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REPERE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta problemei cercetate. Hipertensiunea arteriala (HTN), cea mai
frecventd maladie cardiovasculard, constituie o importantd problemd de sandtate publica,
prevalenta acesteia variind intre 5-10% in tarile subdezvoltate si 20-30% in cele industrializate, la
nivel mondial atestandu-se o afectare de cca 40% a persoanele cu varsta de peste 25 ani [1]. Studiile
epidemiologice vaste bazate pe populatie au indicat faptul ca 3 — 14% din adultii non-diabetici cu
0 varsta > 40 ani au modificari caracteristice RH, remarcandu-se o prevalenta mai inalta in grupa
de varsta 40 — 60 de ani, barbatii fiind mai predispusi de a dezvolta retinopatie, conform studiilor
din India, pe cand in cele europene se remarca 0 mai mare afectare a genului feminin [2].

Fiind supranumita "killerul silentios", HTN constituie un factor de risc pentru o serie de
patologii oculare, insd anume retinopatia hipertensivd (RH), in care vasele retiniene sufera
modificari, este cea mai des intalnita, pericolul fiind in neconstientizarea prezentei bolii, datorita
inexistentei semnelor premonitorii, simptomele de obicei dezvoltandu-se in stadiile tardive [3].

In articolele de ultima ora, cercetitorii utilizeazi si considerd RH un marker pentru o serie
de afectiuni vasculare, cat si un semn prevestitor al riscului de accident vascular cerebral, al
maladiilor cardiovasculare, microalbuminuriei, bolii cronice renale si chiar a decesului. Insa
deocamdati, evaluarea semnelor hipertensive ale retinopatiei apare doar Tn ghidurile clinice pentru
gestionarea pacientilor cu HTN [4].

RH poseda un fenotip vascular complex, astfel incluzand trei etape fiziopatologice separate,
ce creeazd un spectru larg de modificari vasculare retiniene, ce reflectd severitatea si durata
amplificarii TA. Aceste modificari se explica prin capacitatea specifica de autoreglare a vaselor
retiniene ca raspuns la modificarile TA si permite mentinerea unui flux vascular retinian stabil prin
vasoconstrictie arteriald activd. Mecanismele de autoreglare explica vasoconstrictia arteriala,
precum si specificele exsudate ,,vatoase” si hemoragiile profunde asociate cu ocluziile arteriolare
[5]. Aditional autoreglarii, a doua caracteristica a circulatiei retiniene este prezenta unei bariere
hemato-retiniene (BHR), leziunea caruia este responsabila pentru hemoragiile superficiale
retiniene, edemul retinian si exsudatele profunde (,,exsudatele uscate”) [2].

Se atesta o interrelatie intre dezvoltarea complicatiilor hipertensive microvasculare si
macrovasculare si leziunile generate de prezenta radicalilor liberi. Mai multe cai biochimice au
fost asociate cu amplificarea formarii de radicali liberi la pacientii cu HTN, care ar putea fi
considerat unul dintre mecanismele patogenice ale HTN si, probabil, din mecanismele dezvoltarii
RH [6]. Stresul oxidativ si nitrosativ a fost direct incriminat in mecanismele dezvoltarii rigiditatii
vasculare si disfunctiei endoteliale in corelatie cu hipertensiunea [7].

Astfel, este unanim recunoscut rolul stresului oxidativ (SO) si nitrosativ (SN) in dezvoltarea
HTN si a RH. In acelasi timp, numarul studiilor referitor la mecanismele prin care acest proces
este implicat in afectarea retinei raméan a fi incomplet elucidate. Rolul SO si SN Tn dezvoltarea
RH a fost demonstrat indirect prin identificarea amplificarii activitatii gamma-glutamil transferaze
si a nivelurilor de feritind in sangele pacientilor cu RH, a coreldrii modificarilor valorilor
GSH/GSSG si a LDL-Col cu dinamica vaselor retiniene la pacientii cu hipertensiune [8]. Cu toate
acestea, este Tncd controversat daca SO si SN au un efect cauzal in dezvoltarea RH sau sunt o
consecintd a leziunilor tisulare [9]. Datele existente sunt insuficiente si pentru a atribui cu
certitudine rolul diferitor factori (SO, SN, sistem antioxidant, inflamatie etc.) in lantul verigilor
patogenice ale retinopatiei hipertensive, precum si a utiliza markerii specifici in diagnosticul,
prognosticul si monitorizarea starii patologice.

Studiile antecedente ale modificarilor metabolice asociate RH si aprecierea utilitatii unor
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markeri in diagnosticul starii patologice au fost efectuate in serul sangvin al pacientilor. Totodata,
ochiul este un organ cu un anumit grad de autonomie structurala, functionalda si metabolica,
modificarile sangvine nefiind o reflectie fideld a schimbarilor oculare. Filmul lacrimal este un
lichid biologic policomponent, compozitia caruia este direct corelatd cu structurile oculare
(integritatea si functionalitatea lor) si reflectand primar modificarile fiziologice si patologice
locale. Fiind conventional accesibild, lacrima reprezintd un material biologic valoros pentru
cercetarea aparatului vizual [10]. Investigarea diferitor markeri reprezentativi in lacrima in diverse
patologii oculare ar putea fi un instrument util in diagnosticul lor datorita varietatii semnificative
si prezentei in diferite compartimente/structuri ale ochiului a multipli compusi chimici [10].

Totusi, pand 1n prezent diagnosticul RH se bazeaza preponderent pe evaluarea oftalmologica
a pacientilor. Unicitatea vaselor retiniene tine de accesibilitatea usoara pentru o examinare fizica,
insa consultul fizic depinde de dexteritatea si experienta medicului-oftalmolog si este in mare
misurd subiectiv. In acest context, markerii biochimici ar putea fi utili nu doar in intelegerea
mecanismelor patogenice RH si estimarea pe deplin a modificarilor metabolice patologice la
nivelul retinei cauzate de HTN, ci si in obiectivizarea si cuantificarea modificarilor in cadrul
diagnosticului RH si in stabilirea unei tactici de tratament corecte, personalizate, precum si in
monitorizarea eficientei tratamentului si evolutiei retinopatiei.

Urmare a celor expuse, este imperativa identificarea unor markeri obiectivi ai afectarii
oculare Tn HTN, care sa se contureze ca indici promitatori explicativi si markeri de laborator ai
dereglarilor metabolice.

Scopul cercetirii a fost studierea rolului stresului oxidativ, al sistemului antioxidant si
sistemului renind-angiotensind in patogenia retinopatiei hipertensive si identificarea unor markeri
de laborator pentru diagnosticul si monitorizarea patologiei.

Obiectivele cercetarii:

1. Studiul modificarilor indicilor SO si ai sistemului antioxidant in ser si lacrima la pacientii
cu HTN primara cu diferit grad de RH.

2. Evaluarea markerilor SRA 1in ser si lacrima la pacientii cu HTN primara cu diferit grad
de RH.

3. ldentificarea corelatiilor modificarilor biochimice cu gradul de severitate a RH

4. Stabilirea unor markeri biochimici de diagnostic precoce si prognostic al evolutiei RH.

Metodologia cercetarii stiintifice. S-a efectuat un studiu analitic, observational pe un
esantion reprezentativ de pacienti cu HTN primara cu RH fara tratament specific antihipertensiv,
divizati 1n subloturi de studiu in functie de severitatea RH, respectand toate cerintele stiintifice si
principiile etice de cercetare institutionale, nationale si internationale. In scopul realizarii
obiectivelor tezei, au fost investigate lacrima si serul sangvin pentru aprecierea indicilor metabolici
a1 SO, sistemului antioxidant si SRA si ischemiei. A fost obtinut avizul pozitiv al Comitetului de
Etica a Cercetarii al USMF , Nicolae Testemitanu” pentru realizarea studiului (proces verbal nr.
35, la nr. 34, din data de 08.02.2018).

