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Rezumat 

Obiectiv. Toluen diizocianatul (TDI) este o cauză de astm ocupaţional. 
Scopul studiului a fost să evalueze nivelul stresului oxidativ sistemic în expunerea 
experimentală la izocianați. 

Material şi metodă. A fost utilizat un model de expunere experimentală la              
TDI la şoareci, timp de 10 zile. Pentru studiu au fost utilizate patru grupuri (n=12): 
un grup control negativ, cu sensibilizare cutanată şi provocare intranazală cu ser 
fiziologic; un grup AUM, cu sensibilizare şi provocare cu solventul utilizat pentru 
TDI; un grup TDI, cu sensibilizare şi provocare cu TDI; un grup TDI plus trolox (20 
mg/kg/zi i.p.). În ziua a 11-a s-a recoltat sânge prin puncţie cardiacă. Stresul oxidativ 
a fost evaluat prin determinarea malondialdehidei (MDA), proteinelor carbonilate 
(PC), tiolilor totali (tSH) şi glutationului seric (GSH). 

Rezultate. TDI a determinat o creștere a MDA, PC şi tSH şi o reducere a GSH. 
Solventul nu a influențat nici un parametru. Troloxul a redus PC şi a crescut GSH.

Concluzii. Expunerea experimentală a şoarecilor la TDI a determinat stres 
oxidativ sistemic, iar Troloxul a scăzut nivelul stresului oxidativ sistemic.

Cuvinte cheie: izocianaţi, astm bronşic, stres oxidativ, trolox. 

STUDY OF OXIDATIVE STRESS MARKERS IN EXPERIMENTAL 
EXPOSURE  TO  ISOCYANATE  

Abstract 
Aim. Toluene diisocyanate (TDI) is a frequent cause of occupational asthma. 

The aim of this study was to evaluate the systemic oxidative stress in experimental 
exposure to TDI.

Methods. An experimental model of mice exposure to TDI was used for 10 days. 
The study groups (n=12) were: a negative control group with skin sensitization and 
intranasal challenge, performed with saline; a group with sensitization and challenge 
with the solvent; a group with sensitization and challenge with TDI; a group with 
TDI and trolox (20 mg/kg /day ip). On the 11th day, blood was collected by cardiac 
puncture, and oxidative stress was assessed by malondialdehyde (MDA), carbonylated 
proteins (CP), total thiols (TSH) and serum glutathione (GSH). 

Results. TDI increased MDA, PC and TSH and reduced GSH. The solvent did 
not influence any parameter. Trolox reduced PC and increased GSH. 

Conclusions. Experimental exposure of mice to TDI caused systemic oxidative 
stress and Trolox lowered the systemic oxidative stress.
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Introducere 
Toluen diizocianatul (TDI) este cea mai frecventă 

cauză de astm ocupaţional în ţările în curs de dezvoltare. 
Expunerea la izocianați în mediul industrial a crescut 
semnificativ pe măsura creșterii utilizării acestor substanțe 
în tot mai multe domenii industriale [1-3]. Mult timp s-a 
considerat că principala cale patogenetică de sensibilizare 
la izocianați este calea respiratorie, care duce la apariția 
astmului. Practica a demonstrat însă că metodele de redu-
cere a expunerii aeriene la izocianați nu au redus cores-
punzător proporția de indivizi sensibilizați la izocianați. În 
plus, s-a constatat că astmul indus de izocianați a apărut 
și la persoane care lucrau într-un mediu cu nivele scăzute, 
greu detectabile de izocianați în atmosfera locurilor de 
muncă. Aceste observații au sugerat existența unei alte 
căi de sensibilizare la izocianați. Studii experimentale și 
umane au demonstrat că expunerea cutanată la izocianați 
este un factor de risc semnificativ pentru sensibilizarea la 
izocianați [4,5]. Pornind de la aceste constatări, în ultimii 
ani au fost efectuate studii de medicină ocupaţională care 
au demonstrat legătura dintre sensibilizarea la izocianați 
prin expunere cutanată și astm [6,7]. 

