*) din Hb
la fier feric (Fe3*), formandu-se methemoglobina (MetHb) - [58].
Methemoglobinemia reprezinta principalul efect toxicogen al nitritilor si indirect al
nitratilor. In urma formarii methemoglobinei, se reduce considerabil capacitatea
oxiforetica (de transport al oxigenului) a sangelui. Gravitatea bolii este legata de
cantitatea de hemoglobind blocata: intre 10-25% apare o forma usoard; intre
25-45% forma mijlocie, iar la un procent mai mare de 50% forma grava. Copii sub
6 luni constituie categoria cea mai afectata de efectele formarii methemoglobinei
[59, 60].

In tesuturile animale nitritii proveniti din plante ajung pana la oxidul de azot
(NO). Acesta este transformat sub actiunea enzimelor in hidroxilamina, in amide si
in final in aminoacizi, care vor intra in compozitia proteinelor.

Calea majord de excretie a nitratilor este calea urinara prin intermediul
careia se elimind in interval de 24-48 de ore pana la 70% din totalul de nitrati
ingerati [56].

O altd cale importanta de excretie a nitratilor la animale si om este calea

salivara. S-a demonstrat cd un consum ridicat de nitrati duce la o crestere
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considerabild a continutului acestora in excretia salivard [61]. in organismul uman
aproximativ 25% din cantitatea de nitrat ingerata este excretata prin saliva. Nitratul
excretat este convertit in proportie de 20% (5-8% din totalul ingerat) in nitrit de
catre bacteriile comensale [9].

O problema importanta ridicatda de tranzitul nitratilor in organism este
reprezentatd de faptul cd acestia au capacitatea de a trece de bariera placentara.
Astfel in studiile efectuate pe animale s-a observat cd administrarea unor doze
crescute de nitrati in apa (4000 mg/L) a avut ca efect fetotoxicitatea datorata
methemoglobinemiei [62, 63]. Astfel de studii pledeazd pentru extinderea
investigatiilor referitoare la xenobiotice si deci aprofundarea cercetarilor in biochimia
si xenobiochimia embrionard. In acest mod se poate obtine o informatie corects,
reala asupra riscului de resorbtii embrionare (efectele precoce) si mortalitatea fetala
(efectele tardive), dar si a implicatiilor teratogene.

Aceste observatii evidentiaza amploarea riscului produs de excesul de nitrati
din alimentele de origine vegetala si animala si din apa pentru eredopatologie.
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2. ABORDAREA EXPERIMENTALA IN STUDIUL
ACTIUNII NITRATILOR SI NITRITILOR

2.1. Investigatii experimentale intreprinse asupra

leporidelor

In ultimii ani cresterea iepurilor a luat amploare, evoluand efectiv de la
un numar mic de iepuri crescuti Tn jurul gospodariilor pentru consum personal la
aparitia de crescatorii mari si la procesarea industriald la scara larga a carnii de
iepure.

Prima mare solicitare pentru carne de iepure s-a inregistrat in 2001,
odata cu aparitia primelor cazuri de encefalopatie spongiformd bovina BSE -
bovine spongiform encephalopathy, care a dus la scaderea drasticd a consumului
de carne de vaca si reorientarea consumatorilor spre alte surse de carne.

Recent, o data cu criza gripei aviare, s-a inregistrat o noua crestere a cererii
de carne de iepure. Cu alte cuvinte impunerea carnii de iepure pe piata s-a facut in
special pe baza deprecierii perceptiei consumatorului fata de tipurile traditionale de
carne.

Cu toate acestea nu trebuie neglijata nici calitatea nutritionalda a acestei
carni care in comparatie cu carnea provenita de la alte specii, are un procentaj
ridicat de proteine si un continut mai scazut de lipide, in acelasi timp
remarcandu-se printr-o proportie mica de colesterol si o cantitate mare de acizi
grasi polinesaturati (linoleic, oleic si linolenic). Aceste caracteristici fac din
carnea de iepure un aliment potrivit pentru evitarea bolilor de cardiovasculare
[64].

Asadar leporidele sunt studiate din perspectiva clasica de animale de
laborator, investigatiile efectuate pe acestea oferind informatii cu caracter predictiv
asupra modificarilor homeostazice ce pot apdrea la om in urma contaminarii dietei
cu diferite substante cu caracter xenobiotic precum nitratii.

In acelasi timp ins& leporidele pot fi privite si din punct de vedere

alimentar, valoarea nutritivd a carnii lor si calitatile sale deosebite fac din carnea
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lor, asa cum am amintit mai sus, un aliment din ce in ce mai prezent in dieta
umand. In ceea ce priveste leporidele trebuie subliniat faptul cd sunt animale
ierbivore, in alimentatia lor existand din start o concentratie mai ridicata de nitrati
si prin natura dietei lor fiind mai susceptibile la efectele contaminarii mediului cu

nitrati si nitriti.

2.2. Caracteristici fizico-chimice ale nitratilor si nitritilor

Ionul nitrat cu formularea chimicd NO3 are masa molecularé 62 Da iar
nitritul cu formulare chimicd NO>™ are masa moleculara 46 Da.

Dupa natura lor nitratii pot fi anorganici si organici. Nitratii anorganici sunt
sarurile acidului nitric iar nitratii organici sunt in general esteri ai acidului nitric cu
diversi alcooli. in acelasi mod nitritii pot fi anorganici sau organici fiind s&ruri ale
acidului nitros respectiv esteri ai acidului nitros cu alcooli.

In industrie si mai ales in agriculturd nitratii anorganici sunt cei care
prezinta interesul cel mai mare, fiind in acelasi timp si compusii cu cel mai mare
impact asupra mediului.

Nitratii si nitritii anorganici sunt compusi solubili in apa. Prin incalzire degaja
oxigen. In laborator, in general, se prepara prin tratarea metalelor cu acid azotic
(HNO3), sau prin tratarea hidroxizilor sau carbonatilor cu HNOs [65].

Dintre nitrati un interes aparte pentru chimia anorganica si bioanorganica
(i.e.: biochimia anorganica) si evident pentru agrochimie, ecologie, xenobiochimie
prezinta compusii salifiati cu Na, K, NHg4, Ca si Mg.

in continuare vom enumera cativa dintre reprezentantii clasei (mentionand
numele uzual din tratatele clasice de chimie) si proprietatile fizico-chimice specifice
acestora.

Nitratul de sodiu (salpetru de Chile) - prezintd formula chimica NaNOs,
punctul de topire este la 308°C, se descompune la 380°C, este solubil in ap3, in
alcool si are densitatea 2,26 g/cm3. Se prezintd sub forma unor cristale
incolore, transparente sau sub forma de pudra sau granule albe cu gust sarat,
usor amarui.

Nitratul de potasiu (salpetru de India) - cu formula chimica KNOs are

punctul de topire la 334°C, se descompune la 400°C, este solubil in ap&, insolubil in
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alcool si are densitatea 2,106 g/cm3. se prezinta sub forma de cristale transparente,
incolore sau albe, cu gust salin intepator.

Nitratul de amoniu (salpetru de Leuna) - are formula chimica NH4NO3,
punctul de topire la 170°C, se descompune la 210°C, este solubil in apa si alcool si
are o densitate de 1,72 g/cm3. Se prezintda sub forma de cristale transparente,
higroscopice sau granule albe.

Nitratul de calciu (salpetru de Norvegia) - cu formula chimica Ca(NOs)2,
are punctul de topire la 561°C, este solubil in apd si alcool si are o densitate de
2,5 °C. Acesta mai prezintd si doud forme in care apar 3 respectiv 4 molecule de
apa de cristalizare, caz in care punctele de topire se modifica radical. Astfel
pentru Ca(NOs)2-3H.0 punctul de topire este la 51°C iar pentru Ca(NO3)2-4H,0
acesta este la 40°C. Se prezintd sub forme de granule albe si elimind c3ldurd la
dizolvarea in apa.

Nitratul de magneziu - poate prezenta doua forme, ambele continand
molecule de apad de cristalizare (compusii dihidrat si hexahidrat). Astfel
Mg(NO3)2-2H,0 are punctul de topire la 129°C, este solubil in ap& si insolubil in
alcool, iar compusul Mg(NOs)2:6H,0 are punctul de topire la 89°C si este solubil in
apa si alcool. Nitratii de magneziu se prezinta sub forma de cristale incolore,
transparente.

Dintre nitriti - avand in vedere faptul ca acestia intra mai rapid in interactiile
biochimice - intereseaza sarurile de sodiu si potasiu.

Nitritul de sodiu - are formula chimica NaNO;, punctul de topire la
271°C, se descompune la 320°C, este solubil in ap& si alcool si are densitatea
2,2 g/cm3. Se prezinta uzual sub forma unor granule albe sau usor galbui. Se
descompune chiar si in prezenta acizilor slabi, eliberand un gaz maroniu
(anhidrida azotoasa - N203).

Nitritul de potasiu - prezinta formula chimica KNO,, are punctul de topire
la 440°C, se descompune la 350°C, este solubil in ap3 si alcool si are densitatea
1,9 g/cm3. In starea sa naturald nitritul de potasiu apare sub form3 de cristale
delicvescente albe sau usor galbui.

Din compusii enumerati mai sus, utilizare mai intensa in agricultura ca
fertilizatori si in industria alimentara ca aditivi o au nitratul de sodiu si nitratul de

potasiu.
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2.3. Interactii biochimice specifice nitratilor si nitritilor

Interactiile specifice nitratilor privesc diversi metaboliti si compusi biologici,
acestia fiind in special cunoscuti pentru efectele care le au asupra metabolismului
protidic. Totodata, tinand cont de faptul ca nitratii sunt saruri ale acidului nitric, ei
aduc un aport de ioni metalici in organism care la randul lor provoaca interferente
cu metabolismul hido-electrolitic.

Referitor la efectele nitratilor asupra metabolismului protidic trebuie
mentionat faptul c3a cercetarile efectuate pe animale au evidentiat potentialul
acestor compusi de a genera in anumite conditii (pH acid, prezenta aminelor in
dietd, etc) nitrozamine. Compusii nitrozaminici sunt cunoscuti pentru proprietatile
lor cancerigene, acestia avand capacitatea de a genera metaboliti care se leaga de
DNA generand complecsi macromoleculari. Detalii privitoare la biogeneza
nitrozaminelor, la etapele ce duc la formarea de aducti DNA si la efectele lor vor fi
date la capitolul 3.5.

Astfel se poate observa ca interactiile dintre nitrati si bioconstituentii
organismului uman sau animal fac obiectul Biochimiei in general Tnsa prin
capacitatea nitratilor de a genera nitrozamine si prin specificul interactiilor
acestor compusi cu macromolecula de DNA problema nitratilor in sistemele
biologice devine si o problem& a Bilogiei Moleculare. In fond Biochimia si Biologia
Moleculara sunt stiinte conexe, motiv pentru care exista din 1955 Uniunea
Internationald de Biochimie si Biologie Moleculara - I.U.B.M.B. (engl.
International Union of Biochemistry and Molecular Biology) care uneste
specialisti in Biochimie si Biologie Moleculara din 77 de tari facand astfel puntea

dintre cele doua domenii.

2.3.1. Distributia naturala

Nitratii pot fi de origine naturald sau sinteticd (artificiald). in sol, apa de
suprafata sau freatica, nitratii deriva fie din mineralizarea materiilor organice fie din
poluarea industriald si mai ales agricola (uzul de fertilizanti minerali).

Cel mai mare depozit natural de nitrati se afld in nordul statului Chile (la

Tarapaca exista un depozit extins pe 6500 Km2). Acest depozit este compus in
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special din nitrat de sodiu, de unde si denumirea de salpetru de Chile dupa care mai
este cunoscut acest nitrat. Un alt depozit insemnat de nitrati aflat in exploatare este
Marea Moarta.

Nitratii mai pot fi produsi si in laborator sau la scara larga in industria
chimica. Cu titlu informativ se prezintd si cateva din metodele de preparare in
laborator si in tehnologia chimiei anorganice.

Nitratii metalelor alcaline se descompun cu formare de nitriti si eliberare de
oxigen:

2 KNO3; — 2 KNO; + 0

iar nitratii metalelor grele se descompun eliberand oxidul metalului, dioxid de azot si

oxigen:
2 Ba(NO3), —> 2 BaO + 4 NO>+ Oy

Nitritul de sodiu se obtine in laborator prin reactia acidului nitros cu o solutie
de NaCOs3 sau de NaOH:

NaO2CO3 + 2HNO2, — 2NaNO, + CO2 + H20
NaOH + HNO; — NaNO; + H20

Nitritii de uz comercial sunt in totalitate sintetici si sunt fabricati in industrie

in general prin dizolvarea oxizilor de nitrogen (NO si NO;) intr-o solutie alcalina.

2.3.2. Interactii specifice biochimiei

In tesuturile vegetale si, indeosebi, in tesuturile animale nitratii si nitritii
sunt transformati in compusi organici (i.e.: nitrozamine).

Pe langd nitratii si nitritii anorganici intalniti in organismele plantelor,
animalelor si omului, utilizati in agricultura ca fertilizatori si in industria alimentara

ca aditivi, se poate mentiona si prezenta unor nitriti si nitrati organici.
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2.3.2.1. Derivati organici cu azot din industria chimica

Acestia pot aparea adesea ca si contaminanti ai mediului si in final ai
alimentelor. Din aceste grupe de compusi se pot mentiona: nitratii si nitritii alifatici
si aromatici

a) Nitratii alifatici.

Au formula generala R-CO-NO; si sunt cunoscuti ca agenti
methemoglobinizanti si hipotensori puternici. Intoxicatii mai frecvent intalnite pot fi
produse prin ingestie.

Se cunosc insa si compusi din clasa nitratilor alifatic care au proprietatea de
a se resorbi percutan.

Din aceasta clasa se mentioneaza urmatorii compusi: nitratul de metil,
nitratul de etil, nitratul de amil, dinitratul de etilenglicol si tetranitratul de
pentaeritrol (fig 2-1).

T
CH;—NO; CH;—CH,—NO; CH;—CH—CH;~CH,—NO,
nitrat de nitrat de nitrat de
metil etil amil
oN TN
CH,—NO, H,C—C—CH,
I I \NO
CH,—NO, NO,—H,C 3
dinitrat de tetranitrat de
etilenglicol pentaeritrol

Fig. 2-1 Structura chimica a principalilor nitrati alifatici

Capacitatea de resorbtie poate fi remarcatda cel mai bine la dinitratul de
etilenglicol. Activitatea methemoglobinizanta mai crescuta au urmatorii compusi:

teranitratul de pentaeritrol si la nitratul de amil.
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b) Nitrati aromatici.
Au structura ciclica putand fi homo- si heterociclici. Acestia sunt in general

derivati ai piridinei, e.g.: piperidina, coniina, 2-vinilpiridina, nicotina (fig. 2-2).

|
N N —CH—
N N CH—CH=CH, \\\# CH=CH, % CH,

piperidina coniina 2-vinilpiridina nicotina

Fig. 2-2. Formulele structurale ale principalilor nitrati ciclici

Nitratii aromatici se absorb prin piele si mucoase. Au o actiune excitanta
asupra sistemului nervos central (SNC) provocand cefalee, insomnie, agitatie,

convulsii si In cantitati mari chiar starea de coma.

2.3.2.2. Nitrati si nitriti din industria alimentara

In industria alimentar3 nitratii si nitritii pot fi folositi ca si aditivi, in special in
produse alimentare derivate din carne dar si in unele branzeturi. Prin consumul
acestor alimente se asigura un aport exogen de nitrati/nitriti. Utilizarea acestor
compusi in aditivarea alimentelor a fost acceptata avandu-se in vedere:
a) proprietatile antimicrobiene gratie cdrora se asigura cresterea conservabilitatii
produselor aditivate; b) capacitatea acestora de a restabiliza culoarea specifica
pentru carnea proaspata prin formarea methemoglobinei.

Nitratii reprezinta in special un rezervor pentru sinteza de nitriti ,in situ”.
Nitratii sunt introdusi in produsele de carne sub forma asa numitului ,amestec de
sérare”. In timpul sdrdrii, sub actiunea bacteriilor denitrifiante, nitratii se
transforma in nitriti. Bacteriile produc enzime din clasa oxidazo-reductazelor care,
in mediu acid, transforma azotitul in oxid de azot. Oxidul de azot se leaga de
hemoglobind sau de mioglobind, rezultdénd nitroxihemoglobina sau
nitroximioglobina care printr-o sarare indelungata, afumare calda sau fierbere, se

transforma prin  interactia cu proteine din sangele rezidual in
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Jnitroxihemocromogen” iar prin interactia cu proteine din muschi in

,hitroximiocromogen” - pigmenti stabili de culoare rosie [66].

2.3.2.3. Efecte biochimice si patobiochimice

Cu toate atributele favorabile ale nitritilor folositi Tn industria
preparatelor din carne, nu poate fi ignorat rolul potential nociv al acestora.
Nitritii prezenti in alimente pot traversa bariera gastro-intestinala si, odata
ajunsi in sangele circulant, blocheaza o cantitate echivalenta de hemoglobina. Un
aport ,sistematic” de nitriti poate produce diferite grade de anemie, iar la un
aport foarte mare (peste 0,6 g patruns deodata in sangele circulant al unui
adult), efectul poate fi fatal.

Nitritii sunt mult mai toxici decat nitratii, transformand hemoglobina in
methemoglobind incapabild sa transporte oxigenul, ducand astfel la anoxie si chiar
la moartea individului.

in organism exista cai biochimice specifice pentru formarea nitratilor (aport
endogen). Una din cdile majore de producere endogena a nitratilor este procesul de
conversie a argininei in oxid nitric (NO) si citrulina sub actiunea macrofagelor. Acest
proces este urmat de trecerea oxidului nitric in anhidrida azotoasa care reactioneaza
cu apa generand nitriti. Nitritii sunt oxidati prin intermediul reactiei acestora cu
hemoglobina la nitrati. Pe ld&nga macrofage, existda un numar mare de alte celule
care pot forma oxidul nitric pornind de la arginina. In anumite conditii, bacteriile pot
forma oxidul nitric prin reducerea nitritului.

Acest proces poate avea ca efect nitrozarea aminelor, probabil in urma
reactiei acestora cu anhidrida azotoasa [67, 68]. Discutiile pe marginea asocierii
potentialului nitratilor de a genera nitrozamine cu cresterea riscului aparitiei
cancerului raman deschise.

Oxidul nitric are un potential mutagen demonstrat in studiile pe culturi
bacteriene sau celule umane. De asemenea NO poate provoca incizia moleculara a
catenelor de acid deoxiribonucleic, si deaminarea unor nucleobaze din compozitia
acestuia cu efecte patobiochimice decelabile (bioanalitic si microscopic). Astfel ca
daca nitratii formati endogen au un potential toxicogen relativ scazut, ei pot servi
totusi ca biomarkeri pentru confirmarea prezentei unor procese generatoare de NO

cu efecte nocive [69].
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Reducerea capacitatii sangelui de a transporta oxigen se manifesta clinic
doar cand concentratia de methemoglobind depaseste 10% din valoarea normala a
hemoglobinei.

Sensibilitatea crescuta a copiilor sub 6 luni este atribuitd prezentei asa
numitei ,hemoglobine fetale” care se transforma mai usor la methemoglobing,
precum si deficientei de methemoglobin reductaza - enzima responsabild pentru
reducerea methemoglobinei la hemoglobind. Producerea unei cantitati mici de
acid clorhidric Tn sucul gastric la copii sub 6 luni este o altd cauza determinanta a
sensibilitatii crescute a acestora, deoarece astfel este favorizata dezvoltarea
florei gastrice si astfel se ajunge la o cantitate mai mare de nitrat convertit in
nitrit [70].

Nitratii pot produce efecte vasodilatatoare mai ales la extremitatea cefalica
si in zona gatului si pot contribui la instalarea vasodilatatiei coronariene si pe cale
reflexa accelerarea activitatii cordului. Nitratii organici activeaza guanozinmono-
fosfatul ciclic (GMP.), care descreste interactiunea dintre actind si miozind. In
consecinta toti muschii netezi vasculari se vor relaxa si vor dilata astfel vasele din
sistemul circulator (vene si artere). Nitratii devin vasodilatatori doar dupa ce au fost
redusi la nitriti [71, 72].

Sub aspect fiziologic, problema activitatii musculaturii (netede, striate)
intereseaza si ,potentialul de repaus” al membranei celulare. Acesta este generat de
diferentele de concentratie ionica dintre cele doua medii, intra - si extracelular, in
conditiile in care se realizeaza starea de echilibru (la aceasta participa cationii si
anionii).

Se stie ca repartitia ionilor intre doua compartimente separate de o
membrana selectiv permeabild este dictata de fortele de difuziune si forte
electrostatice. Cand fortele de difuziune tind sa egaleze fortele electrostatice opuse
ca sens, se ajunge la o stare de echilibru cunoscuta si sub numele de ,echilibru
Donnan”. In conditiile echilibrului, cele doud fluxuri de ioni, generat de fortele de
difuziune respectiv de fortele electrostatice, sunt egale si de sens contrar, miscarea
ionilor fiind egala cu zero [73].

Starea de echilibru mentionatd poate fi exprimatda prin legea Nernst care
permite aflarea diferentei de potential (AE) generate de repartitia la echilibru a unei

specii ionice date (I*/).
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_ RT T+~
AExI*/- =21 |o !
) ZF C% T

in care R - constanta universald a gazelor
T - temperatura absoluta (°K)
Z - valenta ionului
F — sarcina electrica (96000 Coulombi)
loge - logaritmul natural
(I*/- )i - concentratia ionului in mediul intracelular

(I*/")e — concentratia ionului in mediul extracelular.

Relatia de mai sus arata ca la echilibru repartitia ionilor pe cele doua fete ale
membranei celulare poate determina un potential de repaus.

Referindu-se la o singurda specie ionica, ecuatia Nernst furnizeaza valori
pentru diferenta de potential realizata de un anumit ion (potentialul de echilibru).

Generalizand aceasta ecuatie, Goldman-Hodgkin si Katz au aratat ca
diferenta de potential transmembranar (AEn) poate fi considerata ca fiind suma
potentialelor de echilibru pentru principalele specii ionice aflate in mediul extra- si
intracelular (e.g.: Na*,K*,ClI") in functie de permeabilitatea membranei pentru

fiecare tip de ion [74]. Relatia se poate reda astfel:

RT, Pkt L +PalNat L +pglcT)
AEm =~ log PKK(K+) +P::(N a+}e+Pc,(c Mk

in care Px - permeabilitatea membranei pentru ionul K
Pna — permeabilitatea membranei pentru ionul Na

Pc — permeabilitatea membranei pentru ionul Cl.

Din cele de mai sus rezultd ca participarea unui anumit ion la producerea
diferentei de potential transmembranar depinde nu numai de repartitia ionului, dar
si de permeabilitatea membranara a acestuia. Cu cat permeabilitatea este mai
redusa, cu atat participarea sa la producerea potentialului transmembranar scade,
iar potentialul de echilibru are valori mai reduse. Asadar in conditii de repaus,
permeabilitatea membranei fata de Na* este practic nuld, in timp ce permeabilitatea

fata de K+ si ClI- atinge valori foarte mari.
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Faptul ca interiorul celulei contine anioni mari, ce atrag si fixeaza K+, a dus
la concluzia ca, in geneza potentialului transmembranar de repaus repartitia K+ este
fenomenul primar in timp ce repartitia Cl- este un fenomen secundar, determinat de
polarizarea prealabila a membranei.

Potentialul de repaus transmembranar este generat de inegalitatea
concentratiilor ionice dintre mediul intracelular si extracelular, fiind un fenomen
electrochimic de membrana. Aceasta inegalitate de concentratie este mentinuta
prin: factori pasivi, e.g.: permeabilitate selectiva, echilibrul Donnan; factori activi,

e.g.: transportul activ de Na* - K+ [75].

2.3.3. Interactii cu impact in biologia moleculara: relatia

genotip-fenotip-mediu

Se reitereaza faptul ca prin metabolizarea nitratilor la nitriti Tn tractul
digestiv, acestia din urma pot reactiona cu aminele provenite din alimente
generand nitrozamine care la randul lor dau nastere unor compusi electrofili cu
potential de legare de macromolecula DNA. Acest fenomen are implicatii asupra
genomului perturband sinteza proteica si avand potential mutagen, teratogen sau
cancerigen. Pentru a intelege mai bine implicatiile nitratilor si a metabolitilor
acestora n biologia moleculara in continuare se va face o scurta trecere in revista
a notiunilor specifice acestei stiinte, evidentiind relatiile cu problematica din
aceasta teza.

in biologia moleculard se opereazd cu notiunile de genom, genotip,
fenotip, se discuta mecanismele de reactie care pot perturba structura chimica si
activitatea biologica a macromoleculei de DNA prezente in structura genelor.
Astfel devine mai facila abordarea conexa a relatiilor biochimie/patobiochimie
interesand genotipul precum si a relatiilor fiziologie/fiziopatologie interesand
fenotipul.

De asemenea este extrem de importanta intelegerea contextuald a
relatiei genotip-fenotip-mediu care poate fi implicatd in distorsiile informatiei
genice (prezente in gene) cu posibile consecinte teratogene, mutagene si chiar
oncogene.

Genomul la eucariote in acceptia clasica defineste suma tuturor genelor

prezente in cromosomii dintr-o celuld. Evident odata cu progresele in biochimie
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si in biologia celulara si moleculard, a devenit posibila fundamentarea
conceptului de gena, pe baza unor investigatii mai riguroase efectuate in
domeniul virusologiei, microbiologiei, citologiei (vegetale si animale), geneticii
etc. In acelasi timp a devenit posibild si definirea mai clard a concepturilor de
genotip si fenotip precum si caracterizarea particularitatilor morfofiziologice si
topobiochimice ale acestuia la virusuri, procariote si eucariote. Interes pentru
cazul de fata prezinta insa doar eucariotele (incluzand doar plantele si animalele
superioare).

La eucariote materialul genetic decelat in nucleul celular, se afla sub
forma de DNA cromosomal existand insa si o distributie secundara a DNA sub
forma de DNA extracromosomal. Cu privire la DNA extracromosomal se
mentioneazad ca acesta poate apartine mitocondriilor, i.e. DNA mitocondrial (mt-
DNA) sau plastidelor (existente in celulele vegetale), i.e. DNA plastidal. Acesta a
fost decelat mai ales in cloroplaste, i.e. DNA cloroplastidal (ct-DNA).
Macromolecula de DNA extracromosomial intervine Tn biosinteza proteinelor din
mitocondrii, respectiv din cloroplaste. Explicitand notiunea de genom (gr. genos
- urmas) in cazul eucariotelor se poate afirma ca: genomul reprezinta totalitatea
genelor prezente intr-un set cromosomal haploid (n) de provenienta paterna sau
maternd. Intr-un genom se regdseste setul de gene - specific genotipului

w

individului - cu precizarea ca in acest “set” fiecare gena constituenta este
reprezentata o singura data.

Particularitati ultrastructurale ale DNA cromosomal. In celulele somatice
cuantumul DNA cromosomal este de doud ori mai mare decat in celulele sexuale,
i.e. celule gonadice (gonocite).

In structurile nucleare ale celulelor eucariote s-a decelat DNA cromosomal
(care intra in constitutia cromosomilor), proteine histonice si non-histonice, alaturi
de cantititi reduse de RNA, lipide si cationi metalici (e.g.: Mg2* si Ca2+). in
cromosomi se afla genele. Regiunea ocupata de o gena pe cromosom poarta numele
de “locus genic”.

Din punct de vedere genetic, DNA cromosomal este principalul component al
“genomului eucariotic” si este implicat in transmiterea informatiei genice in
eredobiologie de la generatia parentala spre generatiile filiale, iar in citogenetica de

la celula mama spre celulele fiice.
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Conceptul de genotip (gr. gennaein - a da nastere; typos - tip, model) se
defineste prin totalitatea “segmentelor” de material genetic (i.e.: genele) care stau
la originea trasaturilor fenotipice (manifeste). Conceptul de genotip este definitoriu
pentru totalitatea genelor organismului luat in studiu. Pentru acest concept exista si
sinonimul idiotip (gr.idios - personal; typos - tip, model).

Pentru o explicitare mai riguroasa a conceptului de fenotip este necesar a se
defini si notiunea de genofond, notiune care permite abordarea problemelor biologiei
celulare si moleculare la o scard mai mare, trecand de la indivizi la populatii. Astfel
genofondul reprezintd totalitatea informatiei genetice inclusa in genotipurile tuturor
indivizilor unei populatii constituind patrimoniul ereditar al acesteia.

In domeniul zooculturii si agriculturii notiunea de genofond este uzitatd
adesea cu o referire care se adreseaza speciei. Astfel, se ajunge la conceptul de
genofond al speciei - care reprezinta totalitatea informatiei genetice a soiurilor - in
cazul anumitei specii de plante; si raselor - in cazul unei specii oarecare de animale.

Genofondul populatiei si al speciei se evalueaza si se valideaza in raport cu
ecosistemul. Modificarile in genofond se realizeaza prin selectie. Aceasta se
adreseaza fenotipului, deci caracterelor manifeste aparute la indivizi dintr-o anumita
populatie.

Conceptul de fenotip (gr. phaina - aparitie, ceea ce se vede; typos - tip,
model) - defineste totalitatea caracterelor morfologice, functionale, biochimice si
comportamentale care sunt manifeste la un individ. Cu privire la fenotip se face
remarca faptului ca fiecare caracter manifestat are un corespondent in genotip, mai
exact in macromoleculele de acizi nucleici care constituie genele.

In definirea fenotipului s-a acreditat si definirea caracterelor normale si
patologice. Acestea pot fi consecinta unor perturbari ereditare (boli congenitale)
sau efectelor mediului intern si/sau extern (boli dobandite). In acest cadru se poate
aborda si problemele xenobioticelor chimice (e.g.: aditivi alimentari, medicamente
chimioterapice, etc.)

Mutatiile, ca perturbari induse de agenti fizici, chimici sau biologici,
opereaza, de asemenea, asupra fenotipului unui organism. Nitratii, si mai exact
nitrozaminele rezultate din acestia sunt agenti chimici care pot interveni asupra
fenotipului generand efecte mutagene [76, 77].

Interrelatia genotip-fenotip prezinta o cauzalitate directa, dar nu totala.

Aceasta relatie trebuie inteleasa in sensul ca genotipul unui organism determina
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caracterele fenotipice ale acestuia. Relatia nu este totald, deoarece: exista situatii in
care unele “elemente” din genotip nu se manifestda fenotipic (e.g.: caracterele
recesive); existd, de asemenea, o determinantd ambientald (de mediu) a
fenotipului.

Mediul trebuie privit in complexitatea sa (mediu extern si mediu intern)
pentru a putea intelege influenta acestuia. in anumite limite, mediul poate influenta
initial expresia genotipului su ulterior a fenotipului. Astfel se produc modificari
bioincompatibile care pot conduce la fenomene teratogene, mutagene sau
oncogene.

Interrelatia genotip-fenotip-mediu este pusa mai bine in evidenta cand se
face o abordare de pe pozitiile biologiei moleculare. In acest cadru genotipul poate fi
reprezentat prin DNA - care constituie substratul sdau material. De asemenea, se
poate considera ca fenotipul este reprezentat prin proteinele structurale. Exprimarea
fenotipului pornind de la genotip se face prin transmiterea informatiei genetice in
succesiunea proceselor de replicatie-transcriptie-translatie. Mediul extern si/sau

intern, prin factorii sai, poate interveni in toate cazurile (fig 2-3).

| FAC TORI DE MBEDIU EXTERN (AMBEENTAL, HABITUAL) |
o B v aa,
aaz aa3
aag | 224
aa6
replicalie transcripfie translafie T 1:
5 f .
aan_q| aa,
DNA i i .
matrice DNA ! RNA i Proteina
homolog ! H
| FACTOR! DE MEDIU INTERN (MEDIUL INTERN BOLOGIC) |

Fig.2-3. Exprimarea interrelatiei genotip-fenotip-mediu la nivel molecular
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Factorii de mediu extern (ambiental, habitual) pot influenta indeosebi
bioconstituentii indispensabili proceselor de replicatie, transcriptie si translatie,
i.e.: specii moleculare de acizi nucleici DNA si/sau RNA si proteine.

Factorii de mediu intern (mediul intern biologic) pot actiona atat la nivelul
bioconstituentilor principali, cat si la nivelul precursorilor acestora in cursul
proceselor de replicatie, transcriptie si translatie. Acestia pot interveni in
biosinteza  nucleotidelor, i.e.: deoxiribonucleotidmonofosfati  (dNMP)  si
ribonucleotidmonofosfati (rNMP) si in biosinteza aminoacizilor, i.e. a diverselor
specii moleculare de aminoacizi.

Informatia genetica este “conservata” in cadrul procesului de replicatie care
are caracter semiconservativ si transmisa in cadrul proceselor de transcriptie si
translatie.

Proteinele structurale, care definesc fenotipul in totalitatea sa, prezinta o
mare diversitate. Acestea au o dispunere intracelulara (e.g.: enzime,
hemoglobind, colagen etc.) sau extracelulara (e.g.: receptorii membranari,
matricea extracelulara etc.). De asemenea, pot exista proteine circulante (e.g.:
albumine, globuline etc.).

Investigarea structurii macromoleculei DNA si a relatiei structura chimica-
activitate biologica a permis definirea mai clara a cadrului biologiei moleculare in
contextul unei interrelatii de tipul genotip-fenotip-mediu. In aceastd circumstanta
mediul este considerat acel sumum de factori care exprima atat ,mediul extern”
(i.e.: ambientul) in corelatie cu arealul habitual cat si ,mediul intern” in corelatie cu
procesele fiziologice si fiziopatologice.

in studiile care privesc impactul nitratilor ca poluanti ai mediului asupra
DNA aceasta interrelatie prezinta un interes deosebit fiind indispensabila intelegerii

efectelor pe care le exercita acesti compusi asupra genotipului si fenotipului.

2.4. Instituirea modelului experimental pe animale

de laborator

Modelul experimental animal utilizat in aceasta lucrare, a avut in vedere
specificul investigatiilor prin care s-a urmarit efectul nitratilor asupra homeostaziei

biochimice.
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In acest scop s-a procedat la solubilizarea nitratilor de sodiu si magneziu in
apa potabila administrata in consum ad libitum. Concentratia nitratilor s-a calculat
avand drept valoare de referintda asa numitului ,nivelul maxim de contaminare” -
MCL (Maximum Contaminant Level).

in apa potabild, nivelul maxim de contaminare (MCL) admis, a fost stabilit de
catre EPA (Environment Protection Agency) la o valoare de 10 mg/L azot din nitrat (N-
NOs3) si 1 mg/L azot din nitrit (N-NOy).

Investigatiile s-au efectuat pe patru grupe de iepuri (Oryctolagus
cuniculus) care au fost preluati din Biobaza la varsta de 30 de zile dupa intarcarea
si trecerea acestora la alimentatia normala. Iepurii selectati pentru experimente
aveau o dreutate medie de 700 + 25 g si au fost in prealabil monitorizati de la

nastere, vaccinati si tratati contra parazitilor specifici speciei [78].

Fig. 2-4. Iepuri in Biobaza - varsta de 7 zile

Animalele au fost incluse in 3 grupe experimentale notate Ea(1), Ea(2), Es
fiecare grupa incluzédnd 10 iepuri (5 masculi si 5 femele) si o grupa de control (C)
incluzand de asemenea 10 animale (5 masculi si 5 femele). Iepurii au fost hraniti

cu furaje combinate. S-a instituit de asemenea o perioada de carantina de 10 zile
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in care s-a urmarit starea de sanatate si iepurii au fost obisnuiti cu ambientul de
laborator experimental si dieta pe baza de furaje combinate. Apoi s-a procedat la
instituirea experimentelor propriu zise, extinse pe o perioada de doua decade (20
de zile).

Grupa de control a primit apa potabild din aceeasi sursa cu cea folosita la
prepararea solutiilor de nitrati.

La grupa experimentald Eac1) s-a administrat dizolvat in apa potabild nitrat
de sodiu (NaNOs) in concentratie de 20 x MCL. In cazul grupei experimentale Ea2) S-
a administrat de asemenea nitrat de sodiu (NaNOs) in doz& de 40xMCL. in fine la
grupa experimentala Eg s-a folosit nitrat de magneziu cristale hexahidrat
Mg(NO)s;e6H,0, in concentratie de 20 x MCL (recalculat avand in vedere apa de
cristalizare).

Experimentele au urmarit efectele nitratilor asupra homeostaziei biochimice
interesand metabolismul proteic si metabolismul hidro-electrolitic (circumscris la
metalograme pentru organe si pentru tesut muscular). Metalograme tisulare s-au
efectuat asupra tesutului muscular iar metalograme de organe s-au efectuat asupra
ficatului, rinichiului si creierului.

Investigatiile privind metabolismul protidic s-au efectuat prin prelevarea de
probe in perioada preliminara administrarii nitratilor in apa potabila si ulterior la
finea decadei I (10 zile) si a decadei II (20 zile) a experimentelor. Locul de electie
pentru prelevare a fost vena auriculara. Prelevarea sangelui s-a efectuat in
vacuumtainere de 9 ml care apoi au fost lasate la temperatura camerei pentru
exprimarea serului prelevat ulterior pentru determinari analitice.

Pentru a se putea preleva probele de tesut muscular si de organe s-a
procedat la eutanasierea animalelor conform normelor pentru protectia animalelor
folosite Tn  scopuri experimentale de interes stiintific prevazute in
0O.G. Nr. 37/30.01.2002 [79].

