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Rezumat

Obiective. Studiul nostru a incercat sa demonstreze modul in care anumiti
markeri biologici, atdt prooxidanti, cdt si antioxidanti, se modifica in disfunctia
endoteliala premergatoare aterogenezei experimentale la iepure.

Material si metode. Au fost folosite douda loturi a cdte 12 iepuri adulti, masculi,
din rasa Californian, in varsta de 4-5 luni si in greutate de 3-4 kg: lotul martor si lotul
proba, la cel din urma s-a indus un proces aterosclerotic, prin expunerea la acizi grasi
saturati. S-au urmarit interleukina 1 — IL-1 §i proteina C reactivi — PCR (markerii
procesului inflamator aterosclerotic), lipoperoxizii lipidici — malondialdehida (MDA)
legata (markeri ai stresului oxidativ) si adiponectina (hormon polipeptidic cu rol de
imbunatatire a functiei endoteliale — marker antiinflamator).

Rezultate. Rezultatele noastre indica producerea unui stres oxidativ asociat
procesului de ateroscleroza, evidentiat prin valori crescute ale MDA asociatd cu
cresterea PCR si a IL-1, concomitent cu scaderea precoce a adiponectinei, ceea ce va
influenta negativ functia endoteliald.

Concluzii. Markerii procesului inflamator se modifica semnificativ la
animalele expuse unui regim hiperlipemic, disfunctia endoteliala fiind evidentiata
prin modificarea markerului antiinflamator — adiponectina. Aterocleroza, care este
un proces inflamator cronic generator de stres oxidativ, poate fi evidentiatd prin
modificarea lipoperoxizilor plasmatici.

Cuvinte cheie: iepure, MDA, PCR, IL-1, adiponectina, disfunctie endoteliala,
aterogeneza.

BIOLOGICALMARKERSFORTHE DIAGNOSISAND PROGNOSISIN
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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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.

Introducere

Un numar mare de cercetatori au utilizat animale
de laborator pentru studiul procesului aterosclerotic. Pri-
mele studii in care s-au folosit iepuri au fost mentionate
in 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 endoteliala, rezultat al agresiunii diversilor
factori de risc pentru ateroscleroza reprezinta pivotul ras-
punsului particular la agresiune. Leziunea endoteliala de-
termina disfunctia endoteliului care se manifestd prin al-
terarea rolului de bariera inalt selectiva, prin alterarea
proprietatilor antitrombotice si favorizarea proprietatilor
procoagulante, prin afectarea sintezei §i secretiei subs-
tantelor vasoactive, a factorilor de crestere (mitogeni) si a
enzimelor lipolitice [2].

Pierderea integritatii endoteliului este unul din
evenimentele timpurii din aterogeneza. Endoteliul mai
permeabil permite patrunderea in cantitate mare a
lipoproteinelor bogate in colesterol, care traverseaza endo-
teliul lezat si ajung in spatiul subendotelial. In patogeneza
aterosclerozei se discutd ipoteza metabolica (rolul depo-
zitelor de lipide din spatiul subendotelial), ipoteza ras-
punsului la agresiune (leziunea endoteliald), ipoteza mono-
clonala (fiecare leziune este influentatd ab initio de un
mitogen), ipoteza oxidativa (rolul stresului oxidativ si al
lipoproteinelor oxidate in aterogeneza). Stresul oxidativ,
inflamatia, alterarea metabolismului lipidic si imunitatea se
interrelationeaza complex in aterogeneza [2].

In acest sens, ipoteza pe care incercim si o
demonstram este modul cum anumiti markeri biologici,
atat prooxidanti, cat si antioxidanti, se modificd in dis-
functia endoteliald premergatoare aterogenezei experi-
mentale la iepure.

