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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei cercetate

Hipertensiunea arteriala (HTN), cea mai frecventd maladie cardiovasculard, constituie o
importantd problemd de sandtate publicd. Prevalenta HTN variazd intre 5-10% in tarile
subdezvoltate si 20-30% in cele industrializate, la nivel mondial atestandu-se o afectare de cca
40% a persoanelor cu varsta de peste 25 ani [1].

Fiind supranumita "killerul silentios", HTN reprezinta un factor de risc pentru o serie de
patologii oculare, insda anume retinopatia hipertensiva (RH), in care vasele retiniene sufera
modificari, este cea mai des Intalnitd. Pericolul consta in neconstientizarea prezentei bolii, datorita
inexistentei semnelor premonitorii, simptomele de obicei dezvoltandu-se in stadiile tardive [2].
Termenul de RH a fost descris pentru prima data la sfarsitul anilor 1800, de catre Marcus Gunn,
la pacientii cu maladie renala hipertensiva, cercetatorii sugerand utilizarea RH drept marker al
leziunilor organelor tinta [3].

Cercetatorii utilizeaza si considera RH un marker pentru o serie de afectiuni vasculare, cat
si un semn prevestitor al riscului de accident vascular cerebral (AVC), al maladiilor
cardiovasculare, microalbuminuriei, bolii cronice renale si chiar a decesului [3,4] Insa
deocamdata, evaluarea semnelor hipertensive ale retinopatiei apare doar in ghidurile clinice pentru
gestionarea pacientilor cu HTN [3].

Studiile epidemiologice vaste bazate pe populatie au indicat faptul ca 3 — 14% din adultii
non-diabetici cu o varsta > 40 ani au modificari caracteristice RH. S-a evidentiat si o diferenta
etnicd i rasiala in incidenta RH, atestandu-se 17.2% la asiatici si o incidenta relativ mai mica la
populatia alba (11.9%) si africand (13.9%). S-a remarcat o prevalentd 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 remarcad o mai mare afectare a genului feminin [5-7].

Cercetdrile recente au stabilit cd In populatia hipertensiva, pacientii cu TA inalta, in ciuda
terapiei medicamentoase, au avut o frecventa mai mare a semnelor de retinopatie, comparativ cu
cei a caror TA a fost controlata sau la cei normotensivi. Aceasta constatare indicd faptul ca semnele
hipertensive ale retinopatiei ar putea fi si un indicator al controlului presiunii sangvine [8]. Tiparele
modificarilor vasculare specifice retinei variazd in functie de valorile TA actuale si din
antecedente. Constrictie arteriolara retiniana generalizata apare, de obiceli, la pacientii cu HTN pe
termen lung si este independent asociata cu nivelurile in antecedente ale TA, masurate cu pana la
10 ani Tnainte de evaluarea retinei [8].

In contrast, leziunile arteriale focale cat si leziunile la nivel de retina (hemoragii retiniene,
microaneurismele si exsudatele moi ,,vatoase) pot indica mai multe modificari tranzitorii ale TA

si sunt legate doar de TA masurata simultan [6,8,9].
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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. Cele mai comune leziuni retiniene intalnite sunt hemoragiile si microanevrismele
(3-17%). Exsudatele cu aspect vitos se intdlnesc relativ mai rar (0.3%). Ingustarea focala
arteriolara si incrucisarile arterio-venoase sunt atestate in 7-12%. Incidenta cumulativa pe 10 ani
ale acestor semne retiniene este de 16% [6].

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 explicd vasoconstrictia arteriald,
precum si specificele exsudate ,,vatoase” si hemoragiile profunde asociate cu ocluziile arteriolare
[10].

Aditional autoreglarii, a doua caracteristica a circulatiei retiniene este prezenta unei bariere
hemato-retiniene (BHR), leziunea careia este responsabila pentru hemoragiile superficiale
retiniene, edemul retinian si exsudatele profunde (,,exsudatele uscate”) [6].

Se atestd 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 [11].

Speciile reactive de oxigen si azot cuprind derivatii reactivi ai NO si superoxidului, care sunt
generati continuu si sunt mediatori esentiali ai metabolismului celular, functionand in calitate de
mesageri intra- si intercelulari, reglatori ai expresiei genelor si inductori ai mortii programate a
celulei. In cantitati excesive, speciile reactive pot deteriora celulele musculare vasculare, interfera
cu caile de semnalizare sau promova raspunsurile aberante la stres [12].

Dereglarea mecanismelor de asigurare a homeostaziei speciilor reactive de oxigen si azot,
asociate cu cresterea productiei si scdderea clearance-ului acestor compusi, va determina
acumularea lor si activarea cdilor de semnalizare sensibile la stres, oxidarea atipicd, peroxidica a
lipidelor si deteriorarea proteinelor, care vor provoca leziuni celulare si contribui la complicatiile
vasculare ale hipertensiunii. Stresul oxidativ si nitrosativ a fost direct incriminat in mecanismele
dezvoltarii rigiditatii vasculare si disfunctiei endoteliale in corelatie cu hipertensiunea [13-15].

Aditional la modificarile vasculare, in general, si ale celor retiniene, in particular, la afectarea
retinei Tn hipertensiune ar putea contribui particularitatile metabolice ale tesutului si dereglarile
specifice ce au loc in metabolismul celulelor retiniene. Retina poseda o rata metabolica ridicata si
functioneaza pe deplin in conditii de respiratie aeroba [16]. Totodatd, metabolismul oxidativ nu
este uniform in toatd retina, fenomen relevat de distributia diferitd a mitocondriilor [17].
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Deficientele in metabolismul energetic, datoritd discrepantelor dintre necesitati si aprovizionare,
precum si de afectarea proceselor energogeneratoare mitocondriale, identificate in hiperglicemii,
in mutatii ale DNA-ului mitocondrial, asociate cu disfunctionalitatea proteinelor mitocondriale si
n stres oxidativ, pot duce la retinopatie, deficite vizuale, degenerare neuronala si eventual la orbire
[18].

Ochiul este expus constant si la actiunea unor factori exogeni (radiatii ionizante, toxine,
lumina ultravioleta etc.) cu efecte potential ddunatoare, ce pot cauza dezechilibru intre oxidanti si
antioxidanti si leziuni retiniene ulterioare. O depasire a factorilor de protectie va induce modificari
patologice ale retinei vizualizate Tn cadrul fundoscopiei [19].

Astfel, este unanim recunoscut rolul stresului oxidativ si nitrosativ 1n dezvoltarea
hipertensiunii arteriale si a retinopatiei hipertensive. In acelasi timp, numarul studiilor referitor la
mecanismele prin care acest proces este implicat in afectarea retinei raman a fi incomplet elucidate.
Rolul stresului oxidativ si nitrosativ in dezvoltarea RH a fost demonstrat indirect prin identificarea
amplificarii activitatii gamma-glutamil transferazei si a nivelurilor de feritind in sangele
pacientilor cu RH [20], a corelarii modificarilor valorilor GSH/GSSG si a LDL-Col cu dinamica
perturbarilor in vasele retiniene la pacientii cu hipertensiune [21,22]. Cu toate acestea, este inca
controversat dacd SO si SN au un efect cauzal in dezvoltarea RH sau sunt o consecinta a leziunilor
tisulare [23]. Datele existente sunt insuficiente si pentru a atribui cu certitudine rolul diferitor
factori (stres oxidativ, stres nitrosativ, sistem antioxidant, inflamatie etc.) in lantul verigilor
patogenice ale retinopatiei hipertensive, precum si a utiliza markerii specifici In diagnosticul,
pronosticul si monitorizarea stdrii patologice.

Studiile antecedente ale modificarilor metabolice asociate RH si aprecierea utilitatii unor
markeri in diagnosticul starii patologice au fost efectuate in serul sangvin al pacientilor. Totodata,
ochiul este un organ cu un anumit grad de autonomie structurald, functionala si metabolicd,
modificarile sangvine nefiind o reflectie fideld a schimbarilor oculare. Filmul lacrimal este un
lichid biologic policomponent, compozitia caruia este corelata cu functiile inerente ale structurilor
oculare si reflectd primar modificarile fiziologice si patologice locale. Fiind conventional
accesibila, lacrima reprezinta un material biologic valoros pentru cercetarea aparatului vizual [24].
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 multiplilor compusi chimici [25,26].

In concluzie putem mentiona cu certitudine ca RH este o afectiune multifactoriala. De-a
lungul timpului au fost propuse o serie de mecanisme pentru a explica cdile de dezvoltare a
complicatiilor microvasculare oculare, unul din ele fiind deteriorarea regldrii vaselor retinei
conditionatd de marirea sistemicd a TA. Doar TA nu poate explica pe deplin expansiunea
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retinopatiei, sugerand existenta unor factori predispozanti si cauzali suplimentari. Pe langa HTN
esentiald si secundard, o multitudine de alti factori declansatori au fost incriminati in patogeneza
RH: inflamatia (demonstrandu-se o cantitate amplificata de proteina C reactivd cu sensibilitate
ridicatd), SO (determindndu-se un nivel crescut de feritina sericd si gamma-glutamil transferaza),
disfunctia endoteliala (nivel ridicat al factorului von Willebrand), angiogeneza stimulata
(concentratii scazute de adiponectind si niveluri crescute de leptind) si factori individuali precum
greutatea redusa la nastere, indicele de masa corporala ridicat, consumul de alcool etc.[20, 27-33].

Totusi, pand in prezent diagnosticul RH se bazeaza preponderent pe evaluarea oftalmologica
a pacientilor. Unicitatea vaselor retiniene tine de accesibilitatea usoara pentru o examinare fizica,
insd 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 ale 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 in HTN, care sa se contureze ca indici promitatori explicativi si markeri de laborator ai
dereglarilor metabolice.

Scopul cercetarii 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 stresului oxidativ si ai sistemului antioxidant in ser si
lacrima la pacientii cu hipertensiune primara cu diferit grad de retinopatie hipertensiva.

2. Evaluarea markerilor sistemului renina-angiotensind in ser si lacrima la pacientii cu
hipertensiune primara cu diferit grad de retinopatie hipertensiva.

3. Identificarea corelatiilor modificarilor biochimice cu gradul de severitate a retinopatii
hipertensive.

4. Stabilirea unor markeri biochimici de diagnostic precoce si pronostic al evolutiei
retinopatiei hipertensive.

Metodologia cercetarii stiintifice

S-a efectuat un studiu analitic, observational pe un esantion reprezentativ de pacienti cu HTN
primard cu RH, divizati Tn 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
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indicilor metabolici ai SO, sistemului antioxidant si SRA si ischemiei.

A fost obtinut avizul pozitiv al Comitetului de Eticd a Cercetarii al USMF , Nicolae

Testemitanu” pentru realizarea studiului (proces verbal nr. 35, la nr. 34, din data de 08.02.2018).

Realizarea cercetdrii a avut loc in cadrul Catedrei de biochimie si biochimie clinica si

Laboratorului de biochimie ale USMF , Nicolae Testemitanu”.

Aprobarea rezultatelor stiintifice

Rezultatele cercetdrii au fost prezentate, discutate si aprobate la mai multe foruri stiintifice

nationale si internationale:

Conferinta stiintificd anuald a specialistilor din cadrul IMSP IMU “Actualitati si controverse
in managementul urgentelor medico - chirurgicale”, Chisinau, Moldova, 10 noiembrie 2017,
7th International Medical Congress for Students and Young Doctors MedEspera, USMF
“Nicolae Testemitanu”, Chisinau, Moldova, 3-5 mai 2018;
Conferinta stiintificd anuala a tinerilor specialisti din cadrul IMSP IMU ” Performante si
perspective in urgentele medico-chirurgicale”, Chisinau, Moldova, 18 mai 2018;
Conferinta stiintifica anuala IMSP IMU “Actualitati si controverse in managementul
urgentelor medico-chirurgicale”, Chisinau, Moldova, 7 decembrie 2018;
VIl 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”,
Chisinau, 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, Polnia, 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

Publicatii la tema tezei

Au fost publicate 16 lucrari stiintifice la subiectul tezei, inclusiv 8 articole, dintre care 6 in

reviste din baze de date internationale, 1 articol in reviste din Registrul National al revistelor de

profil, categoria B), 1 articol in culegeri internationale si 7 teze in lucrarile conferintelor si

congreselor stiintifice nationale si internationale si un certificat de inregistrare a obiectelor

dreptului de autor si drepturilor conexe .
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Cuvinte cheie: retinopatie hipertensiva, stres oxidativ, specii reactive ale oxigenului, sistem

antioxidant, hipoxie, sistem renind-angiotensina
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1. MECANISMELE IMPLICATE TN DEZVOLTAREA RETINOPATIEI
HIPERTENSIVE

1.1 Implicatiile stresului oxidativ in patogeneza afectarii sistemului vizual
1.1.1 Stresul oxidativ si mecanismele generatoare de Specii reactive de oxigen

Diferiti markeri au fost analizati de-a lungul timpului, in incercarea de a elucida procesele
ce stau la baza dezvoltarii si progresiei HTN si respectiv si a RH. Implicarea a trei fenomene
majore detin Intaietatea: 1) stresul oxidativ; 2) disfunctia endoteliald; 3) inflamatia [2,34].

Studii extinse inca din anii 60’70 ai sec.20 cerceteaza stresul oxidativ (SO) si interesul se
amplifica in permanentd [35]. Fenomenul altereaza homeostazia celulara, provocand un raspuns
defensiv, dependent de tipul si severitatea leziunilor, cauzat fiind de un dezechilibru intre
generarea si acumularea excesiva a speciilor reactive de oxigen (SRO) in celule si tesuturi, si
capacitatea de a le detoxifica datorata unei insuficiente de antioxidanti endogeni [36-40].

O multitudine de agenti cauzatori sunt incriminati in promovarea generarii SRO. Printre ei
se enumera factorii exogeni din dietd si mediu: poluantii, razele solare, fumul de tigard etc. De
asemenea, acestia pot fi si un rezultat al factorilor endogeni prin procese enzimatice sau non-
enzimatice ce au loc in organism: producerea de energie, catabolismul incomplet sau detoxifierea
hepatica. S-a demonstrat ca agentii cauzatori exogeni de specii reactive au efecte celulare atat
benefice cat si daundtoare, acestea participand fie la semnalizarea celulara, fie alternativ pot
provoca leziuni macromoleculare [41].

Existd multe sisteme in interiorul unei celule care sunt capabile sd genereze SRO/SRN.
Dintre ele, mitocondriile in special complexele I si III ale lantului transportator de electroni sunt
recunoscute a fi principalul situs de producere a SRO endogene [42]. Tn urma proceselor hipoxice,
acest proces nu este finalizat, rezultand intr-o amplificare a generarii radicalilor anion superoxid
(027) [43].

Pe langd mitocondrii, multe enzime sunt, de asemenea, capabile sd producd SRO. Acestea
includ, dar nu se limiteaza la, NADPH oxidaza, xantin oxidaza, complexul o-cetoglutarat
dehidrogenaza, D-aminoacid oxidazele si dihidrolipoamid dehidrogenaza [44-46].

Dupa cum s-a mentionat, generarea SRO are loc Intr-o serie de reactii enzimatice, cat si in
reactii redox, ce stau la baza a numeroase procese care au loc in celule. In conditii fiziologice,
corpul produce SRO in cadrul proceselor metabolice normale, cum ar fi glicoliza si ciclul Krebs.
Varsta si o serie de patologii pot deregla balanta intre generarea SRO si sistemul antioxidant,
rezultdnd intr-o leziune oxidativa a macromoleculelor. O amplificare intracelulard a nivelului
agentilor oxidanti mentionati anterior, cauzeaza leziunea diferitor componente celulare si in
consecinta, activarea de cai specifice conectate cu senescenta celulei [47].

Ochiul, o structurd extrem de activd metabolic, constituie una din tintele majore ale
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SRO/SRN, fapt datorat expunerii, inclusiv directe, la o serie de factori ambianti, precum lumina,
razele UV, radiatia ionizanta, presiunea crescutd a oxigenului, poluantii chimici, iritantii,
organisme patogene, ce sunt capabili sa modifice statutul redox al celulei spre conditii prooxidante
[48].

Este esential de subliniat, cd in cazul in care SO depdseste pragul limitd sau eventual
eficacitatea mecanismelor protective, celulele declanseaza cai de semnalizare alternative, ce vor
induce apoptoza, necroza, piroptoza sau moartea celulara prin autofagie, cat si activarea factorilor
de transcriptie ce vor induce inflamatia cronica si vor cauza disfunctia tisulara [49,50].

Supravietuirea celulelor, inclusiv si a celor retiniene, necesitd un echilibru Intre oxigen, SRO
si moleculele antioxidante, oxigenul fiind oxidantul de bazd ce este utilizat in timpul
metabolismului oxidativ mitocondrial al diferitor molecule organice in reactii catabolice,
asigurand energia celulara [51]. Un efort considerabil este dedicat elucidarii mecanismelor
moleculare ce leagd sistemele oxidant/antioxidant si caile ce duc la moartea celulara.