Noutatea si originalitatea stiintificA a rezultatelor obtinute. Cercetarea a completat
cunostintele existente la ora actuala privitor la patogenia RH, fiind analizate modificarile
biochimice si reflectarea acestora in sange si lacrima. Au fost dozati markerii stresului oxidativ,
de protectie antioxidant, de afectare ischemica si a sistemului renina-angiotensina att in sange,
cat si in lacrima, cu identificarea prezentei corelatiilor sero-lacrimale ale indicilor evaluati. S-a
demonstrat faptul ca ochiul este din punct de vedere structural autonom, cu sisteme defensive
specifice, ceea ce 1i permite ulterior sa reziste efectelor SO. A fost sugerata ideea lipsei unui indice
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fiabil singular, relevant pentru toate stadiile RH, aprecierea manifestarilor clinice tinzand sa
ramana si In continuare prioritara.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele cercetérii au fost prezentate, discutate si
aprobate la mai multe foruri stiintifice nationale si internationale: Conferinta stiintifica anuala a
specialistilor din cadrul IMSP IMU “Actualitati si controverse in managementul urgentelor
medico - chirurgicale”, Chisindu, Moldova, 10 noiembrie 2017; 7th International Medical
Congress for Students and Young Doctors MedEspera, USMF “Nicolae Testemitanu”, Chisinau,
Moldova, 3-5 mai 2018; Conferinta stiintifica anuala a tinerilor specialisti din cadrul IMSP IMU
”Performante si perspective in urgentele medico-chirurgicale”, Chisinau, Moldova, 18 mai 2018;
Conferinta stiintifica anuald IMSP IMU “Actualitati si controverse in managementul urgentelor
medico-chirurgicale”, Chisindu, Moldova, 7 decembric 2018; VII Bukovinian International
Medical Congress, BIMCO 2020, Bukovinian State Medical University, Cernauti, Ucraina, 7-10
aprilie 2020. Congresul consacrat aniversarii a 75-a de la fondarea USMF , Nicolae
Testemitanu”, Chisindu, Moldova, 20 - 23 octombrie 2020; XXI International Scientific and
Practical Conference International Trends in Science and Technology, Varsovia, Polonia, 31
ianuarie 2020; 7th Lublin International Medical Congress, LIMC 2020, Medical University of
Lublin, Lublin, Polonia, 26-28 noiembrie 2020; VIII Bukovinian International Medical Congress,
BIMCO 2021, Bukovinian State Medical University, Cernauti, Ucraina, 6-9 aprilie 2021,
International Scientific Conference on Medicine 2021, University of Latvia, Riga, Letonia, 23-24
aprilie 2021; EURETINA 2021 Virtual, 9-12 septembrie 2021.

Cuvinte cheie: retinopatie hipertensiva, stres oxidativ, specii reactive ale oxigenului, sistem
antioxidant, hipoxie, sistem renind-angiotensina

1. MECANISMELE IMPLICATE TN DEZVOLTAREA RETINOPATIEI
HIPERTENSIVE

Capitolul 1 prezinta o sinteza a literaturii de specialitate, conceputa astfel incat sa reliefeze
actualitatea studiului efectuat. Tn subcapitolul 1 sunt descrise implicatiile stresului oxidativ in
patogeneza afectarii sistemului vizual, mecanismele generatoare de SRO si modificarile
patobiochimice induse de acestea, cat si mecanismele de protectie antioxidanta, cu indicii
biochimici reprezentativi. in subcapitolul 2 este demonstrati relevanta disfunctiei endoteliale si a
factorilor endoteliali si inflamatori ca efect al SO in dezvoltarea retinopatiei hipertensive, fiind
explorat rolul si consecintele implicarii sistemului renind-angiotensind in HTN si RH, cat si ale
inflamatiei in generarea de intermediari de oxigen reactiv, cu un rol crucial in patogeneza si
dezvoltarea HTN si respectiv si a RH. In subcapitolul 3 sunt expuse particularititi ale
mecanismelor biochimice Tn dezvoltarea manifestarilor clinice in RH.

2.MATERIALE SI METODE DE STUDIU A MARKERILOR BIOCHIMICI iN
RETINOPATIA HIPERTENSIVA

2.1. Metodologia cercetarii. A fost realizatd o cercetare de tip analitic, observational (de
cohortd). Studiul planificat a fost efectuat pe un esantion reprezentativ de pacienti cu HTN primara
cu RH, divizati n subloturi de studiu in functie de severitatea RH. Cercetarea a fost efectuata in
perioada anilor 2018-2020 in stricta conformitate cu Principiile Declaratiei de la Helsinki privind
studiul pe subiecti umani, acestia fiind inclusi in cercetare doar dupa semnarea acordului informat.
Protocolul cercetarii a fost avizat de catre Comitetului de Etica a Cercetarii al USMF ,,Nicolae
Testemitanu”, cu emiterea avizului favorabil sub nr.34 din data de 12.02.2018.
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Studiul a inclus 90 de pacienti hipertensivi, dintre care 38 (42.2%) barbati si 52 (57.8%)
femei. Respondentii din lotul de cercetare au fost stratificati conform gradelor de severitate a RH,
fiind utilizata clasificarea Keith-Wagner-Barker, bazata pe examinarea fundului de ochi. Grupul 1
(GI) a inclus 36 pacienti cu gradul I de RH - cu ingustare arteriolara retiniana generalizata usoara.
Varsta pacientilor a variat de la 27 pana la 73 de ani, varsta medie fiind de 52.56 + 12.20 ani.
Divizarea dupa gen a inclus: 15 barbati (42%) si 21 femei (58%). Grupul 2 (GII): 35 de pacienti
cu gradul IT a RH cu ingustare focala definitd si “nipping” arteriovenos. Varsta pacientilor a variat
de la 37 pana la 88 de ani, varsta medie fiind 63.49 + 11.23 ani. Divizarea dupa gen a inclus:
barbati 15 (43%) si 20 femei (57%). Grupul 3 (GIII): 19 pacienti cu gradul III a RH cu semne de
retinopatie de gradul II cat si a hemoragiilor retiniene si a exsudatelor vatoase. Varsta pacientilor
a variat de la 45 pana la 84 de ani, varsta medie fiind 64.63 + 13.01 ani. Divizarea dupd gen a
inclus: 8 barbati (42%) si 11 femei (58%). In studiu nu au fost inclusi pacienti cu gradul IV al RH
- cu retinopatie severa de grad III si edem papilar, din cauza asocierii cu alte patologii, care au
constituit criterii de excludere.

Prin urmare, studiul a inclus final 90 de pacienti ce s-au adresat pentru un consult de rutina
la Centrul Medical ,,0visus”, de la care au fost colectate (simultan cu manipularile clinice de
rutind) probe de sange si lacrima pentru analiza biochimica.

Criteriile de selectie/includere 1.Pacientii cu valori normale ridicate ale TA si HTN
primard si RH confirmata dupa un consult oftalmologic specific detaliat (determinarea acuitatii
vizuale, autorefracto-keratometria, perimetria, biomicroscopia segmentului anterior si a fundului
de ochi, ultrasonografia globului ocular, tonometria, pahimetria, gonioscopia, OCT a zonei
maculare si a papilei nervului optic la necesitate); 2.Varsta cuprinsa intre 27 - 88 ani; 3.Pacientii
care au semnat acordul informat; 4.Pacienti care sunt in stare sa inteleaga si sa raspunda la
intrebarile puse.

Criteriile de excludere 1.Solicitarea de a nu participa/iesi din studiu; 2.\Varsta sub 27 ani si
peste 88 ani; 3.Pacienti cu maladii cronice ce influenteaza tabloul metabolic (maladii endocrine cu
prevalenta diabet zaharat, maladii metabolice, patologii renale, patologii neurologice si alte
comorbiditati somatice severe); 4.Persoane cu boli ale sistemului vizual (traumatisme oculare si
cranio-cerebrale in antecedente, atrofiile nervului optic de diferita geneza, glaucom, retinopatie
diabetica, procese inflamatorii acute si cronice, uveite); 5.Tratament ce poate influenta
modificarile markerilor.

2.2. Pregatirea materialului biologic si metodele biochimice de investigatii

2.2.1. Colectarea probelor. Pentru analiza markerilor de interes, au fost colectate probe de
sange venos (5 ml), care ulterior coagularii au fost centrifugate timp de 7 minute la 1500
rotatii/minut. Serul a fost separat si transferat in eprubete Eppendorf si pastrat la -45°C. Proba de
lacrima a fost colectata din unghiul extern al fantei palpebrale cu ajutorul unei seringi de unica
folosinta pentru insulind, dupa o iritare usoara preventiva al unghiul extern al fantei palpebrale cu
balsam aromatic vietnamez ,,Golden Star”. Serul si lacrima au fost distribuite Tn microtuburi
Eppendorf si congelate (-40°C) pana la testarea biochimica. Toate probele au fost codificate.

2.2.2. Investigatii biochimice: au fost efectuate dupa metode adaptate de colaboratorii
Laboratorului de biochimie al USMF “Nicolae Testemitanu” pentru spectrofluorimetrul cu
microplaci Synergy H1 (Hydrid Reader) (BioTek Instruments, SUA) si spectrofotometrul Power
Wave HT (BioTek Instruments, SUA). Prin metode spectrofotometrice si imunoenzimatice au fost
evaluate in ser si lacrima indicii stresului oxidativ si sistemului antioxidant: oxidul nitric (NO)
[11], S-nitrozotioli [12], dialdehida malonica (DAM) [13], produsi proteici de oxidare avansata
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(PPOA) [14], activitatea antioxidanta totala [15], catalaza (CAT) [16], superoxid dismutaza
(SOD) [17], glutationul redus (GSH) [18], glutation peroxidaza (GPx) [19], glutation reductaza
(GR) [20], SH-grupari tiolice [21]; -ischemiei: albumina ischemic-modificata (AIM) [22]; -
sistemului renin-angiotensina: angiotensina Il (Ang Il), activitatea enzimei de conversie a
angiotensinei (ECA) — conform instructiunilor tehnice ale Kiturilor standard Human angiotensin
I, ANG-II Elisa Kit si ACE Elisa Kit ale companiei MyBioSource, Inc. (USA); -metabolismului
lipidic: trigliceridele (TAG), colesterolul total (COL total), LDL-colesterol, HDL-colesterol -
urmand instructiunilor tehnice a kiturilor standard ale companiei DAC-Spectromed (Moldova); -
proteinelor totale — conform instructiunilor tehnice a kiturilor standard ale companiei DAC-
Spectromed (Moldova).

