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Introducere

Lucrarea de fatd si-a propus evaluarea parametrilor de stres oxidativ la pacientii recent
diagnosticati cu boald coronariand univasculard. Se estimeazd cd pand in 2030 rata anuald a
deceselor la nivel global, avand drept cauza boala cardiovasculara, va fi de 23.6 milioane.

Dinamica endoteliului vascular este modificatd in permanentd, insd efectele dramatice
asupra acesteia vor aparea in perioada de ischemie/reperfuzie. De a lungul timpului s-au stabilit
teorii legate de evolutia bolii cardiovasculare, care are la baza un proces inflamator ce va declansa
formarea speciilor reactive de oxigen, producandu-se un dezechilibru in homeostazia endoteliului
vascular. Stresul oxidativ este reprezentat de o productie crescutd de agenti oxidanti si de o
apdrare antioxidantd scdzutd, fapt ce va avea drept consecintd efecte distructive asupra
componentelor celulare.

In aceasta tema de cercetare s-a propus evaluarea calcipresinei umani in plasma la acesti
pacienti, determinare care pand in prezent nu a fost consemnatd in nici o lucrare stiintifica publica.
De asemenea, s-au stabilit corelatii intre fractia de ejectie si concentratia de nitriti/nitrati
(generatori de NO, puternic vasodilatator), corelatii inverse si semnificativ statistice, care
asociazd scaderea fortei de pompare a miocardului cu concentratii ridicare de specii reactive atat
de oxigen cat si de azot. Evaluarea nivelului de nitriti si nitrati poate face parte din tabloul

paraclinic de stabilire si preventie a riscului cardiovascular.
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Stadiul cunoasterii

Boala cardiovasculara este principala cauza a deceselor in térile dezvoltate si cele in
curs de dezvoltare. Se estimeaza cd pana in 2030 rata anuald a deceselor la nivel global, avand
drept cauza boald cardiovasculard, va fi de 23.6 milioane. Conform Organizatiei Mondiale a
Sanatatii (OMS) boala cardiovasculara este definita ca fiind un grup de afectiuni ce cuprinde
boli coronariere, cerebrovasculare, boli arteriale periferice, tromboza venoasa profunda, boala
cardiacd reumatismala si embolism pulmonar. In ceea ce priveste afectiunile cerebrovasculare,
acestea genereazd accidente vasculare cerebrale (AVC). Aproximativ 85% din AVC au drept
cauza o circulatie sangvind catre creier deficitard. Cea mai importantd afectiune arteriala
periferica este hipertensiunea, insd cauza cea mai des intalnitd a bolilor cardiovasculare o
reprezintd ateroscleroza, in urma careia se poate declansa un infarct miocardic [1].

In ultimele decenii se doreste stabilirea unei relatii intre stresul oxidativ/inflamatia
vasculara si riscul evenimentelor cardiovasculare. De a lungul timpului s-au stabilit teorii legate
de evolutia bolii cardiovasculare, care are la baza un proces inflamator ce va declansa formarea
speciilor reactive de oxigen (SRO), producandu-se un dezechilibru in homeostazia endoteliului
vascular. Stresul oxidativ este reprezentat de o productie crescuta de agenti oxidanti si de o
aparare antioxidantd scdzutd, fapt ce va avea drept consecintd efecte distructive asupra
componentelor celulare [2].

Pe langa factorii de risc cardiovascular clasici (hipertensiune, dislipidemie, diabet,
fumatul) un rol major il detine productia crescuta de radicali liberi la nivelul peretelui vascular,
o situatie care va culmina in cele din urma cu declansarea stresului oxidativ [3].

Tabelul 1.2.1- Riscul total BCV in functie de factorii principali cardiovasculari

[adaptat dupd Ghidurile Clinice Europene de Preventie Cardiovasculard (GCEPC) varianta
2012-[4]]

Sex | Varsta Colesterolemie Presiune sistolici | Fumaitor Risc
(ani) (mg/dL) (mmHg) BCV
F 60 310 120 Nu 2
F 60 270 140 Da 5
M 60 230 160 Nu 8
M 60 190 180 Da 21




Evidente ale prezentei speciilor reactive de oxigen in BCV
Efectul agresiv al specilor reactive de oxigen (SRO) se manifestd asupra lipidelor

(peroxidare lipidicd), in special asupra acizilor grasi polinesaturati, datorita multiplelor duble
legdturi, care sunt mai sensibile la oxidare. Procesul de peroxidare a lipidelor poate afecta
fluiditatea membranei, permeabilitatea, potentialul de electroni si transportul metabolitilor prin
membranele functionale. In urma peroxidarii lipidice rezulta diversi markeri plasmatici
inclusiv malondialdehida (MDA), hidroperoxizi lipidici, diene conjugate, oxisteroli [5].
Masurarea directd a SRO este extrem de dificild, deoarece sunt prezente in concentratii scazute
si au perioade de injumititire scurte. In general, actiunea SRO este apreciati indirect, prin
studierea efectelor substantelor implicate Tn producerea sau eliminarea acestor specii [6].