La nivel celular persista o diversitate de SRO, precum: radicalul superoxid anion (O2"),
peroxidul de hidrogen (H20), radicalul hidroxil (OH") si oxigenul singlet (1Oy), cit si oxidul nitric

(NO), care la interactiunea cu anionul superoxid formeaza peroxinitritul (ONOQ") (figura 1).

102 Singlet oxygen

Excitation: UV, light
Ozone
. Carbonate
302 Ground state oxygen —_— 03 COE)_ radical
e CO,
e NO*
2e" o  Superoxide 3 o g
02_ radical anion ONOO Peroxynitrite
_ !
€ *OH + NO,* Nitrogen
2 dioxide
j HZOZ Hydrogen peroxide Cl

‘OCl Hypochlorite

l Fe2* Fenton reaction

/' RO’

O Alkoxyl radical

ROO*

Peroxyl radical

*OH  Hydroxyl radical

Figura 1. Diversitatea SRO, SRN si radicalilor lipidici (organici) dupa Bartosz B., et al. [56]

SRO si SRN sunt generate de o varietate de cai metabolice, factori fizici, chimici si biologici

in conditii fiziologice si patologice [52]. Ei sunt modulatori importanti ai supravietuirii celulare,
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demonstrand o capacitate de existenta independentd, fiind puternici agenti oxidanti ce contin un
electron nepereche Tn invelisul electronic din jurul nucleului atomic [53]. Peroxizii (hidrogenul
peroxid [H202], peroxizii lipidici) si oxigenul singlet (1O2) au un set complet de electroni intr-o
stare instabila [52]. Ulterior, un electron este pierdut si de catre molecula atacatd de radical,
devenind la rdndul sdu un radical liber, inducand 1n acest mod o serie de reactii consecutive cu
afectare celulara, ca rezultat al leziunilor oxidative ale lipidelor, proteinelor, carbohidratilor,
acizilor nucleici si a mitocondriei per general. Progresiv, mitocondria devine cu varsta functional
incompetenta. Din aceasta cauza SO se asociaza cu o serie de maladii legate de varsta [54,55].

Peroxidul de hidrogen (H202), demonstreaza o reactivitate scazuta, insa are abilitatea de a
penetra membranele celulare, inclusiv si membranele interna si externd mitocondriale. H20O2 poate
reactiona cu ionul de fier celular si genera prin reactia Fenton radicali hidroxil, considerati cea mai
reactivi forma de oxigen. Acesta este un mecanism amplificator al SO, unde fierul liber (Fe?*)
reactioneaza cu peroxidul de hidrogen (H203), iar prin reactia Haber-Weiss rezulta in producerea
Fe?* in momentul cand superoxidul reactioneazi cu Fe®* [57].

Fe¥* + 0,” — Fe?" + O, (reactia Haber-Weiss)
Fe?* + H,02 — Fe®" + ‘OH + OH™ (reactia Fenton)
02 +H202 — OH + O2 + -OH (reactia sumard Haber-Weiss + Fenton)

Aditional ciclului redox al fierului mentionat anterior, o serie de alte metale de tranzitie,
inclusiv Cu, Ni, Co si V, pot fi responsabile de formarea HO- in celulele vii [58].

Forma redusa a metalelor de tranzitie (M") reactioneaza prin reactia Fenton cu peroxidul de
hidrogen (H20-), ducand la generarea de -OH. Radicalul superoxid (O2") poate reactiona, de
asemenea, cu forma oxidati a metalelor de tranzitie (M® * V) in reactia Haber-Weiss ducand la

producerea de M, care apoi afecteaza din nou ciclul redox conform Ayala A. et al. (figura 2) [58].

Haber-Weiss reaction

H* 0, > Oy
/N¢
Ho.z M("+1) M"
BN V)
H:’.()Z > .()H+H2()

Fenton reaction

Figura 2. Reactia Fenton si Haber-Weiss [58]

In particular, anionul superoxid (O2") si radicalul hidroxil (OH") cu un electron nepereche
sunt cunoscuti sub numele de radicali liberi [59]. O serie de studii au demonstrat ca generarea
radicalului hidroxil (-OH) 1n retind a avut loc In timpul conditiilor ischemice, rdimanand majorat si

in timpul perioadelor de reperfuzie [60].
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Radicalii hidroxil cauzeaza leziunea oxidativa a celulelor deoarece ele nespecific ataca
biomoleculele localizate la mai putin de cativa nanometri de la locul sau de generare [58].

Radicalii liberi sunt extrem de reactivi si instabili, posedand energie de activare mica si
durata de viata scurta [61]. Este de atestat faptul ca ei se pot comporta atat ca prooxidanti (notiune
echivalentd cu termenul chimic de oxidant), cat si ca antioxidanti (reducdtori), fenomen explicat
prin capacitatea lor de a dona sau a accepta un electron de la alte molecule [62].

Tn mod normal se atestd un echilibru dintre speciile reactive si mecanismele de aparare
antioxidante, aceasta balanta fiind mediata de catre enzime responsabile de metabolizarea si
neutralizarea SRO — superoxid dismutaza (SOD), catalaza, glutation peroxidaza (GPx) si altele.
[63].

Stabilitatea radicalului O2"~ este relativa, posedand o capacitate diminuata de a interactiona

cu componentele biologice [64]. Reactia care urmeaza, transforma Oz~ in peroxid de hidrogen

(H202), cu ajutorul enzimei superoxid dismutaza (SOD): 20, '+ 2H* — O, + H,0,.

___i™" 7> Signaling function
- - 02 ’:v v \)

“ Q
ONOO Lm @ A, 1,0

: GPX PRX

I
: /4Fe 48P+ Fe2+
I
v Haber-Weiss
NO, OH’ H02 /Fenton reaction
CO; NO; [4Fe-4SP* Eah

Figura 3. Reactiile si transformarile anionului superoxid, dupa Wang Y., et al. [65]

NOr-, are un electron fard pereche, fiind astfel un radical liber extrem de reactiv, cu potential
de deteriorare celulara si tisulara. Oxidul nitric este produs prin oxidarea/reducerea treptatd a L-
argininei in L-citrulind de catre nitric oxid sintaza (NOS), atestata in 3 izoforme: inductibila
(NOSi), neuronala (NOSn) si endoteliald (NOSe) [66].

Interactiunea, ce are loc In mitocondrii, dintre anionul superoxid si oxidul nitric se soldeaza
cu formarea finald a peroxinitritului (ONOQO~) — cunoscut drept un radical instabil cu o reactivitate
mare si cu capacitate de a media o varietate de procese biologice incluzind si inhibitia enzimelor
metabolice cheie, peroxidarea lipidelor si nitrarea reziduurilor tirozinice ale proteinelor (figura 3)
[67-69]. Reactia peroxinitritului cu DNA-ul rezultd in formarea 8-hidroxideoxiguanozinei, un

marker al leziunii oxidative a DNA-ului, iar nivelurile amplificate intracelulare de peroxinitrit
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induce depletia depozitelor de glutation, ulterior contribuind la SO si inducerea apoptozei [68].
0,7~ +NO* — ONOO~

Producerea de ONOO™ are loc mult mai rapid, decat in reactia mentionatd anterior in care
are loc transformarea O2~ in H20> de catre enzima antioxidanta Cu/Zn-SOD, factor ce se crede a
fi favorizant in declansarea reactiei [35].

Datele disponibile in literatura de specialitate, cu referire la efectele NO sunt controversate,
demonstrand atat rolul lui in calitate de modulator al protectiei contra leziunilor oxidative, putand actiona
ca si un antioxidant, cat si efectul la nivel vascular de dilatare, regenerare endoteliala, inhibarea
chemotaxiei leucocitare si a aderarii plachetare [69].

A fost cercetat rolul atat benefic cat si negativ al oxidului nitric la nivelul retinei si este de
evidentiat ca pand 1n prezent, descoperirile cu privire la functia sa n autoreglarea retiniana sunt
contradictorii. Tn timpul insuficientei de glucoza si oxigen, NO poate amplifica fluxul sangvin si
preveni agregarea trombocitelor, insd poate media si efectele toxice ale eliberarii aminoacizilor

[70].

1.1.2. Sistemul de protectie antioxidant

In conditii fiziologice, efectele nocive ale SRO sunt contracarate de citre enzime specifice
si substante cu greutate moleculard mica care contribuie la echilibrul redox in celula [71]. Diverse
tesuturi poseda molecule care accelereaza finalitatea procesului prin captarea radicalilor liberi, Th

acest mod protejand membrana celulara.

Cu/Zn-SOD Mn-SOD
(cytosol) (mitochondria)
Fenton

m reaction |

~ NADPH

GSH-
reductase

Catalase | GSH-Px NADP+ OH-Lipids
(peroxysomes) | (mitochondria) —
*O-Tocopherol

Lipid
peroxides

VitE
OH-tocopherol

a-Lipoic acid

VitC
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4| (35 COTDE) !
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Figura 4. Sistemul antioxidant, conform Lazo-de-la-Vega-Monroy M., et al. [72]
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Expunerea continud la factorii generatori de SO a permis in timp adaptarea celulara prin
crearea unor mecanisme defensive, precum prezenta sistemului antioxidant cu enzimele sale
(SOD, catalaza, GPx etc.) cat si a compusilor nonenzimatici (glutationul, vitamina C, vitamina E,
carotenoizii, etc.) (figura 4) [52,73].

SOD-ul, o enzimd antioxidantd de mare importanta, ale carui izoforme pot fi diferentiate
prin localizare si cofactorii metalici (Cu, Zn, Fe, Mn, Ni), actioneaza ca un mecanism primar de
aparare impotriva radicalilor liberi prin catalizarea dismutarii superoxid anion radicalului in

oxigen si peroxid de hidrogen, dupd cum este prezentat in figura 5 [74].

Figura 5. Mecanismul general catalitic al dismutarii Oz de catre Cu/Zn-SOD, dupa Franco

M.C., etal. [75]

La om exista trei forme de superoxid dismutaza: SOD; cu localizare in citoplasma, SOD2 in
mitocondrie si SODs Tn lichidul extracelular. Prima izoforma este un dimer, in timp ce celelalte
doud sunt tetramere. SODgs, prezenta intracelular, cat si extracelular si sangvin, catalizeaza
dismutarea superoxidului in matricea extracelulara si poate fi gasit in aproape toate tesuturile in
cantitati diferite. Acesta, posedd si un rol reglator prin inducerea proliferarii, supravietuirii si
apoptozei, moduland receptorii tirozin kinazici (RTK), legati de membrana si implicati in
producerea factorilor proangiogeni. In aceasti situatie, SOD3 actioneazi ca un scut protector,
prevenind efectele nocive ale SRO asupra acestor receptori [76]. SOD; si SODs contin cupru si
zinc, Tn timp ce SOD: are in centrul sau activ mangan. Genele codificatoare SOD sunt localizate
pe cromozomii 21, 6 si 4 (21q22.1, 6q25.3 si 4p15.3-p15.1) [77,78].

Enzima a fost identificata extracelular, situatd strategic intre endoteliu si celulele musculare
netede. Studiile experimentale au aritat ca inhibarea SOD provoaca disfunctii endoteliale. In final
toate tipurile de SOD ofera un sistem esential defensiv celular.

O serie de studii noi au subliniat niveluri constant reduse de SOD3 in retinopatia diabetica,

de SOD; in insuficienta renala cronica si accidentul vascular cerebral ischemic acut [79-81]. Tn
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acelasi timp, cercetarile ce tin de aprecierea activitdtii SOD in HTN ofera date contradictorii, fiind
atestate diverse rezultate — de la niveluri crescute la niveluri scazute ale enzimei [79,82].
Rezultatele studiului efectuat de Lob si colab., au aratat ca SOD3 in muschiul neted vascular,
indiferent de nivelurile vasculare crescute de Oz ', nu a avut niciun efect asupra tensiunii arteriale,
nici la momentul initial, nici ca urmare a stimuldrii angiotensinei II (Angll) si, de asemenea, nu
creste raspunsul inflamator la Ang II. Deletia prin modificari genetice ale SOD3 atét in organele
circumventriculare (CVO), cat si in muschiul neted vascular nu a prezentat un efect mai
demonstrativ decat in cazul deletiei numai in CVO. Rezultatele au subliniat faptul ca SOD3Tn SNC
are probabil un rol mai semnificativ in modularea tensiunii arteriale decat SOD3 la nivel de vase
[79].

Catalaza si glutation peroxidaza disociaza peroxidul de hidrogen in molecule de oxigen si

apa [76]. Datoritd actiunii acestor enzime, a cror sinteza pare a fi dependenti de nivelul de O,
concentratia in starea de echilibru a H20: intracelular in conditii fiziologice este mentinutd in
intervalul 1-10 nM. In patologii, se activeazi unele surse enzimatice suplimentare de generare a
superoxidului, care contribuie la formarea unei cantititi amplificate de H20> si, in consecinta, se
pot forma alte specii oxidative, cum ar fi radicalii hidroxilici, acidul hipocloros sau peroxinitritul
[59,83,84].

Catalaza, a doua enzimd cu rol pivotal in apdrarea antioxidantd, fiind considerata si
principalul reglator al metabolismului peroxidului de hidrogen, este prezenta la toti aerobii si la
multi anaerobi aerotoleranti [85]. Este prezentati ca un homotetramer si este localizatd in
peroxizomi. Nivelurile sale serice sunt scdzute, dar joacd un rol fundamental in apararea
antioxidanta a plasmei Tmpreuna cu glutationul si glutationul peroxidat, fiind in complex mai
potente la nivel circulant decat SOD, vitamina E si beta-carotenul [86].

Peroxidul de hidrogen este un reziduu al metabolismului celular al multor organisme vii si
are, printre altele, o functie de protectie impotriva microorganismelor patogene, in principal
anaerobe, dar data fiind toxicitatea sa, trebuie transformat rapid in compusi mai putin periculosi.
Aceasta functie este realizata cu ajutorul catalazei.

Studii recente subliniaza ca catalaza poate fi implicata in diferite procese celulare, fiind
activi catalitic si in absenta H2O>. In plus, enzima a demostrat o activitate redusi oxidazici, ceea
ce implicad faptul cd poate cataliza oxidarea unor substraturi extrem de reducatoare, cum ar fi
benzidina, utilizand oxigenul molecular [83].

Catalaza, aditional peroxiredoxinelor si glutation peroxidazelor, joacd un rol esential in
echilibrarea concentratiei de H2O2, care permite mentinerea homeostaziei celulare si adaptarea la
stres. Este admis in mod obisnuit ca peroxiredoxinele si glutation peroxidazele sunt in esenta

responsabile de indepartarea H.O2 in concentratie scazuta, iar rolul catalazei este decisiv in
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concentratii mai mari de H.O> [87].

Printre enzimele participante la neutralizarea H,0, se numara si glutation peroxidaza cu rol
in prevenirea peroxidarii lipidelor membranare, care utilizeaza pentru acest proces glutationul
redus, considerat a fi unul dintre cei mai concludenti eliminatori ai SRO, care ar putea fi utilizati
ca marker al sistemului antioxidant. Cercetari ample din ultima jumatate de secol au aratat prezenta
glutationului in toate celulele. Sinteza GSH din aminoacizii sai constituenti, necesitd 3 mol de ATP
si este catalizatd si de enzimele y-glutamilcistein sintetazd si GSH sintetaza. Transcrierea si
activitatea y-glutamilcistein sintetazei sunt amplificate de mai multi factori, printre care putem
mentiona: epuizarea sau conjugarea GSH, citokinele inflamatorii, antioxidantii, stresul nitrosativ
s SO [88]. Sinteza diminuatd a GSH-ului, cat si utilizarea sa In detoxifiere, catabolismul crescut
sau defectul de regenerare a GSH din forma oxidatd (GSSG), sunt partial responsabile de
amplificarea SO, implicat in patogeneza unei serii de boli [89]. Se considera ca SO este corelat cu
oxidarea si epuizarea GSH, care au fost descrise la subiectii hipertensivi in comparatie cu cei
nehipertensivi [90,91].

Modificarile in statutul redox celular par sa medieze moartea celulelor fotoreceptoare. Un
model in vitro al apoptozei fotoreceptorilor demonstreaza o crestere rapida si sustinuta a SRO
intracelular acompaniata printr-o depletie rapida a GSH in aceste celule [52,92].

Tn timpul procesului de oxidare, pierderea unui electron din molecula GSH are ca rezultat
formarea a doi dimeri legati cu o punte disulfidica, o jonctiune care este reversibild. Raportul
GSH/GSSG este considerat un bun indicator al SO, comparativ de exemplu cu raportul
chinol/chinona [93].

Pentru a mentine eficacitatea antioxidantd a GSH, e necesard reconvertirea GSSG in
glutation redus, proces realizat de catre glutation reductaza (GR). Prin urmare, enzimele
metabolismului glutationului: glutation peroxidaza (GPx) si glutation reductaza, impreund cu
enzimele producatoare de NADPH: glucoza-6-fosfat dehidrogenaza si ICDH-NADPH-
dependentd, apartin mecanismului antioxidant, ce limiteaza toxicitatea SRO, participand la
reciclarea lor. E de mentionat cda GSH, GR si GPx sunt localizate in diferite tipuri de celule ale
retinei, care vor participa la mecanismul complex de protectie ocular impotriva SO [93].