2.3. Tehnologii informationale si procedee de analizd statisticA a rezultatelor.
Prelucrarea statistica a rezultatelor investigatiilor biochimice s-a efectuat utilizand pachetul
software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), versiunea 23.0, fiind utilizate testele
de normalitate Kolmogorov-Smirnov si Shapiro-Wilk, testul Lavene, testul non-parametric
Kruskal-Wallis, testul post-hoc pentru comparatii PostHocDunn, coeficientul de corelatic al
rangurilor (Spearman).

3.MODIFICARI BIOCHIMICE iIN EVOLUTIA RETINOPATIEI HIPERTENSIVE
Studiul a avut ca scop elucidarea impactului stresului oxidativ, al ischemiei si modificarilor
in SRA asupra evolutiei RH, efectuandu-se analiza si interpretarea modificarilor markerilor
selectati.
3.1. Modificirile indicilor stresului oxidativ in RH. Tn studiul realizat au fost consemnate
diferente statistic semnificative intre cantitatea NO determinatd in serul sangvin intre grupe odata
cu amplificarea RH (p=0.039), insa nu si in lacrima pacientilor (p=0.158) (figura 1).

110%
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| |
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Gr. | Gr.ll Gr. I
m NO (%) ser 100% 92% 89%
®NO (%) lacrima 100% 94% 90%
S-nitrozotioli (%) ser 100% 95% 96%
S-nitrozotioli (%) lacrima 100% 104% 106%

Figura 1. Modificarea cantitatii de NO si a valorilor de S-nitrozotioli in serul si lacrima
pacientilor cu diferit grad de RH

A fost atestatd o corelatie slaba intre gradul de retinopatie si nivelul de NO in ser (1s=-0.265,
p=0.012), insd nu si in lacrima (rs=-0.203, p=0.056), si nici intre valorile NO in cele 2 lichide
studiate (rs=0.070, p=0.513). Nivelul de S-nitrozotioli in grupele cercetate nu a nregistrat
modificari statistic veridice nici in ser (p=0.694), nici in lacrima (p=0.706) (figura 1). Nu a fost
determinata o corelatie intre gradul de retinopatie si nivelul de S-nitrozotioli in ser (rs=-0.049,
p=0.647) si in lacrima (rs=-0.076, p=0.475) si nici intre valorile S-nitrozotioli in cele 2 probe
studiate (rs=0.142, p = 0.181).

Cu scopul analizei efectelor nocive ale SO asupra biomoleculelor s-a determinat nivelul
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DAM — produsul final al peroxidarii lipidelor, precum si al PPOA — produsul modificarilor
oxidative ale proteinelor [23]. Valorile DAM, au relevat doar tendinte statistic neconcludente de
crestere in ser (p=0.628) si diminuare in lacrima (p=0.527) (figura 2). In ser a fost remarcata
amplificarea continua a valorilor DAM, spre deosebire de lacrima unde valorile s-au diminuat. Nu
a fost depistata vreo corelatie intre indicele biochimic studiat si gradul retinopatiei n ser (rs=-
0.102, p=0.338) si nici in lacrima (rs=-0.008, p=0.408), insa s-a evidentiat o corelatie slab pozitiva
(rs=0.277, p=0.008) intre valorile DAM din cele 2 probe de interes.
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° Gr.l  Grll Gl ° Gr.l  Grll  Gr.ll
mDAM (%) ser 100%  101%  102% mPPOA (%) ser 100%  153%  224%
0, 0,
DAM (%) 1009%  99%  98% PPOA (%) 1009  93%  93%
lacrima lacrima

Figura 2. Evolutia nivelurilor DAM in Figura 3. Modificarile PPOA in serul si
serul si lacrima pacientilor concomitent cu lacrima pacientilor in diferite grade ale RH
progresarea in grad a RH

Printre indicii de laborator care au fost analizati in contextul modificarilor oxidative ale
proteinelor induse de SO sunt produsii proteici de oxidare avansata (PPOA). Tn studiu nostru nu
au fost semnalate diferente statistic semnificative intre PPOA 1n serul sangvin (p=0.071) si in
lacrima (p=0.655) pacientilor odata cu progresarea RH (figura 3). A fost remarcatd o corelatie
pozitiva slaba intre gradul retinopatiei si nivelul de PPOA 1in ser (rs= 0.243, p=0.021), sugerand o
amplificare a SO si a deteriorarii oxidative a proteinelor concomitent cu evolutia retinopatiei, Spre
deosebire de PPOA in lacrima (rs=-0.037, p=0.731), ce ar sugera 0 posibila protectie la nivel local
capabild sa contracareze efectele SO, atestata de cresterea AAT in lacrima. Nu s-a stabilit nici o
corelatie (rs=0.035, p=0.745) ntre valorile PPOA fintre cele 2 probe de interes.

3.2 Modificarile indicilor sistemului antioxidant in RH. Valorile lacrimale ale AAT au
oferit rezultate promitatoare, fiind determinata o crestere incontestabild, semnificativa statistic a
valorilor AAT pe masurd ce RH a avansat in grad (p=0.003) (figura 4).
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Figura 4. Evolutia valorilor AAT in serul si lacrima pacientilor cu RH

Nu s-a determinat o modificare statistic semnificativa intre grupuri a valorilor AAT 1n ser,
spre deosebire de cele din lacrima, dar totusi s-a remarcat o tendinta de diminuare treptata pe
masura ce RH a progresat (p=0.182), cu cca 3% (p>0.05) (figura 5). S-a stabilit o corelatie negativa
slaba semnificativa statistic intre nivelurile AAT n lacrima si ser (rs =-0.226, p=0.032). Nu a fost
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consemnata o corelatie semnificativa intre AAT Tn ser cu gradul RH (rs=-0.164; p=0.123), in timp
ce AAT in lacrima a demonstrat o corelatie pozitiva slaba semnificativa, cu gradul RH (rs=0.357,
p=0.001). E de mentionat corelatia semnificativa statistic, moderata a AAT in lacrima cu
antioxidantii individuali precum SOD (rs=-0.446, p=0.000) si catalaza lacrimale (rs= 0.365,
p=0.000), care posibil explica augmentarea AAT in lacrima la pacientii cu RH.

Activitatea in lacrima a SOD a fost statistic semnificativ mai mica decat in ser in toate
grupurile studiate cu 25%. O corelatie pozitiva slaba semnificativa a fost atestatd intre nivelurile
SOD lacrimale si serice (rs=0.336, p=0.001). S-a stabilit o diferenta semnificativa statistic a SOD
in ser (p=0.035) si lacrima (p=0.027) intre grupuri, valorile diminuandu-se in ambele cazuri pe
misurd ce RH a progresat (Tabel 1). Tn ambele fluide cercetate, activitatea SOD a prezentat o
corelatie semnificativa, slaba, negativa cu gradul RH (rs=-0.246, p=0.019 in ser; rs=-0.284,
p=0.007 1n lacrima).

Activitatea catalazei in lacrima a fost statistic semnificativ mai mica decat in ser cu 30% in
toate grupurile studiate (p=0.033). Nu au existat diferente in nivelul catalazei in ser (p>0.05) intre
grupuri. S-a observat o tendinta de crestere a activitatii catalazei in serul pacientilor pe masura ce
RH a progresat. Activitatea catalazei in ser nu a aratat o corelatie cu gradul RH (rs=0.143;
p=0.177). Nu s-au identificat corelatii intre nivelurile serice si lacrimale ale catalazei (rs=0.125,
p=0.239), n timp ce activitatea catalazei lacrimale a aratat o corelatie slaba semnificativa, pozitiva
cu gradul RH (rs=0.261, p=0.013). Rezultatele obtinute au prezentat o activitate antioxidanta
diminuata a SOD si una amplificata a catalazei, care ar putea fi interpretata drept un mecanism de
rezistentd celulara impotriva unui SO exacerbat. Eventual, scaderea activitatii SOD, stabilitd n
cercetare, a conditionat cresterea productiei de Oz si ulterior a peroxidului de hidrogen. Ca
urmare, necesitatea de detoxifiere a H202 a indus cresterea activitatii catalazei. In aceasta ordine
de idei, am putea stipula ca a fost demonstrat impactul SO asupra dezvoltarii RH.

Tabelul 1. Nivelurile SOD si catalazei in ser si lacrima raportate la evolutia RH

SOD/Me (LQ, UQ) Catalaza/Me (LQ, UQ)

K\;’\;Jasllfiizl— ser (u/mL) lacrima (u/mL) ser (UM/L) lacrima (uM/L)

p=0.035 p=0.027 p=0.362 p=0.033

1467.37 1123.89 32.20 22.07

Gl (1343.54, 1530.62) (974.55, 1193.58) (27.25, 38.55) (15.35, 25.75)
100% 100% 100% 100%
1451.40 1057.52 33.03 24.77

Gl (1315.58, 1515.31) (933.63, 1163.72) (29.58, 40.39) (21.47, 28.08)
99% 94% 103% 112%
1352.86 942.48 34.23 26.13

Gl (1212.92, 1431.29) (898.23, 1121.24) (29.43, 44.59) (20.57, 27.63)
92% 84% 106% 118%

Nota: Me — mediana; LQ — quartila de jos; UP — quartila de sus;

Pentru a examina una din verigile cardinale ale sistemului de aparare antioxidanta - sistemul
glutationului, la pacientii cu retinopatie hipertensiva, a fost evaluatd concentratia glutationului
redus (GSH) si activitatile principalelor enzime implicate in metabolismul glutationului - glutation
peroxidaza (GPx) si glutation reductaza (GR). Valorile lacrimale ale celor trei markeri cercetati au
prezentat cresteri corelate cu avansarea gradului RH.