Material si metoda

Pentru realizarea studiului am utilizat 24 de iepuri
din rasa Californian, masculi, in varsta de 4-5 luni, fara nici
o patologie cunoscutd, cu greutatea cuprinsa intre 3 si 4
kg. Animalele au fost mentinute in conditii zoo-igienice
de vivarium corespunzatoare, standardizate, in cadrul
Centrului de medicina experimentala si aptitudini practice
din cadrul UMF ,Iuliu Hatieganu” Cluj-Napoca: la tem-
peratura ambientald de 22 + 1 °C, hrana standardizata si apa
ad libitum, cu un ciclu luminé/intuneric de 12 ore, lasati
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timp de o saptamana sa se adapteze inainte de inceperea
experimentului.

Am folosit doud loturi a cate 12 iepuri, lotul martor
si lotul proba, pe o perioada de 45 zile, la care s-a indus
un proces aterosclerotic. Lotul proba a primit prin gavaj
gastric, zilnic, o dietd bogata in colesterol (2% colesterol)
[3].

S-a urmarit procesul inflamator aterosclerotic prin
intermediul interleukinei 1 (IL-1) si proteinei C reactive
(PCR); ca markeri ai stresului oxidativ au fost urmariti
lipoperoxizii lipidici (malondialdehida MDA legatd);
ca marker antiinflamator a fost umarita adiponectina, un
hormon polipeptidic care are rol de imbunatatire a functiei
endoteliale. IL-1, PCR si adiponectina au fost determinate
folosind tehnica ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay).

MDA legata a fost determinata utilizind 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 statisticd a fost efectuati pe esantioane
independente de subiecti.

Pentru fiecare set de valori au fost calculate ele-
mente de statistica descriptiva.

Pentru compararea mediilor in cazul a doua
esantioane cu distributii de probabilitate normale s-a uti-
lizat testul Student pentru variatii egale sau pentru variatii
neegale, variatiile fiind testate cu testul Levene pentru
variatie. Pentru testarea distributiei normale s-a folosit
testul Kolmogorov-Smirnov. in cazul esantioanelor care
nu au avut o distributie normala, s-a utilizat testul Mann-
Whitney (U), pentru compararea pe ranguri pe esantioane
independente.

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

Datele au fost prezentate utilizand indicatori de
centralitate, localizare si distributie.

Prelucrarea statistica s-a efectuat cu aplicatia
Excel (din pachetul Microsoft Office 2003), cu programul
SPSS v.16 sau online, cu aplicatia OpenEpi v.2.3.1 [5].
Reprezentarea grafica a rezultatelor s-a facut cu aplicatia
Excel (din pachetul Microsoft Office 2003).

Consideratii etice:

Experimentul este efectuat cu avizul Comisiei de
etici a UMF ,Iuliu Hatieganu” Cluj-Napoca, animalele
de laborator fiind tinute in conditii optime, cu temperatura
constantd, lumina 12:12 si hrana ad libitum.
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Rezultate

Studiul nostru a aratat cd administrarea de acizi
grasi saturati (untura de porc lichefiatd) conduce la cresteri
statistic semnificative ale MDA (p < 0,001), IL-1 (p <0,05)
si PCR (p < 0,05). De asemenea, ulterior administrarii de
acizi grasi saturati apar scaderi statistic semnificative ale
adiponectinei (p < 0,001).
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Fig. 1. MDA 1a loturile studiate (valori medii + ES).
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Fig. 2. IL-1 la loturile studiate (valori medii + ES).

mg/1 PCR (valori medii £ ES)
0,060

0,051 10,002
0,050

0,042 = 0,003
0,040

0,030

0,020

0,010

0,000
Martor Proba

Fig. 3. PCR la loturile studiate (valori medii + ES).
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Fig. 4. Adiponectina la loturile studiate (valori medii + ES).

Discutii

Rezultatele noastre sunt in acord cu datele din
literatura care indica producerea unui stres oxidativ asociat
procesului de ateroscleroza, evidentiat prin intermediul
procesului inflamator (cresterea PCR si a IL-1), conco-
mitent cu scdderea precoce a adiponectinei, marker
antiinflamator al procesului aterosclerotic. Afectarea
concentratiei de adiponectina va influenta negativ functia
endoteliala.