Dupa eutanasiere, s-a efectuat disectia animalelor si s-au prelevat pe rand

probele de tesuturi si organe (fig 2-5.)
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(b)

Fig. 2-5. Disectie la iepuri a) disectie abdominala; b) disectie craniana

Probele de muschi si organe au fost depozitate in recipiente de sticla si
supuse congelarii pana la momentul efectuarii analizelor prin spectroscopia de

absorbtie atomica.
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2.5. Metaboliti azotati neproteici - date generale

biochimice si fiziopatologice

Metabolitii azotati neproteici studiati in lucrarea de fata sunt: ureea,
creatinina si acidul uric. in continuare se vor expune date succinte privind structura

lor chimica si caile metabolice specifice biogenezei in organism.

2.5.1. Uree

Ureea este o substanta solida, cristalizata, solubila in apa. Ureea, sub raport

structural, este diamida acidului carbonic (fig 2-6).

Fig.2-6. Uree - formula structurala

Industrial ureea se poate obtine prin sinteza, din amoniac si bioxid de
carbon, in conditii de temperatura si presiune inalte. Produsul este utilizat, n
special, ca si ingrasamant de suprafata, aplicat fie separat , fie in combinatie cu alte
ingrasaminte.

in organism ureea este principalul produs azotat final al metabolismului
aminoacizilor, proveniti din scindarea in stomac si intestin a proteinelor, sub
actiunea enzimelor proteolitice si absorbtia acestora prin peretele intestinal. Sediul
principal de formare a ureei este ficatul. Cu toate acestea si tesutul in curs de
crestere (de exemplu, tesutul embrionar sau tumoral) are capacitatea de a forma
uree din arginina.

Biosinteza ureei la nivelul ficatului este cunoscutd sub denumirea de
ureogeneza. Acest proces complex se realizeaza pe seama NHs, rezultat prin

deaminarea aminoacizilor si altor acizi aminati.
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In cadrul ciclului ureogenezic au loc reactii succesive la care participd - in
secvente ciclice - trei aminoacizi, i.e. ornitina, citrulina si arginina (fig. 2-7).

Reactia se desfasoara in cadrul a patru etape reversibile.

- etapa 1: biosinteza carbamil-fosfatului - se produce la nivel
intramitocondrial. Reactia este catalizatd de enzima carbamil-fosfat-sintetaza. In
aceasta reactie intervin doua molecule de ATP care furnizeaza o grupare fosfat
pentru formarea carbamil-fosfatului si elibereazé doua molecule de ADP si o
moleculd de P;. Reactia se produce la nivelul mitocondriilor hepatice si este
ireversibila.

- etapa 2: biosinteza citrulinei — se produce tot in mitocondrii. Pornind de la
ornitina si carbamil-fosfat, se face transferul gruparii carbamil (H;N-CO-) la
gruparea aminica a ornitinei. Reactia se desfasoard in prezenta enzimei ornitin-
carbamiltransferaza, in urma reactiei rezultand citrulina.

- etapa 3: biosinteza argininei - se desfasoara in citosol si este caracterizata
prin existenta a doud subetape: a) biosinteza acidului arginino-succinic; b)
biosinteza argininei.

Astfel, in cadrul primei subetape, dupa trecerea citrulinei din mitocondrie in
citosol, in prezenta enzimei arginino-succinat-sintetazei si a ATP din citrulina si acid
aspartic se formeaza acidul arginino-succinic (fig 2-7). Apoi, din aceasta - in
prezenta enzimei arginaza - se formeaza arginina, eliberandu-se acid fumaric. in
continuare acidul fumaric este preluat in cadrul reactiilor din ciclul acizilor
tricarboxilici.

- etapa 4: hidroliza enzimatica a argininei - se produce in citosolul
hepatocitelor. Sub actiunea unei hidrolaze specifice se formeaza ornitina - care

reintra in ciclul ureogenezic si se elibereaza ureea [80].
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Fig.2-7. Reactii specifice ciclului ureogenezei - etape
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Cea mai mare parte a ureei din organism este eliminata prin filtrare
glomerulara; 40-60 % redifuzeaza in sange in functie de fluxul tubular si sub

controlul hormonul antidiuretic (ADH) care are rol de reglare.

2.5.2. Creatinina

Creatinina rezultd in urma deshidratarii non-enzimatice a creatinei in
muschii scheletici sau prin ciclizarea spontana a fosfocreatinei. Creatina (acid metil-
guanidinoacetic) a fost descoperita intr-un extract de carne in anul 1832 de catre
cercetatorul francez Michel Eugene Chevreul ramanand insa relativ ignorata de
mediul stiintific mai bine de un secol.

Numele de creatinind provine din cuvantul grecesc ,kreas” care inseamna
carne. Creatina se gaseste in organism distribuita in special in musculatura (95%)
dar si in sistemul nervos central (1,5%) si in diverse organe cum ar fi spre exemplu
testicolul [81].

In muschi creatinina se afld ca atare sau sub forma unei amide interne
denumita creatinind. Formulele chimice ale creatinei si creatininei sunt redate in

figura 2-8.

NH NH
[l Il
C—NH, C—NH,
| | Cc=0
I?I—CHZ—COOH I}l—CHz/
CH, CH,
creatina creatinina

Fig. 2-8. Creatina si creatinina - formule structurale

in tesutul muscular creatina se afl3 in proportie de 80% combinatd cu acidul
fosforic sub forma de creatinfosfat (fosfagen), compus ce are o importanta deosebita
in contractia musculara, jucédnd un rol major in producerea energiei necesare

contractiei.
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Formula structurald a creatinfosfatului este redata in figura 2-9.

NH

Il /OH
C— NH~P=0

| \ OH

I?I—CHZ—COOH
CH,

creatinfosfat
(fosfagen)

Fig. 2-9. Creatinfosfat - formula structurala

Sinteza creatinei are la baza trei aminoacizi: metionina, glicolol si arginina.
Biosinteza creatininei porneste de la glicina si arginind din care se formeaza
guanidinoacetatul si ornitina Tn urma unei reactii catalizate de enzima arginin-glicin-
amidino-transferaza (AGAT).

Se presupune ca guanidinoacetatul este format la nivelul rinichiului si apoi
transferat prin intermediul circulatiei sanguine la ficat. in ficat grupul metil de la S-
adeniozinmethilmetionina este transferat la guanidinoacetat prin intermediul enzimei
guanidinoacetat-N-metiltransferaza (GAMT). Factorul limitativ al sintezei creatinei
este formarea guanidinoacetatului de catre AGAT, cretina fiind capabila de genera o
inhibitie feed-back a acestei enzime, probabil prin blocarea etapelor ce preced
translatiei AGAT mRNA.

Alti factori care regleaza sinteza creatinei sunt hormonul tiroidian,
somatotropina (hormonul de crestere), testosteronul, ornitina [82].

in figura 2-10 este redatd o reprezentare simplificatd a etapelor specifice

biosintezei creatininei.
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>
>

H;C— NH F

HN=T <|DH ADP  ATP
NH — P=0
|
OH

fosfocreatina

creatinina

H,N— CH—COOH

CH,

|
NH

I
C=NH
I

NH,

acid
guanidinoacetic
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Fig 2-10. Biosinteza creatininei
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Concentratia creatininei este dependenta de concentratia cretinei musculare
si este influentata de activitatea musculara si de masa musculara. Din acest
considerent nivelul seric al creatininei este mai crescut la masculi decat la femele.
Creatinina este filtrata liber la nivelul glomerulilor si nu este resorbita de tubi. O
cantitate mica de creatinina din urina finala este derivata din secretia tubulara.
Datorita acestei proprietati a creatininei, clearence-ul creatininei poate fi folosit

pentru estimarea ratei de filtrare glomerulara [83].
2.5.3. Acid uric
Acidul uric este produsul catabolic al acizilor nucleici si mai exact un produs

rezultat din catabolismul nucleobazelor purinice adenina si guanina. Din punct de

vedere chimic, acidul uric este 2,6,8,- oxipurina sub forma cetonica (fig. 2-11).

OH
NF N
g e
A N
HO N H
Acid uric

Fig.2-11. Acid uric - formula structurala

in organism, acidul uric apare ca produs final al catabolismului bazelor
purinice (adenina si guanina). Mamiferele excreta aproape in totalitate bazele
purinice ingerate sub forma de acid uric (omul si unele animale) sau sub forma de
alantonina.

Formarea acidului uric din purine implica interventia unor enzime
specifice din clasa dehidrogenazelor. in prima faz& nucelobazele purinice sunt
deaminate printr-un proces hidrolitic care duce la hidroxipurina corespunzatoare
care este hipoxantina in cazul adeninei si xantina in cazul guaninei. In
continuare hipoxantina rezultata din adenind este oxidata la xantina. Reactia de
deaminare descrisd mai sus este responsabila in parte de amoniogeneza aparuta

in cursul autolizei tesuturilor.
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specifice numita xantin oxidaza care transforma xantina in acid uric (fig 2-12).

in urind, calea principald de excretie a acidului uric, acesta se gdseste sub formd de

urati.

limitele fiziologice. Uneori, eliminarea renala a acidului uric este insuficienta sau
producerea sa este excesiva (boli
provocand o hiperuricemie. In acest caz, acidul uric tinde s& precipite sub form&

de cristale, ceea ce poate declansa crize de gutd, o litiaza urinard sau ambele

Deaminarea este urmatda de o oxidare sub actiunea unei dehidrogenaze

OH OH NH,
N/ N N \N . N \N
| / I ¢ adenozina |
H N)\ N N ) N %I
2 N H N N
H H

Guanina Hipoxantina

\

hipoxantin oxidaza

OH

NZ | N>
HO)\N N

Xantina

'

‘xantin oxidaza

OH

~ N
j@at
HO N N

Acid uric

Adenina

Fig.2-12. Biogeneza acidului uric

Acidul uric continut in sédnge este filtrat de catre rinichi, si elimina prin urina.

La subiectul sanatos, rinichii actioneaza astfel incat mentin uricemia in

concomitent [84].

de sange,

enzimatice ereditare),
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2.6. Biometalele - date generale

Biometalele sunt ubicvitar raspandite in regnul vegetal si animal.
Diferentele depind de specie, tesut si evident de zona geografica. O prima
posibilitate de evaluare a cuantumului biomineralelor in general si a biometalelor in
special o constituie cantitatea de cenusa obtinutd in urma incinerarii probelor
(organe, tesuturi) luate in proba. De fapt cenusa reprezinta cuantumul total al
compusilor cationici si anionici prezenti sub forma de saruri, oxizi, compusi
complecsi diferiti in incinerat. Cu titlu informativ se mentioneaza ca plantele verzi
contin 1,2 - 1,5% cenusa iar cele uscate 5 - 15%. In corpul animalelor, cantitatea
de substante minerale, exprimata in cenusa variaza de la o specie la alta si in cadrul
speciei, n functie de varsta. Spre exemplu la taurine si cabaline continutul in
substante minerale reprezinta la nastere 4,4% iar la forma adulta 4,5 - 5,0%. La
ovine si pasari, cenusa reprezinta 3,2 - 3,4% iar la porcine 2,8 - 3,0%.

in domeniul fiziologiei animale si umane este recunoscut faptul cd marimea
concentratiei unui element in sange si tesuturi nu reflectd proportional cantitatea
ingeratd, deci aportul exogen. Situatia se explica prin faptul ca absorbtia si excretia
sunt dependente de o serie de factori interni care concura la echilibrul homeostazic.
Evaluarea cuantumului unui element mineral permite cunoasterea echilibrului care
se realizeaza intre cantitatea absorbita, retinuta (eventual depozitata) si eliminata
[85, 86, 87].

Spre exemplu excedentul de sodiu din cantitatea ingerata se elimina prin
urind aproape integral situatie decelabila si analitic [88]. In cazul potasiului se
remarca faptul ca acest element este retinut de rinichi. In aportul excedentar de
potasiu sau de sodiu, acestea nu se elimina in aceeasi proportie, afectand echilibrul
normal al acestor doua elemente, ceea ce duce la dereglari functionale - cu efecte
dishomeostazice.

Clasificarea bioelementelor se face in literatura de specialitate pornind de la
concentratia in care acestea se afla in organism. Bioelementele pot fi astfel grupate
fie in: macro-, oligo- si microbioelemente. Aceasta clasificare care are o larga
acceptare poate fi sumarizata astfel:

a) macrobioelemente - grupa in care se includ bioelementele cuaternare
(C,0,H,N), precum si alte doua bioelemente, unul cu caracter cationic (metalic) -

calciul si altul cu caracter anionic (nemetalic) - fosforul;
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b) oligobioelemente - grupda care cuprinde bioelementele prezente in
cantitati mai reduse (0,05-0,75%) incluzadnd elemente cu caracter cationic
(metalic): potasiu, sodiu, magneziu si respectiv anionic (nemetalic): sulf si clor;

c) microbioelemente - reprezinta o grupa de elemente prezente in organism
in cantitati foarte reduse. Acestea pot apartine subgrupelor de:

- microbioelemente invariabile sau indispensabile, distingandu-se elemente
metalice: Fe, Cu, Zn, Co, Mo si elemente nemetalice: F, I;

- microbioelemente variabile si acestea incluzand elemente metalice: Ni si
elemente nemetalice: Se, Si, B.

in continuare se vor prezenta bioelementele metalice care au ficut obiectul

investigatiilor din prezenta lucrare.

2.6.1. Macrobioelemente si oligobioelemente - date generale

Dintre macrobioelementele si oligobioelementele metalice au fost studiate in
lucrarea de fatd principalele elemente alcaline (Na si K) si alcalino-teroase (Ca si Mg).
Estimate in raport cu distributia in compartimentele intracelular si extracelular, se
cunoaste faptul ca in celule se afla un continut mai mare de K si Mg iar in fluidele
biologice predomina Na si Ca.

Sodiu.

In organismul uman adult, cuantumul de sodiu este de cca. 90g. Sub
raportul distributiei in tesuturi, cca. 25% din sodiu se afla in oase sub forma de
saruri, iar restul de 75% in celule si fluide biologice.

Sub forma ionica sodiul (Na*) este important in repartitia apei, intervenind
in: reglarea presiunii osmotice, a echilibrului acido-bazic, in fenomenele de
polarizare-depolarizare ale membranelor celulare prin functionarea pompei Na*/ K*,
fiind indispensabil in procesele de propagare a impulsurilor in tesuturile excitabile.
Sodiul este de asemenea esential in transportul activ al nutrientilor incluzand
transportul activ al glucozei prin mucoasa intestinala [89].

Cationii de Na* si K* alaturi de anionul CI- joacd un rol important in
urmatoarele procese vitale: controlul osmotic; echilibrul si circulatia electrolitilor;
stabilitatea polielectrolitilor de tipul acizilor nucleici (DNA, RNA), a proteinelor
membranale, s.a.; interactii ale metabolitilor organici [90, 91].

BUPT



2.6.- Biometale - date generale 63

Ionii de sodiu sunt vehiculati prin transport pasiv (prin difuziune), spre
interiorul sau spre exteriorul celulei, in functie de gradientul de concentratie, dar si
prin transport activ in lumenul intestinal prin ,sistemul de pompare” din vilozitatile
intestinale localizat in peretele reprezentat de celulele bazale.

Transportul Na* intestinal este cuplat cu cel al glucozei, prezenta acesteia
favorizand absorbtia Na* si invers. Aceste caracteristici reprezintd baza fiziologica a
tratamentului cu solutii perfuzabile de NaCl si glucoza in cazul pierderilor de apa si
sodiu.

Osmolaritatea continutului duodenal variaza in limite largi in functie de
alimentele ingerate, dar dupa traversarea n jejun, osmolaritatea chimusului
intestinal, indiferent de alimentatie, este adusa la nivel apropiat de plasma
sanguind. In felul acesta, absorbtia elementelor obligd si apa s& treacd spre
interstitiu mentindnd osmolaritatea intraluminala.

Deficitul de sodiu poate determina o deshidratare celulard urmata de
hiperhidratare celularda. Simptomele intalnite la deficitul de sodiu sunt: crampe
musculare, ameteli, greata. Daca apare o deficientd serioasa se poate ajunge la
colapsarea sistemului circulator si aparitia starii de soc.

Excedentul de sodiu defineste in general hipernatriemia. Simptomele
intalnite la aparitia excesului sunt in general nespecifice si includ in primele faze:
anorexie, stare de neliniste, greatd, varsaturi. Aceste simptome sunt urmate de
cresterea presiunii sanguine (tensiunea arteriald) si apoi alterarea statusului mintal,
letargie, iritabilitate si in final coma. La nivelul sistemului muscular si osos pot
apdrea ataxie sau tremor [92].

Potasiu.

Este un element cu distributie tipic intracelulard, cca 98% se afla in
interiorul celulei, iar 2% in exteriorul acesteia. Potasiul are roluri fiziologice multiple:
asigura osmolaritatea mediului intracelular; creste excitabilitatea neuro-musculara;
este important in mentinerea automatismului cardiac; intervine in procesele de
digestie, se regdseste in continutul sucului pancreatic si a sucului intestinal; are
efecte diuretice; intervine in metabolismul glucidic; intervine indirect in procesul de
energogeneza; influenteaza sinteza si activitatea unor enzime, hormoni.

Potasiu sub forma sa ionica (K*) tranziteaza in cea mai mare parte prin
transport pasiv (difuziune). Viteza cu care K* tranziteaza din intestin in sange este

proportionald cu gradientul electric dintre sange si lumenul intestinal. In jejun,
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diferenta de potential pentru K* este de 5 mV (in lumen este negativ fatd de sange),
in ileon de 25 mV si in colon de 50 mV. Potasiul este secretat activ in rect si probabil
in colon [93].

Ca urmare, K* va fi retinut in cantitati crescute in segmentele digestive
terminale in ordinea enumerata, astfel concentratia sa pe baza difuziei simple si
singulare va fi de 6 mEg/L in jejun, aproximativ 13 mEg/L in ileon si 30 mEg/L in
colon. Aceasta distributie explica de ce scaderea lichidului ileal si colonic in diaree
cronica poate duce la hipokaliemie [94].

Deficitul de potasiu, sau hipokalemia se manifesta prin: oboseala musculara,
anxietate, uscarea pielii, eruptii cutanate, hipertensiune, constipatie, etc.

La iepuri, in experimentele de laborator in care a fost indusa deficienta de
potasiu, s-a observat aparitia unei distrofii musculare severe cu evolutie rapida
[95]. La iepuri potasiul trebuie sa fie in jur de 0,6 % din dietd. In cazul excesului de
potasiu (0,8-1,0%) poate aparea nefrita [96].

Excedentul de potasiu are ca simptome: greatd, dureri musculare, scaderea
ritmului cardiac, hipotensiune. Hipokalemia severa poate duce la stop cardiac.

Calciu.

Este cel mai abundent macroelement din organism, in special datorita
cantitatilor mari gasite in schelet. Organismul uman contine 1000-1500 g de Ca
din care 99% se regdseste in schelet sub forma unui complex de fosfati si
carbonati de calciu, alaturi de cantitati mai mici de fosfati si carbonati de
magneziu si sodiu [97].

In organism Ca joacd de asemene un rol important in excitabilitatea neuro-
musculara. De asemenea, Ca mediaza neurotransmiterea, cresterea celulara,
activitatea unor sisteme enzimatice dar si procesul de coagulare a sangelui.
Concentratia de Ca organism este controlata de actiunea parathormonului,
calcitoninei si a vitaminelor D (calciferoli).

in privinta calciului se stie c& in mod obisnuit, intre 30 si 80% din aportul
calciului alimentar solubil (ionic) este absorbit in functie, nu de concentratia sa in
lumen, ci de nevoile momentane ale organismului [98]. Transportul activ al calciului
in afara lumenului intestinal are loc in segmentul superior al intestinului subtire
unde poate fi absorbit si prin difuzie pasiva.

In favoarea absorbtiei intervine energic un metabolit al calciferolului

(vitamina D) numit 1,25-dihidroxicolecalciferolul care induce sinteza proteinei ce
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leaga calciul in celulele mucoasei. Rata producerii acestui metabolit este crescuta
cand calciul plasmatic este scazut, si redusa cand calciul este crescut.

In acest mod absorbtia Ca este ajustatd in general la necesitdtile
organismului. Transportul Ca este favorizat si de alte substante (lactoza, proteine), si
inhibat de fosfati si oxalati din cauza ca acesti ioni formeaza saruri insolubile cu Ca.

Se estimeazd ca din calciul circulant jumatate se afla legat de albumina
sericd si jumatate este in forma ionizata (Ca2*). Fractiunea ionizata a Ca este
responsabilda pentru efectele sale fiziologice. Fractiunea legata de albumine este
sensibild la modificarile de pH, scaderea acestuia ducéand la cresterea nivelului de
Ca?*, In timp ce cresterea acestuia activeaza legarea ionilor de albumine si deci
scaderea Ca2%*.

Deficitul de calciu se manifesta in special prin aparitia tetaniei musculare si
in cazul unui deficit cronic instalarea unor afectiuni la nivelul osos, e.g.: rahitism,
osteoporoza [99].

Excedentul de calciu este rar intdlnit, si se manifesta cu predilectie asupra
sistemului osos dar si a cartilagiilor care se pot calcifia.

Magneziu.

Este un constituent biomineral al organismului care se afla in cantitati de
25-30 mg in corpul omului adult. Cea mai mare parte, cca 60% se afla in schelet,
restul este distribuit in celule si in spatiul extracelular. In organismul uman,
magneziul se afla sub o forma difuzabila in proportie de 80% , iar restul de 20% sub
forma nedifuzabila, fiind legat de proteine [100].

Magneziu are roluri biologice multiple si complexe: intervine in
metabolismele glucidic, lipidic si protidic; asigura structura de rezistenta osoasa
alaturi de calciu si fosfor; reduce excitabilitatea neuro-musculara a fibrelor
miocardice; ionul Mg2* aldturi de Ca2*, Na*, K* este implicat in conductibilitatea
electrica a cordului si contractilitatea fibrelor musculare ale miocardului; carenta de
Mg2* si K* faciliteaza aparitia aritmiilor si a fenomenelor toxice la digitalice;
intervine in eliberarea gruparilor fosfat macroergice din ATP, AGP, ACP etc. -
asigurand fosforildrile oxidative necesare in procesele de biosinteza (e.g. : sinteza
de acizi nucleici, sinteza de proteine); intervine in transmiterea influxului nervos si
in fenomenele de transport transmembranar [101, 102, 103] reduce acumularea de

colesterol la nivelul peretilor vasculari in procesul de aterogeneza; produce activarea
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sintezei imunoglobinelor; intervine in activarea DNA - polimerazei, RNA -
polimerazei, formarea amino - acil- adenilatului in stadiul initial al sintezei RNA.

In cazul magneziului absorbtia sa la nivelul intestinului este dependentd de
prezenta proteinelor. Aceasta ar putea fi explicata prin formarea de chelati
magnezieni.

Deficitul de magneziu se poate manifesta prin: anxietate, aparitia de
cheaguri de sange, probleme intestinale, etc. Deficitul de Mg poate fi de asemenea
un factor important in aparitia hipertensiunii, a problemelor renale, migrenelor,
osteoporozei si a degradérii smaltului dentar [104]. In experimentele efectuate pe
sobolani, inducerea unui deficit de magneziu provoaca in timp intarzieri in crestere
si are ca efecte caderea parului, aparitia de leziuni cutanate, edeme si degenerari
la nivel renal [105].

La iepuri, deficitul de magneziu poate avea ca efect o ratd scazuta a
cresterii si hiperexcitabilitate care se poate manifesta si prin aparitia de
convulsii [106] mergand pana la alopecie, albirea urechilor si alterarea texturii
blanii [107].

Excedentul de magneziu blocheaza transmiterea neuromusculara prin
inhibarea eliberarii de acetilcolina. Astfel excesul de magneziu duce la hipotensiune,
bradicardie si la concentratii mari chiar stop cardiac; de asemenea poate provoca

depresia respiratiei pana la aparitia apneei.

2.6.2. Microbioelemente - date generale

Zinc.

in organismul uman cantitatea de zinc variazé intre 1,4-3 g fiind intalnit in
concentratii mai mari in ficat si muschi (50-55 mg/g), in glanda suprarenala (12-17
mg/g), in prostatd (cca. 10 mg/g). In serul sanguin concentratia acestui element
variazd intre 111,6-114,5 mg/dL. In organismul animal zincul se gdseste in
concentratii de 20-30 mg/kg corp.

in sistemele enzimatice ale organismului zincul joacd un rol foarte important
el fiind regasit in structura unor enzime ca: anhidraza carbonica (0,33-0,34% Zn),
uricazad (0,1% Zn), carboxipeptidaza pancreatica, alcooldehidrogenaza (din drojdii),
tiroxinaza, acetil CoA-dehidrogenaza, manozidaza, DNA-polimeraza, RNA-

polimeraza, Zn-Cu superoxid-dismutaza etc. Zincul poate interveni in inactivarea
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unor enzime precum: pepsina, tripsina, colinesteraza, etc., fiind in acelasi timp
necesar si pentru activarea unor sisteme enzimatice, cum ar fi: timidinkinaza, fitaza,
arginaza, enolaza, aldolaza.

Zincul poate interveni in actiunea unor hormoni, fiind esential pentru sinteza
insulinei (insulina contine cca. 0,153% Zn) si a hormonilor gonadotropi hipofizari.
Are de asemenea rol in potentarea vitaminei B;. Zincul este un stabilizator al
structurii moleculare a lipoproteinelor din membranele celulare. Participa la
biosinteza si biodegradarea glucidelor, lipidelor si proteinelor si a acizilor nucleici. De
asemenea Zn joaca un rol important in transcriptia si transferul polinucleotidelor si
in transmiterea informatiei genetice [108].

Deficitul de Zn poate aparea datoritda unui aport nutritional insuficient,
a malnutritiei proteice (Zn se fixeaza de proteine), in cazul prezentei in dieta a
unor compusi care pot reduce absorbtia Zn (e.g.: fitati, Ca, etc). De asemenea
deficitul de Zn a mai fost constatat in anumite boli, e.g.: hepatita virald, ciroza
generata de alcoolism, insuficienta pancreatica, uremie, alcoolism (prin
cresterea eliminarii), etc. Carenta de zinc are ca principala manifestare clinica
aparitia para-cheratozei. Deficienta severa de Zn poate afecta grav sistemul
gastrointestinal, sistemul nervos central, sistemul imunitar, osos si sistemul
reproducator [109, 110].

Intr-un experiment efectuat pe femele iepuri cdrora li s-a administrat o diet3
saraca in zinc s-au observat urmatoarele semne ale deficientei in Zn: scaderea
consumului de hrana, hematocrit scazut, pierdere in greutate, incaruntirea blanii
negre, alopecie, dermatita si disfunctii reproductive [111].

Excedentul de zinc este rar intalnit si duce la cresterea greutatii
suprarenalelor si a timusului, a cresterii nivelului de colesterol si a scaderii
concentratiei de hormoni steroizi. Ca si manifestari clinice ale toxicitatii zincului
observate la rumegatoare se mentioneaza: inapetenta, diaree cu deshidratare,
edeme subcutanate, vertij si icter [112, 113]. De asemenea Zn in exces poate
exercita efecte clastogenice. Experimentele cu clorura de zinc in vitro urmarind
efectele unor concentratii mari asupra limfocitelor umane si experimentele in vivo
pe celule prelevate din maduva osoasa a soarecilor de laborator dupa expunerea la
o dietd cu exces de Zn au relevat o crestere semnificativda a aberatiilor

cromozomiale [114].
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In organismul uman cuantumul fierului este de 4-5 g din care aproximativ
65% se afla sub forma de hemoglobind si 25-30% sub forma de feritind si
hemosiderind depozitate in ficat, splind si maduva osoasa. Fierul din organism se
gaseste sub forma de fier heminic in hemoglobind, mioglobind, citocromi - care sunt
enzime (transelectronaze din grupa oxidoreductazelor) si sub forma de fier
neheminic in feritind, hemosiderind (forme de depozit) si transferina (forma de
transport care cedeaza fierul unor receptori specifici).

Fierul si cuprul sunt metalele prezente in structura transportorilor de Oz si a
unor enzime din clasa oxidoreductazelor. Proprietatile redox si capacitatea de a forma
complexe in cazul metalelor sunt conditionate de structura electronica a acestora si de
valente e.g.: Fe?* - ionul feric/ Fe3* - ionul feric; similar Cu* - ionul cupros/ Cu?* -
ionul cupric [115]. In acest mod este conditionatd dispunerea spatiald, legarea la
compusii organo-metalici si evident activitatea biologica.

O trasatura specifica si posibil unica a metabolismului fierului este aceea ca
se produce intr-un ,sistem virtual inchis”, iar in conditii normale, o cantitate foarte
mica de fier din dieta este absorbita si cantitatea excretata prin urind este minima.
Deoarece nu existd o cale pentru eliminarea excesului de fier, absorbtia din intestin
trebuie sa fie controlata pentru a impiedica acumularea sa in tesuturi in cantitati
toxice. Din dieta obisnuita sunt ingerate zilnic 10-20 mg fier, dar mai putin de 10%
din aceasta cantitate este absorbita. Se pare ca exista un control al absorbtiei in
intestin, desi mecanismul nu este bine cunoscut. Potrivit uneia dintre teorii, un
factor de control ar fi o proteind numita apoferitina, care are capacitatea de a lega
fierul.

O mare parte din fierul alimentar este sub forma ferica (Fe!), sub forma de
hidroxid de fier sau sub form& de compusi organici ferici. in mediul acid, acesti
compusi sunt ionizati formand ioni ferici (Fe3*) sau compusi organici de fier cu
legaturi slabe [116]. Sucul gastric prin pH-ul sau acid si acizii organici din alimente
convertesc ioni de fier aflati sub forma ferica (Fe'), la forma redusa - feroasa
(Fe™). Acidul ascorbic si alte substante reducatoare faciliteaza aceasta conversie.
Sub aceasta forma fierul este mai solubil fiind astfel absorbit mai usor. Alt factor
modulator este acidul fitic din cereale care franeaza absorbtia Fe, deoarece
formeaza compusi insolubili cu acesta (fitati), similar actioneaza fosfatii si oxalatii.
Sucul pancreatic inhiba de asemenea absorbtia fierului. Pierderi de Fe din organism

se pot datora si eliminarii Fe odata cu descuamarea celulelor epiteliale intestinale la
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sfarsitul ciclului de viata si trecerea acestuia in materiile fecale. La aparitia unor
doze mari de Fe, depozitarea acestuia creste si absorbtia scade, mucoasa avand
capacitatea de a se proteja fata de ingestia crescuta de Fe prin scdderea
transportului [117].

Fierul se absoarbe activ indeosebi in segmentul duodenal si jejunal al
intestinului. Cea mai mare parte din Fe se transportd prin legarea in celulele
intestinale de apoferitina, formandu-se feritina prezenta in toate tesuturile. Feritina
este o proteind care contine aproximativ 28% din cantitatea de fier raportata la
masa moleculara fiind totodatda si forma principala de depozit a Fe in tesuturi
alaturi de hemosiderind - o proteina granulara complexa [118]. Fierul stocat sub
forma de feritind este redus la forma feroasa si paraseste intestinul pentru a
intra in plasma. Este posibil ca scaderea presiunii de oxigen din sange sa creasca
activitatea celulelor mucoasei intestinale care transfera fierul in plasma.

Capacitatea de a lega fierul in cazul apoferitinei limiteaza insa absorbtia
acestui element. Atunci cand apoferitina este saturata cu fier, in intestin nu mai
are loc stocarea sub forma de feritind. Continutul normal de apoferitina din
celulele mucoase este mic, dar se observd o crestere semnificativd in urma
administrarii de fier. Mai mult, administrarea de fier, Tmpiedica absorbtia
ulterioara timp de 12-14 ore. Este evident faptul cd mai existd un sistem de
transport activ al fierului independent de feritind si de variatiile in activitatea
sistemului ce regleaza absorbtia [94].

in prezenta CO; fierul din plasma formeaza un complex cu o beta-globulina
cunoscut sub denumirea de transferina (siderofilind), care transporta ioni metalici.
Transferina este o glicoproteina care contine: hexoza, hexozamina, acid sialic si
probabil fucoz&. In plasma Fe2+ este oxidat rapid la forma Fe3* si incorporat de
transferind. Aceastda glicoproteind poate lega doi atomi de Fe3* pe molecula de
proteind si formeaz& un complex proteind-Fe3+ de culoare rosie. in conditii normale,
aproape tot fierul legat in transferina este preluat rapid de maduva osoasa.

Ceruloplasmina, o cuproproteina care se gaseste in plasma, exercitd o
activitate cataliticd de conversie a ionului feros (Fe2*) in ion feric (Fe3*) si astfel
favorizeaza viteza de incorporare a fierului in transferind. Cantitatea de fier legat
variaza in plasma cu peste 60u/100mL in decurs de 24 ore aceasta fiind o expresie a
cronobiochimiei - care reda variatiile topobiochimice ale anumitor bioconstituenti

intr-o perioada determinata de timp. Astfel in cadrul ,ciclului diurn” - asa numitul
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bioritm circadian (nictemeral) evidentiaza valori mai scazute spre searda si mai
ridicate in primele ore ale zilei. Deci se considera ca exista o depresie vesperala si
nocturna si o exacerbare matinala.

Principalele functii ale fierului sunt asadar: participarea la transferul sanguin
al oxigenului si in respiratia tisulara.

Combinatiile fierului nu se acumuleaza in cantitati toxice propriu-zise,
deoarece intr-un organism sanatos Fe este absorbit numai in masura satisfacerii
necesarului, in rest se elimind prin fecale, iar in cazul organismelor animale acesta
este eliminat si prin produse animale (lapte, oug, etc.).

Valorile normale pentru fier in sange, in cazul omului se incadreaza
intervalului 50-150 pg/ml [52].

Deficitul de fier si scaderea concentratiei Fe in sdnge sub valorile fiziologice
duce la aparitia hiposideremiilor manifestate prin anemii feriprive, anemii
posthemoragice, infectii acute. Deficitul de Fe poate avea efecte adverse si asupra
functiei cognitive, provocand deteriorarea acesteia [119]. La iepuri deficienta fierului
produce anemie microcitara si hipocromica [120].

Excesul de fier insotit de cresterea cuantumului sanguin al Fe peste valorile
fiziologice duce la instaurarea hipersideremiilor manifestate prin hemocromatoza
idiopatica, anemii macroblastice, hipoblastice si hemolitice.

Cupru.

In organismul uman cuprul se afld in cantitdti de 80-100 mg avand o
distributie preponderenta in muschii striati (24,7%), tesutul osos, piele, ficat (ca
hepatocupreind), creier (ca cerebrocupreind) maduva osoasa, etc. Concentratia de
cupru in organismul animal este apreciata la 1,5 - 2,5 mg/kg corp.

in cazul cuprului s-a constatat c3 acesta se leaga de proteinele plasmatice.
Dupa ingerare cuprul este legat de albuminele din plasma iar dupa cca. 24 de ore o
mare parte din aceasta cantitate a fost regasita in fractiunea globulinica - asociat cu
ceruloplastina.

Cuprul intervine 1in activitatea a numeroase enzime cum ar fi:
citocromoxidaza, uricaza, aldolaza, catalaza, succindehidrogenaza. Rolul cuprului este
corelat in special cu activitatea enzimelor din clasa oxidoreductazelor (EC 1). Aceste
enzime intervin in metabolism prin sistemul citocromoxidazelor. Cuprul inactiveaza

pepsina, aconitaza, labfermentu, triptofan-sintetaza si fosfoglucomutaza.
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De asemenea cuprul are un rol important in sinteza proteinelor complexe ale
tesuturilor conjunctive ale scheletului si vaselor sanguine, precum si a unor compusi
neuroactivi.

Sub forma diferitelor sale combinatii, Cu intervine in procesele de oxido-
reducere celulara, in metabolismul glucidelor (actiune hipoglicemianta), ajuta la
inactivarea toxinelor, mareste rezistenta la infectii, determina accelerarea ovulatiei,
participd Tmpreunda cu alte microelemente in procesul cresterii tisulare, la
cheratinizarea parului, la formarea mielinei in maduva osoasa, la pigmentare, la
osificare, in degradarea si sinteza acizilor grasi.

Deoarece cuprul din plasma este legat de proteine, nu este excretat usor in
urind, cea mai mare parte fiind eliminata prin intestin.

Deficitul de cupru se manifesta prin hipopigmentarea parului si pielii
(scaderea tirozinazei), aparitia unor anomalii vasculare (scaderea liziloxidazei care
participa la formarea elastinei si colagenului). Animalele cu dieta deficitara in cupru
pierd in greutate si pot chiar sucomba. Aceasta sugereaza rolul cuprului in organism
in afara metabolismului hematiilor [94].

Excedentul de cupru duce la aparitia unor modificari ale distributiei sanguine
si tisulare ale acestuia. Manifestarile specifice hipercupremiei sunt: astenia, anemia
hemolitica, tulburari gastro-intestinale care pot merge pana la gastrita hemoragica
[121, 122].

Mangan.

In organismul uman manganul variaz& intre valorile de 12-20 mg,
intalnindu-se concentratii mai ridicate in oase, ficat, rinichi, pancreas, hipofiza,
fanere. Concentratia normald serica a Mn variaza la om intre 0,5-1,3 pg/L. La
animalele de experienta s-a observat o tendinta de acumulare in ficat mai mica
decét la Fe si Cu.

Manganul este implicat in metabolismul catorva sisteme si functii de interes
cum ar fi: functia reproductiva, dezvoltarea sistemului osos, functionarea sistemului
nervos, metabolismul glucidic, lipidic, etc.

