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ADNOTAREA

Timercan Tatiana “Evaluarea unor modificiri metabolice (glucidice, lipidice) si
inflamatorii in infarct miocardic acut — studiu preclinic experimental”, tezi de doctor in
stiinte medicale, biochimie medicala — 315.01, Chisinau, 2020.

Structura tezei: introducere, 4 capitole, concluzii generale, bibliografie din 298 titluri, 7
anexe, 115 pagini de text de baza, 20 tabele, 28 de figuri. Rezultatele obtinute sunt publicate

in 21 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: infarct miocardic acut, izoproterenol, stres oxidativ, ischemie, hipoxie
tisulara, inflamatie, citokine, metabolism.

Scopul studiului: Aprecierea unor markeri metabolici si inflamatori in dinamica infarctului
miocardic acut si identificarea interrelatiei dintre ei si pronosticul bolii prin elaborarea unui
ansamblu patobiochimic de evaluare precoce.

Obiectivele cercetirii: Determinarea Tn dinamica infarctului miocardic acut a unor valori ai
metabolismului glucidic si lipidic, indicilor procesului inflamator, markerilor stresului
oxidativ si a leziunii tisulare; identificarea corelatiilor dintre parametrii biochimici in ser si
homogenat, cat si raportarea modificarilor respective la etapele IMA cu determinarea unei
constelatii biochimice pentru constatarea precoce a severitatii IMA.

Noutatea si originalitatea stiintificA a cercetarii: S-a apreciat interrelatia devierilor
metabolice si inflamatorii in tesutul cardiac si sange la diferite etape ale infarctului miocardic
experimental. S-a stabilit spectrul de indici biochimici in ser si homogenat cu valoare
diagnostica si predictiva Tnaltd pentru IMA, confirmand utilitatea biomarkerilor mentionati.
Problema stiintifici importantad solutionata in tezi: Fundamentarea experimentala a
rolului modificarilor metabolice, inflamatiei si stresului oxidativ in inducerea si progresarca
leziunilor tisulare din IMA, fapt care confirma oportunitatea estimarii corelatiilor valorilor
sero-tisulare a markerilor biochimici, contribuind la stabilirea predictorilor de diagnostic si
pronostic.

Semnificatia teoretica a lucrarii: Rezultatele cercetarii impun o viziune clard in interpretarea
mecanismelor patobiochimice ale IMA prin prisma modificarilor metabolice si inflamatorii.
In etapele patogenice ale leziunii miocardice au fost corelate valorile serice si tisulare a
markerilor inflamatiei, stresului oxidativ si leziunii tisulare. Studiul confirmd prezenta in
patobiochimia procesului a fazei de preinfarct.

Valoarea aplicativa a cercetarii: Studiul poate servi drept punct de reper a unor cercetari
mai aprofundate, ce ar contribui la crearea unui algoritm corelational al markerilor biochimici.
Implementarea in practica: Rezultatele studiului sunt aplicate In procesul instructiv metodic
]n cadrul Catedrei de biochimie si biochimie clinica. Postulatele de baza ale lucrarii pot fi
luate in consideratie si aplicate Tn medicina practica pentru diagnosticul si monitoringul

pacientilor cu IMA.



AHHOTAIMSA

Tumepkan Tarbsina, «Ouenka MeTradoau4ecKux (yriieBoAHBIX, JUNHIHBIX) H
BOCHAJINTEJIbHBIX H3MEHEHHUI IPH 0CTPOM MH(papKTe MHOKapAA - JOKJIHHHYECKOoe
JKCIEPUMEHTAJIbHOE UCCJIeI0BAHNE», KAHAUAATCKAA JUCCePTALUs B 00J1aCTH
MEIUIUHCKUX HAYK, MequIuHCcKass Ouoxumus - 315.01, Kummnes, 2020.
CTpykTypa amccepTauMM: BBeJAcHHE, 4 TJaBbl, OOIIME BBIBOABI, Oubmmorpadus uz 298
HaNMEHOBAaHUHU, 7 MPHIIOKEHHH, WnTrocTpupoBana 20 tabnumamu, 28 pUCyHKaMU M COCTOHT

u3 115 crpanuir oCHOBHOTO TeKcTa. Pe3ysbTaThl onmy0aukoBaHbl B 21 HaydHOU padoTe.
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Leapb nceaenoBaHusA: U3yYUTh U3MEHEHUS META00IMUECKUX U BOCIAIIUTENIbHBIX MapKEPOB B
TUHAMHUKE OCTPOro MH(papKTa MHOKAp/a, BBIIBUTH B3aUMOCBS3b MEXAY HUMHU U MPOTHO30M
3a0oJieBaHus Ui CO3JaHMsI MATOOMOXUMHUYECKOTO aHaIM3a PAaHHEH TUarHOCTUKH.

3agauM Mcciie0BaHUS: M3YYHTh W3MEHEHHS B JMHAMHUKE OCTPOro HMH(papKTa MHOKapAa
HEKOTOPBIX TOKa3aTesiel yriIeBOJHOIO0 M JMIHAHOIO OOMEHa, BOCHAIMTEILHOTO Ipoliecca,
MapKepOB OKHUCIUTEIBHOIO CTpPECcCa, TKAHEBOW TMIIOKCUM W MOBPEXKICHUS; BbISBICHUE
KOppersiiuii Mexay OMOXMMUYECKUMHU TapaMeTpaMy B CHIBOPOTKE M TKaHU, COOTHOIICHHE
COOTBETCTBYIOIIMX U3MeHeHul ¢ stanamu OVIM u onpeneneHre OMOXUMUYECKOTO CO3BE3IUS
JUISl paHHETO BBISIBJICHUS cTeneHu Tsokectu OUM.

HoBu3Ha M OpPHUIMHAJBHOCTH HCCJIeJIOBAHMA: BIIEpPBbIE ObUIa OLIEHEHAa B3aMMOCBS3b
M3MEHEHUH MeTab0IMYECKUX U BOCHAIUTENbHBIX TIOKa3aTeslel B CEpAEUHON TKaHU U KPOBH C
sratamu OVIM. VcraHOBIIEH cleKTp OMOXMMHYECKHMX IOKa3aTeled B ChIBOPOTKE M TKaHU
MMEIOLINX BBICOKOE AUATHOCTUYECKOE U TPOrHOCTUYECKOE 3HAYCHHUE.

Pemiennasi Hay4yHasi 3aJa4a: SKCIEPUMEHTAJIbHO IMOJATBEPXKAECHA POJb META0OIMUECKUX
U3MEHEHUH, BOCHAJIEHMS W OKHUCIUTEIbHOIO CTpecca B BO3HMKHOBEHHUM M pPa3BUTUU
nopaxenus: Tkanel npu OVIM; nokazaHa HEOOXOJUMOCTH BBISBICHHUS KOPPENALUNA MEXIY
OMOXMMHYECKUMHU TI0Ka3aTeJIIMU B CHIBOPOTKE M TKaHHU, CIOCOOCTBYS OINpPEAEICHUIO
JUArHOCTUYECKHUX U MPOTHOCTUYECKUX NPEAUKTOPOB JaHHOW MATOJIOTUH.

Teopernueckass  3HAYMMOCTb:  pE3yJIbTaThl  JAIOT  YETKOE  MPEACTaBIEHHE O
naToOuoxumuuecknx Mmexannzmax ONM uyepes npusmMy MeTabOIMUECKUX U BOCHAIUTEIbHBIX
u3MeHeHuid. B marorenernyeckux stanax OMM OblIM MCCleOBaHbI B CHIBOPOTKE M TKaHH
MapKepbl BOCHAJIEHUS, OKUCIUTEIBHOIO CTpecca U TKaHEBOro NoBpexkaeHUs. [lomydeHHble
JTaHHbIE TIOJITBEPIKIAIOT HAJIMYKE NMpeAbIH(APKTHOTO MepHo/a B MaTOOMOXUMHH ITpoLiecca.
IIpukaagHass UEHHOCTb. MOXET CIYKUTh OTHPAaBHOM TOYKOM ISl  JaJbHEUIINX
UCCIIEIOBaHMM, CIIOCOOCTBYIOMIMX CO3JaHUI0 KOPPEISILIMOHHOIO alfOpUTMa OMOXUMHYECKHX
MapKepOB.

BHenpenue Hay4yHBIX pe3yJIbTATOB. NMPUMEHSIOTCS B y4eOHOM M HAy4dyHOM IIpoliecce Ha

Kadenpe onoxumun n knmuHIYecKoi onoxumuu [ YM® um. H. Tectemuniany.



ANNOTATION

Timercan Tatiana, ,,Assessment of several metabolic (carbohydrate, lipid) and
inflammatory disorders in acute myocardial infarction - experimental study”, PhD
thesis in medical science, medical biochemistry — 315.01, Chisinau, 2020.
Structure of thesis: introduction, 4 chapters, general conclusions, bibliography of 298 titles,
7 annexes, illustrated by 20 tables, 28 figures and has 115 pages of basic text. The results

obtained are published in 21 scientific papers.

Key words: acute myocardial infarction, isoproterenol, oxidative stress, ischemia, tissue
hypoxia, inflammation, cytokines, metabolism.

Aim of the study: Dynamic assessment of several metabolic and inflammatory markers of
myocardial infarction in order to determine the interrelation between these parameters and
disease prognosis by development of a pathobiochemical panel for early evaluation.

Research objectives: Dynamic assessment of carbohydrate and lipid metabolism parameters,
the markers of inflammatory process, oxidative stress, tissue hypoxia and tissue damage
markers; to identify the sanguine-tissue correlations of biochemical parameters and the
correlation of biochemical changes with the stages of AMI in order to establish the
biochemical constellation for the early detection of IMA severity.

The novelty and the scientific originality: For the first time the interrelation of the
metabolic and inflammatory deviations in the cardiac tissue and blood in different stages of
experimental myocardial infarction was assesed. The spectrum of biochemical parameters in
serum and homogenate having high diagnostic and predictive value for AMI was established.
The scientific problem solved in the thesis: resides in the experimental confirmation of the
role of metabolic changes, inflammation and oxidative stress in the induction and progression
of tissue lesions in AMI. It confirms the opportunity to estimate the correlations of the serum
and tissue values of the biochemical markers, contributing to the establishment of diagnostic
and prognostic predictors for this pathology.

Theoretical significance: The obtained results impose a clear vision in the interpretation of
the pathobiochemical mechanisms of the AMI through the prism of metabolic and
inflammatory changes. We assessed the values of the biomarkers of inflammation, oxidative
stress and tissue injury in the pathogenetic stages of myocardial injury. The study proves the
presence of the pre-infarction phase in the process's pathobiochemistry.

The applicative value of the research: The study can serve as a reference point for further
research, which would contribute to the creation of a correlational algorithm of biochemical
markers.

Implementation of the scientific results: The results of the study are applied in the teaching
process at the Department of Biochemistry and Clinical Biochemistry. The basic postulates of
the paper can be applied in practical medicine for the diagnosis and monitoring of patients
with AMI.



LISTA ABREVIERILOR

ACC — Colegiul American al Cardiologilor
ADP — adenozin difosfat

AG — acizi grasi

AGE — produsii finali de glicare avansata
AIM — albumina ischemic modificata
AMPc — adenozin monofosfat ciclic

ATP — adenozin trifosfat

B-LP — beta-lipoproteinele

BCV - boli cardiovasculare

BH, — tetrahidrobiopterina

BIC — boala ischemica a cordului

BRS — bloc de ram stang al fascicolului His
CABG — by-pass aorto-coronarian

CETP — proteina de transfer a esterilor de colesterol
ClO - hipocloridul

CML — carboximetillizina

COX — ciclooxigenaza

CV — cardiovascular

Cys — cisteina

DAM - dialdehida malonica

DAMPs — paterne moleculare de semnalizare
DZ — diabet zaharat

ECD — domen extracelular

ECG — electrocardiograma

ERK1/2 — kinaze reglate de semnale extracelulare
ESC — Societatea Europeana a Cardiologilor
FAD — flavin adenindinucleotid

FMN — flavin mononucleotid

GC — guanilatciclaza

GMPc — guanozin monofosfat ciclic

GOLD - dimerul glioxal-lizina

H,0,— peroxidul de hidrogen



HbA;. — hemoglobina glicata

HDL-C — HDL-colesterol

hs-PCR — proteina C reactiva cu sensibilitate inalta
ICD — domen intracelular

IL-6 — interleukina-6

IMA — infarctul miocardic acut

IQR — abaterea intercuartila

ISO — izoproterenol

JNK — kinaza c-Jun N-terminala

L-Arg — L-Arginina

LCAT - lecitin colesterol acil transferaza

LDH — lactat dehidrogenaza

LDL — lipoproteine cu densitate joasa

LDL-C — LDL-colesterol

LDL-R — receptorul lipoproteinelor cu densitate joasa
LPL — lipoprotein lipaza

LR — lantul respirator

MAPKSs — proteinkinaze mitogen-activate

MMP — metaloproteaze matriceale

mTNFa — forma membranara a factorului de necroza tumorala o
NAD" — nicotinamid adenin dinucleotid

NADPH — nicotinamid adenin dinucleotid fosfat
NF-kB — factorul nuclear kappa B

NO — oxidul nitric

NO — radicalul oxidului nitric

NO, — nitrit

NO; - nitrat

non-HDL-C — non-HDL-colesterol

NOS — nitric oxid-sintaza

NOX — NADPH-oxidaza

NSTEMI — infarct miocardic fara supradenivelarea segmentului ST
O, — anionul superoxid

0? — oxigenul singlet

OH" —radicalul hidroxil



OMS — Organizatia Mondiala a Sanatatii

ONOO - peroxinitritul

oxLDL — lipoproteine de densitate joasa oxidate

PBS — tampon fosfat salin 0.1 M, pH 7.4

PCI — angioplastia coronariand percutana

PDH — piruvat dehidrogenaza

PKC - proteinkinaza C

POL — peroxidarea lipidelor

PPOA — produsi proteici de oxidare avansata

Racl — substratul 1 al toxinei botulinice C3 inrudit cu Ras (Rat Sarcoma)
RAGE - receptorul pentru produsii finali de glicare avansata
SCA — sindromul coronarian acut

SCA-NSTE — sindromul coronarian acut fara supradenivelarea segmentului ST
SCA-STE — sindromul coronarian acut cu supradenivelarea segmentului ST
SCV - sistemul cardiovascular

SO — stresul oxidativ

SOD - superoxid dismutaza

SRA — specii reactive de azot

SRO - specii reactive de oxigen

STEMI — infarct miocardic cu supradenivelarea segmentului ST
sTNFa — forma solubila a factorului de necroza tumorala o
TACE - enzima de conversie a factorului de necroza tumorala o
TC — colesterolul total

TG —trigliceridele

TMD — domen transmembranar

Tn — troponina

TNFRL1 — receptorul factorului de necroza tumorala o tip |
TNFR2 — receptorul factorului de necroza tumorala o tip II
TNFa — factorul de necroza tumorala o

TnT —troponina T

TRAF3IP2 — factori asociati cu receptorul TNF

UE — Uniunea Europeana

VLDL — lipoproteine cu densitate foarte joasa

VS — ventriculul stang

XO — xantinoxidaza
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Introducere

Actualitatea si importanta problemei abordate. Incidenta infarctului miocardic acut
(IMA) pe Terra este in crestere continua (fig. 1), fiind insotita de consecintele nefaste si un

pronostic rezervat [51][76][108][236].

Figura 1. Mortalitatea prin maladia ischemica a cordului/100.000 [75]

In 2015 mortalitatea prin boli cardiovasculare (BCV) a atins cifra de 17 mln (31%) din
totalul de 54 miIn decese pe glob, din ele cota afectiunilor coronariene a constituit 48% [228].
Conform rezultatelor studiilor epidemiologice recente (2019) se estimeaza ca catre 2030 BCV
vor fi cauza a 23 min decese anual [259].

IMA raméane o cauza majora a decesului si dizabilitatii atat in SUA, cat si in Europa
[29] [147][232]. Datele prezentate de Asociatia Americana a Cardiologilor indica ca in SUA
costul financiar direct si indirect al BCV atinge $320.1 billioane per an [109][110].

Raportul european privind statistica BCV (European cardiovascular disease statistics)
a mentionat cd anual BCV provoaca 45% de decese in Europa si 37% de decese in Uniunea
Europeana (UE) [193][285 p.11]. Boala ischemica a cordului (BIC) reprezinta una din
formele clinice majore ale BCV, provocand 19% din toate decesele printre barbati si 20% din
decesele printre femei [285 p.11].

Cercetarile recente au raportat ca in Europa sunt peste 85 min de persoane
diagnosticate cu BCV (48% barbati si 52% femei), BIC revenind 41% din BCV la barbati si
30% din BCV la femei [285 p.53].
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Costul global al BCV pentru economia UE a fost estimat la €210 bilioane anual, din
aceastd suma in jur de 53% au constituit cheltuielile serviciului de ocrotire a sanatéatii, 26% au

Conform datelor statistice cel putin jumatate din pacientii cu sindrom coronarian acut
(SCA) decedeaza intr-o ora de la debutul simptomelor clinice pana a ajunge la spital [180].
Mortalitatea intraspitaliceascd este mai mare la pacientii cu infarct miocardic cu
supradenivelarea segmentului ST (STEMI) fata de cei cu SCA-NSTE (7% vs 3-5%), la 6 luni
ratele de mortalitate fiind similare pentru ambele maladii (12% si 13% respectiv) [181].

In Republica Moldova prevalenta BIC a inregistrat o tendintd de crestere constanti,
atingand cifra de 386.8/10000 populatie in 2015 si 404.2/10000 populatie in 2016
corespunzitor. In aceias perioada incidenta BIC a prezentat o scadere nesemnificativa de la
33.2/10000 populatie raportate in 2015 pana la 32.3/10000 populatie nregistrate in 2016, pe
cand incidenta IMA a constituit 5.9/10000 populatie (2015) si 6.3/10000 populatie (2016)
[182], cu prevalenta IMA 1in localitatile rurale (239.4%o fata de urban 205.8%o0) [193].

Conform Biroului National de Statistica in 2017 in Republica Moldova mortalitatea
prin BCV a alcatuit 58.4% din toate decesele, dintre care BIC a constituit 52.5% si 8.5% au
revenit infarctului miocardic acut, iar in 2019 BCV au provocat 58% decese, respectiv BIC —
52.6% si IMA —8.7% [259].

Supravegherea pe termen lung a demonstrat cé ratele de deces au fost mai inalte la
pacientii cu SCA-NSTE fata de cei cu SCA-STE, prezentand 2 puncte procentuale diferenta la
4 ani [181].

Descrierea situatiei in domeniul de cercetare si identificarea problemelor de
cercetare. Infarctul miocardic acut poate fi definit in functie de caracteristicile clinice,
electrocardiografice (ECG), biochimice si morfopatologice. Termenul de “infarct miocardic”
reflecta moartea miocitelor cardiace, determinatad de ischemia prelungita.

Infarctul miocardic poate fi recunoscut atunci, cand sunt majorate nivelele sanguine
ale biomarkerilor. Investigarea biomarkerilor cardiospecifici permite sa diagnosticam IMA, sa
determindm starea clinica in angor pectoral instabil, sd efectuam diagnosticul diferential intre
ischemie si IMA (anoxie), sa evaluam eficacitatea terapiei trombolitice, sa prezicem riscul de
dezvoltare a consecintelor adverse pe termen scurt si/sau lung.

,,otandardul de aur” in diagnosticul IMA il constituie la moment testul de evaluare a
troponinelor. Complexul proteic al troponinelor este atasat de filamentele fine ale aparatului
contractil a muschiului striat [189][287]. El consta din 3 subunitati codificate de gene diferite:

troponina C (TnC, masa moleculara 18 kDa) — fixeaza ionii de calciu si induce modificari
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conformationale transmise prin fosforilare troponinelor cardiace T si I; troponina I (cTnl,
masa moleculard 23.5 kDa) — inhiba Mg®**-ATP-aza actomiozinica si induce relaxarea
musculard prin intreruperea legaturii actina-miozina; troponina T (cTnT, masa moleculara
33.5 kDa) — interactioneazd cu c¢Tnl, ¢cTnC si tropomiozina pentru a atasa complexul
troponinic la filamentele miofibrilare fine, facilitand contractia [17][52][268].

Troponina C este exprimata atdt in miocitele scheletale, cat si in cele cardiace.
Secventele aminoacidice ale troponinelor T si I sunt unice pentru muschiul cardiac [52].
Troponinele cardiace T si I, posedand specificitate si sensibilitate inalta, permit identificarea
leziunilor cardiace necrotice, dar frecvent raman nemodificate in caz de ischemie cardiaca
[268][287].

Cresterea troponinelor cardiace are loc aproximtiv peste 4-6 ore de la debutul
evenimentului cardiac, respectiv sunt depistate doar consecintele unei ischemii prelungite
[30]. Deoarece riscul cel mai inalt de dezvoltare a consecintelor letale se inregistreaza in
primele ore ale IMA, identificarea precoce a ischemiei cardiace este cruciala atat pentru
managementul eficient, cat si pentru pronosticul bolii.

Algoritmele contemporane de diagnostic al IMA accentuiaza importanta estimarii
biomarkerilor cardiaci. Ideal ar fi identificarea markerilor care reflectd ischemia anterior
modificarilor necrotice.

S-a stabilit ca ischemia cardiaca declanseaza stresul oxidativ cu formarea in exces a
speciilor reactive de oxigen si speciilor reactive de azot, care induc modificarile biochimice
ale macromoleculelor celulare (DNA, proteine, lipide, etc) si activeaza raspunsul inflamator
local si/sau sistemic [228].

Studiile experimentale recente sugereaza ca nivelele serice ale markerilor stresului
oxidativ — albumina ischemic modificata (AIM), produsi proteici de oxidare avansatd
(PPOA), dialdehida malonica (DAM), metabolitii oxidului nitric (NO), lactatul, lactat
dehidrogenaza (LDH) sunt utili in identificarea precoce a ischemiei acute a miocardului.

Desi pe parcursul ultimelor decenii au fost elaborate si implicate in practica un sir de
teste care favorizeaza identificarea precoce a leziunii cardiomiocitului, panoul standardizat de
biomarkeri de diagnostic si pronostic a SCA lipseste.

Viabilitatea miocardului ischemiat in mare masura depinde de metabolismul anaerob
al glucozei. Este cert ca variabilitatea glicemica reprezinta un factor important care contribuie
la severitatea bolii coronariene, fluctuatiile acute ale glicemiei exacerbeaza stresul oxidativ si
inflamatia [123][179].
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Un factor pivotal in patogeneza IMA reprezintd si dereglarile metabolismului lipidic
[135]. Lipidele plasmatice (colesterolul total (TC) si LDL-C elevate, HDL-C micsorat)
reprezintd atat factori de risc pentru dezvoltarea aterosclerozei, precum si factori de pronostic
la pacientii cu boli coronariene [48][142].

In literatura de specialitate sunt prezentate date contradictorii privind mecanismele
patobiochimice ale infarctului miocardic acut. Totodata exista un sir de divergente referitor la
corelatia dintre nivelele serice ale indicilor Sus-mentionati si severitatea modificarilor tisulare.

Scopul studiului: Aprecierea unor markeri metabolici si inflamatori in dinamica
infarctului miocardic acut si identificarea interrelatiei dintre ei si pronosticul bolii prin
elaborarea unui ansamblu de indicatori patobiochimici de evaluare precoce.

Obiectivele cercetarii:

1. Determinarea in dinamica infarctului miocardic acut a modificarilor metabolismului
glucidic si lipidic.

2. Evaluarea intensitatii procesului inflamator la diferite etape ale IMA.

3. Studiul markerilor stresului oxidativ si ai leziunii tisulare.

4. Identificarea corelatiilor dintre parametrii biochimici in ser si homogenat,
raportarea modificarilor respective la etapele IMA si determinarea unei constelatii biochimice
pentru constatarea precoce a severitatii IMA.

Metodologia cercetirii stiintifice. Studiul preclinic experimental a fost efectuat pe 55
sobolani repartizati in 5 loturi: L1 — intacti; L2 — control NaCl 0,9%; loturile experimentale
cu infarct miocardic reprodus prin injectarea subcutanata a solutiei de izoproterenol 100
mg/kg si sacrificati peste 6 ore (L3), 24 ore (L4) si 7 zile respectiv (L5). De la toate animalele,
inclusiv sobolanii decedati, s-a prelevat materialul biologic — sangele si tesutul (inima).

S-au utilizat urmatoarele metode de cercetare:

e spectrofotometrica (glucoza, produsii finali de glicare avansata, trigliceridele, p-
LP, colesterolul total, LDL-colesterol, HDL-colesterol, non-HDL-colesterol, albumina
ischemic modificata, produsii proteici de oxidare avansata, metabolitii oxidului de azot,
dialdehida malonica, lactatul, LDH-P si LDH-L);

. imunoenzimatica (hemoglobina glicata, interleukina-6, factorul de necroza
tumorala a, troponina T);

o morfologica — prezenta modificarilor tisulare care corespund fazelor de evolutie
a IMA.

Datele obtinute au fost procesate statistic cu ajutorul functiilor si modulelor programei

computerizate Statistical Package for the Social Science (v.23, SPSS Inc. Chicago, IL, USA)
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si prezentate in diferite tipuri de tabele si figuri realizate in EXCEL si GraphPad (GraphPad
Prism Software, v.5.03, San Diego, CA). Pentru prelucrarea statistici a datelor au fost
utilizate: testul statistic nonparametric Kruskal-Wallis, testul Dunn, coeficientul
nonparametric de corelatie p Spearman. Analiza statistica a datelor s-a efectuat in perioada
stagierii in cadrul programului MEDEA Erasmus Mundus la Universitatea Paul Sabatier,
Toulouse, Franta.

Studiul a fost aprobat de Comitetul de Etica a Cercetarii a USMF N.Testemitanu (aviz
favorabil Nr. 37 la Nr. 27 din 23.03.2015).

Noutatea si originalitatea stiintificad a cercetarii. A fost realizat un studiu stiintific
experimental comparativ a devierilor metabolice si inflamatorii in IMA 1in tesutul cardiac si
sange cu scopul aprecierii corelarii serice si tisulare a metabolitilor in etapele procesului
patologic. Sunt furnizate dovezi suplimentare privind mecanismele patobiochimice ale
infarctului miocardic acut.

In premiera in Republica Moldova indicii biochimici au fost estimati concomitent in
ser si tesutul cardiac si identificat coeficientul de corelatie intre ei la diferite etape.

In dinamica IMA au fost apreciati markerii metabolismului glucidelor si lipidelor —
glucoza, HbAlc, AGE, trigliceridele, B-LP, colesterolul total, LDL-colesterol, HDL-
colesterol si non-HDL-colesterol. A fost elucidata implicarea citokinelor inflamatorii (IL-6 si
TNF-o) si biomarkerilor stresului oxidativ (AIM, PPOA, metabolitii NO) in evolutia si
pronosticul IMA. S-a confirmat importanta diagnostica a indicilor leziunii tisulare (DAM si
TnT) in identificarea precoce a leziunilor membranare. S-a stabilit spectrul de indici
biochimici in ser si homogenat cu valoare diagnostica si predictiva inaltd pentru IMA.

Originalitatea studiului constd In identificarea corelatiilor intre valorile serice si
tisulare a parametrilor biochimici prestabiliti cu raportarea modificarilor respective la etapele
IMA — 1n final este apreciatd valoarea unei constelatii de indici biochimici. Totodata au fost
aduse dovezi concludente confirmand utilitatea diagnostica si de pronostic a biomarkerilor
mentionati.

Semnificatia teoreticd a lucrarii. Rezultatele cercetdrii impun o viziune clard in
interpretarea mecanismelor patobiochimice ale IMA prin prisma modificarilor metabolice
lipidice si glucidice estimate atat prin nivelele serice, cat si prin valorile lor tisulare.

In aparitia si dezvoltarea SCA si IMA s-a accentuat rolul crucial al citokinelor

inflamatorii.
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In mecanismele patogenezice ale leziunii miocardice in IMA au fost estimate si
corelate valorile serice si tisulare a markerilor inflamatiei, stresului oxidativ si leziunii
tisulare.

Studiul realizat confirma prezenta in patobiochimia procesului a unei faze in amonte
IMA — faza de preinfarct.
Valoarea aplicativa a cercetarii. Studiul experimental pe animale mici cu utilizarea

izoproterenolului poate servi drept punct de reper pentru initierea unor cercetari mai
aprofundate, ce ar contribui la crearea unui algoritm corelational al markerilor biochimici
strict necesar in prognozarea evolutiei IMA si optimizarea managementului timpuriu si
personalizat.

Extrapolarea datelor ar permite recomandarea screening-ului biochimic cu scop de
identificare a pacientilor cu risc major de a dezvolta IMA la faza de preinfarct.

Implementarea in practica. Rezultatele studiului sunt aplicate in procesul instructiv
metodic in cadrul Catedrei de biochimie si biochimie clinicd la nivel universitar si
postuniversitar. Postulatele de bazd ale lucrérii pot fi luate in consideratie si aplicate in
medicina practica (diagnostic de laborator, cardiologie, medicind de urgenta, terapie intensiva,
etc.) pentru diagnosticul si monitoringul pacientilor cu IMA.

Volumul si structura tezei. Teza este expusd pe 161 pagini si include adnotarea (in
limbile romana, rusa, engleza), lista abrevierilor, introducere, 4 capitole, concluzii generale si
recomandari, bibilografie din 298 surse, 7 anexe, declaratia privind asumarea raspunderii,
CV-ul autorului. Materialul ilustrativ contine 20 tabele si 28 de figuri.

Cuvinte-cheie: infarct miocardic acut, izoproterenol, stres oxidativ, hipoxie tisulara,
inflamatie, citokine, metabolism.

In Introducere sunt prezentate actualitatea si importanta stiintifico-practici a
problemei abordate, sunt formulate scopul si obiectivele studiului, noutatea stiintificd a
rezultatelor obtinute, importanta teOreticd si valoarea aplicativd a lucrarii, raportarea
rezultatelor.

Capitolul 1. Infarctul miocardic acut: mecanismele patobiochimice cuprinde
definitia si clasificarea contemporana a infarctului miocardic, sinteza datelor din literatura de
specialitate privind mecanismele patobiochimice ale IMA. Sunt analizate si elucidate rolul
stresului oxidativ, inflamatiei si modificarilor metabolice (glucidice, lipidice) in aparitia si
progresarea leziunilor tisulare. Sunt analizati si mentionati factorii care poseda semnificatie

clinico-diagnostica si de pronostic in IMA.
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Capitolul 2. Material si metode de studiu include design-ul studiului care reflecta
loturile evaluate, etapele de pregatire a materialului biologic pentru studiul biochimic si
histologic, rezultatele evaluarii histologice, mortalitatea inregistrata. Sunt descrise principiul
metodelor de cercetare utilizate, precum si metodele de prelucrare statistica.

Capitolul 3. Semnificatia clinico-diagnostici a modificarilor metabolice
evidentiazd si argumenteaza rolul si contributia modificarilor metabolismului glucidic si
lipidic in aparitia si progresarea maladiei, riscul complicatiilor si pronosticul nefast.

Capitolul 4. Semnificatia clinico-diagnostici a markerilor in infarctul miocardic
acut releva rolul, valoarea diagnostica si evidentiaza semnificatia clinica a citokinelor,
biomarkerilor ischemiei/hipoxiei si leziunii tisulare in patobiochimia maladiei, precum si
utilitatea evaluarii indicilor mentionati in diagnosticul precoce a IMA.

In Concluzii si recomandiri sunt prezentate concluziile finale bazate pe rezultatele
obtinute, precum si formulate recomandarile practice.

Publicatii la tema tezei. Materialele tezei au fost publicate in 21 lucrari stiintifice (8
cu titlu de monoautor), inclusiv:

. articole in reviste din bazele de date Web of Science si SCOPUS - 2,

o articole in reviste din Registrul National al revistelor de profil, categoria B — 3,

o articole in lucrarile conferintelor stiintifice internationale (peste hotare) — 1,

o articole in lucréarile conferintelor stiintifice internationale (Republica Moldova) — 1,
o articole in lucrarile conferintelor stiintifice nationale — 2,

. teze n lucrarile conferintelor stiintifice internationale (peste hotare) — 6,

o teze n lucrarile conferintelor stiintifice internationale (Republica Moldova) - 3,

o teze la conferinte nationale — 3.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Materialele tezei au fost raportate in cadrul

forumurilor stiintifice:

v'  internationale (peste hotare)

o Annual Young Medical Scientists Conference 2017 (AYMSConf 2017), October 27-29th
2017, Kyiv, Ukraine;

. IBC - SOFIA 2017, 2nd INTERNATIONAL BIOMEDICAL CONGRESS of SOFIA
2017, November 17-19th 2017, Sofia, Bulgaria;

o Modern Technologies of Diagnostic and Monitoring of Therapy in Experimental,
Clinical Medicine and Pharmacy, January 15, 2018, Brno, Czech Republic.

v internationale (Republica Moldova)
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o 5th International Medical Congress for Students and Young Doctors MedEspera.
Chisinau, Moldova, 14-17 mai 2014;

o 6th International Medical Congress for Students and Young Doctors MedEspera.
Chisinau, Moldova, 12-14 mai 2016;

o 7th International Medical Congress for Students and Young Doctors MedEspera. 3-5
mai 2018, Chisindu, Moldova;

v' nationale

o Zilele Universitatii si Conferinta stiintifica anuald, USMF “Nicolae Testemitanu’’ 18-
20 octombrie 2017,
o Zilele Universitatii si Conferinta stiintifica anuald, USMF “Nicolae Testemitanu’’ 17-
19 octombrie 2018;
o Zilele Universitatii si Conferinta stiintifica anuala, USMF “Nicolae Testemitanu’’ 16-
18 octombrie 2019.

Teza a fost discutatd, aprobata si recomandatd pentru sustinere la sedinta Catedrei de
biochimie si biochimie clinica din 05.03.2020 (proces verbal nr. 16); sedinta Seminarului
Stiintific de Profil 315. Biochimie si biologie moleculara al USMF “Nicolae Testemitanu”

din 16.04.2020, proces verbal nr. 1.
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1. INFARCTUL MIOCARDIC ACUT: MECANISMELE
PATOBIOCHIMICE

Infarctul miocardic acut constituie o problemd majora medico-sociald, actualda in
pofida realizarilor obtinute in diagnostic, tratament, profilaxie si reabilitare. Actualitatea IMA
este determinatda de nivelul nalt si cresterea continuad a incidentei, invalidizarii si letalitatii
prematura, in special printre persoanele de varsta tanara apte de munca.

Sindromul coronarian acut reprezintd un termen larg care include angina pectoralad
instabild, infarctul miocardic fard supradenivelarea segmentului ST (NSTEMI) si cu
supradenivelarea segmentului ST (STEMI) [51]. Infarctul miocardic reprezintd necroza
miocardului ca urmare a ischemiei acute, cauzatd de ocluzia completa sau partiala a unei
artere coronariene [32][181]. S-a confirmat ca moartea celulelor cardiace nu are loc imediat la
debutul ischemiei miocardului, dar aproximativ >6 ore [189].

Desi anual cateva milioane de persoane se adreseaza la departamentul de urgenta cu
simptome sugestive pentru sindrom coronarian acut, doar aproximativ 1.4 milioane de
persoane sunt internate cu SCA dintre care aproape 70% sunt diagnosticati cu angind instabila
si/fsau NSTEMI [51]. Totodata la pacientii cu NSTEMI evaluarea simptomelor clinice si
estimarea precoce a biomarkerilor cardiaci sunt cruciale pentru stabilirea diagnosticului
[51][186].

Ghidurile elaborate recent de Colegiul American al Cardiologilor si Societatea
Europeana a Cardiologilor (ACC/ESC) mentioneaza ca orice crestere a troponinelor peste
limita superioard de referinta (percentila 99) in contextul clinic sugestiv este definitd ca un
indice al infarctului miocardic acut [51].

Conform Protocolului National [180][181], termenul de infarct miocardic ar trebui
folosit cand exista dovada necrozei miocardice intr-un context clinic sugestiv pentru ischemie
miocardicd, totodata prezenta oricarui din urmatoarele criterii stabileste diagnosticul de infarct
miocardic:

- dinamica enzimatica a biomarkerilor cardiaci (preferabil troponina (Tn)) cu cel putin
o unitate deasupra percentilei 99 a limitei superioare de referintd aldturi de cel putin unul din
urmatoarele criterii [180][181]:

- simptome de ischemie miocardica;

- noi modificari ale segmentului ST-T sau bloc de ram stang al fascicolului His (BRS)
nou aparut;

- aparitia undei Q patologice pe electrocardiograma (ECG);
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- dovada imagistica a unei pierderi noi de miocard viabil si/sau aparitia unei noi
regiuni cu anomalie de cineticd segmentald;

- identificarea trombului intracoronarian proaspat la coronarografie si/sau la autopsie.

Conform Clasificarii universale a infarctului miocardic in prezent se disting
urmatoarele tipuri de infarct [181][269]:

o IM tip 1: Infarctul miocardic spontan

o IM tip 2: Infarcul miocardic secundar unui dezechilibru ischemic

o IM tip 3: Moartea cardiaca

o IM tip 4a: Infarct miocardic asociat angioplastiei coronariene percutane (PClI)

o IM tip 4b: Infarct miocardic asociat trombozei intrastent

o IM tip 4c: Infarct miocardic asociat restenozei intrastent

. IM tip 5: Infarct miocardic asociat CABG (by-pass aorto-coronarian).