O alta enzima participanta in proces este glutation-S-transferaza, care poseda proprietatea de a lega
substantele straine de gruparea —SH a cisteinei din glutation. Astfel sunt neutralizate regiunile
electrofile si protejate celulele de efectele nocive ale substantelor daunatoare [94].

Deoarece majoritatea reactiilor in lant ale radicalilor liberi sunt prevenite de catre moleculele
ce au rolul de a le elimina, pare totusi ca radicalii liberi nu constituie de cele mai multe ori cauza
directd a deteriordrii oxidative, ci actioneazd mai degraba ca initiatori ai leziunilor oxidative

suplimentare provocate de cdtre oxidantii non radical. Ipoteza redox descrie stresul oxidativ in
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lipsa radicalilor, in care circuitele redox tiol perturbate interfereaza cu reglarea starii redox
celulare, afectand semnalizarea celulara si homeostazia. Tiolii redox-sensibili includ aminoacidul
cisteina (Cys), disulfura cistina derivata din Cys (CySS), glutationul — tripeptida care contine Cys
(GSH) si disulfura de glutation (GSSG). Cuplurile redox de sulf actioneaza in calitate de
comutatoare ,,on/off” reglementand expresia genelor si functia proteinelor. Deoarece cuplurile
Cys-Cys si GSH/GSSG nu sunt in echilibru, este plauzibil ca nivelurile anormale de oxidanti

nonradical ar putea fi suficiente pentru a perturba functionarea normala [52].

1.1.3. Consecintele patologice induse de specii reactive de oxigen

Efectele negative ale SRO se realizeaza printr-0 serie de mecanisme inducatoare de leziuni
celulare, vizibile ulterior sub forma de manifestari clinice. Printre ele se enumerd peroxidarea
lipidica, modificari ale proteinelor, oxidarea DNA-ului, in special a celui mitocondrial si
deschiderea canalelor ionice [58].

Deoarece radicalii liberi pot initia reactii in lant Tn unele molecule biologice, o serie de alte
specii de radicali liberi apar in celule ca parte a acestor procese. Un exemplu primar al acestor
specii secundare de radicali include radicalii intermediari formati in timpul peroxidarii lipidelor
[78,95].

Peroxidarea lipidelor reprezintd o cale de oxidare a lipidelor dupa sustragerea electronilor
de catre radicalii liberi, fiind un proces ce include 3 etape prezentate in figura 6: initierea,

propagarea si terminarea.
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Figura 6. Cascada reactiilor de peroxidare a lipidelor, conform Cipak Gasparovic A., et al.
[35]

In initiere, prooxidantii sustrag hidrogenul alilic formand radicalul lipidic centrat pe carbon;
radicalul carbonic tinde sa fie stabilizat printr-o rearanjare moleculara pentru a forma o diena
conjugati (etapa 1). In faza de propagare, radicalul lipidic reactioneazi rapid cu oxigenul pentru a
forma un radical peroxid lipidic (etapa 2) care extrage un hidrogen dintr-o alta molecula lipidica
generand un nou radical lipidic si hidroperoxidul de lipide (etapa 3). In reactia de terminare,
antioxidantii doneaza un atom de hidrogen speciei radicale peroxidice lipidice rezultand formarea
de produse non-radical (etapa 4) [58].

Acest fenomen apare la actiunea asupra fosfolipidelor si a colesterolului din componenta
membranelor celulare, cat si a lipidelor circulante, in special lipoproteinelor clasei LDL. La nivelul

membranei, sunt afectati cel mai des acizii grasi polinesaturati. Acest fapt este explicat prin faptul
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ca acestia contin legdturi duble multiple, intre care sunt grupdri de metilen (-CHz-), care poseda
atomi de hidrogen deosebit de reactivi. Produsele chimice ale acestei oxidari le constituie peroxizii
lipidici sau produsii de oxidare lipidica (LOP) [96,97].

Radicalul , acid gras” nu este o moleculd foarte stabild, asa cad reactioneaza rapid cu
oxigenul molecular, creand astfel un radical ,, acid gras peroxil”. Acesta la randul lui este o specie
foarte instabild, astfel Incat reactioneaza cu un alt acid gras, rezultand un acid gras radical diferit
si un peroxid lipid (LOO’) sau un peroxid ciclic. Reactia se va opri atunci cand doi radicali
reactioneaza si vor produce o specie non-radicald. Antioxidantii pot stopa procesul, prin donarea
unui hidrogen radicalului lipidic. Acesta, va fi transformat intr-un non-radical, blocand reactia
[98].

In etapa de terminare, antioxidanti precum vitamina E doneazi un atom de hidrogen speciei
LOO' si formeaza un radical corespunzator de vitamina E care reactioneaza cu un alt LOO
forménd produse non-radical. Odata ce este initiata peroxidarea lipidelor, va avea loc o propagare
a reactiilor in lant pana la formarea produselor de terminare [58].

Principalii radicali incriminati in oxidarea lipidelor sunt radicalii hidroxil HO-, respectiv
hidroperoxil HO; [58]. O celula produce in jur de 50 de radicali hidroxil in fiecare secunda. Timp
de o zi intreaga, fiecare celuld ar genera 4 milioane de radicali hidroxil, care pot fi neutralizati sau
pot ataca biomoleculele [99].

Radicalul hidroperoxil (HO2) joaca un rol important in chimia peroxidarii lipidelor. Aceasta
formd protonata de superoxid produce H20: care este capabil sd reactioneze cu metale active
redox, inclusiv fier sau cupru, pentru a genera in continuare HO- prin reactiile Fenton sau Haber-
Weiss. HO; este un oxidant mult mai puternic decat radicalul anionic superoxid si ar putea initia
oxidarea in lant a fosfolipidelor polinesaturate, ducand astfel la afectarea functiei membranare
[58].

In urma procesului de peroxidare a lipidelor rezulti produsii primari de peroxidare, anume
hidroperoxizii lipidici (LOOH) si doud tipuri de produsi secundari, relativ stabili: aldehide
nesaturate (DAM, 4-hidroxi-2-nonenal, 2-propenal sau acroleina) si izoprostani [100]. DAM se
atesta a fi cel mai mutagen produs, spre deosebire de 4-hidroxi—2-nonenal care este cel mai toxic
[58].

Efectul toxic al produsilor de oxidare lipidica este explicat prin 3 mecanisme: alterarea
integritatii membranei celulare, capabilitatea de a genera SRO aditionale sau posibilitatea de a fi
degradati in compusi reactivi cu potential lezional al DNA-ului si proteinelor [101].

Un indicator bine cunoscut al peroxidarii membranelor biologice, cu efect deteriorator al
integritdtii si permeabilitdtii membranare, este considerata DAM — o cetoaldehida, utilizata

frecvent in calitate de marker in aprecierea leziunilor cauzate de SRO, datorita reactiei facile cu
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acidul tiobarbituric [58,102].

DAM rezultd in urma procesului de peroxidare a AG polinesaturati, din structura
fosfolipidelor membranelor celulare sau din acid sialic si deoxiriboza, in prezenta unor cantitati
excesive de radicali liberi de oxigen [103,104].

Ulterior DAM este capabila sa difuzeze, astfel incat sa se poata lega covalent de moleculele
ce poseda grupdri amino, aflate la distanta fatd de locul sintezei sale. Exceptand productia non-
enzimatica (lipooxigenarea AG), DAM poate fi formata si ca rezultat al proceselor enzimatice,
drept produs secundar in cadrul reactiilor de sinteza a tromboxanului A2 (TXA2) din acidul
arahidonic. DAM rezultata va indeplini anumite functii, printre care cea de intermediar in unele
cai de semnalizare si controlul expresiei unor gene [58].

DAM generatd in cantitdti crescute ca urmare a SO, va contribui la propagarea si
amplificarea efectelor SO, fiind capabild sd modifice structura proteinelor, carora le transfera
grupari carbonil prin intermediul resturilor de cisteind, histidina sau lizina de pe catenele laterale
[105,106].

in celulele in care are loc oxidarea lipidelor, membrana celulara isi pierde proprietitile,
numerosi receptori membranari sunt inactivati, iar in celuld are loc un aflux crescut de ioni de
calciu, toate acestea contribuind la modificarea permeabilitatii, a potentialului electric membranar
si a comunicarii intercelulare [107].

Proteinele carora DAM le afecteaza configuratia si functia sunt importante in desfasurarea
activitatii celulare: proliferare, diferentiere, sinteza proteica, organizare a citoscheletului, migrare,
controlul activarii complementului etc. Peste treizeci de proteine sunt susceptibile de a deveni tinte
ale DAM: factorul 2 de elongare (eEF2), factorul H (FH) ce controleaza calea alternativa de
activare a complementului, anafilatoxina C3a, protein kinaza C (PKC) etc. [58,107].

Modificarilor oxidative sau redox, induse de catre SRO sau de SRN sunt supuse si proteinele,
afectand nu doar functia acestora, dar in acelasi timp si moduland-o si diversificAnd-o in conditii
de stres. Per general, modificarile oxidative ale proteinelor pot fi clasificate in doud categorii:
ireversibile si reversibile. In timp ce oxidarea ireversibila duce de obicei la agregarea si degradarea
proteinelor, cea reversibila caracteristica reziduurilor de cisteind poate servi adesea ca un
comutator de ,,pornire si oprire” cu rol in reglarea functiei proteice si a cailor redox de semnalizare
in conditii de stres. In contextul tolerantei ischemice, inclusiv dezvoltati prin preconditionare si
postconditionare, modificarile redox reversibile ale cisteinei, cum ar fi S-sulfenilarea, S-
nitrozilarea, S-glutationilarea si formarea de legaturi disulfurice pot servi ca mecanism de aparare
celulara impotriva leziunii ischemice tisulare [108-112].

O serie de indici de laborator sunt analizati cu scopul aprecierii si analizarii modificarilor

oxidative ale proteinelor, printre ele: produsii proteici de oxidare avansatd (PPOA) si albumina
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ischemic modificata (AIM).

Amplificarea cantitatii SRO induce o serie de schimbari ale structurii proteice, modificandu-
le astfel Tn particule descoperite in 1996, numite PPOA [113]. De-a lungul timpului, PPOA au
devenit un biomarker cunoscut si frecvent determinat al modificarii oxidative a proteinelor, fiind
rezultatul reactiei dintre moleculele oxidante clorinate, cum ar fi cloraminele (NH2Cl) si acidul
hipocloros (HOCI) — obtinut ca urmare a reactiilor in care mieloperoxidaza secretata din
leucocitele activate in conditii de SO utilizeaza ca substrat clorul [114]. Sensibilitatea albuminei
la efectul oxidant al SRO este explicata de catre cantitatea redusd de antioxidanti. PPOA poseda
efecte chemoatractante si de stimulare a activarii leucocitelor, monocitelor si limfocitelor T prin
mecanism autocrin, acestea intervenind in declansarea activitatii microbicide si in sinteza de
TNFa. Prin urmare PPOA nu sunt doar markeri ai SO, dar si potential inductori ai inflamatiei
[107,115,116].

Ischemia ocupa un rol important in patogeneza multor maladii. Astfel, AIM - un marker
nespecific al ischemiei tisulare si al SO indus de ischemie/reperfuzie, identificat pentru prima data
la inceputul anilor 1990, este prezentat ca un nou marker biochimic, ale cérui niveluri serice cresc
in multe boli insotite de ischemie [117]. Tn timpul ischemiei/reperfuziei, generarea SRO este
amplificata si ulterior, aminoacizii N-terminali ai AIM sunt modificati. Aceastd modificare scade
afinitatea albuminei plasmatice de a se lega de ionii metalelor grele, cum ar fi cobalt, nichel etc.
[118-119].

1.2. Relevanta disfunctiei endoteliale si a factorilor endoteliali si inflamatori ca efect al
stresului oxidativ in dezvoltarea retinopatiei hipertensive

In aspect patobiochimic, este de evidentiat rolul disfunctiei endoteliale si al markerilor
reprezentativi, si e necesar ca pe viitor clasificarile att in cazul hipertensiunii (HTN), cat si in cel
al RH sa cuantifice si daunele provocate la nivel vascular [52].

Endoteliul constituie un modulator al unor functii importante precum reglarea tonusului
vascular si mentinerea circulatiei sangvine, garantand aportul necesar de O si nutrienti [120]. De
asemenea, este esential si pentru sinteza si eliberarea substantelor, ce afecteaza tonusul vascular
(oxidul nitric, endotelina), adeziunea celulara (chemokine, molecule de adeziune), agregarea
plachetara (prostaciclina) si homeostazia coagularii si fibrinolizei (inhibitori ai activatorului
plasminogenului, factorul von Willebrand), avand un rol antiinflamator, antitrombotic si
antiproliferativ in conditii fiziologice [121].

Tesutul vascular genereaza SRO, cu predilectie anionul superoxid (O2), Tn cantitate mai
mare decét celelalte tesuturi. Productia de SRO este controlatd astfel incat sd nu depdseasca limita
ce ar compromite oxidarea metabolitilor asociati cu metabolismul lipidic, proteic, al
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carbohidratilor st DNA-ul in sine. La acest control, endoteliul vascular participd activ prin sinteza
de oxid nitric [122].

In situatii patologice de ,,agresiune” a endoteliului, fie de cauzi metabolica (hiperglicemie,
hipercolesterolemie) sau hemodinamicd (hipertensiune arteriald), se atestd o diminuare a
continutului de oxid nitric la nivelul endoteliului si in acelasi timp si o crestere a productiei de
SRO. NO actioneaza ca un “gunoier” al radicalilor liberi, cresterea SRO diminuand in consecinta
modificd scenariul fiziologic normal, relatat anterior (antiinflamator, antitrombotic si
antiproliferativ), in unul patologic, dominat de un proces inflamator, tromboza si proliferare
vascularda, fenomen cunoscut sub numele de disfunctie endoteliala (DE) [123]. Asocierea
inflamatiei, disfunctiei endoteliale (DE) si a alterarilor de coagulare, formeaza o triadd vasculara
inseparabila intr-un mediu cu risc ridicat [123].

O serie de factori genereaza DE prin scaderea productiei de NO si, pe de altd parte,
vasoconstrictia asociata cu scaderea mentionatd, va compromite fluxul in tesuturile periferice (in
special la nivel de retind). Acest cerc vicios este amplificat si de catre doud vasoconstrictoare
puternice, cum sunt angiotensina II si endotelina ET-1, care se atestd a fi la niveluri scdzute in
situatii fiziologice si, dimpotrivd, foarte elevate in conditii patologice, cum ar fi in sindrom
metabolic, diabet zaharat tip 2, hipertensiune arteriala, hipercolesterolemie si chiar si statutul de
fumator [124].

Dupa cum am mentionat anterior, endoteliul vascular joaca un rol major in reglarea functiilor
si interconexiunii dintre peretele vascular si sistemul sangvin, motiv pentru care este considerat
organul principal al reglarii vasculare si al elementelor sangvine, intrunind astfel o functie
homeostatica fundamentali. in momentul in care conditiile mediului endotelial sunt alterate, asa
cum se observa in cazul actiunii factorilor de risc, precum hipertensiunea, are loc o perturbare a
functiilor, ducand la aparitia disfunctiei endoteliale [125,126], caracterizatd in principal printr-0
disponibilitate redusd a NO. Ca urmare a acestei situatii, monocitele circulante adera la endoteliu
st patrund ulterior in zona intima subendotelial, ca rezultat al cresterii expresiei selectinelor E s1 P
si a moleculelor de adeziune (VCAM-1 si ICAM-1) in membrana celulelor endoteliale [125,127].
Ulterior, monocitele trec prin jonctiunile intercelulare catre zona intimei subendotelial, atrase fiind
de moleculele chemotactice, in special de catre MCP-1 (monocyte chemotactic protein type 1),
care sunt supraexpresate in aceste circumstante. Odata ce ajung in subintima, monocitele se
diferentiazd in macrofage datoritd actiunii diversilor agenti, cum ar fi factorul stimulator al
coloniilor monocitelor (M-CSF), TNFa si altii. De asemenea, M-CSF si alte citokine stimuleaza
expresia receptorilor pentru LDL-urile oxidate, cum ar fi CD36 si SR-A (scavenger receptor A)
pe suprafata macrofagelor. Aceasta crestere va contribui la captarea LDL-urilor modificate si la
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formarea ulterioara a celulelor spumoase, element distinctiv in procesul aterosclerotic [125].

In disfunctia endoteliala, se pierde rolul de bariera selectiva, astfel incat lipoproteinele cu
densitate mica si foarte mica (LDL si VLDL) pot trece cu usurintd in zona subendoteliald, unde
sunt retinute datoritd interactiunii cu reteaua de proteoglicani si sufera procese de oxidare.
Concentratiile ridicate ale LDL-colesterolului circulant favorizeazd acumularea acestor molecule
n zona subintimei. Oxidarea LDL-urilor este produsa prin actiunea SRO generate de catre celulele
endoteliale, musculare netede si macrofage ale subintimei [128].