Implicatile manganului si functiile sale biologice se datoreaza in special
faptului cd acesta intra in compozitia unor enzime precum: piruvat-carboxilaza,
Mn-superoxid-dismutaza, diaminoxidaza, glutaminsintetaza sau actioneaza «ca
activator enzimatic pentru fosfataza alcalind, fosfataza acida, galacto-transferaza,

arginaza. De asemenea este cunoscut faptul ca manganul intervine in sinteza
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compusilor din clasa glicozaminoglicanilor care au rol in formarea cartilagiilor si in
procesele de osificare.

Manganul participa la functia antitoxica a fierului, la potentarea vitaminei C
si la efectul hipoglicemiant al adrenalinei.

In sange manganul este transportat de o B-globulind numitd
transmanganina. Manganul se acumuleaza in special in mitocondrii fiind esentiale
functionarii acestora [123].

Deficitul de mangan este intalnit rar si are ca principale efecte observate la
animale reducerea cresterii in lungime a oaselor, afectarea functiei reproductive
(perturbarea ciclului estral, avorturi, scaderea natalitatii), tulburari nervoase, atrofia
pancreasului.

Excedentul de mangan se intalneste in intoxicatii accidentale, inhalarea de
pulberi de mangan provocand afectiuni pulmonare. Toxicitatea manganului la om
este legata de valenta acestuia, manganul divalent fiind mai toxic decat cel
trivalent [124].

Nichelul

Nichelul se gaseste distribuit in organism cu precadere in ficat, pancreas,
lapte, creier, muschi si piele. La om in plasma sanguind, concentratia Ni este de
0,02-0,04 mg/g sange si in eritrocite de 0,053 mg/g sange.

in organismul uman si animal nichelul (Ni) are rol activator pentru o serie
de enzime (e.g.: RNA-polimeraza) fiind in acelasi timp prezent in structura
urmatoarelor enzime: ureaza, hidrogenaza, carbon monoxid dehidrogenaza. De
asemenea Ni poate fi gasit in serul sanguin sub forma de ,nicheloplasmind” - o
metaloproteind a carui rol nu este inca pe deplin lamurit.

Necesarul de nichel nu este inca stabilit, dar in conditiile unei alimentatii
rationale nu apare deficit. Dintre alimente, cantitati mai insemnate de Ni contin:
usturoiul (0,81 mg/100g), sfecla (0,66 mg/100g), ficatul (0,31 mg/100g), salata
(0,30 mg/100g).

Deficitul de nichel a fost evidentiat in experimentele efectuate pe animale.
Astfel lipsa Ni din alimentatie sau prezenta Iui in cantitati insuficiente determina un
spor redus de greutate, modificarea culorii ficatului si alterarea metabolismului
lipidic la nivel hepatic, reducerea activitatii fizice si scadea capacitatii reproductive

[125]. De asemenea la deficit de Ni se constata modificari ale organizarii reticulului
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endoplasmatic rugos, depresia reactiilor redox, depresia fixarii fosforului in lipidele
din ficat si scaderea colesterolului plasmatic.

Excesul de nichel este implicat in afectiunile neoplazice ale cailor
respiratorii si chiar digestive. De asemenea excesul de Ni este incriminat pentru
denaturarea activitatii citocromoxidazei si malicdehidrogenazei la nivel de cord si

a izocitricdehidrogenazei la nivel hepatic [52].

2.6.3. Investigarea prin metoda SAA

Termenul de spectroscopie reprezinta o denumire generica datd unei
clase de metode fizico-chimice si tehnici experimentale prin care se urmareste si
se cuantifica efectul absorbtiei sau emisiei de energie de catre o proba supusa
analizei chimice calitative si/sau cantitative [126]. Scopul metodelor
spectroscopice este de a obtine dintr-un spectru informatii despre proba
analizata precum: structura, compozitie, modificari de structura si cuantum fin
diverse conditii experimentale. Spectroscopia analiticd/bioanalitica permite
recunoasterea naturii atomilor si moleculelor dupa spectrele caracteristice emise
de acestea [127].

Radiatia electromagneticd emisa intr-un spectru electromagnetic este
~desfacuta” prin refractie pe o prisma sau pe o retea de difractie in scopul
evidentierii precise a lungimilor de unda specifice diferitelor elemente, ioni, radicali
sau molecule [128].

Folosirea spectroscopiei in analiza chimica calitativa se realizeaza prin
corelarea lungimilor de unda a spectrelor obtinute cu ,spectrul etalon” al substantei
chimic pure. La analiza chimica cantitativa se foloseste dependenta dintre
intensitatea emisiilor spectrale specifice si concentratia elementelor sau substantelor
din compusi sau amestecuri de compusi [129].

Metodele spectrofotometrice pot fi clasificate in functie de diverse criterii. O
clasificare general acceptata a acestor metode se prezinta in continuare:

1. Spectroscopia atomica
a) Spectroscopie atomica de absorbtie
- Spectroscopia cu flacara
- Spectroscopia cu cuptor de grafit
- Spectroscopia cu hidruri
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b) Spectroscopie de atomica de emisie
- Spectroscopie de emisie cu arc
- Spectroscopie de emisie cu plasma cuplata inductiv
- Spectroscopie de emisie cu plasma de microunde
c) Spectroscopie de atomica de fluorescenta
d) Spectroscopie electronica
- Spectroscopie fotoelectronica cu radiatii Réntgen
- Spectroscopie fotoelectronica cu radiatii ultraviolete
- Spectroscopie fotoelectronica cu radiatii ultraviolete cu
descompunere dupa unghi
- Spectroscopie electronica Auger
e) Spectroscopie Rdéntgen sau cu raze X
- Spectroscopie Réntgen cu fluorescenta
- Spectroscopie Réntgen de difractie
- Spectroscopie Réntgen de absorbtie
2. Spectroscopie moleculara
a) Spectroscopie n ultraviolet-vizibil
b) Spectroscopie in infrarosu
c) Spectroscopie Raman
d) Spectroscopie de fluorescenta
e) Spectroscopie cu rezonanta de spin
f) Spectroscopie cu microunde
g) Spectroscopie de molecule individuale
3. Spectroscopie de masa
4. Spectroscopie Laser
Din pleiada metodelor mentionate se discuta, succint, spectroscopia de
absorbtie atomica (SAA) utilizata si in investigatiile prezentate in aceasta teza.
Spectroscopia de absorbtie atomica (AAS) este o metoda utilizata curent
pentru analiza cantitativa si calitativa a numeroase elemente in special metale.
Rezolutia mare si modul relativ simplu de lucru fac ca aceastd metoda fizico-
chimicd sa fie folosita la scara larga pentru analiza cantitativa a urmelor
diferitelor elemente. Sunt folosite urmatoarele procedee de spectroscopice de

absorbtie atomica :
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- Spectroscopia cu flacara
- Spectroscopia cu cuptor de grafit
- Spectroscopia cu hidruri

Prin analiza spectroscopicd se pot obtine spectrograme ale substantelor
relevate intr-un spectru de linii de absorbtie. O linie spectrala de absorbtie se
prezinta sub forma unei linii inguste intunecate pe fondul continuu al spectrului.
Liniile de absorbtie sunt generate de trecerea electronilor de pe un nivel energetic
inferior pe un nivel energetic superior.

Lungimea de unda a liniilor de absorbtie este specifica elementului sau
ionului chimic analizat si formeaza baza analizei spectroscopice calitative
(identificarea elementelor).

Intensitatea liniilor spectrale de absorbtie este proportionald cu cantitatea
elementului sau ionului analizat si formeaza baza analizei spectroscopice cantitative
(determinarea concentratiei elementului).

La spectroscopia de absorbtie atomicd se trimite un fascicul de radiatie
monocromatica, specifica elementului analizat, care tranziteaza proba de analizat si
se masoara cantitatea de radiatie absorbita de elementul analizat din radiatia
incidenta [130].

Pentru realizarea spectroscopiei de absorbtie atomica este necesara
atomizarea si aducerea atomilor din proba la un nivel energetic specific starii
excitate, nivel la care sunt capabili sa absoarba fotoni specifici emisi de lampa cu
catod gol. In functie de diferite criterii atomizarea se poate realiza: a) cu o flacir
de gaz; b) cu un cuptor de grafit (tub de grafit incalzit electric); c) prin tehnici
speciale (tehnica hidrurilor).

in forma excitatd atomii absorb din radiatia monocromaticd incidents,
specifica elementului analizat, cantitati de radiatii proportionale cu concentratia
elementului din proba. Baza analizei cantitative o reprezintd legea Bouguer-
Lambert-Beer.

In spectrometrie se evalueaza in general relatia dintre intensitatea radiatiei
incidente (Io) si a radiatiei transmise (It) la traversarea unui mediu de lungime ().
Daca o radiatie luminoasa I, traverseaza o solutie colorata, este absorbitd culoarea
complementard. In cazul utilizarii unei radiatii monocromatice Io, corespunzitoare

culorii solutiei, absorbtia este diminuata in parte.
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Relatia dintre valorile intensitatilor (incidenta I, si transmisa I;) este data de
legea Bouguer-Lambert-Beer. Formalismul matematic al acesteia se poate reda
astfel:

I =1, . 10°C

in care: ¢ - coeficientul de extinctie
C - concentratia substantei in solutie
| - distanta (lungimea) parcursa de radiatia care traverseaza mediul

(e.g. solutia).

In timpul efectudrii analizelor prin intermediul spectrometriei in flacird pot
aparea o serie de interferente de natura chimica, fizica sau spectrala. Aceste
interferente sunt mai pronuntate la spectroscopia de emisie decat la cea de
absorbtie, Tnsa nici aceasta din urma nu poate fi consideratd lipsita total de
interferente [131].

Interferentele chimice - pot aparea cand intervin schimbari in natura chimica
a atomilor aflati in flacard. Daca caracteristicile flacarii nu sunt bine alese pot
aparea, alaturi de atomii liberi a caror linie de rezonanta se masoara, si alte specii
moleculare si ionice. Acest fenomen are ca efect scaderea concentratiei atomilor
liberi. De asemenea la diminuarea intensitatii radiatiei emise poate contribui si
prezenta unor anioni cu care atomii pot forma combinatii stabile care se descompun
greu in flacara.

Interferentele fizice - apar in cazul in care componentii solutiilor de
cercetat contribuie la modificarea gradului de pulverizare a lichidului. Acest lucru
se poate realiza prin schimbarea fie a tensiunii superficiale fie a vascozitatii. De
asemenea, un rol important in acuratetea rezultatelor obtinute il are marimea si
uniformitatea picaturilor acestea influentand viteza de evaporare a solutiei in
flacara. Se pot intalni in flacara astfel atat cristale neevaporate cat si atomi
liberi, cristalele neevaporate favorizand dispersia radiatiei si introducand erori de
citire in plus.

Interferente spectrale - apar datorita suprapunerii de radiatii peste linia
spectrald studiatd fapt care poate impieta asupra acuratetei analizelor. In aceste
cazuri erorile sunt dependente de largimea benzii spectrale de transmisie a

aparatului folosit. Reducerea interferentelor spectrale se poate realiza prin folosirea
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monocromatoarelor a caror fanta ingustd ofera o buna izolare a liniei spectrale
indepartand radiatiile de fond cu lungimi de unda vecine liniei. O alta posibilitate de
reducere a interferentelor este folosirea filtrelor de interferentd acestea avand
avantajul de a permite trecerea unei cantitati mai mari de lumina decat in cazul
monocromatoarelor, ceea ce da posibilitatea utilizarii unor sisteme de fotodetectie
mai ieftine.

in afara interferentelor mentionate rezultatele analizelor mai pot fi
influentate si de alegerea gazului de ardere (acetilend, propan, metan), precum si
proportia acestuia fatd de aerul comprimat cu care se amestecd. Temperatura
generatd de gazul de ardere este un factor de care trebuie s3 se tind cont In tabelul
2-1 se reda temperatura flacarii unor amestecuri de gaze utilizate in determinarile

analitice specifice spectrometriei in flacara.

Tabel. 2-1. Temperatura unor amestecuri de gaze de combustie

Amestec gaze de combustie oC
Hidrogen-oxigen 2700
Hidrogen-aer 1900
Metan-oxigen 2700
Metan-aer 1960
Acetilena-oxigen 3100
Acetilend-aer 2400

Absorbtia atomica are o specificitate mai mare decat spectroscopia
atomica de emisie datorita faptului cd asupra atomilor liberi se proiecteaza
radiatia care poate fi absorbita numai de o specie de atomi data. Sensibilitatea
aparatelor este determinata de randamentul combinatiei pulverizator-arzator,
de puritatea spectrala a radiatiei catodice si de modul cum trec razele prin
flacird. In tabelul 2-2 este redatd sensibilitatea si limitele de detectie a unor
elemente [132].
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Tabel 2-2. Sensibilitatea si limitele de detectie a unor elemente
Lungimea | Latimea benzii Linia de
. Sensibilitatea
Elementul | de unda spectrale detectie
R & (na/L)
(A) (A) (ng/1)
Ca 4227 20 0,002 0,03
Cu 3247 7 0,005 0,10
Fe 2483 2 0,005 0,15
Mg 2852 20 0,0005 0,008
Ni 2320 2 0,1 1
Zn 2138 20 0,002 0,04
Componentele principale ale unui spectrometru de absorbtie atomica sunt:
1) sursa de radiatie specifica anumitor elemente (lampa cu catod gol)
2) compartimentul pentru probd, cu unitate atomizatoare (cuptor de grafit)
3) monocromator
4) fotodetector
5) sistem de procesare a datelor.
Schema generald a unui spectrometru de absorbtie atomica este redata in
figura 2-13.
Monocramator
l Fotodetectar
e
Fa— - [recrmiiy

Lampa cu
catod gol

Flacara T

Caormpartiment Zolutie d
pentru proba aDn:HI:atE Sistern de
cu unitate de procesare a
atomizare datelor

Fig 2-13. Spectrometru de absorbtie atomica - schema generala
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Sursa de radiatie a spectrometrului de absorbtie atomica trebuie sa contina
elementul care este masurat in proba. Se folosesc lampi cu catod gol, construit din
sau umplut cu elementul respectiv; sau lampi fara electrod al caror cilindru de sticla
contine cateva miligrame din acest element.

Sursa de radiatie (denumita si radiator de fundal) emite energie radianta
(spectru de linii) specifica unui anumit element, care traverseaza compartimentul
probei. Aici radiatia este atenuata datorita absorbtiei de catre proba atomizata.

Spectrul de emisie al radiatorului de fundal prezinta mai multe linii.
Mdasurarea absorbtiei cauzate de proba, insd, trebuie sa se faca folosind o singura
linie de spectru. Aici intervine rolul monocromatorului, care suprima toate liniile de
spectru cu exceptia uneia singure, astfel incat fotodetectorul sa primeasca numai
radiatia de o anumita lungime de unda [133].

Semnalele primite sunt amplificate, procesate pentru determinarea unei
valori si afisate.

In experimentele din cadrul acestei teze a fost folosit un spectrometru de
absorbtie atomica cu sursa continua , principala diferenta constand in utilizarea pe
post de sursa a unei lampi cu xenon care elimind necesitea folosirii unei lampi
specifice pentru fiecare element care se doreste a fi analizat.

Modelul de spectrofotometru utilizat in aceasta lucrare este Analytik Jena

ContrAA 300 (fig 2-14) iar tehnica folosita a fost spectroscopia in flacara .

Fig 2-14. Spectrofotometru de absorbtie atomica cu sursa continua

BUPT



80 Abordarea experimentala in studiul nitratilor si nitritilor — 2.

Asupra serului sanguin si a probelor de muschi, ficat, rinichi, creier
provenind de la grupele de control si grupele experimentale s-au efectuat
determinari asupra macroelementelor si oligoelementelor - Na, K, Ca, Mg - si a
microelementelor - Zn, Fe, Cu, Mn. Investigatile au fost efectuate in cadrul
Laboratorului de spectroscopie moleculard si atomica din cadrul Facultatii de
Tehnologia Produselor Agroalimentare din Timisoara.

Fiecare proba analizata a cantarit aproximativ 2 g. Probele au fost calcinate
la temperatura de 700°C timp de 3 ore, cu un timp prestabilit de 30 de minute
necesar temperaturii din calcinator pentru a creste de la temperatura camerei la
temperatura de 700°C.

Cenusa obtinuta a fost apoi mineralizata cu acid azotic (0,5 N) si adusa in
solutie in baloane cotate de 50 ml. Asupra solutiilor obtinute s-au efectuat analizele
de macro-, oligo- si microelemente folosind un spectrofotometru cu absorbtie

atomica continua.

BUPT



3. EFECTUL NITRATILOR ASUPRA
HOMEOSTAZIEI UNOR METABOLITI PROTEICI

3.1. Privire sinoptica

In cazul nitratilor si nitritilor - dupd cum s-a evidentiat in capitolele
anterioare - exista atat un aport exogen - alimentar, cat si unul endogen -
biosinteza in cadrul metabolismului proteic.

Aportul exogen de nitrati, in organismul animalelor si omului, se realizeaza
pe cale enterala deoarece acesti compusi insotesc nutrientii avand calitatea de
xenobiotice. In grupa xenobioticelor alimentare se includ substante care in conditii
naturale nu se afla in alimente (e.g.: hidrocarburi policiclice, compusi organo-
clorurati, etc.), dar se considera ca pot fi si substante care se afld in exces fata de
cuantumul necesar organismului (e.g. biometale in exces cum ar fi Zn, Cu, etc.).
Deci, in calitate de substante non-nutritive cu atribute de xenobiotice chimice se pot
include de asemenea nitratii si nitritii.

In cazul nitratilor se remarca faptul c& acestia intré in procesele metabolice
si interfera cu metabolitii proteici. De fapt in mod continuu, in organism se
desfasoara - pe diverse cai biochimice - reactii de biodegradare si de biosinteza.
Reactiile de biodegradare sunt reprezentate de catabolism in cazul nutrientilor si de
xenobiodegradare in cazul xenobioticelor. Reactiile de sinteza sunt reprezentate de
anabolism pentru nutrienti si de xenobiosinteza pentru xenobiotice.

Nitratii care acced in organism in conditii experimentale sau in cazul unor
alimente contaminate influenteaza metabolismele materiale: protidic, lipidic,
glucidic si hidro-electrolitic. Interactiile cu proteinele prezinta un impact major,
care poate influenta inclusiv informatia genica continuta in macromolecula de
DNA [134, 135, 136, 137], dar poate influenta si statusul homeostazic al
proteinelor sanguine si al metabolitilor azotati neproteici - i.e. uree, creatining,
acid uric [138, 139].

Aportul endogen de nitrati are la origine diverse cdi biochimice specifice
metabolismului protidic. in biogeneza calea majora de producere endogena a

nitratilor rezida din procesul de conversie a argininei in oxid nitric (NO) si citrulina
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sub actiunea macrofagelor. Acest proces este urmat de oxidarea oxidului nitric la
anhidrida azotoasa care reactioneaza cu apa generand nitriti. Nitritii sunt rapid
oxidati la nitrati prin intermediul reactiei acestora cu hemoglobina. Pe langa
macrofage, exista un numar mare de alte celule care pot forma oxidul nitric pornind
de la arginind. In anumite conditii, bacteriile pot forma oxidul nitric prin reducerea
nitritului [69]. Acest proces poate avea ca efect nitrozarea aminelor, posibila in
urma reactiei acestora cu anhidrida azotoasa. Discutiile pe marginea asocierii
potentialului nitratilor de a genera nitrozamine cu cresterea riscului aparitiei

cancerului raman deschise.

3.2. Modelul experimental animal

In cadrul cercetdrilor efectuate pe modelul experimental animal luat in
studiu, nitratii au fost administrati prin intermediul apei potabile in consum ,ad
libitum”. Drept valoare de referintd s-a luat nivelul maxim de contaminare admis -
MCL (Maximum Contaminant Level). in apa potabil3, nivelul maxim de contaminare,
a fost stabilit de catre EPA (Environment Protection Agency) din cadrul USDA
(United States Department of Agriculture) la o valoare de 10 mg/L azot din nitrat
(notat uzual N-NO3) si 1 mg/L azot din nitrit (notat uzual N-NO3).

Cercetarile au fost efectuate asupra unor grupe experimentale de iepuri
domestici (Oryctolagus cuniculus) preluati din Biobaza la varsta de 30 de zile cu o
greutate medie de 700 + 25 g. Acestia au fost inclusi in patru grupe. Fiecare grupa a
inclus 10 iepuri (5 masculi si 5 femele). Iepurii au fost hraniti cu furaje combinate.

in final au fost constituite: o grupa de control (C) si 3 grupe experimentale
(Ea1), Eaz) si Es). Grupa de control a primit apa potabild din aceeasi sursa cu cea
folosita la prepararea solutiilor de nitrati destinata grupelor experimentale. La grupa
Ea1) s-a administrat solutie de nitrat de sodiu (NaNOs) dizolvat in apa potabild in
concentratie de 20xMCL; iar la grupa Eap) s-a administrat de asemenea NaNO3
dizolvat in ap potabild la o concentratie de 40xMCL. in fine, la grupul Es s-a folosit
nitrat de magneziu Mg(NOs); dizolvat in aceleasi conditii in concentratie de 20xMCL.

Administrarea solutiilor de nitrati in mediu apos (apa potabild) s-a facut in
regim ,ad libitum” folosind adapatoare verticale iar iepurii au fost introdusi in custi
n numar cat mai mic (2 si 3 animale) pentru a evita stresul ambiental. Custile au

fost in prealabil spalate, dezinfectate si vopsite (fig. 3-1).
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Fig. 3-1. Custi pentru iepuri din grupele experimentale
a) grupa Eaa) - NaNOs 20xMCL; b) grupa Eaz) — NaNO3z 40xMCL
c) grupa Es - Mg(NO3)2 20XMCL
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Experimentele au fost precedate de perioada de carantina de 10 zile in care
s-a urmarit starea de sanatate si iepurii au fost obisnuiti cu ambientul de laborator
experimental si cu o dieta bazatda pe furaje combinate. Apoi s-a trecut la
experimentul propriu zis, efectuat pe o perioada de 20 de zile. Deci s-au constitui
doua decade: zilele 1-10 corespunzand cu decada I-a, iar zilele 11-20 reprezentand
decada a II-a.

Prelevarea sangelui s-a facut in trei reprize: a) preliminara inceperii
experimentelor; b) la finea decadei I - in ziua a 10-a; c) la finea decadei II - in ziua
20-a. In prealabil s-a procedat la narcozi cu acepromazind (substantd cu efect
tranchilizant si vasodilatator). Locul de electie pentru prelevarea sangelui a fost
vena auriculara. Probele de sange recoltate in vederea exprimarii serului sanguin
necesar pentru determinarile asupra metabolitilor azotati neproteici au fost recoltate
in vacuumtainere de 7ml, cantitatea de sange prelevata fiind de aproximativ 3 ml.
Operatiunea de prelevare a sangelui — punctia auriculara - este reprezentata in

figura 3-2.

I

il

Fig. 3-2. Prelevarea auriculara a sangelui la leporide
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Experimentele s-au efectuat in conditiile respectarii normelor privind
protectia animalelor folosite in scopuri stiintifice sau in alte scopuri experimentale
prevazute in O.G. nr. 37/30.01.2002 [79].

Ca si instrumentar sau folosit ace de venisectie din otel inoxidabil sterile,
cate un ac pentru fiecare prelevare. Dupa tranchilizarea animalului si contentia Iui Tn
pozitie tetrapodald, locul de electie s-a pregatit prin spalare cu alcool medicinal si
s-a practicat hemostaza. Datorita variatiilor circadiene recoltarea s-a efectuat
aproximativ la aceeasi ora dimineata. Pentru exprimarea serului probele au fost
mentinute la temperatura camerei, iar dupa ce a avut loc coagularea,s-a efectuat
decolarea cheagului, manevrandu-se cu moderatie pentru preintampinarea
hemolizei. Dupa prelevare serul a fost transportat la laborator in termos, acolo fiind

supus analizei in cel mai scurt timp.

3.3. Metode analitice utilizate

Asupra serului sanguin provenit de la grupul de control (C) si grupele
experimentale (Eaq1), Ea@) si Es) s-au efectuat determinari analitice asupra: ureei,
creatininei si acidului uric.

Ureea - a fost dozata printr-o metoda enzimatica utilizdnd spectrometria in
UV. In reactie ureea a fost hidrolizatd in prezenta ureazei pand la amoniac si dioxid
de carbon. Amoniacul rezultat se combind cu 2-oxoglutaratul si NADH in prezenta
enzimei glutamat dehidrogenazei formand glutamat si NAD*. Reactia NADH/NAD+*
produce o modificare caracteristica in absorbtia la lungimea de unda de 340 nm,
modificare care se afla la baza determinarii concentratiei de uree din probe.

Creatinina - s-a determinat prin metoda colorimetrica cu picrat alcalin
(metoda Jaffé). Creatinina formeaza cu picratul alcalin un complex colorat care
contine legaturi ionice. Rata formarii complexului colorat este proportionala cu
concentratia creatininei. Determinarea se face la lungimea de und& 492 nm. in toate
situatiile, determinarile analitice au fost precedate de calibrarea aparatului.

Acidul uric - s-a determinat prin metoda colorimetrica pe baza reactiei
enzimatice cu uricaza. In reactie, acidul uric este transformat de uricazd in alantoing
cu eliberare de CO; si H20,. in prezenta unui derivat fenolic DHBS (3,5-dicloro-2-
hidroxibenzen sulfonat) se formeaza o chinona a carei prezentda se determina

colorimetric. Determinarea se face la lungimea de unda 520 nm.
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3.4. Investigarea efectelor induse experimental asupra

metabolitilor azotati neproteici

In cadrul investigatiilor analitice s-a procedat la determinarea principalilor
compusi azotati neproteici. In acest caz s-a luat in studiu: ureea, creatinina, acid
uric. Valorile acestora cresc in hiperfunctiile metabolice sau in insuficienta renald. in
uremie, spre exemplu, de la 0,2-0,49% la ierbivore si 0,2-0,8 g% la carnivore,
ureea sanguind creste la 2,9 g%. Uricemia apare in tulburarea metabolismului
purinic din gutd, leucoze, insuficiente hepato-renale. Hipercreatinemia cu
hipercreatinuria apare in tulburdri ale metabolismului muscular asociindu-se si cu
scaderea ATP-ului [140].

Pentru a se evidentia modificarile asupra proteinelor serice si asupra
metabolitilor azotati neproteici s-a recurs la examenul biochimic al sangelui.

Informatii asupra modificarilor metabolitilor azotati mai pot fi obtinute si prin
examenul urinei deoarece una din functiile majore ale rinichiului este eliminarea
produsilor azotati rezultati din catabolismul proteic [141, 142]. Rezervele renale
mari pentru excretia produsilor rezultati in urma catabolismului proteic sunt indicate
de faptul ca nivelurile renale ale acestor produsi nu ating valori crescute in cazul
blocajului renal, decédt atunci cand functia renald este redusa la mai putin de
jumatate din normal [88].

Cresterea continutului de azot in dieta, prin intermediul aportului ridicat de
proteine sau a aportului experimental de nitrati, influenteaza semnificativ
metabolismul azotat si implicit concentratiile sanguine ale metabolitilor protidici si

ale compusilor azotati neproteici.

3.4.1. Efecte induse asupra ureei

3.4.1.1. Caracteristici ale metabolismului ureei

in cursul proceselor catabolice pe m&sura ce aminoacizii sunt deaminati, se
produce amoniacul. Formarea unor niveluri toxice de amoniac in sange este
prevenita prin conversia amoniacului in uree. Acest proces se desfasoara la nivel
hepatic si este cunoscut sub denumirea de ureogeneza. Interactiile avand caracter

ciclic, succesiunea de reactii este numita si ,ciclul ureogenezei” (fig 3-3).

BUPT



3.4. - Investigarea efectelor induse asupra metabolitilor azotati neproteici 87

in mitocondrie in citosol
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H,N-CO-0-PO,H, v
carbamil-fosfat Arginina
Ornjtina
|

NH,+ CO,+ H,0

H,N-CO-NH,
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internd j externd

membrana mitocondriald

Fig. 3-3. Ciclul ureogenezei - reprezentare diagramatica

La vertebratele terestre, ureea se sintetizeaza exclusiv in ficat in cadrul
ciclului ureei ureogenezic. Seria de reactii care duce la sinteza ureei a fost propusa
de Hans Krebs si Kurt Henseleit (1932), cu 5 ani Tnaintea elucidarii ,ciclului acidului
citric”. Ciclul ureei a fost primul ciclu metabolic descoperit.

Un atom de azot din molecula de uree sintetizata pe aceasta cale provine de
la aminoacidul aspartat. Alt atom de azot si atomul de carbon provin de la NH4* si
CO,. Transportorul acestor atomi de azot si de carbon este aminoacidul ornitina.
Precursorul imediat al ureei este arginina, care este hidrolizata in uree si ornitina cu

ajutorul enzimei arginaza (v. fig. 3-3).
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Prima reactie este transferul grupei carbamil-fosfat la ornitina pentru a forma
citrulina, reactie catalizatda de enzima ornitin-transcarbamilaza. Carbamil-fosfatul este
sintetizat de NH4* si CO,. Enzima care catalizeaza aceasta reactie complexa este
carbamil-fosfat-sintetaza cu consumul a doua molecule de ATP fapt ce face
reactia ireversibila. O caracteristica neobisnuitd a acestei enzime este aceea ca
solicita N-acetil-glutamat pentru activitate. Aceasta etapa a ciclului ureogenezei se
desfasoara intra-mitocondrial (v. fig. 3-3).

in continuare citrulina se condenseazd cu aspartatul pentru a forma
arginino-succinat, reactie catalizata de enzima arginino-succinat sintetaza.
Reactia solicitd o molecula de ATP, care este clivat molecular in AMP si pirofosfat
(H203P-0-POsH,) notat Pi-Pi. Aspartatul pentru aceasta reactie provine din
transaminarea dintre oxaloacetat si glutamat.

In final, prin hidroliza arginino-succinatului se formeaz& arginina si
fumaratul [86]. Reactia este catalizata de enzima arginino-succinat-liaza. Fumaratul
este un intermediar al ciclului acidului citric. Astfel, formarea fumaratlui leaga ciclul
ureeogenezei de ciclul acizilor tricarboxilici (fig. 3-4).

Fumaratul este transformat in malat, care este oxidat la randul sdu in
oxalacetat. Oxalacetatul are mai multe cai biochimice de metabolizare:
transaminare la aspartat; conversie la glucoza prin calea glicogenica; condensare cu

acetil coenzima A pentru a forma citrat, conversie la piruvat.

FUMARAT ARGININA
/ UREE
MALAT

ARGININO )
SUCCINAT ORNITINA

OXALACETAT

alfa
amino acid /l ASPARTAT CITRULINA' CARBAMOIL FOSFAT

alfa ¢
keto acid CO, + NH’,

Fig. 3-4. Legatura dintre ciclul acizilor tricarboxilici si ciclul ureogenezei
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De remarcat faptul ca reactiile ce transferd grupele aminice de la
aspartat la arginina, conserva aspartatul. Arginaza este enzima care
catalizeaza scindarea argininei in uree si ornitind. Ureea este un compus foarte
solubil, care intra in circuitul sanguin si este excretatd prin urind. Ornitina
poate continua sa fie un intermediar in ciclul ureogenezic, sau poate intra in
mitocondrie [143].

Biosinteza ureei si statusul ureei sanguine este crescut in cazul unei diete
hiperproteice, atunci cand in ficat sunt metabolizate cantitati mari de aminoacizi
[144]. Deci se conchide cad in ciclul ureogenezic participd aminoacizii: arginina,
ornitina, citrulina. Ornitina fixeaza NHs si CO, , enzimatic , formand citrulina care cu
o noua molecula de NHs; trece in arginina. Arginina este apoi hidrolizata de arginaza
formand uree si ornitina (v. fig. 3-3).

Pe de alta parte biosinteza ureei si respectiv nivelul ureei sanguine este
scazut in prezenta unui consum redus de proteine si in cazul unor afectiuni severe
ale ficatului. La persoanele sanatoase, producerea de uree depdseste excretia renala
a ureei. Ureea care ramane este degradatd in ioni de amoniu de catre bacteriile
intestinale.

Ureea filtrata la nivel renal este resorbitd Tn mod normal in tubii proximali in
proportie de aproximativ 40-50%. Deoarece multi factori pot influenta nivelul ureei
din sange, In timp ce rata de filtrare glomerulara ramane constanta, nivelul ureei din
sange este un indicator putin specific al functiei renale [88].

in literatura de specialitate se opereazd adesea cu un parametru denumit
azotul ureic sanguin - BUN (Blood Ureea Nitrogen). Pentru a putea raporta valorile

ureei serice la valorile BUN se poate aplica un factor de corectie in calcul, astfel:
uree = BUN x 2,14
sau in cazul in care se urmareste calcularea BUN se aplica relatia:
BUN = uree x 0,46.
Ureea alaturi de alte componente cum ar fi creatina, creatinina, aminoacizii,

acidul uric, etc. reprezinta azotul neproteic total. Azotul neproteic total este azotul

care se poate determina dupa precipitarea proteinelor din plasma. Metodele de
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determinare ale ureei sunt bazate pe: reactia de precipitare, e.g.: reactia cu
xanthydrol; reactii colorimetrice, e.g.: cu diacetilmonoxina, reactiv Nessler, ureaza,
dimetil glioxind sau cu hipobromit de sodiu

Valorile serice ale ureei sunt dependente de trei factori: catabolismul
proteic, diureza si capacitatea functionald renald. Din acest motiv se cere ca
rezultatele acestui test sa fie corelate cu rezultatele altor teste cum ar fi
determinarea creatinei si a acidului uric sanguin [145]. Valorile ureei,
creatininei si acidului uric pot servi in medicind ca ,biomarkeri” pentru
afectiunile renale [146].

Ureea sanguind este cu atat mai crescuta cu cat catabolismul azotat este
mai mare [147, 148]. Valoarea ureei sanguine variaza de la caz la caz, pentru
subiectii umani avand valori intre 10-50 mg/dL ser.

Valorile crescute ale ureei sanguine (uremiei) se constata in: nefropatii,
hepatopatii cronice, tulburdri gastrointestinale, sindrom febril, coccidioza, peritonita
traumatica, intoxicatii, alimentatia bogata in proteine, sindromul de insuficienta
renala.

Valori scazute ale uremiei se constata in: icter, ciroza, stare de gestatie,
aport insuficient de proteina, intoxicatii [140, 149].

Hiperazotemia (hipernitrogenemia) poate fi cauzata de retentia de uree,

creatinina si acid uric, care se elimina prin urina in cantitati neglijabile.

3.4.1.2. Modificari ale homeostaziei biochimice

In cazul ureei, valoarea de referintd pentru iepurii sdndtosi este de
13-30 mg/dL [150]. Spre deosebire de alte animale, valoarea BUN (blood urea
nitrogen - azot ureic sanguin) la iepure poate fi usor influentata de factori fiziologici si
factorii de mediu. Aceasta valoare poate fi afectata de dietd, de perioada din zi la care
se face prelevarea sangelui (valori mai mari se inregistreaza seara) si de diverse
medicatii. De asemenea parazitoze precum coccidioza pot produce variatii insemnate
in valoarea ureei sanguine.

Efectul nitratilor asupra cuantumului ureei din sange a fost studiat urmarind
influenta atat a concentratiei cat si a ,tipului” de nitrat i.e.: NaNOs3 si Mg(NOs),.

Astfel, pentru o mai buna evidentiere a diferentelor date de concentratia si specia
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moleculara de nitrat, valorile experimentale obtinute la analiza ureei din sange au
fost redate in doua tabele separate.

In tabelul 3-1 sunt prezentate valorile obtinute la administrarea de NaNOs in
concentratii de 20xMCL respectiv 40xMCL.

Tabel 3-1. Variatia homeostaziei biochimice la uree dupa consum excedentar de
NaNOs - concentratii diferite in apa potabila

. Ea) Ea2)
Specificare UM n X 1DS n X +DS
Preliminar mg/dL 10 31,75+7,13 10 32,83+8,56
Decada I mg/dL 5 38,80+0,56 5 42,40+ 3,17
AX1 + 7,05 + 9,57
DecadaIl | mg/dL | 10 42,37 +4,37** 10 |  45,86+7,96*
AXu + 10,62 + 13,03
**P <0,05; *P <0.01

Rezultatele analitice releva o crestere a cuantumului ureei in serul sanguin,
crestere care este direct proportionalad cu concentratia solutiei de nitrat de sodiu.

Cresterile de nivelului de uree serica la concentratii diferite de NaNOs, deci la
ambele grupe experimentale (Eac1) Si Eaz)), sunt semnificative doar din a II-a decada.
Raportarea s-a facut la valorile preliminare considerate ca repere de control (martor).

Pentru o mai buna evidentiere a datelor analitice obtinute si a variatiilor
inregistrate se poate urmari histograma prezentata in fig. 3-5.

mg/dL

WEA(L)
W EA(2)

Preliminar

Decadal ll

Fig 3-5. Variatiile de concentratie ale ureei dupa administrarea de NaNOs in

concentratii
diferite
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Un alt aspect studiat a fost actiunea produsa de folosirea a doud solutii de
nitrati diferite: NaNOs si Mg(NOs),. Valorile analitice obtinute sunt redate in tabelul 3-2.

Tabel 3-2. Variatia homeostaziei biochimice la uree dupa consum excedentar de
NaNOs si Mg(NOs); — concentratii identice in apa potabila
Specifi UM Ea) Es
pecificare n X +DS n X+DS
Preliminar mg/dL 10 31,75+7,13 10 33,75+9,33
Decada I mg/dL 5 38,80+0,56 5 39,02+1,92
AXq + 7,05 + 5,27
Decadall [ mg/dL | 10 42,37 £4,37** 10 |  42,27+5,67
AX11 + 10,62 + 8,52
** P < 0,05

In cazul administrérii de NaNOs - grupa Ea; si Mg(NOs), - grupa Es la
concentratii identice de 20xMCL, cuantumul ureei din serul sanguin prezinta o
crestere care este mai pronuntata in cazul administrarii de NaNOs.