Expunerea la radicalii liberi, in special la actiunea SRO, dintr-o varietate de surse a
stimulat organismele sa dezvolte mecanisme de aparare utilizdnd agenti antioxidanti, precum
enzimele catalaza (CAT), superoxid dizmutaza (SOD), glutation peroxidaza (GPx) [7].

Pentru evaluarea stresului oxidativ la pacientii cu infarct miocardic acut (IMA), Lorgis
si colab. au propus utilizarea unui test intitulat FORT (free oxygen radicals test), care madsoara
concentratia de SRO. Pacientii cu IMA, au prezentat nivele de peroxid de hidrogen (H202)
crescute la perioade diferite de la producerea evenimentului [6].

Activitati scdzute ale enzimelor eritrocitare, GPx, SOD si CAT, au fost inregistrate la
pacientii cu un infarct miocardic recent (mai putin de 24 de ore), nivelul plasmatic al GSH-ului
fiind de asemenea scazut. Peroxidarea lipidica a fost evidentiatd prin cunatificarea MDA-ului
plasmatic, ce a avut valori semnificativ mai mari la acesti pacienti fatd de voluntarii clinic

sdnatosi [8].



Contributie personala

Premise si obiective

Premise

>

Pana in prezent nu existd suficiente publicatii care sd asocieze dinamica unei boli
coronariene univasculare cu modificari ale statusului redox la subiecti din Romania.

Sunt foarte putine informatii cu privire la activitatea lactonazica a paraoxonazei la pacientii
cu boald coronariand arteriala.

Nu exista dovezi suficiente 1n legdturd cu imobilizarea acizilor grasi liberi din tesuturi catre
o leziune miocardica, aflata in reperfuzie.

Nu s-au gasit date referitoare la cuantificarea calcipresinei in plasma la subiecti cu boala
cardiovasculara.

Existd putine informatii care sa coreleze concentratia feritinei, CRP-ului cu fractia de
ejectie (FEVS) la pacienti cu boala coronariand univasculara si aproape date inexistente cu
privire la corelatia dintre activitatea enzimelor antioxidante, nivelul oxidului nitric si
FEVS.

Existd putine date cu privire la corelatiile intre enzimele antioxidante eritrocitare si FEVS

la subiectii recent diagnosticati cu BCV

Obiectiv principal

Lucrarea de fatd si-a propus evaluarea statusului antioxidant plasmatic si cel eritrocitar,

alaturi de cuantificarea proteinelor de fazd acuta la pacientii ce au fost diagnosticati recent cu

boala ischemica coronariand, ce prezintd ocluzie sau stenozd miocardicd (interventricularad

anterioard) sau coronariana.

Obiective secundare

» Obiectivul principal s-a realizat in paralel cu determinarea nivelului plasmatic si cel
eritrocitar al markerului MDA, pentru a analiza intensitatea peroxidarii lipidice sub

actiunea speciilor reactive de oxigen (SRO)



» S-au evaluat activititile enzimelor antioxidante plasmatice si cele eritrocitare, dupa
care au fost corelate cu fractia de ejectie (FEVS)

» Au fost cunatificate proteine de fazi acuti (CRP, feritind), care au fost corelate cu

FEVS

Noutate, utilitate

Studiul de fata a observat modificdrile ce apar in echilibrul antioxidanti si pro-oxidanti la
pacientii diagnosticati recent cu boald coronariana univasculard ischemica. S-a propus evaluarea
calcipresinei umana in plasma la acesti pacienti, determinare care pana in prezent nu a fost
consemnatd in nici o lucrare stiintificd publica. S-au stabilit corelatii intre fractia de ejectie si
concentratia de nitriti/nitrati (generatori de NO, puternic vasodilatator), corelatii inverse si
semnificativ statistice. Evaluarea nivelului de nitriti si nitrati poate face parte din tabloul paraclinic

de stabilire si preventie a riscului cardiovascular.

