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Rezumat�� � 

Obiective. Studiul nostru a încercat să demonstreze modul în care anumiţi 
markeri biologici, atât prooxidanţi, cât şi antioxidanţi, se modifică în disfuncţia 
endotelială premergătoare aterogenezei experimentale la iepure.

Material şi metode. Au fost folosite două loturi a câte 12 iepuri adulţi, masculi, 
din rasa Californian, în vârstă de 4-5 luni şi în greutate de 3-4 kg: lotul martor şi lotul 
probă; la cel din urmă s-a indus un proces aterosclerotic, prin expunerea la acizi graşi 
saturaţi. S-au urmărit interleukina 1 – IL-1 şi proteina C reactivă – PCR (markerii 
procesului inflamator aterosclerotic), lipoperoxizii lipidici – malondialdehida (MDA) 
legată (markeri ai stresului oxidativ) şi adiponectina (hormon polipeptidic cu rol de 
îmbunătăţire a funcţiei endoteliale – marker antiinflamator).

Rezultate. Rezultatele noastre indică producerea unui stres oxidativ asociat 
procesului de ateroscleroză, evidenţiat prin valori crescute ale MDA asociată cu 
creşterea PCR şi a IL-1, concomitent cu scăderea precoce a adiponectinei, ceea ce va 
influenţa negativ funcţia endotelială.

Concluzii. Markerii procesului inflamator se modifică semnificativ la 
animalele expuse unui regim hiperlipemic, disfuncţia endotelială fiind evidenţiată 
prin modificarea markerului antiinflamator – adiponectina. Aterocleroza, care este 
un proces inflamator cronic generator de stres oxidativ, poate fi evidenţiată prin 
modificarea lipoperoxizilor plasmatici.

Cuvinte cheie: iepure, MDA, PCR, IL-1, adiponectină, disfuncţie endotelială, 
aterogeneză.

Biological markers for the diagnosis and prognosis in 
the endothelial dysfunction preceding the experimental 
atherogenesis in rabbits

Abstract 
Objectives. Our study aimed at demonstrating how certain biomarkers, both 

prooxidants and antioxidants, change in the endothelial dysfunction preceding 
experimental atherogenesis in rabbits.

Material and methods. We used 24 adult male rabbits, Californian breed, 
aged 4-5 months, weighing 3-4 kilograms each, divided in two groups: control group 
and test group; in the test group the atherosclerotic process was induced by exposure 
to saturated fatty acids. The following were determined: IL-1 and C-reactive protein 
(markers of atherosclerotic inflammation), lipoperoxides – bound malondialdehyde 
(markers of oxidative stress) and adiponectin (polypeptide hormone with a role in 
improving endothelial function - inflammation marker).

Results. Our results indicated the presence of oxidative stress associated with 
atherosclerosis, evidenced by increased MDA, CRP and IL-1 values; and at the same 
time adiponectin decreases, which would negatively affect the endothelial function.

Conclusions. Markers of inflammation change significantly in animals 
exposed to a hyperlipemic diet, the endothelial dysfunction being evidenced by the 
changes in adiponectin, an anti-inflammatory marker. Atherosclerosis, which is a 
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Introducere
Un număr mare de cercetători au utilizat animale 

de laborator pentru studiul procesului aterosclerotic. Pri-
mele studii în care s-au folosit iepuri au fost menţionate 
în 1908 [1]. Astfel, expunerea iepurelui la un regim 
hipercolesterolemiant s-a dovedit a fi un model experimen-
tal sensibil de inducere a leziunilor ateromatoase.

Leziunea endotelială, rezultat al agresiunii diverşilor 
factori de risc pentru ateroscleroză reprezintă pivotul răs-
punsului particular la agresiune. Leziunea endotelială de-
termină disfuncţia endoteliului care se manifestă prin al-
terarea rolului de barieră înalt selectivă, prin alterarea 
proprietăţilor antitrombotice şi favorizarea proprietăţilor 
procoagulante, prin afectarea sintezei şi secreţiei subs-
tanţelor vasoactive, a factorilor de creştere (mitogeni) şi a 
enzimelor lipolitice [2].