Calculele pe baza testului Student au evidentiat valori semnificative doar

in a II-a decada in cazul administrarii de NaNOs. Pentru Mg(NOs), valorile analitice
decelate au fost nesemnificative.

In graficul de mai jos sunt ilustrate variatiile ureei inregistrate la grupele Ea;
si Eg raportate la valorile preliminare (fig. 3-6).

mg/dL

WEA(1)
WEB
Preliminar
Decada ll
Fig. 3-6. Variatiile de concentratie ale ureei dupd administrarea de NaNOs si Mg(NOs)2 in
concentratii egale
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3.4.2. Efecte induse asupra creatininei

3.4.2.1. Caracteristici ale metabolismului creatininei

Concentratiile creatininei serice (creatinemia) si creatininei urinare
(creatinuria) sunt conditionate de activitatea musculara la persoanele sanatoase si
sunt influentate intr-o mica masura de variatiile dietei.

Creatinina rezulta in urma deshidratarii non-enzimatice a creatinei in
muschii scheletici. Cantitatea de creatind pe unitatea de masa musculara este
constanta, prin urmare si rata de producere a creatininei este constanta. Ca rezultat
concentratia plasmatica de creatinad este foarte stabila, variind cu mai putin de 10%
pe zi la subiectii normali.

Creatina (acidul a-metilguanodinoacetic) este distribuitd in organism cu
precadere n muschii scheletici (95%). Restul de 5% se gaseste distribuit in
creier, ficat, rinichi si testicule [151]. Creatina este obtinutd prin intermediul
dietei (aprox. 1g/zi pentru o dieta omnivora) si prin sinteza in ficat, rinichi si
pancreas (aprox 1g/zi). In cazul oamenilor marea parte a sintezei are loc in ficat
si rinichi [152]. Odata formata din creatina, creatinina intra in circulatie prin
difuziune si este eliminata din organism prin filtrare glomerulara la nivelul
rinichilor.

Sinteza creatinei are la baza trei aminoacizi: metionina, glicolol si arginina.
Procesul incepe printr-o reactie de transaminare, grupul amidic al argininei fiind
transferat glicocolului si rezultand astfel acid guanidinacetic (glicocianina). Reactia
nu are loc numai in rinichi ci si in alte tesuturi. In secunda etapd, acidul
guanidinoacetic este metilat, in special la nivel hepatic, gruparea metilica fiind
furnizatd de cdtre metionind. In urma metildrii acidului guanidinoacetic rezultd
creatina care prin deshidratare da nastere creatininei.

Desi, asa cum am mai mentionat, nivelul de creatinind serica si excretia
urinara sunt conditionate de activitatea musculara fiind influentate intr-o mica
masura de alimentatie, in cazul unei suplimentari a dietei (e.g.: administrare de
suplimente alimentare pe baza de creatinina) nivelurile serice si cantitatea excretata
cresc [153].

Conditionarea creatininei serice de activitatea musculara este legata de

dependenta acesteia de cuantumul muscular al creatinei. La nivelul muschilor
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creatina joaca un rol important in energogeneza. Creatina este implicata indirect
in producerea adenozintrifosfatului (ATP) prin rolul pe care il joaca in sistemul
energetic al fosfocreatinei. Astfel, Tn reactia reversibila catalizatd de enzima
creatinkinaza, creatina si ATP-ul formeaza fosfocreatina si adenozindifosfatul
(fig 3-7).

COOH
I
T O QH on
H3C— NH * HO—pP~O—P~O—H—O—CH,
HN:(|I 0 0 0
I
NH,
creatina
NH
Z
N N\
COOH | | >
| \N N
?"z OH  OH
H;C— NH + HO—IﬁwO—Iﬁ—O—CH2
I
HN=C  OH © 0O
I I
NH —P=0 H H
I
OH OH H
fosfocreatina ADP

Fig 3-7. Fosforilarea creatininei de ATP

O fractiune constanta a pool-ului de creatinin-fosfat din muschi se

ciclizeazd spontan la creatinind, care este excretatd in urind. In cazul unei
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depletii cronice a creatinei din muschi organismul se adapteaza crescand
productia unor analogi ai acesteia precum acidul beta-guanidinopropionic [154].

Excretia creatininei este aproape constantd la adult si este raportata la
masa musculara. De aceea cuantumul excretiei de creatinind in 24 de ore poate
fi folosit pentru dozare si evaluare a clearance-ului. Deoarece creatinina are o
variatie diurnd moderata, rata excretiei de creatinina poate fi folosita ca baza de
pentru a calcula si excretia altor substante. Valorile sunt exprimate ca un raport
care compara cantitatea de creatinind sericd, cu cantitatea de creatinina din
urina (i.e.: clearance-ul creatininei). Creatinina din sadnge este un indicator bun
pentru functia renala, deoarece creatinina este indepartatd din plasma foarte
eficient de catre rinichi [155].

Din aceste considerente 1in patologia biochimica si 1n cercetarile
experimentale se da o atentie deosebitd modificarilor homeostaziei in cazul
creatininei.

Valori crescute ale creatininei sanguine apar in miopatii, polimiozite,
insuficienta renald, diabet, inanitie, hipertiroidie, iar cele scazute in insuficienta
renald cronica.

O scadere a cuantumului creatininei poate sa apara si in cazul uremiilor
cronice, care pot fi induse experimental sau pot aparea patologic. Cazuri de
uremii cronice se pot produce experimental in cercetarile din domeniul farmaceutic
(e.g.: diverse medicamente), alimentar (e.g.: testare de aditivi) sau toxicologic
(e.g.: diverse substante de combatere a daunatorilor).

Valori normale ale creatininei sanguine nu exclud o afectiune renala,
astfel ca posibilitatea de a trage concluzii asupra functiei renale prin simpla
determinare a creatininei sanguine este limitata. O crestere moderatda a
creatininei insa poate indica un filtrat glomerular redus si deci o afectiune a
hemodinamicii renale sau chiar o afectiune organica a rinichiului. Astfel ca
valoarea creatininei serice poate fi un indicator sensibil al functiei renale [156].

Concentratia creatininei in plasma este superioara ca semnificatie
concentratiei ureei, dar numai ca simplu indicator pentru filtratul glomerular [157].
Ca indicator pentru metabolismul protidic semnificatia concentratiei ureei in plasma

este superioara cuantumului plasmatic al creatininei.

BUPT



96  Efectul nitratilor asupra homeostaziei unor metaboliti proteici - 3

3.4.2.2. Modificari ale homeostaziei biochimice

in general creatinemia si creatinuria depind de activitatea fiziologica
musculard. in cazul iepurilor valoarea normald a creatininei serice variazd intre
0,5-2,6 mg/dL [158].

in cazul creatininei valorile analitice obtinute au fost evaluate statistic
procedandu-se asemanator ca la uree. S-au evidentiat diferentele datorate variatiei
concentratiei prin folosirea unui nitrat unic (la concentratii diferite) si diferentele
aparute la aceeasi concentratie dar folosind nitrati diferiti.

Rezultatele experimentale obtinute in cazul utilizarii nitratului de sodiu in
concentratii de 20xMCL si 40xMCL sunt redate in tabelul 3-3.

Tabel 3-3. Variatia homeostaziei biochimice la creatinina dupa administrarea de
NaNOs in exces (la doze diferite) in apa potabila

e Eay Ea)
Specificare UM n X 1DS n X +DS
Preliminar mg/dL 10 0,89+0,08 10 0,83+0,05
Decada I mg/dL 5 0,99+0,09 5 1,04+0,05%

AX1 + 0,10 + 0,21
Decada II | mg/dL | 10 1,11+0,14%* 10 | 1,12 +0,15%
AX11 + 0,22 + 0,29

** p < 0,05 ; *P <0,01

Se observa o crestere a valorii creatininei din ser in toate cazurile, cresterea
fiind direct proportionala cu concentratia nitratului de sodiu.

In cazul grupei Ea1) variatiile sunt semnificative doar in decada a II-a, iar la
grupa Ea(2) la care cresterile sunt semnificative in ambele decade.

Pentru a evidentia mai bine variatiile creatininei la cele doua grupe pe

perioada experimentului acestea au fost redate sub forma grafica (fig. 3-8).
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mg/dL

WEA(L)
WEA(2)

Preliminar

Decada |
Decada Il

Fig 3-8. Variatiile de concentratie ale creatininei dupa administrarea de NaNOs in
concentratii diferite

Cresterile cuantumului creatininei serice poate fi corelat cu observatiile
efectuate asupra comportamentului animalelor de experienta. Se poate mentiona in
acest sens faptul ca la animalele de experienta s-a instalat o stare de hiperchinezie
(explicata prin interactiile biochimice interesénd interconversia dintre creatinina si
creatinin-fosfat), dupa administrarea de nitrat;i.

Valorile experimentale obtinute in cazul administrarii de solutii diferite de

nitrati, deci NaNOs si Mg(NOs). de aceeasi concentratie (20xMCL), sunt redate in
tabelul 3-4.

Tabel 3-4. Variatia homeostaziei biochimice la creatinind dupa administrarea de
NaNOs si Mg(NOs), in apa potabilad

Specificare UM EAE) E—B
n X+DS n X+DS
Preliminar mg/dL 10 0,89+0,08 10 0,88+0,06
Decada I mg/dL 5 0,99+0,09 5 0,98+0,11
AX1 + 0,10 + 0,10
Decada II [ mg/dL | 10 1,11+0,14%* 10 | 1,08 £ 0,14%*
AX1 + 0,22 + 0,20
** p < 0,05

Rezultatul in cazul grupelor experimentale mentionate prezinta o crestere a

cuantumului creatininei. Valorile sunt relativ apropiate, fiind usor crescute in cazul
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administrarii de nitrat de sodiu. Cresterile sunt semnificative la ambele grupe numai
in decada a II-a.
Pentru evidentierea mai clara a variatiilor creatininei in cazurile privitoare la

administrarea de nitrati de sodiu si magneziu se reda mai jos reprezentarea sub
forma de histograma (fig 3-9).
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Fig 3-9. Variatiile de concentratie ale creatininei dupa administrarea de NaNOs si Mg(NO3)>
in concentratii egale

Efectele nitratilor asupra creatininei trebuiesc corelate cu modificarile
creatinei si a creatin-fosfatului, modificari ce pot aparea in urma proceselor
metabolice. In aceastd situatie se poate estima faptul c& ionii de magneziu intervin,
alaturi de ionii de calciu, in metabolismul fosfo-calcic. Astfel ca influenta mai redusa

a nitratului de magneziu - Mg(NOs), - poate fi explicatd si de rolul magneziului in
acest metabolism.
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3.4.3. Efecte induse asupra acidului uric

3.4.3.1. Caracteristici ale metabolismului acidului uric

Acidul uric rezulta in urma oxidarii nucleobazelor purinice care pot avea o
provenientda exogena (alimente - in special carne si preparate de carne) sau
endogena (din biosinteza de novo din tesuturi). Astfel cantitatea de acid uric
produsa depinde direct de cantitatea totald de purine care este catabolizata.

La stabilirea cuantumului total de purine din organism fisi aduc aportul:
purinele libere rezultate din catabolizarea acizilor nucleici din tesuturile proprii sub
actiunea unor enzime specifice [159, 160] purinele provenite din alimente; purinele
nou-sintetizate de organism.

Purinele si pirimidinele de provenientd exogena provin din nutrientii
proteinici (nucleoproteine) care au fost catabolizati la nivelul tractului gastro-
intestinal (nucleaze, nucleotidaze, nucleozidaze). Dupa eliberarea purinelor si
pirimidinelor, acestea sunt transportate la celule pe calea circulatiei sanguine.
Compusii resorbiti sunt hidrolizati in celule si apoi produsii de scindare sunt utilizati
pentru sinteza intracelulara a purinelor si pirimidinelor necesare propriului organism.
Nu toti produsii metabolici rezultati din hidroliza sunt utilizati pentru biosinteza, o
parte din purine trecand in hipoxantina si xantind pentru ca apoi sa fi transformate
direct in acid uric. O alta parte din purine poate fi scindata de flora bacteriana in
uree, alantoina si amoniac.

Acidul uric, produs final al catabolismului purinic, se elimina prin intermediul
rinichilor in urind. In biogeneza acidului uric existd o sursd endogend si una
exogena:

a) acidul uric de provenienta endogena se poate determina analitic dupa un regim
alimentar complet lipsit de purine. In acest caz cantitatea de acid uric eliminatd
provine doar din metabolismul intracelular al purinelor proprii organismului fiind
astfel o expresie a metabolismului acizilor nucleici (v. Cap. 3.4). O exacerbare a
proceselor metabolice celulare duce astfel la o crestere a cuantumului acidului
uric eliminat. Astfel de situatii se pot intalni in: hiperfunctia unui organ, la
resorbtia exudatelor inflamatoare, in procesele catabolice crescute din tesuturi

(in cursul iradierilor, a tratamentelor cu citostatice, etc.), a proceselor de
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distrugere celulara (e.g.: leucemii), dar si in cazul lizei tisulare aparute la
inanitie.

b) acidul uric de provenientd exogena are la origine metabolismul purinelor
care acced in organism prin intermediul alimentelor. O alimentatie bogata in
acizi nucleici (preparate de carne, ficat, sardele, mazare, fasole boabe, etc.) are
ca efect cresterea cuantumului de acid uric seric si poate duce la aparitia de
boli cardiovasculare, a gutei, etc. [161].

Catabolismul purinelor are loc in doua etape. Prima etapa consta in
formarea purinelor libere iar secunda etapa constd in degradarea acestor purine
libere. In cazul purinelor de provenientd alimentard, mentiondm faptul ci acestea
provin din acizii nucleici din alimente. Acizii nucleici, sub actiunea nucleazelor de
origine pancreatica, hepatica si intestinald sunt hidrolizati in lumenul intestinal la
compusi cu moleculd mai micd (e.g.: oligonucleotide). In aceastd etap3 intestinald
nu este eliberata gruparea fosfat. Nucleazele implicate in catabolizarea acizilor
nucleici se impart in doua grupe: endonucleaze si exonucleaze.

Nucleazele sunt enzime specifice, ribonucleazele pancreatice actionand
asupra RNA pe cand dezoxiribonucleazele provenite tot din pancreas actioneaza
asupra DNA si necesita Mg?* ca activator. Aceste doua enzime au fost obtinute n
stare cristalind din ficat, pancreas iar din timus s-au obtinut doar deoxiribonucleaze.
Ribonucleazele si dezoxiribonucleazele sunt endonucleaze.

Mai departe, polinucleotidele si oligonucleotidele rezultate in urma actiunii
ribo- si dezoxiribonucleazelor sunt hidrolizate sub actiunea fosfodiesterazelor care
desfac legaturile fosforice eliberand nucleotidele purinice si pirimidinice.
Nucleotidele purinice sub actiunea enzimelor nucleotidaze din mucoasa intestinala
pierd molecula de acid fosforic si sunt transformate in nucleozide. Nucleozidele sunt
la randul lor atacate de enzimele din clasa nucleozidazelor intestinale care scindeaza
legaturile nucleozidice eliberdnd o o0za si o baza purinica libera (e.g.: adenina,
guanina).

Produsele rezultate Tn urma catabolizarii acizilor nucleici nu sunt doar
produsii finali amintiti (baze purinice libere), ci un amestec de nucleotide, nucleozide
si baze purinice libere. Dintre acestea nucleozidele sunt forma cu cea mai buna
absorbtie intestinald si cu cea mai bund solubilitate. Acestea sunt urmate de
nucleotide, bazele purinice ca atare avadnd o absorbtie scazuta si o solubilitate

redusa. Nucleotidele si nucleozidele sunt absorbite prin vilozitatile intestinale si de
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aici ajung pe calea venei porte in ficat si apoi in alte organe unde vor servi pentru
sinteza acizilor nucleici, iar fractiunea neutilizata va fi degradata pana la acid uric.
Principala cale metabolica de biogeneza a acidului uric, dupa cum s-a
mentionat si mai sus, are ca punct de plecare xantina, care la randul ei poate
rezulta din adenina si cel mai adesea din guanind prezenta in acizii nucleici [123,
160]. Astfel se poate afirma cd metabolitii nucleobazelor purinice (i.e. adenina,

guaninad) conduc la formarea acidului uric (fig. 3-10).

| Acid deoxiribonucleic (DNA) |

nucleotidaza

| d-Guanozina dGMP)| | Inozina (IMP) j@=——— d-Guanozina (dGMP)|

nucleozid fosforilaza nucleozid fosforilaza nucleozid fosforilaza

hipoxantin oxidaza

antin oxidaza

Fig. 3-10. Biogenza acidului uric

Acidul uric nu are nici o functie biologica atat timp cat ramane dizolvat in
fluidele corpului.

in plasma acidul uric se gdseste liber si sub form3 de sdruri de sodiu [162].
Studiile au demonstrat ca acidul uric este legat de globulinele plasmatice si ca pH-ul
fazei intravasculare influenteaza gradul de reversibilitate a acestei legaturi , ca si
unele medicamente intrebuintate in tratamentul gutei.

Nivelurile plasmatice de acid uric sunt variabile si sunt mai crescute la
masculi decat la femele. Uratii din plasma sunt in totalitate filtrabili si are loc atat
resorbtia Tn tubii proximali cat si in cei distali.

Valori crescute ale acidului uric se constata si in insuficienta renala, litiaza,

leucoze, intoxicatii. In lucrdri mai recente s-a remarcat si o corelatie intre valorile
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crescute ale acidului uric si incidenta sindromului metabolic. Cuantumul acestui
metabolit in sdnge poate servi ca si biomarker cu caracter predictiv si pentru
perturbarea metabolismului derivatilor purinici [163, 164].

Valorile scazute ale acidului uric se remarca in poliartrite si in insuficienta
hepatica.

Datele privind nivelul uricemiei - la om spre exemplu - variaza dupa
autori. Un consens comun fixeaza limita superioara a normalului la barbati la 6,0
mg/dL si la femei cu aproximativ 1,0 mg/dL mai putin. Valori peste 7,0 mg/dL la
barbati si peste 6,0 mg/dL la femei sunt considerate ca exprimand o
hiperuricemie.

In lichidul sinovial concentratia acidului uric este sensibil egald cu
concentratia din plasma. In saliva si lichidul cefalorahidian este ceva mai scdzutd si
este extrem de scazuta in secretia sudorala.

in lichidul interstitial nivelul acidului uric este asemanator celui plasmatic,
iar in celule concentratia lui este variabilda, cele mai sarace fiind celulele adipoase si
eritrocitele.

Din totalul azotului ingerat se estimeaza ca omul normal elimind azotul sub
forma de uree in proportie de 85%, de amoniac 8% si de acid uric 1-2%.

Cantitatea zilnica de acid uric eliminat este in medie de 600-700 mg la o
dieta echilibratéa in purine, din care 400 mg prin rinichi si 200 mg prin uricoliza
intestinala.

La omul normal, dupa o ingestie exagerata de alimente cu continut ridicat
de derivati purinici care sunt in acelasi timp precursori ai acidului uric, creste
excesiv rata de excretie urinara a acestuia, asociata numai cu o modesta crestere a
uratilor in plasma. Prin acest proces rinichiul cautd sa micsoreze efectul pe care I-ar
produce hiperuricemia asupra nefronului pus in fata unei incarcari excesive endo-
sau exogene de urati.

Mare parte a acidului uric urinar este sub forma libera, spre deosebire de cel
plasmatic care este reprezentat de urati de sodiu, motiv pentru care calculii renali
sunt formati din acid uric si nu din urati de sodiu.

in cazul omului, acidul uric este eliminat ca atare, fara nici o modificare a
structurii chimice. La iepuri, produsul final al catabolismului purinelor nu este acidul
uric, ci un metabolit al acestuia denumit alantoind (astfel de organisme se numesc

alantoinotelice). Alantoina provine din deschiderea inelului pirimidinic al acidului uric
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si eliminarea unei molecule de dioxid de carbon sub actiunea catalitica a enzimei
uricaza - oxidoreductaza care contine in molecula ei cupru. Aceasta transformare
are loc in ficat.

Valoarea normald a acidului uric pentru iepure se pare ca variaza in limite
largi: 1,0 - 4,2 mg/dL [149]. Nivelurile plasmatice de acid uric sunt variabile si sunt

mai crescute la masculi decét la femele.

3.4.3.2. Modificari ale homeostaziei biochimice

Actiunea nitratilor asupra metabolismului proteic intereseaza si statusul
homeostazic al acidului uric din serul sanguin (uricemia). Efectele asupra acidului
uric se coreleaza de fapt cu interactiile metabolitilor purinici. Acestia includ si
nucleobazele purinice prezente in acizii nucleici (adenina si guanina). in procesele
catabolice aceste nucleobaze pot reprezenta precursori ai acidului uric (v. fig. 3-11).

Valoarea normald a acidului uric pentru iepure este de 1,0 - 4,2 mg/dL
[149] si de 2,47mg/dL [165].

Similar cu procedeele utilizate pentru evaluarea datelor privitoare la uree si
creatinind, si in cazul acidului uric s-a facut o grupare a rezultatelor analitice
urmarindu-se evidentierea influentei asupra acestui ,parametru” a actiunii diferitelor
concentratii de nitrat de sodiu si a actiunii nitratilor de sodiu si magneziu aflati in
aceeasi concentratie.

Astfel in cazul administrarii de NaNOs la concentratii de 20xMCL si 40xMCL

rezultatele obtinute sunt redate in tabelul 3-5.

Tabel 3-5. Variatia homeostaziei biochimice la acidul uric dupa consum excedentar
de NaNOs in apa potabila

o Eact) Ea2)
Specificare UM n X +DS n X +DS
Preliminar mg/dL 10 1,16+0,12 10 1,14+0,20
Decada I mg/dL 5 0,96+ 0,16** 5 0,85+0,12%*
AX - 0,20 - 0,29
Decadall [ mg/dL | 10 0,85+0,10% 10| 0,69+0,13*
AXn -0,31 - 0,45

** p < 0,05; *P<0,01

Se poate observa faptul ca valorile initiale (preliminare administrarii de

nitrat de sodiu) pentru acidul uric sunt relativ apropiate. Acest aspect reflectand
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caracteristicile biologice ale speciei. In raport cu acestea in tabel sunt redate si
valorile decadale (la interval de zece zile). Se poate remarca faptul cd in ambele
cazuri apare o scadere semnificativa a cuantumului seric al acidului uric, scadere

care este direct proportionala cu concentratia.

Pentru ilustrarea variatiilor aparute se reda mai jos reprezentarea grafica
(fig 3-11).

mg/dL

WEA(L)
WEA(2)

Preliminar

Decada |
Decada Il

Fig. 3-11. Variatiile de concentratie ale acidului uric dupd administrarea de NaNOz in
concentratii diferite

In continuare se prezintd rezultatele obtinute pentru grupele la care s-a

administrat NaNO3 si Mg(NOs3), la aceeasi concentratie (20xMCL). Valorile analitice
in acest caz sunt redate in tabelul 3-6.

Tabel 3-6. Variatia homeostaziei biochimice la acidul uric dupd consum excedentar
de NaNOs si Mg(NOs)2 in apa potabila

. Ea) Es
Specificare UM o X+DS - X 2DS
Preliminar mg/dL 10 1,16+0,12 10 0,98+0,08
Decada I mg/dL 5 0,96+0,16** 5 0,90+0,10

AXi - 0,20 - 0,08
Decada II | mg/dL | 10 0,85+0,10* 10| 0,88+0,21
AX1 -0,31 - 0,10

**p <0,05; *P < 0,01
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in ambele cazuri se poate remarca o scidere a valorii acidului uric, sciderea
fiind semnificativa doar in cazul administrarii de nitrat de sodiu.
Pentru a se evidentia mai bine variatiile acidului uric este redata in

continuare reprezentarea grafica a acestora (fig. 3-12).

—
o
-
g WEA(1)
MEB
Preliminar
Decadall
Decada ll
Fig. 3-12. Variatiile de concentratie ale acidului uric dupa administrarea de NaNOs3

si Mg(NOs)2 In concentratii egale

Diferente mai marcante observate la animalele cdrora li s-a administrat

NaNOs, evidentiaza faptul ca efectul ionilor NO3~ este potentat de prezenta sodiului.

De asemenea este posibil ca valorile scdzute ale AX la lotul Eg, in comparatie cu
Ea1) sd@ se datoreze faptului cd ionii de Mg au un rol important in stabilizarea
macromoleculei de acid deoxiribonucleic [166, 167, 168]. Astfel magneziul poate
influenta metabolismul acidului uric.

Un posibil aspect privitor la scaderea concentratiei de acid uric in urma
administrarii de nitrati poate fi proprietatea acestora de a genera nitrozamine care se
leagd de bazele purinice reducand astfel cuantumul acestora si implicit ducénd la o
scaderea a acidului uric care rezulta din catabolizarea acestora [169].
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3.5. Implicatii ale biogenezei de nitrozamine

Desi ionul nitrat (NOs") nu este un compus cu toxicitate crescuta, el
poate contribui la formarea nitritilor si a nitrozaminelor cancerigene in urma
metabolizarii acestuia de catre bacteriile din tractul digestiv prezente in
cavitatea bucala (saliva) si in intestin (suc intestinal) [170, 171].

Cantitati mici de nitrozamine se pot forma in alimente si direct in
organismul animal si uman, in urma reactiei dintre amine si nitriti. Precursorii
comuni ai nitritilor sunt nitratii. S-a constatat ca nivele crescute de nitrati

prezente Tn mediu stau la originea cresterii incidentei cancerului uman [53, 172].

3.5.1. Particularitati nutritionale si fiziologice

Formarea nitrozaminelor poate avea drept precursori atat nitratii si nitritii cat
si, direct, compusi aminici. Aceste grupe de compusi pot accede in organism odata cu
alimentele de origine vegetala (e.g. legume, fructe) si de origine animala (e.g.
preparatele de carne), precum Si cu apa - surse exogene. De asemenea, procesul de
formare poate porni de la amine sau chiar aminoacizi rezultati in organism - surse
endogene [173, 174, 175].

Nitrozaminele formate in organism din nitratii si nitritii existenti in mediul
ambiant (indeosebi In apa si alimente) sunt substante cu potential carcinogen
confirmat experimental [176].

Nitrozaminele se formeaza in produsele alimentare in timpul unor
tratamente termice: prajire, frigere, afumare. in literatura de specialitate exist3
informatii numeroase privind aparitia produsilor nitrozaminici intr-o gama larga
de produse alimentare: derivate din carne - la procesarea carora s-au utilizat
nitrati si nitriti, branzeturi, faina, uleiuri vegetale, bere, chiar si in bauturi
nealcoolice [177, 178].

Cantitatile de nitrat sintetizat endogen care se regaseste excretat in urina de
catre sobolan sunt comparabile cu cele umane daca le raportam la greutatea corporala.
Un sobolan de 400 g elimina zilnic aproximativ 6 umoli de nitrat de provenienta

endogend, cantitate care corespunde unei valori de 15 ymoli/kg pe zi [179]. in cazul
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omului excretia medie este de 700 umoli de nitrat sintetizat endogen ceea ce
reprezinta echivalentul a 10 umoli/kg pe zi.

Experimentele descrise mai sus, alaturi de o serie de alte experimente care au
urmarit balanta metabolica a nitratilor [180, 181, 182], au confirmat existenta unei
biosinteze de nitrat. Aceasta biosinteza a fost explicata de capacitatea bacteriilor din
tractul digestiv (cavitatea bucald, intestin) de a genera nitrati prin procese de
nitrificare [180].

Conform unui studiu comparativ privind efectele la oameni si la sobolani
Wistar, s-a constatat ca administrarea de doze mari de nitrati la sobolani Wistar
determina cresterea concentratiilor de glucoza, colesterol, creatinina, lactat-
dehidrogenaza (LDH) si transaminaze - i.e.: glutamat-oxalat transaminaza (GOT) si
glutamat-piruvat-transaminaza (GPT); la oameni, in 50% din cazuri, dozele mici de
nitrati produc modificari functionale la nivelul rinichilor.

Studiul a aratat cd nitratii pot afecta diferite organe (e.g. ficat, rinichi,
splind, intestine si testicule) in functie de doza si timpul de actiune. Astfel, la
administrarea de doze mici pe o perioada indelungata de timp, organismele se
pot adapta si nu apar modificari semnificative, insa la o administrare de nitrati in
doze mari, chiar si pentru o scurta perioada de timp, apar variatii fiziologice
importante [183].

Formula chimica generala a unei nitrozamine se poate prezenta astfel:

unde R si R’ pot fi grupari alchil, hidroxialchil, ester, amida sau grupari arilice. Se
pot intalni de asemenea si nitrozamine cu structura ciclica. O categorie aparte sunt
considerate nitrozaminele specifice tutunului, clasa care cuprinde o categorie de
compusi rezultati in urma arderii tutunului. Acesti compusi au anumite particularitati
structurale si o activitate biologica specifica, ceea ce face ca acestea sa fie studiate
ca un grup aparte [184].

Dintre nitrozaminele non-ciclice mai cunoscute sunt N-nitrozo-dimetilamina
(I), N-nitrozodietilamina (II) si N-nitrosodipropillamina (III). Formulele structurale

ale acestora sunt redate mai jos:

BUPT



108 Efectul nitratilor asupra homeostaziei unor metaboliti proteici - 3

H.C CH—-CH H,C-CH;~Cl,
N AN AN
N—NO N—NO N-NO
/ /
H,C CH;-CH, H,C-CH;CH,
) (D) )

Fig. 3-13. Nitrozamine non-ciclice

De asemenea se cunosc si nitrozamine cu structura ciclica (fig. 3-14). Astfel
de compusi sunt: N-nitrozopirolidina (IV), N-nitrozopiperidina (V) si N-

nitrozomorfolina (VI):

0
o 0 ¢

NO NO NO
1v) %] (VD)

Fig. 3-14. Nitrozamine ciclice

Cele mai importante dintre nitrozamine datorita magnitudinii impactului
asupra sanatatii umane sunt nitrozaminele specifice tutunului. Din aceasta categorie
fac parte: 4-(metilnitrozamino)-1-(3-piridil)-1-butanona (VII); 4-(metilnitrozamino)-
1-(3-piridil)-1-butanol (VIII); 4-(metilnitrozamino)-4-(3-piridil)-1-butanol (IX); acid
4-(metilnitrozamino)-1-(3-piridil) butiric (X); N-nitrozonornicotina (XI); N-nitrozo-
anatabina (XII) si N-nitrozoanbazina (XIII). Formulele structurale ale acestora sunt
redate in figura 3-15.
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Fig. 3-15. Nitrozamine specifice tutunului

La modul general, compusii din clasa xenobioticelor chimice, odata ajunsi in
organism, sufera procese complexe de biotransformare in urma carora poate avea
loc fie o detoxifiere a organismului prin aducerea acestora in forme usor de eliminat,
fie generarea de metaboliti cu un puternic caracter electrofilic care se vor lega de
compusii proprii organismului care au caracter nucleofilic. In categoria compusilor cu
caracter nucleofilic se regaseste si acidul deoxiribonucleic prin anumite site-uri
specifice care prezinta concentrari electronice (e.g.: N7 al guaninei).

La modul particular, procesul de biotransformare al nitrozaminelor implica in
general o oxidare a carbonului adiacent azotului aminic (a-hidroxilare), asa cum au
aratat rezultatele experimentale in testele efectuate atat pe N-nitrozodimetilamina
cat si pe 4-(metilnitrozamino)-1-(3-piridil)-1-butanona. Metabolitii rezultati sunt
compusi de tip a-hidroxi-N-nitrozoalchilaminici si sunt foarte labili ceea ce face ca
acestia sa se descompuna rapid formand aldehide si diazohidroxizi alchilati care au
capacitatea de a alchila DNA [185].

in cazul N-nitrozodimetilaminei, care este o nitrozamind simetricd, a-
hidro-xilarea oricaruia dintre cei doi atomi de carbon va duce la aparitia aceluiasi
agent metilant. Daca procesul de a-hidroxilare are loc asupra nitrozaminei
specifice tutunului 4-(metilnitrozamino)-1-(3-piridil)-1-butanona, aceasta va
putea, Tn functie de carbonul care este implicat, produce metilarea sau
piridiloxibutilarea DNA [186].
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3.5.2. Efectele interactiei nitrozaminelor cu acidul

deoxiribonucleic

Majoritatea aductilor dintre nitrozamine si DNA care au fost identificati si
studiati riguros au fost formati fie prin metilarea sau prin etilarea macromoleculei
DNA fapt ce a condus la aparitia unor compusi bioincompatibili implicati in
mutageneza si oncogenezd. Din acest motiv se poate spune ca este explicabila
existenta a peste 300 de compusi din clasa nitrozaminelor care au efecte
cancerigene [135].

Formarea aductilor DNA-nitrozamine are la origine formarea unor legaturi
intre nitrozamine si nucleobazele DNA, cu predilectie guanina si citozina, in regiuni
cu densitate electronica ridicata. Dupa cum s-a mentionat si mai sus, majoritatea
nitrozaminelor nu interactioneaza direct cu macromolecula DNA ci indirect prin
generarea de radicali alchil. Cu alte cuvinte, nitrozaminele sunt potentiali agenti
alchilanti ai DNA.

O caracteristica specificd agentilor alchilanti este potentialul lor de a forma
aducti cu toti atomii de oxigen exociclici si cu cei de azot din cadrul ciclului, cu
exceptia atomului Ni. Potentialul cel mai mare de a forma aducti il are azotul N7 de
la guanina acesta fiind site-ul primar de substitutie in cazul majoritatii aductilor
DNA. Aceasta proprietate se datoreaza faptului ca in aceastd zona apare cea mai
mare densitate electronica din intreaga macromolecula DNA, fiind astfel zona cu cel
mai pronuntat caracter nucleofilic.

Una dintre nitrozaminele cele mai studiate pentru efectele sale cancerigene
este N-nitrozodimetilamina (NDMA). Experimentele efectuate pe aceasta substanta
au evidentiat faptul ca efectele nocive ale NDMA sunt corelate direct cu
biotransformarea acesteia mediata de enzima CYP2E1 (o enzima apartinand citro-
cromului P450) care duce la aparitia unor metaboliti cu reactivitate crescuta.

Principalii aducti DNA formati dupa expunerea la NDMA sunt N;-metilguanina
(reprezentédnd aproximativ 65% din aductii formati Tn urma expunerii) si
Os-metilguanina (aproximativ 7% din aductii formati) — [187]. Alti aducti care pot
aparea in cantitdti mici in urma expunerii la NDMA sunt N3-metiladenina si O4-

metiltimina. Structurile acestor aducti sunt redate in figura 3-16.
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Fig. 3-16. Structura chimica a unor aducti formati in urma interactiei
DNA-NDMA: a) NzdG-NDMA; b) OsdG- NDMA;
) N3dA- NDMA; d) 0.dT- NDMA

O altd clasa de nitrozamine care poate genera aducti DNA sunt
nitrozaminele ciclice. Compusi nitrozaminici cu structurd ciclica precum N-nitrozo-
pirolidina (NPYR) si N-nitrozopiperidina (NPIP) care au potential carcinogen pot fi
gasiti in alimente, in fumul de tigara si se pot de asemenea forma endogen prin
nitrozarea aminelor corespondente.

Desi din punct de vedere structural NPYR si NPIP sunt asemanatoare ele
au activitate carcinogenica diferitda in studiile efectuate pe sobolani. Astfel in
timp ce NPYR este un carcinogen hepatic NPIP poate provoca atat tumori
hepatice cat si esofagiene. Acest lucru se datoreaza probabil faptului ca NPIP
poate fi metabolizata selectiv de enzimele din clasa citocromului P-450 prezente
la nivelul esofagului [188]. Structurile chimice ale unor aducti ai DNA formati in

urma interactiei cu NPYR sunt redate in figura 3-17.
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Fig.3-17. Structura chimica a unor aducti DNA-NPYR
a) N2dG-NPYR; b) N;CsdG-NPYR; c) N7dG-NPYR

Dintre cele trei clase de nitrozamine discutate mai sus rolul cel mai
important in generarea de aducti 1l joacd nitrozaminele specifice tutunului, acest
lucru datorita procentului foarte mare de oameni care sunt expusi la aceste
substante.

in cursul procesérii tutunului, in special in timpul maturdrii sale, nitratii

din continutul plantei sunt redusi la nitriti [189]. Nitritul este un agent nitrozant
cu efect puternic asupra aminelor secundare si tertiare. Nitrozaminele specifice

tutunului sunt formate Tn urma actiunii nitritilor asupra nicotinei si a produsilor ei
metabolici - acidul nicotinic si alcaloizi ai nicotinei: nornicotina, anatabina si
anabazina.

Cel mai studiat compus din aceasta clasa este 4-(metil-nitrozamino)-1-(3-
piridil)-1-butanona numita si N-nitrozocetona - NNK (N-nitroso ketone). Pentru a
putea sa isi manifeste efectele sale cancerigene, NNK este mai intai activata
metabolic de enzimele din clasa citocromului P-450 [190]. Structurile chimice ale

principalilor aducti ai NNK cu DNA sunt redate in figura 3-18.
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Fig. 3-18. Structurile chimice ale unor aducti dintre DNA si NNK
a) N7dG-NNK; b) N2dC-NNK; c) N2dT-NNK

Structurile chimice ale aductilor formati intre NNK si macromolecula DNA,
structuri care sunt expuse in figura 3-20, au fost determinate folosind spectrometria
de masa [191].