Metodologia studiului clinic

Selectarea pacientilor

Subiectii selectati pentru acest studiu observational transversal au fost pacienti internati in
Sectia de Cardiologie II a Spitalului de Urgentd Universitar Bucuresti, Romania. Selectarea
subiectilor din cele doua loturi (pacienti cu boala cardiovasculard si lotul de control) s-a efectuat
in perioada mai 2014-februarie 2015.

Criteriile de includere ale pacientilor au fost:

e modificare de segment ST 1n electrocardiograma asociatd cu cresterea enzimelor
de leziune miocardicd (CK-MB, CKI, LDH, GOT) sau cu troponind pozitiva (sau
de cutt off); fractia de ejectie (FEVS) < 60%; varsta > 40 ani.

Criteriile de excludere pentru pacienti au fost:

e un istoric de boala cardiovasculard mai veche de 6 luni, boli acute sau cronice
cunoscute a afecta sistemul imunitar, endocrin si cel metabolic, tratament
medicamentos pentru afectiuni cardiovasculare, prezenta agentilor virali de tip
HVC, HVB, HIV.

Subiectii inrolati in grupul control au fost selectati respectand urmatoarele criterii de

includere:



e varstd > 40 ani, nefumatori, cu indice masic corporal (IMC) normal, clinic sdnétosi
fara antecedente heredo-colaterale de boli cronice precum diabet zaharat sau
afectiuni cardiovasculare.

Criteriile de excludere ale subiectiilor din lotul control au fost:

e prezenta agentilor virali de tip HVC, HVB, HIV, hipertensiune arteriala (HTA).

Studiul a inclus 33 de subiecti divizati in doua loturi: lotul cu boala cardiovasculara format
din 19 pacienti cu varste cuprinse intre 40-72 de ani si lotul control format din 14 subiecti sdnatosi.
Din cei 19 pacienti cu boala cardiovasculard (BCV) 10 s-au prezentat la internare cu infarct
miocardic acut (IMA), 4 au fost diagnosticati cu angind pectorald, iar 5 au suferit angioplastie cu
implantare de stent in artera interventriculard anterioard (IVA) a segmentului proximal. Toti
pacientii au fost diagnosticati cu boala coronariand ateroscleroticd coronariana univasculara.

La formarea lotului control au fost acceptati voluntari cu varste cuprinse intre 40-52 de ani,
reprezentantii acestui grup fiind membri ai colectivului Disciplinei de Biochimie din cadrul
Departamentului de Stiinte Functionale I al Facultatii de Medicind a Universitatii de Medicina si
Farmacie ”Carol Davila”, Bucuresti, Roméania.

Studiul a fost aprobat de catre Comisia locala de Etica a Spitalului Universitar de Urgenta,
Bucuresti, Roméania si coordonat conform obligatiilor etice ale Declaratiei de la Helsinki.

Tabelul 2.4.2- Parametrii demografici pentru cele doud loturi

Lot pacienti cu BCV Lot control Semnificatie
n=19 n=14 statistica®
Varsta (ani) 56.00 + 2.00 43.57+£1.20 p<0.001
BMI (kg/m?) 26.71 £ 0.88 23.50 £ 1.05 p<0.05
Fumator 6/1/11 0/1/13 p<0.001
(actual/fost/niciodata)
Fractie de ejectie (%) 53.42+1.07 61.86 +£1.01 p<0.0001

Valorile sunt prezentate ca Medie = SEM (eroarea medie standard)

BMI = indice masic corporal

Materiale si metode

Pentru realizarea determinarilor biochimice in cadrul temei de cercetare a fost recoltat
sange venos (recoltat pe tuburi cu EDTA) de la fiecare subiect inclus in studiu. Recoltarea probei
a fost efectuata de catre un cadru specializat din Sectia de Cardiologie II a Spitalului de Urgenta

Universitar Bucuresti, Roméania, a jeun, dupd un post de 12 ore. Singele astfel prelevat a fost



centrifugat la 4000 g pentru 10 min, separat, marcat corespunzator si pastrat la -80° C pana la
efectuarea determinarilor.