O tendinta de fluctuatie nesemnificativa statistic a nivelurilor de glutation redus (GSH) intre
grupuri (p=0.357) a fost observata in lacrima. Valorile identificate pentru Gl — 153.36 pM/L, IQR
92.97, GII - 153.36 uM/L, IQR 62.15 si respectiv GIII — 153.36 pM/L, IQR 123.62 [24].
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In lacrima, valorile GPx au fost 289.75 nM/s-L, IQR 93.38 in grupul I, 308.55 nM/s-L, IQR 146.16
(+6%, p=0.182) in grupul II si 357.27 nM/s-L, IQR 129.92 (+17%, p=0.077) in al 1lI-lea grup de
pacienti cu RH. S-a observat o diferenta semnificativa statistic intre grupul I - 289.75 nM/s-L, IQR
93.38 51 I - 357.27 nM/s-L, IQR 129.92 (p=0.004). Mai mult, a fost atestata o fluctuatie veridica
a nivelurilor GPx intre grupuri in lacrima (p=0.015) pe masura ce RH a progresat (figura 5).
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Figura 5. Dinamica activititii GPX si GR in ser si lacrima raportate la stadiul RH

Activitatea GR a prezentat diferente semnificative statistic intre grupuri, asemanatoare
modificarilor GPX, atestandu-se o amplificare a valorilor in esantionul lacrimal (p=0.032) odata
cu avansarea RH, in GII in comparatie cu GI +12%, p=0.492) si in GIII comparativ cu GII (+25%,
p=0.009). 1n plus, s-a observat o modificare concludenta intre GIII si GI, p=0.045 (figura 7). In
ser, valorile continutului de GSH si ale activitatii GPx nu s-au modificat cardinal intre grupuri,
spre deosebire de activitatea GR a carei valoare a fost micsorata esential (p=0.010).

Modificari statistic nesemnificative ale activitatii GPx in ser (p=0.223) au fost atestate in
timpul evolutiei gradului retinopatiei. Nivelul seric al GPx in Gll a crescut comparativ cu Gl +7%,
p>0.05), a scazut in GIII comparativ cu GII (-18%, p>0.05) (figura 5). Spre deosebire de GSH si
GPx, activitatea GR serica a prezentat o dinamica diferitd, de scadere, statistic semnificativa intre
grupuri (p=0.010). In comparatii de grup, nivelul seric de GR in GII a scizut comparativ cu GI -
8%, p=0.345 si continud sa se micsoreze In GIII -18%, p = 0.027. O modificare semnificativa
statistic a fost observata in GIII comparativ cu Gl - p=0.003.

S-a stabilit o corelatie negativa semnificativa slaba intre nivelurile GSH lacrimale si serice
(rs=-0.361, p=0.000), Tn timp ce nici o corelatie nu exista intre activitatile GPx (rs=-0.170, p=0.109)
si GR (1s=-0.039, p=0.714) in lacrima si ser. Analiza asocierilor fezabile ale modificarilor nivelului
GSH cu activitatea enzimelor, care consuma GSH ca cofactor pentru detoxifiere si activitate
antioxidanta a identificat corelatii pozitive medii semnificative intre urmatorii markeri: GPX si GR
in lacrima (rs=0.417, p=0.000) si GSH si GPx seric (rs=0.409, p=0.000). In ambele fluide cercetate,
nivelul GSH nu a corelat cu gradul RH (rs=-0.008, p=0.941 in ser; rs=0.039, p=0.716 in lacrima).
Activitatea GPx in ser nu a demonstrat o corelatie cu gradul RH (rs=-0.053; p=0.621), in timp ce
GPx in lacrima a avut o corelatie pozitiva slaba semnificativa cu gradul RH (rs=0.299, p=0.004).
In ambele fluide cercetate, activitatea GR a prezentat o corelatie semnificativa slaba si pozitiva cu
gradul RH (rs=0.297, p=0.004 in ser/rs=0.252, p=0.017 in lacrima).

Continutul de grupari tiolice ale proteinelor S-au remarcat si ele printr-o distributie
nesemnificativa statistic atdt in lacrima (p=0.877), cat si in ser (p=0.640). S-a constatat ca
cantitatea gruparilor tiolice ale proteinelor in ser, in Gl a crescut comparativ cu Gl +12%, p>0.05,
urmati de o diminuare a valorilor la pacientii din GIII comparativ cu Gll -8%, p>0.05. In proba
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de lacrima, continutul de grupari tiolice ale proteinelor au fost 157.72 uM/g-prot (IQR 45.83) in
grupul 1, 150.98 puM/g-prot (IQR 32.35) in grupul II si 150.98 uM/g-prot (IQR 32.35) in al IlI-lea
grup de pacienti cu RH. Nu s-au identificat corelatii sero-lacrimale pentru continutul de grupari
tiolice ale proteinelor (rs=0.162, p=0.128) si nici a fiecarei dintre mostre cu gradul RH (rs=-0.040,
p=0.709 pentru lacrima, rs=0.039, p=0.718 pentru ser).

3.3 Modificarile indicilor ischemiei in RH. RH se caracterizeaza prin afectarea progresiva
a vaselor retiniene, care poate fi asociatd cu ischemia tesutului. AIM este un marker specific al
afectarii ischemice. AIM s-a remarcat prin valori diferite, statistic semnificative in serul sangvin
(p=0.006), al pacientilor in timpul evolutiei RH. Tn comparatii de grup, nivelul AIM seric in GII
nu s-a deosebit comparativ cu Gl (+3%, p=0.378), dar a crescut la pacientii GIII comparativ cu
Gll (+17%, p=0.016). Nu au existat diferente in continutul AIM in probele de lacrima (p=0.160)
intre grupuri. Nu s-au identificat corelatii sero-lacrimale pentru AIM (rs=-0.159, p=0.134), in timp
ce AIM serica a prezentat o corelatie pozitiva moderata semnificativa, cu gradul RH (rs=0.307,
p=0.003). Prezenta nivelurilor amplificate de AIM serice in RH si corelatia cu severitatea
retinopatiei sugereaza ca ischemia subsecventa dereglarilor microcirculatorii pe fundal de SO si
dislipidemie, poate fi incriminata in mecanismul dezvoltarii acesteia.

3.4 Modificarile indicilor SRA in evolutia RH. S-a evidentiat 0 crestere semnificativa
statistic a nivelurilor serice de Ang Il in acelasi timp cu avansarea in grad a RH (p=0.039). Un
tablou invers, exprimat prin diminuarea statistic semnificativa a valorilor Ang II in grupuri, se
observa in lacrimi (p=0.035). In comparatii de grup, nivelul seric al Ang Il in GII creste in
comparatie cu GI (+42%, p=0.264) cat si in GIII in comparatie cu GII (+18%, p=0.153) (figura 6).
O diferenta statistic semnificativa s-a remarcat intre GI si GlII cu p=0.011. In lacrimi se
evidentiaza o micsorare graduala a valorilor, cu evidentierea diminuarii statistic semnificative de
-26% intre GI si GII, cu p=0.022 si intre GI si GIII de — 26% cu p=0.028 (figura 6).
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Figura 6. Dinamica valorilor Ang II si ECA in ser si lacrimi la pacientii cu diferit grad de RH

S-au identificat corelatii sero-lacrimale negative, de putere slaba, statistic semnificative ale
Ang Il (rs=-0.323, p=0.045). Mai mult, nivelurile Ang Il atat in ser, cat si in lacrima au demonstrat
o corelatiec medie semnificativa statistic cu gradul RH, in ser fiind pozitiva — rs=0.413, p=0.009, n
timp ce in lacrima negativa - rs=-0.357, p=0.026. Concomitent s-a evidentiat si 0 majorare
semnificativa statistic a nivelurilor serice de ECA (p=0.032) si nesemnificativa in lacrima
(p=0.536). In comparatii de grup, nivelul seric al ECA n Gl creste in comparatie cu GI (+66%,
p=0.009), mentinandu-se la acelasi nivel in GIII, p=0.242) (figura 6). In lacrimi se evidentiazi o
fluctuatie statistic neveridica a valorilor incepand cu o amplificare de +5% in GII comparativ cu
Gl, p>0.05 si revenire ulterioara la valorile initiale in GIII (figura 6). Nivelul ECA atét in ser, cat
si in lacrimd nu a demonstrat prezenta unei corelatie semnificativa statistic cu gradul RH. S-a
evidentiat si o crestere semnificativa statistic a nivelurilor serice de Ang II in acelasi timp cu
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avansarea in grad a RH (p=0.039). Nivelul seric al Ang Il in Gll a crescut in comparatie cu GI cu
+42%, iar in GIII in comparatie cu GII cu +18%. Mai mult, nivelurile Ang II atat in ser, cat si in
lacrima au demonstrat o corelatie medie semnificativa statistic cu gradul RH, in ser fiind pozitiva
—1s=0.413, p=0.009, in timp ce in lacrima negativa - rs=-0.357, p=0.026. Prin urmare, cresterea
statistic semnificativd a nivelului Ang II 1n ser la pacientii cu RH si corelarea acesteia cu
severitatea retinopatiei, confirma participarea activa a SRA in dezvoltarea RH.