Pierderea integrităţii endoteliului este unul din 
evenimentele timpurii din aterogeneză. Endoteliul mai
permeabil permite pătrunderea în cantitate mare a 
lipoproteinelor bogate în colesterol, care traversează endo-
teliul lezat şi ajung în spaţiul subendotelial. În patogeneza 
aterosclerozei se discută ipoteza metabolică (rolul depo-
zitelor de lipide din spaţiul subendotelial), ipoteza răs-
punsului la agresiune (leziunea endotelială), ipoteza mono-
clonală (fiecare leziune este influenţată ab initio de un 
mitogen), ipoteza oxidativă (rolul stresului oxidativ şi al 
lipoproteinelor oxidate în aterogeneză). Stresul oxidativ, 
inflamaţia, alterarea metabolismului lipidic şi imunitatea se 
interrelaţionează complex în aterogeneză [2].

În acest sens, ipoteza pe care încercăm să o 
demonstrăm este modul cum anumiţi markeri biologici, 
atât prooxidanţi, cât şi antioxidanţi, se modifică în dis-
funcţia endotelială premergătoare aterogenezei experi-
mentale la iepure.

Material şi metodă
Pentru realizarea studiului am utilizat 24 de iepuri 

din rasa Californian, masculi, în vârstă de 4-5 luni, fără nici 
o patologie cunoscută, cu greutatea cuprinsă între 3 şi 4 
kg. Animalele au fost menţinute în condiţii zoo-igienice 
de vivarium corespunzătoare, standardizate, în cadrul 
Centrului de medicină experimentală şi aptitudini practice 
din cadrul UMF „Iuliu Haţieganu” Cluj-Napoca: la tem-
peratura ambientală de 22 ± 1 oC, hrană standardizată şi apă 
ad libitum, cu un ciclu lumină/întuneric de 12 ore, lăsaţi 

timp de o săptămână să se adapteze înainte de începerea 
experimentului.

Am folosit două loturi a câte 12 iepuri, lotul martor 
şi lotul probă, pe o perioadă de 45 zile, la care s-a indus 
un proces aterosclerotic. Lotul probă a primit prin gavaj 
gastric, zilnic, o dietă bogată în colesterol (2% colesterol) 
[3].

S-a urmărit procesul inflamator aterosclerotic prin 
intermediul interleukinei 1 (IL-1) şi proteinei C reactive 
(PCR); ca markeri ai stresului oxidativ au fost urmăriţi 
lipoperoxizii lipidici (malondialdehida MDA legată); 
ca marker antiinflamator a fost umărită adiponectina, un 
hormon polipeptidic care are rol de îmbunătăţire a funcţiei 
endoteliale. IL-1, PCR şi adiponectina au fost determinate 
folosind tehnica ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent 
Assay).

MDA legată a fost determinată utilizând metoda cu 
acid tiobarbituric [4].

Pentru tehnica ELISA s-au utilizat kit-uri de 
diagnostic din gama CIV TEST de tip IDDEX standard 
produse de LABORATORIOS HIPRA – SPANIA.  

Analiza statistică a fost efectuată pe eşantioane 
independente de subiecţi.

Pentru fiecare set de valori au fost calculate ele-
mente de statistică descriptivă. 

Pentru compararea mediilor în cazul a două 
eşantioane cu distribuţii de probabilitate normale s-a uti-
lizat testul Student pentru variaţii egale sau pentru variaţii 
neegale, variaţiile fiind testate cu testul Levene pentru 
variaţie. Pentru testarea distribuţiei normale s-a folosit 
testul Kolmogorov-Smirnov. În cazul eşantioanelor care 
nu au avut o distribuţie normală, s-a utilizat testul Mann-
Whitney (U), pentru compararea pe ranguri pe eşantioane 
independente.