Cum s-a mentionat anterior celulele endoteliale elibereaza factori antiplachetari,
protrombotici, precum si factori de relaxare (NO, factor hiperpolarizant) si constrictie (Ang I,
ET1), cu rol in modularea tonusului vascular. in conditii fiziologice, existd un echilibru in
eliberarea acestor factori [129], aceasta balanta fiind alterata in situatii de DE, predominant in
cazul vasoconstrictorilor si protromboticelor, cu exceptia factorului von Willebrand care descreste.
La acestia se adauga factorii de crestere si factori hipofibrinolitici, cum ar fi PAI-1, care sunt
produsi in cantitati infime de catre endoteliu in situatii normale [124].

Angiotensina A (Ang A) si factorul de inhibare al vasoconstrictiei (VIF) constituie substante
vasoactive noi, detectabile prin spectrometrie de masa, ce sunt implicate in crearea unui echilibru
intre vasoconstrictie si vasodilatare [130].

Prin urmare, anumiti markeri ar putea fi cuantificati pentru o intelegere mai bunid a

mecanismelor dezvoltarii HTN, respectiv a RH.

1.2.1. Rolul si consecintele implicérii sistemului renina-angiotensini in hipertensiune si
retinopatie hipertensiva

Explorarea SRA a avansat remarcabil Tn ultimii ani, de la conceptul unui sistem endocrin
clasic care explica homeostazia volumului intravascular circulant si prin urmare a presiunii
arteriale, la un concept mai nou, ce include SRA locale care functioneaza independent in cadrul
mai multor organe, inclusiv ochiul [131].

Fiind una din cele mai vechi (1898) si studiate cascade, cuprinde zeci de peptide si peptidaze

angiotensinice si cel putin sase receptori.
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Figura 7 Sistemul renina — angiotensina, dupa Hollapa M. et al. [132]

Sase componente centrale constituie cele doud axe de baza ale cascadei SRA. Angiotensina
(1-7), enzima de conversie a angiotensinei 2 (ACE) si axa receptorului Mas (ACE2-Ang (1-7) -
MasR) contrabalanseaza efectele daundtoare ale angiotensinei II, enzimei de conversie a
angiotensinei 1 si axei receptorului de tip 1 al angiotensinei II (ACE1-Angll-AT1R) (figura 7)
[132].

Au fost identificate mai multe peptide, enzime si receptori de la primul indiciu al existentei
SRA. Una dintre descoperirile importante si destul de recente a fost identificarea unui nou tip de
receptor: MasR, ale carui efecte, precum vasodilatatia, antifibroza si antiproliferarea, sunt opuse
celor ale receptorului de tip 1 al angiotensinei II (AT1R). Aceasta descoperire a condus la divizarea
SRA 1in doud axe centrale: ACE1-Ang II-AT1R si ACE2-Ang (1-7)-MasR, oferind noi directii de
dezvoltare a medicatiei antihipertensive. In timp, SRA a evoluat spectaculos de la o cale liniara
simpld, avand un singur substrat cunoscut, doud proteaze, doua peptide si un receptor, intr-0
cascada complexa formata din mediatori multipli, enzime versatile din punct de vedere functional
si diversi receptori care sunt activati de mai multe peptide angiotensinice [133-137].

Cum a fost mentionat, existd doi receptori primari pentru angiotensina II: receptorul
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angiotensinei Il tip 1 (AT1R) si AT2R. AT1R pare sa-si exercite functia predominant in vasele de
sange. Semnalizarea AT1R induce In mod normal vasoconstrictia, spre deosebire de semnalizarea
AT2R ce va induce vasodilatatia. Cu toate acestea, rolurile AT1R si AT2R in conditii patologice
sunt in prezent inca incerte [138,139].

SRA sistemic este un factor important in reglarea tensiunii arteriale, insa aditional exista si
sisteme de reglare specifice tesuturilor, responsabile pentru modificarile regionale pe termen lung,
care au fost identificate Tn diverse organe. Cu alte cuvinte, SRA nu este doar un sistem endocrin,
ci si un sistem autocrin complex [132,140].

Cascada SRA clasica incepe cu o proteaza aspartica renin-like, specifica, care cliveaza
legatura peptidica dintre Leul0 si Valll la capatul N-terminal al angiotensinogenului (AGT), o a-
glicoproteina lunga de 225 de aminoacizi, pentru a forma angiotensina I (Ang I) [132].

Ang 1, un prohormon slab cu efect vasoconstrictor, poate fi scindat Tn continuare pentru a
forma Ang II. Diverse enzime participa la formarea Ang II din Ang I: ACEL, tonina, tripsina,
kalikreina, catepsina G si chimaza [141-145].

ACE]1 este prezenta in multe tesuturi, precum si in fluidele biologice, de ex. in plasma [146].
Pentru a functiona, ACE1 are nevoie de Zn?* in complex cu o moleculd de api activati si cloruri
pentru a imbundtati legarea substratului [147]. Aceasta enzima de baza care actioneaza asupra Ang
I, indeparteaza doi aminoacizi (His-Leu) de la capatul carboxi terminal al Ang I pentru a forma
una dintre peptidele centrale ale cascadei SRA: Ang II. Celelalte enzime mentionate anterior sunt
considerate a fi cdi alternative de formare a Ang II, cu o importantd aparte Tn conditii fiziologice
si patologice [148].

In 1940, Ang II o octapeptidd cunoscuti si sub numele de Ang (1-8) a fost initial izolata si
caracterizatd drept un vasoconstrictor puternic care creste TA si regleaza echilibru electrolitic,
tonusul vascular si senzatia de sete [132]. De asemenea, stimuleaza eliberarea de aldosteron si
vasopresind si exercitd actiunile sale patologice de vasoconstrictie, inducerea fibrozei si inflamatie
prin ATIR cuplat cu proteina G. Ulterior Ang II poate fi clivatd de catre ACEl, fie de
aminopeptidaza A pentru a genera angiotensina III, sau de catre aminopeptidaza N pentru a forma
angiotensina IV. Este interesant de mentionat faptul cé clivarea unui rest de aminoacid (Phe) de la
capatul C terminal al Ang I de catre enzimele ACE2, carboxipeptidaza A sau catepsina A, duce la
generarea angiotensinei (1-9) a carei functii biologice constau in eliberarea acidului arahidonic,
promovarea formadrii oxidului nitric §i cresterea activitdtii de bradikinind. De asemenea
angiotensina (1-9) ar putea reduce TA, scadea HTN si posibil ar juca si un rol in inhibitia functiilor
plachetare.

Prin urmare, in plus fatd de rolul sdu clasic in reglarea TA, a volumului lichidian, precum si
a echilibrului electrolitic, SRA este implicat in declansarea procesului inflamator.
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Independent de SRA sistemic, SRA intrinsece au fost identificate in diferite tesuturi (inclusiv
retina) si sunt importante pentru mentinerea homeostaziei locale (figura 8) [140]. Ochiul uman are
propriul sdu SRA, ca si inima, SNC, intestinul etc. [132] Desi mecanismele patologice la nivel
molecular nu sunt inca bine elucidate, SRA ocular local pare sa joace un rol in patologia oculara,
fiind asociat cu tulburdri oculare precum: glaucomul, retinopatia diabeticd, degenerescenta

maculara legata de varsta etc. [132,140].

Systemic Local
Circulating RAS Tissue RAS (eye)
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Kidney Prorenin Muller, CB
— PRRB
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Angiotensinogen

Angiotensin I
ACEI
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Figura 8. SRA circulant si tisular, dupa Kurihara T. et al. [140]
Nota: VSMC: vascular smooth muscle cell, EC: endothelial cell, PRRB: (pro)renin receptor
blockers, ACELI: angiotensin-converting enzyme inhibitors, ARB: angiotensin Il type 1 receptor
blockers, AT1R: angiotensin Il type 1 receptor, CB: ciliary body, RPE: retinal pigment epithelium

SRA locale au inceput a fi privite din perspectiva a doud grupuri in baza originii Ang II:
SRA extrinsec 1si obtine Ang II din circulatie, in timp ce SRA intrinsec sintetizeaza propriul Ang
Il local [150]. Cu toate ca o parte din SRA locale depind de interactiunea cu SRA circulator pentru
a functiona in totalitate, in multe organe SRA locale functioneaza prevalent independent [151].
Tntr-adevar, SRA locale specifice tesuturilor pot produce in mod independent diferite componente
ale SRA, demonstrand astfel ca SRA este nu doar un sistem circulator endocrin, ci poseda si functii

aditionale necunoscute anterior [132].
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Pana in prezent toate componentele centrale ale SRA, inclusiv componentele celor doud axe
principale: ACE1-Ang II-ATIR si ACE2-Ang (1-7)-MasR, au fost stabilite in diferite structuri
oculare la diferite specii. Elementele celor doud axe principale au fost identificate atat in
structurile oculare retiniene, cat si in cele non-retiniene [152,153].

Chiar daca SRA este prezent in ochiul uman, functia si semnificatia sa in patobiochimia
oculard sunt incd neelucidate. Constituie incd un subiect al dezbaterii, faptul ca peptidele
angiotensinice identificate in ochiul uman provin partial din compartimentul sangvin sau sunt
sintetizate local.

Hiperactivitatea SRA, atat sistemic, cat si vascular, este considerat a fi unul dintre principalii
mediatori ai maladiilor vasculare nu numai la pacientul hipertensiv, ci si In toate procesele legate
de disfunctia endoteliald si ateroscleroza. Propusd ca marker de diagnostic si de urmarire ca
raspuns la tratament, evaluarea angiotensinei A II (AIl) in practica clinicd a fost pe moment
respinsa, cu exceptia cercetdrilor fundamentale, intrucat implica un cost crescut. Admitand rolul
important jucat de aceastd substanta in leziunea vasculara, functia sa in calitate de instrument in
diagnosticul primelor faze si valoarea predictiva a evenimentelor pe termen mediu si lung ramane
a fi elucidata.

In timp ce se atesti cd DE ocupa un rol cheie in dezvoltarea HTN, dereglarea poate fi de
asemenea si un efect [154]. Astfel evaluarea markerilor DE, nu doar ar permite intelegerea
patogenezei HTN, cat si a RH, dar ne-ar permite potential sd analizam exactitatea diagnosticului,

progresia maladiei si s8 monitorizam tratamentul.

1.2.2. Stresul oxidativ si inflamatia

Numeroase patologii oculare sunt mediate de inflamatie sau rdspunsuri imune alterate
semnificativ. Se atestd faptul cd si SO este linkat cu inflamatia: celulele inflamatoare generand
intermediari de oxigen reactiv. La randul lui, SO poate induce inflamatia prin medierea expresiei
genei factorului nuclear — kappa B (NF-kB) [59,155-158].

Este demonstrat faptul cd inflamatia joaca un rol crucial in patogeneza si dezvoltarea HTN
si respectiv si a RH [159,160]. Cresterea rezistentei vasculare periferice arteriale, eventual induce
procesul de remodelare vasculara, cu modificarea structurala si functionala ulterioard a
endoteliului, fapt atestat in stadiile incipiente ale HTN, in mare parte fiind datorat inflamatiei
sistemice [160]. Rolul componentelor proinflamatorii ale SRA in modificarile vasculare a fost
identificat in mai multe cercetari, atat pe oameni cat si pe animale [159].

Tn cadrul modelelor experimentale, HTN promoveazi DE prin inhibitia producerii endogene
de NO [161]. De asemenea moduleaza receptorii angiotensinei I in muschii netezi vasculari, iar
ulterior efectele vasoconstrictoare si proaterogenice ale Ang II. Ang II perpetueaza inflamatia
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vasculara prin stimularea citokinelor inflamatorii, recrutand monocitele si inducand SO [162].

O interconexiune evidenta este demonstrata intre procesul inflamator si DE, iar markerii
proinflamatori sau markerii inflamatiei sistemice sunt catalogati si ca markeri ai DE.

Studii concludente ce vin in sustinerea participarii inflamatiei in dezvoltarea RH au
demonstrat valori crescute ale proteinei C reactive — un reactant bine cunoscut al fazei acute, la
pacientii cu RH, cat si o corelatie a nivelului cu gradul RH [33,163].

Nivelul crescut de superoxid poate promova inflamatia prin deteriorarea celulelor
endoteliale, cresterea permeabilitatii microvasculare si recrutarea de neutrofile. SRO activeaza
factorul de transcriptie NF- kB, ce poate creste mediatorii proinflamatori, cum ar fi citokinele, NO
si prostoglandinele [52]. Celulele endoteliale sunt afectate de inflamatie, inducand modificari in
fenotipul lor, crescand astfel expresia mediatorilor inflamatori, a citokinelor si activarea NOSi
[164]. Aceste evenimente sunt observate si in celulele epiteliului pigmentar retinian (RPE). Mai
mult, RPE interactioneaza direct cu celulele endoteliale (CE) si pot spori potentialul proangiogen
al acestora, prin amplificarea proliferarii si migratiei. TNF-o amplifica expresia factorului de
crestere endotelial vascular (VEGF), un factor angiogen major, in celulele RPE prin activarea
dependenta de SRO a B cateninei [165]. SRO afecteazi, de asemenea, dimerizarea si
autofosforilarea receptorului VEGF. In schimb, VEGF stimuleaz in continuare productia de SRO

prin activarea NOX in celulele endoteliale [166].

1.3. Particularitati ale mecanismelor biochimice in dezvoltarea manifestirilor clinice
inRH

Celulele fotoreceptoare ale retinei sunt extrem de exigente din punct de vedere metabolic,
avand cea mai mare densitate de mitocondrii comparativ cu alte celule din corp. Atat amplificarea
cat siregresia fiziologica si patologicd a vaselor retinei sunt controlate de catre cerintele energetice
ale fotoreceptorilor [167].

Retina este extrem de bogata structural in lipide, care sunt reciclate continuu, aportul
alimentar moduland si el compozitia. Fosfolipidele retiniene contin o abundentd de AG
polinesaturati cu catena lunga (aprox 45% din fosfolipidele totale), AG saturati (aprox 37% din
fosfolipidele totale) si AG mononesaturati (aprox 10% din fosfolipidele totale) [168]. Analiza
structurii retiniene, cat si revizuirea necesitdtilor energetice locale, punand accent si pe
metabolismul lipidic, ar oferi intelegere mai buna a factorilor si mecanismelor implicate in
dezvoltarea si progresia disfunctiei retiniene.

Hipertensiunea este acompaniata de catre SO si disfunctie mitocondriald, ce induce o serie
intreagd de anormalitati vasculare pe tot parcursul dezvoltarii si progresiei RH. Dereglarile

mitocondriale cauzeaza supraproductie de radicali superoxid, initial in lantul transportator de
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electroni. SO induce alterarea structurilor celulare, lipidelor, proteinelor si DNA-ului, si in
particular afecteaza celulele neuronale metabolic active, precum sunt fotoreceptorii [169].

SO, fiind un fenomen extrem de complex, este linkat si cu o serie de alti factori potential
declansatori ai RH, cum ar fi hipoxia, inflamatia etc., initiind, fie accelerand dezvoltarea maladiei
[52].

Prin urmare, alterarea cailor endogene celulare de protectie impotriva SO duce la o serie de
disfunctii retiniene atat functionale cat si morfologice, cu predilectie la nivel de epiteliu pigmentar,
celule endoteliale si celule ganglionare retiniene (figura 9) [59].

Mentionam ca de-a lungul timpului aceste fenomene au fost studiate in diverse maladii
oculare, inclusiv si de geneza genetica. Pot fi enumerate aici degenerescenta maculara legata de
varsta, glaucomul, retinopatia diabetica, retinita pigmentoasa, neuropatia optica ereditara Leber si

altele [36].
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Figura 9. Afectarea straturilor retiniene la actiunea SO, dupa Masuda T. et al [59]
Noti: 'Ag: oxigen singlet; Oz superoxid; HO: hidroxiperoxil; H.O2:peroxid de hidrogen; OH:
hidroxil; NADPH oxidase: nicotinamid adenin dinucleotid fosfat oxidazd; eNOS: oxid nitric
sintaza endoteliald; SOD: superoxid dismutaza; RGC: celule ganglionare retiniene; RPE: epiteliu

pimentar retinian; DR: retinopatie diabetica; AMD: degenerescentd maculara legata de varsta.

Dincolo de reactivitate si specificitate, alti factori importanti sunt implicati in determinarea
modului In care speciile reactive provoaca efecte celulare specifice. Acestea includ, dar nu se
limiteaza la: (1) locul de productie, (2) localizarea si (3) reactivitatea tintei. Locul de productie al

mediatorului reactiv este important in cazul speciilor foarte reactive, care au distante de difuzie
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limitate, deoarece aceste molecule nu pot media semnalizarea in aval decat daca tinta este in
apropiere [67, 170]. Locul de productie poate permite, de asemenea, acumularea unei specii
reactive, rezultand astfel concentratii locale ridicate necesare pentru semnalizare [41, 67, 170].