Conform ipotezei lui Mythili and Malathi (2015) in patogeneza infarctului miocardic
se disting urmatoarele etape: (1) leziunea endoteliului; (2) instabilitatea placii aterosclerotice,
insotitd de scaderea fluxului sangvin si cresterea consumului de oxigen; (3) ischemia
miocardului; (4) necroza cardiomiocitelor, (5) inflamatia, — fiecare etapa fiind caracterizata
prin modificari metabolice si eliberarea biomarkerilor specifici [189].

In patobiochimia infarctului miocardic rolul esential revine stresului oxidativ (SO),

inflamatiei si modificarilor metabolice.

1.1 Stresul oxidativ

Identificarea precoce a ischemiei miocardului este critica atdt pentru estimarea
consecintelor SCA, cat si la evaluarea eficacitatii tratamentului aplicat [10].

Cu toate cd leziunea celulard pe parcursul ischemiei este un proces multifactorial,
datele recente sugereaza implicarea pivotala a stresului oxidativ (SO) in patogeneza sa [126].
Speciile reactive de oxigen (SRO) sunt produse din oxigenul molecular in rezultatul
metabolismului celular normal, fiind impartite in radicali liberi si non-radicali [207]. Radicalii
liberi sunt atomi sau molecule Tnalt reactive cu unul sau mai multi electroni nepereche in
membrana externa [158][207]. Durata de viata a radicalilor variaza de la 1 ns — perioada de
injumatatire a radicalului hidroxil (OH"), pana la ~10 s — perioada de injumatatire a oxidului
nitric, sau cateva zile — timpul de injumatatire a melaninei [251].

Radicalii liberi (radicalul hidroxil (OH), anionul superoxid (O; ), peroxidul de
hidrogen (H.0,), oxigenul singlet (O%7), hipocloridul (ClO"), radicalul oxidului de azot

(NO ), peroxinitritul (ONOO )), cu denumirea comuna de Specii reactive de oxigen si specii
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reactive de azot (SRA), sunt generati in organismul uman de catre un sir de sisteme endogene
sl participa in semnalizarea celulara ca mesageri subcelulari in cdile de reglare a genelor,
precum si transducerea semnalelor care moduleaza contractia, relaxarea si cresterea celulelor
musculare netede vasculare [184][185][207][251].

Expunerea la nivele joase si/sau moderate ale SRO are un rol important in
semnalizarea fiziologica, declanseaza un raspuns de supravietuire, inclusiv cresterea celulara
si adaptarea la stres, fortifica sistemul de protectie antioxidanta responsabil de efectele
cardioprotectoare, evidentiind calea de semnalizare Nrf2 ca un mecanism important de
citoprotectie miocardica [77][92][110][185][207][296].

Stresul oxidativ se dezvolta cand apare dezechilibrul intre producerea in exces si/sau
neutralizarea insuficienta a SRO, inclusiv peroxidul de hidrogen (H20,), anionul superoxid,
radicalul hidroxil (OH"), anionul peroxinitrit (ONOO ), si sistemele de aparare antioxidanta
[77][92][184]. Radicalii liberi poseda o reactivitate foarte inalta si ataca macromoleculele
importante (DNA, proteine, glucide, lipidele membranelor celulare si/sau a nucleului)
[94][110][207][296]. Totodata se activeaza cascadele intracelulare de transducere si
transcriptie a semnalului in care rolul principal revine proteinkinazelor mitogen activate
(MAPKSs), factorului nuclear kappa B (NF-kB), ERK1/2 si JNKs — fenomen denumit
“semnalizarea redox”, inclusiv calea inflamatorie MAPKp38 implicatda in remodelarea
cardiaca, cardiomiopatie si insuficienta cardiaca [184][251].

Leziunile celulare si/sau dereglarile homeostatice rezultante in disfunctia endoteliala,
necroza si apoptoza celulelor, sunt implicate in mecanismele patogenice ale bolilor
cardiovasculare, inclusiv maladia ischemica a cordului, ateroscleroza, aritmiile cardiace,
hipertensiunea, etc. [185][251].

Producerea in exces a SRO joaca un rol esential in dezvoltarea BCV, inclusiv in
patogeneza bolii ischemice a cordului si IMA [94][110][184]. Formarea excesiva a radicalilor
liberi rezultd in pierderea functiei si integritatii membranelor miocardului [134]. Peroxidarea
fosfolipidelor din membrana cardiomiocitului provoacd modificdri ale permeabilitdtii si
supraincarcarea intracelulara cu calciu, care rezulta in lezarea cardiomiocitului [274].

Atat cercetdrile clinice, cat si cele experimentale a stresului oxidativ au demonstrat ca
SRO provoacd leziunile oxidative ale DNA-ului mitocondrial, modificd permeabilitatea
mitocondriala, iar depolarizarea membranei, decuplarea fosforilarii oxidative si dereglarea
respiratiei celulare induc lezarea mitocondriei, eliberarea citocromului c, activarea caspazelor
sl apoptoza [92][184][251].
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Rolul major al SRO in dezvoltarea IMA este argumentat prin asocierea pozitiva a
statutului redox al miocardului atat cu extinderea necrozei, cat si cu leziunea prin reperfuzie
[185]. Datele experimentale aduse arata ca exacerbarea SO in miocard are loc ca raspuns la

ischemie/reperfuzie, hipertrofie si insuficienta cardiaca [184].
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Figura 1.1 Sursele principale de SRO si SRA [111]

Este cert cd miocardul postinfarct contine multe surse capabile sa produca SRO
(fig.1.1) [111][279], cele mai importante fiind:
. NADPH-oxidazele (NOX), in special expresia sporitd a NOX,, catalizeaza

reducerea unui electron al O, cu generarea anionului superoxid (O, ) folosind ca sursa de
electroni NADPH [110][185];

. decuplarea eNOS provocata de lipsa substratului L-Arginind (L-Arg) si/sau

cofactorului tetrahidrobiopterina (BHj4) rezultind in producerea O, 1in loc de NO
[77]1[92][184];

=  xantinoxidazele (XO) din endoteliul vascular genereaza ca produsi secundari

O;, Hy0,, si OH"; ischemia tisulard favorizeazid convertirea xantindehidrogenazei in
xantinoxidaza cu formarea acidului uric si O, [185];

= ciclooxigenaza si lipoxigenaza

=  enzimele microsomale si

= activitatea mitocondriilor in care aportul isufucuent de oxigen induce sinteza
sporita de SRO in lantul respirator [77][92][184][185].

In bolile ischemice SRO si radicalii liberi, produsi preponderent de lantul respirator

mitocondrial, sunt responsabile de peroxidarea fosfolipidelor mitocondriale [274].
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Mitocondriile sunt sursa importantd de SRO responsabile de lezare miocardului atat in
ischemie, cat si reperfuzie [296].

Experimental a fost confirmat ca NADPH oxidazele si xantinoxidaza sunt surse
majore de superoxid in arterele coronariene la pacientii cu maladia coronariana [77][279].

O cale de formare a SRO este peroxidarea lipidelor (POL) mediata fie prin mecanisme
neenzimatice (radicalii hidroxil si peroxil, SRO derivate din NOX si/sau eNOS decuplata), fie
prin mecanismele enzimatice (mieloperoxidaza, lipooxigenaza, ciclooxigenaza, citocrom Pz,
etc.) [77][158][207]. Procesul mentionat implicai metabolizarea acizilor grasi (AG)
polinesaturati, in special linoleic si arahidonic, din membrana celulara, declansand o reactie in
lant. Radicalii liberi secundari formati, inclusiv DAM si aldehidele nesaturate, servesc ca
mesageri secunzi, ori reactioneazd direct cu alte biomolecule celulare majore, formand
aglomerate proteice si agraveaza leziunile biochimice [77][134][158][207][251].

Ca rezultat al peroxidarii lipidelor are loc oxidarea DNA-ului genomic (mutatiile),
disfunctia si inactivitatea enzimelor; lezarea proteinelor si membranelor, fapt care duce la
dereglarea permeabilitatii membranare, supraincircarea intracelulard cu Ca?*, modificarea
structurii  si  functiei proteinelor, favorizdnd rearanjarea structurala a membranei
[92][184][207]. Peroxidarea fosfolipidelor induce unele schimbari conformationale in
molecula apoB100, cu cresterea captarii particolelor oxLDL de catre celulele vasculare [77].
A fost confirmat ca peroxidarea lipidelor este un mecanism al leziunii celulare, utilizat ca
indicator al SO in patogeneza IMA, iar produsii peroxidarii lipidelor sunt biomakeri indirecti
ai SO [134][207].

Peroxizii lipidici derivati din acizii grasi polienici sunt instabili, rapid se scindeaza
formand compusi secundari, care se pot acumula in tesut pe parcursul ischemiei la presiune
joasd a oxigenului [132][253].

Dialdehida malonica (DAM) este cel mai cunoscut produs secundar al peroxidarii
lipidelor, care poate servi ca biomarker al stresului oxidativ, leziunilor membranei celulare, si
un indicator veridic al leziunii oxidative a celulelor si tesuturilor [97][211][253]. Rezultatele
prezentate indica ca DAM estimata in ser reflectda adecvat statutul redox al miocardului [175].

Studiile efectuate recent in vivo denota rolul crucial al SRO si NO in patogeneza
aterosclerozei [77]. S-a presupus ca modificarea oxidativa a lipoproteinelor si fosfolipidelor,
inclusiv oxidarea AG polinesaturati din LDL (lipoproteinele cu densitate joasd), activarea
celulelor endoteliale, expresia moleculelor de adeziune, infiltrarea/activarea macrofagilor sunt
facilitate de SO vascular si inhibate de NO endotelial [77][251].
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Oxidul nitric (NO) reprezinta o moleculd mica nepolara cu numar impar de electroni
care 1i asigura proporietatile de radical liber lipofilic gazos cu efecte biologice multiple
[53][133][257]. NO este o molecula de semnalizare autocrind si paracrind cu duratd de viatd
scurta, difuzie inalta prin membrane, implicatd in procesele metabolice, biosintetice, de
semnalizare si transport membranar [53][62][133][168][170][203].

Acest mesager este generat de catre NO-sintaze care necesita ca cofactori
tetrahidrobiopterina, NADPH, FAD si FMN [62][168][228][294]. Mecanismul enzimatic
include transferul electronului cu oxidarea in 2 etape succesive a 5 electroni ai azotului
terminal al guaninei din L-arginind [53][62][294], generand L-citrulina si NO in prezenta
oxigenului si NADPH [168][184][203].

Cardiomiocitele contin 3 isoforme NOS, codificate de gene diferite: nNOS (NOS-1)
neuronald constitutiva; iNOS (NOS-2) endotoxin- sau citokin-inducibild; si eNOS (NOS-3)
endoteliala constitutiva [53][62][236][294]. Rolul dual al NO depinde de izoforma NO-
sintazei implicate (nNOS, eNOS, iNOS), care manifestd dependentd de Ca®*, expresie si
activitate diferita [251].

Izoformele NOS au rol variat in ateroscleroza: eNOS si nNOS sunt ateroprotectoare,
pe cand iNOS este proaterogena [77]. NOS-1 si NOS-3 sunt Ca®*/calmodulin dependente; iar
NOS-2 este indusd de mediatorii proinflamatori, fiind Ca**/calmodulin independentd cu rol
major in reglarea functiei vasculare [37][53][168][226][257]. Citokinele circulante (IL-1b, IL-
6, TNF-a, IFN-y) Ca2+-independent induc expresia iINOS 1in cardiomiocite, favorizand
generarea speciilor reactive de azot care mediaza efecte depresive in miocard [184].

NO este produs de toate celulele miocardului, inclusiv celule endoteliale,
cardiomiocitele si fibrele nervoase si reguleaza functia cardiacd prin efecte vascular-
dependente si vascular-independente [176][257]. Efectele vascular-dependente includ reglarea
tonusului coronarian, trombogeneza, proprietatile proliferative si inflamatorii, angiogeneza
[62][228][295], pe cand cele vascular-independente cuprind actiunea directa a NO asupra
contractilitatii cardiomiocitului si respiratiei mitocondriale [176].

A fost stabilit ca in concentratii mici NO asigurd supravietuirea, controleaza tonusul si
structura vaselor, inhiba adeziunea si agregarea trombocitelor, exercita efecte antiinflamatorii,
previne proliferarea si migrarea celulelor musculare netede [53][55][62][97][168][294].
Concentratille mai 1nalte de NO favorizeazd degradarea celulelor, apoptoza si/sau
imbatranirea fiziologica [257].

Sinteza si/sau secretia redusd a NO provoaca spasmul arterei coronariene [168][295].

Deficitul acut de NO duce la disfunctie endoteliald cu perfuzie tisulara neadecvata [108].
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eNOS genereazd concomitent NO si 0, . In lipsa substratului L-arginina si
cofactorului tetrahidrobiopterina eNOS se decupleaza (monomerizeazad) generand 0, [236]
responsabil de exacerbarea SO si disponibilitatea redusd a NO — mecanisme implicate in

patobiochimia bolilor cardiovasculare [168][279].
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Figura 1.2. Biosinteza si efectele metabolice ale NO [111]

Majoritatea efectelor metabolice (fig. 1.2) ale NO sunt mediate de activarea
guanilatciclazei solubile (GC) si sinteza de GMPc [53][77][111][168][257][279]. Au fost
descrise si mecanismele GMPc-independente in actiunea NO [62][77].

Activarea guanilatciclazei solubile cu formarea GMPc reprezinta calea majora de
semnalizare a NO in SCV care include formarea S-nitrosotiolilor prin modificarea resturilor
de Cys ale proteinelor, inclusiv NOX si eNOS, explicand astfel efectele celulare multiple,
inclusiv vasodilatarea, semnalizarea nervoasd, biogeneza mitocondriala si angiogeneza
[77][203].

Conditiile fiziologice (NO>SRO) favorizeazd S-nitrozilarea, pe cand in SO
dezechilibrul NO/SRO provoaca reactiile de oxidare (S-glutationilarea, formarea
intramoleculard a puntilor disulfidice si/sau oxizilor sulfurici) [77]. Experimental a fost
demonstrat cd NO eliberat de endoteliul vascular si cardiomiocite previne captarea de catre
peretele arterial a LDL [77], poseda proprietati antiinflamatorii si anti-apoptotice [33],
moduleaza contractia cardiaca [184].

Datele publicate mentioneaza ca in spatiul extracelular NO generat de NOS este oxidat
rapid sub actiunea oxihemoglobinei in nitrit (NOZ_) si nitrat (NOg_) [53][133][168]. Aceste

molecule, transportate in sange, depozitate in tesut, au posibilitatea de a fi convertite inapoi la
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NO in conditii fiziologice si patologice, fiind o sursa alternativd importantd caii oxigen-
dependente clasice L-arginina-NOS 1in starile hipoxice [170].

Experimental a fost confirmat ca calea non-enzimatica nitrat-nitrit-NO este
dependentd de pH, presiunea oxigenului, concentratia substratului (nitrit) si agentului
reducator [168]. Se activeaza aceasta cale gradual la scaderea presiunii oxigenului (in aportul
insuficient de oxigen) si contribuie la semnalizarea citoprotectoare in ischemie si reperfuzie,
vasodilatare, moduleaza respiratia celulara si raspunsul celular la stres ischemic [170].

Se considerd ca NO format din nitrit sub actiunea mioglobinei 1i revine rolul crucial in
reglarea metabolismului energetic si utilizarea oxigenului Tn miocard in caz de hipoxie
[168][170], deoarece poseda un efect cardioprotector gratie reducerii consumului de oxigen in
miocard, micgordrii frecventei cardiace in timpul sistolei si cresterea eficientei metabolice a
miocardului [257]. Totodata nitritul circulant reprezintd un estimator atractiv al formarii
endoteliale a NO, iar nitratul este util la determinarea turnover-ului total azot/NO [133].

Cuantificarea formarii in vivo (plasma, tesut) a NO include determinarea concentratiei
sumare a metabolitilor sai (N02_+N03_) in calitate de indicator de substitutie a NO
[133][168]. Timpul de injumititire a NO si raportul nitrat (NO3 )/nitrit (NO, ) depind de tipul
si cantitatea SRO, pO,, pH, concentratia metalelor de tranzitie si tiolilor [133], iar nivelele
circulante ale nitritului coreleaza invers cu riscul BCV [203].

Pe parcursul ischemiei si reperfuziei nitritul, gratie nitrozdrii (imediate si tardive) a
complexului I al lantului respirator, inhibd formarea SRO, activarea porului de tranzitie a
permeabilitatii mitocondriale si eliberarea citocromului ¢ [170]. Concomitent, s-a demonstrat
ca xantin-oxidoreductaza, complexele lantului respirator (LR), citocromul Psso si NOS pot
utiliza nitritul in calitate de acceptor de electron alternativ oxigenului la formarea NO [170].

Efectele detrimentale ale SO exacerbat rezulta in disfunctia NO endogen implicat in
reglarea proceselor de oxidare a lipidelor membranare si/sau lipoproteinelor [251]. In stari
patologice NO poate reactiona cu anionul superoxid (02_) si formeaza peroxinitritul (ONOO_)
— un oxidant citotoxic foarte puternic stabil in solutii alcaline [133][208][228], care induce
oxidarea BH,, mecanism cheie in decuplarea NOS cu producerea mai sporita de superoxid
[77][92][184][251].

Peroxinitritul ataca si lezeaza biomoleculele prin mecanisme multiple: 1) oxideaza
direct cisteina si triptofanul [62][97]; 2) induce peroxidarea lipidelor, fragmentarea DNA,
lezeaza complexele LR si disfunctia mitocondrialda [53][251][274]; 3) declanseaza activarea
kinazelor stres-dependente, stresul reticolului endoplasmatic, moartea celulard dependenta de

poli(ADP-ribozo)polimeraza-1; 4) activeazda metaloproteinazele matriceale si factorii de
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transcriptie pro-inflamatorii redox-dependenti (NF-kB), promovand inflamatia, disfunctia
endoteliald, remodelarea si insuficienta cardiaca [33][279].

Prin izomerizare peroxinitritul formeaza nitrat, iar fiind protonat (ONOOH) se
descompune in NO; si radicalul hidroxil cu proprietati oxidante si de nitrare puternice, capabil
sa lezeze moleculele celulare inclusiv DNA si proteinele [158][203].

Recent a fost confirmat ca peroxinitritul provoaca decuplarea activitatii eNOS,
ale macromoleculelor, dereglarea functionald a miocardului si dezvoltarea leziunii prin
ischemie-reperfuzie [92].

Au fost aduse dovezi experimentale concludente ca hiperlipidemia sporeste atat
producerea SRO, inclusiv ONOO , fapt care rezultd in alterarea functiei cardiace, cat si
nivelului seric al nitrotirozinei — un marker al generdrii sistemice a peroxinitritului [251].
LDL si oXLDL stimuleaza producerea de O, / ONOO si decuplarea eNOS, iar prin inhibarea
activitatii eNOS scade sinteza endoteliala a NO [77].

Evaluarea intensitatii SO poate fi efectuatd atat direct prin identificarea radicalilor
liberi, cat si indirect prin masurarea biomarkerilor redox [175]. Organizatia Mondiald a
Sanatatii (OMS) a definit ca biomarker orice compus, structura, proces sau produs masurabil
care influenteaza ori prezice incidenta bolii si/sau consecintelor [80]. Modificarile oxidative
ale macromoleculelor celulare majore, induse de SRO si SRA endo- si/sau exogene, sunt
utilizate ca markeri ai SO care permit stratificarea pacientilor preponderent in baza
mecanismelor patogenice si nu doar in baza severitatii bolii [80][158].

Albumina ischemic modificatd (AIM) reprezintd un biomarker promititor in
identificarea precoce a leziunii miocardului indusd de ischemie anterior debutului
modificarilor necrotice ireversibile [41][126][129][189][231][254].

Albumina serica indeplineste functii importante, inclusiv mentine presiunea coloidal-
osmotica, fixeazd si transportad diferiti compusi (bilirubina, AG, Ca®*, Mg, medicamente,
etc.) [30]. Albumina umana este sintetizata in ficat si reprezinta cea mai abundenta proteina
multifunctionald a sangelui, compusa din 585 aminoacizi (66.5 kDa), cu perioada de
injumatatire 19-20 zile [41][85]. Capatul N-terminal contine secventa N-Asp-Ala-His-Lys,
unde primii 3 aminoacizi au capacitatea si specificitatea inaltd de legare a metalelor (cobalt,
cupru, nikel) [1][30][85][86].

Regiunea N-terminald a albuminei este degradata, fiind expusa la ischemie, hipoxie,
acidoza si actiunea radicalilor liberi [126][129][297]. Concomitent scade si capacitatea de

legare a metalelor, generand AIM (fig. 1.3) [30][86][102][126][129][236][241]. S-a presupus
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ca lezarea oxidativa a secventei N-terminale are un caracter cumulativ, reparatia fiind lenta
[41]. Schimbarile sus-mentionate apar peste cdteva minute dupd un eveniment ischemic,
augmentand rapid nivelul seric al AIM, fapt care precede cu mult cresterea troponinelor

cardiace si peptidelor natriuretice [30][85][86][254].
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Figura 1.3. Mecanismul de formare a AIM [86]

AIM reprezinta unul din markerii SO care creste in stadiile initiale ale ischemiei,
poseda sensibilitate si valoare predictiva inalta si poate fi utilizat pentru depistarea precoce a
ischemiei miocardului [42][102][109][129]. In acelasi timp AIM fiind un indice al leziunii
ischemice si/sau oxidative in infarctul miocardic, coreleaza cu controlul glicemic insuficient
si dislipidemia [42].

Produsii proteici de oxidare avansatd (PPOA) sunt formati in timpul stresului
oxidativ prin reactia proteinelor plasmatice cu oxidantii clorinati [108][162][276]. Radicalii
liberi ataca proteinele, dereglandu-le structura primara, secundara si tridimensionald [165],
favorizeaza disocierea subunitdtilor catalitice ale enzimelor, disfolding-ul, agregarea si/sau
fragmentarea [278][298], prin oxidarea resturilor de aminoacizi induce rearanjari Structurale
subsecvente (crearea puntilor disulfidice, grupe carbonil, legaturi Incrucisate, etc.)
[1][171][217][297].

Durata lunga de viata a proteinelor modificate le face biomarkeri atractivi ai SO, de
aceia PPOA Tmpreuna cu resturile carbonilice sunt biomarkeri ai leziunii oxidative a
proteinelor [85][98][162].

Nivelele crescute ale PPOA sistemice poseda efecte deteriorante asupra miocardului:
1) exercitd un efect pro-apoptotic asupra cardiomiocitului prin activarea caii superoxid-

dependente Nox2/Racl/TRAF3IP2/JNK responsabila de translocarea Bax in mitocondrii,
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eliberarea citocromului ¢ cu activarea caspazei-3 si moartea celulei; 2) inhiba expresia Bcl-2
si Bcl-x; 3) stimuleaza expresia componentelor sistemului renin-angiotensina-aldosteron cu
activarea ezimei de conversie; 4) stimuleazd formarea SRO prin mecanismul mediat de
familia NOX (NOX2 si NOX4) a NADPH oxidazelor; 5) prin intermediul receptorilor RAGE/
MAPK si/sau NF-kB induc disfunctia endoteliala [276][297].

Cardiomiocitele bogate Tn mitocondrii au un consum mai Inalt de oxigen si predispun
celulele la SO [110]. In final perturbarile majore induse de SO si ischemie afecteazi ciile
metabolice, inclusiv metabolismul energetic (aminoacizilor, oxidarea acizilor grasi, glicoliza),
ciclul ureei, modificarile mentionate fiind utile pentru stratificarea precoce a riscului in IM
[10].

Se sugereaza ca dezvoltarea SO contribuie la disfunctia endoteliului vascular —
devenind un biomarker de risc cardiovascular care preceda dezvoltarea aterosclerozei
[158][251].

Recent a fost lansatd ipoteza cd SO, SRO si inflamatia conlucreaza prin punti
moleculare complexe si urmate de activarea mecanismelor multiple responsabile de

remodelarea tesutului cardiac [92][274].

1.2 Inflamatia

Studiile recente au elucidat rolul major al inflamatiei in patogeneza bolilor
cardiovasculare aterosclerotice [67][105][211].

IMA este definit ca o maladie plurifactoriald in care rolul central le revine proceselor
inflamatorii [246]. Experimental a fost identificatd asocierea complexa a bolii coronariene,
inclusiv infarctul miocardic, cu activarea raspunsului inflamator, biomarkerii inflamatiei fiind
utilizati la estimarea riscului cardiovascular [95][120][167].

S-a evidentiat ca raspunsul persistent si exacerbat la stimulii proinflamatori, manifestat
prin nivelele plasmatice crescute ale citokinelor inflamatorii si activarea NF-kB, este implicat
in patogeneza anginei pectorale instabile, frecvent provocata de ruptura placii aterosclerotice
cu tromb suprapus [155].

Ocluzia prelungita a arterei coronariene induce moartea cardiomiocitelor in zona
irigatd cu declansarea unei reactii inflamatorii intense [120]. Citokinele proinflamatorii
secretate precoce in IMA reprezintd factorii-cheie de reglare si de propagare a raspunsului
inflamator necesar pentru reparatia eficienta a tesutului infarctizat, vindecarea si cicatrizarea
miocardului, totodata inflamatia in exces duce la remodelarea adversa a VS si fibroza cardiaca

postinfarct [73][78][96][221][235].
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in procesul inflamator se disting urmatoarele dupa Huang S. and Frangogiannis N.G.
(2018) [120]:

®  faza de alarma caracterizatd prin eliberarea proteinelor DAMP care stimuleaza
caile imune;

e faza de mobilizare a leucocitelor insotita de recrutarea neutrofilelor, monocitelor
st limfocitelor in zona necrotizata;

®  faza de rezolutie asociatd cu supresia semnalizarii proinflamatorii si inldturarea
infiltratului leucocitar, precum si initierea etapei de reparare a zonei infarctizate.

Celulele cardiace necrotizate elibereaza un sir de paterne moleculare de semnalizare
DAMPs, rezultand in activarea cascadei de semnalizare a inflamatiei si inducerea expresiei
citokinelor proinflamatorii (IL-6 si TNF-o), considerata semn distinctiv al raspunsului
inflamator postinfarct [120][221]. Cascadele de semnalizare se unesc la nivelul complexului
proteic nuclear NF-kB, care manifesta efecte pleiotrope, controleaza transcriptia DNA,
producerea citokinelor si supravietuirea celulelor [33].

Este cert ca necroza cardiomiocitelor declangeaza atat raspunsul inflamator sistemic,
cat si reactia locald cu recrutarea celulelor inflamatorii circulante [120]. Amplificarea
raspunsului inflamator sistemic reflectd agravarea aterosclerozei indusd de influxul
leucocitelor, accelerarea cresterii si destabilizarii placii aterosclerotice. Astfel markerii
inflamatiei sistemice (e.g., TNF-a si IL-6) pot fi considerati predictori ai consecintelor clinice
adverse (deces, infarct recurent, disfunctia contractila a cordului, insuficientd cardiaca) la
pacientii cu IMA [63][73][211][283].

In ultimii 30 ani atat studiile experimentale in vitro, cét si cele in vivo au demonstrat
implicarea sistemului imun in remodelarea adversd [33]. SO si raspunsul inflamator sunt
considerate mecanismele de bazd a remodeldrii cardiace deoarece prin activarea
metaloproteazelor matriceale (MMP) provoacd modificari a matrixului extracelular, rezultand
in sinteza colagenului si fibroza miocardului [274].

Caile de semnalizare proinflamatorii sunt implicate in extinderea pierderii
cardiomiocitelor, declansarea degradarii matrixului, Inldturarea celulelor moarte din zona
infarctului, precum si in formarea cicatricii care pastreazd integritatea structuralda a
ventriculului. Semnalizarea proinflamatorie de lunga duratd si/sau extinsd va accentua
remodelarea adversd prin activarea proteazelor, degradarea matrixului cardiac extracelular,
transducerea mecanismelor apoptotice in cardiomiocite si favorizarea proceselor fibrogenice

in miocardul neinfarctizat [73][120].
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Citokinele reprezinta molecule pleiotrope implicate In comunicarea intercelulara si
mentinerea homeostazei celulare [95][119][237]. Orice celula nucleatd din miocard, inclusiv
cardiomiocitele, este capabila sa secrete citokine proinflamatorii ca raspuns la leziune, factori
inflamatori si/sau de stres [61].

Ateroscleroza reprezintd un proces inflamator asociat cu compicatii severe [229].
Dezechilibrul intre mecanismele antiinflamatorii si factorii proinflamatori rezultd 1in
progresarea aterosclerozei [155].

Citokinele — molecule proteice mici multifunctionale cu rol important in comunicarea
intercelulard, cresterea, diferentierea si migrarea celulard, apoptoza, reactii imune, mentinerea
homeostazei celulare, determina gradul inflamatiei si contribuie la aterogeneza
[95][119][125]. Dovezile experimentale concludente confirma implicarea citokinelor
proinflamatorii in toate etapele de dezvoltare si progresare a aterosclerozei, leziunea prin
reperfuzie, procesul de reparare si cicatrizare postinfarct [79][235].

Bolile cardiovasculare reprezinta boli pro-inflamatorii insotite de secretia mediatorilor
inflamatiei, inclusiv TNF-a si IL-6 [95]. In infarctul miocardic atat in tesutul infarctizat,
precum si In tesuturile vecine are loc un raspuns inflamator imun, manifestat prin necroza
acuta, hipertrofie, apoptoza cardiomiocitelor si remodelarea ventriculara [270]. Miocardul
sandtos nu expreseaza TNF-o, pe cand in patologie sunt generate cantitdti excesive care
contribuie la leziunea prin ischemie/reperfuzie reversibild si/sau ireversibild, remodelarea
miocardului postinfarct si dezvoltarea insuficientei cardiace [6][138].

Leziunile tisulare din infarctul miocardic, precum si  fenomenul de
ischemie/reperfuzie, stimuleaza sinteza si secretia TNF-a in cardiomiocite, efectul citokinei
fiind dependent de cantitatea si durata expresiei [16][61][270]. TNF-a stimuleaza producerea
IL-6 si augmenteaza deregldrile metabolice caracteristice infarctului miocardic, fiind asociat
direct cu procesul inflamator si BCV [95].

IL-6 este o citokina multifunctionala care regleaza raspunsul celular si umoral, cu rol
pivotal in inflamatie si leziunea celulara, nivelele ridicate fiind asociate cu risc sporit de
evenimente cardiovasculare [243]. A fost confirmat rolul IL-6 in recrutarea si activarea
celulelor inflamatorii ca raspuns la ischemie si in perioada de reperfuzie a miocardului
infarctizat, inclusiv stimularea sintezei hepatice a proteinelor de faza acuta [185].

Leziunea miocardului induce o crestere semnificativa a nivelelor serice ale IL-6,
necroza tisulard fiind un stimul puternic al rdspunsului inflamator si contribuie la dezvoltarea
si instabilitatea placii aterosclerotice, astfel in IMA magnitudinea elevarii citokinelor reflecta

extinderea necrozei miocardului [246]. Se sugereaza ca IL-6 circulanta este un marker
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independent puternic a riscului sporit de mortalitate la pacientii cu angind pectorala instabild
care furnizeaza informatie suplimentard importantd fiind estimat impreuna cu indicatorii
clasici de stratificare a riscului [159].

Studiile experimentale multiple au elucidat implicarea IL-6 in semnalizarea
cardiometabolica [96][156], initierea raspunsului hepatic de faza acuta care insoteste infarctul
miocardic [146][233][261], inflamatia si leziunea tisularad [234]. In ischemia acuti nivelele
IL-6 servesc un indicator al instabilitatii placii aterosclerotice prezent si detectabil anterior
primului IM [234].

S-a presupus ca in IMA miocardul ischemiat si/sau necrotic este sursa majora de 1L.-6
[159]. Se confirma cd IL-6 este produsa atat de celulele miocardului, cat si de celulele
inflamatorii activate de necroza tisulard, fiind implicatd in procesul de vindecare a muschiului
cardiac [146][177].

Cercetarile efectuate au identificat IL-6 drept mediator major care protejeaza cordul
dupa leziunea prin ischemie-reperfuzie gratie declansarii proceselor reparative endogene prin
activarea fibroblastelor si macrofagilor cardiaci, formarea cardiomiocitelor noi si micsorarea
numarului de celule apoptotice post infarct. Dar semnalizarea indelungata si/sau excesiva
inrautateste functia cardiacd prin reducerea contractilitatii si inducerea hipertrofiei
miocardului [79][177].

Desi posedda si efecte antiinflamatorii, in final actiunea IL-6 asupra SCV este
detrimentala, — accelereaza dezvoltarea bolilor cardiovasculare deoarece activeaza celulele
endoteliale, are efecte protrombotice asupra trombocitelor, favorizeaza proliferarea celulelor
musculare netede si acumularea lipidelor in macrofagi [233].

Au fost aduse dovezi concludente ca IL-6 poseda proprietdti proinflamatorii puternice:
(1) stimuleaza sinteza metaloproteazelor si expresia LDL-receptorilor in macrofagi; (2)
micsoreaza activitatea lipoprotein lipazei (LPL); (3) majoreaza captarea LDL-colesterolului,
inclusiv transportul si acumularea LDL oxidate in macrofagi; (4) contribuie la dezvoltarea si
destabilizarea  placii  aterosclerotice  favorizdnd, 1in final, declansarea = SCA
[67][96][106][233][237][261].

Superfamilia TNF constd din 19 liganzi si 29 receptori care exercitd actiuni
proinflamatorie (prin activarea NF-kB), proliferativa (prin intermediul diferitor MAPK) si
apoptotica [6].

TNF-o reprezinta o proteina transmembranard de tip II (mTNFa), aranjatd in
homotrimeri stabili cu activitate biologica [95][138][275][282]. Din forma membranara, prin

clivare proteolitica sub actiunea metaloproteazei — enzima de conversie TNF-o (TACE ori
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ADAM17), este eliberata forma trimerica solubilda a TNF-a (sTNFa) [16][138][275][282].
Conform datelor prezentate forma solubild sTNFa reprezinta forma activi a mTNFa, cu
potential proinflamator mai puternic comparativ cu TNF-a membranar [138][270].

Transducerea semnalului este mediatd prin intermediul atat a receptorilor
transmembranari constituiti din domeniile extracelular (ECD), transmembranar (TMD) si
intracelular (ICD), cat si cei solubili alcatuiti doar din domenul extracelular (ECD). S-a
demonstrat ca formele solubile ale receptorilor sunt generate prin scindarea proteolitica a
domenelor extracelulare, cu rol pivotal in modularea raspunsului imun, fixarea si inactivarea
TNF-a si contribuind la apoptoza celulara [95][282].

Receptorii TNF-a (TNFR1 si TNFR2) sunt expresati de majoritatea celulelor cardiace,
inclusiv cardiomiocite [242]. S-a stabilit ca cardiomiocitele umane expreseaza TNFRI
functionali activati de forma membranara si de trimerul solubil al TNF-o, iar TNFR2, care se
contine preponderent in celulele sistemului imun si cord, interactioneaza cu sTNF-a
[138][275].

Postinfarct TNF-o se combina cu TNFR tip 1 si/sau tip 2. Asocierea cu TNFR1 este
detrimentald pentru functia miocardului, fiind implicatd in reactia inflamatorie si remodelarea
ventriculara, apoptoza cardiomiocitelor si cardiotoxicitate, iar semnalizarea prin TNFR2 are
efecte cardioprotectoare, cu rol cardinal in supravietuirea celulara [95][104][119][196][270].
S-a confirmat faptul ca TNFR1 mediazd moartea cardiomiocitelor, pe cand TNFR2 — reparatia
[275].

Receptorii TNF-a recruteaza proteina adaptor TRADD pentru initierea cascadei de
semnalizare care implica NF-kB, MAPK sau caspazele [275]. S-a stabilit ca efectul
proinflamator al TNF-o este mediat prin proteinele NF-kB-reglate, precum IL-6, iNOS,
COX2, toate fiind mediatori majori ai inflamatiei [6] si induc dereglarile metabolice
caracteristice BCV, inclusiv si infarctului miocardic [95].

Existd o corelatie intre nivelele circulante a TNF-a si expresia receptorilor TNF-a
miocardici: TNF-o. majorat este responsabil de micsorarea expresiei receptorilor TNFR
[113][119]. S-a demonstrat cd TNF-o si TNFR1 sunt expresate pe parcursul infarctului
miocardic in zona infarctizata si non-infarct a miocardului, pe cand TNFR2 este expresat doar
in zona infarctizata [57][270].

Efectele cardiovasculare ale TNF-a sunt mediate prin: (1) vasoconstrictia COX-

.....

cu cresterea permeabilitdtii vasculare prin activarea TNFR1, care induce rearanjarea PKC-
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dependenta a citoscheletului actinic si formarea breselor intercelulare; (5) transcitoza majorata
a lipoproteinelor cu densitate joasa cu rol pivotal in aterogeneza [275].