Mecanismele patogenice sunt incomplet cunoscute 
şi nu există metode de testare serologică. Deoarece afec-
tarea permanentă a funcţiei pulmonare a fost observată 
pe termen lung, chiar şi după întreruperea expunerii, 
dezvoltarea unor biomarkeri pentru identificarea subiecţi-
lor sensibili din rândul celor expuşi este esenţială [8,9].

În astmul indus de izocianați au fost identificate 
două tipuri de mecanisme. Aproximativ 10-30% din cazuri 
prezentau hipersensiblitate de tip I la izocianați. Majorita-
tea subiecților însă nu aveau imunglobuline E specifice 
la izocianați, mecanismul fiind hipersensibilitate non-
imunglobulin E-dependentă. Legătura dintre sensibilizarea 
cutanată și astmul la izocianați o reprezintă un proces 
de sensibilizare sistemică, în care are loc o activare a 
macrofagelor în calitate de celule prezentatoare de antigene 
[6,10-13]. Anumite aspecte ale acestui mecanism au fost 
identificate, dar detaliile sunt încă insuficient cunoscute. 

În procesele de sensibilizare sistemică, indiferent 
de substanța implicată, este stimulată sinteza de specii 
reactive ale oxigenului (SRO), în calitate de molecule 
efectoare. În astmul indus de izocianaţi s-a constatat 
că procesul inflamator pulmonar este dependent de 
stresul oxidativ. Pe de altă parte, studiile care au analizat 
reactivitatea diizocianaţior în organism au constatat că 
aceştia pot reacţiona cu grupările -OH, -SH şi -NH2 din 
proteinele endogene, se pot lega de glutation (GSH), unul 
dintre antioxidanţii pulmonari importanţi. Experimental       
s-a evidenţiat că GSH are efect protector în astmul 
alergic [2,11].

Din aceste motive, scopul studiului a fost să 
evalueze sistemic nivelul stresului oxidativ în expunerea 
experimentală la izocianați, pentru a putea stabili dacă 
modificările intrapulmonare şi efectele sistemice ale 

izocianaţilor influenţează acest mecanism patogenetic în 
mod semnificativ. Rezultatele acestei analize vor permite 
stabilirea utilităţii parametrilor de stres oxidativ ca para-
metri de diagnostic și prognostic în astmul indus de 
izocianați. 

Material şi metodă
Expunerea experimentală la toluen-2,4-diizo-

cianat
Sensibilizarea cutanată cu toluen-2,4-diizocianat 

(TDI) (Aldrich, Taufkirchen, Germany) a fost realizată prin 
aplicarea cutanată pe fiecare ureche a câte 20 μl TDI 3%, 
trei zile consecutive (zilele 1, 2 şi 3). În ziua a 7-a, au fost 
aplicate cutanat doze similare de 20 μl TDI 3% pe ambele 
urechi. În ziua a 10-a, după anestezie uşoară cu eter etilic, 
animalele au primit instilaţii nazale de 10 μl TDI 0,1% în 
fiecare narină [2]. Solventul AUM, folosit pentru a dizolva 
TDI, a constat dintr-un amestec de 2 volume de acetonă (A) 
şi 3 volume de ulei de măsline extra-virgin (UM). 

Grupurile de animale şi protocolul studiului
Animalele utilizate au fost şoareci de sex masculin 

(greutate aprox. 20 g, vârsta 6-7 săptămâni) de la 
Biobaza UMF Iuliu Haţieganu Cluj-Napoca. Pe parcursul 
experimentului au fost menţinuţi în condiţii standard de 
temperatură şi umiditate, ciclul lumină/întuneric de câte 
12 h, au primit hrană granulată şi apă ad libitum. Toate 
procedurile experimentale au fost aprobate de către Comisia 
de etică a UMF Iuliu Haţieganu Cluj-Napoca.