3.5 Modificirile indicilor metabolismului lipidic in progresarea RH. O imagine
completa a modificarilor statutului lipidic Tn probele de ser ale pacientilor hipertensivi cu grad

diferit de retinopatie sunt prezentate in figura 7.
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Figura 7. Modificarile nivelurilor serice ale lipidelor si a indicelui aterogen al plasmei la
pacientii cu grad diferit de RH
Nota: TAG — triglicerid; LDL-Col — LDL-colesterol; HDL-Col — HDL - colesterol; IA — indicele
aterogenic;

Nu au fost atestate modificari ale nivelurilor serice de TAG intre grupuri in timp cu
progresarea RH n grad (p=0.061). in comparatii pereche, nivelul TAG in GlI tinde si creasca in
comparatie cu GI (2.03 (IQR 0.18) mM/L fata de 2.07 (IQR 0.15) mM/L) si in GIII in comparatie
cu Gll (2.10 (IQR 0.25) mM/L vs. 2.07 (IQR 0.15) mM/L). Nivelurile TAG au demonstrat o
corelatie slaba pozitiva semnificativa statistic cu gradul RH (rs=0.249, p=0.018). A fost atestata o
crestere semnificativa statistic a nivelului seric de colesterol total intre grupuri, pe masura ce RH
a avansat (p=0.017). In comparatii de grup, nivelurile totale de colesterol din GII si GIII au fost
semnificativ mai mari comparativ cu GI: 5.63 (IQR 0,69) mM/L fata de 5.49 (IQR 0.51) mM/L,
p=0.05 si respectiv 5.76 (IQR 0.82) mM/L fata de 5.49 (IQR 0.51), p=0.04 (figura 7).

Nivelul total de colesterol a demonstrat o corelatie pozitivd, semnificativd statistic
(p=0.005), slaba (rs=0.292) cu gradul RH. Valorile LDL-Col seric au demonstrat o corelare
nesemnificativa cu gradul RH (rs=0.129, p=0.225), pe cand cele ale HDL-Col nu au fost corelate
cu gradul patologiei (rs=0.084, p=0.429). Nici unul din acesti markeri ai metabolismului
lipoproteinelor nu s-au modificat statistic concludent intre grupuri (LDL-Col — p=0.302, HDL-Col
— p=0.153). Continutul de LDL-Col a manifestat o tendintd neglijabila de crestere cu cca 6%
(G1=2.94 (IQR 0.55) mM/L; GI1=3.09 (IQR 0.37) mM/L; GI11=3.13 (IQR 1.16) mMY/L), iar cel al
HDL-Col a fluctuat neinsemnat odatd cu avansarea RH (G1=1.24 (IQR 0.28) mM/L; GII=1.18
(IQR 0.20) mM/L; GIII=1.30 (IQR 0.36) mM/L) (figura 7). Rezultatele studiilor sugereaza
implicarea tulburarilor metabolismului lipidic in dezvoltarea RH, prin disfunctie endoteliala si
afectarea barierei sanguine retiniene, ce vor favoriza lipidele serice si exsudarea lipoproteinelor.

3.6 Analiza corelatiilor. Analizand modificarile ce au avut loc n ser si In lacrima in timpul
evolutiei RH 1n grad, au fost atestate putine corelatii sero-lacrimale, toate fiind de putere slaba
(tabelul 2).

Tabelul 2. Corelatii sero-lacrimale ale indicilor biochimici la pacientii cu RH
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Indice Coeficientul de corelatie rs Veridicitate p
DAM rs= 0.277 p =0.008
AAT rs=-0.226 p =0.032
SOD rs = 0.336 p =0.001
GSH rs =-0.361 p = 0.000
Ang Il rs =-0.323 p = 0.045

Ochiul este un organ 1nalt specializat cu structura relativ autonoma ce este caracterizat prin
prezenta barierelor hemato-retiniand si sange-umoare apoasd, particularititi de dinamicd a
fluidelor si a proceselor metabolice, precum si de conditiile de functionare specifice determinate
de contactul direct cu mediul ambiant. Astfel, este posibil ca autonomia structurala determina lipsa
corelatiilor sero-lacrimale, iar prezenta barierelor anterior mentionate asigurd intretinerea unor
medii biochimic diferite, pentru a asigura functionarea optima a sectiunilor individuale ale
ochiului. Un factor contribuitor probabil ar fi si dereglarile vasculare specifice retinopatiei, ce pot
fi explicate prin capacitatea specifica de autoreglare a vaselor retiniene ca raspuns la modificarile
TA, asigurand in final pastrarea unui flux vascular retinian stabil prin vasoconstrictie arteriala
activa [7]. Aditional vasoconstrictiei, leziunea barierelor locale poate fi responsabild nu doar de
aparitia hemoragiilor superficiale retiniene, edemul retinian si exsudatele profunde (,,exsudatele
uscate”), ci si de dereglarile schimbului de substante intre structurile oculare si sange. O consecinta
a acestui fenomen poate fi probabil si lipsa corelarilor intre modificarile indicilor la nivel local
(lacrimd) cu modificarile sistemice (sange) [2].

O alta ipoteza ar fi cd modificarile locale au o pondere mai micd in modificarile la nivel
general atat datoritd particularitatilor structural-metabolice relevate anterior, cat si datorita
dimensiunilor relativ mici ale organului vizual. Ar fi de mentionat si faptul ca nivelul parametrilor
in ser ar putea fi conditionat si de prezenta altor factori sistemici.

Corelatiile sero-lacrimale analizate ar putea fi discutabile. Insd, nu este posibilitatea de a
compara rezultatele obtinute cu rezultatele altor cercetatori, datoritd insuficientei altor studii cu
referire la RH, si lipsa unor cercetari de analiza a markerilor cu caracter predictiv, sau explicativ
si nici a corelatiilor posibile sero-lacrimale. Un studiu mai amplu cu utilizarea unui lot mai mare
de pacienti ar putea elucida intrebarile aparute.

Analiza datelor obtinute ne-a demonstrat ca nivelurile markerilor cercetati in serul si lacrima
pacientilor nu intotdeauna ar fi un predictor independent al severitdtii RH, fapt sustinut prin
corelatii slabe intre valorile markerilor si gradul RH (tabelul 3).

Desi cercetat mai putin in retinopatie, existd dovezi convingatoare ca un SRA local existd in
retind, iar Ang Il influenteaza disfunctia vasculara si inflamatia. SRA este un sistem de reglare cu
o duratd lunga, care asigura o actiune modulatoare asupra structurii §i functiilor organelor si
tesuturilor, fapt confirmat si in studiul prezent cu referire la sistemul vizual. In RH s-a identificat
o crestere a nivelurilor serice de Ang II si diminuarea valorilor indicelui in lacrima in acelasi timp
cu avansarea in grad a RH, modificarile fiind statistic semnificative atat in ser (p=0.039) cét si
lacrima (p=0.035). Nivelurile lacrimale si serice ale Ang II au manifestat o legatura corelativa
negativa, semnificativa statistic (rs=- 0.323, p=0.045). De asemenea, valorile Ang Il au fost veridic
corelate cu gradul RH atat in lacrima (rs=-0.357, p=0.026), cat si in ser (1s=0.413, p=0.009), puterea
asocierii fiind slaba, dar mai importanta comparativ cu celelalte corelatii identificate. Merita a fi
evidentiate si corelatiile intre markerii SRA: Ang II s ECA, in ser si lacrima.

Tabelul 3. Corelatiile indicilor biochimici in ser si lacrima cu gradul RH
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Ser Lacrima
Indice Coef|C|en-t Veridicitate Indice Coef|C|en-t Veridicitate
de corelatie de corelatie

NO rs=- 0.265 p=0.012 AAT rs = 0.357 p =0.001
PPOA rs=0.243 p =0.021 SOD rs=-0.284 p = 0.007
SOD rs=- 0.246 p=0.019 CAT rs = 0.261 p=0.013

GR rs = 0.297 p = 0.004 GPx rs = 0.299 p =0.004
AIM rs = 0.307 p =0.003 GR rs = 0.252 p =0.017
Ang Il rs = 0.413 p =0.009 Ang Il rs = -0.357 p =0.026
TAG rs = 0.249 p=0.018

Col rs = 0.292 p = 0.005

Au fost identificate corelatiile pozitiva a activitdtii ECA serice cu nivelul seric al Ang II
(rs=0.356, p=0.026) si negativa cu Ang II lacrimala (rs=-0.509, p=0.001). Depistarea legaturilor
corelationale confirma implicarea SRA in patogenia RH. ECA joaca un rol de baza in functionarea
sistemului, posedand capacitatea de a transforma Ang | in Ang Il — un puternic vasoconstrictor,
care amplifica TA si in acelasi timp, dezintegreaza bradikinina cu proprietdti opuse. Datorita
faptului ca receptorii Ang 11 au fost localizati in vasele sangvine retiniene, un rol al SRA in reglarea
tonusului vascular retinian este plauzibil, aarteriolele raspunzand la Ang II cu vasoconstrictie.
Studii aditionale sunt necesare pentru aprecierea exhaustiva a particularitatilor modificarilor SRA
ocular si a rolului lor in RH.