3.5.3. Repercusiuni asupra nucleobazelor purinice si acidului

uric ca produs metabolic terminal

Se reitereaza faptul ca xenobioticele in general si nitrozaminele ca produsi
de biotransformare ai nitratilor in special, o data ajunsi in organism pot interactiona
cu metabolitii specifici organismului in cauza formand astfel compusi biologic-activi
(bioactivare) sau compusi biologic-inactivi (bioinactivare).

Numeroase procese de biotransformare pot fi considerate ca reactii de
bioinactivare sau detoxifiere. Acestea conduc la scaderea intensitatii efectului toxic,
prin modificari ale structurii moleculelor si prin cresterea solubilitatii in apa,
asigurand astfel o excretie crescutd. Efectul toxic este micsorat prin reducerea
concentratiei initiale a xenobioticului in organism.

Exista insa si procese de biotransformare in care, prin reactii de bioactivare,

se ajunge la produsi cu toxicitate crescutd in raport cu xenobioticul initial. In urma
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acestor reactii apar, substante denumite “xenobioderivati reziduali”. Nitrozaminele,
asa cum am aratat in subcapitolele precedente, suferda in general procese de
bioactivare generand compusi electrofili care odata ajunsi in celule se pot lega de
siturile nucleofile din macromolecula DNA, perturband astfel sinteza proteica si
activitatea biologica a DNA in general.

Xenobioticele pot exercita fata de macromolecula DNA, direct sau prin
intermediul metabolitilor, trei tipuri majore de interactii chimice: a) transferul unei
grupari alchil (alchilare); b) transferul unei grupari arilalchil (arilalchilare); c)
transferul unei grupari arilaminice (arilaminare). Aceste xenobiotice isi manifestd
actiunea asupra componentelor structurale ale DNA, in special asupra nucleobazelor.
In figura 3-19 se prezinta tipurile de interactii dintre nucleobaze si xenobiotice si

pozitiile in care diferitele tipuri de agresiuni au loc preferential.
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Fig. 3-19. Interactii intre xenobiotice si perechile de nucleobaze din DNA
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Asadar din cele expuse mai sus si dupa cum se poate observa si din figura
3-21, xenobioticele care au potentialul de a forma aducti DNA au ca principale situri
de legare nucleobazele purinice si pirimidinice. Prin urmare, aportul alimentar de
nitrati poate duce la aparitia nitrozaminelor care formand aducti cu DNA produc o
scadere a pool-ului de nucleobaze purinice si interfera astfel cu metabolismul
acidului uric.

Majoritatea nitrozaminelor sunt recunoscute ca fiind agenti alchilanti. Acesti
agenti actioneaza prin aditia la DNA a unui radical alchil (e.g.: metil CH3) dupa

modelul din figura 3-20.

H,C
H3C\ CYP2E1 /N—N:O H3c\
N—=N=0 —™ = H,C E—— N—N=0 ——>

H,C N on " HCc=0 H

dimetilnitrozamina a-hidroxinitrozamina nitrozaming
+ .
S — H,C—N=N—OH ~— = CH, ——» metilare DNA
NZ
hidroxid de diazoniu OH metil

Fig. 3-20. Metilarea DNA cu dimetilnitrozamina

in cazul prezentat in figura 3-20 metilarea DNA poate avea loc spre exemplu
la nivelul guaninei, nucleobaza cea mai vizata de compusii electrofili [192] in pozitia

Os. Acest caz este exemplificat in figura 3-21.
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Fig 3-21. Modificarea structurii DNA prin metilarea guaninei

Dupa cum se observa in figurd, metilarea guaninei la oxigenul din pozitia 6 a
perechii guanina - citozina duce la pierderea capacitatii guaninei de a se mai lega de
citozind, legandu-se in schimb de timin&. in felul acesta structura normald a DNA se
schimba.

Formarea aductilor DNA duce la perturbarea relatiei structura chimica-
activitate biologica a macromoleculei DNA si are potentialul de a genera in cele din

urma efecte cancerigene, mutagene sau teratogene [193].
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4. EFECTUL NITRATILOR ASUPRA HOMEOSTAZIEI
METALELOR IN DIVERSE ORGANE SI TESUTURI

4.1. Privire sinoptica

Nitratii, fiind saruri ale acidului nitric, aduc - prin compozitie - si un aport
exogen de ioni metalici. Acesti ioni metalici pot influenta homeostazia biochimica si
evident, in ansamblu, metabolismul hidro-electrolitic.

in cursul proceselor de crestere si dezvoltare organismul retine in perioada
dezvoltarii intrauterine (embrionara si fetald) prin mecanisme specifice homeoreziei
diferite elemente indispensabile morfogenezei celulare si tisulare precum si
proceselor fiziologice. Aceste elemente sunt cunoscute si sub denumirea generica de
bioelemente.

Clasificarea acestor bioelemente se face dupa cum urmeaza:
a) macrobioelemente; b) oligobioelemente; c) microbioelemente.

a) Macrobioelemente sau elemente macrobiogene - reprezinta, in total, cca
99,70% din constituientii materiei vii. intre acestea se includ bioelementele
denumite cuaternare : oxigen, carbon, hidrogen si azot (96,20%), la care se
mai adauga calciul si fosforul (2,50%). Acestea constituie impreuna grupul
biomacroelementelor.

Macrobioelementele cuaternare au rol esential in procesele de morfogeneza a
formatiunilor ultrastructurale intrand Tn compozitia bioconstituientilor de
natura organica (glucide, lipide, proteine) si anorganica (apa si compusii
biominerali), precum si a efectorilor biochimici (vitamine, enzime, hormoni).
Asa cum s-a mentionat mai sus, in afara elementelor cuaternare prezentate,
in materia vie mai existda doua elemente, calciul si fosforul, care apartin
grupului macrobioelementelor. Se remarca faptul ca singurul bioelement

metalic din categoria macrobioelementelor este calciul.
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b) Oligobioelemente sau elemente oligobiogene - se afla in proportie redusa
0,05 - 0,75%. in grupa acestora se includ: potasiu, sodiu, magneziu, sulf,
clor.
Oligobioelementele se afla in structura unor compusi bioorganici si/sau
bioanorganici sub forma nedisociata sau disociata. Oligobioelementele in
formele disociate se pot prezenta ca si cationi: K*, Na*, Mg*, sau ca si anioni
S042- (dar mai ales SOsH"), ClI. Deci, se poate conchide c3 in cadrul acestei
grupe se includ bioelemente metalice si nemetalice.
in general, macroelementele si oligoelementele mentionate mai sus iau parte
la procesele de morfogeneza si sunt cunoscute ca elemente de constitutie
specifice sistemelor biologice.
c) Microbioelemente sau elemente microbiogene - sunt reprezentate in
organism 1in cantitati extrem de reduse, uneori doar in urme. Acestea se
grupeaza in:
o) Microbioelemente invariabile (indispensabile) - prezente in toate
organismele vii. Intre acestea se includ: Fe, Zn, Cu, Co, Mn, Mo, F, I, etc.
B) Microbioelemente variabile — prezente doar in anumite organisme. Astfel
de elemente sunt: Ni, Se, Si, B, etc.
Se remarca faptul ca si in grupa microelementelor de interes biologic se
disting metale si nemetale.

Macro- si oligobioelementele au un rol indeosebi in morfogeneza si in
energogeneza, in timp ce microelementele au un rol predominant in biocataliza. in
acelasi timp trebuie tinut cont de faptul ca bioelementele pot deveni toxice daca se
depasesc anumite valori, motiv pentru care este important a se stabili in dieta valori
pentru un aport adecvat (en. adequate intake) al acestora sau asa numitele doze
zilnice admise - DZA (en. recommended dietary allowances -RDA). Depasirea
acestora pot duce la afectarea sanatatii [194].

Este cunoscut faptul ca in organism intre bioelemente pot aparea efecte de
sinergism sau de antagonism, prezenta unui element putand potenta sau inhiba
actiunea biologica a altor elemente [195]. In cazul in care un anumit bioelement nu
are nici o influenta asupra actiunii altui bioelement, intre cele doua se poate spune
ca exista un anergism.

Efectele sinergice sau antagonice existente intre bioelemente au la origine

proprietatea acestora de a intra in interactii competitive, inhiband sau stimuland
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absorbtia altor elemente si avand adesea efecte marcante asupra concentratilor
acestor elemente la nivelul anumitor tesuturi si organe. Spre exemplu, deficienta
de nichel s-a demonstrat cd are drept efect perturbarea metabolismului
calciului si produce afectiuni la nivel osos datorita depletiei ionilor de Ca [196].
Scaderea absorbtiei calciului in cazul deficientei de nichel este urmata de o
crestere a continutului de magneziu care substituie carentele de calciul din
oase [197]. De asemenea se mai poate mentiona si antagonismul dintre fier si
zinc sau cupru [198].

Observatii interesante exista si asupra antagonismului dintre fier si zinc
care se presupune a avea la baza o relatie competitiva pe ,site-urile de
absorbtie” ale vilozitatilor din mucoasa intestinala. Mucoasa intestinald prezinta
o afinitate mai mare pentru Fe fapt care explica de ce excesul acestuia are o
interferenta mai mare asupra absorbtiei Zn, decat excesul de Zn asupra
absorbtiei Fe [199]. Excesul de Zn, pe de altd parte, produce o depresie a
cuantumului unor compusi cu Fe incluzand feritina, hemoglobina, transferina,
precum si a unor ,indicatori” biochimici ai prezentei fierului, e.g.: hematocrit,
volum mediu eritrocitar [200]. Antagonismul dintre Fe si Zn este foarte bine pus
in evidenta in situatia in care aceste doua elemente sunt administrate in solutii
sau prezente simultan Tn alimente [201].

Variatiile bioelementelor din organism pot fi studiate prin intermediul
determinarii metalorgamelor din diverse probe biologice prelevate din sange,
organe, par, etc. [202].

Importanta studiului efectelor nitritilor asupra animalelor, in speta asupra
iepurilor, rezida atat din faptul ca acest studiu poate oferi informatii cu caracter
predictiv privind efectele potentiale asupra organismului uman cat si din faptul ca
iepurele este un animal a carui carne poate deveni obiectul procesarii in industria
alimentara.

Dupa cum se stie, carnea este o sursa importanta de macro- si
microbioelemente si are o contributie majora la aportul zilnic de nutrienti
biominerali [203, 204, 205]. Daca la speciile traditionale si in special la bovine
existau studii proiecte de monitorizare la scara larga a continutului de minerale,
datele referitoare la concentratiile metalelor din carnea de iepure sunt foarte
rare [206, 207, 208].
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Intr-un articol de referintd publicat sub form& de review de citre Combes
[208], acesta afirma chiar cd o valoare clara nu a fost inca stabilita pentru
continutul de fier si cupru din carnea de iepure si ca din informatiile existente

valorile pentru un numar insemnat de microbioelemente nu au fost inca evaluate.

4.2. Biodisponibilitatea si specificul investigatiilor asupra

unor biometale la leporide

Investigatiile asupra biometalelor urmaresc de fapt modificarile
homeostaziei biochimice cu implicatii asupra metabolismului hidro-electrolitic.
Evident datele experimentale se circumscriu la biometale in general. Statusul
acestora se modifica si datoritd administrarii de nitrati de sodiu si magneziu.
Modificarile homeostaziei au la baza in special afectarea biodisponibilitatii acestor
biometale de catre nitratii administrati experimental.

Conceptul de biodisponibilitate desemneaza efectele tuturor mecanismelor,
fizico-chimice sau fiziologice, care influenteaza fractiunea dintr-un bioelement
ingerat care ajunge in tesuturi in forma utilizabild pentru a raspunde cerintelor
functionale ale organismului.

Furnizarea la nivel tisular a bioelementelor metalice in forme utilizabile este
supusa unei largi game de variabile. Aceste variabile sunt: a) caracteristicile fizico-
chimice ale surselor alimentare din care provin bioelementele; b) interactiile
biochimice ale acestor bioelemente metalice cu diversi compusi cu au actiune
sinergica sau antagonica, interactii ce pot avea loc fie in tractul gastro-intestinal fie
in tesuturi; c) variabile fiziologice care, ca raspuns la relatia schimbatoare dintre
aportul si necesarul acestor bioelemente pot influenta eficienta absorbtiei, stocarea
sau incorporarea acestora pe siturile functionale [209].

Biodisponibilitatea caracterizeaza, la modul general, relatia care se
stabileste intre organism si substante care acced pe cale enterala sau pareneterala
prezentand interes alimentar (nutrienti) si chiar de interes farmacologic
(medicamente). Pentru estimarea biodisponibilitatii in raport cu o anumita substanta
se procedeaza la evaluarea vitezei de absorbtie si a cuantumului substantei biologic
- active retinute de organism. De asemenea, se evalueaza intensitatea efectului si

durata acestuia. In acest context un rol major il detin diversele bariere biochimice.
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La o evaluare mai atentd a conceptului de biodisponibilitate si a aplicatiilor
acestuia se poate remarca faptul ca exista o indisolubild legatura cu biochimia si
xenobiochimia. In aceastd acceptie, biodisponibilitatea se poate aborda in relatie cu
metabolizarea nutrientilor si biotransformarea xenobioticelor. De asemenea in
discutarea problemelor referitoare la biodisponibilitate este importanta si corelarea
cu aspectele de tranzit prin barierele biochimice si implicit, cu patologia biochimica.

In ceea ce priveste bioelementele (macro-, oligo- si microelemente)
utilizarea conceptului de biodisponibilitate nu se limiteaza la digestie si absorbtie.
Acest concept inglobeazd si procesele care modifica utilizarea sistemica a
elementelor dupa absorbtia acestora in organism.

In prezent se admite c3 efectele fiziologice si ulterior morfologice induse de
nutrienti (in carenta/in exces) sunt conditionate de variabile cum ar fi: stadiul de
crestere, existenta stresului, a unei “injurii biochimice” (termen care semnifica
~leziunea” biochimica la nivel molecular). Succesiv sunt afectate celula, tesutul,
organul s.a.m.d.

Studiindu-se biodisponibilitatea in raport cu nutrientii - spre exemplu - s-a
constatat ca exista cauze biochimice, biofizice, fiziologice si chiar genetice care
influenteazd notabil statusul homeostaziei biochimice. In mod curent se evalueazi
relatia dintre aportul total de nutrienti si mentinerea statusului metabolitilor in
anumite limite ale homeostaziei biochimice.

Biodisponibilitatea in raport cu compusii biominerali cationici (i.e.: ioni
metalici) prezenti ca micronutrienti a fost studiatda pornind de la diversi compusi
chimici. In acest scop s-a studiat modul de eliberare a ionilor metalici. Se
mentioneaza studiul diversilor compusi salifiati de tipul succinat, fumarat, maleat, a-
cetoglutarat s.a. De asemenea in nutritie si farmacologie s-au studiat compusi
chelatici de tipul aminoacizilor metalo-chelatati [52]. Acesti compusi prin aportul
ionic au tendinta de a mentine sau, in functie de situatie, de a restabili homeostazia
biochimica in metabolismul hidro-electrolitic.

in general se poate afirma cd principalele substante cu continut de
bioelemente metalice metabolizabile in organism sunt reprezentate de diversi
compusi: a) organici, e.g.: saruri de aspartat, succinat, fumarat, a-cetoglutarat,
citrat, etc. ; b) anorganici, e.g.: carbonati, fosfati, oxizi, etc. Astfel de compusi
se folosesc ca micronutrienti minerali. in afara compusilor organici si anorganici

mentionati s-au decelat complecsi chelatici la baza carora se afla un aminoacid
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proteinogen si un ion metalic divalent (M?*), e.g.: Zn, Mn. Alaturi de
biometalele prezente in compusi organici, anorganici, in complecsi, etc., in
natura se pot afla si compusi care pot contine metale cu potential toxicogen
e.g.: Hg, Cd, Sn [26].

In cazul unei alimentatii normale, estimarea biodisponibilitdtii este
conditionata de asa numitele variabile intrinseci (fiziologice) si extrinseci
(nutritionale). La o analizd mai atenta a acestor “variabile” se observa ca
biodisponibilitatea este conditionata de fapt de unele particularitati chimice (i.e.
solubilitatea, dimensiunile moleculare) sau biochimice (i.e. mecanismele de
absorbtie, efectele sinergice sau antagonice etc.) ale nutrientilor. Astfel evaluarea
biodisponibilitatii in cazul micronutrientilor reprezentati de compusii minerali, are n
vedere caracterul cationic si anionic al acestora.

1) Variabilele intrinseci denumite si “variabile fiziologice” sunt caracterizate
prin trei aspecte esentiale: a) mecanismele de absorbtie; b) interactii intre
metaboliti; c) interactii intre metaboliti si xenobiotice.

a) Mecanisme de absorbtie. Studiul acestor mecanisme a evidentiat faptul ca
in perioada neonatald existd o redusa capacitate de reglare pentru oligoelemente
cum ar fi: Fe, Zn, Cr si Pb. La varstele mai inaintate se remarca un alt aspect, de
data aceasta caracterizat prin scaderea eficacitatii mecanismelor de absorbtie. Astfel
de aspecte au fost sesizate indeosebi pentru Cu si Zn.

b) Interactii metabolice. In cadrul interactiilor metabolice au fost remarcate
doud particularititi: interdependenta proceselor si interrelatiile metabolice. In cadrul
interdependentei studiata in raport cu stocarea de elemente si metabolizarea
acestora, s-a constatat ca exista fenomene de interdependenta intre oligoelemente
si alti metaboliti sau intre oligoelemente luate ca atare.

c) Interactii intre metaboliti si xenobiotice. Interactiile dintre metaboliti si
xenobiotice / xenobioderivati reziduali se realizeaza indeosebi in etape prin reactii
de conjugare si reactii cu formare de aducti. In aceastd categorie se regdsesc si
nitratii care pot genera interactii cu diversi metaboliti cum ar fi hemoglobina sau pot
genera nitrozamine care duc la formarea de aducti cu macromolecula DNA. Aceste
aspecte sunt discutate mai detaliat in prezenta teza de doctorat.

2) Variabilele extrinseci numite si “variabile nutritionale” sunt corelate cu
aspecte legate de: a) solubilitatea si dimensiunile moleculelor; b) efecte sinergice;

c) efecte antagonice.

BUPT



4.2. - Biodisponibilitatea si specificul investigatiilor asupra unor biometale 123

a) Solubilitate/dimensiuni molecule. Digestia urmareste prin diverse procese
specifice aducerea nutrientilor in forme cu masa moleculara cat mai redusa si
constituirea de forme polare care sunt usor solubile. Moleculele care contin
oligoelemente (micronutrienti) influenteaza absorbtia la nivelul mucoaselor. Se
exemplifica Tn acest caz rolul oxalatului de Fe, sulfatului de Cu si silicatilor salifiati cu
oligoelemente care nu se disponibilizeaza in intestin. De asemenea, se mentioneaza
rolul fitatilor (derivati ai acidului fitic). Acestia pot fixa Fe, Pb, Mg etc. care
influenteaza metabolismul Ca.

b) Efecte sinergice. in privinta sinergismului se mentioneazd faptul cd unele
substante activeaza absorbtia e.g.: citratii si histidina activeaza absorbtia Zn;
ascorbatul modifica antagonismul Fe/Cu generdnd unele efecte sinergice. Alte
substante sunt cunoscute prin faptul ca@ mentin statusul transportului
oligoelementelor in cadrul mobilitatii sistemice (in intregul organism). Astfel de
actiune au transferinele, albuminele, care in general sunt estimate ca si substante
cu rol de lianti plasmatici pentru oligoelemente [210].

c) Efecte antagonice. Aceste efecte sunt caracterizate prin faptul ca
limiteaza mobilitatea oligoelementelor. Antagonismul releva cateva aspecte tipice:
diminuarea solubilitatii elementelor in tractul gastro-intestinal e.g.: asocierile
Ca/Zn/fitati si Cu/sulfuri; realizarea unei competitii intre elemente in raport cu
receptorii implicati in relatia aport-flux-retentie-eliminare; evidentierea unor efecte
competitive intre compusii minerali de natura cationica, e.g.: in cazul asocierilor
Zn/Cu, Cd/Zn etc .

Cuantumul bioelementelor care ajung la tesuturi sub forme utilizabile
metabolic depinde si de alti factori intre care se mentioneaza: caracteristicile fizico-
chimice ale principiilor nutritive prezente in regimul alimentar - acestea pot genera
interferente intre bioelemente; interactiile biochimice ale acestor elemente cu
compusi sinergici sau antagonici care pot avea loc in intestin si/sau in tesuturi;
relatia dintre aportul si necesarul de bioelemente - influenteazd eficacitatea
absorbtiei de oligoelemente, stocarea acestora si incorporarea in sistemele
morfologice in a cdror compozitie si functionalitate sunt necesare.

in studiul biodisponibilitétii compusilor biominerali intreprins pe animale de
laborator in cadrul unor cercetari experimentale, se urmareste statusul homeostaziei

biochimice. Astfel de studii prezinta interes predictiv pentru clinica medical3,
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constatandu-se existenta unor influente datorate variabilelor intrinseci si extrinseci
(e.g. in dis-mineraloze).

Nitratii au potential de a influenta biodisponibilitatea bioelementelor metalice
atat prin perturbarea absorbtiei lor datorate afectdrii mucoasei intestinale cat si prin
faptul ca ionii metalici eliberati din nitrati pot interfera cu bioelementele metalice

studiate.

4.2.1. Investigatii asupra macro- si oligobioelementelor

metalice

Studiul homeostaziei biochimice a macro- si oligobioelementelor metalice in
tesuturi si organe la leporide a inclus Na, K, Mg si Ca. In continuare se va face o trecere
in revista a principalelor functii biologice a acestor bioelemente metalice punénd accent
pe interrelatiile existente intre aceste elemente si alte elemente specifice organismului.
De asemenea se vor prezenta date culese din literatura de specialitate vizand
concentratia acestor elemente in diverse animale si in iepure. Rolul microelementelor in
organism nu trebuie privit separat, pentru fiecare element in parte, deoarece exista
interactiuni intre aceste elemente. Astfel absenta sau de deficitul unor bioelementelor
metalice in alimentatie cat si prezenta in dietda a unor compusi care inhiba absorbtia
anumitor bioelemente, poate duce la grave afectiuni ale functiilor fiziologice si la
manifestari de ordin patologic [211, 212].

4.2.1.1. Biodisponibilitatea sodiului

Sodiul (Na) alaturi de potasiu (K) sunt unii dintre electrolitii de baza ai
sistemelor vii, modificari chiar mici a valorilor normale ale acestora fiind semne ale
unor disfunctii de natura patobiochimica.

In organism o importantd deosebitd are raportul concentratiilor acestor doua
elemente care releva efecte antagonice asupra presiunii sanguine [213].

Sodiul participa si la reglarea echilibrului acido-bazic si in asigurarea functiei
sistemului neuro-muscular venind astfel in strédnsa relatie cu ionii de calciu (Ca) si

magneziu (Mg). Sodiul si magneziul potenteaza activitatea vitaminei Be.
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In celulele microzomale hepatice s-a observat c& Na si K intrd in competitie
pentru aceleasi situri de legare [214]. Clorura de potasiu (KCl) tempereaza efectele
hipertensive ale excesului de clorura de sodiu (NaCl).

In cazul unui deficit de Na se poate observa o crestere a acumuldrii litiului in
organism [215].

Pentru sodiu, valoarea medie in carnea de iepure este de 67 mg/100g
[216], 47 mg/100g [217] si 47mg/100g [208]. Continutul de sodiu al carnii de
iepure este mai scazut decat la alte specii: la bovine 65-100 mg/100g, la suine
70-84 mg/100g, la galinacee 64-83 mg/100g si la ovine 75-100 mg/100g [217,
218, 216]. Acest continut scdazut de sodiu recomanda carnea de iepure pentru

dieta persoanelor hipertensive.

4.2.1.2. Biodisponibilitatea potasiului

Potasiu este un ion preponderent intracelular, insulina si epinefrina avand un
rol important in cresterea aportului de K al celulelor. Aldturi de sodiu si calciu,
potasiul participa la mentinerea potentialului electric al membranei celulare [219].
Potasiul prezinta relatii metabolice stranse cu sodiul si clorul.

Administrarea unor cantitati mari de saruri de potasiu creste necesarul de
sodiu, fapt datorat in special proprietatilor diuretice ale potasiului. Fosfatii de
sodiu reactioneaza in organism cu clorura de sodiu, fosfatul de sodiu si clorura de
potasiu rezultate fiind eliminate prin rinichi [220]. Astfel se explica antagonismul
dintre Na si K.

Potasiul si sodiul prezinta in anumite proportii actiune sinergica cu
vitamina Bi,. Cu toate acestea la administrarea de suplimente de clorura de K cu
eliberare lentda s-a sesizat aparitia malabsorbtiei de vitamina Biz. Valorile
absorbtiei de vitamina Bi2 s-au normalizat cand administrarea suplimentelor de
KCI a incetat [221].

in cazul determinérii potasiului in carnea de iepure, valorile medii raportate
au fost de 388 mg/100g [217] 404 mg/100g [208] si 360 mg/100g [216]. Carnea
de iepure are un continut de potasiu mai mare decat cea de la speciile de animale
folosite in mod traditional. Astfel continutul de potasiu la bovine este 150-171
mg/100g, la porcine 172-175 mg/100g, la galinacee 248-259 mg/100g si la ovine
295-350 mg/100g [217, 218, 216]. In carnea de iepure potasiul este elementul
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metalic cu cea mai mare concentratie reprezentand un procent mediu de 32% din

cenusa totala [222].

4.2.1.3. Biodisponibilitatea calciului

In organism cantitatea cea mai mare de calciu se afl3 in oase sub form3 de
cristale de hidroxiapatita si fosfat tricalcic amorf restul aflandu-se in lichidul
extracelular, muschi, organe, plasma. intre Ca si K existd un antagonism
functional. De asemenea este cunoscuta relatia antagonica dintre Ca si Pb, acesta
din urma avand proprietatea de a impiedica aparitia nucleelor de osificare.
Plumbul are efecte insemnate asupra metabolismului Ca dintre care amintim:
abilitatea Pb de a bloca canalele membranale de transport ale Ca, substituirea Ca
in pompele Ca-Na, capacitatea Pb de a concura cu Ca in aportul la nivelul
mitocondriilor si de a se lega de calmodulingd, protein kinaza C si alte proteine cu
rol important in metabolismul Ca [223].

Antagonismul dintre Ca si Pb explica de ce in intoxicatile cu Pb se
administreaza intravenos solutii continand Ca, provocand astfel o hiperexcretie a Pb
din sadnge [224]. Aportul scazut de Ca creste susceptibilitatea sobolanilor Ia
intoxicarile cu Pb [225], in timp ce aportul crescut de Ca scade rata de absorbtie a
Pb la nivelul intestinului [226]. Studii efectuate pe copii au asociat nivelele sanguine
crescute de Pb cu aporturile scazute de Ca din dieta [227].

Un alt element a carui absorbtie si metabolism depinde de aportul de Ca
este Cd. Astfel in cazul unui aport scazut de Ca creste rata de absorbtie a Cd si rata
de depozitare in oase si tesuturi moi [228]. Cadmiul poate inhiba sinteza de 1,25-
dihidroxicalciferol prin tubuli renali [229]. Acest hormon faciliteaza absorbtia Ca,
avand o functie biologica importanta in special cdnd aportul de Ca din dieta este
scazut [230]. Un mecanism similar poate controla absorbtia Ca si Mg in circuitul
sanguin si depozitarea lor in tesuturi.

Vitamina C, lactoza, vitamina E si vitamina D au o activitate sinergica fata
de Ca, lactoza favorizand si absorbtia de calciu. in acelasi timp insd Mg, Fe, Al, Zn, I
si Mn au o actiune antagonica fata de Ca.

Un exces de Ca pe o perioadd lunga de timp poate produce o depresie a

concentratiei Mg seric. De asemenea dietele bogate in calciu duc la aparitia de

BUPT



4.2. - Biodisponibilitatea si specificul investigatiilor asupra unor biometale 127

deficiente ale Zn. La oameni litiaza renald a fost asociata adesea cu un aport
ridicat de Ca [231].

Doze mari de Mg, Zn, fibre si oxalati reduc absorbtia de Ca iar Na poate
duce la cresterea excretiei de Ca. Nivele crescute de Ca in dieta pot avea ca efect
reducerea absorbtiei Mn [232].

in cazul iepurelui se intalnesc anumite particularititi ale metabolismului
Ca care il detaseaza de majoritatea mamiferelor. Astfel nivelul seric al acestui
element reflecta mai degrabad cantitatea de Ca absorbita din dieta decat o
reglare homeostatica intr-o plaja de valori bine determinata si cu o variatie mica
[233]. O alta particularitate a metabolismului Ca la iepuri este legata de excretia
acestuia. Daca la majoritatea animalelor calea principala de excretie a Ca este
secretia biliara, la iepure cea mai mare cantitate de Ca se excretda prin urina
[234, 235]. Deoarece cantitatea de Ca din urina depinde de cuantumul acestui
element in ser, se poate considera cantitatea de Ca din urind ca fiind un
indicator al continutului de Ca al dietei iepurilor [236]. Deoarece la majoritatea
animalelor o crestere a calcemiei declanseaza secretia calcitoninei de la nivelul
tiroidei, lipsa unei homeostazii eficiente a nivelului de Ca din sange la iepuri
poate indica o ratd de secretie a calcitoninei mai scdzutd decat la alte specii. In
experimentele de laborator iepurii raspund la administrarea calcitoninei, aceasta
declansand hipocalcemia [237].

Concentratia medie de calciu raportata in cazul carnii de iepure este de
14 mg/100g [217], 22 mg/100g [216]. Aceste valori sunt mai mari decat cele
raportate la alte specii: la bovine 8-11 mg/100g, la suine 8-9 mg/100g si la
ovine 8-10 mg/100g [217, 218, 216]. Se observa ca la aceste specii valorile
calciului sunt asemanatoare. In raportarile facute de Combes [208] si Hermida et
al [222] valorile obtinute de acestia in carnea de iepure se incadreazad in
domeniul 8-9 mg/100g, fiind asemanatoare cu a celorlalte specii. Acest lucru
poate fi pus fie pe regiunea anatomica aleasa pentru prelevarea carnii (primii doi
autori nu dau date despre prelevare, iar ultimii doi au folosit muschi prelevat de

la membrele posterioare) fie de alti factori individuali.
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4.2.1.4. Biodisponibilitatea magneziului

in organism magneziul, aldturi de calciu, sodiu si potasiu are un rol
fundamental in conductia electrica a pulsatiilor inimii si in contractabilitatea celulelor
cardiace.

Deficienta de Mg are ca rezultat pierderi de K probabil datoritd interactiei
dintre magneziu si fosfat in cadrul transportului activ al sodiului si potasiului prin
intermediul membranei celulare. Eliberarea hormonilor paratiroidei, calcitonina si
1,25-dihidroxicolecalciferol - care sunt hormonii ce guverneaza metabolismul Ca -
este inhibata in cazul scaderii aportului de magneziu.

in experimentele efectuate pe sobolani Wistar s-a demonstrat o relatie intre
deficitul de Mg si biodisponibilitatea Fe care a crescut semnificativ in aceste cazuri
[238] sau biodisponibilitatea Mn care a scazut [239].

Deficitul de magneziu si potasiu poate avea ca efect aparitia aritmiilor, iar
carenta de magneziu si calciu determind cresterea excitabilitatii nervoase si
musculare [224].

Acidul fitic, fitatii, Ca, P si K reduc absorbtia de Mg, pe cand Na o
favorizeaza. In excitabilitatea neuromusculard, calciu are o actiune sinergicd cu Mg,
iar cu Na are o actiune antagonica.

Vitamina Be participa alaturi de Mg in mai multe sisteme enzimatice avand
totodata si capacitatea de a creste acumularea intracelulara a Mg [240].

in cazul determinrii magneziului in carnea de iepure, s-au aflat valori
de 29 mg/100g [208] si 25mg/100g [216]. Carnea de iepure are in general un
continut mai mare de magneziu decat alte specii de animale folosite pentru
carne. Astfel la bovine se intdlnesc valori de 18-25 mg/100g, la suine 18-31
mg/100g, la galinacee 22-37/100g si la ovine 15-22 mg/100g [ 217, 218, 216].

4.2.2. Investigatiile asupra unor microelemente metalice

Dintre microelementele metalice, in aceasta lucrare au fost studiate Zn, Fe,
Cu si Mn. Oligoelementele in marea lor majoritate sunt intélnite in organisme in
special 1n structura metaloenzimelor avand functia de cofactori enzimatici
(coenzime). Dintre metaloezimele mai des intalnite amintim superoxid-dismutazele

(enzime care contin in general Cu si Zn insd pot contine si Mn sau Fe).
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Compusii biominerali din clasa oligoelementelor mai pot fi intélniti si in
structura altor metalo-proteine transportoare de oxigen. Astfel se poate exemplifica
fierul care se gaseste in structura hemoglobinei, mioglobinei, hemeritrinei. De
asemenea cuprul intrd in structura hemocianinei intélnita la organismele inferioare,

a ceruloplasminei la animale si la om.

4.2.2.1. Biodisponibilitatea zincului

Biodisponibilitatea zincului este influentata de proprietatile sale fizico-cimice,
de cantitatea eliberata in tractul gastro-intestinal si de interactiile sale cu alti
compusi din dieta. Toti acesti factori interfera cu producerea de forme solubile ale
Zn care au potential crescut de absorbtie. Eficacitatea absorbtiei acestor compusi ai
zincului care au biodisponibilitate crescutd este invers proportionald cu aportul
alimentar de Zn si este legata de disponibilitatea receptorilor implicati in transportul
intestinal si fixarea tisulara a Zn.

Fitatii, constiuenti comuni ai semintelor de plante, au proprietatea de a
chelata Zn, scazandu-i astfel absorbtia [241].

La animale Ca in exces devine un antagonist al Zn, acelasi lucru fiind valabil
si pentru P in exces. Excesul de Ca in prezenta fitatilor accentueaza depresia
absorbtiei Zn. Fibrele alimentare scad absorbtia unui numar mare de nutrienti
printre care si Zn.

Un alt bioelement care poate avea efect antagonic cu Zn atunci cand se
regaseste in exces este Cu [224]. In ficat, thioneina care leagd Zn este in acelasi
timp si principala proteina cu rol de legare a Cu, acest fapt explicdnd antagonismul
constatat intre Cu si Zn [242].

Compusii zincului au o actiune antiseptica si antifungicd ca urmare a
mecanismului competitiv dintre Zn cu Mg si Mn care sunt elemente esentiale
metabolismului bacteriilor si fungilor.

Din categoria elementelor metalice cu caracter toxicogen care au actiune
antagonica cu Zn se remarca Cd care inhiba transferul Zn din peretele intestinal
spre sange si interfera in mai multe etape metabolice ale Zn. Explicatia acestei
abilitati a Cd de a interfera cu metabolismul Zn rezida in asemanarea configuratiei
electronice a celor doua elemente. Aceasta asemanare explica si faptul ca

administrarea de Zn reduce efectele toxice ale Cd [243].

BUPT



130 Efectul nitratilor asupra homeostaziei metalelor in diverse organe si tesuturi — 4.

Un alt element metalic cu caracter toxicogen care intra in relatie
antagonica cu Zn este Pb. Se mai aminteste si proprietatea Zn de a reduce
absorbtia de Cr [244].

Zincul este cel mai abundent oligoelement din carnea de iepure insa valorile
sale variaza mult in raportarile intalnite in literatura. Astfel daca in Polonia valorile
medii raportate de doua studii efectuate sunt de 17-18 mg/kg [216, 245], in Spania
gasim valoarea de 10,9 mg/kg [222], iar in Italia 5,5 mg/kg [246]. Variatiile se pot
datora atat factorilor individuali inerenti cat si tipului de muschi ales. Astfel spre
exemplu in studiul din Italia s-a recoltat muschi de pe toatd carcasa, iar in cel din

Spania s-a ales doar muschi de la membrul posterior.

4.2.2.2. Biodisponibilitatea fierului

Fierul (Fe) este un constituent indispensabil organismului, important
indeosebi prin prezenta sa in cromoproteide (hemoglobina) si diverse enzime
(catalaze, peroxidaze) cét si prin participarea sa in diverse procese fiziologice.

Fierul poate avea, in anumite proportii, activitate sinergica cu Co si Mn
acesta din urma alaturi de vitamina C fi favorizeaza absorbtia. Actiune antagonica
fata de Fe au Cd si P, iar Ca ii reduce absorbtia [247].

Este cunoscut faptul cd absorbtia fierului are loc numai din combinatiile
solubile de Fe divalent, Fe trivalent, forma sub care se gaseste in anumite alimente,
se poate utiliza numai dupa solubilizarea Iui in acidul clorhidric din sucul gastric sau
in acizi organici. Absorbtia poate fi frdnata de excesul de P din hrana. Deoarece in
acest caz se formeaza ferifosfat insolubil (fitina sub forma de fitati solubili, formeaza
cu fierul combinatii insolubile, chiar si in mediu acid).

Deficienta Fe din dietd duce la cresterea absorbtiei de Pb si Cd la nivelul
tractului intestinal [248].

Excesul de Cu are ca efect eliminarea de Fe [242] si in acelasi timp excesul de
fier din dieta inhiba absorbtia Cu. Anemia produsa de deficitul de Fe din dieta are ca
rezultat cresterea absorbtiei de Mn. Semnele intoxicarii cu Cu sunt eliminate la
adaugarea in dietd a unui surplus de Fe si Zn iar semnele intoxicarii cu Zn dispar la

adaugarea in dieta a unui surplus de Fe si Cu [249].
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Cea mai importanta interactie a Fe din punct de vedere biologic este cu Mn.
Excesul de Mn Tmpiedica regenerarea hemoglobinei prin depresia absorbtiei de Fe
[243].