In ultimii 30 de ani s-au inregistrat progrese consi-
derabile in intelegerea multor aspecte privind functia
endoteliala si alterarile ei in conditii patologice; totusi
putini clinicieni iau in considerare sanatatea endoteliului,
mai ales deoarece endoteliul nu poate fi explorat conve-
nabil pand in prezent, dar si datorita complexitatii si
adaptabilitatii sale [6].

Disfunctia endoteliald este un eveniment cheie
in fiziopatologia bolilor cardiovasculare §i apare ca un
element predictiv independent si puternic al evenimentelor
cardiovasculare. De aceea, evaluarea markerilor endoteliali
circulanti ar putea fi de ajutor, dar testele asupra modifica-
rilor debitului sanguin regional, ca raspuns la adminis-
trarea locald de vasodilatatori endotelio-dependenti este mult
mai specifica pentru studiul arterelor de rezistenta [7].

Mecanismele etiopatogenetice care stau la baza dis-
functiei endoteliale sunt variabile, dependente de patologie,
de patul vascular studiat, de factorii stimulanti si factori aso-
ciati cum ar fi varsta, sexul, aportul de sare, hipercolestero-
lemia, hiperglicemia si hiperhomocisteinemia [8].

Disfunctia endoteliala influenteaza relaxarea endo-
telio-dependenta (RED), a mugchiului neted vascular. RED
recunoscutd ca esentiala pentru controlul hemodinamicii
in conditii normale si patologice, se bazeaza pe o com-
plexa retea de semnalizare in cadrul peretelui vascular.
Canalele de calciu voltaj dependente sunt implicate in
raspunsurile contractile ale muschiului neted vascular la
diferiti stimuli, astfel ca orice hiperpolarizare a muschiu-
lui vascular are un efect antagonic. Factorii hiperpolarizanti
derivati din endoteliu actioneaza pentru a reduce calciul
citosolic, dar determind hiperpolarizarea muschiului
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neted vascular prin activarea canalelor de potasiu voltaj
dependente, dependente de ATP si de calciu [9].

O explicatie alternativd sau complementard poate
fi efectul factorului hiperpolarizant derivat din endoteliu
(EDHF - Endothelium-derived hyperpolarizing factor),
care permite propagarea In peretele vascular a hiperpo-
larizarii endoteliale induse de agonist. in unele artere,
eicosanoizii si ionii de K pot ei iInsisi sd initieze o
hiperpolarizare endoteliald condusa, sugerdnd astfel ca
semnalizarea electrotonicd poate reprezenta un mecanism
general prin care endoteliul participa la reglarea tonusului
vascular [10]. In artera femurald de la sobolanul adult, in
care straturile de muschi neted si cele endoteliale nu sunt
cuplate electric, EDHF lipseste, chiar daca acetilcolina
determind hiperpolarizare in celulele endoteliale [10].

Cu toate acestea, jonctiunile gap sunt puternic
implicate in reteaua de semnalizare care asigurd RED si
sunt reglate printr-un proces dinamic, cu alterari ale ex-
presiei proteice a conexinelor (Cx) si modificari post-trans-
lationale. Peptidele conexin-mimetice sunt acum folosite
pentru a diferentia implicarea diverselor tipuri de jonctiuni
gap in [11]. NO inhiba transferul intercelular al molecu-
lelor mici prin influenta specifica asupra Cx 37, sugerand
rolul NO 1n controlul retelei de semnalizare care asigura
EDRF [12].

Plenz si col. (2004) au aratat rolul conexinei 43 la
nivelul jonctiunilor gap de la nivelul celulelor musculare
netede. Cresterea formarii acestor jonctiuni poate contribui
la coordonarea raspunsului celulelor dupa leziuni secun-
dare, 1n particular in faza precoce a restenozei [13].

Dezvoltarea procesului aterosclerotic §i resteno-
zarea implicdA modele complexe de interactiune intre
disfunctiile endoteliale, celulele inflamatorii si celulele
musculare netede, in care citokinele si factorii de crestere
joaca un rol important [14].

