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Evaluarea stresului oxidativsi sistemelor antioxidante in
bolile cardiovasculare

Oxidative stress and antioxidant systems evaluatiomm cardiovascular
disease

Elena Bobescu

Universitatea , Transilvania” Braov, Facultatea de Medicif) Catedra de medicihinterni

Rezumat

Bolile cardiovasculare sunt principala calide mortalitatesi morbiditate in lume. Ateroscleroza la ni-
vel coronarian are ca expresie cligiboala cardiag ischemi@ manifestai ca angir stabilz, angini instabilz,
infarct miocardic acut sau moarte subitAceasta impune o mai bhugunoatere a mecanismelor moleculagie
metabolismul celular al miocardului. In conide Tn care patogeneza aterosclerozei este exjlipain ipoteza
disfungiei endoteliale datorate raspunsului complex laegune, rolul stresului oxidatiy al sistemelor antio-
xidante in bolile cardiovasculare reprezinin subiect de cercetare fundamedtgil clinica. Disfungia endote-
liala poate fi realizal de ageri virali si microbieni expunerea la toxine, nivele inalte mletaboliilor sau fac-
tori mecanici. Leziunile pot fi agravate de stralmetabolice cum sunt hiperglicenighipercolesterolemiai
de stresul oxidativ. Factorii majori de risc cardamcular prin intermediul mediatorilor ce apar caspuns la
aceti factori de risc - oxLDL, proda de glicare avansat angiotensina Il, TNé& - stimulez la nivelul endoteli-
ului vascular sistemele enzimatice si neeenzimadisgunzatoare de generarea speciilor rective alegexului.
Biomarkerii stresului oxidativ sufiiomarkeri de deplge antioxidang si markeri specifici: prodsi de peroxida-
re lipidica si produsi de degradare oxidativa proteinelorsi a ADN. Peroxidarea lipidelor este un proces com-
plex prezent din faza de jigre a aterosclerozeii se desfsoara in multiple stadii. Metodele de determinare a
peroxidirii lipidelor pot fii indirecte prin determinareaiprderilor de substrat sau directe prin determinange-
roxizilor care se pot realiza prin evaluarea tatadau pariald. Imposibilitatea okinerii unei metode ideale de
determinare a peroxitfii lipidice a impus evaluarea compléxa stresului oxidatiyi perfeginarea metodelor de
determinare a activdtfii antioxidante totale a plasmei serului uman.

Abstract

Cardiovascular disease are the major cause of afityt and morbidity in the world. Clinic expresgio
of atherosclerosis is coronary heart disease —Istalngina, unstable angina, myocardial infarctiomdasudden
cardiac death. All these involve a great need fesearch in celular myocardial metabolism and mdkrcu
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mechanisms. The role of oxidative stress in casioular disease was evaluated by both experimantklini-
cal studies. In this context the most acceptedlierasclerosis is hypothesis of endothelial disfiemcbecause
of multiple agression factors. Endothelial disfunnticould be produced by mechanic, viral or bactefaators,
toxic exposure, high level of metabolites, turbtuldood flow, all this aggresion are followed byhatosclerosis.
These atherosclerotic lesions could be agravatechbtabolic stress — hyperglicemia and hyperchotekmia
and oxidative stress. Mediators produced in respalasmajor cardiovascular risk factors includingvashces
glycates end-products, LDL and ox-LDL, angiotedband cytokines such as TNFstimulate generation of re-
active oxigen species at endotelial level by detgrof enzymatic and non-enzymatic sources. Oxelatress
biomarkers are biomarkers of antioxidants depletiord specific markers: lipid peroxidation produgbsptein
and ADN oxidative degradation products. Lipid pedation is a complex process, started from the hegiof
atherosclerosis. Peroxide assay could be loss loftsate and total or partial peroxide measuremeirtgossi-
bility to obtain an ideal assay to determinatadiperoxidation was followed by complex evaluatémxidative
stress and development of total antioxidant agtiassays.