Aportul deficitar de Fe in dieta creste efectele toxice ale staniului [250] si
poate creste aportul de Pb in special in cazul in care in dietda se mai gasesc fitati si
Ca [251].

Fierul este al doilea oligoelement ca si concentratie in carnea de iepure.
Valorile raportate prezinta de asemenea variatii insemnate. Astfel pe de o parte
intalnim valori de 10-15 mg/kg [206, 245, 208] care sunt mari in comparatie cu
valorile obtinute de Lucker et al. [207] - 4,5 mg/kg si de Hermida et al. [222] -

5,56 mg/kg care au prelevat muschii de la membrul posterior.

4.2.2.3. Biodisponibilitatea cuprului

Cuprul (Cu) este un oligoelement cu functii deosebit de complexe in
organism exercitate indeosebi prin intermediul diverselor enzime in constitutia
carora intra (citrocromoxidaza, liziloxidaza, monoaminooxidaza, ceruloplasmina,
superoxiddismutaza, ascorbic-oxidaza, tirozinaza).

Biodisponibilitatea Cu poate fi influentata de diversi factori cum ar fi varsta,
cantitatea de Cu din tractul digestiv sau de diversi componenti ai dietei. Formele de
Cu gasite in carne au o biodisponibilitate mai mare decét cele din legume. Un alt
factor care influenteaza deci biodisponibilitatea Cu este forma sub care acesta se
gaseste.

Clorurile si bicarbonatii au proprietatea de a stimula absorbtia celulara a
cuprului.

in cazul ingerarii unor cantitdti mari de Mo se impiedicd absorbtia cuprului si
apar simptome de carenta, chiar daca in hrana se gasesc cantitati suficiente de Cu.
Pe de alta parte, in cazul unei carente de Mo poate creste pericolul de intoxicatie cu
Cu. Antagonismul dintre Mo si Cu este augmentat de catre sulfat (S04). Aceasta
interactie este importanta in special in cazul rumegatoarelor. Cuprul, sulfura si
molibdenul  formeazd un complex cupro-thiomolibdat insolubil  [252].
Tetrathiomolibdatul actioneaza blocand absorbtia Cu atunci cadnd este administrat
alaturi de alimente si complexénd Cu seric atunci cand este administrat separat de

alimente.
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In cazul unei deficiente de cupru, deplasarea ionilor de fier din tesuturi in
plasma este scazuta si rezultd o scadere a concentratiei de fier. Cuprul favorizeaza
absorbtia ionilor de fier din tractul gastro-intestinal. Din datele de mai sus se
conchide ca exista o interrelatie metabolica intre fier si cupru constatata in fiziologie
si fiziopatologie [253, 254].

Deficitul de Cu indus experimental la sobolani a relevat o crestere
semnificativa a Zn, Ca, Fe, Na, K si Mn si o scadere a Mg si P in tesutul hepatic si in
tesutul renal [255]. De asemenea experimental s-a demonstrat faptul ca deficitul de
Cu poate fi indus de un exces de Zn [256].

De asemenea se cunoaste faptul ca excesul de fier si zinc (intalnit in special
in cazul administrarii excesive de suplimente alimentare bogate in aceste elemente)
duce la depresia absorbtiei de Cu [257]. De asemenea consumul de suplimente cu
Zn (50 mg pe zi timp de 6-8 saptamani) are ca efect reducerea activitatii Cu-zZn
superoxid dismutazei. Excesul de Zn exacerbeaza simptomele specifice deficientei
de Cu efectele dispdrand la administrarea unui surplus de Cu in dietd [258]. In
experimentele efectuate pe femele de sobolan aflate in perioada gestatiei,
administrarea de diete bogate in zinc a avut ca efect o deficientd fetald de Cu. In
general cationii divalenti pot actiona competitiv fata de Cu in procesul de absorbtie
intestinald. Acest lucru a fost demonstrat clar in cazul Zn dar si a ionilor ferosi
(Fe2*) sau stanosi (Sn?t+) - [259].

Concentratii mari de Ca pot de asemenea influenta negativ absorbtia de
Cu [260].

Argintul si cadmiul interactioneaza si ele cu Cu producdnd simptomele
specifice deficientei acestuia [243].

Un aport mare de acid ascorbic poate afecta absorbtia si metabolismul
Cu, Tnsa putini alti constituenti organici mai sunt cunoscuti a avea capacitatea de
a-i afecta biodisponibilitatea [261, 262]. In studii efectuate pe sobolani s-a
raportat faptul ca acidul ascorbic scade cuantumul seric si hepatic al Cu prin
reducerea absorbtiei acestuia. Aportul redus de Cu stimuleaza apoi absorbtia si
scade rata de secretie biliard a acestuia. Scaderea absorbtiei este cauzata de
reducerea mediata de acidul ascorbic a ionilor cuprici (Cu2*) la ioni cuprosi (Cu*)
care sunt mai greu absorbiti. De asemenea, cantitdtile mari de acid ascorbic pot

scadea activitatea ceruloplasminoxidazei si pot influenta astfel metabolismul Cu.
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Experimental s-a constatat faptul ca o dietd in care sunt prezenti fitati si
a-celuloza are ca efect depresia absorbtiei si afectarea distributiei Cu in
organism [263]. In general ins§ efectul fitatilor si a fibrelor alimentare asupra
absorbtiei Cu sunt mai putin severe decat in cazul altor cationi divalenti cum ar fi Zn.

Glucide precum fructoza au fost studiate pentru a se evidentia efectele lor
asupra absorbtiei cuprului. Astfel in cazul fructozei introduse in dieta sobolanilor s-a
sesizat o crestere a cantitatii de Cu eliminat prin urind si fecale.

Aminoacizi precum histidina si cisteina reduc absorbtia Cu prin formarea cu
acesta a unor complecsi care sunt greu absorbiti. Histidina, in plus, creste si efectul
inhibitor al Zn fata de rata de absorbtie a Cu.

Sinergism cu Cu prezinta, in anumite proportii, Fe, Zn si Mn.

La iepuri deficitul de Cu se manifesta prin anemie, incaruntirea blanii si
anomalii osoase [264, 265].

Concentratiile raportate pentru cupru variaza si ele prezentdnd urmatoarele
valori: 0,30 mg/kg [246]; 0,38 mg/kg [206]; 0,88 mg/kg [208]; 0,78 mg/kg [222].
Se observa si in acest caz valori asemanatoare obtinute de Hermida et al. [222] si
Combes [208], amandoi folosind carne prelevata din membrele posterioare. Acest
lucru subliniaza, ca si in cazul zincului si fierului, faptul ca regiunea anatomica

aleasa influenteaza semnificativ rezultatul analizelor.

4.2.2.4. Biodisponibilitatea manganului

Manganul (Mn) poate fi gasit in forma Mn?*, Mn3* si Mn** in majoritatea
animalelor si la om.

In anumite proportii Mg si Fe pot avea o activitate sinergica fata de Mn, iar
Ca si P au actiune antagonica, reducand absorbtia de Mn.

Cantitati mari de Fe in dieta duc la depresia absorbtiei de Mn [266] in timp
ce excesul de Mn provoaca anemie datorita interferentei acestuia cu absorbtia Fe
[267]. Intre rata de absorbtie a Mn si depozitele organismului de Fe (e.g.: feritind)
exista o stransa legatura. Cu cat cantitatea de feritina din organism este mai mare
cu atat rata de absorbtie a Mn este mai scazuta [268].

Absorbtia intestinala a Mn prezinta o relatie antagonica cu Zn [269] .
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Excesul de fosfat de calciu - Caz(PO4); - in dieta puilor reduce
biodisponibilitatea Mn [170].

La iepuri deficitul de mangan produce anomalii ale sistemului osos - membre
incovoiate, oase fragile, densitate si greutate osoasa redusd, lungimea oaselor
redusa [264].

Manganul este mai rar intalnit in studiile efectuate pe carne, atat pe cea
de iepure cat si a altor specii. La iepure valorile raportate au fost de 0,12 mg/kg
[245] si de 0,33 mg/kg [222]. In primul caz valorile sunt mai apropiate de cele
raportate la carnea de suine - 0,11 mg/kg [271] si la cea de ovine - 0,09 mg/kg
[245].

4.2.2.5. Biodisponibilitatea nichelului

Una dintre interactiile cele mai importante ale Ni este interactia sa cu Fe. In
experimentele efectuate pe sobolani Nielsen et al. [125] au raportat faptul ca
deficitul de Ni poate afecta hematocritul, nivelul hemoglobinei, activitatea fosfatazei
alcaline, cuantumul fosfolipidelor plasmatice, ratia greutate ficat : greutate organism
si concentratia Cu si Mn din ficat.

De asemenea experimentele au evidentiat ca deficitul de Ni scade absorbtia
Fe. Schnegg and Kirchgessner [272] au sugerat faptul ca scdaderea nivelului de
hemoglobing, eritrocite si hematocrit in urma deficitului de Ni sunt cauzate de

afectarea absorbtiei de Fe.

4.3. Caracteristici homeostazice ale metalogramelor

hepatice

Ficatul este considerat o glanda anexa a tractului digestiv, in celulele
caruia se produc numeroase reactii iar metabolitii rezultati participa la procese
de morfogeneza si energogeneza din intregul organism. Ficatul participa in mare
masurad la metabolizarea nutrientilor si biodegradarea xenobioticelor care acced
in organism pe cale cutanata sau pe cai parenterale. Acest organ are rol esential
in procesele de detoxifiere a organismului, marea majoritate a xenobioticelor
care acced 1in organism fiind supuse proceselor de biotransformare

(xenobiodegradare/xenobiosinteza) la nivelul hepatocitelor (celulelor hepatice). O
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mare parte din substantele cu caracter hidrofob sunt transformate in compusi
solubili in apa prin intermediul unor procese de hidroxilare realizate de catre
citocromii P450 (microsomali), prin procese de glucuronare, de sulfonare sau
printr-o secventa succesiva a acestor doua procese. Compusii solubili rezultati sunt
apoi excretati prin urina sau prin bila [123].

De asemenea, o parte din bioelemente pot fi eliminate la acest nivel prin
intermediul secretiei biliare, ficatul avand astfel un rol foarte important fin
metabolismul hidro-electrolitic si excretia acestora.

Unitatea morfofunctionald a ficatului este considerata a fi acinul hepatic,
alcatuit din hepatocite, dispuse in jurul unei venule porte (vena axiala). O grupare
de 2 -3 acini tributari unei venule axiale alcatuiesc un acin complex. Hepatocitele
dispuse in apropiere de ramura terminala a venulei porte axiale formeaza zona intai
de hepatocite (active metabolic); hepatocitele situate la periferia acinului formeaza
zona a treia (celule adaptate functiei de depozitare); intre ele se situeaza zona a
doua, cu hepatocite care fac schimburi de glicogen intre zone.

Ficatul este un organ puternic vascularizat si cu o mare capacitate de a
stoca sangele pe care apoi, in caz de nevoie, poate fi eliberat pentru a suplini
pierderile ce pot aparea in organism. Prezenta cantitatilor crescute de sange are ca
efect imediat o crestere a concentratiei fierului in acest organ. Pe langa fierul din
hemoglobina sanguing, in ficat fierul mai este depozitat si sub forma de feritina.

La nastere iepurii au o rezerva mare de fier astfel incat nu sunt dependenti
de aportul de fier din laptele matern [273]. Ficatul de iepure are o capacitate mare
de a stoca fierul care trece din transferina din sange in feritina. Feritina este forma
de depozit la nivel hepatic al fierului, aceasta fiind la leporide un precursor imediat
al hemosiderinei [274].

De asemenea este cunoscut faptul ca ficatul are un rol important in
eliminarea calciului din sénge, prin intermediul secretiei biliare. Afectarea acestui
organ are asadar si efecte asupra metabolismului Ca.

Cuprul este un alt bioelement in metabolismul caruia ficatul joaca un rol
deosebit de important. Astfel cupru din dietd este absorbit la nivelul duodenului de
unde acesta se leaga de albumina si de aminoacizii din ser si in aceasta forma este
vehiculat spre ficat la nivelul hepatocitelor. in hepatocite Cu este eliberat si apoi
incorporat in ceruloplasmina si alte proteine care au capacitatea de a lega Cu e.g.:

metalo-enzime din microsomi (in care Cu este cofactor enzimatic).
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Cuprul se acumuleaza in perioada neonatala in cantitati foarte mari in
ficat [275]. La 2-3 luni dupa nastere concentratia hepatica a acestui
bioelement scade rapid, crescand insa, in acelasi timp, cupremia [276].

Cantitatea scazuta de Cu seric intalnitd la nou-ndscuti se datoreaza
faptului ca in aceastda perioada ceruloplasmina nu este sintetizata. O data cu
dezvoltarea capacitatii ficatului de a produce ceruloplasmina se inregistreaza o
scadere drastica a concentratiei hepatice de Cu si cresterea concentratiei sale in
ser [277].

Mare parte din Cu absorbit din duoden este eliminat prin intermediul
secretiei biliare [278]. Se considera ca aproximativ 2/3 din cantitatea totala de
Cu absorbita este eliminata prin intermediul secretiei biliare astfel ca 80-90% din
totalul de Cu ingerat se regdaseste in fecale.

Acumularea unor cantitati excesive de Cu in tesuturile hepatice poate
genera reactii citotoxice [279]. Afectarea functiei hepatice sau perturbarea excretiei
biliare poate avea ca efect aparitia fibrozei hepatice. Acest fenomen poate fi
observat si in timpul interventiilor chirurgicale radicale la nivel hepatic care implica
sistarea functiei secretoare colecistice [280].

In studiile efectuate pe animale au fost sesizate unele efecte antagonice ale
Cu in raport cu Zn. Acestea au fost ulterior observate si la om.

in astfel de situatii zincul poate avea un rol protectiv deosebit datoritd
faptului ca se afla in raport antagonic cu Cu caruia ii poate reduce absorbtia
dar si datorita faptului cd Zn se regaseste in structura unor enzime precum
DNA- si RNA-polimeraza, enzime ce au un puternic efect regenerativ asupra
ficatului [278].

Necesarul de Zn creste insa in perioadele de stres astfel ca in cazul unor
interventii chirurgicale la nivel hepatic pe langa o posibila sistare a secretiei
colecistice care atrage automat dupa ea o crestere a cuantumului hepatic al Cu,
se inregistreaza adesea si o scadere a concentratiei Zn din ficat. Aceasta
combinatie de factori favorizeaza aparitia fibrozei hepatice [281].

Manganul din dietd este rapid absorbit la nivelul intestinelor si preluat de
vena portd de unde este adus in ficat. In timp foarte scurt o mare parte din Mn
preluat din dietd este secretat prin intermediul bilei inapoi in intestin [282]. Astfel in

cazul unui exces de Mn, efectele potential nocive ale acestuia sunt amorsate de
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o scadere a absorbtiei si de o eliminare presistematica rapida cu ajutorul
ficatului [283].

in ficat Mn2+ poate fi oxidat la Mn3* probabil prin intermediul ceruloplasminei
[284]. Ficatul este posibil sa fie un organ cu rol de depozit pentru Mn de unde
asemeni Fe poate fi preluat de transferind si distribuit in diversele tesuturi ale
organismului. Dupa o administrare orald de Mn, in plasma sanguind se poate gasi usor
Mn legat de transferina [285].

La fel ca si la capitolul anterior am comparat rezultatele obtinute in cazul
administrarii de nitrat de sodiu - NaNOs; - in concentratii de 20xMCL, respectiv
40xMCL - grupele Ea1) si Eazy - cu rezultatele obtinute la administrarea de nitrat de
sodiu — NaNOs - si nitrat de magneziu - Mg(NO3)2 - la concentratii egale de 20xMCL
- grupele Eagy si Es. In acest fel s-a dorit evidentierea influentei concentratiilor

diferite ale aceluiasi nitrat sau a utilizarii de nitrati diferiti.

4.3.1. Efecte induse de nitratul de sodiu

Dupa administrarea de nitrat de sodiu la concentratii diferite, respectiv de
20xMCL si 40xMCL, au fost efectuate determinari de metale alcaline (Na si K) si

alcalino-teroase (Ca si Mg). Rezultatele analitice au fost exprimate sub forma mediei

aritmetice (X ) si deviatia standard (DS) si redate sub form& tabelard (tabel 4-1).

Tabel 4-1. Concentratia elementelor alcaline si alcalino-teroase in ficat in cazul
administrarii NaNOs in apa potabila

G U.M Na K Ca Mg
rupa | LM n X+DS X+DS X+DS X+DS
c /a | 10 887,35 3018,18 21,14 193,36

Ha/g +130,99 +122,86 +1,73 +12,45

e /o | 10 913,76 2785,46 22,93 174,06
A1) | M9/G +120,42 +116,58* +2,54 +12,73*
AXact) +26,41 -232,72 +1,79 -19,30

e /a | 10 937,72 2696,07 23,74 164,08
A@) | H9/9 +58,24 +131,66* +2,02%* +12,26%
AXac2) +50,37 -322,11 +2,60 -29,28

*p<0,01; **p<0,05
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Se poate observa in cazul administrarii de nitrat de sodiu o crestere
nesemnificativd a cuantumului hepatic al Na. Aceastad crestere este explicabila dat
fiind cresterea aportului de sodiu. Ficatul este un organ cu un rol recunoscut in
reglarea balantei apei si electrolitilor din organism avand capacitatea de a retine o
parte din excesul de apa si de anumiti ioni. Sodiul este unul din electrolitii a carui
retentie in ficat in cazul exceselor a fost demonstratd experimental [286].
Disfunctiile hepatice precum ciroza sunt cunoscute pentru capacitatea lor de a
perturba sever metabolismul Na in organism. La baza acestor perturbari se afla
insa declansarea unei retentii renale a Na in urma perturbarii functiei hepatice
[287, 288].

Cresterea concentratiilor hepatice ale Na si Ca in paralel cu scaderea K si
Mg evidentiaza a alterare a raportului dintre ionii cu raspandire predominant
extracelulara (Na, Ca) si cei cu raspandire predominant intracelulara (K, Mg).
Acest fenomen poate avea implicatii la nivelul ,pompelor Na-K” si a ,pompelor
Ca-Mg” [289].

In urma administririi de nitrat de sodiu se inregistreazd o scidere
semnificativd pentru K, marcand astfel antagonismul K cu Na de altfel bine

cunoscut. Variatia elementelor alcaline este redata in figura 4-1.
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Fig. 4-1 Variatia concentratiei elementelor alcaline in ficat in cazul administrarii NaNOs in

concentratii diferite
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In ceea ce priveste concentratia metalelor alcalino-teroase luate in studiu se
poate observa, din tabelul 4-1, faptul ca exista o crestere a Ca semnificativa doar in
cazul concentratiei de 40xMCL grupa Ea(2). Aceastd usoara crestere poate semnifica
alterarea functiei hepatice datorata actiunii nitratilor. Afectarea functiilor hepatice
poate avea ca rezultat si perturbarea mecanismului de eliberare a Ca prin
intermediul bilei si acumularea acestui element in tesutul hepatic.

Cresterea concentratiei de Ca din tesutul hepatic are ca efect, asa cum era
de asteptat, o depresie semnificativa a cuantumului de Mg care se afla in relatie
antagonica fata de Ca.

Variatiile celor douda elemente alcalino-teroase studiate (Ca si Mg) sunt

redate in figura 4-2.
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Fig. 4-2. Variatia concentratiei elementelor alcalino-teroase in ficat in cazul administrarii

NaNOs in concentratii diferite

Alaturi de metalele alcaline si alcalino-teroase s-a studiat si modificarea
cuantumului unor microelemente metalice (Fe, Zn, Cu, Mn, Ni) din ficat dupa
administrarea de nitrat de sodiu in concentratii de 20xMCL si 40xMCL. Rezultatele

obtinute sunt redate in tabelul 4-2.
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Tabel 4-2. Concentratia microelementelor metalice in ficat dupa administrarea
NaNOs la diverse concentratii in apa potabila

G UM N Fe Zn Cu Mn Ni
rupa | .M. X +DS X +DS X+DS X+DS X +DS
c ol 10| 7557 24,60 3,77 2,04 0,19

H9/9 £9,10 +4,39 £0,85 +0,14 +0,05

67,66 23,37 3,25 1,91 0,20

Eay | n9/9 |10 1 ¢'cg +1,93 +0,62 +0,21 +0,01
AXact) - 5,91 - 1,23 - 0,52 -0,13 + 0,01

c ol 10| 6479 22,44 2,83 1,82 0,22
A2) | H9/9 +£11,40 +1,46 +£0,88%* +0,67 +0,06
AXa2) - 8,78 -2,16 - 0,94 - 0,22 + 0,03
*%p<0,05

Dupa cum se va vedea, in comparatie cu alte organe analizate, concentratia
fierului din ficat este mai ridicata deoarece, asa cum am mai amintit, ficatul are rolul
de a Tnmagazina cantitati insemnate de séange care contine hemoglobina si de
asemenea are proprietatea de a acumula fierul sub forma de feritina.

La administrarea de nitrati fierul din ficat scade, probabil datorita
formarii de methemoglobind. Aportul de hemoglobind este necesar pentru
transferul oxigenului de catre sange la tesuturile organismului. Scaderea
cuantumului hepatic de Fe a fost observata experimental si la sobolani in urma
administrarii de nitrat de sodiu [290].

in cazul zincului se remarcd o usoara depresie a cuantumului acestuia,
depresie care asemeni cazului Fe este mai accentuata la cresterea concentratiei
solutiei de nitrat administrata.

In organe in mod uzual valorile Fe si Zn sunt relativ apropiate (in ficat ins& Fe
depaseste net valorile atinse de Zn). Reprezentarea grafica privitoare la variatiile Fe si

Zn dupa administrarea de nitrat de sodiu in concentratii diferite este redata in fig 4-3.
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Fig. 4-3. Variatia concentratiei unor microelemente metalice (Fe si Zn) in ficat dupa

administrarea NaNOs in concentratii diferite

Urmarind evolutia valorilor concentratiilor Cu, Mn si Ni se constata si in cazul
acestora o scadere usoara, care este semnificativa doar in cazul Cu dupa
administrarea de nitrat de sodiu 40xMCL - grupa Ea).

Valorile variatiilor intélnite in cazul microelementelor metalice Cu, Mn si Ni

sunt ilustrate grafic in figura 4-4.
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Fig. 4-4. Variatia concentratiei unor microelemente metalice (Cu, Mn si Ni) in ficat dupa

administrarea NaNOs in concentratii diferite
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Se observa o scadere si in cazul concentratiei hepatice a Cu si Mn, singurul
microelement care prezintd o usoarda crestere in urma administrarii solutiilor de
NaNOs fiind Ni.

4.3.2. Efecte induse de nitratul de sodiu si magneziu

A doua directie pe care s-a mers in cadrul investigatiilor privitoare la
efectele nitratilor asupra homeostaziei metalelor a urmarit diferentele aparute in
variatiile concentratiilor unor bioelemente metalice la administrarea unor nitrati
diferiti (nitrat de sodiu si nitrat de magneziu) n solutii de concentratii egale
(20xMCL). Astfel rezultatele obtinute pun in evidenta mai distinct influenta diferita a
diversilor ioni metalici care intra in compozitia nitratilor.

Rezultatele obtinute in cazul metalelor alcaline si alcalino-teroase luate in

studiu pentru grupele Ea(1) respectiv Eg sunt redate in tabelul 4-3.

Tabel 4-3. Concentratia elementelor alcaline si alcalino-teroase fin ficat dupa
administrarea NaNOs si Mg(NOs); n apa potabila

Na K Ca Mg

Grupa | U.M. | n X+DS X+DS X+DS X+DS
887,35 3018,18 21,14 193,36

C |na/9 10| 113099 +122.86 +1,73 +12,45

c /o | 10 913,76 2785,46 22,93 174,06
A1) | HG/9 +120,42 +116,58% +2,54 +12,73%
AXa1) +26,41 232,72 +1,79 -19,30

e /o | 10 926,69 2838,50 23,81 201,82

B | M9/ +132,38 +£171,19%* +£1,98%* +14,74
AXs +39,34 -179,68 +2,67 +8,46

*p<0,01; **p<0,05

Metalele alcaline studiate, releva atat in cazul administrarii de nitrat de
sodiu cat si de magneziu o crestere a concentratiei de Na si o scadere semnificativa
a concentratiei de K. Depresia K este mai mare in cazul administrarii solutiei de

nitrat de sodiu, subliniind astfel antagonismul cunoscut dintre Na si K.
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Variatiile concentratiei Na si K in ficat sunt redate sub forma diagramatica in
figura 4-5.
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Fig. 4-5. Variatia concentratiei elementelor alcaline in ficat dupa administrarea de NaNOs si
Mg(NOs)2 in concentratii egale

in situatia metalelor alcalino-teroase se poate observa o crestere
semnificativa a Ca in cazul administrarii de nitrat de magneziu. La administrarea de
nitrat de sodiu concentratia de Mg a scazut raportat la grupul de control, la
administrarea de nitrat de Mg se observa o crestere a concentratiei de Mg din
tesutul hepatic.

Variatia celor doud metale alcalino-teroase studiate este redata si sub forma

grafica in figura 4-6.

BUPT



144 Efectul nitratilor asupra homeostaziei metalelor in diverse organe si tesuturi — 4.

250

200

150

ne\e

100

50

Ca

Mg

mC
WEA(1)
mEB

Fig. 4-6. Variatia concentratiei elementelor alcalino-teroase in ficat dupa administrarea de

aceeasi tendinta de scadere a cuantumului in ficat in urma administrarii de nitrati.
Rezultatele obtinute dupa administrarea de NaNOs si Mg(NOs)2 in apa potabid sunt

redate in tabelul 4-4.

Tabel 4-4. Concentratia microelementelor metalice in ficat dupa administrarea
NaNOs si Mg(NOs), in apa potabila

NaNOs si Mg(NOs)2 in concentratii egale

In cazul microelementelor metalice studiate se poate observa la toate

G U.M Fe Zn Cu Mn Ni
rupa | UM N Xips X+DS X+DS X+DS X+DS
75,57 24,60 3,77 2.04 0,19
C |ng/g 101 4499 +4.39 +0,85 +0,14 +0,05
67.66 23.37 3,25 1,01 0,20
Eawy | 19/9 |10 jg'5g +1,93 +0,62 +0,21 +0,01
AXagt) - 5,91 1,23 - 0,52 20,13 +0,01
67,98 23,30 2,92 1,79 0,22
Ee | 19/9 101 44180 +2.80 +0.,97 +0,39 +0,04
AXs - 5,59 -1,30 - 0,85 - 0,25 +0,03

marcata la administrarea de nitrat de sodiu, pentru Zn diferenta mai mare se
regaseste la administrarea de nitrat de magneziu. Diferentele inregistrate sunt insa
nesemnificative in ambele cazuri. Variatia concentratiei acestor doua elemente

Din tabel se observa ca daca la Fe depresia cuantumului hepatic este mai

metalice este redata grafic in figura 4-7.
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Fig. 4-7. Variatia concentratiei unor microelemente metalice (Fe si Zn) in ficat dupa

administrarea de NaNOs si Mg(NOs)2 in concentratii egale

Modificarile concentratiei Cu, Mn si Ni, dupa cum se poate observa din
tabelul 4-4 prezinta valori nesemnificative in toate cazurile. Reprezentarea grafica a
variatiilor pentru Cu, Mn si Ni in urma administrarii de NaNOs si Mg(NOs), sunt

redate in figura 4-8.
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Fig. 4-8. Variatia concentratiei unor microelemente metalice (Cu, Mn si Ni) in ficat
dupa administrarea de NaNOs si Mg(NOs):2 in concentratii egale
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Cuprul, manganul se incadreaza in aceeasi tendinta descrescatoare dupa
administrarea de nitrati, tendinta care apare mai pronuntata in cazul administrarii
de Mg(NOs),. Singura exceptie este facutd si in acest caz de Ni care este singurul
microelement studiat care prezintd o crestere a concentratiei in urma administrarii
de NaNOs si Mg(NOs3)3.

4.4. Caracteristici homeostatice ale metalogramelor renale

Rinichii, organe pereche retroperitoneale, situate de o parte si alta a
coloanei vertebrale, reprezinta principalele organe excretoare ale organismului. Din
punct de vedere anatomic rinichiul este constituit din doua regiuni distincte: cortexul
si medulara. Cortexul inconjoara piramidele Malpighi care formeaza medulara,
inserandu-se intre acestea sub forma coloanelor Bertin. Pe suprafetele piramidelor
se deschid orificiile distale ale tubilor Bellini. O piramida impreuna cu portiunea de
cortex corespunzatoare constituie lobul renal. Rinichiul este constituit din 8-12 lobuli
in cazul omului.

La leporide rinichii sunt amplasati pe peretele abdominal posterior.
Fiecare rinichi masoara aproximativ 3,5 x 2,5 cm la animalul adult. Anatomia
rinichiului la iepure este similara cu anatomia rinichiului uman. Fiecare rinichi
este aprovizionat de o artera desprinsa din aorta dorsalda. Vena renald
corespunzatoare rinichiului drept si vena renala stanga aduc sangele de la
rinichi la vena cava inferioara [291].

Unitatea morfofunctionald a rinichiului este nefronul. Nefronii sunt
inconjurati de tesut interstitial, in care se gasesc vasele si nervii.

Fiecare nefron este constituit dintr-un corpuscul renal (glomerul si
capsula Bowman) si un sistem tubular format din mai multe segmente: tubul
proximal, ansa Henle cu o ramura subtire descendenta si o ramura mai groasa
ascendenta unite intre ele printr-o bucla si tubul contort distal ce se continua
printr-un segment intermediar cu tubul colector.

Tubul colector are o origine embriologica diferita de celelalte segmente
tubulare, motiv pentru care nu este considerat a face parte din nefron
(fig. 4-9). Mai multi tubi colectori se unesc constituind un canal Bellini care se

deschide in varful papilei [292].
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Fig. 4-9. Nefronul - structura microscopica

Rinichiul are o seama de functii vitale pentru organism printre care se
numara excretia urinei care contine apa, a reziduurilor endogene solubile (e.g.:
ureea, creatinina, acidul uric) provenite din metabolismul nutrientilor si chiar
reziduri ale xenobioticelor provenite din biotransformarea diverselor substante
medicamentoase si a diversilor contaminanti care acced in organism deliberat sau
accidental.

De asemenea rinichiul este responsabil pentru reglarea compozitiei si
volumului fluidelor circulante in special prin echilibrarea balantei apei si electrolitilor
(i.e.: sodiu, potasiu, clor) si a echilibrului acido-bazic. Rinichiul are si o functie
endocrina jucand un rol important in producerea vitaminei D si a eritropoetinei prin
intermediul axei renind/angiotensina/aldosteron [293].

Functia renald joacd un rol important in controlul presiunii sistemice a
sangelui, atat prin reglarea compozitiei fluidelor corpului si a electrolitilor cat si prin

proprietatea rinichiului de a produce si elibera substante vasoactive [294].
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Procesul fiziologic al epurarii renale se desfasoara prin trei modalitati:
a) Filtrare glomerulara;
b) Excretie tubularg;
c) Filtrare glomerulara si excretie tubulara.
a) Filtrarea glomerulara - este un proces dirijat de forte fizice, gratie carora o
parte din sange trece prin membrana extrem de subtire (0,001 mm grosime)
reprezentata de endoteliul capilar, membrana bazald si epiteliul visceral al
capsulei. Aceastda membrana prin proprietatile ei fizico-chimice, permite
trecerea selectivda doar a unor constituenti si blocheaza trecerea altora
(substante cu greutate moleculara pana la 40000 strdbat cu usurinta
membrana filtranta, iar cele cu greutate moleculara 68000 filtreaza in proportie
micd, iar cele peste 68000 nu mai filtreazd). In afara dimensiunilor moleculare
mai intervine incarcatura electrica ca si forma moleculelor.

Filtrarea glomerulara este rezultatul presiunii efective de filtrare care se
exercitd la nivelul membranei filtrante capilaro-glomerulare si care reprezinta
suma algebrica a unor presiuni de sens opus. Forta principala care stimuleaza
filtrarea este presiunea efectiva de filtrare, in care un rol important il detine
presiunea hidrostatica din capilarele glomerulare, cu valori mult mai mari
(aproximativ. 70 mmHg), comparativ cu cele din alte teritorii capilare
(aproximativ 25-30 mmHg). Aceasta diferenta se datoreaza faptului ca arterele
renale se desprind direct din aorta la un nivel superior, sunt artere largi, care
se ramifica rapid in arteriole mari si acestea la randul lor se capilarizeaza, dupa
un scurt traiect la nivel glomerular.

Rinichiul poseda mecanisme de autoreglare care determina modificari ale
tonusului musculaturii netede din peretii vaselor renale si in special in
arteriolele aferente glomerulare, gratie carora fluxul sanguin renal se mentine,
cu modificari minime, la variatii ale presiunii arteriale sistemice cuprinse intre
60 si 120 mmHg.

in procesul de ultrafiltrare intervine si suprafata membranei filtrante, care
variaza in functie de numarul de glomeruli activi cat si de numarul si lungimea
capilarelor functionale din fiecare glomerul.

in procesul de ultrafiltrare mai intervine secundar si difuziunea, fenomen

pasiv, efectuat in sensul gradientelor de concentratie.
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Deoarece filtreazd numai molecule mici pana la greutatea moleculara de
69000, se poate admite ca membrana glomerulo-capilara este impermeabila
pentru proteinele plasmatice si deci ultrafiltratul care trece in cavitatea
glomerulard si care este denumit urind primitiva, este un filtrat de sange fara
celule si proteine sau o plasma deproteinizata (ultrafiltrat plasmatic). Urina
primitiva are o constitutie electrolitica identica cu cea a plasmei.

Valorile filtrarii glomerulare, a irigatiei renale si ale altor activitati functionale
renale au putut fi determinate prin coeficienti de epurare (clearance) care
exprima cantitatea de plasma (in ml) teoretic epuratd total de o anumitd
substanta, in timp de un minut, de catre rinichi. Coeficientul de epurare este
asadar un test foarte util pentru aprecierea functiei renale, care in loc de a
considera cantitatea unei anumite substante eliminate prin urind in unitati
absolute, ca de exemplu g/min, o exprima sub forma volumului de sange care
contine acea cantitate de substanta.

Pentru o anumita substanta valoarea coeficientului de epurare (X) este data
de formula:

_UxV
A

X

unde: U - concentratia substantei in urina eliminata in decurs de un minut;
V - volumul urinar/min;
A - concentratia substantei in sangele arterial in mg/ml.

Ultrafiltratul glomerular (urina primara) contine substantele dizolvate in
plasma in aceeasi concentratie, in timp ce urina eliminata zilnic contine diverse
substante cu o concentratie care difera de cea plasmatica. Astfel, unele
substante filtrate au disparut complet sau se gasesc in concentratie mai
redusa, iar altele se elimina in cantitati superioare celor filtrate. Aceasta
constatare dovedeste ca urina primitiva suferd o serie de modificari in timpul
cat strabate tubii, unii dintre constituentii chimici necesari organismului fiind
resorbiti in proportie variata, iar altii inutilizabili addugati in exces prin secretie
tubulara.

b) reabsorbtia tubulara - este procesul prin care organismul recupereaza unele
dintre substantele filtrate la nivel glomerular care sunt necesare
metabolismului normal (apd, glucozd, aminoacizi, cloruri, etc.). Mecanismele

reabsorbtiei tubulare sunt extrem de complexe si diferite pentru diverse
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substante. Astfel, albuminele care au filtrat se reabsorb prin pinocitoza, apa
trece prin celulele tubulare pasiv, pe baza unor gradiente de presiune
osmoticd, alte substante chimice se reabsorb gratie unor gradiente osmotice
sau electrice (COsH Na* etc.) si in fine, altele sunt transportate contra unor
asemenea gradiente, prin mecanisme active care se realizeaza cu consum
energetic (glucozd, aminoacizi, etc.). Aceste din urma mecanisme au o
capacitate maxima de transport. Depasirea capacitatii de absorbtie maxima,
este urmata de eliminarea substantei prin urind. Capacitatea maxima de
transport explica eliminarea urinard a asa numitelor substante cu prag, care
apar in urind cand este depasita o anumita concentratie plasmatica, denumita
prag de eliminare renala.

Reabsorbtia activd se produce in cazul substantelor: glucozd, proteine,
aminoacizi, acid ascorbic, anumiti acizi organici (e.g. acid lactic), fosfati,
sulfati, K*, Na*, acid uric, Ca2*, Mg2*, in timp ce reabsorbtia pasiva se produce
in cazul substantelor: apa, acetona, etanol, clor, CO,, uree, acizi si baze slabe.

Reabsorbtia Na* se face de-a lungul tubilor nefronului la nivelul tubului
proximal in procent de 67-70%, in segmentul ascendent gros al ansei Henle -
20-25%, in tubul distal 4-7% si in tubul colector in proportie de 3-5%.

in prima jumatate a tubului proximal Na* se reabsoarbe impreuna cu HCO3"
si cu molecule organice (glucoza, aminoacizi, acid lactic), iar in a doua
jumatate a tubului, Na* se reabsoarbe impreuna cu Cl [295].

in tubul proximal, la nivelul membranei apicale, Na* este transportat pasiv
in virtutea gradientului electrochimic, transportul este mediat de proteine
specifice membranare prin transport de tip simport (pentru glucoza, aminoacizi
si lactat) si antiport (antiporterul Na* - H*). Na* paraseste celula la nivelul
membranei bazolaterale prin intermediul pompei Na*-K*-ATP-dependentsd,
contra gradientului de concentratie si electric.