Studiul efectuat de alti autori au aratat ca redu-
cerea conexinei 43 limiteazd formarea neointimei dupa
un raspuns acut vascular, scdzand procesul inflamator
si reducand migrarea si proliferarea celulelor musculare
netede [15].

Acelasi rol al efectului bolilor vasculare care induc
stres oxidativ, asupra scaderii conexinei 43, a fost observat
si de alti cercetatori [16,17,18].

Efectele endoteliale ale conexinei se pot evalua si
prin intermediul adiponectinei. Adiponectina este adipo-
kina secretatd aproape in exclusivitate de adipocite, cu
efect antiaterogenetic, antiinflamator, cardioprotectiv. Re-
gleazd mecanismul insulinorezistentei, accelereaza meta-
bolismul acizilor grasi, reduce expresia moleculelor endo-
teliale de adeziune (ICAM-1 si VCAM-1), imbunatatind
functia endoteliala [19]. Efectul antiinflamator are drept
consecintd o scadere a productiei de IL-6, un important
factor inflamator care, la randul lui, stimuleaza secretia
hepaticd a proteinei C reactive. O concentratie scazuta
de adiponectind a fost asociatd cu un risc crescut de a

dezvolta insulinorezistenta, DZ 2, hipertensiune arteriala
si boala coronariana [20]. Aceasta asociere a fost extinsa
si la o mortalitate crescutd dupd un accident vascular
cerebral. Mecanismele par sd fie legate de stimularea de
adiponectind a secretiei endoteliale de oxid nitric (NO, un
factor vasodilatator §i vasoprotectiv) in conditii de ische-
mie [12].

Cresterea concentratiei de adiponectind a demon-
o scadere a hipertrofiei cardiace patologice, precum si o
reducere a distructiei miocardice determinatd de ischemie
[22].

Adipozitatea conduce la dezvoltarea unui status
inflamator subclinic, cresterea nivelului parametrilor
disfunctiei endoteliale, insulinorezistentd si dislipidemie
datorita secretiei crescute de leptina, rezistina si acizi grasi
liberi §i a concentratiei scazute de adiponectina.

Inflamatia si disfunctia endoteliala conduc la modi-
ficari aterosclerotice in teritoriul macrocirculatiei. Markeri
ai inflamatiei de tipul TNF-a si IL-6 se coreleaza in mod
direct cu gradul adipozitatii si al insulinorezistentei [23].

Deoarece functia endoteliala a devenit un punct
central 1n explicarea mecanismelor patogenetice ale
adipozitatii, insulinorezistentei, diabetului zaharat si
aterosclerozei, a aparut necesitatea determinarii cat mai
exacte a acesteia. Pe de o parte, masurarea functiei endo-
teliale ar permite descoperirea precoce a pacientilor la risc,
iar pe de alta parte ar reduce timpul necesar investigarii
efectelor diferitelor substante asupra acesteia. Dacd se
urmaresc de exemplu efectele statinelor asupra grosimii
intimad-medie sunt necesare 6 luni pentru a fi vazute
rezultatele, pe cand efectele asupra functiei endoteliale sunt
deja vizibile dupa 3 zile [23].

Adeziunea leucocitara la celulele endoteliale si
migrarea lor in peretele arterial este unul din factorii
determinanti in aparitia aterosclerozei si este facilitatd de
molecule de adeziune de tipul ICAM-1 (intercellular cell
adhesion molecule 1), VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule 1) sau E-Selectind (endothelial-leukocyte
adhesion molecule-1). Nivele inalte ale concentratiei
moleculelor de adeziune in plasma sunt considerate
markeri ai disfunctiei endoteliale. Expresia moleculelor
de adeziune celulara (CAM) este crescutd de urmatoarele
substante: citokine proinflamatorii (TNF-o, IL-6, CRP),
acizi grasi liberi, LDL oxidat, radicali liberi de oxigen sau
AGE (advanced glycation endproducts) [23].