Bolile cardiovasculare sunt principala rilor ce apar caaspuns la acgi factori de risc —
cauz de mortalitatesi morbiditate Tn lume. oxLDLY, prodyi de glicare avansatangioten-
Ateroscleroza la nivel coronarian are ca expre- sina ll, TNFo, - stimulez la nivelul endoteliu-

sie clinia boala cardiacischemi@ manifestat lui vascular sistemele enzimatice si neeenzimas-

ca angifl stabik, angiri instabik, infarct mio- tice rispunzatoare de generarea speciilor rective
cardic acut sau moarte subitAceasta impune ale oxigenului (SRO): ciclooxigenaze, lipooxi-
0 mai bui cunogtere a mecanismelor molecu- genaze, Citocrom P450, NAD(P)H oxidaza,
lare si metabolismului celular al miocardului a  xantin oxidaza, latul respirator la nivel mito-

carui afectare ischemicreprezini patologia cu condrial, NO sintetaz&' si epuizeaZ sisteme-
cel mai mare impact asuprairit de sinatate a le endogene de amare antioxidarit— enzimati-
populdiei adultesi varstnicé. ce: superoxid-dismutaze, catalaze, glutation pe-
In condiiile In care patogeneza ateros- roxidaze si neenzimatice: glutatiamfocoferol,
clerozei este explicatprin ipoteza disfunei ascorbat. SRO devin astfel al doilea mesager
endoteliale datorate dspunsului complex la transmiand semnale extracelulare care module-
agresiune, rolul stresului oxidatyv al sisteme- azi expresia genelor implicate in bolile cardio-
lor antioxidante in bolile cardiovasculare repre- vasculare, cum sunt cele ale moleculelor de
zinta un subiect de cercetare fundamentsl adeziune, gene proliferative, citokine, metalo-
clinicat® . Disfunaia endotelial este rezultatul proteinazé’.
agresiunii prin ageanvirali si microbieni (Her- Generarea SRO este 0 consgcame-

pes virus, Citomegalovirus, Chlamydia pneu- tabolismului aerob. Stresul oxidativ este definit
monie, Helicobacter pylori), expunerea la toxi- ca situgia in care se produce un dezechilibru

ne (fumul detigard), nivele nalte ale metaboli- intre produda de specii reactive ale oxigenilui
tilor ( glucoza, homocisteina), factori mecanici SRO respectiv specii reactive ale azotului
- fluxul turbulent de sénge la bifunca artere- (SRN) si apararea antioxidagit Speciile reacti-

lor, accentuat de valori Tnalte ale tensiunii arte- ve ale oxigenului includ radicali liberi ai oxige-
rialet. Leziunile pot fi agravate de stresurile me-  nului: superoxid(Q), hidroxil, (OH*), peroxil

tabolice cum sunt hiperglicemsa hipercoleste- (RO,*), Alkoxil (RO*), hidroxiperoxil(HO,*)
rolemiasi de stresul oxidativ. Factorii majori de dar si non-radicali derivé din oxigen: peroxid

risc ca_rdlovascular — dislipidemia, hlpeirte_nsm- de hidrogen (£D,), acidul hipocloros (HOCI),
nea, diabetul zaharat, fumatul, varsta Tnaintat ) . o
ozonul (Q), oxigen singlet Ag), peroxinitrit

stresul psihigi fizic, prin intermediul mediato-
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(ONOO). Un radical liber este definit ca o spe-
cie reactid care are capacitatea de exigian-
dependerit si contine unul sau mai mtilelec-
troni nepereche. Un electron nepereche este un
electron ce ocupsingur un orbital atomic sau
molecular. Existefa unuia sau mai multor elec-
troni nepereche, conferradicalilor liberi un
grad variabil de reactivitate dependent de struc-
tura chimi@?’.