Experimental s-a demonstrat ca in ischemie tranzitorie TNF-a circulante nu sunt
secretate, pe cand ocluzia temporard si/sau permanentd a arterelor coronariene induce rapid
expresia citokinelor proinflamatorii [16][138][275]. Ischemia acutd stimuleaza eliberarea
cantitatilor mari de sTNFa preformat din macrofagi, celule limfoide, mastocite, celule
endoteliale, fibroblasti si tesut neuronal [89][138]. Ischemia/reperfuzia subacuta a
miocardului rezultd in formarea autocrind si eliberarea indelungatd a TNF-a din miocard
indusd de hipoxie, stimularea o-adrenergica, acidoza lacticd si activarea complementului
[138].

In zona infarctizata TNF-a ramane majorat timp de citeva siptimani si contribuie la
apoptoza cardiomiocitelor, pe cand in cea peri-infarct la 1 sdptdmand postinfarct depaseste
putin valorile bazale [122][242]. Totodata valorile inalte ale TNF-a in zona peri-infart reduc
functia contractild, suprima inflamatia, induc apoptoza cardiomiocitelor si declanseaza fibroza
care prin atragerea celulelor stem stabilizeaza zona de infarct, desi poate contribui si la
remodelarea structurala cu disfunctia diastolica in miocardul izolat [18][242].

Necroza acutd a cardiomiocitelor in cordul afectat declanseaza un raspuns intens
inflamator cu scopul de a repara miocardul lezat, insd inflamatia excesivd duce la remodelarea
ventriculard adversa si insuficienta cardiaca [25][73].

Activarea cdilor de transductie a semnalului TNF-o contribuie la disfunctia vasculara,
dezvoltarea si progresarea aterosclerozei, remodelarea cardiacd adversd post IMA si
insuficienta cardiaca [275]. Nivelele ridicate ale TNF-a favorizeaza disfunctia cronica
postinfarct a ventriculului stdng prin mentinerea unei inflamatii locale insotite de cresterea
activitatii MMP-2, degradarea matrixului si colagenului, cu apoptoza cardiomiocitelor
[242][262].

Dovezi experimentale multiple confirmd ca TNF-o participa in dezvoltarea bolilor
cardiovasculare, fiind implicat in aparitia si progresarea aterosclerozei, leziunea prin
ischemie/reperfuzie a miocardului, patogeneza bolii coronariene si disfunctiei miocardice
[36][65][125][138]. Modificarile structurale ale miocardului induse de TNF-a, precum
hipertrofia cardiomiocitelor, fibroza interstitiala si dilatarea, favorizeaza disfunctia si
remodelarea miocardica dupa evenimentele coronariene acute [25][167][194][255].

In dependentid de concentratie, durata expunerii, localizare si tipul receptorului activat
TNF-o manifestd efecte duale, fiind implicat atat in regenerarea/proliferarea tisulara, cat si in

destructia tesutului [95][242][282].
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Deci TNF-a poseda efecte bidirectionale dependente de nivelele TNF-a: actioneaza ca
o moleculd de semnalizare la concentratii joase fiziologice, efectele fiind benefice in
remodelarea postinfarct, dar induce leziuni celulare ireversibile la concentratii mai ridicate
[25][138][242][270].

Sinteza TNF-a este reglatd la nivel post-transcriptional, iar efectul citokinei asupra
functiei cardiace depinde de cantitatea si durata expresiei TNF-a: expresia de scurtd durata
reprezintd un raspuns adaptiv la stres, pe cand expresia prolongata este maladaptiva si induce
decompensarea cardiaca [16].

A fost identificat ca nivelele circulante relevante ale TNF-a sunt asociate cu disfunctia
endoteliald a arterelor coronariene [50][138].

La persoanele sanatoase concentratiile TNF-a sunt joase si nu influenteaza functia
contractila, pe cand concentratiile mai Tnalte ale TNF-a in miocard contribuie la disfunctia
contractila [242][275] si, posibil, la hibernarea miocardului [114][138].

TNF-0 reduce contractilitatea miocardului prin: (1) decuplarea semnalizarii -
adrenergice; (2) majorarea cantititii de NO si peroxinitrit in miocard; (3) dereglarea
homeostazei intracelulare a calciului cu inducerea disfunctiei diastolice si/sau sistolice
[25][138].

Datelele publicate mentioneaza ca cresterea precoce postIMA a TNF-a contribuie la
stabilizarea functiei VS, pe cand stimularea indelungata cu TNF-a induce disfunctia VS in
faza tardiva. In mod ideal postinfarct cresterea TNF-a trebuie si fie rapida si tranzitorie
pentru a activa expresia TNFR2 si cdile de semnalizare cardioprotectoare din miocitele si
fibroblastele cardiace [138][275].

A fost lansatd ipoteza cad nivele plasmatice elevate ale TNF-o prezic riscul bolilor
cardiovasculare la persoanele sandtoase, coreland in viitor cu gradul de dereglare a functiei
cardiace [61][138][195]. De altfel expresia citokinei este crescuta semnificativ la pacientii cu
boala ischemica a cordului [119], inclusiv cei cu IMA. Recent se sugereaza prezenta unei
corelatii concludente intre nivelul seric al citokinelor TNF-a si IL-6 cu dimensiunile si
severitatea infarctului miocardic [119].

Se presupune cd TNF-o miocardic este un reglator important al inflamatiei locale si
leziunii cardiace la pacientii cu IMA, contribuind la disfunctia contractild a miocardului si
moartea celulara postinfarct [119].

Este cert ca factorii de risc cardiovascular (dislipidemia, hipertensiunea, diabetul, etc.)
lezeaza endoteliul vascular si induc un raspuns inflamator care rezulta in activarea celulelor

endoteliale, Insotitd de expresia sporitd a moleculelor de adeziune celulard, scdderea
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semnificativi a NO, generarea SRO, cresterea permeabilititii endoteliului, captarea si
oxidarea LDL cu exacerbarea aterogenitatii si reactiilor inflamatorii [155][229]. Totodata
raspunsul inflamator are efecte duale: pe de o parte este necesar la initierea procesului benefic
de reparatie a cordului lezat, pe cand supraactivarea provoaca moartea cardiomiocitelor,
hipertrofie, fibroza si pierderea arhitecturii normale a cordului [33][73].

S-a observat ca nivelele citokinelor sunt asociate atat cu severitatea bolii coronariene,
cat si cu rata mortalitatii [56][125]. S-a evidentiat asocierea dintre nivelele elevate ale
markerilor inflamatiei si riscul crescut a consecintelor cardiovasculare la persoanele aparent
sandtoase, precum si la pacientii cU angina pectorala stabila si/sau instabila si IMA [54].

IL-6 si TNF-a, fiind implicate in inflamatia vasculara si ateroscleroza, pot prezice
evenimentele cardiovasculare, sugerdnd posibilitatea estimarii citokinelor in diagnosticarea

bolii coronariene la persoanelor aparent sanatoase [167].

1.3 Modificarile metabolice

BCV sunt cauza lider a morbiditdtii si mortalitatii, ateroscleroza avand un rol
premordial in etiologie [158]. Perioada care urmeaza dupa SCA reprezinta intervalul critic de
timp cu risc sporit al evenimentelor ischemice recurente pe termen scurt si/sau deces
[202][238]. Modificarea concentratiei plasmatice a lipidelor in acest timp cu certitudine
contribuie la dezvoltarea consecintelor vasculare [54]. De aceia determinarea in primele zile
dupd internare a modificarilor serice a lipidelor asigura luarea deciziilor clinice privind
necesitatea terapiei hipolipemiante [216].

Studiile clinice si experimentale au furnizat dovezi concludente privind rolul etiologic
al colesterolului si au confirmat rolul patogenic al inflamatiei in ateroscleroza [105][251].
Este cert faptul cd atat nivelele inalte ale colesterolului seric, precum si acumularea sa in
tesutul cardiac, sunt asociate cu leziunea cardiovasculara gratie implicdrii sale in progresarea
aterosclerozei, cat si prin modificarea compozitiei, structurii si stabilitdtii membranei celulare
[134].

Parametrii lipidici sunt utili pentru identificarea factorilor de risc a bolilor
cardiovasculare [51].

Hiperlipidemia, caracterizatd prin concentratiile majorate de LDL, TG si AG liberi
insotite frecvent de scaderea HDL, si dislipidemia sunt cauzele maladiilor cardiovasculare
(ateroscleroza, boala ischemica a cordului, etc.) si metabolice in patogeneza carora rolul
crucial revine stresului oxidativ si inflamatiei implicate in alterarea functiei cardiace

[246][251].
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Hiperlipidemia potenteaza independent efectele adverse ale hiperglicemiei si sporeste
producerea SRO, inclusiv ONOO . Totodatd hipertrigliceridemia si hipercolesterolemia sunt
asociate cu disfunctia celulelor endoteliale, biodisponibilitatea redusd a NO provocatad de
carenta tetrahidrobiopterinei si/sau L-Arg responsabile de decuplarea eNOS, peroxidarea
LDL, glicarea proteinelor, autooxidarea glucozei, elevarea SO si conditii proinflamatorii
[77][251].

S-a constatat cd perturbarea metabolismului cardiac este consecinta primard a
ischemiei miocardului si SO [10]. De altfel dereglarile metabolismului lipidic induse de
ischemia/reperfuzia miocardului pot fi clasificate in: (1) modificarile B-oxidarii AG si (2)
modificarile dependente de activarea fosfolipazelor si altor enzime lipolitice cu lezarea
componentelor structurale importante ale membranei celulare [93].

S-a constatat ca cu cat este mai sever IMA, cu atat mai puternic activitatea
simpaticului stimuleaza sinteza si activarea lipoproteinlipazei responsabile de scindarea TG
circulante in glicerol si AG [45]. Datele prezentate in literaturda indicd ca stresul ischemic
provoaca lipoliza si eliberarea necontrolatd de AG liberi si glicerol, fapt confirmat prin nivele
serice elevate ale glucozei, glicerolului, AG si lipoproteinelor in STEMI [10][246]. Alti
savanti au evidentiat In ischemie o lipoliza activa fara modificari masurabile ale continutului
TG [140].

AG din lipoproteinele bogate In TG reprezintd o sursa de energie cruciald pentru
supravietuirea celulei [45][218]. Cercetarile recente confirma importanta LDL-colesterolului
(LDL-C) si TG in IMA, si anume micsorarea in faza acuta a anginei instabile si/sau NSTEMI
a nivelului TG plasmatice este consideratd marker al ischemiei recurente [45]. Scaderea
semnificativd a continutului TG coreleaza cu lipoliza accelerata indusa de ischemie, totodata
turnoverul accelerat al TG cardiace moduleaza raspunsul la leziunea prin ischemie/reperfuzie
a miocardului [140].

Hipertrigliceridemia poate fi provocatd atit de producerea majoratd, cat si de
eliminarea redusa a lipoproteinelor gratie inhibitiei activitatii lipoprotein lipazei [211][246].
Se presupune cd dezvoltarea BCV este influentatd de elevarea lipoproteinelor bogate in TG,
precum si modificarile lipoproteinelor asociate cu metabolismul perturbat al TG [45]. S-a
observat ca cresterea cantitdtii de lipoproteine bogate in TG este secundara reesterificarii AG
plasmatici, totodatd mobilizarea AG liberi si secretia hepaticd de VLDL majoreaza nivelul TG
[246].

Evidentierea rolului metabolismului TG cardiace endogene in determinarea

consecintelor stresului cardiac a permis lansarea ipotezei ca TG depozitate sunt benefice in
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ischemie/reperfuzie, deoarece mentinerea ratelor inalte ale turnoverului TG in reperfuzia dupa
ischemia acutd manifestd efecte cardioprotectoare prin sechestrarea AG in fondul comun al
TG [140].

TG sunt unica fractie lipidica implicatd atat in retentia, cat si indepartarea
colesterolului, fiind evidentiata asocierea neliniara proportionald intre nivelul TG <2 mmol/L
si riscul IMA [64].

O scadere semnificativa a valorilor colesterolului total in faza initiala a evenimentului
coronarian acut este atribuita atat raspunsului inflamator, cat si captarii sporite de cétre celule
in scop plastic [246].

LDL sunt transportatorii majori ai colesterolului spre tesuturi [158]. LDL-C inalt este
un factor de risc al bolilor cardiovasculare cu un rol important in dezvoltarea aterosclerozei
[45][251]. LDL-C este crucial la etapa initiala intraspitaliceasca pentru supravietuirea celulei
care se confruntd cu stresul sever, ischemie si raspuns inflamator reactiv deoarece se
utilizeaza pentru sinteza membranelor celulare si hormonilor steroizi [45]. In faza acuti,
necatand la sinteza sporita a LDL, nivelul LDL-C scade gratie activitdtii crescute a
receptorului LDL (LDL-R), iar micsorarea concentratiei LDL-C in ziua II de spitalizare poate
fi cauzata de terapia administrata [246].

Recent ateroscleroza este asociatda cu oXLDL-C in calitate de compus responsabil de
aparitia bolii [158]. In timpul peroxidarii lipidelor compusii reactivi, inclusiv DAM si
lizofosfatidele, acumulandu-se in LDL interactioneaza cu radicalii aminoacizilor si modifica
apoB100 [77][251]. Se presupune ca proprietatile proaterogene ale oxLDL sunt mediate de
fosfolipidele oxidate din molecula LDL [77].

Oxidarea LDL este un proces complex insotit de modificarea oxidativa a proteinelor si
lipidelor, fapt care favorizarea acumularea colesterolului [158]. Este cert ca oxLDL sunt
aterogene, citotoxice, stimuleaza eliberarea TNF-o, fiind implicate in formarea placii
aterosclerotice [251]. Au fost aduse dovezi concludente ca LDL si oXLDL exacerbeaza SO
prin stimularea producerii endoteliale a SRO (superoxid si/sau peroxinitrit) responsabile de
decuplarea eNOS, iar micsorarea activitatii eNOS scade sinteza endoteliald a NO care inhiba
oxidarea LDL [77].

HDL exercitd efecte antiaterogene prin mecanisme multiple, inclusiv metabolizarea si
transportul produsilor de oxidare a lipidelor si colesterolului de la periferie spre ficat,
protejarea  endoteliului, efecte antiinflamatorii, antioxidante si  antitrombotice
[134][251][280]. Totodata transferul glucozei din sange in tesut are o relevanta clinica

potentiald atdt datoritd micsorarii complicatiilor vasculare gratie elimindrii excesului de
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glucoza din sange, cat si prin furnizarea suficienta a glucozei in tesuturi pentru generarea
energiei in caz de ischemie/anoxie cand glucoza devine substratul metabolic principal pentru
viabilitatea celulelor [247].

Studiile epidemiologice au identificat o corelatie inversa intre HDL-colesterol si boala
coronariand a cordului, nivelele scazute ale HDL-C find asociate cu riscul crescut de boli
coronariene [218][280].

Valorile HDL-C depind de activitatea proteinei de transfer a esterilor de colesterol
(CETP) — un factor cheie in distributia lipidelor neutre (TG, colesterol esterificat) intre HDL
si lipoproteinele bogate in apoB (VLDL, LDL) [200][292]. CETP reprezinta o glicoproteina
hidrofoba, care se sintetizeaza in ficat si tesutul adipos si este asociata la complexul LCAT-
HDL [161 p.403][291].

Functia ei este stimulatd de hipercolesterolemie si hipertriacilglicerolemie. Proteina
respectiva mediaza transferul esterilor de colesterol si a TG de la chilomicroni si VLDL spre
HDL si LDL, regland in plasma concentratia, compozitia si dimensiunile particolelor HDL
[200][291].

Modificarea oxidativdi a HDL deregleaza capacitatea de ,transport invers al
colesterolului” a apolipoproteinei A-l, precum si functia antiinflamatorie a HDL [251]. Se
sugereaza ca capacitatea serica de eflux a colesterolului poate fi un predictor mai bun al bolii
coronariene comparativ cu nivelul HDL-C [280].

In IMA rispunsul de fazi acuta manifesta efecte cantitative si calitative asupra HDL,
st anume inflamatia prin cresterea activitatii lipazei endoteliale si fosfolipazei A2 solubile
micsoreaza nivelul HDL, substituind apo-Al cu amiloidul A seric [246]. A fost demonstrat ca
valorile plasmatice ale HDL-colesterolului sunt asociate puternic cu eliminarea sporitd a
glucozei in faza acuta a infarctului miocardic [247].

Reactia catalizatd de CETP faciliteaza atat efluxul colesterolului din celule, precum si
transportul colesterolului de la tesuturile periferice spre ficat [198][291]. Micsorarea activitatii
CETP circulante este asociata cu valorile serice inalte ale HDL-C si riscul scazut al bolilor
coronariene, inclusiv IMA [198][200]. Cresterea transferului realizat de CETP se depisteaza
la subiectii cu afectiuni cardiovasculare si la cei cu diabet insulino-dependent [161 p.403].

Experimental a fost demonstrat ca la animalele de laborator activitatea CETP variaza
in dependenta de specie, sobolanii fiind o specie CETP-deficientd cu risc aterogen scazut
[200][292].

Studiile epidemiologice au confirmat asocierea intre nivelele inalte ale colesterolului

total, LDL-C si nivelele joase ale HDL-C cu incidenta si mortalitatea prin maladia
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coronariana [211][246]. Raportul TC/HDL-C este un estimator superior al riscului bolii
coronariene; nivele joase ale HDL-C insotite de elevarea raportului TC/HDL-C fiind markeri
ai aparitiei si severitatii bolii. Totodata modificarile raportului TC/HDL-C sunt predictori mai
buni de reducere a riscului bolii coronariene comparativ cu modificarile inregistrate de
fractiile colesterolului [218].

A fost lansata ipoteza ca concentratiile inalte ale TG la subiectii cu nivel obisnuit sau
micsorat al HDL-C pot fi considerate marker surogat al intolerantei la glucoza, fiind utile la
identificarea persoanelor cu risc al bolii coronariene care nu pot fi depistati cu ajutorul
factorilor de risc cardiovascular conventionali [64].

Se considera cd ischemia este axa principald responsabild de adaptarea celulei la
deficitul de oxigen cu scopul de a mentine activitatea metabolica [10].

Ischemia provoaca necroza celulelor, gratie intreruperei aportului de oxigen si glucoza
care va duce la imposibilitatea de a genera ATP prin fosforilarea oxidativa in mitocondrii,
rezultdnd in insuficienta proceselor energo-dependente [93][126]. Aportul insuficient de
oxigen favorizeazd comutarea spre metabolismul anaerob sporind absorbtia, extragerea si
oxidarea glucozei care nefiind complet oxidatd in mitocondrii, se transformd in citosol in
lactat [66][183][296]. Se observa trecerea de la utilizarea lactatului la generarea lui de catre
miocard, fenomen insotit de perturbarea homeostazei celulare: se micsoreaza cantitatea ATP
cu acumularea ADP, fosfat anorganic, lactat si H'; scade pH-ul intracelular si capacitatea de
contractie [10][66][93][126][183][236][284].

Dezvoltarea acidozei tisulare si producerea de lactat sunt recunoscute ca markeri
senzitivi ai protectiei inadecvate si a debutului ischemiei miocardice [204]. Efectul primar al
ischemiei este disfunctia mitocondriala cauzatid de sinteza aeroba redusd a ATP-ului [66].
Ischemia prelungitd inhibd glicoliza gratie nivelelor crescute de lactat si protoni, precum si,

Miocitele sunt capabile simultan sa produca, elibereze si oxideze lactatul [91]. IMA
contribuie la generarea lactatului prin: (1) hiperglicemia accentuatd de catecolamine; (2)
oxigenarea insuficienta a tesuturilor cu inhibarea complexului PDH — mecanisme responsabile
de accelerarea metabolismului anaerob si augmentarea producerii de lactat [9].

Lactatul majoreaza concentratia SRO si expresia nucleara a factorului NRF-2, reduce
activitatea enzimelor antioxidante (catalaza, SOD), moduleazd homeostazia redox prin
cresterea nivelului de NADH gratie conversiei lactatului in piruvat de catre LDH, cu activarea

ulterioara a NADH oxidazei si generarea SRO in tesutul cardiac [84].
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Gradul dereglarilor hemodinamice, ischemia miocardica si valorile glicemiei sunt
factorii principali care influenteaza concentratia lactatului in etapa precoce a STEMI [151].
Valorile inalte ale lactatului seric determinate la internare permit identificarea pacientilor cu
IMA, coreland cu riscul inalt de pronostic nefavorabil pe termen scurt post IMA [9][82]. S-a
presupus ca concentratia serica a lactatului, determinata la adresare, indica pacientii cu durere
toracicd provocatd de boli cardiace critice (IMA, insuficienta cardiacd congestiva severa,
aritmii decompensate), pe cand nivelele normale a lactatului poseda valoare predictiva
negativa inalta pentru IMA [14].

Cercetarile efectuate au demonstrat corelatia directd 1intre severitatea acidozei
miocardice si consecintele ischemiei cardiace pe termen lung, mentionandu-se rata mai joasa
de supravietuire in acidoza [204][225]. S-a stabilit ca hiperlactatemia la pacientii STEMI
identifica lotul de pacienti cu risc inalt pentru deces precoce si complicatii intraspitalicesti
(edem pulmonar acut, aritmii) [152]. Au fost aduse dovezi ca in SCA monitorizarea in
dinamica a lactatului prezinta o asociere concludenta atat cu mortalitatea pe termen scurt, cat
si pe termen lung [90].

Corelatia statistic semnificativa intre nivelele lactatului si morbiditatea si mortalitatea
postoperatorie a permis lansarea ipotezei ca acidoza metabolica instalata in perioada ischemieli
poate induce un raspuns inflamator ca urmare a reperfuziei [225].

Oxidarea lactatului genereaza piruvat, care este transportat in matrixul mitocondrial si
metabolizat in acetil-COA sub actiunea complexului PDH. Cota inaltd de oxidare a AG
sporeste raporturile NADH/NAD" si acetil-CoOA/HS-CoA care inhibdi PDH implicati in
oxidarea glucozei si lactatului in miocard [183]. Lactatul, piruvatul si raportul lactat/piruvat
pot servi indici ai disfunctiei miocardice, raportul cardiac lactat/piruvat poate fi utilizat ca
marker al metabolismului aerob, lactatul tisular si/sau raportul cardiac lactat/piruvat sunt
indicatori de incredere a leziunii ischemice, coreldnd invers cu recuperarea post-ischemica
[130].

In IMA nivelele joase sau obisnuite ale AG miresc producerea lactatului in ischemie,
pe cand nivele ridicate ale AG serici duc la scaderea extragerii lactatului fara generarea sa
[66]. Lipoliza indusa de catecolamine va majora concentratia de lactat si acizi grasi liberi,
diminuéand absorbtia si oxidarea glucozei [88]. Mediatorii inflamatiei contribuie la glicoliza si
la generarea sporita de lactat [151].

Este cert cd absorbtia si utilizarea lactatului de catre miocard este dependentd de

concentratia arteriald a lactatului [88]. Oxidarea lactatului creste ca raspuns la stimularea j3-
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adrenergica si in prezenta unei cantitati ridicate de lactat in sange [82][152]. S-a observat ca
lactatul poate spori oxidarea lipidelor in miocard [88].

In hipoxie cantitatea mici de energie obtinutid din metabolizarea glucozei impune
celulele sa utilizeze ca sursd de energie lipidele, cu generarea corpilor cetonici ca produsi
finali, si deci elevarea nivelelor corpilor cetonici denotd exacerbarea catabolizarii acizilor
grasi insotitd de incapacitatea ciclului Krebs de a oxida acetil-CoA [10].

Concomitent cu dezechilibrul osmotic si ionic, epuizarea ATP perturbeaza activitatea
pompelor ATP-dependente (Na'/K*-ATPaza, Ca?*-ATPaza) si canalelor ionice secundare
(Na*/H"), inclusiv canalele de Ca?* voltaj-dependente, favorizand depolarizarea membranei,
insotitdi de sciderea pH-ului intracelular si supraincircare intracelulard cu Na® si Ca*
[93][296].

Recent au fost aduse dovezi experimentale cd excesul de Ca®" citosolic activeaza
proteazele, fosfolipazele, lipazele, ATPazele si endonucleazele calciu-dependente care
deregleaza functia celulei, destabilizeaza structura membranei si citoscheletului, sporesc
lipoliza prin metabolismul AG, induc generarea radicalului superoxid, favorizeaza lezarea
DNA si moartea celulei [93].

Hiperglicemia indusa de stres reprezintd un raspuns metabolic complex cauzat de
eliberarea crescuta a catecolaminelor si hormonilor cu efecte hiperglicemiante si valori inalte
de AG liberi [12][35][68][108][141][163][190][192]. Ca hiperglicemie in cadrul IMA este
definit un nivel al glucozei care depaseste 140 mg/dL [143].

Hiperglicemia si glucozuria tranzitorie sunt frecvente in perioada acutd a IMA si
prezintd un predictor independent al supravietuirii, morbiditatii si mortalititiic. CV
[8][192][289][290]. Hiperglicemia acuta la internare a fost identificatd la peste 25% de
pacienti cu IMA [290]. Rezultatele studiilor epidemiologice au ardtat ca prevalenta
hiperglicemiei la pacientii internati cu SCA oscileaza intre 3%-71% [8][11][12].

In SCA efectele detrimentale directe ale hiperglicemiei pot fi explicate prin:
exacerbarea SO, glicarea neenzimatica a glicoproteinelor plachetare, amplificarea inflamatiei
si supresia imunitatii [252].

Hiperglicemia activeazd mecanismele trombogene si metaloproteinazele matriceale
implicate in destabilizarea si ruptura placii aterosclerotice [108], favorizeaza generarea
radicalilor liberi si citokinelor proinflamatorii, care moduleazd activarea Akt si induc
apoptozd, confirmand ipoteza anterioard ca efectul deteriorant al hiperglicemiei acute este

asigurat prin stimularea leucocitelor care mediaza SO si raspunsul inflamator [39][123][290].
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S-a stabilit cd in IMA hiperglicemia se asociaza cu: 1) cresterea cantitdtii de AG liberi,
toxici pentru miocardul ischemiat, care lezeaza membrana celulard, provoaca supraincarcarea
cu calciu, rezultdand in disfunctia contractilda si aritmii cu un pronostic rezervat
[141][190][192]; 2) insulinorezistentd si dereglarea utilizarii glucozei In miocard cu sporirea
consumului de oxigen si agravarea ischemiei [190][289]; 3) generarea SRO, inactivarea
chimica a NO si inflamatie [12].

Hiperglicemia, gratie pierderii integritatii membranare provocatd de radicalii liberi,
agraveaza leziunile miocardului produse prin fenomenul de ischemie si reperfuzie, majorand
dimensiunile infarctului miocardic la animale de laborator [290].

Este bine cunoscut cd in conditii fiziologice glucoza nu este toxica, totusi la
concentratii mai inalte glucoza se supune autooxiddrii cu glicarea neenzimatica a proteinelor
(fig. 1.4), astfel duce la fragmentarea proteinelor prin mecanismele mediate de radicalii liberi
si SRO generate prin mecanisme diverse: oxidarea glucozei, glucotoxicitate, si fosforilarea
oxidativa [251].

Hemoglobina constitiue una din fractiile majore de proteine circulante susceptibile
atat la glicarea precoce, cat si avansatd [240]. Glicarea este sursa majord de SRO, specii
reactive de azot si intermediari a-dicarbonilici reactivi, generati fie n calea oxidativa, precum
si cea neoxidativa. In consecintd se inactiveazi enzimele intracelulare si hormonii cu SH-
grupe ale Cys in structura sa (insulina, y-interferon, Ca?*-ATP-aza reticolului sarcoplasmatic,
etc.) [224].
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Figura 1.4 Etapele glicarii neenzimatice [201]

Hemoglobina glicatd (HbALc) rezulta din reactia neenzimatica de condensare a

glucidelor reducatoare cu lanturile proteice ale hemoglobinei [224][265]. S-a observat ca
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glicarea hemoglobinei intensificd SO, contribuind la lezarea oxidativd a endoteliului si
declansarea raspunsului oxidativ si inflamator [240]. Nivelele in crestere ale HbAlc reflecta
generarea sporitd a AGE, responsabile de translocarea factorului NF-kB si sinteza endoteliala
a citokinelor proinflamatorii si a moleculelor de adeziune [265], implicate in disfunctia
endoteliala, exacerbarea SO [154] si dezechilibrul sistemului fibrinolitic endogen, cu risc inalt
de stenoza a arterelor coronariene [27].

La pacientii nediabetici cu SCA hiperglicemia la internare asociata cu valorile ridicate
ale HbAlc coreleaza cu consecintele clinice nefavorabile pe termen lung [190][252].

Aminogrupele Lys si Arg reactioneaza cu grupele carbonil ale glucidelor generand
produsii finali de glicare avansatd (AGEs) (fig. 1.4) [158][201]. Compusii proteici
carbonilici si AGEs sunt cei mai de succes markeri ai SO in diferite boli [80].

Aprecierea AGES in infarctul miocardic acut indicd un dezechilibru a statutului
glucometabolic, ce conditioneza dezvoltarea stresului oxidativ la pacientii cu IMA [3][101].
Valorile crescute ale AGESs sunt asociate cu progresarea si instabilitatea placii aterosclerotice
coronariene, si pot servi atat indicatori ai nivelului leziunilor cardiace ischemice acute, cat si
ca factori de pronostic [3][223][228][286].

Hiperglicemia provoaca stresul oxidativ, sporeste expresia factorilor de crestere si
citokinelor (TNF-a), induce disfunctia endoteliald, favorizeaza metabolismul eicosanoizilor
cu generarea radicalului superoxid. Activarea NO-sintazelor (eNOS, iNOS) si NADPH-
oxidazelor stimuleaza producerea in exces a NO si O , care interactioneazi generand OONO
responsabil de exacerbarea SO si disfunctiei endoteliale. In final, au loc leziuni tisulare prin
activarea cailor metabolice majore implicate in hiperglicemie: (1) calea de sintezd a

hexozoaminei, (2) calea sorbitol-aldozo reductazei, (3) MAPK, si (4) proteinkinaza C [251].

1.4 Concluzii

Este cert ca infarctul miocardic acut reprezinta un eveniment cardiac critic provocat de
dezechilibrul dintre necesitatea celulei si aportul insuficient de oxigen la tesut din cauza
obstructiei partiale sau complete a unei artere coronariene, rezultdnd in ischemie acuta si
hipoxie tisulard. Miocardul ischemiat, gratie prezentei NADPH-oxidazelor, NOS decuplate,
xantinoxidazelor si dereglarilor in activitatea mitocondriilor, produce in exces sprecii reactive
de oxigen si azot responsabile de instalarea stresului oxidativ si declansarea procesului de
peroxidare a lipidelor membranare.

Efectele detrimentale ale SO se manifesta prin modificarile oxidative ale

biomoleculelor celulare majore (proteine, lipide, DNA). Macromoleculele modificate (AIM,
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PPOA, DAM, AGE) gratie proprietatilor sale servesc markeri ai ischemiei si hipoxiei tisulare,
inclusiv si a leziunilor membranare caracteristice SO, care ar permite identificarea leziunilor
ischemice acute reversibile anterior progresarii in leziuni necrotice.

SRO generate in exces activeaza cascadele de semnalizare favorizdnd sinteza si
eliberarea citokinelor proinflamatorii (IL-6, TNF-a). Raspunsul inflamator local si sistemic
poseda, in dependenta de intensitate, durata actiunii si tipul receptorului, efecte clinice duale:
expresia de scurtd duratd reprezintd un raspuns adaptiv necesar recuperarii postinfarct, pe
cand expresia prolongata este maladaptiva si induce remodelarea adversa.

Indiscutabil, ischemia, SO si inflamatia afecteaza metabolismul celulei (energetic,
glucidic, lipidic), iar modificarile rezultate sunt implicate in progresarea maladiei, precum si
aparitia si dezvoltarea complicatiilor.

In literatura de specilitate se observa lipsa unei abordari adecvate si sunt prezentate
date contradictorii privind mecanismele patobiochimice ale IMA. Este necesara argumentarea
utilizarii in algoritmele diagnostice a unor constelatii de markeri biochimici care ar permite
concretizarea mecanismelor cardinale implicate in proces cat si severitatea leziunii

miocardului.
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2. MATERIAL SI METODE DE STUDIU

Pentru a asigura realizarea eficientd a scopului si obiectivelor trasate, a fost elaborat
planul metodologic, care prevedea reperele:

e formularea argumentata a problemei,

e selectarea modelului experimental;

e claborarea si aprobarea protocolului studiului;

e modelarea experimentala a infarctului miocardic acut la sobolani;

e colectarea materialului biologic;

e analiza si sinteza rezultatelor obtinute;

e formularea concluziilor;

e claborarea recomandarilor si aplicarea lor in practica.

2.1 Modelul experimental

In prezent multiple patologii ale cordului, inclusiv cele cauzate de ischemie, sunt
modelate pe animale. Studiile experimentale elucideaza la nivel de tesut si/sau structuri
subcelulare atdt mecanismele biochimice care stau la baza proceselor fiziologice, precum si
dereglarile apdrute in stdrile patologice.

Modelarea bolilor cardiovasculare reprezintd o etapd preliminara importantd in
cercetdrile biochimice si farmacologice care ofera o mai bund intelegere a mecanismelor
patobiochimice ale bolii. Modelul experimental al maladiei permite evidentierea si analiza
profundd a mecanismelor implicate in aparitia si dezvoltarea patologiei, cat si elaborarea si
implementarea practicd a unor noi criterii si/sau metode eficiente de diagnostic si tratament
ale afectiunii modelate.

Animalele mici (soareci, sobolani si iepuri) sunt frecvent utilizate in calitate de
animale de laborator gratie dimensiunilor, costului, precum si usurintei in manipulare si
intretinere. S-au evidentiat urmatoarele modele experimentale a IMA [148]:

I. ex vivo — modelul Langerdorff (cordul izolat), considerat un model excelent pentru
studierea consecintelor ischemiei acute si/sau cronice ale miocardului.

I1. in vitro — utilizarea celulelor cardiace izolate (cardiomiocite, fibroblaste, etc.).

[1. in vivo:

1. Pe animale mici:

a)  metoda chirurgicalda - ligatura arterei coronariene descendente anterioare stanga,

b) metoda chimica - IM indus de Izoproterenol.
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2. Pe animale genetic modificate:

a)  knockout;

b)  transgenice.

Gratie naturii multifactoriale ale BCV, nu exista nici o specie de animale de laborator
care ar corespunde ideal tuturor cerintelor. La sobolani lipsa proteinei CETP favorizeaza
transportul colesterolului si a AG polienici preponderent prin intermediul particulelor HDL,
pe cand transportul TG si AG saturati implica lipoproteinele non-HDL (VLDL, IDL, LDL)
[153][200][292].

Studiile epidemiologice recente indica ca polimorfismul si/sau mutatiile care rezulta in
micsorarea activitatii CETP, intalnite la japonezi (6-8%) si caucazienii longevivi, se manifesta
prin hiperalfalipoproteinemie, nivele foarte inalte ale HDL-C, si sunt asociate cu risc scazut al
bolilor coronariene, inclusiv IMA [198][200][278][291]. Dar sunt publicate si date
contradictorii privind rolul antiaterogen si/sau protector al deficientei de CETP [198][291].

Pe parcursul secolelor animalele au fost larg folosite in diverse cercetari din domeniul
anatomiei, toxicologiei, fiziologiei, medicinii, etc. In 1975 Parlamentul European a proclamat
Declaratia Universala a Drepturilor Animalelor, iar in 1979 la Congresul International de
Standardizare Biologicd au fost elaborate si adaptate principiile fundamentale pentru
standardizarea studiilor experimentale pe animale de laborator. La baza se gaseste “conceptul
celor trei R” (introdus in 1959 de Russel si Burch), care include:

1. replacement — inlocuirea, in cazurile posibile, a metodelor de testare pe animale
cu metode alternative care nu necesitd material biologic de origine animala;

2. reduction — folosirea unui numar optimal mic de animale in orice experienta fara a
compromite efectul stiintific si calitatea studiului;

3. refinement — imbunatatirea metodelor folosite, umanizarea tehnicilor in scopul
diminuarii suferintelor inevitabile care insotesc studiile pe animale.

In conformitate cu principiile internationale mentionate, in studiul experimental a fost
inclus numarul minim posibil de animale care permite obtinerea unor rezultate statistice
veridice. Manipulatiile necesare pe animale, in special sacrificarea, obligator au fost efectuate
sub anestezie prin inhalare de eter sulfuric.

Cercetarea s-a efectuat pe 55 sobolani albi masculi adulti (ratta albicans) cu masa de
180-230 grame (varsta 6 — 12 luni). Animalele incluse in studiu au fost intretinute la vivariul
Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie «N. Testemitanu» in conditii Sstandard de
vivariu: custi de polipropilend, temperatura in incapere 24 + 2°C, alternarea ciclului zi/noapte

fiecare 12 ore si cu acces liber la hrana si apa.
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Pentru a evita influenta ritmurilor biologice circadiene asupra rezultatelor obtinute,
manipulatiile pe animale, inclusiv sacrificarea si prelevarea materialului biologic (sange,
cord) necesar pentru investigatiile biochimice si histologice, s-au efectuat la aceiasi ora a zilei.

Protocolul studiului a fost aprobat de Comitetul de Eticda a Cercetarii al USMF
,Nicolae Testemitanu” (aviz favorabil Nr. 37 la Nr. 27 din 23.03.2015).