Practic toti markerii sistemului antioxidant in lacrima (AAT, SOD, CAT, GPx, GR)
coreleaza cu gradul RH. Corelatiile indicilor sistemului antioxidant sunt toate pozitive (AAT -
rs=0.357, p=0.001, CAT - rs=0.261, p=0.013; GPx - rs=0.299, p=0.004 si GR - rs=0.252, p=0.017),
cu exceptia SOD (rs=- 0.284, p=0.007). Prin urmare, in RH protectia initiala fatd de SRO
(neutralizarea Oz~ de catre SOD) este diminuatd, iar ulterior compensator cresc activitatile
enzimelor (CAT, GPx, GR) ce atenueaza efectele compusilor formati subsecvent — H202, peroxizi
lipidici, etc. Per total, modificarile corelate ale activitatii enzimelor antioxidante asigura o crestere
continud, semnificativa statistic a valorilor AAT pe masurd ce RH a avansat in grad (p=0.003), ce
st a determinat un grad sporit de protectie antioxidanta locald comparativ cu nivelul sistemic.

In ser s-a atestat o modificare corelati a activitatii SOD si CAT (rs=0.390, p=0.000), ce
asigurd protectie primara de O2z". si H202 in SO, precum si a activitatii SOD si GPx (rs =0.438,
p=0.000) si activitatii SOD cu continutul de GSH (rs=0.395, p=0.000) ce asigurd eliminarea
peroxizilor organici — produsi secundari ai SO. Astfel organismul asigura o protectie echilibrata in
unison de catre componenta enzimaticd a SAO a organismului de efectele HTN.

La nivel lacrimal au fost stabilite mai putine corelatii intre elementele SAO, AAT fiind
corelatd negativ moderat cu activitatea SOD (rs=-0.446, p=0.000) si pozitiv moderat cu continutul
de GSH (rs=0.405, p=0.000). Numarul redus de corelatii la nivel lacrimal nu permite a face
concluzii privind coordonarea raspunsului AO la nivelul lacrimii spre deosebire de raspunsul
sistemic reflectat de corelatiile serice.

Totodata in lacrimd s-a constat o legatura intre functionalitatea sistemelor AO si RA,
reflectate de corelatii medii negative a Ang II cu AAT (rs=- 0.611, p=0.000) si continutul de GSH
(rs=- 0.447, p=0.004) si pozitiva cu activitatea SOD (rs=0.493, p=0.001). Aditional, analiza
asocierilor fezabile ale modificarilor nivelului GSH cu activitatea enzimelor, care consuma GSH
ca cofactor pentru detoxifiere si activitate antioxidanta, a identificat corelatii pozitive medii
semnificative intre urmatorii markeri: GPX si GR n lacrima (rs=0.417, p=0.000) si GSH seric si
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GPx seric (rs=0.409, p=0.000). Luand in considerare toate dovezile experimentale, se presupune
ca SO si perturbdrile metabolismului glutationului, sunt imperativ legate de patogeneza RH.

A fost identificatd si corelarea markerilor SO cu indicii statutului lipidic si a ultimilor intre
ei 1n ser. Continutul de DAM a fost corelat direct, cu putere medie cu nivelul TAG (rs=0.464,
p=0.000), valorile carora au crescut progresiv odatd cu majorarea severitatii RH. Consideram ca
fenomenele atestate ar putea fi o proba suplimentara a impactului dislipidemiei Tn propagarea SO
in HTN si dezvoltarea complicatiei ei — a RH.

Aditional, lipsa unui numar mai mare de corelatii ar putea fi explicata si de numarul relativ
limitat de pacienti, extinderea studiului putand elucida unele incertitudini. O altd optiune ar
necesita cresterea si diversificarea numarului de markeri reprezentativi, precum izoprostanii,
hidroxiperoxizii lipidici, tioredoxinele, glutaredoxinele, VEGF etc., ce ar putea fi mult mai fiabili
n explicarea patobiochimiei RH.

4. SINTEZA REZULTATELOR STUDIULUI

Modificarile serice si lacrimale obtinute in cercetare ne permit deducerea unor ipoteze
privitor la impactul SO si SRA, rolul defensiv al sistemului antioxidant, precum si evolutia
acestora in cadrul celor 3 grade ale RH, cat si conturarea unor indici de laborator ai patologiei
cercetate.

Tn ser, s-a constatat initial in gradul II al RH, incercarea de a mentine statutul relativ
compensat clinic prin fluctuatia logica a valorilor markerilor de interes, fie prin amplificarea fie
prin diminuarea acestora (tabelul 4).

Tabelul 4. Evolutia indicilor cercetati in ser (%) raportati la avansarea gradului de RH

Gradul retinopatiei Veridicitatea p
Gl | Gl Gll
Indicii stresului oxidativ
1. NO 100% 92% 89% p=0.039
2. S-nitrozotiolii 100% 95% 96% p=0.694
3. DAM 100% 101% 102% p=0.628
4. PPOA 100% 153% 224% p=0.071
Modificarile indicilor ischemiei
5. AIM 100% 103% 120% p=0.006
Activitatea SAO
6. AAT 100% 99% 97% p=0.182
7. SOD 100% 99% 92% p=0.035
8. CAT 100% 103% 106% p>0.05
9. GSH 100% 102% 97% p=0.010
10. GPX 100% 107% 90% p=0.223
11. GR 100% 92% 74% p=0.010
12. gr.-SH 100% 112% 104% p=0.640
Modificarile SRA
13. Ang Il 100% 142% 160% p=0.039
14. ECA 100% 166% 162% p=0.032
Modificarile in metabolismul lipidic
15. TAG 100% 102% 104% p=0.061
16. Col 100% 103% 105% p=0.017
17. LDL-Col 100% 105% 106% p=0.302
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| 18 HDL-Col | 100 |  95% | 105% | p=0153 |

In studiul nostru, a fost identificata diminuarea NO cu 8% in gr. II al RH, explicata cel mai
probabil prin faptul cd NOe, 1n calitate de mesager secund interactioneaza cu anionul superoxid
formand peroxinitritul (ONOO-), fiind factor determinat in inducerea SO. Disfunctia endoteliala,

.....

pentru dezvoltarea HTN, cat si pentru cea a RH si poate reprezenta o legaturd majora intre
afectiuni. Intelegerea rolului NO in reglarea TA poate avea implicatii pentru imbunititirea
tratamentului si reducerea riscului pentru dezvoltarea morbiditatilor [25]. Ulterior, am emis ipoteza
ca scaderea concentratiei circulante a S-nitrosotiolilor in HTN in gradul II al bolii cu 5% rezulta
n leziuni endoteliale si afecteaza biosinteza de NO. Aceste modificari pot contribui la dezvoltarea
leziunilor specifice vasculare la nivelul retinei in RH. Cresterea usoara a concentratiei de DAM 1in
ser ne indica o intensificare a peroxidarii lipidice si prin urmare faptul ca tesuturile au fost expuse
SO, iar transformadrile structurale patologice ale proteinelor, cu formarea PPOA, atesta actiunea
SRO asupra lor. Astfel, amplificarea deteriorarii oxidative a proteinelor in gr.Il cu 153%, care
este stimulata in conditii de SO, vine 1n tandem cu cresterea usoara a valorilor produsilor clasici
ai oxidarii peroxidice a lipidelor (DAM +1%), aceste rezultate confirmand faptul cd proteinele
sunt mai susceptibile comparativ cu lipidele 1n conditiile de HTN si afectare retiniana.

Pentru a contracara efectele SO, corpul uman utilizeazd o diversitate de mecanisme
antioxidante, care includ si glutationul. In studiul nostru, prezenta unui dezechilibru pe moment
compensat in sistemul antioxidant este sustinut de valorile relativ nemodificate Tn ser ale
markerilor precum AAT si GSH. Insd conform rezultatelor obtinute se observa un dezechilibru
enzimatic in gr. II al RH, exprimat prin diminuarea activitatii SOD (8%) si cresterea activitatii
CAT (6%), precum si prin amplificarea valorilor GPx 1n ser cu 7% si reducerea valorilor GR cu
8% (tabelul 4).