Retina este cu predilectie vulnerabila la SO, acest fapt fiind datorat nivelului amplificat de
utilizare al oxigenului, cat si proportiei mari de acizi grasi polinesaturati din structurile acesteia,
ce ulterior sunt supusi peroxidarii, ddunand in acest mod epiteliului pigmentar retinian (RPE). Se
considera ca un impact mai mare 1i revine maculei, unde se atestd un nivel ridicat de activitate
metabolica si unde expunerile la lumina sunt mai mari [52].

Se cunoagte cd atat SRO, dar si alti radicali au un rol intr-o diversitate de fenomene
fiziologice cat si patologice, prin participarea in reactii biochimice ce in final pot elucida aparitia
manifestarilor clinice in diverse afectiuni, fapt atestat si in cazul retinopatiei. Este notabil ca in
cadrul proceselor metabolice semnificative la nivel celular cu utilizare de O, are loc in acelasi
timp si formarea din oxigen a SRO cu un potential efect nociv. Prin urmare, prezenta
metabolismului aerob ar avea un efect dual — pe langa mentinerea viabilitatii si un eventual

potential lezional (figura 10).
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Figura 10. Rolul SRO Tn mecanismele fiziopatologice ale RH [59]
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Pentru a elucida importanta SO in cadrul RH, e necesar sa intelegem si mecanismele ce stau
la baza leziunilor oxidative la nivelul retinei. Clinic RH este definitd prin prezenta semnelor
microvasculare retiniene la un individ cu hipertensiune. Mecanismele specifice ale deteriorarii
oxidative retiniene sunt unice in dependenta de tipurile celulelor retiniene afectate. Morfologic si
functional sunt afectate RPE, vasele retinei si fotoreceptorii. Date concludente ne demonstreaza
faptul ca concentratii anormal de crescute ale produsilor oxidati pot interfera cu abilitatea celulelor
RPE de a regla factorii cheie ai angiogenezei, rezultdnd in neovascularizarea retinei. Ca o sursa a
SRO, fotoreceptorii contribuie la SO, vitalitatea conurilor si bastonaselor fiind direct afectata de
catre statutul redox al tesuturilor Inconjuratoare. Pierderea de celule fotoreceptoare sau reducerea
activitatilor necesitante de oxigen, cum ar fi fototransductia, pot duce la concentratii crescute de
oxigen tisular, fapt explicat prin lipsa autoreglrii a nivelului de oxigen al vaselor coroidiene. in
contrast, arteriolele retiniene posedad aceastd capacitate de autoreglare, dezechilibrul oxigenului
indus de catre disfunctia si degenerarea fotoreceptorilor observandu-se clinic prin vasoconstrictia
vaselor [52].

Oxidul nitric este cea mai raspandita moleculd de semnalizare identificata la nivelul retinei,
deoarece poate fi produsa de fiecare tip de celula retiniana. NO este capabil sd influenteze o mare
varietate de mecanisme sinaptice, variind de la cresterea sau scaderea eliberarii

De asemenea, NO este generat in urma ischemiei retiniene tranzitorii si joaca un rol cheie in
moartea celulard intarziata. Astfel, NO este vazut 1n calitate de moleculd neuroprotectoare sau ca
compus neurotoxic in functie de concentratia sa locald. In RPE, NO a fost propus ca al doilea
mesager in fagocitoza [171].

in SO formarea AIM este determinati de expunerea la radicalii liberi, ca urmare a
modificarilor care apar in reteaua microvasculari, inclusiv in cea retiniand. In ciuda faptului ca
mecanismele prin care SO apare si contribuie la dezvoltarea complicatiilor hipertensive sunt inca
incerte, modificarile biochimice rezultate contribuie la modificari structurale si functionale ale
microvasculaturii. Aceste deficiente genereazd modificari ale fluxului sangvin al retinei,
deteriorarea barierei sdnge-retina si la final la ocluzia capilara si ischemie. O reducere continua a
perfuziei capilare va duce la formarea tuturor semnelor bine-cunoscute ale HR ca “leziuni albe
vitoase”, anomalii microvasculare intraretinale, perle venoase si neovascularizare. In conditii
ischemice, precum in RH, capacitatea albuminei de legare a metalelor de tranzitie precum nichelul,
cuprul si cobaltul este diminuata, rezultand astfel formarea de IMA — o variantd modificatd a
albuminei [6, 106, 172, 173].

Avand in vedere ca patologia vasculara retiniand constituie un factor important al pierderii
vederii, cele mai importante cercetdri care examineaza retinopatia si rolul posibil jucat de SRA s-
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au concentrat asupra microvascularizatiei. Sistemul circulator al retinei furnizeaza oxigen si
substante nutritive tesutului retinian, ceea ce este esential pentru o functionare corecta. Retina tinde
sa-si mentina fluxul sangvin constant printr-un raspuns autoreglator intrinsec [131].

Principalii reglatori ai fluxului sangvin sunt pericitele vasculare [174], celulele endoteliului
si celulele neuronale si gliale [175]. Una dintre cele mai importante peptide care joaca un rol
crucial n reglarea tonusului vasculaturii este Ang II [176,177]. S-a demonstrat ca Ang II induce
apoptoza celulelor endoteliale retiniene [178] si constrictia pericitelor, prin urmare, scaderea
diametrului arteriolelor retiniene medii si a capilarelor, ceea ce duce la reducerea fluxului sangvin
[131,179].

Etiologia RH pare a fi legata de factorii de risc vascular oculari, cat si cei sistemici, cum ar
fi hipertensiunea sistemica. Raportul cd unele componente ale SRA sunt crescute in sange la
pacientii cu HTN, sugereaza ca SRA poate fi implicat in patogeneza RH.

Pana in prezent, cercetdrile tintite pe gasirea unei legaturi intre SRA si retinopatie s-au bazat
pe studiul microvasculaturii retiniene. S-au identificat dovezi puternice care sustin rolul Ang Il in
pericite si celule endoteliale in microvascularizarea retiniana. Ang II are un efect mitogen asupra
celulelor endoteliale ale retinei [131].

Prin urmare, SRA este un factor redutabil care potenteaza procesul de remodelare vasculara
in RH si se afla in relatii reciproce cu SO, inflamatia si disfunctia endoteliala.

SO si SAO, precum si SRA, sunt cu siguranta implicate in patogenia mai multor maladii,
inclusiv si a HTN. RH fiind o complicatia severa a HTN, care este conditionatd de dereglari
sistemice si locale nu este pe deplin studiata.

Studiile existente ale RH nu sunt suficiente pentru a avea un tablou exhaustiv al patologiei
si In prezent, nici un marker de sine statator nu poate oferi o imagine integra a structurii si functiei
vasculare. Asadar, conceptul de multimarker in evaluarea afectiunilor per general, inclusiv si a
celor oculare este justificat, din considerentul si a multitudinii de markeri existenti, valoarea
predictiva a cdrora se asteapta a fi semnificativd la diferite etape ale dezvoltarii patogeniei
retinopatiei. Directia prioritara de cercetare in acest sens este axata pe estimarea markerilor relativi
noi, cat si a celor clasici In dezvoltarea patologiei, cat si corelarea acestora cu gradul de progresie
a RH. Prin urmare, biomarkerii circulanti ar putea deveni viitorul preventiei, unui control mai bun

st descresterii morbiditdtii legate de complicatiile oculare ale hipertensiunii.
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2.MATERIALE SI METODE DE STUDIU A MARKERILOR BIOCHIMICI iN
RETINOPATIA HIPERTENSIVA

2.1. Metodologia cercetarii

A fost realizata 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 in subloturi
de studiu 1n functie de severitatea RH. Cercetarea a fost efectuata in perioada anilor 2018-2020 Tn
strictd 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.

2.1.1. Caracteristica loturilor de studiu

Studiul a inclus 90 de pacienti hipertensivi, dintre care 38 (42.2%) barbati si 52 (57.8%)
femei, cu o varstd medie de 59.36 = 13.13 ani. Pentru a evidentia unele particularitati clinico-
evolutive respondentii din lotul de cercetare au fost stratificati conform gradelor de severitate a
RH, fiind utilizata clasificarea Keith-Wagner-Barker, bazata [181,182] pe examinarea fundului de
ochi, Tn corespundere cu design-ul studiului, dupa cum este prezentat si in figura 11:

- grupul 1 (GI) a inclus 36 pacienti cu gradul I de RH - cu ingustare arteriolard retiniana
generalizatd usoara. Varsta pacientilor a variat de la 27 pand 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 II a RH cu ingustare focald definita 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 panad la 84
de ani, varsta medie fiind 64.63 + 13.01 ani. Divizarea dupa gen a inclus: 8 barbati (42%) si
11 femei (58%).

In studiu nu au fost inclusi pacienti cu gradul IV al RH - cu retinopatie severd de grad III si
edem papilar, din cauza asocierii cu alte patologii si a numarului insuficient.

Lotul de cercetare reprezentativ a fost calculat in Programul Epilnfo 7.2.2.6, compartiment
”StatCalc — Sample Size and Power” pentru studiu analitic, observational (de cohortd) in baza
urmatorilor parametri:

- Intervalul de incredere pentru 95.0% de semnificatie a rezultatelor.

- Puterea statistica — de 80.0%.
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- Frecventa retinopatiei hipertensive conform surselor bibliografice recente in medie constituie

17.0 % [183, 184].

Rezultat:
~  pentru 95.0% Ii marimea lotului este de n = 53 respondenti,

- design-efect ”deff” 1.5, n=179.5,
- ajustarea catre rata de non-raspuns, estimatd de 10% (q = 1/(1-f), f — rata estimata de non-
raspuns de 10,0%), marimea lotului ajustat = 79.5 x 1.1 = 87 de respondenti.

Neomogenitatea intre grupuri nu va constitui un dezavantaj, astfel incat pentru a compara
markerii studiati se va utiliza metoda directa de standardizare.

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

Pacientii au fost evaluati utilizand un interviu pentru a determina caracteristicile demografice
si clinice: varsta, sexul, statutul marital, domiciliul, varsta la debutul maladiei si tratamentul in caz
ca acesta este.

Criteriile de selectie/includere

1. Pacientii cu valori normale ridicate ale TA si HTN primara 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. Vaérsta 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.
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2.1.2. Metode de cercetare si acumulare a datelor primare

1. Metode clinice (examenul clinic al pacientului). Cercetarea a inclus evaluarea generala
a statutului pacientului (varstd, IMC, TAS, TAD etc.), evaluarea specificd oftalmologica
(determinarea acuitatii vizuale, autorefracto-keratometria, perimetria, biomicroscopia segmentului
anterior si a fundului de ochi, ultrasonografia globului ocular, tonometria, gonioscopia, pahimetria,
OCT a zonei maculare si a papilei nervului optic la necesitate).

2. Extragerea unor date din fisa medicali. In corespundere cu scopul, obiectivele si
metodologia cercetarii din fisele medicale ale potentialilor participanti in studiu au fost extrase
datele referitor la comorbiditatile somatice severe, riscurile profesionale, traumatismele oculare si
cranio-cerebrale in antecedente, maladiile asociate oculare.

3. Metode biochimice de investigare. S-a realizat evaluarea indicilor de laborator — nivelul
de microalbumind, LDL si HDL-colesterol, angiotensina II, activitatea enzimei de conversie, NO
(oxid nitric), S-nitrozotioli, DAM (dialdehida malonica), albumina ischemic modificata (AIM) si
proteine ischemic modificate, produsi proteici de oxidare avansatd (PPOA), activitatea
antioxidantd totald (AAT), activitatea superoxid dismutazei (SOD), catalazei, glutation
peroxidazei (GPx), glutation reductazei (GR) si nivelul de glutation (GSH/GSSG) si grupari tiolice
proteice.

4. Metode analitice. S-a efectuat analiza corelationalda a indicilor de laborator in ser si
lacrima, precum si a statutului oftalmologic cu indicii de laborator si au fost identificati cei cu

potential diagnostic si prognostic.
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SELECTAREA PACIENTILOR
CONFORM CRITERIILOR DE INCLUDERE (Total = 90 ochi)

Distribuirea in loturi
conform gradului RH

4

LOTUL I (n=36)
Gradul I de RH (se vor evalua indicii de laborator generali si specifici si
evaluarea specifica oftalmologica)

LOTUL Il (n=35)
Gradul II de RH (se vor evalua indicii de laborator generali si specifici si
evaluarea specifica oftalmologica)

LOTUL Il (n=19)
Gradul 111 de RH (se vor evalua indicii de laborator generali si specifici si
evaluarea specifica oftalmologica)

ANALIZA REZULTATELOR SI PRELUCRAREA STATISTICA

ELABORAREA CONCLUZIILOR SI A RECOMANDARILOR PRACTICE

Figura 11. Design-ul studiului
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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
st transferat in eprubete Eppendorf si pastrat la -45°C separat.
Proba de lacrima a fost colectatd din unghiul extern al fantei palpebrale cu ajutorul unei
seringi de unicd folosintd pentru insulind, dupa o iritare usoard preventiva al unghiul extern al
fantei palpebrale cu balsam aromatic vietnamez ,,Golden Star”.
Serul si lacrima au fost distribuite in microtuburi Eppendorf si congelate (-40°C) pana la
testarea biochimica. Toate probele au fost codificate.
Prin metode fotocolorimetrice si imunoenzimatice au fost evaluate in ser si lacrimd indicii:
- stresului oxidativ si sistemului antioxidant: oxidul nitric, S-nitrozotioli, dialdehida malonica,
produsi proteici de oxidare avansatd, activitatea antioxidantd totala, catalaza, superoxid
dismutaza, glutationul redus, glutation peroxidaza, glutation reductaza, SH-grupatri tiolice;

- ischemiei: albumina ischemic-modificata,

- sistemului renin-angiotensind: angiotensina II, activitatea enzimei de conversic a
angiotensinei;

- metabolismului lipidic: trigliceridele, colesterolul total, LDL-colesterol, HDL-colesterol);

- proteinelor totale.

Investigatiile biochimice au fost efectuate dupa metode adaptate de colaboratorii
Laboratorului de biochimie al USMF “Nicolaec Testemitanu” pentru spectrofluorimetrul cu
microplaci Synergy H1 (Hydrid Reader) (BioTek Instruments, SUA) si spectrofotometrul Power
Wave HT (BioTek Instruments, SUA), figura 12.

Figura 12. Spectrofluorimetrul cu microplaci Synergy H1 (Hydrid Reader, SUA) si
spectrofotometrul PowerWave HT (BioTek Instruments, SUA)
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2.2.2. Determinarea indicilor stresului oxidativ

Dozarea oxidului nitric a fost realizata conform procedeului descris de Merenbsckas B.A. si
I'ymanoBa H.I'. [184] in modificarea Gudumac V. si coaut. [185]. Principiul metodei consta in
deproteinizarea materialului biologic, reducerea nitratilor In nitriti, prelucrarea cu reactivul Griss
a supernatantului, si masurarea ulterioard a densitdtii optice a produsului reactiei. Calculul
concentratiei nitritului s-a efectuat cu ajutorul curbei de calibrare si a fost exprimat in pmol/L atat
pentru ser cat si pentru lacrima.

Determinarea nivelului de S-nitrozotioli a fost efectuatda prin metoda descrisa de Haqqani
A.S. si coaut. [186,187], modificatd de Gudumac V. si coaut. [188]. Principiul metodei se bazeaza
pe eliberarea si captarea NO2 sub influenta sulfamatului de amoniu si masurarea intensitatii
fluorescentei probelor la 360 nm (excitare) si 450 nm (emisie), ce se formeaza la interactiunea
NO2 cu reagentul ce contine 2,3-diaminonaftalen. Ulterior, calculul a fost efectuat cu ajutorul
curbei de calibrare construita in baza dilutiilor succesive ale sol. standard de S-nitrozotioli, iar
rezultatele prezentate in pumol/L.

Determinarea dialdehidei malonice — produsul final al peroxidarii lipidelor, s-a efectuat
conform procedeului descris de I'anaktronosa JLIL. si coaut. [189], in modificatia Gudumac V. si
coaut. [190]. Metoda se bazeaza pe identificareca spectrofotometrica a complexului trimetinic
colorat, rezultat in urma interactiunii acidului tiobarbituric cu DAM. Concentratia DAM 1in proba
de interes este direct proportionala cu intensitatea coloratiei, iar rezultatul final a fost exprimat in
pumol/L pentru ambele lichide biologice cercetate.

Nivelul produsilor proteici de oxidare avansata a fost estimat cu ajutorul metodei propuse
de catre Capeillere-Blandin C., si coaut. [191], modificata de Gudumac V. si coaut. [192], acestia
fiind identificati spectrofotometric datoritd absorbantei specifice la 340 nm. Cantitatea de PPOA
a fost evaluata cu ajutorul curbei de calibrare a sol. standard de cloramina-T (0-100 pumol/L),

structurizatd in baza dilutiilor succesive. Rezultatul a fost prezentat in pmol/L.