Numeroase studii efectuate in ultimii ani, atat pe
culturi de celule, cat si pe modele animale si umane, au
avut ca subiect implicarea adiponectinei 1n procesele
fiziologice si patologice. In urma acestor cercetiri s-a evi-
dentiat faptul ca, la nivel vascular, adiponectina are efect
protector, prin diminuarea fenomenelor inflamatorii aso-
ciate cu ateroscleroza, prin reducerea expresiei moleculelor
de adezivitate celulard (selectina, vascular adhesion
molecule — VCAMI, intercellular adhesion molecule —
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ICAMI) si a citokinelor, atat la nivelul endoteliului, cat si
in macrofage [24].

Efectele favorabile ale adiponectinei asociate cu
efectele antiinflamatoare, antiapoptotice, inhibarea fibro-
zei interstitiale fac din acest hormon o molecula terapeu-
ticd promitatoare [25].

Concentratiile plasmatice scazute de adiponectina
reflectd un stadiu avansat de ateroscleroza. La pacientii
cu infarct miocardic, acest nivel poate fi neutralizat de
cresterea adiponectinei declansata de inflamatia sistemica,
care de multe ori se asociaza cu infarctul miocardic [22].

IL-1 si TNF actioneazda pentru a media efectele
inflamatorii locale §i sistemice, si anume: local, produc
chemotaxia neutrofilelor, eliberarea de granule, amplifica
metabolismul oxidativ; la distanta, tintele celulare sunt
celulele endoteliale, hepatocitele, fibroblastii [26].

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

Citokina IL-1 este consideratd cel mai important
inductor al productiei hepatice a reactantilor de faza acuta.
Titrurile interleukinelor determinate in diverse lichide
biologice pot fi utilizate In diagnosticarea unor afectiuni
imune si in monitorizarea tratamentelor doar in corelatie cu
date clinice si paraclinice complementare [26,27].

CRP reprezinta unul din cei mai sensibili reactanti
de faza acuta. Nivelurile sale plasmatice cresc dramatic (de
100 ori sau mai mult) dupa traumatisme severe, infectii
bacteriene, inflamatii, interventii chirurgicale sau in cursul
unor proliferdri tumorale. Numeroase studii epidemiolo-
gice au confirmat faptul ca pacientii cu niveluri plasma-
tice bazale crescute de CRP prezintd un risc crescut de
boala coronariana si infarct miocardic. Studiile prospective
desfasurate in tarile europene si SUA au furnizat rezultate
concordante in ceea ce priveste valoarea predictivd a
determinarilor CRP asupra riscului cardiovascular atat la
barbati, cat si la femei. Astfel, CRP este un factor de risc
indirect pentru boala coronariand, iar nivelurile crescute
pot reflecta severitatea raspunsului inflamator in vasele
aterosclerotice [28,29].

Desi exista dovezi certe privind rolul inflamatiei in
boala coronariana nu a fost stabilit pAnd acum mecanismul
precis al relatiei dintre nivelurile plasmatice CRP si riscul
cardiovascular. O problema ramasa inca nerezolvata este
aceea daca cresterea nivelului CRP reprezintd cauza sau
consecinta bolii (probabil amandoud). Este posibil ca
raspunsul inflamator asociat cu leziunile ateromatoase sa
declanseze productia de citokine intr-o cantitate suficienta
pentru a induce o crestere masurabila a CRP in plasma. La
randul sau CRP, datoritd efectelor proinflamatorii, poate
determina cresterea vulnerabilitatii placii ateromatoase sau
poate avea alte actiuni care agraveaza boala [30].

Concluzii

1. Markerii procesului inflamator, CRP si IL-1,
au crescut semnificativ la animalele expuse unui regim
hiperlipemic.

2. Disfunctia endoteliald a fost evidentiatd prin
reducerea adiponectinei, efect urmadrit in studiile recente
prin intermediul conexinei-43.

3. Cresterea lipoperoxizilor plasmatici, indicatori
de stres oxidativ, confirma existenta procesului inflamator
cronic asociat aterosclerozei.
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