Profilul lipidic, parametrii biochimici uzuali (glicemie, enzime de leziune miocardica, uree,
creatinind, acid uric), hemoleucograma, EKG si ecografia bidimendionala au fost efectuate in
cadrul Laboratorului de Biochimie si in Sectia de Cardiologie II ale Spitalului de Urgenta
Universitar Bucuresti, Roméania. Determinarile pentru evaluarea statutului antioxidant plasmatic
si eritrocitar au fost realizate in cadrul Disciplinei de Biochimie din Departamentul de Stiinte
Functionale I al Facultatii de Medicinad a Universitatii de Medicind si Farmacie ”Carol Davila”,
Bucuresti, Romania si in Laboratorul IristLabmed, Bucuresti, Romania.

Ecocardiograma a fost efectuatd de cédtre medicul cardiolog din cadrul Sectiei de
Cardiologie II a Spitalului de Urgentda Universitar Bucuresti, Romania utilizdnd un scaner cu
ultrasunete (Acuson Sequoia 512, Siemens, Mountain View, California). Imaginile standard ale
ventriculului stang au fost evaluate prin tehnici bidimensionale si M-mode. Grosimile peretelui
ventriculului stdng, septului interventricular, precum si functiile sistolice, diastolice si fractia de
ejectiec (FEVS) au fost mdsurate in conformitate cu Societatea Internationald de

Ecocardiografie [9].

Modificari biochimice plasmatice la pacientii cu boala
cardiovasculara (BCYV)

Introducere

Boala cardiovasculard (BCV) insotitd de un infarct miocardic acut reprezintd una dintre
cauzele majore ale mortalitatii in intreaga lume. Stresul oxidativ detine un rol important in
patogeneza multor boli cardiovasculare, printre care si in cea a bolii cardiovasculare [10]. In
general, leziunile severe endoteliale conduc adesea la cresterea productiei de SRO [11].

Monitorizarea degraddrii membranei lipidice si a cdilor de oxidare a acizilor grasi este
extrem de importantd in ischemie/reperfuzie [12]. SRO sunt capabile sa reactioneze cu acizii grasi
polinesaturati generand malondialdehidda (MDA), compus considerat drept marker al peroxidarii
lipidice. De asemenea apararea antioxidantd va fi alteratd la pacientii cu boala cardiovasculara,
fapt ce a fost demonstrat in studiile efectuate de catre Patil si colab. (2007), care au aratat ca nivele
plasmatice crescute ale MDA-ului vor fi asociate cu nivele scazute ale vitaminelor antioxidante C
si E si ale enzimelor din apdrarea antioxidantd (superoxid dizmutaza - SOD, catalaza - CAT,

paraoxonaza- PON, glutation peroxidaza - GPx) [13].



L-carnitina reprezintd un aminoacid ce detine un rol important in transportul acizilor grasi
cu lant lung, din citoplasma in mitocondrie [14]. L-carnitina are rol in scdderea nivelului de SRO
(Buenoa et al. 2005) a trigliceridelor plasmatice (Orlandi et al. 2002), in cresterea
biodisponibilitasii oxidului nitric (NO) atét la iepuri transgenici cit si in culturi de celule

Evaluarea profilului lipidic, proteinelor de faza acuta si capacitatii antioxidante
totale plasmatice
In ceea ce priveste colesterolemia pacientilor din studiul nostru, aceasta a prezentat o

valoare semnificativ crescutd comparativ cu lotul martor, determinarile fiind realizate in primele
ore de la internarea acestor pacienti in Sectia de Cardiologie, SUUB, Bucuresti. Conform altor
cercetdri [17][ 18] nivelul colesterolului total este crescut in prima zi postischemie la pacientii care

au suferit un IMA, fapt evidentiat si de catre studiul nostru.
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Figura 3.2.1- Profilul lipidic pentru cele doud loturi.

In cazul nostru nivelul LDL-ului evaluat pana in 12 ore de la producerea evenimentului
cardiovascular a prezentat valori mult crescute comparativ cu lotul control. Insa nivelul LDL-ului,
poate fi redus prin administrarea de statine, care au rolul de a inhiba HMG-CoA reductaza, enzima
cheie din sinteza colesterolului endogen [19]. Pacientii din lotul nostru cu BCV, au primit statine
la internarea lor in spital, insa determinarile ce au vizat profilul lipidic au fost efectuate Tnainte de
initierea tratamentului, astfel incat medicatia nu a influentat valorile colesterolului total, LDL-ului,
HDL-ului sau a trigliceridelor. Determinarile malondialdehidei (MDA), acizilor grasi liberi si a
carnitinei au fost realizate pe probele acestor pacienti recoltate la 2-3 zile de la prezentarea la spital,
insa studiile sustin ca efectul statinelor este evident la 4 sdptimani de la initierea tratamentului

[19].
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Figura 3.2.2- Concentratia de acizi grasi liberi (umol/L) pentru cele doud loturi.
Corelatie intre nivelul plasmatic al AGL si fractia de ejectie.