Pentru studiu au fost utilizate patru grupuri de şoa-
reci (n=12): un grup control negativ, la care sensibilizarea 
cutanată şi provocarea intranazală s-au făcut cu ser fiziolo-
gic; un grup AUM la care sensibilizarea cutanată şi provo-
carea intranazală s-au făcut cu solventul utilizat pentru TDI; 
un grup TDI, la care sensibilizarea cutanată şi provocarea 
intranazală s-au făcut cu TDI; un grup TROLOX, la care 
sensibilizarea cutanată şi provocarea intranazală s-au
făcut cu TDI, în plus a primit tratament antioxidant cu 
trolox (20 mg/kg/zi i.p.) [11,22]. În ziua a 11-a, la 24 
ore de la administrarea intranazală, după o supradoză de 
pentobarbital (90 mg/kg i.p.) a fost recoltat sânge prin 
puncţie cardiacă (Fig. 1).

Fig. 1. Reprezentarea grafic�����������������������������    ă a protocolului de expunere 
experimentală la TDI şi tratament cu trolox. TDI = toluen 
diizocianat. 
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Determinarea malondialdehidei
Malondialdehida (MDA) a fost determinată ca 

marker de peroxidare a lipidelor [14]. Pe scurt, 150 μl de 
ser au reacţionat cu 125 μl TCA 10%, 125 μl de acid 5 
mM etilendiaminotetraacetic, 125 μl sulfat de sodiu dodecil 
8%, şi 10 μl 0.5 g/ml butilhidroxitoluen. După agitare 
timp de 30 s, amestecul a fost incubat timp de 10 min la 
temperatura camerei. Apoi s-au adăugat 500 μl de acid 
tiobarbituric 0,6% şi amestecul a fost încălzit la 95°C timp 
de 30 min. După răcire la temperatura camerei, amestecul 
a fost centrifugat la 10000 g timp de 10 min. Absorbanţa 
supernatantului a fost măsurată la 532 nm. O curbă standard 
a fost generată cu 1,1,3,3-tetraethoxypropane standard (0.3 
la 10 nmol/ml). Concentraţia MDA serice a fost exprimată 
în nmol/ml de ser.

Determinarea proteinelor carbonilate serice
Oxidarea proteinelor a fost evaluată prin măsurarea 

proteinelor carbonilate (PC) serice [15]. Utilizând 0.25 ml 
TCA 10% au fost precipitate proteinele din 0.5 ml ser. La 
precipitatul separat prin centrifugare s-au adăugat 0.75 ml 
de DNPH 10 mM în HCl 2M. După incubare 30 min la 
temperatura camerei, s-a adăugat aceeaşi cantitate de TCA 
şi s-a recentrifugat. Precipitatul astfel obţinut a fost spălat de 
două ori cu 1 ml etanol/etil acetat (1:1 v/v). Apoi precipitatul 
a fost dizolvat în 0.75 ml solvent (2 g dodecilsulfat de sodiu 
şi 50 mg EDTA în 100 ml tampon fosfat 80 mM, pH 8.0) şi 
incubat 10 min la temperatura camerei. Absorbanţa a fost 
citită la 370 nm faţă de HCl 2M. Concentraţia serică de PC, 
calculată utilizând un coeficient molar de extincţie 22,000 
M-1cm-1, a fost exprimată în µmol/ml [16].

Determinarea tiolilor serici totali
Tiolii totali (tSH) au fost determinaţi utilizând 4.0 

ml reactiv Ellman, la care s-au adăugat 0.2 ml de ser, 0.6 
ml de 20 mM tampon tris-HCl pH 8.2, 0.04 ml de DTNB 
10 mM în metanol absolut şi 3.16 ml de metanol absolut. 
După 15 min la temperatura camerei, tuburile au fost 
centrifugate şi a fost citită absorbanţa supernatantului la 
412 nm. Concentraţia serică de tSH a fost exprimată în 
mmol/ml [16].

Determinarea glutationului seric
Glutationul seric (GSH) a fost măsurat fluorimetric. 

Serul tratat cu TCA 10% a fost centrifugat la 1900 g timp 
de 6 min. La supernatant s-a adăugat o-phthalaldehyde, 
ca agent fluorescent la pH 8.0 cu excitaţie la 350 nm şi 
emisie la 420 nm. Concentraţia GSH seric a fost exprimată 
în nmol/ml [17].

Analiza statistică
Rezultatele au fost exprimate ca medie±deviaţie 

standard (SD). Comparaţia loturilor s-a făcut cu testul 
ANOVA. O valoare de p<0.05 a fost considerată statistic 
semnificativă. Analiza statistică a fost efectuată cu un 
program standard (SPSS for Windows, version 11.0).