Studiile in domeniu au demonstrat ca expunerea indelungatd la doze mari de
catecolamine induce coronarospasm, aritmii, disfunctii contractile, leziuni celulare si necroza
miocardului. Cel mai relevant clinic si mai frecvent utilizat model experimental de inducere a
ischemiei acute, inflamatiei si fibrozei cardiace la sobolani este modelarea IMA prin
administrarea dozelor mari de izoproterenol (ISO) [244][274].
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Figura 2.1 Structura chimica a izoproterenolului

(https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/286303)

Izoproterenolul (ISO) (fig. 2.1) este un B-agonist sintetic neselectiv puternic implicat
in reglarea contractilitatii si metabolismului miocardului. Gratie schimbarilor biochimice,
functionale si structurale in tesutul cardiac se provoacd un stres oxidativ sever similar IM
uman (peroxidarea lipidelor, hiperlipidemie, inflamatie, pierderea miocitelor, necroza)
[70][94][107][134][211][244][274].

Studiile experimentale au stabilit ca ISO (fig. 2.2) amplifica consumul de oxigen,
cresterea continutului de = AMPc, supraincarcarea cu calciu, perturbarea electrolitica,
autooxidarea cu formare de catecol-O-quinone, aminocromi, si adrenocromi, instalarea
acidozei intracelulare, sporirea nivelului de peroxizi lipidici si dereglarea permeabilitatii
membranare — in final genereaza necroza cardiaca [53][70][94][107][134][274].

S-au evidentiat 3 stadii a leziunii miocardului induse de izoproterenol: preinfarct (0-12
ore), infarct (12-24 ore) si postinfarct (24-48 ore) [53]. Primele modificari (pana la 6 ore) sunt
reprezentate de hipoxie si dezechilibrul energetic gratie supraincarcdrii cu calciu, urmate de

SO provocat de sinteza sporitd a SRO si speciilor reactive de azot, atingand efectele maximale
la 24-48 ore [53][60].
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Figura 2.2 Mecanismele implicate in dezvoltarea infarctului miocardic indus de

izoproterenol [70]

La analiza histologica a miocardului sobolanilor peste 6 ore dupd administrarea ISO se
observa modificari acidofile si disparitia nucleelor ca semne de dezvoltare a mionecrozei de
coagulare, elongarea si ondularea fibrelor, necroza benzilor contractile, edem si infiltrat din
celule inflamatorii localizate in zona subendocardica, apex, VS, muschii papilari si periarterial
[53][94][107]. Modificarile mentionate sunt substituite spre ziua a saptea postinfarct prin
procesele de resorbtie si reparatie [73][149 p.380][242].

Datele stiintifice indica cd IMA experimental poate fi indus prin injectarea subcutanata
sau intraperitoneald a izoproterenolului in doza unica de 67 mg/kg [53][60], 100 mg/kg [107].
In alte studii este utilizata injectarea repetati la un interval de 24 ore a dozei de 85 mg/kg
[94][134], 100 mg/kg [211][244], sau 150 mg/kg [5][70][74]. Se mentioneaza concomitent in
ambele cazuri o mortalitate ridicata in primele 24 ore.

Indiscutabil, orice injectare este o situatie de stres acut pentru sobolan. Devierile
biochimice produse de manopera se pot suprapune si/sau mascheaza modificérile cauzate de
izoproterenol, fapt care a impus includerea in protocolul studiului a lotului intact si a unui lot

de control.
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Modelarea infarctului miocardic acut s-a efectuat prin administrarea subcutanata de
izoproterenol hidroclorid in doza unicd de 100 mg/kg dizolvat in sol. NaCl 0.9% [107].
Substanta activa Izoproterenol hidroclorid (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 16504) — fiole de
1 gr de pulbere pura.

In conformitate cu design-ul cercetirii si obiectivele trasate animalele au fost impartite

in 5 loturi (tabelul 2.1).

Tabelul 2.1 Loturile de cercetare

Lotul Denumirea Numiirul de animale | Masa medie (g)
L1 intact 11 228
L2 control 11 223
L3 preinfarct (AMI.6h) 11 219
L4 infarct (AM1.24h) 11 215
L5 postinfarct (AMI.7d) 11 214

Lotul L1 (intact) — constituit din animale, intretinute la un regim obignuit alimentar de
vivariu.

Lotul L2 (control) — a inclus animalele intretinute la un regim standard de vivariu
carora le-a fost injectatd intramuscular solutie fiziologica.

Loturile experimentale: L3 preinfarct (AMIL.6h), L4 infarct (AMI1.24h) si LS
postinfarct (AMI.7d) — animale carora le-a fost administrat subcutanat Izoproterenol
hidrochlorid in doza unica de 100 mg/kg dizolvat in solutie de 0.9% NaCl. Sobolanii au fost
sacrificati peste 6 ore, 24 ore si 7 zile, reprezentand loturile studiate.

Sacrificarea s-a efectuat in conditii de anestezie cu eter sulfuric. Pentru investigatiile
biochimice s-a colectat sangele si prelevat cordul. Obligator manipulatiile au fost efectuate pe
mediul glaciar.

Eficacitatea modelului experimental a fost confirmatd prin studiul histologic. Este
binecunoscut ca IMA reprodus prin izoproterenol este localizat preferential sub tunica intima
a inimii, din care motiv sectiunile realizate au inclus toate tunicile cordului, inclusiv

endocardul (fig. 2.3 A).

2.1.1 Pregatirea materialului biologic pentru studiul histologic
Dupa sacrificarea sobolanilor cordul a fost extras, spalat cu solutie glaciara de NaCl
0.9% si fixat timp de 24 ore in formalind tamponata 10%, pH 7.2-7.4, cu includere ulterioara

in parafind conform procedeului standard. Sectiunile au fost realizate cu microtomul
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Shandon, HM355S Automatic Microtome, Thermo Scientific, USA, cu grosimea de 3-5
um si etalate pe lame silanate (S3003, Dako, Denmark). Colorarea a fost realizata prin
metoda clasica conventionala cu hematoxilind-eozind (HE), utilizand hematoxilina Harris
(HHS32, Sigma Aldrich) si eozina CS701 (Dako, Denmark). Modificarile histologice au
fost studiate si descrise in zonele subendocardiale ale miocardului.

Conform datelor din literatura de specialitate aspectul microscopic al IM depinde de
vechimea leziunii, deoarece in zona lezata se diferentiazd o succesiune bine definitd de
modificari morfologice de la necroza de coagulare, la inflamatie acutd/cronica si fibroza (tab.

2.2) [149 p.380].

Tabelul 2.2 Evolutia modificarilor morfologice in infarct miocardic

Interval de
timp

0—-30min -

Aspect la microscopul optic Aspect la microscopul electronic

Relaxarea miofibrilelor; scaderea
glicogenului; edem mitocondrial

Modificarile nu sunt observabile;
30 min —4 ore ondulare variabila a fibrelor la periferia
ariei de infarct
Inceputul necrozei de coagulare;
edem; hemoragie

Necroza de coagulare; picnoza nucleara;

miocite cu aspect intens eozinofilic; necroza
benzilor contractile marginale;
incepe infiltrarea cu neutrofile
Necroza de coagulare cu pierderea nucleilor
1-3zile si a striatiilor; infiltrat interstitial cu
neutrofile
Inceputul dezintegrarii fibrelor miocardice
necrozate, cu neutrofile pe cale de
disparitie;
inceputul fagocitozei macrofagice a
celulelor moarte de la periferia ariei de
infarct

Fagocitoza intensa a celulelor moarte; la
7—-10zile periferie incepe formarea tesutului de
granulatie fibrovascular

Ruperi ale sarcolemei;
densitati amorfe mitocondriale

412 ore

12 — 24 ore

3-7zile

2.1.2 Evaluarea histologica a materialului biologic
Studiul histopatologic a fost realizat 1a Catedra de histologie, citologie si embriologie
(dl. Veaceslav Fulga, doctor habilitat in stiinte medicale, conferentiar universitar) a

Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”.
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Figura 2.3 Modificarile metabolice si necrobiotice cardiace

(A — sectiune prin atriu si ventricul, imagine de ansamblu. HE, x25; B — congestie
vasculara cu ectazia patului venos, Sludge fenomen, edem interstitial, lipsa striatiei, hemoragii
vasculare prin diapedeza, hemosiderofagi solitari. HE, x400; C — cardiomiocitele cu sectoare
alternante de hipocromie si eozinofilie focala citoplasmatica, miocite cardiace solitare cu
necroza de coagulare, citoplasma omogena, intens oxifild, nucleul dezintegrat, lezat; celulele
cardiace adiacente sectoarelor diseminate de necroza coagulativd sunt marite in volum,
citoplasma clara, optic goala; dezorganizarea arhitecturalda focala. HE, x400; D — arii de
necroza a cardiomiocitelor cu citoplasma granulard, dezorganizarea arhitecturala microfocala;

hipercelularitate limfocitara dispersa, HE x400).

Cordul examinat (figura 2.3 A, B, C, D), gratie influentelor exogene, a prezentat
modificari histologice exprimate prin edem interstitial accentuat cu component bazofil,
dezorganizare arhitecturald focala si hemoragii focale. Totodatd am depistat ca, vasele
sangvine arteriale de calibru mic erau spasmate si anemizate, iar venulele hiperemiate cu

marginalizarea leucocitelor si migrarea lor in interstitiul cardiac (infiltrat limfoleucocitar cu
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component eozinofilic solitar discret). In lumenul capilarelor au fost descrise eritrocite care
formeaza conglomerate cu obturarea lumenului.

In cazul cardiomiocitelor au fost depistate sectoare alternante de hipocromie si
eozinofilie focald citoplasmatica, iar unele miocite cardiace solitare au prezentat semne de
necroza de coagulare. Totodata, celulele cardiace adiacente sectoarelor diseminate de necroza
coagulativa au fost marite In volum, cu citoplasma clara.

Semnele morfologice descrise sustin, cd modelul experimental si dozele de

izoproterenol utilizate 1n studiu au fost adecvate pentru a reproduce IMA.

2.1.3 Mortalitatea

Pe parcursul a primelor 6 ore (perioada preinfarct) au decedat 7 sobolani din 55
(12.73%), cu repartizarea pe loturi:

. L3 preinfarct AMI.6h — 1 din 11 (1.81%);

. L4 infarct AMI.24h — 3 din 11 (5.45%);

. L5 postinfarct AMI.7d — 3 din 11 (5.45%).

In perioada 6 — 24 ore (starea de infarct) au decedat 3 sobolani din 48 ramasi (5.45%)
sl anume:

. L4 infarct AMI.24h — 2 din 8 (3.64%);

. L5 postinfarct AMI.7d — 1 din 8 (1.81%).

2%
0% = |1 intact
0% ‘ - ® L2 control
® |3 AMI6h
4 AMI24h
mL5AMI7d

Figura 2.4 Mortalitatea generala pe loturi

Rata generald a mortalitatii (figura 2.4) a constituit 10 sobolani din 55 (18.18%),
respectiv:

o L1 intact—0

o L2 control -0

o L3 preinfarct AMI.6h — 1 din 11 (1.81%);
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o L4 infarct AMI.24h — 5 din 11 (9.1%);

o L5 postinfarct AMI.7d — 4 din 11 (7.27%).

Datele din literatura raporteazd o rata a mortalitatii in lotul experimental care variaza
de la 25% pani la 33% [5][74]. In studiul nostru s-a inregistrat o ratd a mortalititii de 18% la
animalele cu infarct experimental reprodus prin izoproterenol si 0% 1in loturile intact si

control.

2.2 Pregitirea materialului biologic

In conformitate cu protocolul cercetirii, materialul biologic obtinut a fost pregitit
pentru dozarea indicilor biochimici.

Cordul prelevat dupa sacrificarea sobolanilor a fost initial cantarit, apoi din partea
apicala s-au colectat 300 mg de tesut cardiac intr-o eprubetd cu 3 ml de solutie tampon de
zaharoza 0.25 M (pH 7.4) la rece, dilutia finala fiind 1:10. Cu ajutorul homogenizatorului cu
baghetd din teflon probele au fost homogenizate timp de 1 minut. Pentru distrugerea
membranelor celulare homogenatul obtinut a fost prelucrat cu 30 pl de Triton X-100,
concentratia finald alcatuind 0.1%, si plasat in frigider pentru 30 minute. Ulterior
homogenatul tisular a fost centrifugat timp de 10 minute la 3000 rotatii/minut. Supernatantul a
fost colectat in ependorfurile curate marcate corespunzator si pastrat la temperatura — 40°C.

Sdngele recoltat s-a centrifugat timp de 10 minute la 3000 rotatii/minut. Serul a fost
colectat in ependorfuri si pastrat la temperatura — 40°C. Procesul de pregatire a materialului
biologic (homogenatul tisular, ser sangvin) s-a executat in conditii standarde pentru aprecierea
activitatii enzimatice.

Datorita impactului produs de hemolizat asupra indicilor determinati
spectrofotometric, serurile cu hemoliza au fost excluse din cercetare.

In final studiul a inclus 40 de sobolani repartizati in 5 loturi: L1 intact = 11; L2 control

= 11; L3 preinfarct AMI.6h = 6; L4 infarct AMI.24h = 6; L5 postinfarct AMI.7d = 6.

2.3 Metodele de cercetare

Aplicarea metodelor biochimice si imunoenzimatice a permis evaluarea in ser si
homogenat a unor indici ai metabolismului glucidic (glucoza, hemoglobina glicata, produsii
finali de glicare avansata), lipidic (trigliceridele, p-lipoproteinele, colesterolul total, LDL-
colesterol, HDL- si non-HDL-colesterol), inflamatiei (interleukina-6 si factorul de necroza

tumorala-a), ischemiei (albumina ischemic-modificata, produsi proteici de oxidare avansata,
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derivatii oxidului nitric, lactatul, lactat dehidrogenaza L si P) si leziunii tisulare (dialdehida
malonica si troponina T).

Determinarea activitatii enzimelor si continutului de substante s-a efectuat conform
protocolului standardizat, fiind adaptate pentru spectrofotometrul PowerWave HT (BioTek
Instruments, SUA) si spectro-fluorimetrul cu microplaci Synergy H1 (Hydrid Reader)
(BioTek Instruments, SUA) (fig. 2.5).

Figura 2.5 Spectro-fluorimetrul cu microplaci Synergy H1 (Hydrid Reader) si
spectrofotometrul PowerWave HT (BioTek Instruments, SUA)

Prin metoda ELISA conform instructiunilor tehnice a kiturilor standard a fost
determinate continutul de hemoglobina glicata si factorul de necroza tumorala-a (Abbexa,
Marea Britanie), interleukina-6 (Beijing 4A Biotech Co. Ltd) si troponina T (Elabscience,
Franta). Intensitatea coloratiei este direct proportionald cu concentratia proteinei-tinta
prezentd in materialul biologic si este determinata spectrofotometric la 450 nm cu corectia
lungimii de unda de 540 nm la spectrofotometrul PowerWave HT (BioTek, SUA). Rezultatele
sunt calculate dupa curba de calibrare construitd in baza dilutiilor consecutive ale solutiei
standard.

Prin metoda spectrofotometrici conform instructiunilor seturilor standard ale
companiei ELITech (Franta) s-au determinat continutul de glucoza, trigliceride, colesterol
total, HDL-colesterol, lactat si activitatea lactatdehidrogenazei L.

Continutul de LDL-colesterol si activitatea lactatdehidrogenazei P au fost estimate
prin metoda spectrofotometricd conform instructiunilor tehnice a kiturilor standard ale

companiei DAC-Spectromed (Moldova).
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2.3.1 Indicatorii metabolici la sobolani cu infarct miocardic acut

In materialul biologic au fost dozati urmitorii indicatori ai metabolismului glucidic
(glucoza, hemoglobina glicata, produsele finale de glicare avansata) si lipidic (trigliceridele,
S-lipoproteinele, colesterolul total, LDL-colesterol, HDL- si non-HDL-colesterol).

Glucoza a fost determinata in materialul biologic cu ajutorul setului de analiza
ELITech (Franta) si instructiunilor oferite de producator. Principiul metodei se bazeazd pe
reactia de oxidare a glucozei in acid gluconic sub actiunea enzimei glucozo oxidaza, cu
determinarea variatiilor absorbantei la lungimea de unda 500 nm. Pentru calcul s-a folosit
formula:

(aAAprobal AAstandard) ® 1,

unde: n — concentratia standardului 5.55 mM/L.

Rezultatele s-au exprimat in mM/L (ser) si mM/g/proteind (tesut).

Prin metoda ELISA conform instructiunilor tehnice a kitului standard (Abbexa, Marea
Britanie) a fost estimat continutul de hemoglobind glicata. Pentru calcularea rezultatelor, in
baza dilutiilor consecutive ale solutiei standard, s-a construit curba de calibrare. Datele
obtinute au fost exprimate in pg/mL (ser) si pg/g/proteina (homogenat).

Determinarea produselor finale de glicare avansati s-a efectuat dupa procedeul
descris de Sero Luc, et al. [245]. Principiul metodei constd in masurarea intensitatii
fluorescentei probei de cercetat diluate in tampon fosfat la 370 (excitare) si emisia 440 nm.
Intensitatea fluorescentei se exprima in ug/mL (ser) si ug/g/proteina (tesut).

Pentru evaluarea cantitativa in materialul biologic a trigliceridelor a fost procurat setul
de analiza standard ELITech (Franta). Principiul metodei include determinarea trigliceridelor
in urma transformarilor enzimatice: (1) hidroliza trigliceridelor cu formare de glicerol si acizi
grasi catalizatd de enzima lipoproteinlipaza; (2) fosforilarea glicerolului sub actiunea glicerol
kinazei si (3) oxidarea glicerol-3-fosfatului in dihidroxiaceton-fosfat cu participarea glicerol-
3-fosfat oxidazei. Coeficientul de absorbtie este citit la lungimea de unda 505 nm dupa
incubare timp de 11 minute 30 secunde. Calculele sunt efectuate dupa formula:

(Aproba/ Acalibrant) ® 1,

unde: n — concentratia calibrantului standardizat.

Exprimarea rezultatelor are loc in serul sangvin in mM/L si in mM/g/proteina in tesut.

Determinarea continutului de #-lipoproteine s-a operat conform procedeului descris de
MenbmukoB B., et al. [100 p.61]. Principiul metodei este bazat pe interactiunea heparinei cu

B-lipoproteinele serului sanguin cu formarea complexului heparin-lipoproteidic, cantitatea
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caruia este estimatd prin metoda turbidimetrica. Continutul B-lipoproteinelor este exprimat in
unitati de absorbtie si se calculeaza dupa formula:
(A1=Ap) * 100.

Valorile colesterolului total au fost evaluate in materialul biologic cu ajutorul setului
de analiza ELITech (Franta) si instructiunilor oferite de producator. La baza metodei se afla
reactiile enzimatice care permit identificarea colorimetrica a colesterolului total: (1) hidroliza
colesteridelor in colesterol si acizi grasi sub actiunea colestrerol esterazei; (2) oxidarea
colesterolului in colest-4-en-3-ond catalizatd de colesterol oxidaza. Determinarea
coeficientului de absorbtie are loc dupa 325 secunde de incubare la lungimea de unda 500 nm.

Pentru calcul s-a folosit formula:

(Aprobal Astandard) ® 1,

unde: n — concentratia standardului 5,17 mM/L.

Rezultatele s-au exprimat in mM/L (ser) si mM/g/proteina (homogenat).

LDL-colesterolul s-a determinat folosind instructiunile Kitului standard DAC-
Spectromed (Moldova). Metoda este bazata pe proprietatea detergentilor de a dizolva
colesterolul din lipoproteinele cu densitate joasd (LDL), neafectind colesterolul din
lipoproteinele cu densitate inalta (HDL), lipoproteinele cu densitate foarte joasa (VLDL) si
chilomicroni. In rezultatul reactiilor catalizate de colesterol esterazi si colesterol oxidaza se
formeaza un complex colorat, iar absorbtia masurata la 600 (590 — 700) nm este proportionald
concentratiei LDL-colesterolului. Rezultatul se calculeaza prin formula:

(AA proba/ sA calibrant) ¢ Cc,

unde: Cc — concentratia calibrantului standardizat.

Unitatile de exprimare sunt mM/L (ser) si uM/g/proteina (tesut).

Evaluarea HDL-colesterolului in materialul biologic s-a operat conform
instructiunilor tehnice a setului de analizd standard ELITech (Franta). Principiul metodei
include precipitarea chilomicronilor, lipoproteinelor cu densitate foarte joasa (VLDL) si a
lipoproteinelor cu densitate joasa (LDL) sub actiunea acidului fosfotungstic si ionilor de
magneziu. Dupa centrifugare supernatantul contine lipoproteinele cu densitate inaltd (HDL),
iar colesterolul inclus in structura lor este determinat cu ajutorul coeficientului de absorbtie la
lungimea de unda 500 nm. Cantitatea HDL-colesterolului este exprimatd in mM/L (ser) si
mM/g/proteina (homogenat) si se calculeazd dupa formula:

(Aprobal Astandard) *n * 1.1

unde: n — concentratia standard 1.29 mM/L

1.1- factorul de dilutie a probelor.
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Non-HDL-colesterolul a fost calculat dupa formula: Non-HDL-C = TC — HDL-C,

valorile obtinute fiind reprezentate prin mM/L (ser) si uM/g/proteina (tesut).

2.3.2 Moleculele de semnalizare celulard in infarct miocardic experimental

Markerii raspunsului inflamator au fost estimati utilizand instructiunile tehnice a
kiturilor standard ELISA — factorul de necroza tumorali-a (Abbexa, Marea Britanie) si
interleukina-6 (Beijing 4A Biotech Co. Ltd).

La baza metodei std utilizarea anticorpilor de captare (antiTNF-a, antilL-6) purificati,
adsorbiti pe suprafata microplacilor capabili sa fixeze specific antigenul (TNF-o, IL-6)
prezent in ser si/sau homogenat. Dupa fixarea anticorpilor de detectie conjugati cu biotina si a
conjugatului enzimatic Streptavidin-HRP, s-a adaugat substratul cromogenic.

Intensitatea coloratiei obtinute a fost direct proportionald cu concentratia TNF-a si/sau
IL-6 din materialul biologic si s-a determinat spectrofotometric la 450 nm utilizand
spectrofotometrul PowerWave HT (BioTek, SUA).

Rezultatele s-au calculat dupa curba de calibrare si au fost exprimate in pg/mL (ser) si

pg/g/prot (tesut).

2.3.3 Indicatorii ischemiei/hipoxiei si lezinii tisulare in infarct miocardic indus de
izoproterenol.

Indicatori ai ischemiei/hipoxiei tisulare in studiul nostru au fost albumina ischemic
modificatd, produsii proteici de oxidare avansatd, derivatii oxidului nitric, lactatul, lactat
dehidrogenaza L si P, dozate in ser si tesut.

Nivelul albuminei ischemic modificate a fost estimat prin metoda descrisa de
Gudumac V. si coaut. [99 p.56][100 p.98], bazata pe proprietatea proteinelor de a lega ionii de
Co”*, cu diminuarea intensitatii coloratiei solutiei, care se mdsoard fotometric la 492 nm.
Calculul s-a efectuat conform formulei:

Capacitatea de legare a Co = 0.8215 ¢ [Ac-(Aex-Awm)],
unde: Ac — extinctia probei de control;
Agx — extinctia probei de experientd;
Ay — extinctia probei martor,
0.8215 — coeficientul de calculare (nM/L) obtinut n baza dilutiilor succesive ale
solutiei standard de CoCl..
Rezultatele au fost exprimate in uM/L (ser) si uM/g/proteina (homogenat).
Produsii proteici de oxidare avansati (PPOA) au fost determinati prin procedeul

Hong Yan Li et al. (2007) modificat de Gudumac V. si coaut. [100 p.97]. Principiul metodei
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s-a bazat pe diluarea probei cu PBS (tampon fosfat salin 0.1 M, pH 7.4), prelucrarea cu o
solutie de acid acetic, si citirea rezultatelor la riderul spectrofotometric la 340 nm 1in
microplaci cu 96 godeuri. In baza dilutiilor consecutive a solutiei standard de cloramina-T (0-
100 uM/L) s-a construit curba de calibrare, necesara pentru calcularea continutului de PPOA
exprimat in ser — uM/L, si in tesut — uM echivalente de cloramina-TIglproteina.

Dozarea metabolitilor oxidului nitric in materialul biologic s-a efectuat prin metoda
descrisa de Mertenbckas B. A. si I'ymanosa H. I'. (2005), in modificarea Gudumac V. si coaut.
[99 p.57][100 p.100]. Principiul metodei include deproteinizarea materialului biologic,
reducerea nitratilor in nitriti, prelucrarea supernatantului obtinut cu reactivul Griss si
masurarea densitatii optice a produsului reactiei, cu determinarea concentratiei NO, conform
curbei de calibrare, construitd in baza dilutiilor succesive ale solutiei stock standard de nitrit
de sodiu.

Anionul NO; nu reactioneaza cu reactivul Griss. La prelucrarea probelor studiate cu
clorura de vanadiu (VCly) Nng se reduce 1n NOzf, fapt care permite sa identificam nivelul
NO total (NOZ_ + NOg_). Concentratia NO; este calculatd dupa formula:

NO; = concentratia metabolitilor sumari ai NO — concentratia NO,

Rezultatele sunt exprimate in uM/L (ser) si uM/g/proteina (homogenat).

Pentru a estima cantitativ in ser si homogenat acidul lactic (lactat) a fost utilizat kitul
standard al companiei ELITech (Franta) cu instructiunile tehnice. Principiul metodei constd in
oxidarea lactatutului in piruvat sub actiunea lactat oxidazei, cu evaluarea coeficientului de
absorbtie la lungimea de unda 550 nm dupa incubare 5 minute la temperatura 37°C. Calculele
sunt efectuate dupa formula:

(Aproba/ Astandard) ® 1,

unde: n — concentratia standardului 4.44 mM/L.

Rezultatele sunt exprimate in mM/L in serul sangvin si in mM/g/proteind in tesut.

Activitatea lactat dehidronazelor P si L a fost determinata folosind instructiunile
tehnice ale kiturilor standard DAC-Spectromed (Moldova) (LDH-P) si ELITech (Franta)
(LDH-L). Metoda se bazeaza pe proprietatea enzimei de a cataliza reactia reversibila de
reducere a piruvatului in L-lactat insotita de oxidarea NADH si diminuarea absorbtiei la 340
nm care coreleaza cu activitatea enzimei (fig. 2.6).

LDH-P (LDHs) catalizeazi reducerea piruvatului cu formarea lactatului si NAD", iar

LDH-L (LDHj,) este responsabila de oxidarea L-lactatului in piruvat cu generare de NADH.
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Figura 2.6 Reactia reversibila catalizata de lactat dehidrogenaza [160]

Pentru a calcula activitatea enzimei s-au utilizat formulele:
Activitatea LDH-P (LDHs) = AA/miny, » 8450
Activitatea LDH-L (LDH;) = \A/min * 5610

Rezultatele au fost exprimate in U/L (ser) si u/g/proteina (homogenat).

In calitate de indicatori ai integritatii structurale a cardiomiocitelor au fost estimate
nivelele serice si tisulare ale troponinei T si dialdehidei malonice.

Produsul final al peroxidarii lipidelor — dialdehida malonica — a fost dozat conform
procedeului descris de JIeBoBckas E.I., et al. (1991) in modificarea Gudumac V. si coaut. [99
p.53]. Metoda se bazeaza pe determinarea spectrofotometricd a complexului trimetinic
colorat, rezultat din interactiunea DAM cu acidul tiobarbituric. Intensitatea coloratiei este
direct proportionala cu concentratia DAM 1in proba cercetata.

Continutul de DAM se calculeaza folosind coeficientul molar de absorbtie Z=1.5610°
mol-cm™ si este exprimat in ser in uM/L, iar in tesut in uM/g/proteind.

Troponina T (TnT) a fost deteminatd conform instructiunilor tehnice a kitului
standard ELISA (Elabscience, Franta). Rezultatele exprimate in pg/mL (ser) si pg/g/proteind

(homogenat) s-au calculat dupa curba de calibrare.

2.4 Prelucrarea statistica

Analiza statisticd a datelor s-a efectuat in perioada stagierii in cadrul programului
MEDEA Erasmus Mundus la Universitatea Paul Sabatier, Toulouse, Franta. Rezultatele
studiului au fost prezentate in diferite tipuri de tabele si figuri realizate in EXCEL si
GraphPad (GraphPad Prism Software, v.5.03, San Diego, CA). Datele obtinute au fost
procesate statistic cu ajutorul functiilor si modulelor programei computerizate Statistical
Package for the Social Science (v.23, SPSS Inc. Chicago, IL, USA) si determinati indicatorii
de baza a statisticii descriptive — modul, media, abaterea standard, mediana si abaterea
intercuartila.

Modul (moda, valoarea modald) este categoria cu frecventa cea mai mare [205 p.87].
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Media aritmetica este suma valorilor unei variabile, raportatd la numarul
masuratorilor. Reprezintd o valoare ipoteticd ce poate fi obtinutd din orice set de date
masurate la un nivel parametric [205 p.78].

Abaterea standard masoara modul in care rezultatele se imprastie in jurul mediei,
valorile mari indicand un grad mare de imprastiere. Cu cat abaterea standard este mai mica, cu
atat datele sunt mai grupate in jurul tendintei centrale. Abaterea standard se exprima in
aceleasi unitati de masura ca si media [205 p.143].

Media si abaterea standard sunt cei doi indicatori importanti in analiza distributiei
normale. Utilizarea lor este conditionata de absenta unor scoruri extreme si de variabile
situate cel putin la un nivel de masura de interval [205 p.144].

Mediana este indicatorul utilizat pentru a caracteriza tendinta centrald. Ea reprezinta
valoarea care imparte sirul de masuratori in doua parti egale; jumatate din sirul de date va
avea valori mai mici decat mediana, in timp ce cealalta jumatate va avea valori mai mari decat
mediana [205 p.83]. Atunci cand avem scoruri extreme, foarte mari sau foarte mici in
comparatie cu setul de date, mediana este un indicator mai bun decat media [205 p.89].

Abaterea cuartila sau abaterea intercuartildi (IQR) reprezintda un indicator al
imprastierii, independent de existenta unor valori extreme. Valorile cuartile sunt valorile care
impart acelasi set ordonat de date in patru parti egale. Abaterea cuartild este diferenta dintre
cuartilul 3 si cuartilul 1, si poate fi absoluta sau relativa (raportata la mediana) [205 p.129].

Dupa verificarea datelor obtinute, pentru a evidentia diferenta semnificativa a
parametrilor biochimici studiati in loturile comparate a fost utilizat testul statistic
nonparametric Kruskal-Wallis la pragul de semnificatie p<0.05, fiind calculate mediana,
abaterea intercuartila si coeficientul nonparametric de corelatie p Spearman.

Testul Kruskal-Wallis reprezinta alternativa nonparametrica a testului ANOVA,
utilizata atunci cand grupele cercetate nu indeplinesc cerintele testelor parametrice. Pentru a fi
analizate, datele ordinale sunt convertite in ranguri. Cu ajutorul testului sunt comparate
concomitent medianele a doud si mai multe loturi. Testul poate identifica diferentele
semnificative Intre grupe fara a indica concret lotul ce difera de celelalte. Daca au fost
evidentate diferentele veridice, studiul statistic contuinud prin aplicarea testului PostHoc
Dunn de comparare a loturilor.

Coeficientul nonparametric de corelatie p Spearman este bazat pe ranguri
(coeficientul de corelatie a rangurilor) si nu este influentat de reprezentativitatea mediei. Se

utilizeaza cand lotul de cercetare are dimensiuni mici (sub 30 cazuri), sau cand cel putin una
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dintre variabile nu indeplineste conditiile de administrare ale testelor parametrice. Scorurile
originale sunt transformate in ranguri si se analizeaza relatia dintre acestea [206 p.18].

Coeficientul p Spearman este folosit atunci cind:

v' ambele variabile se afli la nivel de masuri ordinal;

v" cand o variabila se afld la nivel ordinal, iar cealaltd variabila la nivel scalar;

v' cand ambele se afla la nivel scalar, dar cel putin una dintre ele nu prezintd
distributie normala.

Corelatia exprima sub forma numerica gradul de asociere dintre variabile. Raportarea
corelatiei include trei elemente esentale [206 p.102].

° sensul, dat de semnul coeficientului de corelatie:

»t” (corelatie pozitivd) — directia in care evolueaza o variabila este si directia de
evolutie a celeilalte variabile

»- (corelatie negativd) — directia de evolutie a unei variabile reprezintd evolutia
inversa a celeilate variabile.

. semnificatia (pragul de semnificatie) p <0.05

e valoarea (intensitatea) indica puterea corelatiei:

0.00 — 0.20 — absenta unei corelatii reale sau o corelatie foarte slaba;

0.21 — 0.40 — corelatie slaba;

0.41 — 0.60 — corelatie moderata;

0.61 — 0.80 — corelatie puternica;

0.81 — 1.00 — existenta unei legaturi foarte puternice intre doua variabile.

2.5 Concluzii:

Modelele experimentale pe animale mici de laborator sunt utile pentru elucidarea
mecanismelor patobiochimice ale maladiilor cardiovasculare, inclusiv sindromul coronarian
acut si IMA. La extrapolarea rezultatelor sunt luate in calcul si trasaturile patobiochimice ale
speciei. Izoproterenolul, un f-agonist sintetic neselectiv, administrat in doza 100mg/kg induce
modificari tisulare similare infarctului miocardic acut uman, fiind pe larg utilizat in modelarea
experimentala in vivo.

Conform scopului si obiectivelor cercetarii formulate, a fost efectuat un studiu
preclinic experimental care a inclus 55 de sobolani repartizati aleatoriu in 5 loturi: intact (L1);
control (L2); si loturile experimentale (injectata solutia de izoproterenol hidroclorid) -
preinfarct (L3), infarct (L4) si postinfarct (L5).
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Metodele de cercetare aplicate (spectrofotometricd si imunoenzimaticd) au permis
evaluarea In materialul biologic colectat (ser si homogenatul cardiac) a unor indici ai
metabolismului glucidic si lipidic, inflamatiei, ischemiei, hipoxiei si leziunii tisulare, care
poseda valoare diagnostica si permit constatarea particularitatilor biochimice in evolutia IMA.
Metoda morfologica a confirmat prezenta in tesut a modificérilor caracteristice etapelor IMA.

Studiile experimentale efectuate pe numar redus de animale necesita aplicarea
metodelor statistice specifice pentru analiza datelor primare obtinute. Reiesind din numarul
mic de animale incluse in studiu, la procesarea statistica a datelor obtinute au fost utilizate

testele neparametrice (Kruskal-Wallis, Spearman).
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3. SEMNIFICATIA CLINICO-DIAGNOSTICA A
MODIFICARILOR METABOLICE

Stresul oxidativ, prin cdile de semnalizare PI3K si Akt, induce insulinorezistenta
adipocitelor si miocitelor, micsoreazd secretia de insulind, modificd procesul de captare
intracelulara a glucozei si lipogeneza [258]. Dereglarile metabolice induse reflecta veridic
deficitul energetic, acidoza, SO, dezechilibrul ionic si leziunea cardiaca [284]. E stabilit cu
certitudine ca atat dezvoltarea leziunilor tisulare, precum si recuperarea functionalda a

miocardului depind de statutul metabolic al cordului in perioada ischemiei [204].

3.1 Modificarile metabolismului glucidic in infarctul miocardic experimental

In miocardul ischemiat deficitul de oxigen induce comutarea spre metabolismul
anaerob unde rolul cardinal in producerea energiei ii revine glucozei, hiper- si hipoglicemia
fiind asociate cu evenimentele cardiovasculare la pacientii cu boala coronariana [108][123].
La baza mecanismelor patobiochimice ale disfunctiei miocardului stau dereglarile
metabolismului glucidelor [24]. SO instituit de hiperglicemia acuta contribuie la exacerbarea
dimensiunilor infarctului pe parcursul reperfuziei [293].

Conform unor rezultate 58-70% de pacienti cu boala coronariand acuta prezintd
dereglari ale metabolismului glucidic [12][13][21]. In IMA prevaleaza hiperglicemia care,
agravand consecintele pe termen scurt si lung [266], se asociaza cu un pronostic rezervat.
Nivelul seric al glucozei la internare este un predictor independent al mortalitatii
[83][108][123][289] si rezultatelor adverse [139].

S-a demonstrat ca in SCA severitatea disglicemiei este asociatd cu pronosticul
nefavorabil, risc inalt de deces [108][289] si complicatii atat intraspitalicesti [83][143][289],
cét si pe termen lung [13][139][141]. Statutul glucometabolic acut cat si cronic sunt indicatori
de pronostic post IMA [35].

Prezenta unei relatii lineare (cresterea proportionald) intre glicemia determinata la
internare si rata mortalitdtii peste 30 zile (termen scurt) si 1 an (termen lung) sunt descrise in
studiul Cooperative Cardiovascular Project [123][143]. Rezultatele expuse fiind similare
celor prezentate in 2015 de Angeli F. et al. [12].