In cazul subiectilor cu BCV din studiul nostru am identificat o puternica corelatie directa
intre nivelul AGL si FEVS, fapt ce a fost demonstrat si de catre Wolf [20]. Scaderea FEVS la
indivizii cu IMA si legatura directa cu nivelul plasmatic scazut al AGL ar putea fi explicat pe baza
ipotezei sustinuta de cétre Oie si colab. [21], care afirma cd dezechilibrul metabolismului acizilor
grasi influenteaza extrem de mult consumul de oxigen, iar concentratiile plasmatice ridicate ale
AGL vor fi in detrimentul miocardului ce va fi afectat mai devreme sau mai tarziu de ischemie si

astfel pacientii vor prezenta o valoare FEVS mult mai mica fata de indivizii sanétosi [21].

MDA pmol’L
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Figura 3.2.5- Nivelul de malondialdehidd pentru cele doud loturi
La pacientii cuprinsi in cercetarea noastrd, nivelul de MDA a fost gasit semnificativ crescut
comparativ cu lotul control, valori ce sunt conforme cu alt studiu recent efectuat de catre Inoue si

colaboratori [22]. Ischemia miocardica conduce de cele mai multe ori la declansarea unui infarct



miocardic acut, asociat de cele mai multe ori cu o peroxidare lipidica intensa care este datorata in
principiu unui dezechilibru intre statusul antioxidant si cel prooxidant din cadrul celulelor [23]

Malondialdehida poate fi consideratd drept un predictor pozitiv pentru un posibil viitor
accident cardiovascular la subiectii care sunt diabetici, sau care au un istoric de boala
cardiovascular 1n familie [24].

In ceea ce priveste nivelele plasmatice ale proteinelor s-au inregistrat valori semnificativ
crescute la pacientii cu boald cardiovasculard pentru concentratia feritinei (p<0.001) (Figura
3.3.2).
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Figura 3.3.2 - Concentratia feritinei pentru cele doud loturi.

Feritina plasmatica a fost pozitiv corelatd cu nivelul plasmatic al LDL-ului, acest rezultat
putdnd indica posibilitatea implicdrii feritinei in procesul inflamatoriu postischemie, prin
capacitatea de a induce indirect oxidarea LDL-ului, care detine un rol esential in evolutia
aterosclerozei, iar acest lucru poate conduce la cresterea concentratiei de CRP la pacientii cu IMA
[25]

In ceea ce priveste capacitatea antioxidanti sustinuti de enzime s-a observant ca activitatea
lactonazica a PON1 (DHC) a fost semnificativ crescuta la pacientii cu BCV inclusi in studiul
nostru, acest aspect reprezintand un element de noutate si poate fi pusa pe seama faptului ca aceasta
activitate se afla in stransa legitura cu nivelele lipidelor plasmatice, pe care le poate influenta in
diferite situatii precum o boald coronariand arteriald [26]. Desi am observat o activitate
arilesterazicd mica a PON1 (PheAc) la acesti pacienti, este necesar sd mentiondm ca activitatea
lactonazica reprezinta cea mai specifica activitate a acestei enzime, fiind si cea care este influentata

de calitatea colesterolului HDL si direct implicatd in procesul antiaterosclerotic [27].
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Tabelul 3.4.1- Activitatile enzimelor antioxidante plasmatice si nivelele de albumind,

proteine plasmatice si acid uric pentru cele doud loturi incluse in studiu

Lot pacienti cu | Lot control Semnificatie
BCV n=19 n=14 statistica*

Acid uric (mg/dL) 6.67 £ 0.34 5.72 +0.39 n.s.

Albumina (g/dL) 5.76 + 0.068 6.18 £0.039 p<0.001
Proteine totale (g/dL) 8.79 £ 0.0098 9.69 £0.034 p<0.001
TEAC (mmol Trolox/L) 0.88 +£0.009 0.93+0.012 p<0.005
GAP (mmol/L) 0.475+0.029 | 0.578 £0.034 p<0.05
PON PheAc (U/L) 26942 £11.30 | 344.79+7.25 p<0.001
PON DHC (U/L) 100.00 + 8.096 | 94.58 £5.43 p<0.001

Datele sunt prezentate ca medie = SEM, diferente semnificative sunt considerate valorile p<0.05.