In ansa Henle se reabsoarbe 20-25% din cantitatea de sodiu filtrat3.
Transportul sodiului in segmentul gros ascendent se realizeaza cu un
cotransportor cuplat pentru Na*/1K*/2Cl" la nivelul membranei apicale si
cu ajutorul pompei Nat-K*-ATP-dependente la nivelul membranei
bazolaterale [296].
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In tubul distal si colector, la nivelul membranei apicale, Na* se reabsoarbe
activ impotriva gradientului de concentratie si a gradientului chimic. La acest
nivel Na* este reabsorbit prin doua procese de schimburi cationice. Schimbul
Na*-H* implica reabsorbtia de Na* si secretia de H*. Schimbul de Na*-K*
implica reabsorbtia de Na* si secretia de K*. cantitatea de Na* reabsorbita
distal este mai mare decat cantitatea de K* secretata. Aceste procese de
schimb cationic sunt competitive (K* se afla in competitie cu H* pentru Na*) si
sunt amplificate de actiunea aldosteronului [87].

Resorbtia K* are loc, in proportie 67-70%, la nivelul tubului proximal. In
segmentul ascendent gros al ansei Henle are loc reabsorbtia pasiva a 20% din
K* filtrat. Tubul distal si colector renal prezinta atat capacitatea de reabsorbtie
cat si cea de secretie. In conditii fiziologice normale sau in hiperkalemie cand
concentratia potasiului depaseste un anumit nivel prag are loc reabsorbtia dar
si secretia de potasiu in urina finala.

In cazul hipokalemiei, la nivelul tubului distal are loc reabsorbtia a 5-10%
din cantitatea de potasiu filtrat. In acest caz in urina finald nu mai exists
potasiu. Asadar procesul de reabsorbtie/secretie al K+ este reglat de valoarea
kalemiei.

Procesul de transport al potasiului din lichidul interstitial de-a Ilungul
membranei bazolaterale in celulele tubului distal si colector renal are la baza
un mecanism de transport activ asociat cu efluxul de Na prin pompa Na*-K*-
ATP-dependenta.

Resorbtia Ca?* are loc la nivelul tubului proximal (70%), la nivelul ansei
Henle (20%), in special la nivelul segmentului gros ascendent, in prima
portiune a tubului distal (9%) si la nivelul tubului colector renal (1%).

Reabsorbtia calciului complexat are loc concomitent cu anionul, iar
reabsorbtia calciului ionic se realizeaza prin transport activ. Cresterea
calcemiei, in special a fractiunii ionice determind aparitia calciuriei prin
depasirea transportorului maximal.

Transportul Ca2* se realizeazd in doud etape: Ca?* difuzeaza de-a lungul
membranei apicale, prin canale de calciu, in interiorul celulei in virtutea
gradientului electrochimic. Ca?* este expulzat de-a lungul membranei
bazolaterale fimpotriva gradientului electrochimic, proces realizat cu

participarea pompei Ca2*-ATP-dependente si a unui antiporter Na*-Ca2*.
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Reabsorbtia Ca?* la nivelul segmentului ascendent gros al ansei Henle se
realizeaza prin mecanisme similare celor din tubul proximal. Reabsorbtia
Ca?* la acest nivel nu se realizeaza prin flux in bloc deoarece segmentul
ascendent gros este impermeabil pentru apd. Reabsorbtia de Ca?* se
realizeaza in paralel cu cea de sodiu; modificari ale reabsorbtiei de sodiu
determina si modificari in reabsorbtia de Ca?* la nivelul tubului proximal si
a segmentului gros ascendent [73].

La nivelul tubului distal reabsorbtia de Ca2* se realizeaza prin mecanism
activ. Ca2* patrunde la nivelul membranei apicale prin canale de Ca?* si este
eliminat la nivelul membranei bazolaterale prin pompa Ca2*-ATP-dependenta si
antiporterul Na*-Ca2+,

Un factor important care controleazd reasorbtia tubulara a Ca2* este
reprezentat de parathormon (PTH). Cresterea nivelului de PTH determina
cresterea reabsorbtiei de Ca2* la nivelul segmentului gros ascendent al ansei
Henle si la nivelul tubului distal, si reducerea excretiei urinare de CaZ2*.
Calcitriolul stimuleaza reabsorbtia de Ca2* la nivelul tubului distal renal [87].

Resorbtia Mg2* in cazul omului are loc la nivelul tubului proximal in proportie
de 30% din cantitatea de Mg?* filtrat si 65% la nivelul segmentului ascendent
gros al ansei Henle prin transport pasiv. Restul de 5% din Mg?* filtrat se
reabsoarbe in tubul distal si colector renal. Rolul rinichiului in conservarea Mg
in perioadele de deficienta cronica moderata de Mg nu este inca pe deplin
clarificat. In perioadele de depletie a Mg indusa experimental la oameni,
eliminarea urinara a acestui bioelement metalic atinge nivele extrem de
scazute [297].

Parathormonul stimuleaza reabsorbtia de la nivelul segmentului gros
ascendent al ansei Henle. Deoarece Mg?* este implicat in diverse procese
biochimice ale organismului (care includ activarea diverselor sisteme
enzimatice) concentratia sa trebuie riguros controlata. Scaderea magnezemiei

sub 0,75mM/I determina reabsorbtia totala a Mg2+.
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c) secretia tubulara - este un mecanism care pare a avea o importantd mai
redusa in formarea urinii. Dintre constituentii normali urinari s-a demonstrat ca
celulele tubulare au capacitatea de a secreta activ H*, K* (conditionat de
cantitatea de Na* ce trebuie recuperatd din filtrat), creatinina, anumiti acizi
organici aromatici, anumite baze organice si pasiv unele baze slabe (in cazul
unei urini acide) si unii acizi slabi (in cazul unei urini alcaline). Deoarece
aceleasi mecanisme care furnizeaza H* pentru secretia tubulard sunt utilizate
similar si pentru secretia de K* intre eliminarile urinare ale acestor ioni exista
relatii inverse. La nivelul tubilor se mai secretd mici cantitati de acid uric, iar
cand concentratia sanguind a creatininei creste, se secretd si aceasta
substanta. Daca ajung in sadnge xenobioticele sunt in majoritate eliminate in
urind prin secretie activa (e.g. rosu fenol, albastru de metilen, peniciling,
substante iodate rodioopace, acid paraaminohipuric, etc).

Secretia de K* este stimulatd de un complex de factori care includ:
cresterea ratei fluxului lichidului tubular, cresterea concentratiei de Na* in
lichidul tubular si a concentratiei plasmatice a K*, actiunea aldosteronului si a
hormonului antidiuretic (ADH). Acesti factori determind cresterea secretiei de
K* prin urmatoarele mecanisme:

- stimularea pompei Na*-K*-ATP-dependente, a preluarii K* de-a lungul
membranei bazolaterale si a cresterii concentratiei de K* in celulele
tubului distal;

- cresterea permeabilitatii membranei apicale pentru potasiu.

Exista de asemenea un control al secretiei de aldosteron in functie de
concentratia de K* din lichidul extracelular : cresterea concentratiei de K* cu
3 mEq/I determina cresterea secretiei de aldosteron de zece ori.

Hormonul antidiuretic determina cresterea gradientului electrochimic
necesar efluxului de K* la nivelul membranei apicale a celulelor principale, la
schimb cu Na*.

Hormonii glucocorticoizi stimuleaza indirect secretia de K* prin cresterea
ratei filtrarii glomerulare care determina cresterea fluxului tubular.

Variatiile concentratiei plasmatice de K* au efect asupra echilibrului acido-
bazic, dar si reciproc, modificarile echilibrului acido-bazic influenteaza

concentratia K* plasmatic. Acidoza determinad scaderea secretiei de K*, prin

BUPT



154 Efectul nitratilor asupra homeostaziei metalelor in diverse organe si tesuturi — 4.

reducerea concentratiei intracelulare de K*, prin inhibarea Na*-K*-ATP-azei si
reducerea permeabilitatii membranei apicale pentru K+ [298].

Excretia renald a Ca2* depinde de necesitatile organismului: un aport
crescut de Ca2?* determina cresterea excretiei renale de Ca?*.

Din totalul resorbit de Mg se excreta zilnic, in conditii fiziologice o cantitate
de 5% de Mg?*. Excretia renala a Mg?* se desfasoara in paralel cu excretia de
Na* si Ca?*.

Cresterea excretiei de Mg?* apare in urmatoarele conditii: cresterea
concentratiei de Mg?* in lichidul extracelular, scaderea concentratiei de
PTH, cresterea volumului lichidului extracelular, hipercalcemie si in acidoza
[296].

Afectarea functiilor renale duc in scurt timp la perturbarea metabolismului

hidroelectrolitilor [299].

in fiecare zi, in cazul omului, aproximativ 180 | de ap& continand peste 1kg
de clorurd de sodiu, 500 g de bicarbonat de sodiu, 250 g de glucoza, 100 g de
aminoacizi, 4 g de vitamina C si cantitati semnificative din alte substante cu rol
biologic sau de natura xenobiotica sunt filtrate prin glomerulele renale. Excretia unei
cantitati mici din cele filtrate zilnic ajunge insa pentru a echilibra aportul zilnic.

Astfel daca luam exemplul sodiului cantitatea filtrata de rinichiul uman in
24 de ore este de aproximativ 25560 mMol, cantitatea excretata fiind de 250
mMol iar cea resorbita de 25310 mMol procentul de resorbtie fiind deci de 99 %.
Pentru potasiu cantitatea filtrata in 24 de ore este de 720 mMol, cea excretata
este de 120 mMol iar cea resorbitd de 600 mMol, procentul de resorbtie fiind
de 83 % [123].

Practic majoritatea bioelementelor metalice dar si a metalelor cu caracter
toxicogen sunt filtrate si o parte din ele excretate la nivelul rinichiului.
Disfunctiile renale duc la aparitia de modificari severe in metabolismele
bioelementelor metalice si la acumularea metalelor cu caracter toxicogen in
diverse tesuturi. Astfel in cazul insuficientei renale cronice se inregistreaza
cresteri a concentratiei de Ca, Mo, Cd, Sn in tesuturi si o scadere a concentratiei
de K. De asemenea s-a observat ca si distributia in organism a Fe, Cu si Zn este
alterata [300]. Acumularea de Al in sange si tesuturi este un alt aspect specific

pentru disfunctiile renale [301, 302].
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Si in cazul metalogramelor renale s-a procedat la prezentarea rezultatelor
obtinute la administrarea de NaNOs 1in concentratii diferite si separat la

administrarea de nitrat de sodiu si nitrat de magneziu in concentratii egale.

4.4.1. Efecte induse de nitratul de sodiu

Administrarea de nitrat de sodiu in concentratii diferite (20xMCL si 40xMCL)
si efectele asupra functiei renale prezintd anumite particularitati legate de
proprietatile diuretice ale acestuia. Efectele diuretice sunt intalnite la majoritatea
sarurilor de sodiu [303], ele fiind insa ceva mai reduse in cazul nitratului de sodiu.
Acest compus are proprietatea de a scadea reabsorbtia Na in nefroni [304].

Doze mari de nitrati pot avea ca rezultat, prin intermediul nitritilor generati,
afectarea unor functii renale cum ar fi cea de reglare a natremiei datoritd aparitiei
unei hipoxii moderate [305].

Afectarea functiei renale poate avea ca efect reducerea capacitatii de
ultrafiltrare si creste reabsorbtia tubulara a sodiului inducand astfel o hipertensiune
dependenta de sodiu [306].

in cazul analizei cuantumului metalelor alcaline si alcalino-teroase luate in
studiu, metalogramele renale obtinute pentru grupa de control si cele doua grupe la
care s-a administrat NaNOs in concentratii de 20xMCL - grupa Eac) - si 40xMCL -

grupa Ea(2) sunt redate in tabelul 4-5.

Tabel 4-5. Concentratia elementelor alcaline si alcalino-teroase in rinichi in cazul
administrarii NaNOs in apa potabila

G U.M Na K Ca Mg
rupa | UM n X+DS X+DS X+DS X+DS
c 1o | 10| 214355 2960,07 28,25 216,36

Ha/9 +90,42 +164,93 +3,58 +16,26

c o | 10| 198811 2767,05 26,82 205,90
A() | HO/G +£106,71%% |  £86,64** +5,92 +33,35
AXat) -155,44 -193,02 -1,43 -10,46

c o 10| 192684 2827,01 25,32 196,30
AR | H9/9 +£94,61% +£121,62 +5,41 +13,62
AXae2) 216,71 -133,06 -2,93 -20,06

*p<0,01; **p<0,05
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Evaluand distributia metalelor alcaline studiate (Na si K) la grupele
experimentale se poate observa ca la ambele exista o depresie a cuantumului
renal. Depresia este semnificativd pentru Na la ambele grupe iar pentru K doar
grupa Ea(.

Variatia Na si K in functie de concentratia solutiilor de NaNOs administrate

este redata in figura 4-10.
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Fig. 4-10. Variatia concentratiei elementelor alcaline in rinichi in cazul administrarii NaNOs

in concentratii diferite

Variatia concentratiei de Na semnifica faptul ca in cazul concentratiilor de
20xMCL si 40XMCL NaNOs nu au fost induse disfunctii renale majore care ar fi dus la
cresterea concentratiei de Na. Evidentierea unei depresii a cuantumului renal al Na
poate fi explicatd prin proprietdtile diuretice ale sarurilor de sodiu. Cresterea
diurezei duce la o eliminare crescuta a Na si deci la scaderea cuantumului acestuia
in organism.

Mentionam ca aceastda crestere a diurezei a fost observata si practic la
iepurii folositi in cadrul experimentului imediat dupa@ primele administrari ale

solutiilor de NaNOs in apa potabila.
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In cazul metalelor alcalino-teroase luate in studiu (Ca, Mg) variatiile aparute
in cazul administrarii de NaNOs in concentratii de 20xMCL si 40xMCL sunt redate in
figura 4-11.
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Fig. 4-11. Variatia concentratiei elementelor alcalino-teroase in rinichi in cazul

administrarii NaNOs in concentratii diferite

La ambele grupe se poate observa faptul ca atat Ca cat si Mg prezinta o
depresie a cuantumului renal, depresie care este cu atdt mai mare cu céat
concentratia de nitrat de sodiu este mai mare (deci o relatie de inversa
proportionalitate). Din punct de vedere statistic depresia cuantumului renal al
metalelor alcalino-teroase studiate este nesemnificativa la ambele grupe.

Aceasta depresie a Ca si Mg se poate justifica prin efectul diuretic al
nitratului de sodiu.

in cazul microelementelor metalice studiate (Fe, Zn, Cu, Mn, Ni) variatiile
acestora la administrarea de nitrat de sodiu in concentratii diferite sunt redate in
tabelul 4-6.
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Tabel 4-6. Concentratia microelementelor in rinichi in cazul administrarii NaNOs in

apa potabila
G U.M Fe Zn Cu Mn Ni

rupa ) UM N Xibs X+DS X+DS X+DS X+DS
39,43 24,87 6,19 1,98 0,22

C |ng/g |10 15g; +0.42 +0.82 +0,30 +0,05
c o l10] 4123 23,21 6,03 1,83 0,20
A | K9/ +3,63 £0,90* £0,54 +0,13 +0,04
AXa1) +1,80 - 1,66 - 0,16 - 0,15 - 0,02
42,22 22,90 5,92 1,80 0,18

Ea) | no/g | 10| 44745 +0,89% £0,26 +0,15 +0,06
AXa(2) + 2,79 -1,97 -0,27 -0,18 - 0,04

*p<0,01

Se poate observa si in cazul microelementelor studiate aceeasi tendinta
descrescatoare care isi poate avea originea in special in efectul diuretic al nitratului
de sodiu, exceptie facand insa Fe care prezinta o crestere nesemnificativa din punct
de vedere statistic. In cazul Zn se inregistreazd o scddere semnificativd pentru
ambele concentratii de nitrat studiate in timp ce Cu, Mn si Ni prezinta scaderi
nesemnificative.

O mare parte din fier se regdseste in sange legat de transferina, o
glicoproteina secretata in special de ficat. Fierul legat de transferina poate circula
liber atat in sange céat si in celulele din tesuturile irigate de circulatia sistemica,
incluzand aici tesutul hepatic, muschi striat si muschi cardiac, tesut renal si maduva
osoasa [307]. Transferina acumuleaza majoritatea cantitatii de Fe din catabolismul
hemoglobinei care are loc in macrofagele sistemului reticuloendotelial. Eritrocitele
senescente sau cele care si-au pierdut functiile fiziologice sunt consumate de
macrofage care elibereaza fierul din structura porfirinica prin actiunea hemic-
oxigenazei [308]. Asadar una din explicatiile cresterii cantitatii renale de Fe poate fi
formarea de methemoglobind indusa de nitritii generati de nitratul de sodiu.
Methemoglobina formata poate duce la consumul eritrocitelor in compozitia carora
intra de catre macrofage si la cresterea cuantumului de Fe transportat de

transferina la rinichi.
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Variatia Fe si Zn la administrarea de NaNOs in concentratii de 20xMCL si
40xMCL este redata grafic in figura 4-12.
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Fig. 4-12. Variatia concentratiei unor microelemente metalice (Fe si Zn) in rinichi in cazul

administrarii NaNOs in concentratii diferite

Depresia Zn si cresterea concentratiei de Fe au fost explicate mai sus.
in cazul Zn depresia a fost corelatd in unele experimente si cu o uremie
crescuta [309, 310] lucru care se verifica si in cazul de fata daca observam
rezultatele analizelor efectuate la capitolul 3 (v. Tabel 3-1) unde se poate
observa cresterea ureei serice la cele doud grupe - Ea1) Si Ea@) - in urma
administrarii de NaNOs.

in cazul cuantumului renal al Cu, Mn si Ni se observd o depresie
nesemnificativa in urma administrarii de NaNOs. Variatia acestor trei

microelemente metalice este redata in figura 4-13.
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Fig. 4-13. Variatia concentratiei unor microelemente metalice (Cu, Mn si Ni) in rinichi in

cazul administrarii NaNOs in concentratii diferite

Scaderea cuantumului acestor microelemente metalice se coreleaza si cu
depresia observata in cazul ficatului, poliuriile observate la iepuri in timpul
experimentului si efectele diuretice ale nitratilor fiind unul din factorii favorizanti ai

acestei depresii.

4.4.2. Efecte induse de nitratul de sodiu si magneziu

A doua directie experimentala a fost, la fel ca si in cazul ficatului,
compararea efectelor administrarii nitratului de sodiu si nitratului de magneziu in
concentratii egale de 20xMCL.

Nitratul de magneziu administrat in doze excesive in mod repetat
poate provoca afectiuni renale si afectiuni ale tractului digestiv. Nocivitatea acestuia
in concentratii crescute este si motivul pentru care nu s-a experimentat
administrarea dozei de 40xMCL. Experimentele preliminare cu aceastd dozd au
evidentiat tulburari de tranzit digestiv, hiperexcitabilitate neuro-motorie progresiva,
tulburari comportamentale si exitus la cca. 15 zile.

Magneziul are la nivelul rinichiului aceleasi situri de reabsorbtie ca si calciul,
jucdnd un rol important in conservarea fosforului, potasiului si a aminoacizilor, in

special a taurinei.
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De asemenea se pare ca Mg are un rol in raspunsul renal la actiunea
vasopresinei (i.e.: hormon antidiuretic ADH) si in secretia acizilor la nivel renal prin
actiunea sa asupra anhidrazei carbonice si prin implicarea in producerea de
amoniac. De asemenea se poate nota importanta rinichilor in excretia Mg, calea
renald fiind principala cale de eliminare a acestui element.

Eliminarea urinara a Mg poate fi perturbatd de un numar de factori din care
amintim: expansiunea lichidelor extracelulare (e.g.: provocata de Na perfuzabil), orice
factor hipercalcemiant (vitamine D, lactoza, etc.), excesul de proteine, glucoza,
alcoolul, substantele acide, hormonul antidiuretic (ADH), aldosteronul, etc. [311].

Rezultatele obtinute Tn urma analizei prin SAA a elementelor alcaline si
alcalino-teroase din rinichi dupa administrarea de NaNOs si Mg(NOs), sunt redate in
tabelul 4-7.

Tabel 4-7. Concentratia elementelor alcaline si alcalino-teroase in rinichi dupa
administrarea de NaNOs si Mg(NOs); in apa potabild

G UM Na K Ca Mg
rupa | LML Nn X+DS X+DS X+DS X+DS
c o | 10| 214355 2960,07 28,25 216,36

/9 +£90,42 +£164,93 +3,58 +16,26

c o | 10| 198811 2767,05 26,82 205,90
A | H9/G +£106,71%* +86,64%* +5,92 +33,35
AXat) -155,44 -193,02 -1,43 -10,46

e o | 10| 2017,86 2784,19 24,01 201,52
B | M9/9 +£96,60%* +111,19 +3,23 +16,88
AXs -125,69 -175,88 -4,24 -14,84

**p<0,05

Urmarind evolutia cuantumului metalelor alcaline studiate (Na, K) se
observd o depresie a acestuia in ambele grupe - Eaq) Si Es — depresie care este
semnificativd pentru Na si K la grupa Eau) si pentru Na la grupa Eg si
nesemnificativa din punct de vedere statistic pentru K la grupa Es.

Depresia Na si K este mai accentuata la administrarea de NaNOs. Acest fapt
este explicat atat de efectul diuretic mai pronuntat al NaNOs, cét si de faptul ca Mg este
recunoscut pentru rolul sau in conservarea renala a potasiului. Variatiile concentratiei

Na si K sunt redate grafic in figura 4-14.
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Fig. 4-14. Variatia concentratiei elementelor alcaline in rinichi in cazul administrarii

NaNOs si Mg(NOs): in concentratii egale

Metalele alcalino-teroase studiate (Ca, Mg) evidentiazéd o depresie
nesemnificativa a concentratiei lor in tesutul renal, depresie care este mai
accentuata in cazul administrarii de Mg(NOs), decét la administrarea de NaNOs.

Variatia cuantumului lor renal in urma administrarii de NaNOs si Mg(NOs)2 in

concentratii de 20xMCL este redata grafic in figura 4-15.
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Fig. 4-15. Variatia concentratiei elementelor alcalino-teroase in rinichi dupa

administrarea NaNOs si Mg(NOs). in concentratii egale
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in cazul microelementelor metalice, valorile obtinute in urma determinarilor

analitice din rinichiul iepurilor din grupele Ea1) si Eg sunt redate in tabelul 4-8.

Tabel 4-8. Concentratia microelementelor in rinichi dupa administrarea de NaNOs si
Mg(NOs); in apa potabila

G U.M Fe Zn Cu Mn Ni

rupa | UM N X+DS X+DS X+DS X+DS X+DS

39,43 24,87 6,19 1,98 0,22

C |wg/g |10 15 g5 +0.42 +0.82 +0,30 +0,05

c ol 10| 4123 23,21 6,03 1,83 0,20
A1) | H9/9 £3,63 +£0,90* £0,54 +0,13 +0,04
AXa1) +1,80 - 1,66 - 0,16 - 0,15 - 0,02

e ol 10| 4145 22,70 5,98 1,88 0,14

B | H9/9 +4,88 +£1,82%* +0,12 +0,25 +0,08
AXs +2,02 - 2,17 - 0,60 - 0,10 - 0,08

*p<0,01; **p<0,05

Si in cazul administrarii de Mg(NOs); ca si la administrarea de NaNOs se observa o
crestere a Fe si 0 scadere a Zn ambele fiind mai pronuntate la administrarea de Mg(NOs)s.
Cresterea cuantumului de Fe este nesemnificativa statistic in schimb depresia Zn este
semnificativa atat la administrarea de solutii cu NaNOs cat si de solutii de Mg(NO3)a.

Variatiile cuatumului renal al Fe si Zn dupa administrarea de NaNO3 si Mg(NO3):

in concentratie de 20xMCL sunt redate in figura 4-16.
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Fig. 4-16. Variatia concentratiei unor microelemente metalice (Fe si Zn) in rinichi

in cazul administrarii NaNOs si Mg(NOs)z in concentratii egale
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Restul de microelemente metalice studiate (Cu, Mn, Ni) prezintd de
asemenea o depresie a cuantumului renal, depresie care este mai pronuntata dupa
administrarea solutiilor de Mg(NOs)2 in cazul Cu si Ni si dupa administrarea solutiilor
de NaNOs in cazul Mn.

Variatiile cuantumului Cu, Mn si Ni din rinichi dupa administrarea de Mg(NOs)>

si de NaNOs sunt reprezentate grafic in figura 4-17.
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Fig. 4-17. Variatia concentratiei unor microelemente metalice (Cu, Mn si Ni) in rinichi in
cazul administrarii NaNOs si Mg(NOs)2 in concentratii egale

Asadar si in cazul metalogramelor renale este pusa in evidentd
dishomeostazia metabolismului hidro-electrolitic in urma administrarii solutiilor de
nitrati, dishomeostazie care are la bazad atat aportul de bioelemente metalice adus
de nitrati cat si poliuriile provocate de administrarea acestora in special in cazul
nitratului de sodiu. Poliuriile sunt recunoscute a fi un factor perturbant al echilibrului

hidro-electrolitic.
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4.5. Caracteristici homeostatice ale metalogramelor
cerebrale

Creierul controleaza functiile autonome ale corpului (ritmul cardiac,
respiratia si digestia) si interpreteaza semnalele exterioare captate de stimuli.
Elementul constitutiv al creierului este celula nervoasda sau neuronul. Ca toate
celelalte celule neuronul are componentele celulare obisnuite insa membrana
acestuia are o configuratie particulara. Din corpul celular pleaca nenumarate
ramificatii arborescente denumite dendrite precum si un element extrem de lung
denumit axon. La extremitate axonul se imparte intr-un numar mare de ramificatii
care se fixeaza de dendritele altor neuroni sau pe celule musculare. Zona de contact
dintre un axon si o dendritd se numeste ,sinapsa”. Nervii care leaga toate partile
organismului cu creierul sunt constituiti de asemenea din neuroni. Prin intermediul
nervilor informatiile exterioare ajung de la periferie la creier.

in activitatea sistemului nervos central (SNC) si a sistemului nervos
periferic sunt importante toate metabolismele materiale: glucidic, lipidic, protidic
si hidro-electrolitic. in fiziologia sistemului nervos biometalele au un rol aparte -
unele mentiuni in acest sens se fac in continuare.

La aparitia unei ,excitatii” celula nervoasa produce un impuls electric care se
propagd de-a lungul ei si apoi de la o celuld nervoasd la alta. in repaus intre
interiorul si exteriorul celulei exista o diferenta de potential electric de -70 mV.
Membrana celulei nervoase este traversata de un numar mare de canale de-a lungul
corpului celular, a axonului si dendritelor. Exista doua tipuri de canale: canale pasive
(deschise permanent) si canale active sau electroreceptoare (deschise doar la
aparitia unui impuls electric). Canalele pasive lasa sa treaca catre membrana doar
ionii de K din exteriorul celulei spre interiorul acesteia.

Canalele active sunt de doua feluri: canale care lasa sa treacd numai ioni de
K* de la interior la exterior si canale care lasa sa treaca ioni de Na din exterior spre
interior. Cand celula este excitata se deschid rapid si consecutiv mai intdi canalele
de Na* si apoi canalele de K* pentru a se inchide imediat in aceeasi ordine.
Dezechilibrul chimic induce un dezechilibru electric care se manifesta sub forma unui
impuls pozitiv de exact 100 mV. Astfel diferenta de potential trece de la -70 mV la
+30 mV pentru a reveni inapoi la -70 mV in circa 2 milisecunde atunci cdnd canalele
se inchid din nou. Acest fenomen se propaga de-a lungul neuronului si apoi mai

departe la urmatoarele celule nervoase. Excesul de Na* indus de impulsul electric
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este ,pompat” inapoi din interior spre exterior iar excesul de K* se echilibreaza prin
canalele pasive [312].

Zincul este necesar dezvoltarii si functionarii creierului [313, 314].
Aproximativ 90% din cantitatea totald de zinc din creier se gdseste in
metaloproteine, restul de 10% aflandu-se in veziculele presinaptice si este
reactiv din punct de vedere histochimic [315]. Prezenta unor neuroni care contin
zinc sechestrat in veziculele presinaptice a fost demonstrata in special pentru
zona telencefalului. Zincul poate juca astfel un rol in neurotransmisie la
mamifere si sa serveascd ca un neuromodulator endogen pentru anumiti
receptori importanti [316].

Deficienta de zinc din dietda asadar nu afecteaza doar cresterea
animalelor si oamenilor, ci poate avea efecte negative si asupra dezvoltarii si
functiondrii normale a creierului [317]. In acelasi timp o dietd deficitard in zinc
duce la o scadere a concentratiei plasmatice a acestui element urmata de o
crestere a concentratiei sale in ficat. in conditii de inducere experimentald a
deficientei de zinc din dieta s-a constatat afectarea homeostaziei zincului la nivel
cerebral. Astfel in cazul administrarii unei diete deficitare in zinc pe o perioada
de 12 saptamani la sobolani s-a observat o depresie a concentratiei acestui
element Tn hipocampus [318].

Zincul este important prin rolul sau in functionarea unui numar mare de
enzime si proteine, unele din ele fiind cu rol in neurotransmisie. Alterarea
homeostaziei zincului in creier poate fi asociata cu etiologia si manifestarile specifice
crizelor de epilepsie [319].

Manganul se gaseste in concentratii mai mari in creierul adultilor decét in cel
al copiilor ceea ce sugereaza ca Mn este necesar functionarii creierului [320]. O
dieta deficitara in Mn poate afecta homeostazia cerebrald, fapt care este evidentiat
experimental si de convulsiile aparute la sobolanii de laborator carora li s-a
administrat o dieta deficitara in Mn [321]. De asemenea o dietd excedentara
administrata pe perioade lungi poate provoca modificari comportamentale la
sobolanii de laborator [322].

Manganul din dieta este absorbit din intestine, preluat de vena porta si adus
in ficat de unde prin intermediul transferinei poate ajunge la creier. in cazul
administrarii intravenoase a Mn, acesta este rapid indepartat din sénge, o parte din

cantitatea administrata regasindu-se in creier pentru o perioada scurtd de timp.
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Acest fenomen se poate datora mecanismului de aport a Mn nelegat de transferina
la nivelul barierei hemato-encefalica [323]. Calea de administrare a Mn (e.g.:
enterald, parenterald) si forma chimica in care acesta este administrat (e.g.: MnCly,
MnO;) sunt factori care influenteaza semnificativ absorbtia si distributia cerebrala a
Mn [324].

in cazul Fe, concentratiile cerebrale ale acestuia sunt de aproximativ 5
ori mai mari la oamenii adulti decat la copii sub 1 an sugerand rolul acestuia in
functia si rolul sau la atingerea maturitatii biologice [320]. Fierul poate fi gasit la
nivelul creierului Tn concentratii mari in formatiunile dendritice si este un
element esential producerii de mielina [325]. Necesarul de Fe este cel mai
crescut Tn perioada postnatalda care coincide si cu cea mai ridicatda rata de
dezvoltare cerebrald si de producere a mielinei [326]. Lipsa de Fe in creier duce
la aparitia hipomielinizarii [327].

Pe langa rolul sau in dezvoltarea si buna functionare a creierului, Fe mai
este cunoscut si pentru efectele sale toxice atunci cand se intdlneste in exces.
Anomalii Tn  metabolismul cerebral al Fe au fost descrise in cateva boli
neurodegenerative precum Alzheimer, Parkinson sau Huntington. Cuantumul
cerebral al transferinei, care se considera a juca un rol important in metabolismul Fe
si implicit in buna functionare a creierului, scade la senescenta si inregistreaza o
depresie dramatica in cazul bolilor Alzheimer si Parkinson [328]. Transferina este
sintetizata in principal in ficat insa o cantitate insemnata se produce si la nivelul
creierului unde se pare ca aceasta are un rol specific in dezvoltarea formatiunilor
dendrocitice si in mielinogeneza [329].

Datele succint prezentate cu referire la biometalele prezente in creier, la
rolul biochimic si fiziologic precum si la aspectele patobiochimice si fiziopatologice

conexe pledeaza pentru importanta extinderii studiului acestora.

4.5.1. Efecte induse de nitratul de sodiu

In cazul administrarii solutiilor de NaNOs dizolvat in apa potabild la
concentratii de 20xMCL si 40xMCL modificdrile homeostaziei tisulare cerebrale a

metalelor alcaline si alcalino-teroase sunt redate in tabelul 4-9.
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Tabel 4-9. Concentratia elementelor alcaline si alcalino-teroase in creier dupa
administrarea NaNOs in apa potabild

Na K Ca Mg

Grupa | U.M. | n X+DS X+DS X+DS X+DS

1182,34 3112,60 187,21 82,27

C |ng/g |10 £63,79 +£184,28 £11,11 £3,29

c o | 10| 1220,10 2802,18 202,31 76,14
A | M9/9 +88,75 +108,34* +£21,81% +6,28%*

AXa1) + 37,76 - 310,42 + 15,10 - 6,13

c 1o 10| 126401 2590,12 214,74 69,12
A@) | H9/9 +£83,89%* +97,43% +16,22 £9,42%%

AXa2) + 81,67 - 522,48 + 27,53 - 13,15

*p<0,01; **p<0,05

Analizand evolutia cuantumului cerebral al Na si K se observa faptul ca Na
inregistreaza o crestere, semnificativa doar dupa administrarea ad libitum a solutiei
de NaNOs 40xMCL, iar concentratia K scade semnificativ in ambele situatii deci la
ambele solutii de NaNOs. Atat la Na cat si la K remarcam faptul ca variatia lor este
direct proportionald cu concentratia nitratului de sodiu.

Variatia cuantumului cerebral al celor doua metale alcaline studiate este

reprezentata grafic in figura 4-18.
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Fig. 4-18. Variatia concentratiei elementelor alcaline in creier in cazul administrarii

NaNOs in concentratii diferite
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Metalele aclalino-teroase studiate (Ca si Mg) sufera de asemenea modificari
homeostazice in tesutul cerebral in urma administrarii solutiilor de NaNOs.
Modificarile sunt direct proportionale cu concentratia nitratului administrat. Calciul
relevd o crestere a cuantumului cerebral, semnificativd pentru concentratia de
20xMCL, iar Mg inregistreaza o scadere semnificativa pentru ambele concentratii.

Variatia cuantumului Ca si Mg din creier in urma administrarii de NaNOs in
concentratie de 20XMCL - grupa Ea(1) — si 40xMCL - grupa Ea(2) — este redata grafic
in figura 4-19.
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Fig. 4-19. Variatia concentratiei elementelor alcalino-teroase in creier in cazul
administrarii NaNOs in concentratii diferite

in tesutul cerebral scdderea concentratiei de Mg in relatie cu cresterea
concentratiei Ca vine sa reconfirme relatia antagonicd cunoscuta dintre aceste doua
elemente.

Modificarile homeostaziei biochimice cerebrale a microelemetelor studiate
(Fe, Zn, Cu, Mn) prezintd aceeasi tendinta generald descrescatoare intalnita si in
ficat si rinichi. In urma determinarilor analitice asupra concentratiei Ni (decelate sub
curba de calibrare) s-a considerat ca acest element este prezent in creier doar in

urme.
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Valorile cuantumului cerebral a acestor microelemente in urma administrarii
NaNOs in concentratie de 20xMCL si 40xMCI sunt redate in tabelul 4-10.

Tabel 4-10. Concentratia microelementelor in creier in cazul administrarii NaNO3
in apa potabila

G U.M Fe Zn Cu Mn
rupa | UM n X+DS X+DS X+DS X+DS
23,43 12,90 3,47 0,43
C |ng/g |10 +2,26 +0,84 +0,26 +0,05
23,29 11,51 3,38 0,41
Eay | no/g | 10 +3,45 +237 +0,27 +0,21
AXat) -0,14 - 1,39 - 0,09 - 0,02
23,10 11,19 3,19 0,38
Ea) | no/g | 10 +3,03 +0,97 +0,35 +0,06
AXa(2) -0,33 -1,71 -0,28 - 0,05

in cazul Fe si a Zn, s-a constatat cd aceste elemente prezintd o scidere
nesemnificativa. Variatia acestor doua microelemente releva o directd
proportionalitate cu concentratia NaNOs administrat.

Variatia concentratiei cerebrale a Fe si Zn in urma administrarii de NaNOs

este redata grafic in figura 4-20.
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Fig. 4-20. Variatia concentratiei unor microelemente metalice (Fe si Zn) in creier dupa
administrarea NaNOs in concentratii diferite
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Variatia valorilor concentratiei Cu si Mn din tesutul cerebral in urma
administrarii de NaNOs in concentratie de 20xMCL si 40xMCL este redata grafic in
figura 4-21.
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Fig. 4-21. Variatia concentratiei unor microelemente metalice (Cu si Mn) in creier in cazul

administrarii NaNOs in concentratii diferite

in cazul concentratiilor decelate pentru Cu si Mn in tesutul cerebral se
observa o relatie de inversa proportionalitate cu cresterea concentratiei de NaNOs

administrata iepurilor.

4.5.2. Efecte induse de nitratul de sodiu si magneziu

Efectele administrarii NaNOs si Mg(NOs), dizolvate in apa potabild in
concentratie de 20xMCL asupra cuantumului metalelor din creier relevd de asemeni
efecte dishomeostazice.