Rezultate
Determinarea lipoperoxizilor
TDI a determinat o creștere ușoară a MDA față de 

control (p>0,05). Solventul AUM nu a influențat nivelul 
MDA față de control (p>0,05). Troloxul nu a influențat 
semnificativ nivelul de MDA, nici față de TDI, nici faţă de 
control (p>0,05) (Fig. 2).

Fig. 2. Valorile malondialdehidei serice în ziua a 11-a de 
experiment. MDA= malondialdehida. 

Determinarea proteinelor carbonilate
Proteinele carbonilate au crescut semnificativ la 

animalele tratate cu TDI (p<0,01). Solventul AUM nu a 
avut un efect important (p>0,05). Troloxul a redus mult PC 
față de TDI (p<0,01) și nesemnificativ față de lotul control 
(p>0,05) (Fig. 3). 

Fig. 3. Valorile proteinelor carbonilate serice în ziua a 11-a de 
experiment. PC = proteine carbonilate. 

Determinarea tiolilor serici totali
Administrarea TDI a indus doar o uşoară creștere a 

tSH față de control (p<0,05). Solventul AUM și Troloxul 
nu au influențat semnificativ tSH (p>0,05) (Fig. 4). 

Fig. 4. Valorile tiolilor serici totali în ziua a 11-a de experiment. 
tSH = tioli serici totali. 
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Determinarea glutationului
În urma tratamentului cu TDI, GSH a scăzut față 

de lotul control (p<0,01). Solventul AUM nu a avut efect 
semnificativ (p>0,05). Troloxul a crescut semnificativ 
statistic GSH, față de TDI și faţă de control (p<0,01)             
(Fig. 5). 

Fig. 5. Valorile glutationului seric în ziua a 11-a de experiment. 
GSH = glutationul seric. 

Discuţii
În acest studiu a fost analizat nivelul sistemic al 

stresului oxidativ la un model experimental de expunere 
cutanată la TDI. Modelul experimental utilizat induce 
un răspuns inflamator şi imun similar celui din astmul 
ocupaţional provocat de izocianaţi [9]. Rezultatele obți-
nute au indicat existenţa unui nivel crescut de stres oxidativ 
după sensibilizare cutanată urmată de provocare respiratorie 
cu TDI la șoareci.

Studiile din ultimii ani au adus tot mai multe dovezi 
epidemiologice și experimentale că expunerea cutanată 
la izocianați poate determina sensibilizare la izocianaţi 
și astm. Spre deosebire de alte tipuri de sensibilizări 
profesionale, în cazul izocianaților în majoritatea cazurilor 
nu s-a putut identifica un răspuns imun specific. De aceea, 
se presupune că patogeneza celor mai multe cazuri de astm 
indus de izocianați nu implică mecanisme dependente de 
IgM [18,19]. Spre deosebire de alergenii clasici, izocianații 
pot reacționa cu grupările amino, hidroxil și sulfhidril 
din diferite proteine și peptide, formând astfel complexe 
haptenă-proteină sau antigene. Astfel se poate explica lipsa 
unor markeri imunologici clari și lipsa unei relații doză-
răspuns față de izocianați. Din același motiv severitatea 
sensibilizării la izocianați ar putea fi evaluată prin markeri 
nespecifici, utilizați în procesele cu mecanism inflamator 
[18]. Astfel de exemplu, se utilizează dozarea IgE şi IgG 
anti TDI-albumină umană şi mediatori inflamatori (ex. 
citokine, MMP-9) [20].