Se considera ca glicemia la internare reprezintd o componentd a stresului fiziologic
acut suportat pe parcursul SCA, care gratie dereglarilor metabolice agraveaza pronosticul si
sporeste mortalitatea [139][141]. S-a demonstrat ca fluctuatiile acute ale glucozei manifesta

efecte mai nocive comparativ cu hiperglicemia persistentda deoarece exacerbeaza stresul
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oxidativ [87], inflamatia si apoptoza [123], contribuind la dezvoltarea complicatiilor
cardiovasculare [179].

Studiile clinice si experimentale au elucidat ca in IMA hiperglicemia acuta manifesta
efecte detrimentale directe asupra miocardului ischemiat prin diverse mecanisme, inclusiv
disfunctie microvasculard, stres oxidativ, inflamatie, apoptoza, disfunctie endoteliald si
hipercoagulare, responsabile de leziunile tisulare, avand un pronostic nefavorabil
[43][83][123][128][289][290]. Concomitent hiperglicemia acuta reduce sinteza endoteliala si
disponibilitatea NO, deregleazd functia vasculara si atenuiaza caile de transducere a
semnalelor cardioprotectoare [123][141][265][290].

Pacientii hipoglicemici, precum si cei hiperglicemici, au prezentat o tendinta de risc
crescut atat de mortalitate intraspitaliceasca, cat si timp de 3 ani comparativ cu euglicemicii
[289]. Studii multiple au demonstrat ca in IMA hipoglicemia spontand, determinata la
internare, este asociatd cu mortalitatea mai nalta [94][143], deoarece majoreaza nivelul
catecolaminelor, induce vasoconstrictia si agregarea trombocitelor responsabile de ischemie
[289]. Concomitent se cunoaste cd hipoglicemia exacerbeaza inflamatia, activeaza
neutrofilele, favorizeaza disfunctia endoteliala si majoreaza riscul cardiovascular [123].

Analiza statistica a depistat o diferenta veridica in ser (p=0.0002***) a glucozei (tab.
3.1). Modificari esentiale in loturile de control nu s-au evidentiat.

Cel mai scazut nivel al glucozei serice s-a inregistrat in lotul sobolanilor cu preinfarct
(AML.6h) — 4.56 mM/L, IQR 0.56 la comparare cu lotul intact (6.25 mM/L, IQR 0.45). In
AMI.24h (infarct) nivelul glucozei s-a majorat — 7.00 mM/L, IQR 1.57. Nivelul glucozei in
AMI.7d (postinfarct) devine egal cu 6.02 mM/L, IQR 0.75 — apropiat de cel al sobolanilor
intacti (tab. 3.1).

Valorile tisulare ale glucozei s-au micsorat de la 4.94 mM/g/prot, IQR 1.09
determinate la sobolanii lotului intact pand la 4.37 mM/g/prot, IQR 0.56 in AMI.24h, si au
crescut in AMI.7d atingand nivelul 4.72 mM/g/prot, IQR 0.35, fiind apropiate de cele din
loturile de control (p=0.113).

La analiza variabilelor glucoza in ser si glucoza in homogenat cu ajutorul
coeficientului de corelatie p Spearman, au fost evidentiate rezultatele: L3-AMI.6h p=-0.600, p
(unilateral) >0.05 (p=0.104); L4-AMI.24h p=-0.522 p (unilateral) >0.05 (p=0.144) si L5-
AMI.7d p=0.486, p (unilateral) >0.05 (p=0.164) (tab. 3.2), fapt care demonstreaza tendinta
corelatiei moderate, negative pentru AMIL.6h (preinfarct) si AMI.24h (infarct), si pozitive in

AMI.7d (postinfarct) (anexa 1 A, B, C).
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Tabelul 3.1 Evaluarea glucozei, hemoglobinei glicate si AGE in infarct miocardic.

Glucoza HbAlc AGE
Kruskal- homo ser homo homo
Wallis ser (MMI/L) (mM/glprot) | (ng/mL) | (ng/g/prot) | 5" (ng/mL) (ng/g/prot)
p=0.0002*** p=0.113 p=0.244 p=0.116 p=0.018* p=0.267
6.25 4.94 2.22 27.13 314.24 25.14
L1 -intact IQR 0.45 IQR 1.09 IQR1.28 | IQR1.74 IQR58.43 | IQR 15.10
100% 100% 100% 100% 100% 100%
6.53 4.43 1.79 27.05 328.18 23.63
L2-control | IQR0.94 | IQR1.02 | IQR147 | IQR4.67 | IQR 153.22 | IQR 15.65
105% 90% 81% 100% 105% 94%
4.56** 4.97 1.97 28.33 262.20 31.62
L3 - AMI.6h IQR 0.56 IQR 0.84 IQR 148 | IQR4.18 | IQR 160.85 | IQR 6.66
73% 101% 89% 104% 84% 126%
7.00 4.37 3.34 24.92* 354.33 22.27
L4 — AMI.24h IQR 1.57 IQR 0.56 IQR 258 | IQR 2.27 IQR 81.42 | IQR 23.01
112% 88% 150% 92% 113% 89%
6.02 4,72 2.59 26.95 392.51** 24.96
L5 - AMI.7d IQR 0.75 IQR 0.35 IQR3.17 | IQR1.60 | IQR 110.97 | IQR8.91
96% 96% 117% 99% 125% 99%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului intact: *p<0.05;

**<0.01; ***p<0.001

Tabelul 3.2 Corelatiile sero-tisulare ale indicilor metabolismului glucidic

Spearman _ L1 L2 L3 L4 L5

intact control AMI.6h AMI.24h | AMI.7d

Glucoza p -0.118 0.382 -0.600 -0.522 0.486
p 0.365 0.123 0.104 0.144 0.164

HbALc p 0.127 -0.542 -0.029 0.600 -0.771
p 0.355 0.042* 0.479 0.104 0.036*

AGE p 0.064 -0.082 0.200 0.086 -0.714
p 0.426 0.405 0.352 0.436 0.055

Nota: *p<0.05

Nivelul cel mai mic al glucozei serice a fost identificat preinfarct in AMIL6h (L3),
diminuarea fiind egald cu 27% comparativ cu lotul intact (L1) (fig. 3.1). In L4 cu infarct
(AML1.24h) nivelul glucozei s-a majorat cu 39%, ca apoi sa scada in dinamica cu 16% in

AMI.7d (L5 postinfarct).
Concomitent valorile tisulare ale glucozei s-au micsorat cu 12% in AMI1.24h (L4), si

au crescut cu 8% in AMI.7d (L5), dar sunt mai mici decat in lotul intact (fig. 3.1).
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Figura 3.1 Variatiile glucozei in infarct miocardic experimental

Conform datelor publicate riscul mortalitatii creste proportional cand valorile
glicemiei depasesc 110-120 mg/dL (6.1-6.6 mmol/L) [123][143]. Majorarea nivelului seric al
glucozei cu 1 mmol/L se asociaza cu sporiea cu 12-18% a riscului de mortalitate [83][123].
Au fost prezentate date experimentale care au relatat cd in SCA atat glicemia la internare,
precum si modificarile parvenite in primele 24 ore prezic riscul mortalitatii pe termen scurt.
Unele studii au mentionat ca micsorarea nivelului de glucoza cu 11 mg/dL (0.6 mmol/L)
diminuiaza riscul cu 9% [12][143].

O altd grupa de savanti au observat cd la pacientii cu IMA nivelele glucozei la
internare mai mici decat <140 mg/dL (<8.0 mmol/L) sunt asociate cu scaderea riscului de
mortalitate pe termen scurt [143], pe cand nivelele mai inalte de 9.94 mmol/L coreleaza cu
frecventa mai mare a aritmiilor periculoase pentru viata [281].

Se mentioneaza ca toleranta alterata la glucoza, depistata primar la externare, este un
predictor important al consecintelor post IMA pe termen lung [103].

Hiperglicemia acutd se asociaza cu: 1) dimensiunile mai mari ale infarctului; 2)
consecintele adverse si functia dereglata a VS postIMA [123][139]; 3) risc inalt de mortalitate
intraspitaliceasca sau complicatii cardiovasculare [7][192][252]. Experimental s-a depistat ca
in IMA SO, indus de hiperglicemia acuta, contribuie la extinderea dimensiunilor infarctului si
sporirea mortalitatii intraspitalicesti — efect proportional cu elevarea nivelelor serice ale
glucozei [83] si dependent gratie contracararii efectelor cardioprotectoare ale preconditionarii
ischemice si medicamentoase [290].

Intr-un studiu mai vechi a fost observata corelatia semnificativa intre hiperglicemie si

dimensiunile infarctului miocardic (exprimate prin nivelele troponinelor) si mortalitatea in
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STEMI si NSTEMI. S-a mentionat ca pacientii cu hiperglicemie de stres au prezentat valori
mai Tnalte ale troponinelor vs diabeticii hiperglicemici, fapt care releva o necrozd miocardica
mai extinsd ca consecintd a hipercatecolaminemiei, precum si o asociere cu inflamatie sporita
[141].

S-a demonstrat ca hiperglicemia acutd declanseaza SO in miocard cu activarea cailor
neoxidative de metabolizare a glucozei [123][174]. SO se manifestd ca stare glicoxidativa,
caracterizatd prin acumularea proteinelor glicate, modificate ulterior pana la AGE [240].
Eliberarea oxidantilor si a radicalilor liberi lezeazd nu doar celulele, ci si matricea
extracelulard, facilitdnd captarea lipoproteinelor bogate in colesterol, oxidarea lor si agravarea
inflamatiei [240]. Yang Z. et al. au indicat ca gradul SO coreleaza cu fluctuatiile acute ale
glucozei [290].

Datele prezentate releva rolul cardial al modificarilor metabolismului glucozei in
patobiochimia infarctului miocardic acut.

In literatura de specialitate se mentioneazi ci controlul glicemic insuficient
favorizeaza formarea sporitd si acumularea in tesutul cardiovascular a proteinelor glicate si
AGE [43][252]. Efectele graduale si cumulative ale acestor compusi, cit si expresia
receptorilor specifici (RAGE) sunt cardinale in dezvoltarea leziunilor vasculare severe cu
complicatii cardiovasculare [192][279].

Hemoglobina glicata (HbALc) se formeaza prin condensarea neenzimatica a glucozei
sau altor glucide reducatoare cu lanturile o si f ale hemoglobinei A. Subfractia HbAlc apare
la glicarea neenzimaticd a valinei (Val) N-terminale din lantul B [224][265]. Glicarea
hemoglobinei si formarea Hb-AGE exacerbeaza SO celular prin eliberarea oxidantilor
puternici, contribuie la lezarea oxidativd a endoteliului si declanseaza cercul vicios a
raspunsului oxidativ/inflamator [240].

HbA 1c reprezinta nivelul mediu al glicemiei pe parcursul a 2-3 luni precedente, gradul
si durata hiperglicemiei fiind estimate prin nivelele ridicate ale hemoglobinei glicate
[43][163][240].

In angina pectorala stabild nivelele inalte ale hemoglobinei glicate (HbAlc) prezic
severitatea, precum si consecintele nefavorabile cu majorarea riscului complicatiilor micro- si
macrovasculare [27][118][265]. S-a stabilit ca in SCA valorile HbAlc sunt un predictor
puternic si independent atat a severitatii, cat si a complicatiilor; nivelele crescute ale
hemoglobinei glicate fiind asociate cu risc sporit de boli CV, dimensiunile mai mari ale

infarctului cu consecinte nefavorabile [27][118][252].
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Unii savanti au relatat ca pacientii cu STEMI nediabetici cu HbAlc ridicatd prezinta
un risc nalt de reinfarct in termen lung cu o eficacitate mai micd a revascularizdrii si o
incidenta mai mare de consecinte cardiace adverse [68][103].

Valorile mai inalte ale HbAlc circulante coreleazd cu markerii elevati ai inflamatiei
(hs-PCR) [118], cu leziunile multivasculare [27][190] si un pronostic nefavorabil la pacientii
cu SCA si IMA pe termen de 1 an [118]. HbAlc se considera un indicator eficient al
consecintelor posibile pe parcursul a unui an postinfarct [43], se indica ca valorile majorate a
HbAc coreleaza cu rata sporita a mortalitatii la o supraveghere de 3 ani [7][43].

Studii multiple au demonstrat asocierea hemoglobinei glicate cu maladiile
cardiovasculare si mortalitatea in populatia nediabetica [243][265]. S-a observat ca in SCA
nivelul crescut la internare a HbAlc serveste factor de risc independent al morbiditatii si
mortalitatii [35][103][252].

HbA1c este pe larg utilizata in estimarea glicemiei cronice si diferentierea pacientilor
cu diabet zaharat (DZ) de cei cu hiperglicemie acuta indusa de stres [108]. S-a observat ca
HbAlc, ca biomarker a controlului glicemic pe termen lung, este putin influentatd de stresul
acut pe parcursul IMA [7][103][154], astfel acest indice ofera informatii veridice referitor la
relatia dintre controlul cronic al glicemiei si consecintele clinice [192]. Totodata Hb glicata,
gratie avantajelor sale diagnostice (repetabilitate Tnaltd, posibilitatea evaluarii postprandial,
etc.), reprezinta testul de preferinta in monitorizarea controlului glicemic [243].

S-a stabilit ca HbAlc nu doar reflectd controlul metabolic, dar este si un indicator de
incredere a consecintelor adverse postIMA [43], inclusiv SCA [192], argumentandu-se
utilizarea HbA 1c in stratificarea riscului la pacientii cu STEMI acut [68].

S-a evidentiat o asociere semnificativd intre nivelul glucozei si HbAlc la internare cu
mortalitatea postinfarct [35]. S-a confirmat o corelatie concludenta intre indicii HbAlc la
internare si numarul de vase afectate, demonstrand cd in IMA statutul gluco-metabolic la
internare, reflectat prin glicemie si HbAlc, este un factor de risc pe termen lung, asociat
veridic cu consecintele clinice nefavorabile tardive [35][190].

Alte date mai recente au demonstrat lipsa asocierii statistice intre HbAlc si incidenta
mortalitatii intraspitalicesti Tn STEMI. Se argumenteaza cd mortalitatea pe termen scurt
depinde de timpul de reperfuzie, dimensiunile infarctului si/sau alte complicatii precoce, pe
cand leziunile induse de glicemia necontrolata se vor manifesta mai tarziu [154].

Datele din tabelul 3.1 demonstreaza ca in lotul experimental AMI.6h s-a atestat o
reducere a HbAlc serice de la 2.22 ng/mL, IQR 1.28 (lotul intact) pana la 1.97 ng/mL, IQR

1.48. In dinamica procesului s-a constatat o crestere concludenta pana la 3.34 ng/mL, IQR
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2.58 in AML24h. In AML7d se constati o diminuare pani la 2.59 ng/mL, IQR 3.17
(p=0.244).

Concentratia tisulara a HbAlc s-a majorat de la 27.13 ng/g/prot, IQR 1.74
caracteristice lotului intact, pana la 28.33 ng/g/prot, IQR 4.18 in L3 (AMI.6h); apoi
inregistrand o scadere (24.92 ng/g/prot, IQR 2.27) in L4 (AMI.24h) si o crestere pana la 26.95
ng/g/prot, IQR 1.60 in L5 (AMI.7d) (p=0.116) (tab. 3.1).

Pentru variabilele cercetate HbAlc in ser si HbAlc in homogenat coeficientul
neparametric de corelatie p Spearman a prezentat valorile: p=0.600 p (unilateral) >0.05
(p=0.104) in AMI.24h; si p=-0.771 p (unilateral) <0.05 (p=0.036*) in AMIL.7d (tab. 3.2),
indicand tendinta spre o corelatic pozitiva, moderata in Starea de infarct (AMI.24h) si o
corelatie negativa, puternica pentru starea de postinfarct (AMI.7d) (anexa 1 E, F).

In loturile cercetate (fig. 3.2) se constatd la 6 ore (perioada preinfarct) o reducere a
HbA ¢ serice cu 11% fata de valorile lotului intact. In dinamica evolutiei procesului (24 ore)
se observa o crestere concludenti cu 61% (L4) a hemoglobinei glicate in ser. In starea de
postinfarct are loc o reducere vaditd a HbAlc, insd valoarea ei raimane mult mai ridicata decat
in control.

Concentratia tisulara a HbAlc s-a majorat cu 4% in AML6h (L3) fatd de indicii
sobolanilor intacti. In continuare se inregistreaza o scadere egald cu 12% in lotul cu infarct
AMI.24h (L4). La a 7 zi dupa infarct (L5) concentratia hemoglobinei glicate revine la valorile
initiale (fig. 3.2).
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Figura 3.2 Hemoglobina glicata in infarct experimental
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Riscul consecintelor cardiace majore la HbAlc >6.0% este de 3.8 ori mai inalt
comparativ cu HbAlc <5.6%. Valoarea limita de 5.78% poate servi drept indice de referinta
clinic pentru profilaxia secundara si imbunatatirea pronosticului post IMA [43]. Valorile
HbAlc <7.1 si >7.8% sunt asociate cu risc mai inalt al decesului [163].

Conform datelor prezentate la fiecare majorare cu 1% a nivelului HbAlc peste 5%,
riscul si consecintele BCV cresc cu 14-21% [192][281], mortalitatea cu 24% [103], riscul
relativ de deces de orice cauza cu 1.24 [27][252]. Elevarea nivelului HbAlc cu 1% este
insotita de cresterea de 2.8 ori a severitatii leziunilor din boala coronariana [68].

A fost mentionatd superioritatea HbAlc fatd de glicemia a jejun in stratificarea
riscului complicatiilor macrovasculare pe termen lung [243]. Valorile ridicate ale HbAlc
reflectd o rezistentd indelungatd la insulind cu consecinte severe, inclusiv hiperglicemia,
dislipidemia, hipercoagulabilitatea si raspunsul inflamator sistemic, considerate mecanismele
patobiochimice majore ale impactului advers al HbAlc marite in cadrul bolii coronariene
[118][163][192].

Totodatd se considera cd HbAlc este si un predictor bun al profilului lipidic gratie
implicarii sale atdt in raspunsul inflamator cronic, cat si in faza acutd activd a SCA,
favorizand progresarea leziunilor si ruptura placii aterosclerotice [118][263].

S-a constatat ca hiperglicemia, hiperlipidemia si SO sunt Insotite de formarea sporita a
produselor finale de glicare avansati (AGE) [80]. Concomitent acumularea AGE 1in tesuturi
contribuie la sinteza majoratd, cat si la degradarea lenta a proteinelor intracelulare glicate de
catre sistemul ubiquitin-proteosomic [3][249][250].

AGE reprezintd un grup heterogen de compusi derivati ai reactiei dintre glucidele
reducdtoare si/sau alti compusi a-carbonilici cu amino grupele proteinelor, lipidelor si acizilor
nucleici [250]. A fost subliniat cd AGE provoaca disfunctia tisulara si organica [249][250],
gratie declansarii stresului oxidativ, inflamatiei si apoptozei prin intermediul receptorilor
RAGE [3][260].

Studiile experimentale au subliniat rolul AGE in maladiile cardiovasculare, si anume:
asocierea nivelelor serice ale AGE cu severitatea bolii coronariene [260], progresia placii
aterosclerotice in SCA [58], risc sporit pentru restenoza [46], extinderea leziunilor
coronariene [137], mortalitatea generala, inclusiv frecventa BCV letale si non-letale in 12 ani
[197].

Datele publicate au relevat utilitatea AGE in SCA in calitate de biomarkeri de

pronostic al mortalitatii si reinfarctizarii pe termen lung [3][227].
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A fost evidentiat cercul patobiochimic vicios — statutul hiperglicemic si stresul
oxidativ exacerbeaza formarea AGE, rezultind in generarea sporitd a speciilor reactive de
oxigen, mecanism responsabil de amplificarea SO [136]. Datele din literatura indica asocierea
AGE, SO cu stresul reticolului endoplasmatic [101][214].

Réamane discutabild majorarea nivelelor AGE serice iIn IMA evidentiatd in 2004 de
Peppa M. et al. [213]. Unele studii indica doar o crestere nesemnificativa a nivelelor AGE
[101], ori scaderea cantititii AGE in primele 5 zile postinfarct [38], pe cand altele
mentioneaza elevarea concludentd a nivelor AGE 1n maladii cardiovasculare [228]. Recent in
STEMI au fost evidentiate modificarile in dinamica ale AGE, si anume: valorile cele mai
inalte inregistrate la internare, cu diminuare in ziua a doua si crestere repetatd timp de cinci
zile [223].

In grupele studiate s-a identificat o diferentd statistic semnificativi a AGE in ser
(p=0.018*) (tab. 3.1).

Datele prezentate in tabelul 3.1 releva ca in starea de preinfarct AMI.6h s-a determinat
in ser cel mai scazut nivel al AGE (262.20 pug/mL, IQR 160.85) la comparare cu valorile
lotului intact (314.24 ng/mL, IQR 58.43). Nivelul AGE a crescut in AMI.24h pana la 354.33
pg/mL, 1QR 81.42. Postinfarct in AMI.7d continutul se majoreaza, alcatuind 392.51 pg/mL,
IQR 110.97.

Cantitatea AGE in homogenat s-a majorat initial de la 25.14 pg/g/prot, IQR 15.10
(sobolani intacti) pana la 31.62 pg/g/prot, IQR 6.66 in AML6h, fiind cea mai mare valoare. In
dinamica infarctului continutul s-a micsorat in AMI.24h pana la 22.27 pg/g/prot, IQR 23.01
fata de lotul anterior. In lotul AMI.7d valorile au crescut pina la 24.96 pg/g/prot, IQR 8.91
(p=0.267).

Variabilele AGE in ser si AGE in homogenat s-au analizat cu ajutorul coeficientului
de corelatie p Spearman (tab. 3.2). Lotul postinfarct AMI.7d a prezentat valoarea corelatiei
p=-0.714 la un prag de semnificatie p (unilateral) >0.05 (p=0,055), indicand tendinta unei
corelatii puternice, negative (anexa 1 D).

Rezultatele denotd o diminuare a nivelului AGE seric cu 16% in lotul preinfarct (L3)
(p=0.018%). in starea de infarct (L4) apare o crestere cu 29% fati de starea precedentd. In
continuare valorile cresc, atingand n lotul postinfarct (L5) cele mai mari cifre (cu 12% fatd de
starea de infarct).

In acelasi timp valorile tisulare ale AGE au crescut cu 26% in L3 (preinfarct)
(p=0.267), apoi in dinamica procesului au scizut cu 37% in L4 (infarct). In L5 (postinfarct)

ele sunt mai mari cu 10% decat in cel premergator, dar se apropie de cele initiale (fig. 3.3).
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Figura 3.3 Evaluarea produsilor finali de glicare avansata

Datele obtinute sunt similare celor publicate in literatura [40][199]. Modificarile
observate reprezintd consecintele ischemiei precoce insotite de acumularea AGE in tesut, pe
cand valorile serice inalte indica agravarea leziunilor membranare gratie SO exacerbat [3].

Este cert ca in infarctul miocardic acut AGE denotd dezvoltarea stresului oxidativ
gratie dereglarilor statutului glucometabolic [101].

Prezenta produselor finale de glicare avansata se afla in directd dependentd de gradul
si extinderea stresului oxidativ, reflectand severitatea leziunilor miocardului si riscul
dezvoltarii complicatiilor majore, fiind argumentatd utilizarea lor pentru diagnosticul si

stratificarea riscului in infarctul miocardic acut [3].

3.2 Indicii metabolismului lipidic in infarctul indus de izoproterenol

Dislipoproteinemia si/sau dislipidemia reprezintda un factor cardinal in patogeneza
IMA. Pentru a estima modificarile metabolismului lipidic in infarctul miocardic indus de
izoproterenol in materialul biologic s-a determinat nivelul trigliceridelor (TG), p-
lipoproteinelor (BLP), colesterolului total (TC), LDL-colesterolul, HDL- si non-HDL-
colesterolul, iar rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelele 3.3 — 3.7.

E confirmat faptul ca trigliceridele si lipoproteinele bogate in TG induc disfunctia
endoteliala, stimuleazd adeziunea monocitelor, patrund In placa aterosclerotica si inhiba
transportul invers al colesterolului [248]. Concomitent TG majorate deregleaza metabolismul
LDL si HDL, sporind potentialul aterogen al LDL si micsorand efectele cardioprotectoare ale

HDL [209][238].
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Dacd unii savanti au indicat absenta asocierii dintre LDL-C si TG cu evenimentele
cardiovasculare [48], altii experimental au stabilit existenta unei corelatii negative puternice
intre nivelele serice a TG si HDL-C [238][291].

In SCA valorile TG serice <150 mg/dL (<1.7 mmol/L) sunt asociate cu un risc
semnificativ mai mic al evenimentelor coronariene recurente comparativ cu nivelele mari ale
TG. Se considera cd nivelele TG pot prezice evenimentele cardiovasculare, si deci
lipoproteinele bogate in TG sunt o tintd terapeutica atractiva postSCA [238].

S-a apreciat o scadere a TG serice pana la 1.10 mM/L, IQR 0.46 in lotul experimental
AMI.24h ce corespunde IMA comparativ cu lotul intact (1.28 mM/L, IQR 0.20). in lotul
postinfarct AMI.7d a avut loc o crestere a valorilor pana la 1.23 mM/L, IQR 0.26 (p=0.346).

Valorile tisulare ale TG au Inregistrat o micsorare nesemnificativd de la 1.86
mM/g/prot, IQR 0.12 (lotul intact) pana la 1.795 mM/g/prot, IQR 0.27 in AMI.24h, insotitd
de o crestere pana la 2.055 mM/g/prot, IQR 0.29 (p=0.134) in starea postinfarct (tab. 3.3).

Tabelul 3.3 Nivelul trigliceridelor si beta-lipoproteinelor

TG beta LP
; homo homo
Kruskal-Wallis ser (MMI/L) (mM/g/prot) ser (ulc) (u/g/prot)
p=0.346 p=0.134 p=0.049* p=0.004**
1.28 1.860 0.70 0.659
L1 -intact IQR 0.20 IQR0.12 IOR 1.00 IQR 0.36
100% 100% 100% 100%
1.23 1.820 0.80 0.509
L2 - control IQR 0.18 IOR 0.33 IQR 0.70 IQR 0.35
96% 98% 114% 77%
1.27 1.800 0.20* 0.324**
L3 - AMI.6h IQOR 0.33 IQR 0.19 IQOR 0.33 IQR 0.102
99% 97% 29% 49%
1.10 1.785 0.50 0.296*
L4 — AMI.24h IQR 0.46 IQR 0.27 IQR 0.58 IQR 0.452
86% 97% 71% 45%
1.23 2.055 1.05 0.388*
L5 - AMI.7d IQR 0.26 IQR 0.29 IOR 1.18 IQR 0.143
96% 111% 150% 59%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului intact: *p<0.05;

**p<0.01

La analiza variabilelor TG in ser si TG in homogenat cu utilizarea coeficientului
neparametric de corelatie p Spearman s-a constatat ca modificarile sunt neconcludente

statistic, cuprinse in limitele p=0.200-0.372 (tab. 3.4), ce confirma absenta unei corelatii reale
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sau o legatura foarte slabd, dar aceiasi tendintd pentru ambele valori in starile de infarct si

postinfarct.

Tabelul 3.4 Corelatiile sero-tisulare ale TG si pLP in IMA

Spearman . L1 L2 L3 L4 L5
intact control AMI.6h AMI.24h | AMI.7d
TG p -0.342 0.372 -0.371 0.200 -0.232
p 0.152 0.130 0.234 0.352 0.323
pLP p 0.370 0.032 -0.500 -0.174 0.657
p 0.131 0.463 0.156 0.371 0.078

Modificarile beta-lipoproteinelor (fLP) au manifestat diferente concludente atat in ser
(p=0.049%*), cat si in tesut (p=0.004**) (tab. 3.3).

La sobolanii in starea de preinfarct (AMI.6h) s-a atestat 0 diminuare statistic veridica a
continutului BLP serice de la 0.70 u/c, IQR 1.00 (valorile animalelor intacte) pana la 0.20 u/c,
IQR 0.33. O crestere semnificativa (0.50 u/c, IQR 0.58) in infarct (AMI.24h). in AMI.7d
(postinfarct) continutul atinge valori mai mari (1.05 u/c, IQR 1.18) fata de celelalte loturi
(AMI.6h si AMI.24h).

Concomitent in homogenat s-a observat o scadere a nivelului BLP de la 0.659 u/g/prot,
IQR 0.36 inregistrate la sobolanii intacti, pana la 0.324 u/g/prot, IQR 0.102 in AMI.6h. O
reducere neinsemnata in dinamica procesului are loc la sobolanii AMI.24h (0.296 u/g/prot,
IQR 0.452) si 0 majorare pana la 0.388 u/g/prot, IQR 0.143 postinfarct, dar raiman mult mai
mici decat in loturile de control (tab. 3.3).

Analizand variabilele BLP in ser si in homogenat cu ajutorul coeficientului de corelatie
p Spearman a rezultat: AMI.6h p=-0.500, p (unilateral) >0.05 (p=0.156); si AMI.7d p=0.657,
p (unilateral) >0.05 (p=0.078) (tab. 3.4), ceia ce demonstreaza tendinta spre corelatie
negativa, moderata pentru starea de preinfarct (AMI.6h), si puternicd, pozitiva postinfarct
(AML.7d) (anexa 2 A, B).

Studiul nostru a depistat o scadere a TG serice cu 14% in lotul experimental cu infarct
L4 (AMI.24h), urmata de cresterea cu 10% a valorilor in lotul postinfarct L5 (AMI.7d)
(p=0.346), ce corespunde unei reveniri la starea initiald. Totodata valorile tisulare ale TG au
inregistrat o diminuare nesemnificativa in L4 (starea de infarct), care este insotitd de

majorarea cu 14% in L5 (postinfarct) (p=0.134) (fig. 3.4 A).
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Figura 3.4 Trigliceridele si beta-lipoproteinele in IMA

Valorile gLP serice (fig. 3.4 B) au inregistrat o diminuarea statistic veridica cu 71% la
6 ore (starea de preinfarct), urmata de o crestere semnificativd cu 42% la 24 ore (infarct)
(p=0.049*). Majorarea acestor lipoproteine continue si la a 7 zi dupa infarct.

Concomitent ITn homogenat s-a identificat o scadere veridica egald cu 51% a nivelului
BLP in L3 preinfarct (AMI.6h) (p=0.004**). O diminuare continue cu 4% are loc in L4 starea
de infarct (AMI.24h) - respectiv 55% fata de valorile initiale. In starea de postinfarct se
observd o majorare cu 14% in L5 (AMIL.7d), dar mult mai joasa decat valorile lotului de
control.

Unii savanti au constatat ca in SCA nivele TG si lipoproteinelor bogate in TG nu
prezintd modificari semnificative in primele patru zile [216], pe cand altii au depistat o
scadere rapida a nivelelor plasmatice imediat dupa evenimentul coronarian acut, urmata de
cresterea cu aproximativ 50% peste nivelele bazale in 7 zile post SCA [238].

Nivelele serice ale colesterolului total si fractiile sale reprezinta factori de risc
importanti pentru bolile cardiovasculare [45][272], utilizati in clinica drept indici de laborator
majori in estimarea riscului cardiovascular, managementul terapeutic si pronosticului in
populatie [248].

Este cert stabilit cd pacientii cu maladii cardiovasculare, inclusiv IMA, prezinta
nivelele veridic mai inalte ale colesterolului total, TG, LDL-C, corespunzitor si raporturile
TC/HDL-C, LDL-C/HDL-C si TG/HDL-C, insotite de valori scazute ale HDL-C
[108][147][215][228][234]. Nivelul seric al lipoproteinelor prezintd o corelatie pozitiva
(LDL-C) si/sau negativa (HDL-C) cu dezvoltarea bolii coronariene a cordului [54], raportul

TG/HDL-C fiind un predictor independent al incidentelor cardiovasculare [272].
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Valorile ridicate ale lipoproteinelor aterogene (LDL impreuna cu lipoproteinele bogate
in TG) si joase ale HDL prezic evenimentele cardiovasculare post-SCA [238].
Concentratiile colesterolului total in loturile investigate au prezentat diferente

statistice veridice in ser (p=0.049%*) (tab. 3.5).

Tabelul 3.5 Colesterolul total si non-HDL-colesterolul in infarct miocardic

experimental

Colesterol total non-HDL-colesterol
- homo homo
Kruskal-Wallis | ser (mM/L) (mMJg/prot) ser (MM/L) (M/gtesut)

p=0.049* p=0.055 p=0.080 p=0.456
5.69 0.819 4.13 35.73

L1 -intact IQR 0.62 IQR 0.049 IOR 0.36 IOR 3.58
100% 100% 100% 100%
5.92 0.773 4.05 34.43

L2 - control IQR 0.39 IQR 0.060 IOR 1.12 IOR 4.68
104% 98% 98% 96%
5.59 0.801 3.568* 34.42

L3 - AMI.6h IQR 0.38 IQR0.114 IQR 0.81 IOR 1.71
98% 98% 87% 96%
6.26 0.759* 4.28 34.38

L4 — AMI.24h IOR 0.60 IQR 0.130 IQR 0.89 IQR 10.59
110% 93% 104% 96%
5.93 0.830 431 35.70

L5 - AMI.7d IQR 0.86 IQR 0.051 IQR 0.48 IQR 5.48
104% 101% 104% 100%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului intact: *p<0.05

S-a identificat o scadere nesemnificativa a colesterolului total seric de la 5.69 mM/L,
IQR 0.62 (lotul intact) pana la 5.59 mM/L, IQR 0.38 in lotul experimental AMI.6h
(preinfarct), urmati in lotul AMI.24h de cresterea valorilor pana la 6.255 mM/L, IQR 0.60. in
AMLI.7d (postinfarct) are loc o micsorare pana la 5.93 mM/L, IQR 0.86, dar mai mare decat in
lotul preinfarct.

Valorile tisulare ale colesterolului total au inregistrat o diminuare pana la 0.759
mM/g/prot, IQR 0.13 in lotul cu infarct AMI.24h comparativ cu cel intact (0.819 mM/g/prot,
IQR 0.049). In AMI.7d are loc o crestere neinsemnati pana la 0.83 mM/g/prot, IQR 0.051 fata
de starea de infarct (p=0.055), apropiindu-se de cele din control (tab. 3.5).

Pentru variabilele colesterol total in ser si colesterol total In homogenat in lotul

AMI.24h (starea de infarct) valoarea coeficientului neparametric de corelatie p Spearman este
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de p=0.600 la un prag de semnificatie p (unilateral) >0.05 (p=0.104) (tab. 3.6), indicand

tendinta unei corelatii moderate, pozitive (anexa 2 C).

Tabelul 3.6 Corelatiile sero-tisulare ale fractiilor colesterolului in IMA

Spearman L1 L2 L3 L4 L5

intact control AMI.6h AMI.24h | AMI.7d

Colesterol p 0.200 -0.309 0.371 0.600 0.029
total D 0.278 0.178 0.234 0.104 0.479
DL p -0.400 -0.032 0.143 0058 | -0543

P 0.111 0.463 0.394 0.457 0.133

DLC p 0.551 0.329 0.143 0.086 -0.600

P 0.039* 0.162 0.394 0.436 0.104

p 0.255 0.191 0371 0.486 0.086

non-HBL-C— 0.224 0.287 0.234 0.164 0.436

Nota: *p<0.05

S-a identificat o tendintd de scadere cu 2% a colesterolului total seric in lotul
experimental L3 (AMI.6h), urmata de cresterea cu 12% a valorilor in lotul cu infarct L4
(AMI.24h) si o micsorare egald cu 6% 1n L5 postinfarct (AMI.7d), atingand aceleasi valori ca
in lotul de control (p=0.049%*) (fig. 3.5).
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Figura 3.5 Modificarile colesterolului total

Valorile tisulare ale colesterolului total au inregistrat in primele 24 ore (starea de
infarct) o tendinti de diminuare cu 7% rezultatd in cea mai mica valoare. In continuare la 7

zile in starea de postinfarct are loc o crestere egala cu 8% (p=0.055).

78



Nivelele colesterolului scad veridic post IMA, mai ales in infarctele extinse asociate
cu valorile mai ridicate ale cTnT. S-a raportat 0 reducere semnificativa a nivelelor TC si
LDL-C cu 9% in pimele 24 ore dupa internare, cu micsorarea in continuare cu 13% si 17%
catre ziua IV, fara modificari concludente ale HDL-C si TG [239].

Lipoproteinele plasmatice sunt recunoscute ca factori de risc pe termen lung pentru
evenimentele CV post IMA, nivelele inalte ale LDL-C fiind asociate cu risc CV crescut, pe
cand nivelele inalte ale HDL-C diminuiaza riscul [230].

LDL-colesterolul reprezinta un reactant negativ de faza acuta [238] si reprezintd un
factor major in supravietuirea celulelor in stres acut, ischemie si inflamatie, gratie utilizarii
sale la formarea membranelor celulare si hormonilor steroizi [45].

In activitatea clinica valorile serice ale TC si LDL-C servesc drept indici majori de
laborator la estimarea riscului cardiovascular, managementul terapeutic si pronosticul BCV in
populatie [248].

La pacientiii cu STEMI, NSTEMI si angina instabild s-a observat o scddere initiala a
LDL-C, urmata de crestere peste 4 zile [238]. Este descrisa diminuarea veridica a nivelului
TC si LDL-C in ziua a doua post IMA, mult mai concludenta in STEMI [239]. Se confirma ca
leziunea extinsd a miocardului, gratie raspunsului de faza acuta si activitatii receptorului LDL,
se asociaza cu scaderea semnificativa a valorilor LDL-C [202][239].