Speciile reactive ale oxigenului sunt
implicate in patogenia a peste 100 de @iec
ale speciei umane, prin agresiune asupra tuturor
tipurilor de biomolecule - ADN, proteine, car-
bohidrati, lipidesi asupra metabolismului celu-
lar fara a se putea preciza care g#téa primag
a stresului oxidativ deoarece degnacle ADN
apar Tnainte de modifici detectabile ale pero-
xidarii lipidelor si degradrilor oxidative protei-
ce — acestea fiind dependente de sensibilitatea
metodei de determingre

Agresiunea la nivel celular inclusiv la
nivelul celulei miocardicsi endoteliale este ur-
mat de:

- eliberarea acidului arahidonic, forma-
rea peroxizilor (prin activarea lipooxigenaze-
lor, ciclooxigenazelor);

- descompunerea peroxizilor
peroxil/alcoxil radicali realizand inerea si
propagarea peroxidi lipidice si degradarea
proteinelor membranare de vecinatate;

- inactivarea prin prodii de peroxida-
re lipidica- peroxil/alcoxil radicali, aldehide (in
special hidroxinonenal-HNE) a receptorilor ce-
lulari de suprafata pentru hormoni, citokine, en-
zimelor implicate in metabolismul celular —
glucozo-6-fosfataza, glicerol-3-fosfat-acil tran-
sferaza-si In meninerea balagei ionice tran-
smembranare - GaATP-aza din reticulul en-
doplasmic, Ng K* ATP-aza&’,

- oxidarea grufirilor -SH ale canalelor
transmembranare bogate in metiahpnn pro-
dusii de peroxidare lipidig- peroxil/alcoxil ra-
dicali;

n

- eliberarea ionilor metalici din situsuri-
le de depozit (Fe,Cw) stimuland conversia
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H,O, la OH*, a peroxizilor lipidici la
RO,*/RO* si reacii de autooxidar¥;

- eliberarea proteinelor hem din mio-
globim, hemoglobi#, citocromi; proteinele
hem reationeaz cu peroxizii stimuland agresi-
unea prin radicali liberi (dacperoxizii sunt in
exces)si elibereaz Fe**si hem care descompun
peroxizii in RQ*/RO*,;

- interagiunea cu sistemul de aare
antioxidani: consumarea GSHi ascorbatului
din celulesi consumarea ascorbatului din flui-
dele extracelulat&

- conversia xantin-dehidrogenazei in
xantin-oxidaZ in tesuturi, cu producerea efec-
telor sistemice, cggerea nivelului hipoxantinei
conducand la intreruperea metabolismului ener-
getic?,

- leziuni mitocondriale, accentuarea
scurgerilor de electroni cu formareg*Q

- cresterea C#& intracelular cu stimula-
rea nucleazei- Calependentesi nitric-oxid-
sintetazei Cd/calmodulin- dependente elibe-
rand mai mult NO cu formarea ONOO

Biomarkerii stresului oxidativ surigio-
markeri de depl& antioxidani: status antioxi-
dant total; antioxidam specifici; specii antioxi-
dante derivate ex: radical ascorbat, pxpdie
oxidare ai acidului uricsi markeri specifici:
prodwi de peroxidare lipidig : peroxizi, oxiste-
roli, lipide clorinate sau nitrate, malon-dialdehi-
da(MDA), hidroxi-nonenal (HNE), aldehide,
izoprostani, izoleucotriene; progide degrada-
re oxidatia a proteinelor: formare de carbonil,
aldehide, oxidare de tirozintriptofan, histidi-
na, metionird, lisina, leucira, izoleucirs, valin,
nitrare sau clorinare de tirozintriptofan, for-
marea de protein-peroxizi sau hidroxizi; preidu
de degradare oxidativa ADN - baze oxidate Tn
celulesi urind; baze nitrate sau dezaminate in
celulesi urind; baze legate de aldehide in celule
si urina“.