Pragul de semnificaţie pentru testele folosite a fost 
α = 0,05.

Datele au fost prezentate utilizând indicatori de 
centralitate, localizare şi distribuţie. 

Prelucrarea statistică s-a efectuat cu aplicaţia 
Excel (din pachetul Microsoft Office 2003), cu programul 
SPSS v.16 sau online, cu aplicaţia OpenEpi v.2.3.1 [5]. 
Reprezentarea grafică a rezultatelor s-a făcut cu aplicaţia 
Excel (din pachetul Microsoft Office 2003).

Consideraţii etice:
Experimentul este efectuat cu avizul Comisiei de 

etică a UMF „Iuliu Haţieganu” Cluj-Napoca, animalele 
de laborator fiind ţinute în condiţii optime, cu temperatura 
constantă, lumină 12:12 şi hrană ad libitum.
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chronic inflammatory process generating oxidative stress, can be highlighted by the 
changes in the plasma lipoperoxides.

Keywords: rabbit, MDA, CRP, IL-1, adiponectin, endothelial dysfunction, 
atherogenesis.
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Rezultate
Studiul nostru a arătat că administrarea de acizi 

graşi saturaţi (untură de porc lichefiată) conduce la creşteri 
statistic semnificative ale MDA (p < 0,001), IL-1 (p < 0,05) 
şi PCR (p < 0,05). De asemenea, ulterior administrării de 
acizi graşi saturaţi apar scăderi statistic semnificative ale 
adiponectinei (p < 0,001).

Fig. 1. MDA la loturile studiate (valori medii ± ES).

Fig. 2. IL-1 la loturile studiate (valori medii ± ES). 

Fig. 3. PCR la loturile studiate (valori medii ± ES). 

Fig. 4. Adiponectina la loturile studiate (valori medii ± ES). 

Discuţii
Rezultatele noastre sunt în acord cu datele din 

literatură care indică producerea unui stres oxidativ asociat 
procesului de ateroscleroză, evidenţiat prin intermediul 
procesului inflamator (creşterea PCR şi a IL-1), conco-
mitent cu scăderea precoce a adiponectinei, marker 
antiinflamator al procesului aterosclerotic. Afectarea 
concentraţiei de adiponectină va influenţa negativ funcţia 
endotelială.

În ultimii 30 de ani s-au înregistrat progrese consi-
derabile în înţelegerea multor aspecte privind funcţia 
endotelială şi alterările ei în condiţii patologice; totuşi 
puţini clinicieni iau în considerare sănătatea endoteliului, 
mai ales deoarece endoteliul nu poate fi explorat conve-
nabil până în prezent, dar şi datorită complexităţii şi 
adaptabilităţii sale [6]. 

Disfuncţia endotelială este un eveniment cheie 
în fiziopatologia bolilor cardiovasculare şi apare ca un 
element predictiv independent şi puternic al evenimentelor 
cardiovasculare. De aceea, evaluarea markerilor endoteliali 
circulanţi ar putea fi de ajutor, dar testele asupra modifică-
rilor debitului sanguin regional, ca răspuns la adminis-
trarea locală de vasodilatatori endotelio-dependenţi este mult 
mai specifică pentru studiul arterelor de rezistenţă [7].

Mecanismele etiopatogenetice care stau la baza dis-
funcţiei endoteliale sunt variabile, dependente de patologie, 
de patul vascular studiat, de factorii stimulanţi şi factori aso-
ciaţi cum ar fi vârsta, sexul, aportul de sare, hipercolestero-
lemia, hiperglicemia şi hiperhomocisteinemia [8].