2.2.3.  Aprecierea markerilor sistemului antioxidant

Nivelul total al antioxidantilor (AAT) a fost apreciat conform metodei bazate pe degradarea
radicalului acidului 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolind-6-sulfonic (ABTS) la interactiunea cu
compusii serici cu proprietati antioxidante si masurarea absorbtiei diminuate la 734 nm [193].
Nivelurile AAT serice si lacrimale au fost exprimate in pM/L.

Activitatea superoxid dismutazei (EC 1.15.1.1) a fost estimata conform metodelor descrise
de Matromma b.H. si coaut. [194] si [Iyoununa E.E. si coaut. [195], modificate de Tagadiuc O. si
coaut. [196]. Activitatea SOD s-a analizat indirect, apreciindu-se gradului de inhibare a reducerii

sarii de tetrazolium nitroblue (NBT) in nitroformazan. Cantitatea acestuia a fost dozatd apoi
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spectrofotometric la 540 nm, intensitatea coloratiei fiind proportionald cu cantitatea de NBT redus.
Activitatea SOD este capabild sa inhibe acest proces [196]. Activitatea SOD a fost exprimata in
unitati conventionale (u.c.) atat pentru ser cat si pentru lacrima.

Determinarea activitatii catalazei (EC 1.11.1.6) a fost efectuata utilizandu-se procedeul
descris de Kopomtok M.A. si coaut. [197], modificat de Baciu E. si Nastas 1. [198], estimandu-se
proprietatea enzimei de a scinda molecula de H>O2 in H20 si O2. H20; ulterior formeaza cu
molibdatul de amoniu, un compus complex de culoare galbend, iar descompunerea acestuia de
catre enzimd, induce decolorarea solutiei, determinata spectrofotometric la 410 nm. Activitatea
CAT coreleaza cu gradul decolorarii si a fost exprimata in micromoli la 1 litru de ser (umol/L).

Activitatea glutation peroxidazei (EC 1.11.1.9) s-a estimat in baza testului optic Warburg,
utilizandu-se procedeul propus de Wendel A. [199], modificat de Tagadiuc O. si coaut. [200],
determinandu-se absorbanta la intervale de timp prestabilit la 340 nm. Rezultatul activitatii GPx a
fost exprimat in nanomoli de glutation redus pe secunda la un litru de ser sangvin sau lacrima
(nmol/s/L).

Activitatea glutation reductazei (EC 1.6.4.2) s-a determinat prin metoda descrisa de Biracosa
C.H. si coaut. [201], modificatd de Gudumac V. si coaut. [202], ce are la baza testul optic Warburg.
La baza metodei std masurarea consumului de NADPH, utilizat de catre GR cu scopul reducerii
GSSG, observat prin diminuarea absorbantei la 340 nm. Activitatea enzimei a fost exprimata in
nanomoli de GSSG ce a fost transformat in GSH intr-o secunda la un litru de ser sangvin/lacrima
(umol/s/L).

Nivelul glutationului redus a fost determinat conform procedeului descris de Mortensen E.
[203], modificat de Andronache L. si coaut. [204]. Principiul metodei are la baza interactiunea n
mediu alcalin a GSH cu ionii de cian si nitroprusiatul. Compus complex format este de culoare
rosie-violeta, iar intensitatea acestei coloratii este direct proportionald cu concentratia de glutation
redus in materialul biologic cercetat. Curba de calibrare construita este utilizata in calculare, fiind
obtinutd prin dilutiile solutiei standard stock de glutation redus. Rezultatele se prezintd in umol/L
pentru ser si lacrima.

Continutul de grupari tiolice ale proteinelor in materialul de cercetare s-a apreciat in
conformitate cu procedeul propus de Ellman G. L. si Hu M.L. [205,206], modificat de Gudumac
V. si coaut. [207]. Principiul metodei se bazeaza pe interactiunea dintre reactivul Ellman - 5,5'-
dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) si grupele tiolice ale proteinelor, ce va forma un compus colorat cu

capacitatea maxima de absorbtie la 412 nm. Rezultatul se exprima in uM/g.proteina.
2.2.4. Dozarea indicilor ischemiei

Dozarea albuminei ischemic modificate a fost realizatd cu ajutorul metodei descrise de
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Gudumac V. si Tagadiuc O. [208], ce are la bazd proprietatea albuminei de a lega ionii de cobalt
(Co?"), ce scade in conditii de ischemie datoritd modificirilor ischemice ale structurii proteinei.
Coloratia solutiei experimentale este determinati de continutul ionilor liberi de Co?*. Evaluarea
modificarii intensitdtii coloratiei solutiei are loc prin masurarea spectrofotometrica a absorbantei
la 492 nm. Curba de calibrare a solutiei standard de CoClz, construita in baza dilutiilor succesive
a fost utilizata pentru efectuarea calculelor nivelului de AIM. Rezultatele finale au fost exprimate

in umol/L atat pentru ser cat si pentru lacrima.
2.2.5. Identificarea markerilor SRA

Nivelul angiotensinei Il si a enzimei de conversie a angiotensinei a fost estimat prin metoda
imunoenzimaticd ELISA, utilizdnd-se instructiunile tehnice ale kiturilor standard Human
angiotensin 11, ANG-I1I Elisa Kit si ACE Elisa Kit ale companiei MyBioSource, Inc. (USA) (figura
13).

ioSource o

NTIBODY + PROTEIN » ELISA KI

Figura 13. Human angiotensin 11, ANG-II Elisa Kit si ACE Elisa Kit
2.2.6 Evaluarea unor indici ai metabolismului lipidic si proteic

Continutul indicilor lipidici au fost apreciati prin metoda spectrofotometrica urmand
instructiunilor tehnice a kiturilor standard ale companiei DAC-Spectromed (Moldova).

Continutul triacilgliceridelor (TAG) a fost determinat utilizandu-se metoda colorimetrica
enzimaticd GP/PAP, in baza procedurii descrise de Bucolo G si colab. si Fossati P. si colab.
[209,210].

Nivelul colesterolului total a fost evaluat conform metodei descrise de Naito si colab. Si
Melattini F. si colab. [211,212].

Metoda lui Burstein M. si colab. si Lopes-Virella M.F. si colab. a fost aplicata pentru testarea
HDL-Col dupa precipitarea chilomicronilor, VLDL si LDL [213,214].

Pentru evaluarea LDL-Col a fost utilizatda metoda de Nauck M. si colab. [215].

Continutul de proteina totala a fost determinat dupa metoda biuretica, respectandu-se

instructiunilor setului standard al companiei Dac-SpectroMed (Moldova). Proteina din proba de
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cercetare intrd in reactie cu ionii de cupru in mediul alcalin, formand un complex colorat.
Intensitatea culorii, masuratd la lungimea de unda de 546 nm, este proportionald cu concentratia
proteinei. Cantitatea proteinei totale a fost exprimata in grame de proteina la 1 litru de ser sangvin

sau lacrima (g/L).
2.3.Tehnologii informationale si procedee de analiza statistica a rezultatelor

In literatura stiintifica internationala au fost analizate date de ultimi ora ce tin de tematica
tezei de doctor, fiind accesate baze de date cu predilectie de profil medical: Google scholar,
HINARI, ARDI, OARE. Au fost utilizate urmatoarele cuvintele cheie: hypertensive retinopathy,
hypertension, eye, retina, ischemia, oxidative stress, antioxidant defense system, reactive oxygen
species, nitric oxide, ischemia modified aloumin, glutathione peroxidase, glutathione reductase,
endothelial disfunction, renin-angiotensin system, angiotensin-converting enzyme.

Teza a fost redactata utilizandu-se programul Microsoft Office versiunea 2020.

Prelucrarea statistica a rezultatelor investigatiilor biochimice s-a efectuat utilizand pachetul
software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), versiunea 23.0, acelasi soft fiind
utilizat pentru crearea tabelelor si figurilor ce ofera vizualizarea grafica a rezultatele cercetarii.

Initial s-au analizat si ales testele propice si aplicabile in cadrul cercetdrii. Pentru a analiza
distributia datelor au fost utilizate testele de normalitate Kolmogorov-Smirnov si Shapiro-Wilk.
Omogenitatea variantei a fost determinata utilizand testul Lavene, rezultatele acestuia fiind
interpretate astfel: p>0,05 prezinta ca loturile nu au abateri standard diferite, iar p<0,05 - faptul ca
acestea diferd [216]. In urma analizei distributiei datelor, cu scopul identificarii diferentelor
semnificative intre cele 3 grupuri, a nivelului indicilor studiati a fost aplicat testul non-parametric
Kruskal-Wallis, o alternativa nonparametrica a testului ANOVA, aplicata in cazul in care grupele
cercetate nu indeplinesc cerintele testelor parametrice. Testul permite compararea in acelasi timp
a medianelor a doud si mai multe loturi, determinand diferentele semnificative intre grupe, insa
fara a elucida cu certitudine lotul ce difera de celelalte.

Astfel, pentru e evidentia diferentele intre loturi, a fost aplicat ulterior testul post-hoc pentru
comparatii PostHocDunn. Pragul de semnificatie stabilit a fost p<0.05.

Rezultatele au fost prezentate cu ajutorul indicatorilor statisticii descriptive:

- mediana: indicatorul utilizat pentru a caracteriza tendinta centrala,;
- abaterea intercuartild (IQR): indicatorul ce masoara modul in care rezultatele se disperseaza
n jurul mediei.

Analiza existentei unei legaturi de dependenta intre fenomenele cercetate din serul sangvin

st lacrima, a fost efectuatd utilizand coeficientul de corelatie al rangurilor (Spearman). Valoarea

lui p<0,05 a fost considerata statistic semnificativa. Intensitatea corelatiei a fost apreciata in modul
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urmator:

0 — 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;

0.8 - 1.0 — corelatie foarte puternica

48



3.MODIFICARI BIOCHIMICE iN 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. Modificarile indicilor stresului oxidativ in retinopatia hipertensiva

Importanta SO in patobiochimia RH pare a fi incontestabild, fiind intr-o interdependenta
stransd cu o serie de mecanisme moleculare cheie, precum ischemia, inflamatia, disfunctia
endoteliala, hipertrofia, apoptoza, migratia celulard, fibroza si angiogeneza, toate actionand
sinergic. Mentiondm totusi ca rezultatele cercetarilor pe subiecti umani sunt neconcludente chiar
si in pofida datelor disponibile care confirma SO in calitate de factor patogenetic al HTN esentiale
[217], iar modelele experimentale de HTN prezentand o forma de exces oxidativ, inclusiv si pentru
formele genetice [218].

Este imperativd elucidarea rolului amplificarii SO, ce constituie un mediator pivotal al
leziunilor endoteliale Tn patologia HTN in RH [219].

In studiul realizat au fost consemnate diferente statistic semnificative intre cantitatea NO
determinata in serul sangvin Intre grupe odata cu amplificarea RH (p=0.039), insa nu si in lacrima

pacientilor (p=0.158) (figura 14).
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Figura 14. Modificarea nivelului de NO in serul si lacrima pacientilor cu diferit grad de RH

Diferenta statistic semnificativa comparativ cu gr. | a RH: * — p<0.05;

In serul pacientilor s-a atestat o descrestere graduala statistic semnificativa a cantitatii de
NO cu aproximativ -8% comparativ cu grupul I (de la 71.69 uM/L, IQR 11.82, pana la 65.88

uM/L, IQR 15.50, p=0.048), ulterior fiind consemnata o alta diminuare de -3% (de la 65.88 uM/L,
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IQR 15.50 pand la 63.55 uM/L, IQR 14.73, p=0.540) in grupul III. O diferenta statistic
semnificativa s-a remarcat si intre valorile determinate in grupul III comparativ cu grupul I (de la
63.55 uM/L, IQR 14.73 pana la 71.69 uM/L, IQR 11.82, p=0.023).

In proba de lacrima, valorile NO s-au evidentiat printr-o tendinta continua de scadere. Astfel,
a avut loc o diminuare nesemnificativa de 6% a cantitatii de NO in lotul II comparativ cu lotul I
(dela55.41 uM/L, IQR 16.27, pana la 51.93 uM/L, IQR 13.95, p>0.05), urmata de o noud scadere
de -4% (de 1a 51.93 uM/L, IQR 13.95, pana la 49.60 uM/L, IQR 12.40, p>0.05).

A fost atestata o corelatie slaba intre gradul de retinopatie si nivelul de NO in ser (rs=-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 inregistrat modificari statistic veridice nici
in ser (p=0.694), nici in lacrima (p=0.706) (figura 15).

Tn ser, nivelul de S-nitrozotioli a demonstrat o scidere nesemnificativa in GII comparativ cu
GI, confirmata prin diminuarea valorilor de la 3.03 uM/L, IQR 1.18 pana la 2.87 uM/L, IQR 0.61,
urmata de o crestere usoara in GIII - 2.91 puM/L, IQR 0.82.

In lacrima, s-a atestat o tendinta de crestere continua a nivelului de S-nitrozotioli de la 3.99
uM/L, IQR 0.86 in lotul I, la 4.13 pM/L, IQR 1.39 in lotul II si respectiv 4.23 pM/L, IQR 1.14 in
lotul 1.
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Figura 15. Modificarea nivelului de S-nitrozotioli in serul si lacrima pacientilor

odati cu avansarea in grad a RH

Nu a fost determinatd o corelatie intre gradul de retinopatie si nivelul de S-nitrozotioli in

ser (1s=-0.049, p=0.647) si in lacrima (rs=-0.076, p=0.475) si nici intre valorile S-nitrozotioli in
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cele 2 probe studiate (rs= 0.142, p = 0.181).

Efectele biologice ale oxidului de azot sunt ih mare parte mediate de S-nitrozilarea peptidelor
si proteinelor pentru a produce S-nitrozotioli bioactivi, care reprezintd metaboliti mai stabili ai
oxidului de azot [220], astfel modificarile nivelurilor NO si S-nitrozotiolilor trebuie analizate in
corelare.

NO poate produce atat efecte pozitive, cat si negative, in functie de etapa procesului
patogenic, de concentratia NO, cat si de prezenta unor alti factori aditionali. NO contribuie la
reglarea fiziologicd a hemodinamicii oculare si a viabilitatii celulare si protejeaza celulele
endoteliale vasculare si celulele nervoase impotriva factorilor patogenetici, in cazul nostru, factori
predispozanti ai HTN.

Se considera ca, in conditiile unui stres oxidativ amplificat, in care anionul superoxid este
sintetizat in cantitati mari, activitatea NOS este modificata, nivelul de GSH scade, NO- disponibil
se poate reduce semnificativ, fapt demonstrat la pacientii hipertensivi, aceastd modificare
explicand DE in HTN [221-223].

Aceste ipoteze tind sd explice modificarile cantitatii de NO din studiul nostru, atestandu-se
reducerea acestora cu aproximativ 11% (p = 0.039) in ser si 10% (p>0.05) in lacrima, o data cu
evolutia RH Tn timp.

Asa cum a fost mentionat deja si de Toda si Nakanishi-Toda (2007), este dificil sd se dezvolte
strategii terapeutice cu ideea de suplimentare sau diminuare a NO pentru a preveni sau trata
retinopatia [224,225]. Acest fapt se datoreaza rolului dihotomic al NO atat in ochi ct si la nivel
general. Cercetdri suplimentare privind rolul NO in patogeneza retinopatiei ar fi justificate, insa
una dintre strategii cu un potential viitor ar tine de diminuarea nivelului de anion superoxid, ce
ulterior ar insemna si o cantitate mai mica de peroxinitrit generat, respectiv reducandu-se si
leziunile tisulare.

Literatura de specialitate pe larg descrie implicarea S-nitrozotiolilor in calitate de
intermediari In procesele de semnalizare dependente de NO si independente de guanilil ciclaza.
Proteinele tiolice reactive sunt considerate a fi o tinta intracelulara majord a NO. Desi exista
rapoarte conform cérora unele enzime pot potential influenta metabolismul S-nitrozotiolului,
majoritatea efectelor NO, independente de GMPc sunt atribuite proceselor nonenzimatice [220].

Interpretarea nivelurilor anormale de S-nitrozotioli in numeroase stari fiziopatologice,
implica faptul ca dereglarea homeostaziei acestora poate contribui la patogeneza bolii.

Tn studiul nostru s-a observat o tendinta de reducere a concentratiei de S-nitrozotioli in ser,
urmatd de o usoara amplificare. Aceastd cresterea tranzitorie in gradul III a RH ar putea fi explicata
prin inducerea NOSII [226].

Diminuarea nivelului de S-nitrozotioli Tn ser poate fi un rezultat al instalarii graduale a
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disfunctiei endoteliale si o biosinteza alteratd a NO. Aceastd reducere nu este intr-atat de
considerabild, dar se afld intr-o concordantd cu studiile ce demonstreazd perturbarea
metabolismului NO la pacientii cu HTN [227].

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.