Peroxidarea lipidelor este un proces
complex prezent din faza detiere a ateroscle-
rozei si se desfsoard in multiple stadii. Multe
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tehnici sunt disponibile pentruasurarea nive-
lului de peroxidare a membranelor lipidice, li-
poproteinelorsi acizilor grai. Fiecare tehnic
masoa# un anumit componeni nici o0 metod
nu poate risura cu acurate peroxidarea lipi-
delor in ansambh*2

Metodele de determinare a peroxidrii li-
pidelor:

A. Metode indirecte prin determinarea
pierderilor de substrat - analiza acizilor gra
prin cromatografie in gaz (GC) sau cromatogra-
fie de inald performami in lichid (HPLC). De-
terminarea pierderilor de acizi granesaturé
este utii pentru evaluarea peroxid lipidice
stimulate de anumi prooxidani. Peroxidarea
lipidelor produce pierderi de lami de acizi
grasi astfel incat rissurarea ratei peroxidi se
suprapune n principiu ratei de pierdere a acizi-
lor grasi. Sistemul studiat trebuie $ie descom-
pus (lipidele extrase din celule sau lipoproteine)
si lipidele trebuie & fie hidrolizate pentru a eli-
bera acizii grai care pot fi misurai prin HPLC
sau converti in produyi volatili si separd prin
gaz-lichid cromatografie (GL®

B. Metode directe de determinare tatal
sau patiala a peroxizilor cantitatea de peroxizi
prezend la un moment dat in timpul peroxid
fiind dependerit nu numai de rata de tiere a
peroxidirii ci si de viteza de descompunere a
peroxizilor in afi produsi”.

1. Determinarea concentig de iod -
una din cele mai vechi metode nespecifice de
determinare a peroxixilor lipidici care oxidéaz
I-la I,(ROOH + 21 + 2H — |_+ROH+H,0). Tn
prezena excesului de lonul |, poate fi nisu-
rat la 358 nm (D, si peroxizii proteici pot
oxida t si 1,). Nivelul normal in plasma uman
este 2,1-4,aM.

2. Oxidarea ionului feros detectatu
xilenol-orange (FOX) - metadde determinare
a peroxizilor LDL. Peroxizii oxidedz Fe&* la
Fe* detectat cu xilenol orange cu modificarea
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absorhiei la 560 nm. Prin acedsinetod se pot
detecta HO, si peroxizi proteici.

3. Determinarea glutation peroxidazei
(GPX) - GPX nu ationeaz asupra acizilor gra-
si din membrane sau asupra lipidelor LDL)
-GPX readoneaz cu HO, si peroxizii organici
oxidand GSH la GSSG. Adgarea de glutation
reductaz si NADPH pentru a reduce GSSG la
GSH determia consumarea stoichiometiia
NADPH. Alternativ GSSG poate fi determinat
direct prin HPLC. Valorile normale ale nivelu-
lui plasmatic de peroxizi sunt de Ml 8.

4. Determinarea ciclooxigenaza (COX)
— determinarea ratei oxidi COX stimulat de
acid arahidonic prin urmele de hidroperoxizi li-
pidici - misoa# urme de peroxizi in fluide bio-
logice — valori normale ale nivelelor plasmatice
~0,5uM ¢,

5. Degradarea peroxizilor cu ajutorul
hem-ului (dug separarea HPLC) - hem-gi
proteinele cu hem descompun peroxizi lipidici
cu formarea izoluminolului, care produce lumi-
niscena.

6. Cromatografia Th gaz (GG) spec-
trometria de mas (MS) pentru determinarea
peroxizilor lipidici (aldehide, izoprostani, pero-
xizi de colesterol / esteri de colesterol) -peroxi-
Zii sunt extrai, redui la alcooli, separa prin
GCsi identificati prin MS7.

C. Metode diverse cu aplicabilitate re-
dusi datoriti complexititii tehnicilor de deter-
minaresi cuantificare a rezultatelor.

1. “Spin traping” metod de determi-
nare prin interceptarea radicalilor intermediari
in readii in lant (radicali RO, RQ,*)

2. Emisie de lumih - peroxizii lipidici
(oxigen singlet, carbonil excitat) emit de nivele
reduse de chemiluminiscgina cror intensitate
este propaionali cu concentndga de radicali li-
berisi intensitatea stresului oxidativ.

3. Conjugarea dienelor. Oxidarea acizi-
lor grai polinesaturd (PUFA) este insita de
formarea dienelor conjugate cu absa@tule lu-
mina ultraviolel (UV) in intervalul 230-235
nm. Aceast metodi este utid Tn studiile pe lipi-
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de purssi lipoproteine izolaté?.