Disfuncţia endotelială influenţează relaxarea endo-
telio-dependentă (RED), a muşchiului neted vascular. RED 
recunoscută ca esenţială pentru controlul hemodinamicii   
în condiţii normale şi patologice, se bazează pe o com-
plexă reţea de semnalizare în cadrul peretelui vascular. 
Canalele de calciu voltaj dependente sunt implicate în 
răspunsurile contractile ale muşchiului neted vascular la 
diferiţi stimuli, astfel că orice hiperpolarizare a muşchiu-
lui vascular are un efect antagonic. Factorii hiperpolarizanţi 
derivaţi din endoteliu acţionează pentru a reduce calciul 
citosolic, dar determină hiperpolarizarea muşchiului 
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neted vascular prin activarea canalelor de potasiu voltaj 
dependente, dependente de ATP şi de calciu [9].

O explicaţie alternativă sau complementară poate 
fi efectul factorului hiperpolarizant derivat din endoteliu 
(EDHF - Endothelium-derived hyperpolarizing factor), 
care permite propagarea în peretele vascular a hiperpo-
larizării endoteliale induse de agonist. În unele artere, 
eicosanoizii şi ionii de K pot ei înşişi să iniţieze o 
hiperpolarizare endotelială condusă, sugerând astfel că 
semnalizarea electrotonică poate reprezenta un mecanism 
general prin care endoteliul participă la reglarea tonusului 
vascular [10]. În artera femurală de la şobolanul adult, în 
care straturile de muşchi neted şi cele endoteliale nu sunt 
cuplate electric, EDHF lipseşte, chiar dacă acetilcolina 
determină hiperpolarizare în celulele endoteliale [10].

Cu toate acestea, joncţiunile gap sunt puternic 
implicate în reţeaua de semnalizare care asigură RED şi 
sunt reglate printr-un proces dinamic, cu alterări ale ex-
presiei proteice a conexinelor (Cx) şi modificări post-trans-
laţionale. Peptidele conexin-mimetice sunt acum folosite 
pentru a diferenţia implicarea diverselor tipuri de joncţiuni 
gap în [11]. NO inhibă transferul intercelular al molecu-
lelor mici prin influenţa specifică asupra Cx 37, sugerând 
rolul NO în controlul reţelei de semnalizare care asigură 
EDRF [12].

Plenz şi col. (2004) au arătat rolul conexinei 43 la 
nivelul joncţiunilor gap de la nivelul celulelor musculare 
netede. Creşterea formării acestor joncţiuni poate contribui 
la coordonarea răspunsului celulelor după leziuni secun-
dare, în particular în faza precoce a restenozei [13].

Dezvoltarea procesului aterosclerotic şi resteno-
zarea implică modele complexe de interacţiune între 
disfuncţiile endoteliale, celulele inflamatorii şi celulele 
musculare netede, în care citokinele şi factorii de creştere 
joacă un rol important [14].

Studiul efectuat de alţi autori au arătat că redu-
cerea conexinei 43 limitează formarea neointimei după 
un răspuns acut vascular, scăzând procesul inflamator 
şi reducând migrarea şi proliferarea celulelor musculare 
netede [15].

Acelaşi rol al efectului bolilor vasculare care induc 
stres oxidativ, asupra scăderii conexinei 43, a fost observat 
şi de alţi cercetători [16,17,18].

Efectele endoteliale ale conexinei se pot evalua şi 
prin intermediul adiponectinei. Adiponectina este adipo-
kina secretată aproape în exclusivitate de adipocite, cu 
efect antiaterogenetic, antiinflamator, cardioprotectiv. Re-
glează mecanismul insulinorezistenţei, accelerează meta-
bolismul acizilor graşi, reduce expresia moleculelor endo-
teliale de adeziune (ICAM-1 şi VCAM-1), îmbunătăţind 
funcţia endotelială [19]. Efectul antiinflamator are drept 
consecinţă o scădere a producţiei de IL-6, un important 
factor inflamator care, la rândul lui, stimulează secreţia 
hepatică a proteinei C reactive. O concentraţie scăzută 
de adiponectină a fost asociată cu un risc crescut de a 

dezvolta insulinorezistenţa, DZ 2, hipertensiune arterială 
şi boală coronariană [20]. Această asociere a fost extinsă 
şi la o mortalitate crescută după un accident vascular 
cerebral. Mecanismele par să fie legate de stimularea de 
adiponectină a secreţiei endoteliale de oxid nitric (NO, un 
factor vasodilatator şi vasoprotectiv) în condiţii de ische-
mie [12].