Posibil mentinerea la nivel normal a AAT este determinatd de modificarile coordonate a
compusilor cheie ai sistemului AO. Astfel, diminuarea activitatii SOD este constrabalansata de
cresterea activitatii CAT. Prin urmare, evolutia diversitatii enzimatice: SOD, catalaza si
peroxidaza cu scopul elimindrii intermediarilor reactivi, sugereaza cd o proportie semnificativa de
O2 este redusa pe aceasta cale. Cercetarile din ultimul deceniu au ardtat cia HTN este asociata cu o
serie de perturbari in metabolismul glutationului, fenomenul fiind constat si de studiul actual.

Este de notat si majorarea gruparilor -SH cu 12% in gr Il a RH. Augmentarea nivelului de
grupadri tiolice la pacientii din studiu ar putea fi un mecanism compensator de contracararea SO si
efectelor sale nocive, precum si de mentinere a integritatii structurale si functionale a elementelor
celulare si celulel integre.

Cunoastem ca implicarea SRA in RH pledeaza in favoarea majoritatii ipotezelor de elucidare
a patogeniei RH, in special cea ischemica si de participare a SO. Desi initial adaptative,
modificarile care insotesc HTN si eventual RH, si anume disfunctia endoteliald, vasoconstrictia,
in cele din urma pot deveni inadaptative si pot duce la progresia RH. Observam in gradul II o
amplificare a nivelului Ang II cu 42% si a activitatit ECA cu 66%, modificare care este asociata
cu micgorarea cu -8% a continutului de NO (tabelul 4). Totodatd, Ang II diminueaza
biodisponibilitatea NO prin promovarea SO.

Leziunile in gradul III al RH devin mai marcate. Astfel, in gradul I1I al RH este mai evidenta
diminuarea SOD (-8%), la pacientii din studiul actual. Prin urmare, acest declin sugereaza un
deficit in mecanismele de apdrare antioxidante, care ulterior ar afecta capacitatea pacientilor
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hipertensivi de a elimina anionul superoxid circulant si ar determina o crestere a leziunilor
vasculare, induse de SRO.

Pe de alta parte, expresia crescuta a catalazei a fost determinatd in HTN, un polimorfism in
regiunea promotor a catalazei fiind asociat cu nivelul ridicat de TA. Tn studiul nostru, in GIII se
observa o majorare de +6% a catalazei, care posibil compenseaza capacitatea redusa a SOD de
neutralizare a O2™si cresterea subsecventa a cantitatii de H.O» [26].

Mai mult, din cite se cunoaste, studiul nostru a subliniat pentru prima datd scaderea
nivelurilor de SOD seric si lacrimal si cresterea nivelurilor de catalaza serica si lacrimala in RH.
De asemenea s-a subliniat ca la pacientii hipertensivi cu RH, in ambele fluide cercetate, activitatea
SOD a aratat o corelatie slaba semnificativa, negativa cu gradul RH (rs=- 0.246, p=0.019 in ser /
rs=-0.284, p=0.007 in lacrimd). A fost atestatd si o corelatie pozitiva slaba semnificativa intre
nivelurile SOD serice si lacrimale (rs=0.336, p=0.001). Cu toate acestea, chiar dacd nu s-a
identificat nicio corelatie cu catalaza serica, catalaza lacrimala a prezentat o asociere slaba
semnificativa, pozitiva cu gradul RH (rs=0.261, p=0.013).

Cercetarea noastra reliefeaza faptul ca progresarea HTN si respectiv a RH, induce pe langa
deteriorarea vaselor si modificari metabolice caracterizate prin majorarea cantititii markerului
biochimic indicator al ischemiei tisulare, precum este AIM, in ser. Acest fapt se remarca cu
predilectie in gradul III a RH. In SO formarea AIM este determinati de expunerea la radicalii
liberi, ca urmare a modificarilor care apar in reteaua microvasculara, inclusiv in cea retiniana.
Astfel s-au determinat rezultate statistic semnificative in ser cu cresterea in gradul Il a RH a valorii
cu 20%, p=0.006. In gr. I1l a RH se aprofundeazi si disfunctia vascular, vizibili fiind diminuarea
Ang II cu inca 18%.

Astfel, amplificarea SO este in continuarea sustinutd de diminuarea cu incd 3% a NO in
gr.IIl. Totodata cresterea nivelurilor de PPOA cu 124% comparativ cu gr.I al RH ne indicé ca
proteinele sunt expuse unei agresiuni extreme cu o posibild deteriorare a enzimelor, inclusiv si a
celor studiate. Astfel fiind explicata diminuarea activitatii enzimatice.

Ulterior se aprofundeazad dezechilibrul in sistemul antioxidant, care in mare masura ramane
totusi compensat, fapt demonstrat prin valorile AAT relativ nemodificate. SOD se micsoreaza cu
-8%, urmat de GPx cu 10% si mai mult GR cu -26%, ceea ce favorizeaza generarea substantiala
de O2", deci si a H202, cat si procesul de peroxidare. Prin misorare de GPx sufera procesul de
neutralizare a peroxizilor, cat si prin diminuarea GR - reconvertirea GSSG 1n glutation redus
(GSH), pentru a mentine eficacitatea antioxidanta a GSH.

De mentionat sunt si modificarile in metabolismul lipidic (tabelul 4). Nivelurile majorate ale
lipidelor, vizualizate pe masura progresiei RH, induc disfunctia endoteliului vascular si ulterior o
biodisponibilitate redusd a NO, remarcatd si in cercetarea noastra. Peroxidarea lipidelor din
lipoproteine ale peretelui vascular genereaza productia locald de specii carbonil reactive, ce
interfereazad cu implicarea macrofagelor, activarea si proliferarea celulelor si, in cele din urma, duc
la modificari chimice ale proteinelor vasculare, prin produsele finale de lipoxidare avansate. Ca
urmare, toate aceste procese vor afecta structura si functia peretelui vascular [27]. Am remarcat
faptul cad tulburdrile metabolismului lipidic cu sigurantd pot influenta evolutia RH. HTN si
hiperlipidemia nu numai ca stimuleaza dezvoltarea aterogenezei, dar duc si la o serie de modificari
degenerative la nivelul peretilor arteriali de dimensiuni medii si mari. Rezultatele studiilor
efectuate au demonstrat tulburari ale biomarkerilor statutului lipidic in retinopatia indusa de
hipertensiune. TAG si nivelul colesterolului total au prezentat o corelatie cu gradul RH, modificari
remarcate in timp de alti oameni de stiinta. Aceste perturbari pot fi explicate prin faptul ca lipidele
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joaca un rol cheie in dezvoltarea HTN si a celor mai frecvente complicatii ale acesteia. Succesiv,
putem sugera implicarea tulburdrilor metabolismului lipidic In dezvoltarea RH, prin disfunctie
endoteliala si afectarea barierei sanguine retiniene, ce vor favoriza lipidele serice si exsudarea
lipoproteinelor. Discrepantele evidentiate atesta necesitatea continuarii cercetarii.

In lacrima tabloul manifestarilor SO diferd de cel vizualizat in ser. Initial, se observi o
diminuare similard a NO, cu -6% 1n gr.Il si cu inca -4% 1n gr.III, ce sustine ipoteza amplificarii
SO. Aditional insa, rezultatele obtinute in gradul II a RH au prezentat o activitate antioxidanta
diminuatd a SOD de -6% si una amplificata a catalazei +12%, care ar putea fi interpretata drept un
mecanism de aparare celularda impotriva unui SO exacerbat. Eventual, scaderea in continuare a
activitatii SOD de -10% in gr.I11, stabilita in cercetare, cat si corelatiile persistente au conditionat
cresterea productiei de SRO si ulterior a peroxidului de hidrogen. Ca urmare, necesitatea de
detoxifiere a H2O2 a indus cresterea activitatii catalazei cu inca 6% in gr.1I1I (tabelul 5).

Tabelul 5. Evolutia indicilor cercetati in lacrima (%) raportata la gradul de RH

Gradul retinopatiei Veridicitatea p
Gl | en | an
Indicii stresului oxidativ
1. NO 100% 94% 90% p=0.158
2. S-nitrozotiolii 100% 104% 106% p=0.706
3. DAM 100% 99% 98% p=0.527
4. PPOA 100% 93% 93% p=0.655
Activitatea SAO
5. AAT 100% 177% 191% p=0.003
6. SOD 100% 94% 84% p=0.027
7. CAT 100% 112% 118% p=0.033
8. GSH 100% 100% 100% p=0.357
9. GPX 100% 106% 123% p=0.015
10. GR 100% 112% 137% p=0.032
11. gr.-SH p=0.877
Modificarile indicilor ischemiei
12. AIM 100% 89% 94% p=0.160
Modificarile SRA
13. Ang Il 100% 74% 74% p=0.035
14. ECA 100% 105% 100% p=0.536