Cu scopul analizei efectelor nocive ale SO asupra biomoleculelor s-a determinat nivelul
DAM — produsul final al peroxidarii lipidelor, precum si al PPOA — produsul modificérilor
oxidative ale proteinelor [228].

Valorile DAM, au relevat doar tendinte statistic neconcludente de crestere in ser (p=0.628)
si diminuare in lacrima (p=0.527) (figura 16). In ser a fost remarcati amplificarea continui a
valorilor DAM de la 15.20 uM/L, IQR 1.73 in GI pana la 15.30 uM/L, IQR 2.18 in GII si succesiv
pana la 15.50 uM/L, IQR 1.79 in GIII.

Comparativ cu valorile obtinute 1n ser, cele din lacrima au oferit rezultate in descrestere de
la 12.82 uM/L, IQR 3.33 in GI pana la 12.72 uM/L, IQR 3.18 in GII si ulterior pana la 12.52
MMI/L, IQR 1.59 in GIII.
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Figura 16. Modificarea nivelurilor DAM in serul si lacrima pacientilor concomitent

cu progresarea in grad a RH

Nu a fost depistatd vreo corelatie intre indicele biochimic studiat si gradul retinopatiei in
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 (1s=0.277, p=0.008) intre valorile DAM din cele 2 probe de interes.

Fiind un produs final stabil al peroxidarii lipidice, DAM este consideratd a fi un marker
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important al leziunii tisulare provocate de SRO, iar determinarea acestui indice biochimic n
fluidele de interes, prezinta o metoda de identificare a prezentei leziunilor oxidative a lipidelor.

DAM contine doud grupari aldehidice reactive capabile sa interactioneze cu douda molecule
distincte (R1-NH: si R>-NH2), ,,conjugandu-le” in produse cu o structura caracteristica (Ri-N=CH-
CH=NH-R2) numite baze Schiff. S-a demonstrat faptul ca aldehidele formate ca urmare a
peroxidarii lipidice au o reactivitate mai mica decat radicalii liberi si, astfel, difuzeaza la distante
semnificative in celule, jucand rolul unor ,,mediatori secundari” ai leziunilor cauzate de SRO si
SRN. Ele reactioneazd in mare parte cu grupdrile tiol si amind ale proteinelor, lipidelor,
aminoacizilor si bazelor azotate ale acizilor nucleici. Subsecvent se modifica proprietatile fizice
ale membranelor celulare prin amplificarea permeabilitatii lor pentru ionii H* si alte substante
polare. Acest lucru induce perturbari ale potentialului electric al membranei, finalizand cu abolirea
integritatii membranelor intracelulare si a membranei celulare si inhibarea activitatii enzimelor
membranei si a proteinelor carrier [229].

Per general, literatura de specialitate deceleaza faptul ca concentratiile serice de DAM sunt
mai mari la pacientii hipertensivi in comparatic cu persoanele normotensive, sugerand o
amplificare a SO la pacientii cu HTN [230-232].

Nwanjo si colab. (2007) si Mahdi si colab. (2002) au demonstrat amplificarea nivelurilor de
DAM in ser in cazurile esentiale de hipertensiune arteriala [233,234].

DAM este un indice identificat In mediile si tesuturile oculare in cadrul unor modele
experimentale ce tin de bolile retiniene [235] si ulterior utilizat ca biomarker al SO in mediile
oculare umane [236]. Studii singulare raporteaza evaluarea nivelurilor DAM in mod specific in
lacrimi si s-au analizat si nivelurile acestuia In raport cu varsta [237], care nu coreleazd insa cu
rezultatele noastre.

Printre indicii de laborator care au fost analizati in contextul modificarilor oxidative ale
proteinelor induse de SO sunt produsii proteici de oxidare avansata (PPOA).

O amplificare a cantitdtii SRO rezultd in transformari structurale ale proteinelor,
modificandu-le in particule patologice numite PPOA, care de facto reprezintd niste derivati
modificati oxidativ ai albuminei, fibrinogenului si lipoproteinelor. PPOA posedd proprietati
biologice distincte, similare cu cele ale AGE-urilor, legandu-se de acelasi receptor, RAGE.
Fiziologic acestea pot fi decelate in concentratii scazute, in sangele persoanelor sanatoase, insa
valorile de referinta pentru subiectii sanatosi nu sunt disponibile in literatura [238,239].

In studiu nostru nu au fost semnalate diferente statistic semnificative intre PPOA in serul
sangvin (p=0.071) si in lacrima (p=0.655) pacientilor odata cu progresarea RH.

In serul pacientilor s-a atestat initial o tendinta de crestere a PPOA cu aproximativ +52% (de
la 3.27 uM/L, IQR 3.74, pana la 5.00 uM/L, IQR 5.82, p>0.05) in grupul Il comparativ cu grupul
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I, urmata de o alta amplificare cu +71% (de la 5.00 uM/L, IQR 5.82 pana la 7.34 uM/L, IQR 8.84,
p>0.05) in grupul I11.

In proba de lacrima, PPOA s-au remarcat printr-o tendinta de diminuare cu cca 7% in lotul
III comparativ cu lotul I (de 1a 2.46 uM/L, IQR 1.79, pana la 2.29 uM/L, IQR 0.85, p>0.05) (figura
17).
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Figura 17. Modificirile PPOA 1in serul si lacrima pacientilor in diferite grade ale RH

A fost remarcatd o corelatie pozitiva slaba intre gradul retinopatiei si nivelul de PPOA in ser
(rs=0.243, p=0.021), spre deosebire de PPOA in lacrima (rs=-0.037, p=0.731). Nu s-a stabilit nici
o corelatie (rs=0.035, p=0.745) intre valorile PPOA fintre cele 2 probe de interes.

In literatura de specialitate se identifica posibila explicatie a valorilor majorate de PPOA in
ser, atestandu-se faptul ca intensificarea SO, o veriga patogenetica a HTN, induce modificari
patologice proteice [238,240]. Proteinele sunt una din tintele principale ale SRO [241],
deteriorarea oxidativa a carora este reflectatd de catre nivelurile crescute de PPOA [242]. Totodata
literatura de specialitate remarcd ca PPOA poate fi si un factor de amplificare a SO, prin inducerea
productiei de SRO intracelular [243-246].

Aceastd constatare sugereazad cd stresul oxidativ poate fi implicat in patogeneza
hipertensiunii arteriale sau cd hipertensiunea in sine sau factorii asociati cu hipertensiunea
arteriald, pot avea un efect suplimentar asupra stresului oxidativ la pacientii cu RH, fapt confirmat
si de ultimele studii in domeniu [247]. Tn studiul nostru, nivelul PPOA in ser a corelat pozitiv, fie
si cu putere slabd cu gradul retinopatiei, sugerand o amplificare a SO si a deteriorarii oxidative a
proteinelor concomitent cu evolutia retinopatiei.

Insa, valorile In diminuare a PPOA in lacrimad concomitent cu evolutia in grad a RH ar
54



sugera o posibila protectie la nivel local capabila sa contracareze efectele SO, atestata de cresterea

AAT 1n lacrima.

3.2 Modificarile indicilor sistemului antioxidant in RH

Valorile lacrimale ale AAT au oferit rezultate promitatoare, fiind determinatd o crestere
incontestabild, semnificativa statistic a valorilor AAT pe masurd ce RH a avansat in grad
(p=0.003). Astfel amplificarea AAT in GII in comparatie cu Gl a fost de +77% (15.14 uM/L/g
proteind, IQR 15.75 vs. 8.53 uM/L/g proteina, IQR 9.09, p=0.006) si in GIII comparativ cu GII
cu +14% (16.33 uM/L/g proteind, IQR 14.43 vs. 15.14 uM/L/g proteind, IQR 15.75, p=0.478)
(figura 18). S-a depistat o diferenta semnificativa statistic intre grupul I - 8.53 uM/L/g proteina,
IQR 9.09 si IIT - 16.33 uM/L/g proteina, IQR 14.43 (p=0.002).
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Figura 18. Evolutia valorilor AAT in serul si lacrima pacientilor cu RH

Nota: Diferenta statistic semnificativa comparativ cu gr. | a RH: ** — p<0.01;
p

Nu s-a determinat o modificare statistic semnificativa Intre grupuri a valorilor AAT in ser,
spre deosebire de cele din lacrimad, dar totusi s-a remarcat o tendintd de diminuare treptatd pe
masura ce RH a progresat (p=0.182), cu cca 3% (p>0.05) (figura 18).

S-a stabilit o corelatie negativa slaba semnificativa statistic intre nivelurile AAT 1n lacrima
si ser (1s =-0.226, p=0.032).

Nu a fost consemnata o corelatie semnificativa intre AAT in ser cu gradul RH (rs=-0.164;
p=0.123), in timp ce AAT in lacrimd a demonstrat o corelatie pozitiva slaba semnificativa, cu
gradul RH (rs=0.357, p=0.001).

De-a lungul timpului, dovezile dezvoltarii SO in HTN au fost furnizate fie de nivelurile
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amplificate ale produselor de degradare ale SRO, fie de deficientele antioxidantilor specifici, sau
de catre diminuarea nivelului AAT la pacientii hipertensivi [248]. Cu toate acestea, corelatiile
dintre statutul antioxidant, controlul tensiunii arteriale si riscul de aparitie a complicatiilor la
persoanele cu HTN nu sunt complet elucidate nici acum [248-250].

In studiul nostru, au fost pentru prima datd determinate modificirile AAT in functie de
etapele retinopatiei [251]. De asemenea, rezultatele studiului au oferit perspective noi, fluctuatiile
AAT fiind testate si 1n lacrimd, aceste analize fiind considerate mai informative si tintite, n
comparatie cu cele serice, care reflecta leziunile generale ale organismului in HTN.

E de mentionat corelatia semnificativa statistic, moderata a AAT 1n 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 lacrimd a SOD a fost statistic semnificativ mai mica decat in ser in toate
grupurile studiate cu 25%. O corelatie pozitiva slaba semnificativd a fost atestata intre nivelurile
SOD lacrimale si serice (rs=0.336, p=0.001).

S-a stabilit o diferenta semnificativa statistic a SOD 1n ser (p=0.035) si lacrima (p=0.027)
intre grupuri, valorile diminu&ndu-se in ambele cazuri pe masura ce RH a progresat (Tabel ).

In comparatii de grup, nivelul SOD seric in GII a fost la nivelul specific GI (-1%; 1451.40
u/mL (IQR 199.73) fata de 1467.37 u/mL (IQR 187.37), p=1.0), si s-a diminuat neconcludent in
Gl comparativ cu GIl (-7%; 1352.86 u/mL (IQR 218.37) vs. 1451.40 u/mL (IQR 199.73),
p=0.137). S-au observat diferente semnificative statistic intre grupurile I si IIT (1467.37 w/mL (IQR
187.37) fatd de 1352.86 u/mL (IQR 218.37), p=0.032) (tabelul 1).

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

SOD Catalaza
Kruskal- Me (LQ, UQ) Me (LQ, UQ)
Wallis 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 2477 *
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 =
GlII (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;

Diferenta statistic semnificativa comparativ cu gr. I a RH: * — p<0.05,; comparativ cu gr. Il al RH: » — p<0.05
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Nivelurile SOD in lacrima au prezentat o tendintd similara, fiind atenuate in GII in
comparatie cu GI (-6%; 1057.52 u/mL (IQR 230.09) fatda de 1123.89 uw/mL (IQR 219.03),
p=0.228), precum si in GIII comparativ cu GII (-10%; 942.48 u/mL (IQR 223.0) vs. 1057.52 u/mL
(IQR 230.09), p=0.848). Diferente semnificative statistic au fost atestate intre grupurile III si I
(942.48 vw/mL (IQR 223.0) fata de 1123.89 u/mL (IQR 219.03), p=0.031).

In 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 in lacrima), tabelul 2.

Tabelul 2. Corelarea nivelurilor SOD si catalazi in ser si lacrima cu gradul RH

SOD Catalaza
ser lacrima ser lacrima
Coeficientul de corelatie -0.246 -0.284 0.143 0.261
Retinopatie Semnificatia statistica,
test bilateral (p) 0.019 0.007 0.177 0.013

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. Nivelul catalazei in GII (+3%; 33.03 uM/L (IQR 10.81) a crescut fatd de GI (32.20
uM/L (IQR 11.30)), precum si la pacientii in GIII comparativ cu Gll (+3%; 34.23 uM/L (IQR
15.16) vs. 33.03 uM/L (IQR 10.81)). Activitatea catalazei in ser nu a aratat o corelatie cu gradul
RH (rs=0.143; p=0.177).

In lacrima, valorile catalazei au fost 22.07 uM/L (IQR 10.40) in grupul I, 24.77 uM/L (IQR
6.61) (+12%, p=0.023) in grupul 1T si 26.13 uM/L (IQR 7.06) (+6%, p=0.839) in al I1I-lea grup de
pacienti cu RH. De asemenea, s-a stabilit o diferenta semnificativa intre grupurile I si I1I, p=0.035.

Nu s-au identificat corelatii intre nivelurile serice si lacrimale ale catalazei (rs=0.125,
p=0.239), in timp ce activitatea catalazei lacrimale a aratat o corelatie slaba semnificativa, pozitiva
cu gradul RH (rs=0.261, p=0.013) (tabelul 2) [252].

Rezultatele obtinute au prezentat o activitate antioxidantd diminuatd a SOD si una
amplificata a catalazei, care ar putea fi interpretata drept un mecanism de rezistentd celulara
impotriva unui SO exacerbat. Eventual, scdderea activitatii SOD, stabilitd in cercetare, a
conditionat cresterea productiei de O2" si ulterior a peroxidului de hidrogen. Ca urmare,
necesitatea de detoxifiere a H,O; a indus cresterea activitatii catalazei. In aceasti ordine de idei,
am putea stipula ca a fost demonstrat impactul SO asupra dezvoltarii RH.

Prin urmare, nivelurile scazute de SOD serice si lacrimale si activitatea crescuta a catalazei

serice si lacrimale in RH si corelatia lor cu severitatea retinopatiei confirma faptul ca stresul
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oxidativ poate fi atribuit mecanismului progresului RH.

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 deviere nesemnificativa statistic a nivelurilor de glutation redus (GSH) intre
grupuri (p = 0.357) a fost observata in lacrima. Valorile identificate pentru GI — 153.36 uM/L,
IQR 92.97, GII - 153.36 uM/L, IQR 62.15 si respectiv GIII — 153.36 pM/L, IQR 123.62 [253].

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 I1I-lea
grup de pacienti cu RH. S-a observat o diferenta semnificativa statistic Intre grupul I - 289.75
nM/s-L, IQR 93.38 si III - 357.27 nM/s-L, IQR 129.92 (p=0.004). Mai mult, a fost atestata o

deviere veridica a nivelurilor GPx intre grupuri in lacrima (p=0.015) pe masura ce RH a progresat

(figura 19).
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Figura 19. Modificirile valorilor GSH si activitatilor GR si GPx in ser si lacrima

raportate la stadiul RH

Diferenta statistic semnificativd comparativ cu gr. I a RH: * — p<0.05; comparativ cu gr. Il a RH: = —p<0.05

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%; 160.77 nM/s-L, IQR 107.18 vs 142.91

nM/s-L, IQR 64.32, p=0.492) si in GIII comparativ cu GII (+25%; 196.50 nM/s-L, IQR 117.86 vs
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160.77 nM/s-L, IQR 107.18, p=0.009). n plus, s-a observat o modificare concludenta intre GIII -
196.50 nM/s-L, IQR 117.86 si GI - 142,91 nM/s-L, IQR 64.32, p=0.045 (figura 19).

In ser, valorile continutului de GSH si ale activitatii GPx nu s-au modificat cardinal Tntre
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 GII a crescut comparativ cu GI (+7%;
503.43 nM/s'L, IQR 178.63 fatd de 470.95 nM/s-L, IQR 174.58, p>0.05), a scazut in GIII
comparativ cu GII (-18%; 422.23 nM/s-L, IQR 308.56 vs. 503.43 nM/s-L, IQR 178.63, p>0.05)
(figura 19).

Spre deosebire de GSH si GPx, activitatea GR sericd a prezentat o dinamica diferita, de
scadere, statistic semnificativa intre grupuri (p=0.010). In comparatii de grup, nivelul seric de GR
in GII a scazut comparativ cu GI (- 8%; 643.09 nM/s-L, IQR 267.95 fatda de 696.67 nM/s-L, IQR
196.51, p = 0.345) si continua sd se micsoreze in GIII (-18%; 518.04 nM/s-L, IQR 228.73 vs.
643.09 nM/s-L, IQR 267.95, p = 0.027) (figura 19). O modificare semnificativa statistic a fost
observata in GIII - 518.04 nM/s-L, IQR 228.73 comparativ cu GI - 696.67 nM/s'L, IQR 196.51

(p=0.003). Corelatiile dintre indicii serici si lacrimali sunt prezentate in tabelul 3.