Creşterea concentraţiei de adiponectină a demon-
strat în studii pe animale o creştere a insulinosenzitivităţii, 
o scădere a hipertrofiei cardiace patologice, precum şi o 
reducere a distrucţiei miocardice determinată de ischemie 
[22].

Adipozitatea conduce la dezvoltarea unui status 
inflamator subclinic, creşterea nivelului parametrilor 
disfuncţiei endoteliale, insulinorezistenţă şi dislipidemie 
datorită secreţiei crescute de leptină, rezistină şi acizi graşi 
liberi şi a concentraţiei scăzute de adiponectină.

Inflamaţia şi disfuncţia endotelială conduc la modi-
ficări aterosclerotice în teritoriul macrocirculaţiei. Markeri 
ai inflamaţiei de tipul TNF-α şi IL-6 se corelează în mod 
direct cu gradul adipozităţii şi al insulinorezistenţei [23].

Deoarece funcţia endotelială a devenit un punct 
central în explicarea mecanismelor patogenetice ale 
adipozităţii, insulinorezistenţei, diabetului zaharat şi 
aterosclerozei, a apărut necesitatea determinării cât mai 
exacte a acesteia. Pe de o parte, măsurarea funcţiei endo-
teliale ar permite descoperirea precoce a pacienţilor la risc, 
iar pe de altă parte ar reduce timpul necesar investigării 
efectelor diferitelor substanţe asupra acesteia. Dacă se 
urmăresc de exemplu efectele statinelor asupra grosimii 
intimă-medie sunt necesare 6 luni pentru a fi văzute 
rezultatele, pe când efectele asupra funcţiei endoteliale sunt 
deja vizibile după 3 zile [23].

Adeziunea leucocitară la celulele endoteliale şi 
migrarea lor în peretele arterial este unul din factorii 
determinanţi în apariţia aterosclerozei şi este facilitată de 
molecule de adeziune de tipul ICAM-1 (intercellular cell 
adhesion molecule 1), VCAM-1 (vascular cell adhesion 
molecule 1) sau E-Selectină (endothelial-leukocyte     
adhesion molecule-1). Nivele înalte ale concentraţiei 
moleculelor de adeziune în plasmă sunt considerate 
markeri ai disfuncţiei endoteliale. Expresia moleculelor 
de adeziune celulară (CAM) este crescută de următoarele 
substanţe: citokine proinflamatorii (TNF-α, IL-6, CRP), 
acizi graşi liberi, LDL oxidat, radicali liberi de oxigen sau 
AGE (advanced glycation endproducts) [23].

Numeroase studii efectuate în ultimii ani, atât pe 
culturi de celule, cât şi pe modele animale şi umane, au 
avut ca subiect implicarea adiponectinei în procesele 
fiziologice şi patologice. În urma acestor cercetări s-a evi-
denţiat faptul că, la nivel vascular, adiponectina are efect 
protector, prin diminuarea fenomenelor inflamatorii aso-
ciate cu ateroscleroza, prin reducerea expresiei moleculelor 
de adezivitate celulară (selectina, vascular adhesion 
molecule – VCAM1, intercellular adhesion molecule – 
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ICAM1) şi a citokinelor, atât la nivelul endoteliului, cât şi 
în macrofage [24].

Efectele favorabile ale adiponectinei asociate cu 
efectele antiinflamatoare, antiapoptotice, inhibarea fibro-
zei interstiţiale fac din acest hormon o moleculă terapeu-
tică promiţătoare [25].