Numeroase studii dermatologice au evidențiat im-
plicarea imunității nespecifice în patogeneza dermatitei 
atopice, prin implicarea speciilor reactive ale oxigenului. 
Având în vedere faptul că dermatita atopică are un 
mecanism patogenetic asemănător cu cel al sensibilizării 
cutanate cu izocianați, se justifică evaluarea consecințelor 
expunerii experimentale a șoarecilor la TDI prin măsurarea 

stresului oxidativ. 
Localizarea și efectele stresului oxidativ pot fi 

analizate prin markeri locali tisulari şi sistemici, deoarece 
sinteza excesivă de SRO poate determina leziuni tisulare 
locale și în același timp pot difuza sistemic. Nivelul 
sistemic al SRO reprezintă un indicator de risc pentru 
complicații la distanță, în cadrul răspunsului inflamator 
sistemic. Creșterea stresului oxidativ descrie situațiile în 
care mecanismele antioxidante sunt incapabile să inactiveze 
SRO. Acestea pot fi determinate de producția excesivă de 
SRO, de reducerea apărării antioxidante sau ambele [21]. 

Metodele de cuantificare a stresului oxidativ sunt 
frecvent numite metode de amprentare, prin care sunt 
măsurați produși finali specifici rezultați din interacțiunea 
SRO cu diverse biomolecule. Astfel sunt lipoperoxizii și 
proteinele carbonilate. Lipoperoxizii au efect lezional, 
deoarece pot induce un lanț de reacţii care se autoperpe-
tuează și care duc la lezarea membranelor [21]. În studiul 
de față, nivelul lipoperoxizilor a fost apreciat indirect prin 
dozarea MDA. În condiții normale, proteinele sunt mai 
puțin sensibile la atacul SRO. Când există însă un exces de 
SRO, crește semnificativ producerea PC prin oxidarea unor 
aminoacizi. De aceea nivelul seric al PC este un marker bun 
pentru evaluarea stresului oxidativ. 

La animalele expuse la TDI s-a constatat o creștere 
ușoară a MDA și o creștere importantă a PC. Acestea indică 
existența unei sinteze excesive de SRO după expunere la 
TDI. 

În condiții normale, efectul lezional al stresului 
oxidativ este în echilibru cu efectul antioxidanților naturali. 
Nu există o metodă de referință pentru măsurarea capaci-
tății antioxidante. Sistemele antioxidante acţionează 
împreună, nu izolat, pentru că există interacțiuni între anti-
oxidanții hidrofili și lipofili. În plus există şi antioxidanți 
nedescoperiți sau ignorați [21]. La nivelul organismului 
proteinele constituie principalii antioxidanți din ser. 
Grupările SH libere din proteine sunt de fapt principalele 
responsabile de acest efect antioxidant. De aceea nivelul 
tSH serveşte ca biomarker antioxidant. La animalele expuse 
la TDI nivelul tSH nu a prezentat modificări semnificative, 
ceea ce indică că stresul oxidativ după expunere la TDI nu 
se datorează reducerii apărării antioxidante.

La nivel celular, balanța redox este menținută de 
GSH. Concentrația serică a GSH reflectă statusul glutatio-
nului tisular și este un indicator de stres oxidativ. Reducerea 
semnificativă a GSH funcţional după expunerea la TDI con-
firmă creșterea stresului oxidativ şi riscul leziunilor oxidative 
[21,22]. Acest rezultat a fost confirmat și de constatarea că 
administrarea de Trolox, antioxidant neenzimatic, a redus 
semnificativ PC şi a crescut mult GSH.

Concluzii
Pe baza rezultatelor obținute, am concluzionat 

că expunerea cutanată experimentală a șoarecilor la TDI 
determină stres oxidativ sistemic prin creşterea SRO şi 
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reducerea asociată a apărării antioxidante, deoarece au 
crescut MDA, PC, tSH și s-a redus GSH. Administrarea 
de antioxidanţi, tip Trolox, scade nivelul stresului oxidativ 
sistemic. Aceste observaţii recomandă pe de o parte 
parametrii de stres oxidativ pentru evaluarea prognosticului 
în expunerile la izocianaţi, iar pe de altă parte confirmă 
utilitatea terapiei antioxidante.

Diagnosticul precoce al sensibilizării la izocianaţi 
prin intermediul mecanismelor patogenetice este impor-
tant, deoarece izocianaţii pot induce modificări acute 
(sindromul de disfuncţie reactivă a căilor respiratorii) sau 
cronice (astmul bronşic) ale funcţiei respiratorii, în timpul 
expunerii şi după întreruperea expunerii la izocianaţi [22].
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