Deci in IMA cele mai joase nivele ale LDL-C pot fi utilizate pentru identificarea
pacientilor cu risc mai inalt, inflamatie extinsa si disfunctie hepatica [230]. Conform
rezultatelor stocate in baza de date GTWG aproximativ o jumatate din pacientii cu boala
coronariana au prezentat la internare nivelele LDL-C <100 mg/dL (<2.6 mmol/L) si ale HDL-
C <40 mg/dL (<1.03 mmol/L) [4]. Concomitent au fost elucidate si modificarile in dinamica
post SCA a lipoproteinelor, reprezentate prin scaderea rapidd a LDL-C si HDL-C cu cresterea
TG [238].

In studiul nostru variatiile LDL-colesterolului (LDL-C) au fost statistic semnificative
in ser (p=0.011%) (tab. 3.7).

In lotul experimental AMIL6h (preinfarct) se atesti o scidere a LDL-C seric, ce a
determinat diminuarea valorilor de la 1.51 mM/L, IQR 0.39 (lotul intact) pana la 1.36 mM/L,
IQR 0.58. In dinamica valorile LDL-colesterolului au crescut evident pana la 2.26 mM/L,
IQR 0.44 in infarctul miocardic (AMI.24h). In AMI.7d (postinfarct) concentratia s-a micsorat
pana la 1.95 mM/L, IQR 0.52, comparativ cu starea precedenta (AMI.24h) (tab. 3.7).

Concentratia tisulard a LDL-C s-a marit in L3 (AMIL.6h) de la 11.03 uM/g/prot, IQR
3.57 determinate la animalele lotului intact, pana la 11.92 uM/g/prot, IQR 8.81 (p=0.907),
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inregistrand in continuare o reducere (pana la 11.71 uM/g/prot, IQR 2.53) in L4 (AMI.24h),
ramanand in limitele modificarilor neveridice. O crestere importantd pana la 13.91 uM/g/prot,

IQR 13.72 este depistata in starea de postinfarct (tab. 3.7).

Tabelul 3.7 Modificirile nivelului LDL- si HDL-colesterolului

LDL-colesterol HDL-colesterol
. homo homo
Kruskal-Wallis | ser (mM/L) (uM/g/prot) ser (mM/L) (mMM/g/prot)
p=0.011* p=0.907 p=0.101 p=0.873

151 11.03 1.56 0.212

L1 -intact IQR 0.39 IOR 3.57 IOR 0.55 IQOR 0.041
100% 100% 100% 100%
1.26 12.01 2.10 0.215

L2 - control IQR 0.97 IOR 3.36 IQR 0.87 IOR 0.025
88% 109% 135% 101%
1.36 11.92 1.91 0.212

L3 - AMI.6h IQR 0.58 IQR 8.81 IQR0.72 IOR 0.037
90% 108% 122% 100%
2.26** 11.71 1.92 0.232

L4 — AMI.24h IQR 0.44 IQR 2.53 IQR 0.61 IOR 0.038
150% 106% 123% 109%
1.95* 13.91 1.51 0.216

L5 - AMI.7d IQOR 0.52 IQR 13.72 IOR 0.25 IOR 0.064
129% 126% 97% 102%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului intact: *p<0.05;

**p<0.01

La analiza variabilelor LDL-colesterol in ser si LDL-colesterol in homogenat cu
ajutorul coeficientului de corelatie p Spearman lotul experimental postinfarct AML7d a
prezentat p=-0.543 p (unilateral) >0.05 (p=0.133) (tab. 3.6), caracteristic unei corelatii
moderate, negative (anexa 2 E).

Datele din figura 3.6 indica o scadere a LDL-colesterolului seric in lotul experimental
AMI.6h (L3) cu 10% fata de cel intact (p=0.011%*), apoi valorile au crescut evident cu 60% in
lotul cu infarct AMI1.24h (L4). Postinfarct in AMI.7d (L5) s-au micsorat cu 24%, dar au ramas
mult mai mari fata de cele initiale.

Concentratia tisulara a LDL-colesterolului s-a majorat cu 8% la 6 ore (perioada
preinfarct) (p=0.907). In continuare se modifici nesemnificativ (cu 2%) in starea de infarct.
Se depisteaza o crestere importanta egald cu 20% spre ziua a saptea, atingand valori ale LDL-

C fiind mai mari comparativ cu cele identificate la sobolanii intacti (fig. 3.6).
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Figura 3.6 Dinamica LDL-colesterolului

S-a concretizat o diminuare derizorie in SCA a nivelelor LDL-C din ziua | spre ziua Il,
apoi in urmatoarele 2 zile — o crestere cu depdsirea valorilor initiale, modificérile fiind
concludente dar mici iIn STEMI si NSTEMI, si absenta variatiilor semnificative In angina
instabila [216].

S-a demonstrat c¢a diminuarea nivelului LDL-C cu 1.0 mmol/L se asociaza cu
micsorarea cu peste 20% a riscului cardiovascular [20]. Contradictoriu rezultatele raportate de
savanti prezintd un paradox lipidic, nivelele cele mai joase ale LDL-C sunt asociate cu cel mai
inalt risc de mortalitate intraspitaliceasca in IMA, pe cand pacientii cu valori mai inalte ale
LDL-C inregistreaza un risc semnificativ mai mic [230].

In literaturd se mentioneaza ci determinarea precoce a nivelului LDL-C este mai
veridica vs estimare peste citeva zile postSCA. LDL-C scade cu pana la 50% in primele 7 zile
dupa IMA, magnitudinea scaderii coreland direct cu leziunea miocardului si raspunsul
inflamator. Astfel nivelele LDL-C ce depasesc 66 mg/dL (1.7 mmol/L) sunt considerati
predictori veridici ai consecintelor primare si secundare nefaste [238].

Totodata s-a raportat ca pacientii cu NSTEMI sever, inclusi in trialul MIRACL, au
inregistrat cele mai joase valori ale LDL-C si cele mai inalte ale markerilor inflamatori [238].
Este absenta asocierea intre nivelul LDL-C si riscul evenimentelor cardiovasculare recurente
la 16 saptamani [238], rezultate similare celor publicate anterior [48][142][202].

HDL-colesterolul manifesta proprietati antioxidante si antiinflamatorii importante
deoarece inhiba producerea citokinelor, reduce moleculele de adeziune celulara, stimuleaza
NOS endoteliale si producerea NO, scade apoptoza endoteliald, micsoreaza reactivitatea

trombocitelor, etc. [4][20][238].
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Cercetarile epidemiologice si clinice numeroase au confirmat asocierea intre nivelele
joase ale HDL si riscul nalt de boli coronariene [54][215][248]. Nivelul bazal al HDL-
colesterolului este un factor de risc si un predictor independent al evenimentelor coronariene
adverse majore pe termen scurt (30 zile) si lung (peste 1 an) [4][20][48][135][142][202][238].
Evaluarea HDL-C este utila la identificarea pacientilor cu risc Tnalt [135][142].

Unele studii subliniaza cd in SCA micsorarea HDL-C poate fi cauzatd de captarea
sporita de cétre celule a lipoproteinelor bogate in colesterol cu scopul de asi completa rezerva
de colesterol utilizat pentru reparatia leziunilor tisulare si sinteza hormonilor [47][48].

Nivelele inalte ale HDL reprezinta factori de protectie, asociindu-se cu riscul redus de
dezvoltare a bolilor aterosclerotice [135]. S-a observat ca majorarea nivelului HDL-C cu 0
deviatie standard micsoreaza semnificativ riscul BCV [215][272].

Concretizam ca la sobolani, proteina CETP e deficientd si metabolismul lipidic, cu
particularitatile sale explica potentialul aterogenic scazut al animalelor [153][200].

Nivelul HDL-colesterolului (HDL-C) in lotul experimental preinfarct AMIL.6h a
manifestat o crestere confirmata prin sporirea valorilor de la 1.56 mM/L, IQR 0.55 (lotul
intact) pana la 1.91 mM/L, IQR 0.72 (tab. 3.7). In dinamica procesului s-a observat o tendinta
de majorare pana la 1.92 mM/L, IQR 0.61 in AMI.24h, urmata in AMI.7d de o scadere pana
la 1.51 mM/L, IQR 0.25 (p=0.101).

In homogenat nivelul HDL-C a crescut in AMI.24h (starea de infarct) pani la 0.232
mM/g/prot, IQR 0.038 (p=0.873). In lotul postinfarct AMI.7d se atesti o scidere pani la
0.216 mM/g/prot, IQR 0.064, atingandu-se de nivelele initiale (tab. 3.7).

Analizand variabilele HDL-colesterol in ser si homogenat prin utilizarea coeficientului
p Spearman, in lotul postinfarct AMIL7d s-a determinat p=-0.600, p (unilateral) >0.05
(p=0.104) (tab. 3.6), fapt ce releva tendinta spre o corelatie negativa, moderata (anexa 2 F).

HDL-colesterolul seric (fig. 3.7) a crescut cu 22% (p=0.101) in lotul experimental
preinfarct L3 (AMI6h) fati de valorile lotului intact. In continuare in L4 (AMI.24h) se
mentine nivelul atins. In L5 (AMI.7d) urmeazi o scidere cu 26%, atingand valorile initiale. In
homogenat nivelul HDL-colesterolului a crescut in starea de infarct L4 (AMI.24h) cu 9%
(p=0.873) fata de valorile lotului intact, apoi a scazut cu 7% in L5 (AMI.7d), atingand cifrele
initiale.

Se mentioneaza o scadere a nivelelor HDL-C incepand cu ziua a II postinfarct [246].
A fost descrisa atat micsorarea relevanta a nivelului HDL-C seric in 24 ore postSCA [135],
precum si modificdri neevidente in primele 2-3 zile, urmate de o scadere constanta, atingand

limita inferioara catre ziua a VII [238].
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Figura 3.7 Evaluarea HDL-colesterolului

Datele publicate indicd cd in SCA capacitatea antioxidantd si de eflux a HDL-
colesterolului scade in primele 3 zile de la debutul simptomelor si se mentine joasd cateva
luni, manifestand o asociere veridicd pozitivd cu incidenta evenimentelor cardiovasculare
timp de 3 ani [238].

Savantii mentioneazd o micsorare concludenta a valorilor serice ale HDL-C in SCA,
inclusiv  IMA [135][202]. Unele date subliniaza ca nivelele foarte joase ale HDL-C
inregistrate in primele 24-48 ore dupad evenimentul coronarian acut sunt markeri veridici al
bolii coronariene si inflamatiei extinse [4].

Non-HDL-C se considera un estimator a continutului de colesterol din toate
lipoproteinele aterogene [209][272] determinat dupa formula: Non-HDL-C = TC — HDL-C
[215][248].

S-a demonstrat ca nivelele plasmatice ale ApoB reflectd concentratia lipoproteinelor
proaterogene (VLDL, LDL), pe cand nivelele non-HDL-C reflectd concentratia colesterolului
transportat de aceste particole [215]. Nivelul non-HDL-C coreleaza bine cu concentratia totala
a ApoB — lipoproteina majora a particolelor aterogene, fiind un predictor independent al
infarctului miocardic non-letal si/sau mortii coronariene [209][215].

Analiza valorilor a identificat o scadere a non-HDL-C seric de la 4.13 mM/L, IQR
0.36 (lotul intact) pana la 3.58 mM/L, IQR 0.81 (p=0.080) in lotul experimental preinfarct
AMI.6h (tab. 3.5). In continuare in lotul AMI.24h are loc o crestere pana la 4.28 mM/L, IQR
0.89, tendinta mentinuta si in lotul postinfarct AMI.7d (4.31 mM/L, IQR 0.48).
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Valorile tisulare ale non-HDL-C au inregistrat o diminuare pana la 34.42 uM/g.prot,
IQR 1.71 (p=0.456) in grupul AMI.6h comparativ cu cel intact (35.73 uM/g.prot, IQR 3.58),
insotita de o crestere neinsemnata pana la 35.70 uM/g.prot, IQR 5.48 in AMI.7d (tab. 3.5).

S-au analizat variabilele non-HDL-C in ser si non-HDL-C in homogenat folosind
coeficientul neparametric de corelatie p Spearman care a prezentat in AMI1.24h p=0.486 la un
prag de semnificatiec p (unilateral) >0.05 (p=0.164) (tab. 3.6). Datele indica tendinta spre

corelatie moderata, pozitiva (anexa 2 D).
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Figura 3.8 Variatiile non-HDL-colesterolului

Analiza statistica a identificat (fig. 3.8) o scadere semnificativa a non-HDL-C seric
preinfarct (la 6 ore) egald cu 13% (p=0.080), urmata de cresterea valorilor peste 24 ore cu
17% fata de starea precedentd. Aceste nivele ajunse la valori normale sunt mentinute si In ziua
a saptea in starea de postinfarct.

Valorile tisulare ale non-HDL-C se micsoreaza cu 4% in grupul preinfarct L3
(AMI1.6h) (p=0.456), nivel mentinut si in L4 (AMI.24h). In L5 postinfarct (AMI.7d)
continutul revine la valorile initiale.

Majorarea cu 10 mg/dL (0.3 mmol/L) a concentratiei bazale de non-HDL-C si/sau TC
a fost asociata cu cresterea in 5 ani cu 5% a riscului de IM non-letal si cu 6% a riscului pentru
angina pectorala [209].

In populatia aparent sinitoasi non-HDL-C coreleazi mai puternic cu maladia
coronariand comparativ cu LDL-C, fiind un factor de risc al bolii coronariene usor de
determinat [215]. Superioritatea predictiva a non-HDL-C rezulta din faptul ca atat TG, cat si

lipoproteinele bogate in TG au un rol important in provocarea IM [209][215][248].
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A fost stabilit ca non-HDL-C prezice veridic incidentele cardiovasculare viitoare
[215][272], fiind recomandat ca marker de risc al bolilor coronariene a cordului si tinta
terapeutica secundara (dupa LDL-C) la pacientii cu TG majorate [209].

Valorile non-HDL-C poseda o specificitate, sensibilitate, valoare de pronostic a
incidentei si mortalitatii cardiovasculare similara sau mai buna comparativ cu LDL-C [248].

S-a observat ca modificarile postinfarct ale lipidelor serice includ scaderea cu 10-20%
a TC, LDL-C si HDL-C cu cresterea concomitentd aproximativ cu 20-30% a TG [246]. In
aceiagi perioada s-a identificat ca nivelele inalte ale LDL-C si VLDL-C coreleaza pozitiv cu
IM si negativ cu HDL-C [134].

Unele studii raporteaza nivele paradoxal de joase ale LDL-C (<62.5 mg/dL sau <1.6
mmol/L) si TG (<110 mg/dL sau <1.25 mmol/L) in faza acuta care coreleaza concludent cu
IMA mai sever si rata mortalitatii intraspitalicesti pe termen scurt. Studiile epidemiologice
mentioneaza cd LDL-C si TG elevate sunt factori importanti de risc pentru BCV cu rol minor

in faza acuta a IMA [45].

3.3 Corelatiile sero-tisulare ale indicilor metabolici in infarct experimental

Analiza indicilor metabolismului glucidic prestabiliti in studiu cu ajutorul
coeficientului neparametric de corelatie p Spearman a evidentiat in perioada preinfarct o
tendinta spre o corelatie moderata negativa (p=-0.600, p (unilateral) >0.05 (p=0.104)) intre
valorile serice si tisulare ale glucozei (tab. 3.2) (anexa 1 A).

in perioada de infarct se mentine corelatie moderati negativa intre variabilele glucoza
in ser si glucoza in homogenat (p=-0.522, p (unilateral) >0.05 (p=0.144)). Concomitent s-a
determinat tendinta spre o corelatie moderata pozitiva intre HbAlc serica si tisulard (p=0.600
p (unilateral) >0.05 (p=0.104)) (tab. 3.2) (anexa 1 B, E).

Perioada postinfarct s-a caracterizat prin prezenta corelatiei moderate pozitiva intre
valorile serice si tisulare ale glucozei (p=0.486, p (unilateral) >0.05 (p=0.164)), si o corelatie
negativa puternica intre variabilele AGE (p=-0.714, p (unilateral) >0.05 (p=0,055)) (tab. 3.2)
(anexa 1 C, D). De asemenea valorile serice si tisulare ale HbAlc au inregistrat o corelatie
negativa (p=-0.771 p (unilateral) <0.05 (p=0.036%*)) (tab. 3.2) (anexa 1 F).

in perioada preinfarct indicii metabolismului lipidic au prezentat tendinta spre

corelatie negativd moderata identificata intre variabilele BLP in ser si In homogenat (p=-
0.500, p (unilateral) >0.05 (p=0.156)) (tab. 3.4) (anexa 2 A).

In dinamica procesului — starea de infarct — s-a observat prezenta unor corelatii

pozitive moderate intre valorile serice si tisulare ale colesterolului total (p=0.600, p

85



(unilateral) >0.05 (p=0.104)) si non-HDL-C (p=0.486, p (unilateral) >0.05 (p=0.164)) (tab.
3.6) (anexa 2 C, D).

In perioada postinfarct s-a identificat o corelatie negativa moderati intre continutul
LDL-C in ser si LDL-C 1in tesut (p=-0.543 p (unilateral) >0.05 (p=0.133)) (tab. 3.6) (anexa 2
E). Totodatd au fost stabilite tendinte spre corelatie pozitiva puternica intre valorile serice si
tisulare ale BLP (p=0.657, p (unilateral) >0.05 (p=0.078)) (tab. 3.4) (anexa 2 B) si o corelatie
negativd moderata pentru variabila HDL-C (p=-0.600, p (unilateral) >0.05 (p=0.104)) (tab.
3.6) (anexa 2 F).

Datele prezentate releva absenta unor corelatii puternice intre valorile serice si tisulare
ale indicilor metabolismului lipidic si glucidic in perioada preinfarct. In dinamica procesului,
concomitent cu aparitia modificarilor metabolice sunt identificate corelatii moderate si/sau
puternice negative si pozitive intre parametrii biochimici prestabiliti in ser si homogenat, fapt

ce sugereaza utilitatea lor diagnostica.

3.4 Concluzii

Conform rezultatelor obtinute, etapele patobiochimice ale infarctului miocardic acut
poseda trasaturi metabolice disctincte.

Perioada acutda (preinfarct) se caracterizeazd prin cresterea valorilor tisulare ale
glucozei, HbAlc si AGE, insotitd de scaderea nivelelor serice ale indicilor mentionati.

Concomitent se atestd tendinta de scadere in tesut a TG si micsorarea evidenta a
valorilor tisulare a B-lipoproteinelor, reflectate prin modificarile similare a valorilor serice. Se
observa micsorarea neconcludentd in homogenat a nivelului de colesterol total si non-HDL-C,
majorarea LDL-C si a HDL-C nemodificat. Corespunzitor in ser se atestd scaderea nivelelor
colesterolului total, LDL-C si non-HDL-C si tendinta de crestere a HDL-C.

In starea de infarct se determini micsorarea evidentd a continutului tisular de glucoza,
HbAlc si AGE. Variatiile serice sunt reprezentate de cresterea marcata a indicilor mentionati.
Mentinerea in homogenat a nivelului scazut al TG si a valorilor BLP este reflectata prin
diminuarea in continuare a TG serice, concomitent se atestd cresterea evidentd a BLP insa
valorile sunt mai joase decat cele inregistrate la animalele intacte.

Rezultatele obtinute releva o scddere continud a valorilor tisulare ale colesterolului
total, a concentratiei LDL-C cu mentinerea valorilor non-HDL-C si cresterea HDL-C. In ser
are loc cresterea evidentd a concentratiei colesterolului total, LDL-C, HDL-C si non-HDL-C,

valorile LDL-C fiind cu mult mai ridicate. Se atesta tendinta unei corelatii moderate intre
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nivelele serice si tisulare ale colesterolului total (p=0.600, p>0.05) si non-HDL-C (p=0.486,
p>0.05).

Perioada postinfarct este reprezentatd prin majorarea in homogenat a cantitatii de
glucoza, HbAlc si AGE, insotita in ser de scaderea vadita a concentratiei glucozei si HbAlc.
AGE creste continuu, atingand nivele mult mai ridicate. Intre valorile serice si tisulare ale
HbAlc s-a identificat o corelatie puternice negativa (p=-0.771, p<0.05), pe cand nivelul AGE
denota doar o tendinta (p=-0.714, p=>0.05).

Se observa cresterea cantitatii tisulare a TG cu depasirea nivelului determinat la
animalele intacte, insotita de majorarea nivelului BLP. Modificari serice ale concentratiei TG
si BLP reflectd situatia tisulara, interrelatia fiind exprimata prin tendinta unei corelatii
puternice (p=0.657, p=0.05).

in homogenat se identifica colesterolul total marit, crestere continui a LDL-C si
micsorarea concentratiei HDL-C. Variatiile tisulare sunt insotite de scaderea in ser a nivelului
de colesterol total si LDL-C, cu mentinerea non-HDL-C 1nalt si scaderea cantitdtii de HDL-C.
Concomitent Intre nivelele serice si tisulare ale LDL-C (p=-0.543, p>0.05) si HDL-C (p=-
0.600, p>0.05) s-a identificat tendinta uneii corelatii moderate.

Cu certitudine supravietuirea si recuperarea postinfarct a cardiomiocitului este

asigurata de statutul metabolic ca factor cardinal al patologiei in cauza.
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4. SEMNIFICATIA CLINICO-DIAGNOSTICA A MARKERILOR
iN INFARCTUL MIOCARDIC ACUT

Infarctul miocardic acut reprezinta moartea cardiomiocitelor cauzata de ischemie si
este un eveniment cardiovascular critic pentru pacient [52][135]. Identificarea rapida a IMA
este cruciald pentru initierea cat mai precoce a tratamentului specific, deoarece confirmarea
tardiva a diagnosticului de infarct miocardic sporeste riscul complicatiilor severe [232].
Aprecierea valorilor serice ale biomarkerilor cardiospecifici reprezintd un indice a leziunii
miocardului. Se disting cardinal markerii inflamatiei, stresului oxidativ, necrozei si trombozei
[268].

IMA reprezinta modelul clinic de SO indus prin ischemie-reperfuzie cu nivele
majorate ale SRO cét si celor de azot [108], responsabile de sinteza citokinelor inflamatorii,
activarea metaloproteinazelor matriceale si initierea leziunilor miocardice [236]. Se considera

ca gradul lezarii miocardului si consecintele clinice ulterioare coreleazd cu severitatea SO

[19].

4.1 Biomarkerii inflamatiei in infarct experimental

Este cert ca ischemia si stresul oxidativ (SO) lezeaza endoteliul vascular, induc
raspunsul inflamator cu expresia sporitd a moleculeleor de adeziune celulara, diminuarea
semnificativd a NO, cresterea permeabilitatii endoteliului, captarea si oxidarea LDL cu
exacerbarea aterogenitatii [155][229].

Biomarkerii inflamatiei (TNF-a si IL-6), gratie asocierii sale cu boala coronariana,
sunt utilizati la estimarea riscului cardiovascular [95][167]. S-a relatat ca raportul intre
markerii pro- si antiinflamatori este un predictor a dezvoltarii evenimentului coronarian nou
atat in primele 6 luni, cat si timp de un an [49][67].

Interleukina-6 reprezinta o citokinad multifunctionala — mediator al fazei acute a
inflamatiei, asociatd cu disfunctie endoteliald in sindrom coronarian acut care contribuie la
progresarea leziunilor miocardului, remodelare vasculard si destabilizarea plécilor
aterosclerotice. Este sintetizata atat de celulele imune, cat si de componentele cardiovasculare,
inclusiv miocitele ischemiate.

Se considerd ca IL-6 reprezintd un marker promitator a riscului cardiac, util in
selectarea pacientilor pentru terapia antiinflamatorie, si este si un test predictiv pentru

evenimentele cardiace adverse ulterioare [67][96][293].
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Indicii IL-6 serice au inregistrat initial o crestere de la 95.49 pg/mL, IQR 51.49
determinate la sobolanii intacti, pana la 115.63 pg/mL, IQR 36.28 in L3 preinfarct (AMI.6h)
(p=0.322). Cu progresarea patologiei are loc o reducere pana la 113.28 pg/mL, IQR 64.36 in
L4 (AMI.24h) si 93.62 pg/mL, IQR 19.89 in lotul 5 (AMI.7d), revenind practic la valorile
initiale (tab. 4.1).

Tabelul 4.1 Concentratia citokinelor in infarct miocardic experimental

TNF-a 1L-6
; homo homo
Kruskal-Wallis ser (pg/mL) (pa/g/prot) ser (pg/mL) (pg/g/prot)
p=0.221 p=0.002** p=0.322 p=0.098
9.720 560.02 95.49 659.77
L1 -intact IQR 1.91 IQR 71.32 IQR 51.49 IQR 41.97
100% 100% 100% 100%
10.420 523.50 119.83 657.84
L2 - control IQR 2.08 IQR 247.81 IQR 102.05 IQR 113.28
107% 94% 126% 99%
9.895 560.29 115.63 688.73
L3 - AMI.6h IQR 1.74 IQR 94.33 IQR 36.28 IQR 93.61
102% 100% 121% 104%
11.285* 383.68** 113.28 606.15*
L4 — AMI.24h IQR 2.34 IQR 50.33 IQOR 64.36 IQR 54.97
116% 69% 119% 92%
10.330 420.65** 93.62 655.54
L5 - AMI.7d IQR 2.08 IQR 104.05 IQR 19.89 IQR 39.02
106% 75% 98% 100%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului intact: *p<0.05;

**p<0.01

Valorile IL-6 in homogenat au manifestat initial o tendinta de crestere nesemnificativa
pana la 688.73 pg/g/prot, IQR 93.61 in lotul cu preinfarct AMI.6h comparativ cu lotul intact
(659.77 pglg/prot, IQR 41.97) (p=0.098), apoi are loc o scadere veridica pana la 606.15
pg/g/prot, IQR 54.97 in AMI24h, si crestere in AMIL.7d (655.54 pg/g/prot, IQR 39.02) — o

valoare apropiata de starea initiala.

Tabelul 4.2 Corelatiile sero-tisulare ale citokinelor

Spearman L1 L2 L3 L4 L5
P intact control AMI.6h AMI.24h | AMIL.7d
L o 0.255 0.041 10.086 0486 | -0.371
D 0.255 0.452 0.436 0.164 0.234
0 0221 | -0.009 0.029 0257 | 0371
TNFalpha = 0.257 0.489 0.479 0.311 0.234
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La analiza variabilelor IL-6 in ser si IL-6 in homogenat cu ajutorul coeficientului de
corelatie p Spearman in lotul experimental cu infarct AMI.24h a rezultat p=0.486 p
(unilateral) >0.05 (p=0.164) (tab. 4.2), ceia ce demonstreaza prezenta (tendinta) unei corelatii
moderate, pozitive (anexa 3 A).

Deci, indicii IL-6 serice au crescut cu 21% la 6 ore (lotul preinfarct) (p=0.322). in
dinamica procesului are loc o scadere esentiald spre ziua a saptea, atingand valorile lotului
intact. Valorile IL-6 in homogenat oscileaza nesemnificativ in L3 (AMI.6h) si L4 (AMI1.24h)
(p=0.098), revenind la nivelul initial in L5 (AMIL.7d) (fig. 4.1).
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Figura 4.1 Continutul IL-6

In SCA nivelele circulante ale IL-6 coreleazi cu dimensiunile infarctului si nu sunt
influentate de extinderea leziunii si necrozei miocardului [67][96][131][235]. IL-6 este
consideratd ca factor de pronostic a evenimentelor coronariene pe termen scurt si a mortalitatii
pe termen lung gratie asocierii consecvente cu severitatea formelor clinice ale SCA
[222][229][261].

Nivelele IL-6 25 ng/L la internare coreleaza cu cresterea de 3.5 ori a mortalitatii in
primele 12 luni, fiind un marker independent la identificarea pacientilor cu angina pectorala
instabild si risc inalt de deces in 6-12 luni [159]. Totodata in maladiile coronariene stabile
preexistente valorile mai inalte ale IL-6 sunt asociate cu un pronostic mai nefavorabil pe
durata supravegherii de 2-6 ani. Ridicarea cu 1 pg/mL a IL-6 coreleaza cu cresterea de 1.7 ori

a ratei relative de IMA viitor sau moarte subita [75][233].
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Cresterea semnificativa a IL-6 la pacientii cu SCA, in special cu STEMI [67][96],
confirmd conexiunea inflamatiei cu agravarea bolii coronariene indusa de ruptura placii si
dimensiunile necrozei miocardului [67][235].

Factorul de necroza tumorali-o (TNF-a) se considerd biomarker al inflamatiei
bazale, utilizat in prezicerea riscului aterotrombotic, In diagnosticul, managementul si
pronosticul precoce al bolilor cardiovasculare, cu valoare predictivd concludenta in angina
pectorala stabild si SCA [121][191].

In timpul infarctului miocardic in tesutul lezat si tesuturile vecine are loc un raspuns
inflamator imun, manifestat prin necroza acuta, hipertrofie, apoptoza cardiomiocitelor si
remodelare ventriculara [270]. Eliberarea TNF-a pe parcursul infarctului miocardic reflecta
raspunsul de faza acuta la necroza miocardului [16]. Producerea excesiva a TNF-a de catre
miocitele cardiace provoaca efecte detrimentale asupra cordului caracterizate prin inflamatie,
dilatarea ventriculului, congestie tisulara, mortalitate sporita [119].

Datelele publicate mentioneaza ca cresterea precoce postIMA a TNF-a contribuie la
stabilizarea functiei ventriculului stang (VS), pe cand stimularea indelungata cu TNF-a induce
disfunctia VS in faza tardiva [138][275]. In mod ideal postinfarct cresterea TNF-a trebuie sa
fie rapida si tranzitorie pentru a activa expresia TNFR2 si cdile de semnalizare
cardioprotectoare din miocitele si fibroblastele cardiace [138][275].

Expunerea indelungatd la nivelele ridicate ale TNF-o prin intermediul TNFR1
provoacd disfunctia VS la baza careia stau raspunsul inflamator local, activitatea sporitd a
MMP2, degradarea matrixului si colagenului, apoptoza cardiomiocitului [61][138][275].

Expresia TNF-o creste in concordantd cu severitatea leziunii aterosclerotice [16],
reflecta activitatea procesuliui aterosclerotic servind biomarker de extindere a restenozei
[31][138][166].

Studiile experimentale in IMA au elucidat modificarile valorilor TNF-a, si anume o
crestere neconcludenta in primele 2 zile, urmata de o ridicare marcatd in 40 zile, fapt care
releva atat dereglarea statutului inflamator din cauza mecanismelor compensatorii, cat si
cicatrizarea miocardului si epiteliului lezat [191].

Conform unor rezultate gradul de expresie a TNF-a si receptorilor sdi coreleaza
pozitiv cu dimensiunea infarctului, dereglarea functiei cardiace si riscul acestor patologii
[196][270].

Analiza statistica a depistat o crestere veridica in ser a TNF-a de la 9.72 pg/mL, IQR
1.91 pana la 11.285 pg/mL, IQR 2.34 in lotul experimental AMI.24h (p=0.221). in celelalte
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loturi de animale valorile oscileazd intre 9.72 si 10.42 pg/mL — modificdrile nu sunt
concludente (tab. 4.1).

Concentratiile tisulare ale TNF-a au prezentat o scddere considerabild de la 560.02
pg/g/prot, IQR 71.32 pana la 383.68 pg/g/prot, IQR 50.33 in AMI.24h (starea de infarct)
(p=0.002**). In L5 nivelul se mentine la cifre joase, dar este o crestere neconcludenti pan la
420.65 pg/g/prot, IQR 104.05 (tab. 4.1).

Conform coeficientului neparametric de corelatie p Spearman variabilele TNF-a ser si
TNF-a homo au prezentat valorile corelatiei: L4 (AMI.24h) p=-0.257, pragul de semnificatie
p (unilateral) >0.05 (p=0.311); L5 (AMIL.7d) p=0.371 la un prag de semnificatie p (unilateral)
>0.05 (p=0.234) (tab. 4.2), indicand tendinta spre corelatie slaba, negativa in starea de infarct
(L4) si pozitiva postinfarct (L5) (anexa 3 B, C).

Analiza statisticd a stabilit o crestere cu 16% a TNF-a serice peste 24 ore (starea de
infarct), urmata de micsorarea valorilor egalda cu 10% spre ziua a saptea (p=0.221), dar mai
mare decdt la animalele intacte. Valorile tisulare ale TNF-a au prezentat o scadere
considerabild cu 31% 1in lotul experimental cu infarct L4 (AMI.24h) (p=0.002**), insotita de
o crestere neconcludenta cu 6% in lotul postinfarct L5 (AMI.7d), dar fiind vadit mai joasa cu

(25%) fata de lotul intact (fig. 4.2).
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Figura 4.2 Cantitatea TNF-a

In miocardul infarctizat expresia genei TNF-a atinge varful la 1 sdptimana postinfarct
si apoi descreste rapid, pe cand in miocite din regiunile non-infarctizarte ale miocardului
RNAmM TNF-o este expesat persistent din prima zi pana la 5 saptamani [25][44][270].

Dereglarea maxima a functiei si structurii cardiace are loc la 7 zile postinfarct, fapt care
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coreleaza cronologic cu valorile de varf ale TNF-a seric si cardiac, probabil ca consecinta a
supraproducerii citokinei in zona de limita a infarctului [25].

A fost accentuatd legdtura intre supraproducerea cardiacd a TNF-o si schimbdrile
patologice aparute in miocard — fibroza interstitialda si apoptoza cardiomiocitelor [119],
confirmand utilitatea nivelelor elevate ale TNF-a seric in calitate de markeri pentru
identificarea pacientilor cu risc inalt de dezvoltare a disfunctiei organului si deces [28].

Totodatd a fost propusa estimarea TNF-a ca indicator molecular a situatiilor proinflamatorii

[95].

4.2. Indicii ischemiei/hipoxiei si leziunii tisulare

Ischemia miocardului este cea mai frecventa cauza care sta la baza SCA [102]. S-a
stabilit cu certitudine ca ischemia de lunga duratad duce la moartea cardiomiocitelor, de aceia
ideal ar fi s depistam ischemia cardiacd la etapa initiald, anterior progresarii sale In leziuni
celulare ireversibile [41][147][254].

In prezent utilizarea biomarkerilor in diagnosticul SCA este determinati de prezenta
mionecrozei ca indice de substitutie a ischemiei [116][231]. Este cert ca markerii cardiaci ai
necrozei celulare nu permit identificarea ischemiei miocardului in absenta schimbarilor
necrotice si nu furnizeaza informatie veridica in primele 2-6 ore de la debutul evenimentului
ischemic [41].

Dezechilibrul sistemelor prooxidative si antioxidante indus de ischemie favorizeaza
generarea in exces a speciilor reactive de oxigen (SRO) si dezvoltarea stresului oxidativ (SO).
Totodatd unele studii epidemiologice recente au evidentiat ca stresul psihologic provocat de
dezastrele majore, de exemplu accidentul nuclear de la Cernobil (1986) si Fukushima (2011),
contribuie evident la cresterea incidentei BCV, inclusiv IMA, gratie secretiei sporite a
hormonilor de stres responsabili de hiperglicemie, exacerbarea SO, cresterea valorilor serice a
colesterolului total si micsorarea HDL-C [187][271].

Intensitatea si extinderea stresului oxidativ la sobolanii cu infarct miocardic indus prin
izoproterenol a fost evaluata prin estimarea in ser si homogenat a nivelului markerilor SO
(albumina ischemic modificate (AIM), produsi proteici de oxidare avansata (PPOA),
metaboliti NO), hipoxiei (lactat si activitatea lactatdehidrogenazelor L si P) si leziunii
tisulare (dialdehida malonica (DAM) si troponina T) (tab. 4.3 — 4.11).

4.2.1 Modificarile markerilor stresului oxidativ
Stresul oxidativ altereaza functia endoteliului si joaca un rol important in patogenia

bolilor cardiovasculare acute [256]. Efectele detrimentale ale SO sunt mediate de
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supraproducerea prin mecanisme variate inclusiv hipoxie, ischemie/reperfuzie, inflamatie,
disfunctie mitocondriald, etc. a speciilor reactive de oxigen care activeazd caile
proinflamatorii si afecteaza structura lipidelor, proteinelor cu perturbarea activitatii enzimelor
[98][165].

Modificarile in dinamica a markerilor SO pot servi predictori ai evolutiei nefavorabile,
precum si criteriu de estimare al eficacitdtii terapiei standartizate la pacientii cu BIC stabila
[298].

Albumina ischemic modificata (AIM) reprezinta un marker sensibil, nespecific si
cost-eficient care permite identificarea precoce a leziunii ischemice acute a miocardului,
anterior debutului modificarilor necrotice ireversibile [41] [116] [126] [129] [189] [231] [236]
[254][273].

Gratie valorilor elevate a AIM la pacientii cu ischemia miocardului acest indice a fost
propus si pentru diagnosticul bolii ischemice a cordului si SCA. Utilizat ca parametru
biochimic alternativ ar facilita stabilirea precoce a diagnosticului clinic [126][147][164][297],
imbunatatind considerabil eficacitatea tratamentului si stratificarea riscului la pacientii
suspecti pentru SCA [116][129][231].