Concentraţiile plasmatice scăzute de adiponectină 
reflectă un stadiu avansat de ateroscleroză. La pacienţii 
cu infarct miocardic, acest nivel poate fi neutralizat de 
creşterea adiponectinei declanşată de inflamaţia sistemică, 
care de multe ori se asociază cu infarctul miocardic [22].

IL-1 şi TNF acţionează pentru a media efectele 
inflamatorii locale şi sistemice, şi anume: local, produc 
chemotaxia neutrofilelor, eliberarea de granule, amplifică 
metabolismul oxidativ; la distanţă, ţintele celulare sunt 
celulele endoteliale, hepatocitele, fibroblaştii [26].

Pentru descrierea mecanismelor de modulare a 
acestor funcţii sunt vizate în principal cele 3 interleukine 
de tip 1 care se pot lega de 2 tipuri de receptori: citokinele 
IL-1α, IL-1b şi IL-1RA (agonist al receptorului pentru IL-
1 din familia receptorilor de tip IL-1/Toll-like receptor) şi 
receptorii tip 1 pentru IL-1(IL-1R1 şi IL-1R2) [27].

Citokina IL-1 este considerată cel mai important 
inductor al producţiei hepatice a reactanţilor de fază acută. 
Titrurile interleukinelor determinate în diverse lichide 
biologice pot fi utilizate în diagnosticarea unor afecţiuni 
imune şi în monitorizarea tratamentelor doar în corelaţie cu 
date clinice şi paraclinice complementare [26,27].

CRP reprezintă unul din cei mai sensibili reactanţi 
de fază acută. Nivelurile sale plasmatice cresc dramatic (de 
100 ori sau mai mult) după traumatisme severe, infecţii 
bacteriene, inflamaţii, intervenţii chirurgicale sau în cursul 
unor proliferări tumorale. Numeroase studii epidemiolo-
gice au confirmat faptul ca pacienţii cu niveluri plasma-
tice bazale crescute de CRP prezintă un risc crescut de 
boală coronariană şi infarct miocardic. Studiile prospective 
desfăşurate în ţările europene şi SUA au furnizat rezultate 
concordante în ceea ce priveşte valoarea predictivă a 
determinărilor CRP asupra riscului cardiovascular atât la 
bărbaţi, cât şi la femei. Astfel, CRP este un factor de risc 
indirect pentru boala coronariană, iar nivelurile crescute 
pot reflecta severitatea răspunsului inflamator în vasele 
aterosclerotice [28,29].

Deşi există dovezi certe privind rolul inflamaţiei în 
boala coronariană nu a fost stabilit până acum mecanismul 
precis al relaţiei dintre nivelurile plasmatice CRP şi riscul 
cardiovascular. O problemă rămasă încă nerezolvată este 
aceea dacă creşterea nivelului CRP reprezintă cauza sau 
consecinţa bolii (probabil amândouă). Este posibil ca 
răspunsul inflamator asociat cu leziunile ateromatoase să 
declanşeze producţia de citokine într-o cantitate suficientă 
pentru a induce o creştere măsurabilă a CRP în plasmă. La 
rândul său CRP, datorită efectelor proinflamatorii, poate 
determina creşterea vulnerabilităţii plăcii ateromatoase sau 
poate avea alte acţiuni care agravează boala [30].

Concluzii
1.	 Markerii procesului inflamator, CRP şi IL-1, 

au crescut semnificativ la animalele expuse unui regim 
hiperlipemic.

2.	 Disfuncţia endotelială a fost evidenţiată prin 
reducerea adiponectinei, efect urmărit în studiile recente 
prin intermediul conexinei-43.

3.	 Creşterea lipoperoxizilor plasmatici, indicatori 
de stres oxidativ, �����������������������������������������   confirmă existenţa procesului inflamator 
cronic asociat aterosclerozei�.
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