Modificarile concentratiei metalelor alcaline si alcalino-teroase din creier
dupa administrarea solutiilor de NaNOs si Mg(NOs3). sunt redate in tabelul 4-11.
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Tabel 4-11. Concentratia elementelor alcaline si alcalino-teroase in creier in cazul
administrarii de NaNOs si Mg(NOs); in apa potabila

Na K Ca Mg

Grupa | UM. | n X+DS X+DS X+DS X+DS

1182,34 3112,60 187,21 82,27

C |ng/g |10 £63,79 +£184,28 £11,11 £3,29

c o | 10| 1220,10 2802,18 202,31 76,14
A | M9/9 £88,75 +108,34* +21 81% +6,28%*

AXa1) + 37,76 - 310,42 + 15,10 - 6,13

e o 10| 120959 2890,18 219,91 87,94

B | H9/9 495,60 +111,97* +£33,51%* +12,49

AXs + 27,25 - 222,42 + 32,70 + 5,67

*p<0,01; **p<0,05

in cazul metalelor alcaline studiate se remarcd o crestere nesemnificativd a
cuantumului cerebral in cazul Na si o depresie semnificativa in cazul K. Variatiile

concentratiilor metalelor alcaline sunt mai insemnate la administrarea solutiei de

Mg(NOs3)a.

Valorile obtinute la analiza metalelor alcaline din tesutul cerebral dupa

administrarea de nitrat de sodiu si magneziu sunt redate grafic in figura 4-22

evidentiindu-se mai bine astfel variatiile aparute.
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Fig. 4-22. Variatia concentratiei elementelor alcaline in creier dupa administrarea de NaNOs

si Mg(NOs)z in concentratii egale
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In cazul metalelor alcalino-teroase studiate se remarcd o crestere
semnificativd a cuantumului cerebral al Ca, iar pentru Mg remarcam o depresie
semnificativd a cuantumului acestuia in urma administrarii de NaNOs si o crestere
nesemnificativa in cazul administrarii de Mg(NOs),. Cresterea cuantumului de Ca
este mai evidenta in cazul administrarii de Mg(NO3)>.

Variatia concentratiilor cerebrale a Ca si Mg in urma administrarii de NaNOs
si Mg(NOs)2 sunt redate grafic in figura 4-23.
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Fig. 4-23. Variatia concentratiei elementelor alcalino-teroase in creier dupa administrarea

de NaNOs si Mg(NOsz)2 in concentratii egale

Valorile concentratiilor microelementele metalice din tesutul cerebral sunt

prezentate in tabelul 4-12.
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Tabel 4-12. Concentratia microelementelor in creier in cazul administrarii de NaNO3

si Mg(NOs); in apa potabila
G U.M Fe Zn Cu Mn
rupa | L.HLn X+DS X+DS X+DS X+DS
23,43 12,90 3,47 0,43
C |ng/g |10 +2.26 +0,84 +0,26 +0,05
23,29 11,51 3,38 0,41
Eay | no/g | 10 +3,45 +237 +0,27 +0,21
AXact) - 0,14 1,39 - 0,09 - 0,02
23,02 10,83 3,33 0,38
Es | ng/g |10 +1,75 £0,63* +0,25 +£0,03%*
AXs - 0,41 -2,07 - 0,14 - 0,05

*p<0,01; **p<0,05

administrarii de Mg(NOs), variatia Fe si Zn fiind mai mare. La administrarea de

Mg(NOs) in cazul Zn se remarca o scadere semnificativa din punct de vedere statistic in

restul cazurilor testul Student neevidentiind variatii semnificative.

in apa potabild sunt ilustrate grafic in figura 4-24 pentru a evidentia mai bine variatiile

intalnite in aceste cazuri.

Cuantumul cerebral al Fe si Zn prezinta in ambele cazuri o depresie in cazul

Valorile cuantumului cerebral al Fe si Mg la administrarea de NaNOs si Mg(NO3)2

ne/g

Fe

Zn

mC
WEA(1)
COEB

Fig. 4-24. Variatia concentratiei unor microelemente metalice (Fe si Zn) din creier dupa

administrarea NaNOs si Mg(NOs)2 in concentratii egale
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Variatia concentratiei cerebrale a Cu si Mn relevd aceeasi tendinta
descendenta ca si in cazul Fe si Zn. Se remarca si in cazul Cu si Mn o depresie mai
avansatda la administrarea solutiei de Mg(NOs),, depresie care in cazul Mn este
semnificativd din punct de vedere statistic. La administrarea de NaNOs si in cazul
concentratiei Cu dupa administrarea de Mg(NOs)2 nu se obtin variatii semnificative.

Modificarile concentratiei cerebrale a Cu si Mn si evolutia la grupele
experimentale la care s-a administrat solutii de NaNOs (grupa Ei)) si de Mg(NOz)2
(grupa Eg) in concentratii egale (20xMCL) sunt redate grafic in figura 4-25.

mC

WEA(1)

COEB

Cu Mn

Fig. 4-25. Variatia concentratiei unor microelemente metalice (Cu si Mn) din creier in

cazul administrarii NaNOs si Mg(NOs)2 in concentratii egale

Relatia dintre Mn si Mg in creier nu este foarte intens studiata fiind putine
lucrarile ce urmadresc acest subiect. Cu toate acestea s-a demonstrat in studii
efectuate pe sobolani faptul ca o dietd sdraca in Ca si Mg duce la cresterea Mn din
creier si din viscere. Alte studii efectuate pe sobolani la care s-a administrat o dieta
saraca in Mg au evidentiat formarea de depozite de Mn in majoritatea tesuturilor cu
exceptia sternului si a ficatului [238]. De asemenea s-a constatat in experimentele
efectuate pe sobolani faptul ca o suplimentare a alimentatiei sau a apei buabile cu
Mg are ca efect reducerea absorbtiei Mn [330]. Astfel se poate explica motivul
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pentru care la administrarea de Mg(NOs), scaderea Mn a fost mai evidenta decat la

administrarea de NaNOs si a fost semnificativa din punct de vedere statistic.

4.6. Caracteristici homeostatice ale metalogramelor

musculare

Sistemul muscular este constituit din totalitatea muschilor din organism care
dupa rolul lor pot fi clasificati in muschi somatici si muschi viscerali. Muschii somatici
sunt formati din tesut muscular striat, ,imbraca” scheletul. Muschii impreuna cu
oasele si articulatiile corespunzatoare (sistemul osteo-artro-muscular), asigura
miscarea segmentelor corpului. Muschii viscerali sunt formati din tesut muscular
neted si asigura motilitatea viscerelor.

Muschii sunt considerati ,motorul biologic” al tuturor animalelor superioare,
ei avand capacitatea de a converti energia chimicd in energie mecanica si de a
transforma semnalele nervoase de la sistemul nervos central in semnale motorii.

Muschii sunt alcatuiti dintr-un numar mare de celule elongate (miocite) care
formeaza fibre musculare. Majoritatea spatiului dintr-o fibra musculara este ocupat

de miofibrile. Miofibrilele sunt filamente longitudinale cu un diametru de aproximativ
lpum. Examinate la microscop fibrele musculare apar ca fiind striate transversal.

Aceste striatii se datoreaza zonelor alternante (cu index de refractie diferit) din
interiorul miofibrilelor. Benzile A (anisotropica) sunt birefringente si au un index de
refractie crescut in timp ce benzile I (isotropice) au index de refractie mai mic. in
centrul fiecarei benzi I se gaseste o linie in forma de Z, care este de fapt o structura
ce strabate intreaga fibra musculara legand miofibrilele una de alta. Zona centrala a
benzii A este mai palad si este cunoscuta ca banda H (banda lui Hensen).

Fiecare miofibrila contine un sistem longitudinal de filamente. Benzile I contin
filamente constituite in special din actina insa contindnd si tropomiozina si troponina.
Aceste filamente sunt atasate de linia Z. Filamentele subtiri se extind in banda A unde
se intrepatrund cu un sistem de filamente mai groase care sunt alcatuite in special din
miozina. Pe masura ce muschiul isi modifica lungimea, filamentele subtiri si cele
groase aluneca intre ele. Cand muschiul se scurteaza, filamente subtiri patrund
progresiv printre filamentele groase, banda I devenind din ce in ce mai subtire in timp

ce banda A ramane neschimbata ca latime [123].
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Sub aspect morfologic si fiziologic in compozitia substantelor din muschi si in
activitatea biologica a acestora sunt implicate biometalele. Unele biometale
reprezinta bioconstituenti tisulari, altele efectori biochimici. Date referitoare la
aceste probleme se vor prezenta in continuare.

Din punct de vedere a compozitiei chimice mai mult de jumatate din
substantele solide care alcatuiesc muschii sunt reprezentate de proteine, care
reprezinta suportul morfo-fiziologic al contractiei musculare. Fibra musculara striata
contine miofibrile, alcatuite din miofilamente de miozina (groase) si de actina
(subtiri).

Miozina are structura fibrilara si manifesta mare reactivitate fata de ioni si
puternice proprietati catalitice, favorizand desfacerea legaturilor macroergice din
molecula de ATP. Miozina intervine in reglarea cantitatii de energie necesard
contractiei musculare. Proprietatile sale sunt activate de Ca si Mg.

Actina are structura fibrilara si poseda proprietati enzimatice, catalizdnd
hidroliza ATP. Un filament de actind este format din: actind, tropomiozina si
troponina. Tropomiozina este infasurata in spirala in jurul actinei, impiedicand
atractia dintre miofilamentele de actind si miozina in timpul contractiei. Troponina
ataseaza tropomiozina de actind si are o puternica afinitate pentru Ca, initiind
contractia.

De asemenea se mai amintesc alte doua proteine cu rol insemnat in
functionarea muschilor: mioglobina si ,miogenul”. Mioglobina are structura si
proprietati asemanatoare hemoglobinei, fixand reversibil oxigenul molecular,
formand oximioglobina (rezerva locala de oxigen). Miogenul este un amestec de
enzime (e.g.: fosforilaza, fosfoglucomutaza, etc.) care intervine in procesele
biochimice ale contractiei.

La baza contractiei musculare se afla urmatorul mecanism: in prezenta
ionilor de calciu se formeaza legaturi chimice intre filamentele subtiri de actina si
miozina din filamentele groase. Filamentele groase si cele subtiri se misca in sens
contrar, iar capetele moleculelor de miozina trec de la secventa de cuplare de
filamentele subtiri la o secventd mediatd enzimatic de decuplare a complexului
actina-miozina format lasand lantul molecular al miozinei liber sa se reataseze de alt
filament subtire.

Contractia muschilor netezi dar si a muschiului cardiac este reglatd de ionul

Ca?*. In faza de repaus fibrele musculare stocheazd majoritatea Ca intracelular
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intr-un sistem de vezicule cunoscut sub numele de ,reticul sarcoplasmatic”. In faza
de contractie, Ca2* patrunde in celuld prin canalele specifice si induce subsecvent
eliberarea unor cantitati mari de Ca2* din reticulul sarcoplasmatic in mioplasma.
Odata eliberat, Ca2* se leaga de troponind, deschizand miozinei siturile de legare ale
acesteia la actina filamentoasa. Asadar contractia musculara este rezultatul
interactiei dintre proteinele miozina si actind si utilizarea de adenozin-trifosfat (ATP)
ca sursa de energie.

Contractia fibrelor musculare este declansatd de un impuls venit de la o
sinapsa unde un nerv motor face contact cu fibra musculara. O astfel de conexiune
functionald se numeste jonctiune mio-neurald. In acest spatiu de contact dintre
terminatia nervoasd si membrana musculara aparitia impulsului nervos duce la
eliberarea acetilcolinei din veziculele sinaptice. In mai putin de o milisecunds,
acetilcolina difuzeaza de-a lungul jonctiunii si se leaga de receptorii ei specifici aflati
pe membrana musculara postsinaptica. Legarea acetilcolinei la receptori produce o
scadere abruptd a permeabilitatii membranei musculare, acest fenomen cauzand
aparitia unui potential de actiune care se raspandeste de-a lungul fibrei ducand la
generarea contractiei fibrei musculare.

Deficienta de Mg interfera cu procesul de activare a Na*-K*-ATP-azei si are
ca rezultat schimbari in concentratia intra- si extracelulara de Na si K, in sensul
intrarii unei cantitati mari de Na in celula si a expulzarii unei cantitati de K.

Scaderea concentratiei celulare de Mg si a celei de K duce la depletia
rezervelor celulare de ATP si fosfocreatind. Scaderea cuantumului de ATP si
fosfocreatind are ca efect aparitia de dificultati de repolarizare si perturbarea
proceselor de contractie si relaxare musculard. In cazul muschiului cardiac rezultatul

acestor fenomene poate fi infarctul miocardic [331].

4.6.1. Efecte induse de nitratul de sodiu

In urma administrérii solutiei de nitrat de sodiu (dizolvat in ap& potabild) in
concentratii de 20xMCL si 40xMCL au fost efectuate determinari asupra metalelor
din tesutul muscular spre a se evalua modificarile homeostaziei biochimice tisulare.
In cazul macro- si oligobioelementelor metalice studiate variatiile concentratiei

musculare al acestora este redata in tabelul 4-13.
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Tabel 4-13. Concentratia elementelor alcaline si alcalino-teroase in tesutul muscular
in cazul administrarii NaNOs in apa potabila

G UM Na K Ca Mg
rupa n X+DS X +DS X +DS X+DS
c /o | 10 589,05 3108,80 91,49 241,21

H9/9 +39,73 £194,53 +8,03 +30,37

c /o | 10 613,23 3016,59 103,84 237,09
A1) | H9/9 +74,81 +194,07 +£11,45%* +12,43
AXa(1) + 24,18 -92,21 + 12,35 -4,12

c /o | 10 647,25 2936,28 108,15 233,40
A | K9/ +79,24 +£291,00 +£11,12% +16,87
AXa2) + 58,20 - 172,52 + 16,66 -7,81

* p<0,01; ** p<0,05

La analizarea valorilor obtinute se remarca o depresie a metalelor cu
distributie predilect intracelulara (K, Mg) si o crestere a metalelor cu distributie
preponderent extracelulara (Na, Ca), aceste variatii evidentiaza un dezechilibru cu
implicatii in functionarea pompelor de Na-K, in mecanismul de contractie si distensie
musculara, etc.

In muschi este cunoscut antagonismul dintre elementele intracelulare (K,
Mg) si cele extracelulare (Na, Ca) el fiind pus in evidentda in experimentele pe
animale. Astfel intr-un experiment efectuat pe sobolani carora li s-a administrat un
amestec Na, K, Ca si Mg in diverse ratii s-a observat o depresie a concentratiei
musculare a K la deficienta de K din dieta si de asemenea in cazul in care exista un
deficit de Mg iar aportul de K este adecvat. Concentratia musculara de Na a fost
invers proportionald cu cea a K inregistrand valori mari atat la deficienta de K
cat si la cea de Mg. Deficitul de Mg a produs o crestere mai marcantd la Na
muscular decat in cazul deficitului de K. Cuantumul de Ca muscular a fost
crescut in cazul deficitului de Mg si a inregistrat valorile cele mai mari la o dieta
deficitara in Mg si K [332].

Si in cazul omului, analizele efectuate pe muschi au evidentiat o corelare
pozitivd intre concentratiile de K si Mg si intre concentratiile de Na si Ca. In acelasi
timp cuantumurile de K si Mg au evidentiat o corelare negativa cu Na si Ca [333].

in cazul metalelor alcaline luate in studiu (Na, K) observdm c& atat variatia
in sensul cresterii Na si scaderii K este direct proportiona cu valoare concentratiei.

in ambele cazuri, variatia concentratiei este nesemnificativd. Asadar excesul de Na
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prin aportul de NaNOs in muschi provoaca un usor dezechilibru intre Na extracelular
si K intracelular.

Variatia Na si K la cele doua concentratii de NaNOs administrate este
ilustrata grafic in figura 4-26.
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Fig. 4-26. Variatia concentratiei elementelor alcaline in tesutul muscular in conditiile
administrarii NaNOs in concentratii diferite

Cuantumul metalelor alcalino-teroase studiate (Ca, Mg) prezinta o corelatie
negativa in sensul inregistrarii unei cresteri a Ca si a unei depresii a Mg in urma
administrarii de NaNOs. Variatiile concentratiilor de Ca si Mg sunt direct
proportionale cu concentratia de NaNOs administrata.

Pentru o mai buna evidentiere a evolutiei concentratiilor metalelor alcalino-
teroase in urma administrarii de NaNOs in concentratie de 20xMCL si 40xMCL se

reda histograma din figura 4-27.
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Fig. 4-27. Variatia concentratiei elementelor alcalino-teroase in tesutul muscular in cazul

administrarii NaNOs in concentratii diferite

Valorile inregistrate pentru cuantumul muscular al microelementelor studiate
in cazul administrarii solutiilor de nitrati (dizolvati in apa potabild) dupa cum
urmeaza: NaNOs de 20xMCL (grupa Ea(1)) si de 40xMCL (grupa Ea(2)) sunt redate in
tabelul 4-14.

Tabel 4-14. Concentratia microelementelor in tesutul muscular in cazul administrarii
NaNOs si in apa potabila

G UM Fe Zn Cu Mn

rupa n X+DS X+DS X+DS X+DS
c 1o | 10 9,82 12,93 2,03 0,39
Ko/g +1,50 +1,43 +0,31 +0,04
11,32 14,03 1,91 0,37
Bay | n9/9 110 1385 +1.,46 £0,23 +0,04
AXagt) +1,50 +1,1 - 0,12 - 0,02
12,51 15,05 1,84 0,34

Ea) | no/g | 10 £1,01% +1,12% +0,21 +0,05%*
AXa2) + 2,69 +2,12 - 0,19 - 0,05

* p<0,01; ** p<0,05
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In cazul variatiei cuantumului Fe si Zn la administrarea de NaNOs se
remarca o crestere a Fe si o depresie a Zn. Pentru ambele microelemente variatia
lor (cresterea sau scaderea) in tesutul muscular este direct proportionald cu
concentratia solutiei de NaNOs administrate fiind mai pregnante la grupa Eap). De
asemenea se remarca faptul ca atat pentru Fe cat si pentru Zn, variatia cuantumului
lor muscular atinge valori semnificative doar la grupa Eap) deci la concentratia de
40xMCL a solutiei de NaNOs.

Cresterea Fe si Zn la nivelul tesutului hepatic poate fi corelatda si cu
observatiile facute asupra modificarilor comportamentale la iepuri privind
instaurarea hiperkineziei. Astfel necesarul sporit de oxigen si nutrienti a muschilor
datorita solicitarii mecanice, necesar ce poate fi accentuat si de formarea
methemoglobinei in urma administrarii de nitrati, duce la cresterea fluxului sanguin
si 0 data cu acesta la cresterea concentratiei de Fe care se gaseste in hemoglobina
[334]. De asemenea Zn este un component al unui numar mare de metaloenzime
printre care se numara si lactat dehidrogenaza care are un rol important in
activitatea musculara, crescand in cazul unui efort prelungit si avand functia de a
forma acidul lactic din piruvat [335].

Variatia concentratiei Fe si Zn la administrarea de NaNOs in concentratii

diferite este ilustrata in figura 4-28.
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Fig. 4-28. Variatia concentratiei unor microelemente metalice (Fe si Zn) din tesutul

muscular prin administrarea NaNOs in concentratii diferite
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in cazul Cu si Mn, se observa c§ valorile concentratiilor acestor elemente
scad direct proportional cu cresterea concentratiei solutiilor de NaNOs administrat.
Variatiile cuantumului muscular a Cu si Mn in urma administrarii de NaNOs

in concentratii de 20xMCL si 40xMCL este redata grafic in figura 4-29.
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Fig. 4-29. Variatia concentratiei unor microelemente metalice (Cu si Mn) din tesutul

muscular in cazul administrarii NaNOs in concentratii diferite

Depresia cuantumului de Cu este nesemnificativa la ambele grupe de
animale, in timp ce concentratia de Mn prezintd o valoare semnificativé a depresiei
doar pentru grupa experimentalda Ea;z), deci in cazul administrarii solutiei de
concentratie 40xMCL NaNOs.

4.6.2. Efecte induse de nitratul de sodiu si magneziu

A doua directie pe care s-a mers in cazul analizelor efectuate pe tesutul
muscular a fost compararea efectelor induse de administrarea de NaNO3s si Mg(NO3)»
in concentratii egale de 20xMCL. Astfel in valorile obtinute in cazul macro- si
oligoelementelor studiate sunt redate in tabelul 4-15.
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Tabel 4-15. Concentratia elementelor alcaline si alcalino-teroase in tesutul muscular in

cazul administrarii NaNOs, Mg(NOs), in apa potabila

G UM Na K Ca Mg
rupa ) U.M. 1 N X+DS X+DS X+DS X+DS
c /o | 10 589,05 3108,80 91,49 241,21

/9 +39,73 +194,53 +8,03 +30,37

c /o | 10 613,23 3016,59 103,84 237,09

A | K9/ +74,81 +194,07 +£11,45%* +12,43

AXa1) + 24,18 - 92,21 + 12,35 - 4,12

626,69 3024,52 101,02 246,51

Be |n9/9 |10 i540) +116,40 +0,48%* +18,75

AXs + 37,64 - 84,28 +9,53 +5,3
*%p<0,05

Se poate observa ca in cazul administrarii nitratului de magneziu (grupa Eg)
bioelementele metalice cu raspandire preponderent extracelulara (Na si Ca) prezinta
o crestere a concentratiei musculare, mai pronuntata la Na si mai mica la Ca, decat
in cazul administrdrii solutiei de nitrat de sodiu (grupa Ea(qy). in schimb
bioelementele cu raspandire preponderent intracelulara (K, Mg) nu mai prezinta
aceeasi evolutie ca si iIn cazul administrarii nitratului de sodiu. Astfel ca K desi
prezinta o depresie la grupa Eg aceasta este mai putin pronuntata in comparatie cu
depresia inregistrata la grupa Eaq) iar Mg a carui cuantum muscular scade la
administrarea de nitrat de sodiu (grupa Ea1)) inregistreaza o crestere in cazul
administrarii de nitrat de magneziu (grupa Eg).

In tesutul muscular se observd c& metale alcaline studiate prezintd o
crestere a Na mai pronuntata la administrarea de Mg(NOs); si o scadere a K mai
insemnata la administrarea de NaNO:s.

Variatia metalelor alcaline in tesutul muscular in urma administrarii de
NaNOs si Mg(NOs3)2 in concentratie de 20xMCL este redata grafic in histograma din
figura 4-30.
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Fig. 4-30. Variatia concentratiei elementelor alcaline in tesutul muscular dupa

administrarea de NaNOs si Mg(NOs)2 in concentratii egale

Variatiile Ca si Mg din tesutul muscular dupa administrarea de NaNOs3 si

Mg(NOs)2 in concentratie de 20xMCL sunt ilustrate in figura 4-31.
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Fig. 4-31. Variatia concentratiei elementelor alcalino-teroase in tesutul muscular

n cazul administrarii de NaNOs si Mg(NOs)2 in concentratii egale
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Metalele alcalino-teroase prezinta o crestere semnificativa a cuantumului Ca,
mai pronuntata n urma administrarii de NaNOs iar in cazul Mg se inregistreaza o
depresie la administrarea de NaNOs si o crestere la administrarea de Mg(NOs3)..
Variatiile cuantumului Mg in tesutul muscular sunt nesemnificative pentru ambele
grupuri din punctul de vedere a testului Student.

Evolutia per ansamblu a Ca si Mg din tesutul muscular la cele trei grupe
experimentale releva un antagonism intre aceste bioelemente metalice, antagonism
confirmat pentru tesutul muscular si de alte lucrari [336, 337].

Valorile concentratiilor microelementelor metalice studiate (Fe, Zn, Cu, Mn)
in tesutul muscular in urma administrarii de NaNOs si Mg(NOs), sunt redate in

tabelul 4-16.

Tabel 4-16. Concentratia microelementelor in tesutul muscular in cazul administrarii
NaNOs si Mg(NOs); in apa potabila

G U.M Fe Zn Cu Mn
rupa ) U.M. 1 n X+DS X+DS X+DS X+DS
9,82 12,93 2,03 0,39
C |ng/g |10 +1,50 +1,43 +0,31 +0,04
11,32 14,03 1,91 0,37
Eay | n9/9 | 10 +1,85 +1,46 +0,23 +0,04
AXaq) +1,50 +1,10 - 0,12 - 0,02
e 7o | 10 11,73 14,94 1,88 0,36
B | K9/9 +1,42%% £1,64%* +0,18 £0,04
AXs +1,91 +2,01 -0,15 - 0,03
**p<0,05

Din tabel se observa faptul ca exista o crestere pentru cuantumul muscular
al Fe si Zn si o depresie a concentratiei Cu si Mn.

Cresterea cuantumului muscular a Fe si Zn este mai pronuntata la
administrarea de Mg(NOs), in acest caz avand si valori semnificative din punctul de
vedere a testului Student.

Variatia concentratiilor din tesutul muscular a Fe si Zn sunt redate grafic in
figura 4-32.
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Fig. 4-32. Variatia concentratiei unor microelemente metalice (Fe, Zn) in tesutul muscular dupa
administrarea de NaNOs si Mg(NOs)2 in concentratii egale

Variatia cuantumului Cu si Mn din tesutul muscular in urma administrarii de

NaNOs si Mg(NOs): in concentratii egale este ilustrata grafic in figura 4-33.
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Fig. 4-33. Variatia concentratiei unor microelemente metalice (Cu, Mn) in tesutul muscular dupa
administrarea de NaNOs si Mg(NOs)2 in concentratii egale
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Scaderea concentratiei Cu si Mn in tesutul muscular inregistreaza de
asemenea valori mai pronuntate la administrarea de Mg(NOs), insa variatiile acestor
doua microelemente nu prezinta valori semnificative la nici una din cele doua grupe.

Rezultatele analitice obtinute atat in urma administrarii solutiilor de nitrat de
sodiu de concentratie 20xMCL si 40XMCL cat si a solutiilor de nitrat de magneziu de
concentratie 20XMCL relevd modificari dishomeostazice ale metalogramelor
bioelementelor metalice studiate in tesutul muscular. Dishomeostazia constatata are
implicatii de natura patologicd, modificarile echilibrului dintre concentratiile
bioelementelor cu distributie predominant extracelulara (Na, Ca) si bioelementele cu
distributie predominat intracelulara (K, Mg) avand potentialul de a perturba pompele
de Na - K si pompele de Ca - Mg afectand astfel buna functionare a celulei musculare.

Pe langa efectele de naturd patologica care pot sa apara datorita modificarilor
inregistrate in metalogramele musculare, mai intervine si aspectul alimentar al carnii
de iepure a carei calitatii poate fi afectata prin acumularea nitratilor si a metabolitilor
acestora (e.g.: nitriti, nitrozamine). In acelasi timp mai apare si deprecierea calit&tilor
nutritive ale carnii prin modificarea metalogramelor musculare.

Astfel este cunoscut faptul ca in general consumul de carne de iepure
este recomandat in dietele pentru bolnavii cardiaci datorita faptului ca aceasta
are un continut redus de sodiu si un continut ridicat de magneziu, in comparatie
cu carnea provenita de la alte specii de animale comercializate in industria
alimentara [222].

Daca analizam evolutia concentratiilor Na si Mg in tesutul muscular in urma
administrarii solutiilor de NaNOs si Mg(NOs), observam ca avem o crestere a sodiului
in toate cazurile si o scadere a magneziului in urma administrarii solutiilor de nitrat de
sodiu. In cazul dietelor pentru cardiaci consumul de sodiul peste anumite valori este
contraindicat fiind in schimb recomandat consumul de magneziu care este foarte
important in tonusul musculaturii cardiace si in buna functionare a acesteia.

Dintre cei doi nitrati utilizati in experimente, nitratul de sodiu este compusul cel
mai des intalnit ca poluant agricol si prin urmare nitratul cu cel mai mare potential de a
fi regdsit ca si contaminant al alimentatiei iepurilor. Asadar se poate conchide ca
poluarea mediului habitual al iepurilor cu nitrati poate avea impact asupra calitatii carnii
lor, in conditiile create in cadrul acestui experiment inregistrandu-se modificari in sensul
deprecierii unor parametrilor nutritivi (concentratia de Na si Mg), parametrii care fac ca

aceasta carne sa fie recomandata in nutritie.
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Investigarea actiunii nitratilor asupra homeostaziei biochimice interesand
metabolismul proteic si hidroelectrolitic (circumscris la biometale) este
importanta pentru cunoasterea efectelor complexe induse asupra
organismului. Modelul experimental animal utilizat in studiul xenobioticelor
de interes alimentar si farmaceutic poate furniza informatii predictive cu
specific interdisciplinar, i.e. biochimie/patobiochimie, fiziologie/fiziopato-
logie, morfologie/morfopatologie.

Uree

2.1 Cuantumul ureei din sénge este crescut in cazul administrarii de
nitrati, atat pentru grupele la care s-au administrat NaNOs in
concentratie de 20xMCL si 40xMCL céat si pentru grupa la care s-a
administrat Mg(NOs); in concentratie de 20xMCL.

2.2 O crestere mai pronuntatd a cuantumului ureei se observa in cazul
administrarii de NaNOs, crestere care este direct proportionald cu
valoarea concentratiei solutiei de nitrat de sodiu.

2.3 Variatii semnificative au aparut doar in a doua decada a
experimentului si doar la grupele la care s-a administrat NaNOs in
concentratii de 20xMCL si 40xMCL.

Creatinina

3.1 Dupa administrarea nitratilor se observa o crestere a valorii creatininei
din ser in toate cazurile.

3.2 Comparand grupele la care s-a administrat nitrat de sodiu in
concentratii diferite - Eaq) Si Ea) - se remarca o crestere direct
proportionala cu concentratia.

3.3 Confruntadnd rezultatele obtinute la grupele carora s-a administrat
nitrat de sodiu si nitrat de magneziu in concentratii egale - Ea(1) si Es -
valorile creatininei sunt relativ apropiate, fiind usor mai crescute in

cazul administrarii de nitrat de sodiu.
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3.4 In cazul grupelor Ea1) si Es variatiile sunt semnificative doar din a II-a
decadd fata de lotul Ea(z) la care cresterile sunt semnificative inca din

prima decada.

4. Acid uric

4.1 Dupa administrarea nitratilor se observa o scadere a cuantumului
acidului uric din ser in toate cazurile

4.2 Prin compararea grupelor la care s-a administrat nitrat de sodiu in
concentratii diferite - Eau) Si Ea@z) - se poate remarca faptul cd in
ambele cazuri apare o scadere a cuantumului seric al acidului uric,
scadere care este direct proportionala cu concentratia.

4.3 La examinarea in paralel a rezultatelor obtinute la grupele in care s-a
administrat nitrat de sodiu si magneziu la concentratii egale - Ea() Si
Egs - Tn ambele cazuri se poate remarca o scadere a valorii acidului uric

4.4 La grupele Eaq) si Eaz) scaderea concentratiei este semnificativa atat
in prima cat si in a II-a decada iar la grupa Eg scaderea este
nesemnificativa.

Ficat

5.1 Cuantumul metalelor alcaline studiate in cazul administrarii de NaNO3
in concentratii de 20xMCL si 40xMCL si de Mg(NOs)2 in concentratie de
20xMCL evidentiaza o crestere nesemnificativa in cazul Na si o scadere
semnificativa in cazul K, antagonismul K cu Na fiind unul bine
cunoscut. Variatia Na si K este direct proportionala cu concentratia de
NaNOs;. La aceeasi concentratie cresterea cuantumului de Na
provocatd este mai insemnata la administrarea de Mg(NOs), iar
depresia de K este mai marcanta la administrarea de NaNOs.

5.2 In cazul metalelor alcalino-teroase studiate in urma administrérii
solutiilor de nitrati se remarca o crestere a cuantumului hepatic al Ca,
semnificativa doar pentru concentratia de 40xMCL NaNOs si 20xMCL
Mg(NOs)2 si o depresie semnificativa a cunatmului Mg la administrarea
de NaNOs si o crestere nesemnificativa la administrarea de Mg(NO3)s.
Depresia Ca si Mg este direct proportionalda cu concentratia de NaNOs.
Comparand NaNOs si Mg(NOs), la aceeasi concentratie se remarca o
crestere a cuantumului hepatic al Ca mai insemnata la administrarea
de Mg(NO3)..
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5.3 Concentratia microelementelor metalice studiate (Fe, Zn, Cu, Mn si Ni)
releva o depresie in toate cazurile. Depresia este semnificativa din
punct de vedere statistic doar pentru Cu la administrarea de NaNOs de
40xMCL. Comparand cei doi nitrati luati in studiu la concentratia de
20xMCL remarcam faptul ca depresia Fe, Cu, Mn si Ni este mai
marcanta la administrarea de Mg(NOs), iar depresia Zn este mai
insemnatd la administrarea de NaNOs.

6. Rinichi

6.1 Concentratia metalelor alcaline prezintd o depresie atat in cazul Na céat
si K. Depresia este semnificativa in toate cazurile pentru Na si in cazul
administrérii de NaNOs de 20xMCL pentru K. In cazul administrdrii de
NaNOs; depresia este direct proportionala cu concentratia. La
compararea efectelor produse de NaNOs si Mg(NOs)2 la concentratii de
20xMCL se observa cd depresia Na si K este mai insemnata la
administrarea de NaNOs.

6.2 Cuantumul renal al metalelor alcalino-teroase prezinta o depresie
nesemnificativd in toate cazurile. In cazul administririi de NaNOs
depresia este mai marcanta cu cat concentratia este mai mare. La o
comparatie intre NaNOs si Mg(NOs), la concentratii de 20xMCL se
remarca o depresie mai insemnata a Ca si Mg la administrarea de
Mg(NO3)a.

6.3 In cazul microelementelor metalice studiate (Fe, Zn, Cu, Mn si Ni) se
observa o depresie a cuantumului renal al acestora cu exceptia Fe
care inregistreaza o crestere. Variatiile microelementelor sunt direct
proportionale cu concentratia in cazul administrarii de NaNOs in
concentratii de 20xMCL si 40xMCL. La o comparatie intre efectele
produse de NaNOs si Mg(NOs)2 la concentratii de 20xMCL se remarca
variatii mai insemnate pentru Fe, Zn, Cu si Ni la administrarea de
Mg(NO3)z si pentru Mn la administrarea de NaNOs.

7. Creier

7.1 Metalele alcaline studiate in probele de creier evidentiaza o crestere in
cazul Na, semnificativd doar pentru administrarea de NaNO3 40xMCL si
o scadere semnificativa in cazul K. Variatiile metalelor alcaline sunt

direct proportionale cu concentratia de NaNOs. La compararea
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efectelor produse de NaNOs si Mg(NOs)2 la concentratii de 20xMCL
variatii mai insemnate se remarca la administrarea de NaNO:s.

7.2 Metalele alcalino-teroase releva o crestere a cuantumului cerebral in
cazul Ca, crestere semnificativd doar la NaNOs si Mg(NOs)2 In
concentratii de 20xMCL iar in cazul Mg se observda o depresie
semnificativa la administrarea de NaNOs si o crestere nesemnificativa
la administrarea de Mg(NQs3),. Variatiile la administrarea de NaNOs3
arata o proportionalitate directd a acestora cu concentratia.

7.3 In cazul microelementelor metalice studiate (Fe, Zn, Cu, Mn, Ni) se
remarca o depresie generalda, depresie semnificativa doar in cazul Zn
si Mn dupda administrarea de Mg(NOs),. Scaderea cuantumului
microelementelor metalice este direct proportionald cu concentratia in
cazul administrarii de NaNOs si inregistreaza valori mai marcante la
administrarea de Mg(NOs), daca comparam efectele celor doi nitrati la
concentratii egale.

8. Tesut muscular

8.1 Cuantumul metalelor alcaline din tesutul muscular evidentiaza o
crestere in cazul Na si o scadere in cazul K. La toate grupele variatiile
Na si K au fost nesemnificative. Compararea efectelor NaNOs3 in
concentratii diferite arata o proportionalitate directa intre concentratie
si variatia inregistrata. La compararea efectelor produse de NaNOs si
Mg(NOs3)2 la concentratii de 20xMCL se remarca o crestere mai
marcanta a Na la administrarea de Mg(NOs3), si o scadere mai
insemnatd a K la administrarea de NaNOs.

8.2 Metalele alcalino-teroase releva o crestere a cuantumului muscular in
cazul Ca, crestere semnificativda la toate grupele, o scadere
nesemnificativda a Mg dupa administrarea de NaNO3 si o crestere
nesemnificativda a Mg dupa administrarea de Mg(NOs),. Variatiile la
administrarea de NaNOs arata o proportionalitate directa a acestora cu
concentratia. In cazul comparatiei dintre efectele produse de NaNO3 si
Mg(NO3)2 se remarca o scadere a Ca mai pronuntatd la administrarea
de NaNOs.
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8.3 In cazul microelementelor metalice studiate (Fe, Zn, Cu, Mn, Ni) se
inregistreaza o crestere a cuantumului Fe si Zn si o depresie a
cuantumului Cu si Mn. Nichelul nu a fost decelat fiind prezent doar in
urme. Cresterea cuantumului Fe si Zn este direct proportionald cu
concentratia la compararea grupelor carora li s-a administrat NaNOs n
concentratii diferite si inregistreaza valori mai mari in cazul
administrarii de Mg(NOs), dacd comparam cu grupa careia i s-a
administrat aceeasi concentratie de NaNOs (20xMCL). Cresterile
concentratiilor de Zn si Mn sunt semnificative la toate grupele cu
exceptia celei la care i s-a administrat NaNOs in concentratie de
20xMCL. Depresia cuantumului de Cu si Mn prezinta aceeasi
proportionalitate directd cu concentratia in cazul administrarii de
NaNOs in concentratii diferite si inregistreaza valori mai mari la
administrarea de Mg(NOs). daca se compara grupele la care s-au
administrat concentratii egale de NaNOs si Mg(NOs3)2. Din punct de
vedere statistic valoarea depresiei este semnificativa doar in cazul Mn
dupa administrarea de NaNOs in concentratie de 40xMCL.

Datele furnizate de investigatiile efectuate pe animale de laborator pot

avea caracter predictiv pentru evaluarea impactului unor poluanti ai

mediului, pentru orientarea conduitei in nutritie, monitorizarea unor

procese metabolice, etc.
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