Amplificarea SO, indirect este reflectatda prin activarea semnificativd a sistemului
antioxidant, ce Incearcd o compensare a SOD. Observam o majorare semnificativa in gradul II a
GPx cu 6%, GR cu 12%. In gr. III, sistemul antioxidant se activeazi si mai mult comparativ cu
RH 11, amplificandu-se CAT cu +6%, GPx cu +17%, GR cu +25%, cu GSH pastrat. Totodata se
diminueaza SOD cu 10%. Aceste amplificari au determinat augmentarea AAT cu 77% in gr.II si
cu 91%in gr.111 al RH comparativ cu gr.l. Modificarile lacrimale atesta o crestere treptata, statistic
semnificativd a nivelului AAT, explicatd prin amplificarea mecanismelor locale de protectie
impotriva SO la pacientii cu RH, elucidand in acelasi timp si potentialul de rezistenta a retinei fata
de HTN, prezentand o aparare antioxidanta superioara datorita capacitatii crescute de antioxidant
lacrimal. Astfel, sugerdm ca pacientii cu RH gestioneazad nivelurile fluctuante de oxigen mai
eficient, datorita protectiei antioxidante locale amplificate. Prin urmare, ochii pacientilor din studiu
poseda o capacitate amplificatad de a face fatd intermediarilor toxici de oxigen, acest fapt explicand
potential evolutia treptata si Intarziata a etapelor retinopatiei.
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Rezultatele obtinute au prezentat o activitate antioxidantd diminuatd a SOD si una
amplificatd a catalazei, care ar putea fi interpretatd drept un mecanism de apdrare celulara
impotriva unui SO exacerbat. Eventual, scaderea activitatii SOD, stabilita in cercetare, cat si
corelatiile persistente au conditionat cresterea productiei de SRO si ulterior a peroxidului de
hidrogen. Ca urmare, necesitatea de detoxifiere a H,O; a indus cresterea activitatii catalazei. In
acelasi timp 1n lacrima se atestd un rezultat invers celui din ser, marcat prin valori crescute ale
GPO, GR, GSH. Aditional, s-a remarcat ca nu in cazul tuturor indicilor de laborator cercetati
persista corelatia sero-lacrimald, ceea ce ne permite sa concluziondm ca nu vorbim despre prezenta
unei interdependente a fenomenelor care are loc in retind cu modificarile biochimice in ser.

Presupunem ca dezechilibru functional intre Ang II, care se diminueaza semnificativ in
gradul Il a RH cu -26% si NO joaca un rol patogenetic important in leziunea hipertensiva a
aparatului vizual. De-a lungul timpului, s-a sugerat cd Ang I, Ang II si angiotensinogen nu sunt
capabile sa traverseze barierele dintre ochi si sangele circulant (tabelul 5).

Observam ca in gradul III al RH, pornind de la un nivel determinat, Ang II este produsa in
aceeasi cantitate din substratul disponibil si rdimane diminuat. Rezultatele date ar sustine prezenta
unui SRA functional localizat In peretii vasculari. Rezultatele studiului nostru sugereazd ca
rezistenta ochiului la factorii declansatori ai RH ar putea fi datoratd prezentei unui sistem de reglare
si protectie local, insa aceasta ipoteza necesita cercetari ulterioare.

In SO generarea de AIM este determinati de expunerea la radicalii liberi, ca consecinti a
modificrilor in reteaua microvascular, inclusiv in cea retiniana. Insa spre deosebire de ser unde
nivelul AIM se amplifica semnificativ, in lacrima in gr.II se atestd un tablou atipic prin micsorarea
AIM cu 11%, urmata insa de o crestere usoard cu 5% in gr.Ill a RH. Fenomenul necesitd studii
ulterioare pentru elucidarea veridicitatii, amplorii si rolului in RH.

Fiind o afectiune multifactoriala, de-a lungul timpului au fost propuse o serie de mecanisme
pentru a explica caile de dezvoltare a complicatiilor microvasculare oculare la pacientii cu RH.

Rezultatele studiului cat si corelatiile identificate ne-au permis sa concluziondm ca are loc o
potentare a producerii sistemice, cat si potential si local de SRO, ce ulterior vor induce modificari
oxidative ale diferitor molecule cercetate, cat si reducerea activitatii de protectie antioxidantd a
unor enzime. Aceste concluzii pot fi sustinute de diminuarea fie si statistic nesemnificativd a NO
in ser cu -11% / in lacrima -10%, a cantitatii de S-nitrozotioli in ser - 4%, amplificarea nivelului
de DAM fin ser cu +2% si a PPOA in ser cu +124%.

E nevoie de mentionat faptul ca astfel de markeri precum s-nitrozotiolii, DAM si PPOA 1n
lacrima au prezentat valori antagoniste celor din ser, DAM -2%, S-nitrozotioli +6%, PPOA — 7%.

Cel mai probabil majorarea continutului de S-nitrozotioli in lacrima, pe fundalul diminuarii
nivelului de NO poate fi o consecintd a metabolizarii intensive a NO, si implicarea lui in procesele
de S-nitrozilare a proteinelor si a altor compusi tiolici cu consumul NO. Insa, reducerea DAM in
lacrimad s-ar putea datora faptului cd nivelul acestuia din lacrimd nu reflectd activitatile de
peroxidare a lipidelor la nivelul retinei.

Datele demonstrate pe moment nu sunt suficiente pentru a propune utilizarea de sine
statdtoare a biomarkerilor stresului oxidativ evaluati in cercetarea noastrd pentru diagnosticul
retinopatiei hipertensive. Insa, ei ar putea fi inclusi la markerii de laborator ce pot aplicati in
diagnosticul RH si a monitorizarii progresarii starii patologice, fie a tratamentului aplicat, valorile
de referintd pentru indicii de laborator respectivi necesitand a fi determinate prin investigatii
ulterioare.
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CONCLUZII GENERALE

1. Ochiul este un organ unic, cu sisteme defensive specifice, ceea ce ii permite sa reziste
efectelor stresului oxidativ, fapt demonstrat prin devierile cantitative nesemnificative ale
produsilor precum oxidul de azot, S-nitrozotiolii, dialdehida malonica si produsii proteici de
oxidare avansata in lacrima, comparativ cu modificarile importante ale unor din acesti indici n
serul sangvin (diminuarea oxidului de azot si cresterea produsilor proteici de oxidare avansata).

2. In retinopatia hipertensiva protectia initiala fatd de speciile reactive de oxigen asigurati
de SOD este diminuata, compensator atestandu-se amplificarea activitatilor enzimelor (catalaza,
glutation peroxidaza, glutation reductaza), ce atenueaza efectele compusilor formati subsecvent
(H202, peroxizii lipidici, etc.). Modificarile corelate ale activitatii enzimelor antioxidante induc o
majorare persistentd, semnificativa statistic a valorilor AAT pe masura ce retinopatia hipertensiva
a avansat in grad (p=0.003), ce si a determinat un grad sporit de protectie antioxidanta locala
comparativ cu nivelul sistemic.

3. In retinopatia hipertensiva s-a determinat o crestere a valorilor serice si 0 micsorare a
celor lacrimale ale angiotensinei Il concomitent cu avansarea in grad a retinopatiei hipertensive,
devierile fiind statistic veridice atat in ser (p=0.039) cat si in lacrima (p=0.035), manifestand si o
legatura corelativa negativa, semnificativa statistic (rs=-0.323, p=0.045). Valorile angiotensinei Il
au fost veridic corelate cu gradul retinopatiei hipertensive atat in lacrima (rs=-0.357, p=0.026), cat
si in ser (1;=0.413, p=0.009), puterea asocierii fiind mai pregnanta comparativ cu celelalte corelatii
identificate n cercetare.

4. A fost stabilit un numar redus de corelatii statistic veridice, slabe intre valorile indicilor
studiati In lacrima si ser (dialdehida malonica, activitatea antioxidantd totald, SOD si GSH), intre
gradul de retinopatie si nivelul compusilor in ser (NO, PPOA, SOD, GR, AIM, TAG si Col) si
lacrimd (AAT, SOD, CAT, GPx si GR), doar continutul de angiotensind II prezentand corelatii
moderate cu gradul retinopatiei, precum si intre valorile stabilite in lichidele studiate.

5. Dificultatile stratificarii pacientilor cu RH in grupe conform gradului retinopatiei in
conformitate cu rezultatele examenului clinic ar putea fi depasite prin complementarea cu
evaluarea valorilor serice si/sau lacrimale ale angiotensinei Il si ale celor lacrimale ale AAT, CAT,
GPx si GR.

RECOMANDARI PRACTICE
1. Serecomandd continuarea studiului stiintific al retinopatiei hipertensive cu:
a) marirea esantionului de subiecti, inclusiv cu retinopatie hipertensiva de gradul IV, pentru
identificarea modificarilor specifice etapei cele mai avansate a patologiei;
b) extinderea spectrului de markeri ai stresului oxidativ si nitrosativ, ai sistemului antioxidant si
disfunctiei endoteliale vasculare pentru stabilirea cu certitudine a valorii diagnostice, prognostice
st de monitorizare a markerilor ce manifesta tendinte de modificare si potentiald utilitate practica
n studiul actual;
tratamentul retinopatiei hipertensive.
2. Se propune evaluarea in practica oftalmologica ca marker pentru sustinerea diagnosticului de
RH, a nivelului Ang Il si a markerilor sistemului antioxidant (AAT, CAT, GPx si GR).
3. E oportund includerea in curriculum-ul la Biochimie, Fiziopatologie si Oftalmologie a
temelor/subiectelor referitor la rolul stresului oxidativ si nitrosativ, ai sistemului antioxidant si
disfunctiei endoteliale vasculare Tn dezvoltarea retinopatiei hipertensive.
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