D. Evaluarea prodilor finali de pero-
xidare lipidic

1. Testul acidului tiobarbituric (TBA)
este unul dintre cele mai vechi teste in vitro
pentru determinarea peroid lipidice masu-
rand malondialdehida (MDA) lib&r De fapt
MDA este format numai in mié@ parte prin pe-
roxidarea lipidelor cea mai mare parte pro-
venind din peroxidarea microzomilor hepatici
in prezerma girurilor de Fe. MDA se produce
prin peroxidarea PUFA cu mai mult de dou
duble legturi, cum sunt acidul linolenic, arahi-
donicsi docosahexaenoic. MDA se poate forma
si prin metabolismul eicosanoidelor.

MDA reagioneaz in testul TBA for-
mand un produs colorat roz Tn mediu acid, care
absoarbe lumina la 532 nm. Rapoarte recente au
demonstrat £ MDA este puternic genotoxic,
carciogeneticsi mutagenic. Absoria la 532
nm este nespecificpentru TBA-MDA, nume-
rosi alti prodwi avand varful de absotie la
acesi lungime de un@l Mai specifié este fluo-
rescema (553 nm i determinarea diresta
MDA prin cromatografie de Tnaltperformars
in lichid (HPLC) sau cromatografie in gaz -
spectrometrie de magGC-MS). Un alt incon-
venient este acelaadMDA libera in vivo este
rapid metabolizat

2. lzoprostani - peroxidarea PUFA

produce un amestec complex de izomeri de
prostaglandia. Tesuturile animalesi fluidele
corpului (inclusiv urina) cogm cantiéti mici de
izoprostani-E rezultai din peroxidarea acidului
arahidonic din fosfolipide. Nivelul csge in
condtii de stres oxidativ de exemplu in plasma
si urina fumitorilor. Au mai fost descgi izo-
prostani E si D, izotromboxanisi izoleukotrie-
ne. Peroxidarea PUFAtaldecat acidul arahi-
donic produce compu izoprostani-like. Izo-
prostanii din urid ar putea fi astfel un marker
al peroxidirii pentru intregul organism.

Nici una din metodele enumerate nu re-
prezint metoda ideal de evaluare a peroxidi
lipidelor. Cele mai specifice metogiecele mai
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greu accesibile sunt cromatografie de mpér-
formana in lichid (HPLC), cromatografie in
gaz - spectrometrie de maafGC -MS) sau de-
termiréri de anticorpi ai proddilor individuali:
4-hidroxi-2-nonenali (HNE), izoprostani sau
peroxizi, fiind preferat utilizarea simultai a
doua sau mai multe metodle

Produii individuali ai peroxidirii lipi-
dice pot fi determin@ si prin metode colorime-
trice:
® hidroperoxizii linoleatului de colesterin deri-
va din autooxidarea linoleatului de colestegol
cuprind un amestec racemic de esteri de coles-
terol care au fost extgiadin leziunile ateroscle-
roticesi s-a afitat ¢ sunt prodsi prin oxidarea
catalizali de Cd* a LDL. Hidroperoxizii esteri-
lor de colesterol pot fi transfegrale pe LDL pe
HDL si transport#é de latesuturi la ficat.
® 7-hidroperoxicolesterol este un marker al
oxidarii LDL, fiind unul din cei mai stabili hi-
droxiperoxizi observin placa aterosclerotic
® 4-hidroxinonenal (4-HNE) este un produs al
peroxidrii lipidice derivat din acizi grd ome-
ga-6 polinesatutacum estesi acidul arahido-
nic. 4-HNE exerch efecte biologice ca citoto-
xicitatea, inhibarea activitii factorului de cre-
tere, genotoxicitateai activitatea chemotacti-
cas,

Cresterea genearii ROS/RNS in vivo
poate conduce la depi® unuia sau mai multor
antioxidani. Pierderea antioxidaior indivi-
duali (cum sunt ascorbatul sau GSiHyenera-
rea prodgilor lor de oxidare (radical ascorbil,
GSSG sau alantoina) pot fiasurate ca index al
stresului oxidativ. Deplé&a antioxidani nu de-
termind obligatoriu disfungi sau leziuni oxida-
tive si poate fii urmai de stimularea mecanis-
melor de aprare?.