Conform rezultatelor prezentate de Hjortshoj S. et al. (2009) nivele circulante ale AIM
cresc imediat dupad debutul STEMI, ating valorile de varf in 40 minute si revin la nivelul bazal
peste 2.5 ore dupad revascularizarea eficienta, sugerand utilitatea evaluarii AIM atunci cand
durata simptomelor este mai scurta de 2-3 ore [115]. Chawla R. et al. (2006) si Sbarouni E. et
al. (2008) au observat o sporire rapida cu revenire la valorile intiale timp de 6 ore a nivelului
AIM in ischemia tranzitorie [41][241].

Rezultate contradictorii au identificat o majorare a nivelelor serice ale AIM in I si II zi
postIMA [273]. Recent nu s-au inregistrat deosebiri in valorile AIM la pacientii cu si fara IM
perioperator, considerdndu-se ca au o valoare diagnostica limitatd in identificarea infarctului
miocardic perioperator [267].

Studii multiple au raportat valori semnificativ mai inalte ale AIM la pacientii cu SCA
comparativ cu cei cu durere toracica non-ischemica [41][147][164], pe cand altii au mentionat
o crestere neconcludenta a AIM 1in infarct miocardic acut [30].

O asociere nesemnificativa s-a semnalat dintre durata simptomelor si valorile de varf
ale AIM la pacientii cu STEMI, iar in NSTEMI sunt aparente fluctuatii semnificative ale AIM
cu valori medii mai inalte, posibil din cauza episoadelor ischemice recurente [115]. Un grup
de cercetatori comunica ca nivelele serice ale AIM sunt evident mai nalte la pacientii cu

STEMI, NSTEMI si angind instabild versus durere toracicad non-cardiaca, ce justificd ca
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cuantificarea AIM ofera informatie diagnosticd in identificarea pacientilor cu ischemie
miocardica acuta [102].

Experimental s-a demonstrat ca valorile medii ale AIM sunt semnificativ mai inalte la
pacientii cu SCA, angind instabild si IMA vs durere toracicd non-ischemicd si diferente
neconcludente ale AIM la pacientii cu angina instabila si IMA. Deci AIM este utila in
diagnosticul difential al SCA versus durerea toracicd non-ischemicd, dar nu permite

diferentierea intre angina instabila si IMA [231].

Tabelul 4.3 Concentratiile markerilor stresului oxidativ

AIM PPOA
i homo homo
Kruskal-Wallis ser (mM/L) (HM/g/prOt) ser (HM/L) (HM/g/prOt)
p=0.042* | p=0.163 p=0.723 0=0.932
0.280 64.68 92.23 24.54
L1 -intact IQR 0.025 IQR 12.86 IQR 29.84 I0R 13.10
100% 100% 100% 100%
0.291 66.16 91.17 25.52
L2 - control IQR 0.028 IQR 12.91 IQR 36.35 IQR 12.78
101% 102% 99% 104%
0.336* 69.67 114.32 22.36
L3 - AMI.6h IQR 0.086 IQR 29.21 IQR108.54 IQR 7.80
120% 108% 124% 91%
0.304* 60.53 111.18 25.76
L4—AMI24h | IQR0.046 | IQR7.71 | IQR92.20 | IQR 12.99
109% 94% 121% 105%
0.305* 69.99 112.19 25.27
L5 - AMI.7d IQR 0.056 IQR 11.13 IQR 46.94 IQR 5.24
109% 108% 122% 103%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului intact *p<0.05

Analiza statisticd a loturilor cercetate a depistat o diferentd statistic semnificativa
(p=0.042*) a AIM 1n ser (tab. 4.3). Modificarile concentratiei acestor markeri in loturile de
control sunt nesemnificative. Cel mai inalt nivel al AIM serice s-a inregistrat in starea de
preinfarct AMI.6h (0.336 mM/L, IQR 0.086) comparativ cu lotul intact (0.28 mM/L, IQR
0.025). In evolutia afectiunii in AMI.24h continutul AIM s-a redus pani la 0.304 mM/L, IQR
0.046, nivel mentinut si in AMI.7d (starea postinfarct).

Valorile tisulare ale albuminei ischemic modificate, de asemenea nu prezintd
modificari esentiale in loturile de control, dar s-au majorat de la 64.68 uM/g/prot, IQR 12.86,
pana la 69.67 uM/g/prot, IQR 29.21 in starea de preinfarct (AMI.6h), apoi in dinamica
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evolutiei afectiunii s-au micsorat in AMIL.24h pand la 60.53 uM/g/prot, IQR 7.71. Postinfarct
in AMI.7d valorile au crescut revenind la 69.99 uM/g/prot, IQR 11.13 (p=0.163) (tab. 4.3).

Tabelul 4.4 Corelatiile sero-tisulare ale markerilor stresului oxidativ

Spearman L1 L2 L3 L4 L5
intact control AML.6h | AMI.24h | AMI.7d
AlM p -0.245 -0.045 0.371 0.371 0.829
p 0.233 0.447 0.234 0.234 0.021*
PPOA p -0.418 0.209 0.429 0.600 0.657
p 0.100 0.269 0.198 0.104 0.078

Nota: *p<0.05

Variabilele AIM in ser si AIM in homo s-au analizat folosind coeficientul de corelatie
p Spearman (tab. 4.4). Lotul postinfarct (AMI.7d) a prezentat valoarea corelatiei p=0.829 la
un prag de semnificatie p (unilateral) <0.05 (p=0,021), indicdnd existenta unei corelatii

pozitive foarte puternice (anexa 4 A).

AIM (%)
120
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100 100 101 102 108 108
94
L1 L2 L3 L4 L5
OAMI ser p<0,05* B AMI homo p<0,2

Figura 4.3 Devierile AIM

Valorile tisulare ale AIM s-au majorat initial la 6 ore (perioada preinfarct) cu 8%, apoi
in dinamica la 24 ore s-au micsorat cu 14%. La 7 zile a crescut continutul cu 14% comparativ
cu L4 (stare de infarct), revenind la valorile inregistrate in cea de preinfarct (p=0.163) (fig.
4.3).

Datele descrise ne permit sa concluziondm ca cresterea rapidd denota prezenta
leziunilor hipoxice in miocard insotitd de acumularea AIM, care este eliminata din tesutul

cardiac la 24 ore.
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Valorile serice ale AIM (fig. 4.3) au inregistrat cel mai inalt nivel in lotul preinfarct
(L3), majorarea fiind de 20%. Evolutia ulterioard este insotitd de reducrea nivelelor AIM cu
11% la 24 ore, si mentinutd la 7 zile postinfarct (p=0.042%), fapt care releva trecerea
modificarilor ischemice 1n leziuni necrotice.

Multiple studii experimentale si clinice au confirmat cd AIM poate fi depistatd in
primele 6-10 minute de la debutul ischemiei si ramane ridicatd pana la 6 ore, oferind
posibilitatea de a identifica leziunile ischemice anterior dezvoltarii necrozei miocardului.
Continutul ei revine la valorile initiale in 12-24 ore datoritd Inldturarii radicalilor liberi sau
clearance-ul accelerat al formelor cu conformatia modificata [85][86][102][109][189][241].
S-a mentionat o dinamicd mai rapida a AIM, si anume — majorare in cateva minute, varful la
2-4 ore cu revinere la valorile initiale in 6-12 ore [129][231].

AIM este depistat rapid dupa debutul ischemiei cardiace si raméne majorat in
conditiile ischemiei coronariene cu sau fara leziunea cardiaca, fiind un biomarker sensibil de
detectare precoce a SCA la pacientii cu durere toracica acuta [164][236]. Acest marker
manifestd sensibilitate mai Tnaltd comparativ cu TnT in diagnosticul ischemiei miocardului la
pacientii cu durere toracica acuta [30][254]. Majorarea rapida in etapa initiala, precum si
mentinerea nivelelor ridicate ale AIM confirma utilitatea sa in calitate de marker precoce de
identificare a ischemiei miocardului [71].

Au fost prezentate dovezi concludente cd AIM este un predictor independent al
consecintelor pe termen scurt [241] si lung la pacientii cu dureri toracice acute. Se considera
ca asocierea la internare a nivelelor elevate ale AIM si TnT prezic un risc inalt de evenimente
cardiace majore [85][86]. Nivelul AIM reflecta atat marimea, cat si durata ischemiei [241], iar
valoarea AIM determinata la 24 ore de la debutul simptomelor este un predictor independent
si puternic al consecintelor cardiace timp de 1 an [273].

Datele obtinute denotd o crestere statistic semnificativd a AIM in faza incipienta a
IMA, care precede cresterea troponinelor cardiace, fiind in concordantd cu unele date
publicate in literatura de specialitate [85][86].

Produsii proteici de oxidare avansati (PPOA) sunt generati in timpul stresului
oxidativ prin reactia proteinelor plasmatice cu oxidantii clorinati [108][162][276]. Recent unii
savanti conchid ca PPOA sunt biomarkeri de preferintd ai gradului modificarilor oxidative
ireversibile ale proteinelor si cei mai adecvati parametri care reflectd cu acuratete intensitatea
SO in bolile aterosclerotice [98][297].

Studiile in vitro au demonstrat cd PPOA constituie baza moleculara in patobiochimia

complexd a SO, inflamatiei si aterogenezei, declansdnd cascada de producere a SRO,
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activeaza factorul nuclear kB (NF-kB) si transcriptia mediatorilor pro-inflamatori, favorizeaza
oxidarea LDL, cat si recrutarea leucocitelor, proliferarea celulelor musculare netede
[162][297].

A fost lansatd ipoteza ca PPOA sunt markeri precoce, cu specificitate si sensibilitate
inaltd in diagnosticul IMA, inclusiv iIn STEMI si cu tendintd de elevare in NSTEMI
[108][228][256].

In loturile de control si intact variatiile sunt mici. In lotul experimental preinfarct L3
(AMI.6h) s-a atestat o crestere veridica a PPOA serici pana la 114.30 uM/L, IQR 108.54. In
dinamica procesului valorile PPOA au relevat doar o tendintd nesemnificativd de scadere
(111.18 uM/L, IQR 92.20) in L4 (AMI.24h), si o mentinere la acelas nivel in L5 postinfarct
(AML.7d) - 112.19 uM/L, IQR 46.94 (p=0.723) (tab. 4.3).

Concentratia tisulard a PPOA s-a micsorat in starea de preinfarct (AMI.6h) atingand
valoare de 22.36 uM/g/prot, IQR 7.80. Cu aparitia IMA s-a inregistrat o majorare pana la
25.76 uM/g/prot, IQR 12.99 si o scadere neveridicd pana la 25.27 uM/g/prot, IQR 5.24 in
AMI.7d (starea postinfarct) (p=0.932).

Analizand variabilele PPOA-ser si PPOA-homogenat cu ajutorul coeficientului
neparametric de corelatie p Spearman, au fost determinate valorile: in AMIL.6h p=0.429,
AMI.24h p=0.600 si AMI.7d p=0.657 p (unilateral) >0.05 (tab. 4.4), ceia ce demonstreaza
prezenta unor corelatii pozitive, moderate pentru loturile preinfarct (AMIL6h) si infarct
(AMI.24h), si o corelatie puternica, pozitiva in AMIL.7d (starea de postinfarct) (anexa 4 B, C,
D).

PPOA (%)

124 121 122

100 100 99 104 oL 105 103

L1 L2 L3 L4 LS

OPPOA ser p<0,8 BPPOA homo p=0,9

Figura 4.4 Continutul PPOA in infarct experimental
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Datele obtinute in studiul nostru arata ca in grupele cercetate concentratiile PPOA nu
au prezentat diferente statistice concludente (fig. 4.4). In lotul experimental preinfarct AMI.6h
(L3) s-a atestat o crestere a PPOA serici cu 24% fata de cel intact, cu tendinta de mentinere in
dinamica in stare de infarct AMI1.24h (L4) si postinfarct AMI.7d (L5) (p=0.723).

Concentratia tisulara a PPOA s-a micsorat initial cu 9% la 6 ore (stare preinfarct),
inregistrand ulterior o majorare cu 14% in 24 ore si persistand asa spre ziua a VII postinfarct
(p=0.932).

Rezultatele descrise sunt in concordantd cu unele date din literatura de specialitate
[98][108][228][298]. Cercetarile recente confirma ca PPOA reprezinta un factor de risc care
contribuie la initierea si progresarea bolii ischemice a cordului, cu rol primordial in
dezvoltarea disfunctiei miocardice [276][279].

Este cert cd PPOA reprezinta atat biomarkeri ai lezarii proteinelor induse de agenti
oxidanti, precum si posibili inductori ai stresului oxidativ, proceselor inflamatorii,
regenerative, de adaptare si transductie intracelulara a semnalelor [1][217][277].

Au fost aduse dovezi concludente referitor la utilitatea PPOA ca biomarkeri de
preferintd ai gradului modificarilor oxidative ireversibile ale proteinelor, si cel mai esential
parametru care reflectd cu acuratete intensitatea SO 1n bolile aterosclerotice [98][297].
Nivelele ridicate ale PPOA au fost identificate nu doar in SCA, dar si in ateroscleroza si boli
coronariene [162][256][276].

Conform unor date in maladiile cardiovasculare se inregistreaza valori majorate ale
oxidului nitric [228]. Un rol cardinal al NO a fost elucidat in instalarea si dezvoltarea IMA
indus de izoproterenol, mentionand o majorare a nivelului NO peste 0.5 ore dupa
administrarea ISO, cu atingerea valorilor de varf la 6-12 ore si revenire la valorile initiale in
24-96 ore [53]. S-au evidentiat schimbari insotite de cresterea treptatd a activitatii eNOS
(maxim la 24 ore) si iNOS (maxim la 12 ore) in faza preinfarct si de infarctizare urmate de
micsorarea concludenta a activitatii ambelor izoforme in perioda postinfarct [53].

Experimental s-a demonstrat ca injectarea 1SO induce supraexpresia eNOS, cresterea
cantitatii de NO responsabil de scaderea presiunii sistolice/diastolice si hipoperfuzie care
rezultd in dezechilibrul energetic, aparitia SO (gratie formdrii anionului superoxid si
peroxinitrit), leziuni mitocondriale si moartea celulei [53][144].

Efectele patobiochimice ale actiunii SRO pot fi estimate si prin determinarea nivelului
metabolitilor sumari ai NO (NO total), metabolitilor oxidului nitric (NO, si NO; ), si

raportului NO, /NOs , atat in serul sanguin, cat si Tn homogenat tisular.

99



Se considera ca nitritul circulant reprezintd un estimator atractiv al formarii endoteliale
a NO, pe cand nitratul este util la determinarea turnoverului total azot/NO [133].
Cuantificarea formadrii in vivo (plasma, tesut) a NO include determinarea concentratiei sumare
a metabolitilor sai (NOZ_ + NO3_) in calitate de indicator de substitutic a NO [133][168].
Timpul de injumatatire a NO si raportul nitrat (NO3 )/nitrit (NOzf) depind de tipul si
cantitatea SRO, pO,, pH, concentratia metalelor de tranzitie si tiolilor [133].

Tabelele 4.5-4.7 reflectd modificarile concentratiei metabolitilor sumari ai NO (NO
total), metabolitilor oxidului nitric (NOZ_ si NO3_), si raportului NOZ_/N03_ la sobolanii
intacti cat si cu infarct miocardic acut de diferita durata de timp.

Datele prezentate in tabel confirmd ca concentratia sanguind este mai labild vs cea
tisulara (tab. 4.5). S-a observat o crestere a NO total seric in lotul experimental AMI.6h
(starea de preinfarct), cu sporirea valorilor de la 87.58 uM/L, IQR 17.05, pana la 89.13 uM/L,
IQR 18.61. In dinamica evolutiei procesului patologic valorile NO total s-au redus pani la
86.03 uM/L, IQR 6.98 in AMI.24h (starea de infarct), si au crescut cu pana la 95.72 uM/L,
IQR 25.77 in postinfarct (p=0.291).

Tabelul 4.5 Modificarile nivelului NO total si a raportului NOg_/ N 03_

NO total Raport NO, /NO;
Kruskal-Wallis ser (WM/L) (pl\r/}?;;ot) ser homo
p=0.291 p=0.189 p=0.993 p=0.359
87.58 15.06 1.46 1.23
L1 -intact IQR 17.05 IQR 1.71 IQR 0.61 IQR 0.28
100% 100% 100% 100%
92.23 15.09 151 1.34
L2 - control IQR 20.15 IQR 2.52 IQR 0.94 IQR 0.25
105% 100% 103% 109%
89.13 16.37 1.43 1.23
L3 - AMI.6h IQR 18.61 IQR 1.71 IQR 3.07 IQR 0.35
102% 109% 98% 100%
86.03 15.34 1.45 1.28
L4 — AMI.24h IQR 6.98 IQR 1.53 IQR 0.70 IR 0.13
98% 102% 99% 104%
95.72 16.04 141 1.39
L5 - AMI.7d IQR 25.77 IOR 1.86 IQR 0.49 IQR 0.60
109% 107% 96% 113%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului intact: *p<0.05

Concentratia NO total in homogenat sufera modificari in preinfarct — s-a majorat de la

15.06 uM/g/prot, IQR 1.71 determinate la animalele intacte, pana la 16.37 uM/g/prot, IQR
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1.71. Apoi s-a inregistrat o scadere in AMI.24h (pana la 15.34 uM/g/prot, IQR 1.53), dar este
nesemnificativa fata de loturile de control. In AMI7d se observd o sporire pani la 16.04

uM/g/prot, IQR 1.86 (p=0.189) (tab. 4.5).

Tabelul 4.6 Corelatiile sero-tisulare ale metabolitilor oxidului nitric

Spearman L1 L2 L3 L4 L5

intact control | AMIL.6h | AMI.24h | AML.7d

NO total p 0.376 0.655 -0.200 0.714 -0.086

p 0.127 0.014* 0.352 0.055 0.436

NO, p -0.219 0.296 0.771 -0.086 0.493

p 0.259 0.188 0.036* 0.436 0.160

NO; p 0.323 0.114 0.486 0.638 0.143

p 0.166 0.369 0.164 0.087 0.394

Raport p 0.287 0.041 0.886 0.771 0.899
NO, ' NO; p 0.196 0.452 0.009** | 0.036* | 0.007**

Nota: *p<0.05; **p<0.01

Valoarea coeficientului neparametric de corelatie p Spearman in lotul experimental L4
(infarct) p=0.714, p (unilateral) >0.05 (p=0.055) (tab. 4.6) indica tendinta spre o corelatie
puternicd, pozitiva (anexa 5, fig. A5.2 A).

Tabelul 4.7 Estimarea concentratiei metabolitilor NO

NO, NO;
; homo homo
Kruskal-Wallis | ser (uM/L) (uM/glpro) ser (WM/L) (uM/g/prot)
p=0.378 p=0.347 p=0.785 p=0.157
52.70 8.52 35.65 7.10
L1 -intact IQR 5.43 IQR 1.38 IQR 10.07 IQR 1.54
100% 100% 100% 100%
56.58 8.71 40.30 6.25
L2 - control IQR 10.85 IQR 0.81 IQR 17.05 IQR 1.58
107% 102% 113% 88%
54.64 8.85 38.37 7.48
L3 - AMI.6h IQR 11.24 IQR 2.04 IQR 26.35 IQR 0.89
104% 104% 108% 105%
53.87 8.36 35.27 6.87
L4 — AMI.24h IQR 6.78 IQR 0.83 IQR 9.49 IQR 1.12
102% 98% 99% 97%
59.29 9.22* 39.14 6.69
L5 - AMI.7d IQR 19.38 IQR 0.55 IQR 14.72 IQR 2.23
113% 108% 110% 94%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului intact: *p<0.05
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Nivelul NO, seric (tab. 4.7) a crescut in lotul experimental L3 (AMI.6h) de la 52.70
uM/L, IQR 5.43 pani la 54.64 uM/L, IQR 11.24. In dinamici valorile NO, au demonstrat 0
tendintd de scadere pana la 53.87 uM/L, IQR 6.78 in L4 (AMI.24h). Aceste valori se gisesc
in limitele oscilatiilor determinate si in loturile de control. O crestere pana la 59.29 uM/L,
IQR 19.38 se depisteaza in L5 (AMI.7d) (p=0.378).

Concentratia tisulara a NO, s-a majorat de la 8.52 uM/g/prot, IQR 1.38 (lotul intact)
pana la 8.85 uM/g/prot, IQR 2.04 in preinfarct (AMI.6h), inregistrand apoi o diminuare in
starea de infarct (AMI.24h) pana la 8.36 uM/g/prot, IQR 0.83. O crestere pand la 9.22
uM/g/prot, IQR 0.55 postinfarct in AMIL7d (p=0.347) (tab. 4.7). E cert o crestere
semnificativa a valorilor sanguine si tisulare in starile postinfarct.

Variabilele NOz_in ser si NOg_in homogenat analizate prin utilizarea coeficientului p
Spearman (tab. 4.6) au indicat valoarea corelatiei p=0.771, p (unilateral) <0.05 (p=0.036%*) in
AMIL.6h (preinfarct), fapt ce confirma o corelatie puternica, pozitiva (anexa 5, fig. A5.1A).
Totodata s-a demonstrat tendinta unei corelatii pozitive, moderate in lotul AMI.7d
(postinfarct) cu p=0.493 la un prag de semnificatie p (unilateral) >0.05 (p=0.16) (anexa 5, fig.
A5.1 B).

Valorile serice ale NO; (tab. 4.7) initial s-au majorat de la 35.65 pM/L, IQR 10.07
(sobolani intacti) pand la 38.37 uM/L, IQR 26.35 in L3, apoi in dinamica s-au redus pana la
35.27 uM/L, IQR 9.49 in L4. In L5 au crescut pana la 39.14 uM/L, IQR 14.72 (p=0.785).
Modificarile mentionate se includ in limitele celor descrise si in loturile de control.

Cel mai inalt nivel al NO; tisular a fost identificat in starea de preinfarct lotul AMI.6h
(7.48 uM/g/prot, IQR 0.89) la comparare cu lotul intact (7.10 uM/g/prot, IQR 1.54). Ulterior
s-a atestat o micsorare in AMI.24h pani la 6.87 uM/g/prot, IQR 1.12. In AMI.7d (postinfarct)
se depisteaza o concentratie de 6.69 uM/g/prot, IQR 2.23 (p=0.158) (tab. 4.7).

Pentru variabilele cercetate NOg_ in ser si NOg_ in homogenat coeficientul
neparametric de corelatie p Spearman a prezentat valorile: p=0.486 p (unilateral) >0.05
(p=0.164) in L3; si p=0.638 p (unilateral) >0.05 (p=0.087) in L4 (tab. 4.6), indicand respectiv
tendinta spre o corelatie pozitiva, moderatd in lotul AMIL6h (preinfarct) si puternicd pentru
AMI.24h (starea de infarct) (anexa 5, fig. A5.1 C, D).

in serul sanguin (tab. 4.5) a fost identificatd o scidere a raportului NO, /NO; de la
valorile lotului intact (1.46, IQR 0.61) pana la 1.43, IQR 3.07 in L3, tendinta care se pastreaza
in L4 (1.45,1QR 0.70) si L5 (1.41, IQR 0.49) (p=0.993).
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Concomitent in homogenatul cardiac raportul NO, /NO; s-a majorat de la 1.23, IQR
0.28 inrestristrate la sobolanii intacti, pana la 1.28, IQR 0.13 in L4, si o tendinta de crestere
(1.39, IQR 0.60) in L5 (p=0.359) (tab. 4.5).

La analiza variabilelor raport NO, /NO; in ser si raport NO, /NO; in homogenat cu
ajutorul coeficientului de corelatie p Spearman, in loturile experimentale au fost determinate
urmatoarele valori: AMI.6h p=0.886, p (unilateral) <0.01 (p=0.009**); AMI.24h p=0.771 p
(unilateral) <0.05 (p=0.036*) si AMI.7d p=0.899, p (unilateral) <0.01 (p=0.007**) (tab. 4.6).
Cele descrise demonstreaza o corelatie pozitiva, moderatad pentru starea de infarct (AMI.24h),
si 0 legatura foarte puternica in starile de preinfarct (AMI.6h) si postinfarct (AMI.7d) (anexa
5, fig. A5.2 B, C, D).

Variatiile inregistrate de metabolitii NO in infarctul miocardic indus de izoproterenol

sunt prezentate in figura 4.5.
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Figura 4.5 Modificarile metabolitilor NO in infarct miocardic experimental
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La evaluarea modificarilor concentratiei NO total (fig. 4.5 A) nu au fost atestate
diferente veridice in ser sau in tesut. Totusi in starea de preinfarct cantitatea de NO total creste
cu 9% in homogenat si este cu mult mai mare decat in ser. In faza urmitoare are loc o
micsorare neconcludenta Tn ambele situatii, cu tendinta de crestere in faza urmatoare.

Nivelul NO, seric a crescut in lotul experimental preinfarct — AMI.6h (L3) cu 4% fata
de cel intact (fig. 4.5 B). In dinamica valorile NO, au demonstrat o tendinta de scadere cu 2%
in starea de infarct AMI.24h (L4) si o crestere cu 11% in lotul postinfarct AMIL.7d (L5),
comparativ cu indicii deteminati in L3 si L4 respectiv. Concentratia tisulara a NO, s-a
majorat cu 4% in L3 preinfarct, inregistrand apoi o diminuare cu 6% in L4 (infarct) si o
crestere egala cu 10% in LS (postinfarct).

La 6 ore dupa modelarea experimentala valorile serice ale NOg_ini‘gial s-au majorat cu
8%, ulterior in dinamica in 24 ore s-au redus nesemnificativ si au crescut cu 11% la a 7 zi (fig.
4.5 C). Cel mai 1nalt nivel al NOg_ tisular a fost identificat in L3 la comparare cu lotul intact,
cresterea fiind egala cu 5%. Ulterior s-a atestat o micsorare in L4 cu 8% si cu 3% in LS.

Valorile raportului NO, /NO3 seric au inregistrat o tendintd continui de scadere in
loturile cu infarct experimental, egald cu 4% in lotul postinfarct (fig. 4.5 D). Concomitent in
homogenat raportul NO, /NO3 a crescut cu 4% in 24 ore si cu 13% in ziua a VII postinfarct.

Datele publicate indica o micsorare concludentda a NO in IMA atat la pacientii normo-,
cat si hiperglicemici, unde insuficienta de NO este asociatd cu mortalitate intraspitaliceasca
mai inalta [108]. O scadere semnificativa a cantitatii de NO a fost depistatd dupd 12 ore in
IMA experimental fard modificari evidente in dinamica. in ischemie-reperfuzie s-a inregistrat
o reducere concludenta la 12, 24, 48 si 72 ore [295], contradictoriu rezultatelor obtinute in

studiul nostru.

4.2.2 Estimarea indicilor hipoxiei tisulare

Este indiscutabil faptul cd ischemia cardiaca deregleaza dramatic metabolizarea
substratelor. Au fost aduse dovezi cd modificarile precoce induse de ischemie sunt instalarea
metabolismului anaerob, producerea de lactat si acidoza tisulard, pe cand necroza — cu
eliberarea enzimelor cardiace (de ex. troponinele) apare mai tarziu [225].

Lactatul miocardic este un marker al metabolismului anaerob care bine coreleaza cu
gradul ischemiei, fiind considerat biomarker al hipoperfuziei si hipoxiei tisulare [130][145].
Ipoteza ca evaluarea lactatului reprezintd un mijloc suplimentar util in diagnosticul precoce al

IMA si leziunilor miocardului raiméane actuala [204].
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Hiperlactatemia este cresterea moderata a concentratiei lactatului seric (2-4 mmol/L),
lar acidoza lactica reprezinta o forma a acidozei metabolice caracterizata de nivelul lactatului
>5 mmol/L [9]. Valorile obisnuite ale rapotului lactat/piruvat sunt 10:1, cresterea indicilor
(>10:1) fiind caracteristica hipoxiei tisulare [130].

Acumularea progresivd de lactat si acidoza celulara sunt asociate cu alterarea
contractilitatii miocardului, fiind un factor de risc in dezvoltarea artimiilor [225].

S-a demonstrat experimental ca hiperlactemia este un marker al raspunsului la stresul
metabolic, asociat hipoxiei, SO si leziunii ischemice a miocardului [152][284]. In IMA are loc
sporirea moderatd a lactatului seric, hipoxia tisulard favorizdnd generarea crescutd si
eliminarea lenta a lactatului, iar deficitul sistemic de oxigen si colapsul circulator majoreaza
valorile lactatului pana la nivelele tipice acidozei [9].

In reperfizie eliberarea periferici a lactatului serveste predictor indepenent al
sindromului de debit cardiac scdzut postoperator, iar generarea persistentd a lactatului
sugereazd o recuperare Intarziatd a metabolismului miocardic aerob si coreleaza cu

complicatiile hemodinamice mai severe [204][225].

Tabelul 4.8. Estimarea indicilor hipoxiei tisulare in infarct miocardic

experimental

Lactat LDH-P (LDHs) LDH-L (LDH,)
Kruskal- ser homo homo homo
Wallis (mM/L) | (mM/g/prot) ser (u/L) (u/g/prot) ser (u/L) (u/g/prot)
p=0.169 p=0.007** | p=0.0002*** | p=0.983 p=0.198 p=0.287
491 4.32 278.85 0.57 382.60 364.03
L1 -intact IQOR 1.57 IQR 0.41 IQR 122.94 | IQR0.29 | IQR54.98 | IQR62.41
100% 100% 100% 100% 100% 100%
4.69 4.28 314.34 0.57 429.73 331.86
L2 - control IQR 1.06 IQR 0.64 IQR 199.00 | IQR0.44 | IQR 144.74 | IQR 97.04
96% 99% 113% 100% 112% 91%
4.09 3.47* 56.41** 0.79 480.22* 352.90
L3-AMI.6h | IQR 1.30 IOR 0.80 IOR 29.78 IQR1.56 | IQR9257 | IQR 32.14
83% 80% 20% 139% 126% 97%
5.85 4.33 245.90 0.67 41458 366.78
L4—AMI.24h | IQR2.76 | IQR0.44 | IQR160.66 | IQR0.48 | IQR 212.34 | IQR 110.65
119% 100% 88% 117% 108% 101%
4.48 3.91%* 396.48* 0.58 407.29 381.28
L5-AMIL.7d | IQR 1.67 IQR 0.23 IOR 23.13 IQR0.44 | IQR 149.79 | IQR 47.04
91% 90% 133% 102% 107% 105%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului intact: *p<0.05;

**p<0.01; ***p<0.001
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Grupele investigate au prezentat diferente statistice veridice pentru continutul tisular
(p=0.007**) al lactatului (tab. 4.8).

Concentratia lactatului atat in serul sanguin, cat si in tesutul miocardic, in loturile de
control nu prezintd devieri veridice. S-a depistat o micsorare a nivelului de lactat seric pana la
4.09 mM/L, IQR 1.30 in lotul experimental preinfarct L3 (AMI.6h), urmata in L4 — starea de
infarct (AMI 24h) de cresterea valorilor (5.85 mM/L, IQR 2.76). in L5 postinfarct (AMI.7d)
se stabileste o concentratie de 4.48 mM/L, IQR 1.67 (p=0.169) — mult mai joasa decat in L4
(starea de infarct).

Valorile tisulare ale lactatului au Inregistrat o scadere considerabild de la 4.32
mM/g/prot, IQR 0.41 (animale intacte) pana la 3.47 mM/g/prot, IQR 0.80 in grupul AMI.6h
(preinfarct). in AMI.24h are loc revenirea la valorile initiale (4.33 mM/g/prot, IQR 0.44). Cu
progresul mai departe In L5 (postinfarct) se observa micsorarea continutului de lactat atingand
valorile de 3.91 mM/g/prot, IQR 0.23 (p=0.007**) (tab. 4.8)

Variabilele lactatul in ser si in homogenat au fost analizate folosind coeficientul
neparametric de corelatie p Spearman (tab. 4.9). in AMIL.6h (preinfarct) p este egal cu -0.714,

p (unilateral) >0.05 (p=0.055) si releva tendinta unei corelatii negative puternice (anexa 6 A).

Tabelul 4.9 Corelatiile sero-tisulare a indicilor hipoxiei

Spearman - L1 L2 L3 L4 L5

intact control AMI.6h AMI.24h | AMI.7d

Lactat P 0.073 0.474 -0.714 -0.257 -0.314

p 0.416 0.070 0.055 0.311 0.272

LDH-P (LDH) p 0.068 -0.083 0.543 0.143 -0.853
p 0.421 0.404 0.133 0.394 0.015*

p -0.155 0.173 0.657 -1.000 -0.086

LDH-L (LDH,) p 0.325 0.306 0.078 falea 0.436

Nota: *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001

Studiul nostru a identificat (fig. 4.6) o micsorare a nivelului de lactat seric cu 20% in
lotul experimental preinfarct AMI.6h (L3), urmata in AMI24h (L4) de cresterea valorilor cu
36% fata de starea precedenta si scaderea cu 28% 1n lotul postinfarct AML.7d (L5).

Valorile tisulare ale lactatului au inregistrat aceiasi tendintd de modificare, dar la un

nivel mai jos in starea de infarct.
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Figura 4.6. Estimarea lactatului in infarct miocardic experimental

Este descrisd asocierea pozitiva intre valorile serice ale lactatului si ale troponinei |
(markerul necrozei miocardului) [130][204]. Evaluarea lactatului reprezinta un mijloc
suplimentar in diagnosticul precoce a leziunilor ischemice a miocardului in IMA [284].
Experimental s-a identificat o scadere a lactatului seric peste 10 minute dupa inducerea
ischemiei [59].

Si unele date mai moderne sugereazd evaluarea precoce a lactatului In STEMI atat in
calitate de factor de pronostic al mortalitatii pe termen scurt, cat si pentru identificarea
subpopulatiei cu risc inalt de dezvoltare a socului cardiogen [82][145]. Concentratiile serice
ale lactatului au un impact semnificativ asupra pronosticului BCV indicadnd o asociere intre
lactatul seric ridicat (>2.5 mmol/L) si dezvoltarea tardiva a socului cardiogen [90][145].

Rezultatele obtinute confirma ca lactatul in calitate de marker al IM reflectd
dereglarile metabolice asociate hipoxiei, fiind util in diagnosticul IMA suplimentar
troponinelor cardiace.

Lactat dehidrogenaza (LDH) (EC 1.1.1.27; L-lactat: nicotinamid adenin dinucleotid
[NAD™] oxidoreductaza), reprezintd o enzimi glicolitica intracelulara liberd cu localizare in
citosol, care catalizeaza interconversia piruvatului si lactatului insotita de transformarea
cofactorului NADH si/sau NAD" [160][210]. Este eliberati in spatiul extracelular ca rezultat
al lezarii membranei sarcolemice, confirmand faptul ca prezenta extracelulara a enzimei este
intotdeauna asociata cu necroza celulara si distrugerea tesutului [150][173][220].

S-a demonstrat ca LDH reprezintd un tetramer alcatuit din doud subunititi majore
LDHA (musculara, M) si LDHB (cardiaca, H), asamblat in 5 izoforme: homotetramerul LDHs
(A4, LDHA) se contine preponderant in muschii scheletali, pe cind LDH; (B4, LDHB) exista
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primar in cardiomiocite si alte tesuturi oxigenate (normoxia). Izoformele LDH, (A1B3),
LDH3 (A2B2) si LDH4 (A3BL1) sunt tetrameri hibrizi [226].

LDHs umana (hLDHS) catalizeaza transformarea anaeroba a piruvatului in lactat
cuplati cu oxidarea NADH in NAD", pe cand LDH; umani (hLDH1) favorizeazi reactia
opusd de oxidare aeroba a lactatului. In prezent LDH este utilizatd ca indicator indirect al
extinderii leziunii necrotice.

Izoenzimele cardiospecifice LDH; si LDH; pot fi eliberate in circulatie gratie necrozei
provocate de izoproterenol [244]. Concentratia LDH; se mentine ridicata pana la o saptamana
postinfarct, astfel permite identificarea tardivad a accidentului cardiac, cand concentratiile
celorlalti biomarkeri au revenit la valorile initiale [29]. S-a confirmat ca valorile inalte a LDH
la internare sunt indicatorii unei adresari tarzii [112].

Eliberarea LDH in reperfuzie este pe larg utilizatd ca marker surogat In estimarea
dimensiunilor infarctului, fiind acceptabilda si pentru monitorizarea in dinamicd a leziunii
celulare rapide in modelele cordului izolat [220]. S-a constatat ca eliberarea LDH este mai
inalta in reoxigenare comparativ cu ischemia, demonstrand cu certitudine ca leziunea prin
reperfuzie este cauza majora pentru eliberarea LDH [220]. Unele studii au relatat ca iesirea
din tesut a LDH poate continua pana la 96 ore postinfarct, respectiv in infarctele mai extinse
perioada este mai indelungata. Din considerente practice s-a propus de a determina cantitatea
LDH la 72 ore ca marker enzimatic de preferintd la estimarea dimensiunilor IM, evaluarea
eficacitatii reperfuziei si prezicerea consecintelor clinice [69].