Scaderea capacitdtii antioxidante totale (TEAC) si a celei reziduale (GAP) la pacientii
inclusi in cercetarea noastra se poate datora unei concentratii crescute a specilor reactive de oxigen
(SRO), ce sunt neutralizate de componente antioxidante plasmatice (paraoxonaza, albumina,
acidul uric). Dovada cd existd concentratii crescute de SRO 1n plasma pacientiilor cu BCV din
studiul nostru a fost realizata prin cuantificarea nivelului malondialdehidei, consideratd ca fiind

markerul ce reprezinta fidel instensitatea peroxidarii lipidelor plasmatice, precum a LDL-ului.

Modificari biochimice eritrocitare la pacientii cu boala
cardiovasculara (BCYV)

Introducere
Scaderea activitatii antioxidante a enzimelor eritrocitare, cum ar fi CAT si SOD, poate fi

asociatd cu stresul oxidativ identificat in BCV. Radicalii liberi pot reactiona cu aceste proteine,
schimband astfel activitatea lor; de exemplu, H>O2, va inhiba SOD prin feedback negativ dupa ce
a fost produs de aceasta. Prin urmare, SOD necesitd o cooperare cu alte enzime care indeparteaza
H>0,, cum ar fi CAT si GPx [28].

Tot mai multe dovezi sugereaza ca arginaza joacd un rol important in reglarea functiei
celulelor vasculare intr-o varietate de boli cardiovasculare [29]. Cercetarile sustin ca activitatea
crescutd a arginazei va avea drept consecintd scdderea nivelului oxidului nitric (NO) asociatd de
cele mai multe ori cu disfunctie endoteliald vasculara [30]. Insa exista tot mai multe studii care
demonstreaza importanta NO in patogeneza BCV, inclusiv reglarea tensiunii arteriale, inhibarea

agregarii trombocitare, adeziune leucocitara, proliferarea celulelor musculare netede si oxidarea
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LDL, astfel ca nivele crescute ale nitritilor/nitratilor pot fi asociate cu tulburdri ale homeostaziei

endoteliului vascular [31].

Evularea activitatii antioxidante eritrocitare
Pentru cuantificarea tuturor parametrilor eritrocitari concentratiile, respectiv activitatile

enzimatice au fost raportate la g hemoglobina.

Comparand statusul antioxidant eritrocitar la pacientii cu boald cardiovasculara cu cel al
subiectiilor din lotul control apar modificari semnificativ statistice pentru activitatea catalazei (p<
0.001), glutation peroxidazei (p< 0.005) si capacititii antioxidante totale eritrocitare (p< 0.001)
conform Tabelului 4.4.1.

Tabelul 4.4.1- Activitatile enzimelor antioxidante eritrocitare $i capacitatea antioxidantd totald

eritrocitard
Lot pacienti cu | Lot control Semnificatie
BCV n=19 n=14 statistica*
Hb (g/dL) 13.022 £ 0.064 | 12.95+0.064 n.s.
GPx (Ul/g Hb) 28.60 £ 0.75 26.11 £0.04 p<0.005
CAT (Ul/g Hb) 210.76 £2.79 212.35+2.36 n.s.
Arginaza (Ul/g Hb) 1.17+£0.041 1.47 £0.031 p<0.001
SOD (Ul/g Hb) 755.37+£3.39 | 763.64 £ 14.13 n.s.
TEAC (uM/g Hb) 111.42 £0.31 113.43+0.17 p<0.001

Datele sunt prezentate ca medie = SEM, diferente semnificative sunt considerate valorile p<0.05.

In ceea ce priveste apararea antioxidanti eritrocitara oferita de alte enzime precum SOD si
CAT pacientii din studiul nostru au prezentat valori scazute ale activitatilor acestor proteine, insa
nesemificative din punct de vedere statistic. La acesti pacienti s-a observat o capacitate
antioxidanta totala eritrocitarda (TEAC) semnificativ redusd, aspect ce ar putea explica nivelul
tiolilor scdzut, precum si al enzimelor eritrocitare SOD si CAT, asa cum s-au evidentiat la subiecti
cu insuficientd miocardicd non-ischemica si cei cu siclemie [32][33].