Imposibilitatea obnerii unei metode
ideale de determinare a peraid lipidice si a
degradrii oxidative a proteinelogi ADN au
impus evaluarea compl@&xa stresului oxidativ
si perfegionarea metodelor de determinare a
activitatii antioxidante totale a plasmeii seru-
lui uman.
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Metode de determinare a actividitii anti-
oxidante totale

1. Metoda TRAP (total peroxyl radical
trapping antioxidant parameter) deteripero-
xidarea lipidelor endogene sau exogene in flui-
dele biologice prin expunerea la azomtori;
poate fi aplicat tuturor fluidelor, poate #sura
preluarea de QOde dtre electrodul de oxigen

sau detecta RO direct de exemplu prin chemi-

luminescem; poate fi utilizak pentru a studia
antioxidanii ca epuratori de RQ; poate folosi

proteine cginta masurand formarea de carbonil
proteic sau inactivarea enzimatierin RQ,".

2. Metoda Phycoerytrin - pricipiul me-
todei: reada cu RQ*(sau OH) determi pi-

erderea fluorescesi; metoda folosge de obi-
cei emisia la 565 nm, excita la 540 nm; phi-
coerytrin este o proteirfotosintetizai in algele
rosii contindnd 34 grupuri prostetice tetrapirol
legate covalent conferind absori@mmaxini la
372, 497, 566 nrgi fluorescema maxin la 578
nm.

3. Metoda-ABTS (2, 2zinobis 3-etil-
benzotiazoline-6-sulfonat): ABTS este oxidat la
un radical cation ABTS* cu metmioglobinai
H,O, cu absorbagd la 660, 734i 820 nm; me-

toda rapidi, rapid automatizaf masurarea la
lungime de undlinalé evita interferena cu cele
mai multe biomolecule; poate fi aplidda LDL
de aceea este metoda cel mai des faldsit
evaluarea clini¢ a stresului oxidativ. Este me-
toda folosit pentru determinarea statusului an-
tioxidant total care cuprinde toate componentele
biologice cu activitate antioxidant Principiul
metodei congtin incubarea ABTS[2, 2azino-
bis (3-etilbenzotiazoline-6-sulfonat)] cu o pero-
xidazi - metmioglobinasi H,0, pentru a produ-
ce radicalul cation ABTS". Acesta are o culoa-
re verde-albastru stabilcare este #surat la
600 nm. Antioxidatii din proba adugat deter-
mina supresia acestui produs colorat cu un grad
propotional cu concentta lor 2.

4. Metoda FRAP (abilitatea de reducere
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a Fe) - determihabilitatea antioxidaiior plas-
matici (vitamina E, urat, ascorbat, dar nu albu-
mina) de a reduce Fe. (Ill) la #da pH sézut;
rapid automatizat masoat reducerea abilitii

de a epura radicalii liberi.

in toate aceste metode un radical este
generati epurat de dtre antioxidagi. Cand au
fost epuizate sistemele antioxidante radicalul
reagioneaz cu o molecu tinta pentru a produ-
ce culoare, fluoresceh) chemiluminesces, pi-
erdere sau gfigare de semnal de rezoman
spin de electroni, sau alte modificobservabi-
le. Celelalte metode sau dezvoltat folosind va-
riate surse de radicali libegi diferite tipuri de
detectori de moleculés.

Sistemul de afrare antioxidarit are
multe componente. O deficigina oricirei com-
ponente poate reduce a statusului antioxidant
total al individului. Metodele de determinare a
capaciitii antioxidante totale in lichidele biolo-
gice sunt utile Tn @surarea activittii antioxi-
dante relativesi a modificarilor aparute in con-
ditii clinice. Cand ROS/RNS sunt gengran
vivo intervin muti antioxidani. Importarta lor
depinde de ROS/RNS gengyanodul de gene-
rare, loculsi tinta agresiunii oxidative
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