Unele date publicate arata ca activitatea serica a LDH este semnificativ mai inalta in
BIC comparativ cu lotul de control [173]. In alt studiu se confirma ca valorile majorate a LDH
la internare, gratie asocierii cu infarct miocardic mai extins, rata mai ridicata a consecintelor
adverse, reprezinta un biomarker simplu si predictiv a reperfuziei ineficiente, consecintelor
clinice nefaste, precum si mortalitatii pe termen scurt si lung [112].

Modificarile activitatii in ser a LDH-P (LDHs) au prezentat o diferenta semnificativa
(p=0.0002***) (tab. 4.8). Cea mai mica activitate a LDH-P (LDHs) s-a atestat in starea
preinfarct AMI.6h (56.41 u/L, IQR 29.78) la comparare cu lotul intact (278.85 u/L, IQR
122.94). in dinamica activitatea LDH-P (LDHs) a crescut in AMI.24h (245.90 u/L, IQR
160.66), si in AML.7d (396.48 u/L, IQR 23.13). Cea mai mare activitate s-a depistat in starea
de postinfarct.

Activitatea LDH-P (LDHs) in homogenat a fost cea mai inaltd in starea de preinfarct
(AML.6h) (0.79 u/g/prot, IQR 1.56) fata de lotul intact (0.57 u/g/prot, IQR 0.29). in AMI.24h

s-a identificat reducerea activitatii enzimei (0.67 u/g/prot, IQR 0.48), tendinta care se mentine
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si postinfarct in AMIL.7d (0.58 u/g/prot, IQR 0.44) (p=0.983) (tab. 4.8). Cea mai mica
activitate s-a inregistrat in lotul postinfarct.

Pentru variabilele cercetate LDH-P (LDHs) serica si LDH-P (LDHs) tisulard
coeficientul de corelatie p Spearman a prezentat valorile: in L3 AMI.6h p=0.543 p (unilateral)
>0.05 (p=0.133); si in L5 AMIL7d p=-0.853 p (unilateral) <0.05 (p=0.015*) (tab. 4.9),
caracteristice pentru tendinta spre o corelatie moderata, pozitivd in AMI.6h (preinfarct) si o
legatura foarte puternica, negativa in AMI.7d (postinfarct) (anexa 6 B, C).

In lotul experimental preinfarct AMI.6h s-a atestat o crestere a activitatii LDH-L
(LDH;) serice (tab. 4.8), ce a determinat sporirea valorilor de la 382.60 u/L, IQR 54.98 (lotul
intact) pana la 480.22 w/L, IQR 92.57. In dinamica s-a constatat sciderea activitatii enzimei
pana la 414.58 u/L, IQR 212.34 in AMI.24h (starea de infarct), si pana la 407.29 u/L, IQR
149.79 in lotul postinfarct AMI.7d, valorile fiind mai Tnalte decat la sobolanii intacti
(p=0.198).

LDH-L (LDH;) tisulara a inregistrat urmatoarele modificari ale activitatii (tab. 4.8): 0
micsorare neinsemnata de la 364.03 u/g/prot, IQR 62.41 caracteristice lotului intact, pana la
352.90 u/g/prot, IQR 32.14 in AMI.6h (preinfarct), urmate de crestere repetata a valorilor in
AMI.24h (infarct) (366.78 u/g/prot, IQR 110.65) si postinfarct AMIL.7d (381.28 u/g/prot, IQR
47.04), activitatea fiind superioara celei inregistrate in loturile de control (p=0.287).

Analizand variabilele LDH-L (LDH;) in ser si in homogenat prin utilizarea
coeficientului p Spearman, in lotul preinfarct AMI.6h s-a determinat p=0.657 p (unilateral)
>0.05 (p=0.078), fapt ce denotd tendinta unei corelatii pozitive, puternice. Totodatd in
AMI.24h (starea de infarct) valoarea corelatiei p=-1.000 arata existenta unei legaturi negative
foarte puternice (tab. 4.9) (anexa 6 D, E).

In figura 4.7 este reprezentati activitatea lactat dehidrogenazelor P si L (LDHs si
LDH,).

Rezultatele obtinute de noi indica ca cea mai mica activitate a LDH-P (LDHs) serice
(fig. 4.7 A) s-a atestat in starea preinfarct AMI.6h (L3), reducerea fiind egald cu 80% la
comparare cu lotul intact. In dinamici activitatea enzimei a crescut in AMI.24h (L4) cu 68%
si cu 45% in starea postinfarct AMI.7d (L5), fiind mult mai mare (cu 33%) decat in control.

In faza de preinfarct activitatea LDH-P (LDHs) tisulare a inregistrat o crestere egald cu
39%, urmata de micsorarea activitatii enzimei cu 22% in 24 ore comparativ cu starea

anterioara, si cu 15% la 7 zile, fata de starea precedenta.
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Figura 4.7 Activitatea lactat dehidrogenazelor in infarct experimental

Totodata (fig. 4.7 B) in lotul experimental preinfarct AMI.6h (L3) s-a atestat o crestere
a activitatii LDH-L (LDHj) serice cu 26% fatd de cel intact, apoi in dinamica s-a constatat
scaderea activitatii enzimei cu 16% in AMIL.24h (L4) si mentinerea nivelului atins postinfarct
in AML7d (LS5). LDH-L (LDH;) tisulara a inregistrat in perioada preinfarct o micsorare
neinsemnata cu 3%, urmata de crestere repetata a valorilor cu 4% peste 24 ore si spre ziua VII
postinfarct.

Experimental s-a demonstrat ca nivelul seric al LDH totale creste in 24-72 ore
postIMA, atinge valorile de varf in 3-4 zile si se mentine majorat de la 8 pana la 14 zile, astfel
LDH este un marker tardiv al IMA [51][244]. Concomitent s-a observat ca activitatea LDH;
este de obicei mai joasd decat LDH, Insd postinfarct activitatea LDH; creste depasind nivelul
LDHy, fenomen denumit “model LDH inversat” [51][150].

A fost indicatd prezenta unei corelatiei semnificative puternice intre TnT si LDH
[132]. Se mentioneaza utilitatea LDH in calitate de indicator indirect al extinderii leziunilor
tisulare necrotice, inclusiv infarctului miocardic, marker nespecific al inflamatiei si hemolizei,
desi in era pretroponinica a fost utilizata pe larg in diagnosticul biochimic al IMA la pacientii

cu dureri toracice [51][127][288]

4.2.3 Importanta diagnosticd a indicilor integritatii structurale

Este stabilit ca in patogeneza IM rolul cardinal revine speciilor reactive de oxigen
(SRO) care interactionand cu lipidele membranare declanseaza reactiile de peroxidare in lant
rezultind in formarea peroxizilor si hidroperoxizilor lipidici implicati in deteriorarea

tesuturilor in vivo [15][132][135][172].
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Studiile confirma ca dialdehida malonicad (DAM) reprezinta unul din markerii POL
utilizat in estimarea SO [15][109][117][172]. DAM, un indicator veridic al leziunii oxidative
a celulelor si tesuturilor, este biomarker al leziunilor membranei celulare [97]. Estimarea
cantitativd a DAM poate fi un parametru excelent in aprecierea leziunilor oxidative in IMA.
Se considera ca nivelul DAM reflectd indirect atat gradul POL, cat si cantitatea de radicali
liberi [172][212][295].

Aprecierea nivelului DAM in infarctul miocardic acut indicd un dezechilibru intre
mecanismele oxidative si de protectie, fapt care favorizeaza dezvoltarea stresului oxidativ la
pacientii cu IMA [212]. Valorile semnificativ crescute ale DAM corespund etapei precoce a
stresului oxidativ [97], indicand prezenta leziunilor membranei cardiomiocitului induse de
speciile reactive de oxigen [132]. Si alte surse confirma ca la baza maladiilor cardiovasculare
se aflda SO exacerbat indus de SRO si POL, fapt argumentat prin valorile semnificativ mai
inalte ale DAM la pacientii respectivi [97][109][172].

Experimental s-a demonstrat ca fenomenele de ischemie/reperfuzie induc formarea in
miocard a DAM: in ischemie se acumuleazd cantitati mici, dar detectabile; pe cand in
reperfuzie are loc o crestere marcata [23][126][295]. In sindromul coronarian acut nivelul

DAM este semnificativ mai inalt la pacientii nediabetici cu IMA [22][26][212][264].

Tabelul 4.10 Dinamica markerilor integritatii tisulare

DAM TnT
Kruskal-Wallis | ser (uM/L) (m\t‘[j’g”/‘;m 0 ser (pg/mL) (pgg;gfot)
p=0.843 p=0.036* p=0.646 p=0.003**
. 19.08 4.47 230.74 127.78
L1 -intact IQR 4.76 IQR 0.78 IQR 202.82 IQR 20.93
100% 100% 100% 100%
20.07 470 260.80 125.23
L2 - control IQR 4.17 IQR 1.25 IQR 109.63 IQR 53.36
105% 105% 109% 98%
20.07 4.60 289.51 139.52
L3 - AMI.6h IQR 4.03 IQR 0.78 IQR 106.24 IQR 37.51
105% 103% 121% 109%
20.47 3.50% 258.21 93.80%*
L4 — AMI.24h IQR 3.87 IQR 0.47 IQR 47.61 IQR 17.86
107% 80% 108% 73%
20.57 450 300.85 117.04*
L5 - AMI.7d IQR 5.26 IQR 0.38 IQR 110.35 IOR 16.02
108% 101% 129% 92%

Nota: diferenta statistic semnificativa in raport cu valorile grupului intact *p<0.05;
**p<0.01
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Concentratiile dialdehidei malonice sunt redate in tabelul 4.10. Conform celor expuse
modificarile au fost statistic veridice iIn homogenat (p=0.036*). S-a observat o crestere a
nivelului DAM serice de la 19.08 uM/L, IQR 4.76 in conditii de control, pana la 20.07 uM/L,
IQR 4.03 la L3 (AMIL.6h). Tendinta depistata de majorare se mentine in lotul cu infarct
AMI.24h (L4) (20.47 uM/L, IQR 3.87) si postinfarct AMI.7d (L5) (20.57 uM/L, IQR 5.26).

In homogenat concentratia DAM a manifestat o majorare de la 4.47 uM/g/prot, IQR
0.78 inregistrate la sobolani intacti, pand la 4.60 uM/g/prot, IQR 0.78 in lotul preinfarct
AMI.6h (L3). O scadere pana la 3.60 uM/g/prot, IQR 0.47 s-a depistat in L4 — starea de
infarct (AMI.24h). O revenire la valori initiale s-a observat postinfarct in AMIL.7d (L5) (4.50
uM/g.prot, IQR 0.38) (p=0.843) (tab. 4.10).

Tabelul 4.11 Corelatiile sero-tisulare ale indicilor integrititii structurale

Spearman _ L1 L2 L3 L4 L5
intact control AMI.6h AMI.24h AMI.7d
DAM p -0.178 -0.364 0.714 0.829 -0.314
p 0.301 0.136 0.055 0.021* 0.272
T p 0.718 -0.291 -0.429 -0.543 -0.143
p 0.006** 0.193 0.198 0.133 0.394

Nota: *p<0.05; **p<0.01
Variabilele cercetate DAM 1in ser si DAM in homogenat au rezultat cu valorile
coeficientului neparametric de corelatic p Spearman (tab. 4.11): p=0.714 p (unilateral) >0.05
(p=0.055) in L3 (starea preinfarct); si p=0.829 in L4 (starea infarct) p (unilateral) <0.05

(p=0.021%*), indicand o corelatie pozitiva, puternica/foarte puternica (anexa 7 A, B).
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Figura 4.8 Nivelul dialdehidei malonice

112



In studiul nostru concentratia. DAM in homogenat a manifestat initial o majorare
nesemnificativa cu 3% in starea de preinfarct AMI.6h (L3), insotitd de o scadere cu 20% in
AMI.24h (L4), si revenire la valorile initiale in perioada postinfarct (L5) (fig. 4.8). O astfel de
evolutie nu corespunde unor date publicate [109][132][172][236][295].

Rezultatele obtinute de noi indica o crestere nesemnificativa a nivelului DAM serice
(fig. 4.8) egala cu 5% in lotul preinfarct AMI.6h (L3), tendinta care se pastreaza in lotul cu
infarct AMI1.24h (L4) si postinfarct AMIL.7d (L5), depasind nivelul lotului intact cu 7% si 8%
respectiv, se incadreaza in limitele celor relatate de alti cercetatori [80][81].

Concentratia DAM generata in tesutul cardiac in afectiunea modelata experimental
caracterizeaza prezenta leziunilor hipoxice, dar este rapid inlaturata din tesut concomitent cu
agravarea leziunilor membranare si pierderea integritatii lor [2]. Nivelul ridicat in ser
confirma generarea 1n tesut si eliminarea 1n circulatia sangvina a DAM.

In IMA valorile serice ale DAM cresc gratie acumulirii sale pe parcursul ischemiei
[169], confirmand astfel leziunea membranei cardiomiocitului mediata de SRO
[109][132][236]. Unele cercetari efectuate au remarcat o crestere neinsemnata a DAM serice
in IMA, rezultatele fiind in contradictie cu altele mentionate in literatura [80][81].

Datele prezentate argumenteaza concluzia ca ischemia cardiaca gratie generarii sporite
de SRO, induce stresul oxidativ si intensificd procesul de peroxidare a lipidelor, implicate in
dezvoltarea modificarilor ischemice insotite de pierderea integritatii membranare, care ulterior
progreseaza in leziuni necrotice. Discordanta in aprecierea valorica a DAM este rezultatul atat
a duratei in timp a ischemiei, cat si a gradului de exprimare in diferite stadii a acestei ischemii
cu modificarile circulatiei sanguine [2].

Totodata, conform unor date publicate recent in literatura de specialitate, modificarile
nivelului DAM ar putea fi provocate de intensificarea biosintezei eicosanoizilor
(prostaglandine, leucotriene, tromboxani) — hormoni locali cu diversa activitate fiziologica.
Sinteza eicosanoizilor permite de a depasi SO, iar produsele intermediare (DAM si
hidroperoxizii lipidici) se descompun cu formarea aldehidelor oxidate ulterior in acizi
(capronic, azelaic, malonic, etc.), care in final sunt scindati pina la CO; in ciclul Krebs
[34][258].

Din 2000 troponinele cardiace T si I sunt propuse de Societatea Europeana a
Cardiologilor si Colegiul American al Cardiologilor in calitate de markeri de electie ai

......

si capacitatii de a reflecta zonele microscopice de necroza a miocardului [17][52][169].
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Troponinele cardiace sunt proteine reglatoare care moduleaza contractia si relaxarea
sarcomerilor ca rispuns la Ca®* citosolic si fosforilarea proteinelor, fiind implicate in
activitatea muschiului striat [52][268]. Eliberarea troponinelor reflectd gradul de dezintegrare
a aparatului contractil cauzatd de leziunea ireversibild indusd de acidoza intracelulard si
activarea enzimelor proteolitice prezente in miocard [268]. Ca mecanisme posibile de
eliberare a troponinelor sunt mentionate apoptoza cardiomiocitelor, precum si permeabilitatea
tranzitorie membranara [72].

Identificarea foarte precoce (primele 1-2 ore) a necrozei miocardului gratie
troponinelor nu poate fi realizata, deoarece ele pot fi depistate doar aproximativ peste 2-4 ore
de la debutul leziunii miocardului [52]. Cresterea intarziatda a nivelelor plasmatice a
troponinelor cardiace impune o monitorizare in dinamica [232], fiind recomandata evaluarea
lor la internare, repetat peste 6-9 ore, cu o testare optionala la 12-24 ore [52][124][268].

E concludent faptul ca ¢TnT este un indicator independent veridic al evenimentelor
ischemice recurente si un estimator al riscului de mortalitate printre pacientii cu SCA, cat si in
angind pectorala instabild, fiind argumentata utilizarea acestui indice in stratificarea si
pronosticul riscului la pacientii stabili in conditii de ambulator [52][72][188].

In studiul nostru in loturile cercetate L1 (intact) si L2 (control) nu s-au observat
modificari esentiale (tab. 4.10), valorile troponinei T (TnT) serice osciland intre 239.74 si
260.80 pg/mL. In lotul experimental L3 (AMI.6h) a fost estimati o majorare pani la 289.51
pg/mL, IQR 106.24. In dinamica procesului valorile ating 258.21 pg/mL, IQR 47.61 in lotul
infarct — L4 (AMI.24h). In etapa finald se observi o crestere la 309.85 pg/mL, IQR 110.35 in
lotul postinfarct — L5 (AMI.7d) (p=0.646).

Nivelele tisulare ale TnT in grupurile studiate au fost statistic veridice (p=0.003**)
(tab. 4.10). In ambele loturi de control nu s-au depistat devieri esentiale. in L3 (AMIL.6h) s-a
observat o crestere de la 127.78 pg/g/prot, IQR 20.93 (lotul intact) pana la 139.52 pg/g/prot,
IQR 37.51. La AMI.24h o scadere semnificativa atingand valori pana la 93.80 pg/g/prot, IQR
17.86. In starea de postinfarct (AMI.7d) concentratia atinge 117.04 pg/g/prot, IQR 16.02,
fiind mai mare decat valorile precedente, dar mai micd decat nivelul initial.

Coeficientul neparametric de corelatie p Spearman pentru variabilele cercetate TnT
serica si TnT tisulara a prezentat valorile p=-0.429 in L3 (preinfarct) si p=-0.543 in L4 (stare
de infarct) la un prag de semnificatie p (unilateral) >0.05, indicand tendinta spre o corelatie
moderata, negativa (tab. 4.11) (anexa 7 C, D).

Rezultatele studiului nostru indicd cresterea cu 21% a nivelelor serice ale TnT in

perioada preinfarct (primele 6 ore), urmate de scaderea cu 13% la 24 ore si majorare in
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continuare cu 21% spre ziua a saptea (postinfarct). Valorile tisulale ale TnT inregistreaza o
crestere cu 9% 1n primele 6 ore, insotita de scaderea semnificativa egala cu 36% la 24 ore, si

elevare repetata cu 19% spre ziua VII postinfarct (fig. 4.9).
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OTnT ser p=0.646 BTnT homo p=0.003**

Figura 4.9 Variatiile troponinei T

Cresterea initiala (dupa 6 ore) denota lezarea integritatii membranei cardiomiocitului
cu iesirea in circulatie a fractiei citosolice libere, care este rapid eliminata gratie timpului scurt
de injumatatire. Totodatd prezenta in sange la 24 ore, precum si eliberarea tardiva (dupa 48
ore) postinfarct a cTnT este o reflectare a leziunii celulare ireversibile nsotitd de degradarea
miofilamentelor.

Indiscutabil, eliberarea troponinelor denota dezintegrarea aparatului contractil cauzata
de leziunea cardiomiocitelor indusa de ischemie, acidoza intracelulara si activarea enzimelor
proteolitice prezente in miocard, argumentand ipoteza lansata in 2010 de Thygesen K. [268].

Unele studii confirma ca depistarea in probele consecutive modificarii in dinamica
(>20%) ale ¢cTnT demonstreazd acuitatea leziunei miocardului si ajutad la diferentierea
infarctului miocardic acut (sau recurent) de nivelele bazale ridicate ale troponinelor [52].

S-a stabilit prezenta unei corelatii lineare intre TnT si dimensiunile scintigrafice ale
IM [17][157]. Se considera ca concentratiile serice ale troponinelor cardiace identificate in
ziua 3-4 reflectd masa miocardului pierdut [268]. Evaluarea repetata a ¢TnT circulante peste
72 ore de la debutul simptomelor este un test simplu si veridic de estimare serologicd a
dimensiunilor zonei de infarct independent de reperfuzia coronariana precoce [157].

S-a observat cd pacientii ischemici cu troponinele majorate suportd consecinte mai

nefaste, fapt ce a permis lansarea ipotezei ca valorile inalte ale troponinelor la pacientii cu
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manifestari ischemice acute pot fi atribuite bolii coronariene mai extinse, precum si perfuziei
coronare mai joase, reflectind o patologie mai severd cu risc mai Inalt de dezvoltare a
consecintelor cardiace majore pe termen scurt si lung [17][52][268].

Nivelele majorate indelungate ale troponinelor cardiace permit determinarea unui
numar mai mare de pacienti cu risc sporit de consecinte cardiace nefaste majore [72][124].
Este cert ca cresterea concentratiilor serice ale troponinelor reflectd gradul de lezare a
miocardului, insa nu indica mecanismul patobiochimic de eliberare a lor [17][72][107][268].

Valorile bazale ale troponinelor cardiace demonstreazd o asociere puternicd si
consecventd cu consecintele cardiovasculare viitoare, prezic mortalitatea pe termen scurt si
lung in SCA [188][219].

Se considera ca desi troponinele cardiace poseda specificitate si sensibilitate Tnaltd in
detectarea infarctului miocardic, totusi cresterea lor lentd duce la stabilirea intirziatd a

diagnosticului, fiind identificate doar consecintele unei ischemii indelungate [30][267].

4.3 Corelatiile sero-tisulare ale citokinelor si indicilor ischemiei/hipoxiei si leziunii
tisulare in infarct experimental

Analiza a valorilor serice si tisulare ale citokinelor in perioada preinfarct (tab. 4.2) cu
ajutorul coeficientului neparametric Spearman nu a inregistrat corelatii intre variabilele
prestabilite (IL-6 si TNFa).

Starea de infarct este caracterizatd prin tendintd spre corelatia moderatd pozitiva
identificata intre IL-6 1n ser si in homogenat (p=0.486, p (unilateral) >0.05) si o corelatie
slaba negativa pentru TNFa (p=-0.257, p (unilateral) >0.05) (tab. 4.2) (anexa 3 A, B). Ulterior
in perioada postinfarct variabilele TNFa in ser si in tesut au inregistrat o reintoarcere spre 0
corelatie slaba pozitiva (p=0.371, p (unilateral) >0.05) (tab. 4.2) (anexa 3 C).

Datele raportate sugereaza utilizarea preferentiala a citokinelor in calitate de markeri
de pronostic vs markeri de diagnostic precoce in SCA.

Markerii stresului oxidativ in perioada preinfarct au prezentat o corelatie pozitiva
moderata identificata intre nivelele serice si tisulare ale PPOA (p=0.429, p (unilateral) >0.05)
(tab. 4.4) (anexa 4 B) si NO; (p=0.486, p (unilateral) >0.05) (tab. 4.6) (anexa 5, fig. A5.1 C),
concordatd cu o corelatie puternicd pozitivd si pentru variabilele NO, (p=0.771%*, p
(unilateral) <0.05) (anexa 5, fig. A5.1A) si raportul NO, /NOs (p=0.886, p (unilateral)
<0.01**) (tab. 4.6) (anexa 5, fig. A5.2 B).

In perioada de infarct corelatia pozitivai moderati stabiliti intre valorile serice si

tisulare ale PPOA devine mai veridica (p=0.600, p (unilateral) >0.05) (tab. 4.4) (anexa 4 C),
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lar corelatia pozitiva puternica se mentine pentru variabilele NO total (p=0.714, p (unilateral)
>0.05) (tab. 4.6) (anexa 5, fig. A5.2 A) si NOs (p=0.638, p (unilateral) >0.05) (tab. 4.6),
(anexa 5, fig. A5.1 D). Concomitent si raportul NO, /NO3 1in ser si in homogenat a
inregistrat o corelatic moderata pozitiva (p=0.771* p (unilateral) <0.05) (tab. 4.6) (anexa 5,
fig. A5.2 C).

Ulterior in perioada postinfarct s-au raportat corelatiile pozitive foarte puternice intre
nivelele serice si tisulare ale AIM (p=0.829*, p (unilateral) <0.05) (tab. 4.4) (anexa 4 A), si a
raportului NO, /NO3z (p=0.899**, p (unilateral) <0.01) (tab. 4.6) (anexa 5, fig. A5.2 D). O
corelatie pozitiva puternicd S-a inregistrat intre variabilele PPOA-ser si PPOA-homogenat
(p=0.657, p (unilateral) >0.05) (tab. 4.4) (anexa 4 D) si una moderata intre valorile ale NO,
(p=0.493, p (unilateral) >0.05) (anexa 5, fig. A5.1 B).

Analiza indicilor hipoxiei tisulare cu ajutorul coeficientului Spearman (tab. 4.9) a
inregistrat in perioada preinfarct tendinta spre corelatia pozitivdi moderata intre LDH-P
(LDHs) in ser si LDH-P (LDHs) in homogenat (p=0.543, p (unilateral) >0.05) (anexa 6 B) si 0
corelatie mai puternica intre variabilele LDH-L (LDH;) serica si LDH-L (LDH;) tisulara
(p=0.657, p (unilateral) >0.05) (anexa 6 D). Intre nivelele lactatului in ser si homogenat s-a
depistat tendinta spre 0 corelatie negativa puternica (p=-0.714, p (unilateral) >0.05) (anexa 6
A).

In dinamica procesului s-a raportat existenta corelatiei negative veridice intre
variabilele LDH-L (LDH;) in ser si in tesut (p=-1.000%*%*) in starea de infarct si a unei
legaturi puternice negative intre LDH-P (LDHs) sericad si LDH-P (LDHs) tisulara (p=-0.853*,
p (unilateral) <0.05) in perioada postinfarct (tab. 4.9) (anexa 6 C, E).

Markerii integrititii tisulare (tab. 4.11). Intre nivelele DAM in ser si in homogenat s-
a inregistrat in perioada preinfarct o corelatie pozitiva puternica (p=0.714, p (unilateral)
>0.05) (anexa 7 A), modificare insotita de tendinta spre corelatia negativa moderata pentru
TnT (p=-0.429, p (unilateral) >0.05) (anexa 7 C). Rezultate similare s-au raportat si in Starea
de infarct, unde coeficientul neparametric de corelatie p Spearman pentru variabilele DAM 1in
ser si in tesut este de p=0.829, p (unilateral) <0.05 (anexa 7 B) si p=-0.543, p (unilateral)
>0.05 pentru TnT (anexa 7 D).

4.4 Concluzii
In perioada preinfarct schimbirile tisulare sunt reflectate prin tendinta de crestere a
valorilor tisulare ale AIM, metabolitilor NO (NO total, NO, si NO3 ), DAM si TnT, corelate

cu nivele serice inalte ale markerilor mentionati reprezentata prin Corelatia puternica intre
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valorile serice si tisulare ale NO, (p=0.771, p<0.05) si a raportului NO, /NO; (p=0.886,
p<0.01). Contradictoriu, valorilor ridicate de PPOA serice le corespund cele mai mici in
tesutul cardiac.

S-a observat ca activitatii sporite a LDH-P (LDHs) tisulare le corespunde o activitate
mica a LDH-L (LDHj;) si o cantitate mica de lactat in tesut. Concomitent in ser este
inregistrata activitatea redusa a LDH-P (LDHs) si valori mai mici ale lactatului. Fenomene
contrarii se depisteaza in activitatea LDH-L (LDHj). S-a determinat tendinta spre corelatie
puternicd intre nivelul lactatului in ser si homogenat (p=-0.714, p=0.05), precum si Intre
activitatea serica si tisulara a LDH-L (LDH;) (p=0.657, p=0.05).

Starea de infarct este caracterizatd prin micsorarea valorilor tisulare ale AIM,
metabolitilor NO (NO total, NOgi si NOgi), DAM si TnT insotite de cresterea nivelului PPOA
si a raportului NOzfl Nng. Modificarile mentionate sunt reflectate prin nivele serice mai mici
ale AIM, PPOA, NO total, NOz_, NOg_ si TnT; raman ridicate cantitatile serice a DAM si a
raportului NO,/NOj. Corelatie puternica se atesta intre concentratiile serice si tisulare ale
DAM (p=0.829, p<0.05) si ale raportului NO, /NO; (p=0.771, p<0.05).

Se atesta revenirea la valorile initiale In homogenat a cantitatii de lactat si o activitate
joasd a LDH-P (LDHs), fata de activitatea inalta a LDH-L (LDH,), - situatie reflectata in ser
de nivelele ridicate ale lactatului, redusa a LDH-P (LDHs) si activitatea crescuta a LDH-L
(LDH;). O corelatie foarte puternica inregistrata intre valorile LDH-L (LDH;) in ser si in
homogenatul cardiac (p=-1.000).

Procesul inflamator este reflectat prin scaderea cantitatii tisulare a TNF-a si IL-6,
insotite de cresterea TNF-a si micsorarea IL-6 Serice.

Perioada postinfarct are urmatoarele caracteristici: raman in crestere valorile tisulare
ale markerilor stresului oxidativ si leziunii tisulare, dar se evidentiaza tendinta de scadere a
cantitatii PPOA, NOs . in homogenat se mentine mai mic nivelul TnT si NO; , iar DAM,
AlIM, PPOA, NO total, NOgi si raportul NO prezinta valori mai mari comparativ cu cele ale
lotului intact. in ser se pastreza nivelele ridicate ale AIM, PPOA, DAM, se observa cresterea
evidentd a concentratiei TnT, metabolitilor NO, si micsorarea raportului NO, /NO; . Cele
inregistrate depasesc indicii caracteristici lotului intact, cu exceptia raportului NO, /NO; care
are valori mai joase. Valorile serice si tisulare ale AIM (p=0.829, p<0.05), cat si a raportului
NO, /NO; (p=0.899, p<0.01) releva o corelatie puternica, iar intre nivelele PPOA in ser si

homogenat s-a semnalat tendinta unei corelatii puternice (p=0.657, p=0.05).
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Concomitent cu cresterea activitatii LDH-L (LDHj) si reducerea activitatii LDH-P
(LDHs) se micsoreaza valorile tisulare ale lactatului. Aceste modificari sunt cauzate si de
scaderea in ser a nivelelor lactatului, majorarea activitatii LDH-P (LDHs) si a activitatii mici a
LDH-L (LDH;). Activitatea lactat dehidrogenazelor ilustreazd concentratia mai mica a
lactatului seric si in homogenat. Intre activitatea LDH-P in ser si tesut se inregistreazi o
corelatie puternica (p=-0.853, p<0.05).

Modificarile citokinelor tisulare reprezinta revenirea la nivelul initial a IL-6 si valori
ale TNF-a mai mici comparativ cu valorile lotului intact. Modificarile serice reflecta situatia
tisulara, ambele teste - TNF-a si IL-6 - au nivele comparative cu indicii de control.

Markerii biochimici identificati confirmd prezenta ischemiei si hipoxiei tisulare,
inclusiv si a raspunsului inflamator acut, care deregleaza permeabilitatea si integritatea

cardiomiocitului.
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CONCLUZII GENERALE

1. Indicii metabolismului glucidic prezinta in perioada de infarct cresterea relevanta in
comparatie cu starea precedentd a nivelelor serice ale glucozei (cu 39%) (p=0.0002***),
hemoglobinei glicate si AGE (cu 29%) (p=0.018*), insotitd de micsorarea cantitatii tisulare a
glucozei, Hb glicate si AGE.

2. Modificarile metabolismului lipidic au fost reprezentate prin micsorarea veridica in
perioada preinfarct vs animalele intacte a nivelului seric (71%) (p=0.049%*) si tisular (cu 51%)
(p=0.004**) al BLP, insotite de cresterea HDL-C in ser. In perioada de infarct se atestd
cresterea concludentd comparativ cu starea precedenta in ser a BLP (cu 42%) (p=0.049%*) si a
LDL-C (cu 60%) (p=0.011%), cu schimbari nesemnificative ale valorilor tisulare. Tendinta de
majorare a BLP serice se pastreaza si in perioada postinfarct (cu 79% fata de starea de infarct)
(p=0.049%).

3. Raspunsul inflamator este asigurat prin sporirea in perioada preinfarct a nivelelelor
IL-6 serice si prin scaderea veridicd a cantitatii de TNFa in tesut (cu 31% vs lotul intact)
(p=0.002**) in starea de infarct, cu revenire la valorile initiale in postinfarct.

4. Markerii stresului oxidativ prezinta variatii semnificative in perioada preinfarct
reprezentate prin cresterea nivelelor serice ale AIM si PPOA (cu cca 20%) (p=0.042%),
insotite de micsorarea cantitdtii de lactat in ser si miocard (cu 20%) (p=0.007*%*) cu referinta
la animalele intacte si de control. In dinamica procesului nivelele serice ale lactatului cresc in
starea de infarct, reflectind agravarea hipoxiei, iar severitatea modificarilor tisulare este
confirmatd prin diminuarea in tesut a cantitatii de DAM (cu 23% in comparatie cu starea
precedentd, p=0.036*) (biomarker ai leziunii tisulare) care coreleaza veridic cu valorile serice
(p=0.829, p (unilateral) <0.05).

5. Datele obtinute argumenteaza existenta in patobiochimia procesului a unei faze noi
premargatoare aparitiei infarctului miocardic acut — perioada de preinfarct, confirmata
experimental prin corelatiile modificarilor serice cu cele tisulare ale PPOA (p=0.429, p>0.05),
NO, (p=0.771, p<0.05), NO3_( p=0.486, p>0.05), lactat (p=-0.714, p>0.05), LDHs (p=0.543
p>0.05), DAM (p=0.714, p=0.055). Analiza testelor evaluate in ser permite constatarea
constelatiei de factori biochimici analizati in teza — AIM, PPOA, lactat — ce ar favoriza

depistarea starii de preinfarct.
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RECOMANDARI

1. Studiul efectuat confirma ca pentru aprofundarea cunoasterii patogenezei si actiunii
metabolice a unor potentiale medicamente in infarct miocardic acut este adecvat modelul
experimental pe animale mici de laborator cu utilizarea izoproterenolului in doza unica de 100
mg/kg subcutanat.

2. Rezultatele obtinute pot servi drept punct de reper pentru initierea unor cercetari
mai aprofundate, inclusiv clinice pe subiecti umani, si crearea unui algoritm bazat pe
corelatiile markerilor biochimici pentru prognozarea evolutiei bolii si optimizarea
managementului timpuriu si personalizat.

3. Extrapolarea datelor ar permite recomandarea cu scop de identificare a pacientilor
cu risc major de a dezvolta IMA in faza de preinfarct a screening-ului biochimic prin
aplicarea testelor-express de identificare a constelatiei de markeri stabiliti in studiu (AIM,
PPOA, lactat).
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ANEXE

Anexa 1. Corelatiile sero-tisulare a indicilor metabolismului glucidic
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Anexa 2. Corelatiile sero-tisulare a indicilor metabolismului lipidic
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Anexa 3. Corelatiile dintre nivelele citokinelor in ser si homogenatul cardiac
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Anexa 4. Corelatiile sero-tisulare ale indicilor stresului oxidativ
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Anexa 5. Corelatiile sero-tisulare a nivelelor metabolitilor NO
Figura AS.1 Corelatiile nivelelor NO, si NO3 in ser si homogenat
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Figura A5.2 Corelatiile sero-tisulare a variabilelor NO total si raport NO, / NO3
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Anexa 6. Valoarea corelatiilor sero-tisulare a indicilor hipoxiei tisulare
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Anexa 7. Corelatiile sero-tisulare a indicilor leziunii tisulare

Group 3: p=0.055; p=0.714 Group 4: p=0.021*; p=0.829"
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01.12.2008 — 30.11.2010

CV-ul AUTORULUI

Timercan Tatiana
Mun. Chisinau, str. Alba-lulia 89/1

(+373 22) 205420 Mobil 079771891
(serviciu)

tatiana.timercan@usmf.md

Republica Moldova
7 noiembrie 1974

Femenin

Asistentda medicala, scoala medie Vorniceni

Rezident specialitatea ,,Medicina interna”,
Facultatea de Rezidentiat si Secundariat Clinic
USMEF ,, N. Testemitanu”

Medic-internist,
sectia internare a SCM Sfantul Arhanghel Mihail”,
mun. Chisinau

Asistent universitar,
Catedra de biochimie si biochimie clinica,
USMF ,, N. Testemitanu”

Psihopedagogia invatamintului superior,
Facultatea Perfectionare a medicilor,
USMF ,N. Testemitanu”,

Cursurile de Limbi Straine,
Liceul Teoretic ,,Spiru Haret”,
mun. Chisinau
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01.11.2011 - 01.11.2015

Septembrie 2012 - iunie 2014

Septembrie 2014 - iunie 2015

23-24.06 // 01-04.07.2014

09.11.2015 - 06.07.2017

10 - 13.10.2017

Limba materna
Limbi straine cunoscute

Competente si aptitudini
organizatorice

Competente si aptitudini PC

Doctorat Specialitatea Biochimie medicala,
Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie
»N.Testemitanu”

Certificat B2 (Limba engleza),
Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie
»N.Testemitanu”

Certificat C1 (Limba engleza),
Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie
»N.Testemitanu”

“The East European Network of Excellence for Research
and Development in Chronic Diseases CHRONEX-RD”
Chronic diseases management,

USMF “Nicolae Testemitanu’’

Erasmus Mundus Action 2 MEDEA project
Universitatea Paul Sabatier, Toulouse, Franta

invé‘garea bazata pe Probleme,
USMF “Nicolae Testemitanu’’, Chisinau

romana
rusa, engleza

= Punctualitate

* Lucru in echipa
= Planificare

= Coordonare

Windows, MS Office applications: Word, Excel, Power
Point.

Informatii suplimentare

Persoana de referintd

= Olga Tagadiuc, sef Catedra de biochimie si
biochimie clinica USMF ,,N.Testemitanu”

= Leonid Lisii, profesor universitar,
Catedra de biochimie si biochimie clinica USMF
,.N.Testemitanu”
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