De remarcat este faptul ca activitatea arginazei a fost semnificativ scazutd la pacientii cu
BCV, reprezentand un paradox al acestei enzime ale cdrei concentratii eritrocitare crescute au fost
asociate cu progresia aterosclerozei, insotitd de inflamatie [29]. Scaderea acestei activitati la
pacientii cuprinsi in studiul nostru reprezintd un element de noutate care poate fi explicat pe seama
faptului ca acest proces poate reprezenta un raspuns adaptativ al eritrocitelor impotriva disfunctiei
endoteliale [34]. De altfel datorita acestei disfunctii endoteliale din cadrul bolilor vasculare se

poate justifica prezenta corelatiei directe semnificative ce s-a stabilit intre arginaza si FEVS,;
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functia miocardica fiind alteratd va influenta forta de pompare a inimii care va scade, in ciuda

faptului ca se incearca pastrarea integritétii endoteliului vascular de cétre arginaza.

Tabelul 4.4.2- Valorile concentratiilor eritrocitare ale malondialdehidei, tiolilor si
nitritilor/nitratilor

Lot pacienti cu | Lot control Semnificatie
BCV n=19 n=14 statistica*

MDA (mM/g Hb) 0.88 £ 0.006 0.90 + 0.006 n.s.

Tioli neproteici (nM/g Hb) 28.03 £ 0.31 29.93+0.4 p<0.001
Tioli totali (uM/g Hb) 2.97+0.97 3.97+0.92 p<0.001
NO; (uM/g Hb) 8.08+0.15 7.57+0.10 p<0.05
NOs (uM/g Hb) 9.87+0.37 8.37 £ 0.45 p<0.05
NO2+NO; (uM/g Hb) 19.68 +£0.75 15.83 £0.39 p<0.001

Datele sunt prezentate ca medie = SEM, diferente semnificative sunt considerate valorile p<0.05.

La pacientii cu boald cardiovasculard s-au Inregistrat valori semnificativ scazute ale tiolilor
atat neproteici (28.03 = 0.31 nM/g Hb) cat si a celor totali (2.97 + 0.97 uM/g Hb) comparativ cu
subiectii din lotul control (29.93 + 0.4 nM/g Hb, respectiv 3.97 + 0.92 uM/g Hb) (p< 0.001).
Pacientii au prezentat valori semnificativ crescute ale nitritilor (NOz) (8.08 + 0.15 pM/g Hb),
precum si ale nitratilor (NO3) (9.87 £ 0.37 uM/g Hb) fata de lotul de control (p< 0.05).

Concentratiile eritrocitare scazute ale tiolilor neproteici, dar si a celor totali au fost asociate
cu efectul intensiv al stresului oxidativ asupra moleculelor proteice in timpul reperfuziei la
subiectii cu boald coronariand acuta. Stresul oxidativ poate modifica fosfolipidele si proteinele
membraneli eritrocitare, efectul acestora fiind tradus prin modificari ale permeabilitatii membranei
eritrocitare. Deoarece este bine cunoscut faptul cd glutationul redus detine activitate antioxidanta,
nivelele eritrocitare reduse ale tiolilor la pacientii cu boald cardiovasculard pot fi asociate cu
perioadele de ischemie/reperfuzie, aspect evidentiat si de catre studiul nostru [35].

Asadar am efectuat corelatii intre nivelele tiolilor neproteici si GPx, precum si intre tiolii
totali eritrocitari si GPx, observand ca nivelele de tioli liberi sunt corelate pozitiv cu activitatea
GPx, explicand faptul cd la apararea antioxidantd participd mai mult tiolii neproteici, fiind mai
usor de mobilizat datoritd moleculelor mai mici [36]. Pe langa aceasta s-a observat o corelatie
inversd semnificativd Intre activitatea GPx si tiolii totali ce cuprind atat tiolii liberi cat si cei
proteici, sugerand faptul ca exista posibilitatea ca proteinele ce contin numeroase resturi de cisteind

sa fie tinta atacului oxidativ al SRO [37]
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Figura 4.4.10- Concentratiile nitritilor si nitratilor eritrocitare, precum si corelatiile acestora
cu fractia de ejectie
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Nivelele nitritilor si nitratilor la pacientii inclusi in cercetarea noastra au fost semnificativ
crescute comparativ cu subiectii sdndtosi, in ciuda activitatii reduse a arginazei, implicatd in
producerea de NO. Acest efect poate fi explicat prin faptul ca inhibarea arginazei postischemie va
duce la stimularea oxid nitric sintetazei (NOS), cele doud enzime avand drept substrat comun L-
arginina. Odatd activatd NOS, daca nu dispune de tetrahidrobiopterind (BH4), va produce NO in
exces care va fi orientat spre sinteza de nitriti si nitrati, implicati in accelerarea peroxidarii lipidice
membranelor eritrocitare [38][39].

Din cauza perturbérii homeostaziei eritrocitului, se va perturba si echilibrul endoteliului
vascular care automat va duce la disfunctia acestuia, alterand si fractia de ejectie a miocardului,
aspect relevat si de catre studiul nostru. Astfel s-a observat ca nivelele nitritilor si ale nitratilor s-
au corelat negativ cu fractia de ejectie, sugerand ca reducerea capacitatii miocardului poate fi si

datorita nivelului de specii reactive de azot ce contribuie la alterarea functiei endoteliale [39].
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In cadrul studiului nostru pacientii cu boald cardiovasculard au prezentat concentratii
plasmatice reduse ale acizilor grasi liberi, aceste molecule fiind mobilizate cétre refacerea
membranelor cardiomiocitelor aflate in reperfuzie. De asemenea reducerea nivelul acizilor
grasi circulanti poate fi asociata cu un declin al functiei cardiace sistolice, ce influenteaza
extrem de mult consumul de oxigen si astfel pacientii vor prezenta o valoare a FEVS mult
mai mica fata de indivizii sanatosi.

Pacientii cu BCV au prezentat o deficienta de carnitind, cu rol antioxidant si de transport
al acizilor grasi, fapt evidentiat de nivelele plasmatice reduse ale moleculelor de carnitind
(Carnitina libera, Carnitina totala si AcilCarnitind).

Nivelul feritinemiei crescut la pacientii cu BVC s-a corelat semnificativ negativ cu FEVS,
aspect ce sugereaza faptul cd inflamatia endoteliului vascular (monitorizatd prin
intermediul acestui parametru) poate fi asociatd cu reducerea functiei de pompare a
miocardului (FEVS)

Scédderea activitatii arilesterazice a PON1 la pacientii cu BCV din cercetarea noastra se
poate datora accentudrii catabolismului acestei proteine, care a suferit modificari in urma
ischemiei produse la nivelul miocardului,

Activitatea lactonazicd a PON1 este crescutd comparativ cu cea arilesterazicd, fiind mult
mai specifica; aceastd activitate oferd o mai buna acuratete cu privire la protectia sa asupra
moleculei de HDL si ale efectelor antioxidante pe care le manifesta.

Pacientii au prezentat capacitate antioxidantd totald (TEAC) plasmatica si eritrocitara
scazuta si nivel crescut plasmatic al malondialdehidei (MDA), explicate pe baza faptului
cd existd o apdrare antioxidantd intensa asiguratd de componente plasmatice, aspect ce va
duce la destabilizarea protectiei impotriva speciilor reactive de oxigen.

Pacientii cu boald cardiovasculara inclusi n cercetarea noastrd pe langa nivele eritrocitare
ale tiolilor (-SH) semificativ reduse au prezentat si o corelatie pozitiva cu fractia de ejectie
(p<0.001), sugerand ca odatd cu scaderea apararii antioxidante oferitd de tioli scade si
capacitatea de pompare a miocardului (FEVS).

Nivelele eritrocitare tiolice reduse corelate invers cu activitatea GPx (glutation
peroxidazei) poate sugera ca existd un raspuns antioxidant enzimatic eritrocitar accentuat

oferit de catre GPx la efectele generate de perturbarea metabolismului moleculelor tiolice.
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+ Activitatea arginazei a fost semnificativ scazutd la pacientii cu BCV (p<0.05) si acest

mecanism poate fi explicat pe seama faptului ca poate reprezenta un raspuns adaptativ al

eritrocitelor in conditii de ischemie.

Nivelele nitritilor si nitratilor la pacientii inclusi in cercetarea noastra au fost semnificativ
crescute comparativ cu subiectii sdnatosi, in ciuda activitatii reduse a arginazei, efect
explicat prin faptul ca inhibarea arginazei postischemie poate conduce la stimularea oxid
nitric sintetazei (NOS) decuplata, ce va produce NO in exces; NO va fi directionat catre
sintezd de nitriti si nitrati, implicati in accelerarea peroxidarii lipidice membranelor

eritrocitare.
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