Tabelul 3. Corelatiile nivelurilor GSH, GPx si GR in ser si lacrima

GSH GPx GR
n ser |r_1 . n ser in lacrima n ser in lacrima
lacrima
in ser 1.000 -0.361/ 0.409/ -0.041/ 0.202/ -0.129/
GSH 1 ome | | oo | oo | i T
in -0. -0. . -0.
lacrima | p=0.000 1.000 p=0.063 p=0.821 p=0.102 0.190/p=0.073
in ser 0.409/ -0.197/ 1.000 -0.170/ 0.187/ -0.116
GPx p=0.000 0.063 p=0.109 p=0.077 /p=0.275
n -0.041/ 0.024/ -0.170/ 1.000 -0.094/ 0.417
lacrima | p=0.705 | p=0.821 p=0.109 ' p=0.381 /p=0.000
in ser 0.202/ -0.173/ 0.187/ -0.094/ 1.000 -0.039/
GR p=0.056 | p=0.102 p=0.077 p=0.381 ' p=0.714
n -0.129/ 0.190/ -0.116/ 0.417/ -0.039/ 1.000
lacrima | p=0.227 | p=0.073 p=0.275 p=0.000 p=0.714 '

S-a stabilit o corelatie negativa semnificativa slaba intre nivelurile GSH lacrimale si serice
(rs=-0.361, p=0.000), in timp ce nici o corelatie nu exista intre activitatile GPx (rs=-0.170, p=0.109)
si GR (1:=-0.039, p=0.714) in lacrima si ser.

Analiza asocierilor fezabile ale modificarilor nivelului GSH cu activitatea enzimelor, care
consumad GSH ca cofactor pentru detoxifiere si activitate antioxidanta (tabelul 3) 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).
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Tn ambele fluide cercetate, nivelul GSH nu a corelat cu gradul RH (rs=-0.008, p=0.941 in
ser; 1s=0.039, p=0.716 in lacrima). Activitatea GPx 1n 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) (tabelul 4).

Tabelul 4. Corelatia nivelurilor GSH, GPx si GR in ser si lacrima cu gradul RH

GSH GPx GR

- n A n N n
In ser . In ser . In ser .o
lacrima lacrima lacrima

Coeficient de corelatie -0.008 0.039 -0.053 0.299 0.297 0.252

Retinopatie | Semnificatia statisticd, | q41 | 0716 | 0621 | 0.004 | 0.004 | 0017
test bilateral (p)

Pand in prezent, o mare parte din cercetdrile privind rolul SO, sistemului antioxidant,
inclusiv a sistemului glutationului, in HTN au fost efectuate Tn ser.

In studiul de fatd, pentru al doilea grup s-a depistat o crestere similara a valorilor GSH si
GPx 1n ser, urmata in mod neasteptat de o scadere in cel de-al treilea grup, si o diminuare treptata
a GR seric.

Relatia dintre concentratia GSH si activitatea GR nu a fost asa cum era de asteptat, si anume
acesti doi markeri nu au fost corelati semnificativ, ceea ce a sugerat cu siguranta tulburari legate
de sistemul de aparare al glutationului In HTN. Aceste modificari ar putea fi explicate ca un
mecanism defensiv celular care se confrunti cu un SO augmentat. In consecinti, am putea sugera
ca ipoteza implicarii SO in generarea RH a fost justificata.

Rezultatele obtinute de noi au adus informatii noi, deoarece activitatile enzimelor au fost
testate In lacrima, aceste analize fiind mai informative in comparatie cu cele serice si reflecta
leziunile generale ale organismului in HTN [253].

Modificarile lacrimii sunt logice: a) in stadiul 2 de RH, nivelul GSH ramane constant,
atestandu-se cresterea activitatii GPx, care este o consecinta a unui SO crescut, cresterea GR fiind
suficienta pentru restaurarea GSH; b) 1n stadiul 3, amplificarea activitatii GPx este compensata de
o majorare a activitatii GR, fiind prezenta si o corelatie intre activitatea GPx si GR in lacrima.
Astfel, se poate concluziona ca sistemul de protectie antioxidant al GSH 1isi mareste capacitatea
functionald in progresia retinopatiei, confirmat prin: a) amplificarea SO simultan cu cresterea
leziunii retinei; b) rolul defensiv major al sistemului GSH 1n etapele avansate ale procesului
patologic.

Aproape nu exista corelatii intre markerii lacrimali si serici, ceea ce indica ca parametri serici
nu dezvaluie modificarile oculare si, prin urmare, nu pot fi utilizati ca markeri esentiali ai evaluarii
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retinopatiei.

Continutul de grupdri tiolice ale proteinelor s-au remarcat si ele printr-0 distributie
nesemnificativa statistic atat in lacrima (p=0.877), cat si in ser (p=0.640).

S-a constatat ca cantitatea gruparilor tiolice ale proteinelor in ser, in GII a crescut comparativ
cu GI (+12%; 3.69 uM/g-prot (IQR 0.91) fata de 3.29 puM/g-prot (IQR 0.89), p>0.05), urmata de
o diminuare a valorilor la pacientii din GIII comparativ cu GII (-8%; 3.42 uM/g-prot (IQR 2.11)
fata de 3.69 uM/g-prot (IQR 0.91), p>0.05).

In proba de lacrima, continutul de grupari tiolice ale proteinelor au fost 157.72 uM/g-prot
(IQR 45.83) in grupul 1, 150.98 uM/g-prot (IQR 32.35) in grupul II si 150.98 uM/g-prot (IQR
32.35) in al Ill-lea grup de pacienti cu RH.
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Figura 20. Modificarea continutului de grupiri tiolice ale proteinelor in ser si lacrima in
diferite stadii ale RH

Nu s-au identificat corelatii sero-lacrimale pentru continutul de grupatri 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, 1s=0.039, p=0.718 pentru ser).

Tiolii totali, in special gruparile tiolice proteice (-SH) din organism, sunt considerate drept
principalii antioxidanti plasmatici ai organismului viu. Majoritatea acestor grupari tiolice (-SH) se
gasesc In albumina si constituie principalele grupuri reducatoare determinate in fluidele corporale
[254].

Literatura de specialitate remarca faptul ca gruparile tiolice din proteine pot fi supuse
diferitelor modificari oxidative de catre speciile reactive de oxigen/azot [255]. Prin urmare,
grupurile SH plasmatice fiind susceptibile la leziuni oxidative, sunt adesea diminuate la pacientii

care sufera de boli, cum ar fi boala coronariana si artrita reumatoida [206].
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In cercetarea noastrd se remarcd depletia rezervelor de glutation redus. Se cunoaste ci
procesul de glutationizare a diferitor compusi endo- si exogeni, inclusiv a proteinelor poate induce
scaderea valorilor glutationului redus. Prin urmare, utilizarea glutationului in reactiile de
glutationizare a proteinelor este perceputa prin diminuarea nivelului de grupari tiolice proteice
libere atat in ser cat si in lacrima, ele fiind unul din locurile atasarii glutationului in reactiile
respective.

In acelasi timp, diminuarea gruparilor tiolice libere proteice ar putea fi influentati si de
scaderea activitdtii enzimelor mentionate anterior, precum si a tioredoxin reductazei, responsabile

de reducerea grupdrilor disulfidice in compusii organici, inclusiv in proteine.

3.3 Modificarile indicilor ischemiei in retinopatia hipertensiva

RH se caracterizeaza prin afectarea progresiva a vaselor retiniene, care poate fi asociata cu
ischemia tesutului. AIM este un marker specific al afectarii ischemice.

AIM s-a remarcat prin valori diferite, statistic semnificative Tn serul sangvin (p=0.006), al
pacientilor in timpul evolutiei RH [256].

In comparatii de grup, nivelul AIM seric in GII nu s-a deosebit comparativ cu Gl (+3%;
239.06 uM/L (IQR 75.58) fata de 231.77 uM/L (IQR 104.09), p=0.378), dar a crescut la pacientii
GIII comparativ cu GII (+17%; 277.67 uM/L (IQR 88.72) fata de 239,06 uM/L (IQR 75.58), p =
0.016). S-au observat diferente semnificative statistic intre grupurile I si IIT (231.77 uM/L (IQR
104.09) vs. 277.67 uM/L (IQR 88.72), p=0.002) (tabelul 5).

Tabelul 5. Nivelurile AIM in serul si lacrima pacientilor cu diferit grad al RH

AIM
Kruskal-Wallis ser (UM/L) lacrima (uM/L)
p=0.006** p=0.160
231.77 128.98
Gl IQR 104.09 IQR 26.04
100% 100%
239.06 *= 115.01
Gll IQR 75.58 IQR 22.18
103% 89%
277.67 121.58
Gl IQR 88.72 IQR 42.06
120% 94%

Nota: Diferenta statistic semnificativa comparativ cu gr. I a RH: * — p<0,05; comparativ cu gr. Il
a RH: = — p<0,05;

In proba de lacrima, valorile AIM au fost 128.98 uM/L (IQR 26.04) in grupul 1, 115.01
uM/L (IQR 22.18) in grupul I si 121.58 uM/L (IQR 42.06) in al III-lea grup de pacienti cu RH.
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
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prezentat o corelatie pozitiva slaba semnificativa, cu gradul RH (rs=0.307, p=0.003) (tabelul 6).

Tabelul 6. Corelatia dintre nivelurile AIM in ser si lacrima si gradul RH

AIM ser AIM lacrima
Coeficientul de corelatie 0.307 -0.126
Retinopatia . . T
Semnlfic'agla statistica 0.003 0238
test bilateral (p)

Studii recente au raportat o asociere puternicd a AIM cu accidentul vascular cerebral
ischemic, hemoragiile intracraniene, ischemia musculard scheletica, ischemia mezenterica,
ateroscleroza periferica, hiperlipidemie, obezitate, sindrom metabolic, hepatosteatoza,
preeclampsie, torsiune ovariana, suferinta fetald, B-talasemie, diabet, boli renale si ciroza hepatica
[119, 257-261]. Valoarea serica a AIM a crescut semnificativ in aproape toate cazurile mentionate
mai sus, datorita asocierii SO cu fenomenele de ischemie/reperfuzie implicate Tn dezvoltarea
acestor boli.

Rezultatele studiului prezent sunt destul de similare cu cele enuntate de alti cercetatori care
au raportat amplificarea valorilor AIM in HTN. Dar, din cate se cunoaste, studiul a subliniat pentru
prima data corelarea nivelurilor crescute de AIM seric cu RH. Cercetarea a demonstrat ca pacientii
hipertensivi cu RH au avut niveluri crescute ale AIM in ser, corelate pozitiv cu gradul RH
(rs=0.307, p=0.003). Prezenta nivelurilor amplificate de AIM serice iIn RH si corelatia cu
severitatea retinopatiei sugereaza ca ischemia subsecventa dereglarilor microcirculatorii pe fundal
de SO si dislipidemie, poate fi incriminata Tn mecanismul dezvoltarii acesteia. Dat fiind faptul ca
secretia lacrimald nu este afectatd proportional de modificarile biochimice din sangele pacientilor
hipertensivi, lipsa corelatie1 dintre AIM serica si AIM lacrimald nu diminueazd importanta AIM

seric ca potential biomarker, insa interpretarea acestuia necesita includerea intr-un context clinic.

3.4 Modificarile indicilor SRA in evolutia RH

Sistemul renina-angiotensind constituie o cascadd de reactii enzimatice responsabile de
reglarea volumului sangvin, cat si a rezistentei sistemului vascular. Principalul hormon efector al
SRA este angiotensina II. Ang este produsa in urma actiunii reninei asupra angiotensinogenului
pentru a forma Ang I, cu conversia sa ulterioara intr-o octapeptida biologic activa de catre enzima
de conversie a Ang (ECA). Actiunile Ang II sunt mediate prin receptorul Ang de tip 1 [262].

S-a evidentiat o crestere semnificativa statistic a nivelurilor serice de Ang II 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 lacrima (p=0.035).

In comparatii de grup, nivelul seric al Ang IT in GII creste in comparatie cu GI (+42%; 189.64
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(IQR 87.28) pg/mL fata de 133.17 (IQR 113.57) pg/mL, p=0.264) cat si in GIII in comparatie cu
Gl (+18%; 213.01 (IQR 131.45) pg/mL vs. 189.64 (IQR 87.28) pg/mL, p=0.153) (figura 21). O
diferenta statistic semnificativa s-a remarcat intre G1 (133.17 (IQR 113.57) pg/mL) si GIII (213.01
(IQR 131.45) pg/mL) cu p=0.011.

In lacrima se evidentiazd o micsorare graduala a valorilor incepand cu GI — 81.28 (IQR
41.01) pg/mL, in GII — 60.48 (IQR 26.69) pg/mL si respectiv in GIII — 60.48 (IQR 20.53) pg/mL,
cu evidentierea diminudrii statistic semnificative de - 26% intre GI si GII, cu p=0.022 si intre GI

si GIII de — 26% cu p=0.028 (figura 21).

180 p=0.011 p 0.009
160 =
140 * 0=0.028
120 I et
100
80
60
40
20
0 Ang II lacrima ECA lacrima
Ang 11 ser (%) %) ECA ser (%) (%)
mGr. | 100 100 100 100
mGr.ll 142 74 166 105
Gr. 1l 160 74 162 100

Figura 21 Modificarea valorilor Ang II si ECA in ser si lacrima la pacientii cu diferit grad
de RH

Nota: Diferenta statistic semnificativa comparativ cu gr. I a RH: * — p<0.05;

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 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, n

timp ce in lacrima negativa - rs=-0.357, p=0.026, dupd cum se vizualizeaza si in tabelul 7.

Tabelul 7. Corelatia dintre nivelurile Ang II si ECA in ser/lacrima si gradul RH

Ang 11 ECA
ser lacrima ser lacrima
Coeficientul de corelatie 0.413 - 0.357 0.236 -0.133
Gradul : : -
retinopatiei Semnificatia statistica 0009 | 0026 | 0148 | 0.421

test bilateral (p)
Nota: Ang Il — angiotensina Il; ECA — enzima de conversie a angiotensinei;
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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 in GII creste in comparatie cu GI (+66%; 5.69
(IQR 2.60) pg/mL, fata de 3.43 (IQR 2.44) pg/mL, p=0.009), mentinandu-se la acelasi nivel in
GHI (5.55 (IQR 1.99) pg/mL vs. 5.69 (IQR 2.60) pg/mL, p=0.242) (figura 21).

In lacrimi se evidentiazi o fluctuatie statistic neveridici a valorilor incepand cu o
amplificare de +5% in GIl1 — 1.35 (IQR 0.20) pg/mL comparativ cu Gl — 1.28 (IQR 0.68) pg/mL,
p>0.05 si revenire ulterioara la valorile initiale in GIII — 1.28 (IQR 0.20) pg/mL (figura 21).

Nivelul ECA atat in ser, cat si in lacrima nu a demonstrat prezenta unei corelatie
semnificativa statistic cu gradul RH (tabelul 7).

Mentionam ca ECA 1n lacrima face parte din SRA tisular — fiind un sistem de reglare cu o
duratd lunga, care asigurd o actiune modulatoare asupra structurii si functiilor organelor si
tesuturilor.

Acest fapt a fost confirmat si in studiul prezent. In RH, valorile ECA in lacrimi si in ser au
crescut Tn raport cu gradul de evolutie a retinopatiei, modificarile valorilor din ser fiind si statistic
semnificative.

S-a evidentiat si o crestere semnificativa statistic a nivelurilor serice de Ang II in acelasi
timp cu avansarea 1n grad a RH (p=0.039). Nivelul seric al Ang II in GII a crescut in comparatie
cu Gl cu +42%, iar in Gl 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 — rs=0.413, p = 0.009, in timp ce in lacrima negativa - rs=-0.357, p=0.026. Prin urmare,
cresterea statistic semnificativad a nivelului Ang Il in ser la pacientii cu RH si corelarea acesteia cu
severitatea retinopatiei, confirma participarea activa a SRA 1n dezvoltarea RH. Rezultatele
obtinute ar putea justifica aplicarea medicatiei ce blocheaza activitatea SRA in tratamentul RH.
Totodata identificarea Ang II, intr-o maniera atat de facila din astfel de lichide biologice precum
lacrima si ser, ne-ar permite considerarea acestor indicatori in calitate de un nou criteriu de

diagnostic/pronostic.
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O imagine completd a modificarilor statutului lipidic in probele de ser ale pacientilor

hipertensivi cu grad diferit de retinopatie sunt prezentate in figura 22.
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Figura 22. 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; 1A — indicele

aterogenic; Diferenta statistic semnificativa comparativ cu gr. I al RH: * — p<0.05;

Nu au fost atestate modificari ale nivelurilor serice de TAG intre grupuri in timp cu
progresarea RH in grad (p=0.061).

Tn comparatii pereche, nivelul TAG in GII tinde si creasci in comparatie cu GI (+2%; 2.03
(IQR 0.18) mM/L fatd de 2.07 (IQR 0.15) mM/L) si in GIII in comparatie cu GII (+2%; 2.10 (IQR
0.25) mM/L vs. 2.07 (IQR 0.15) mM/L) (figura 23).
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Figura 23. Valorile TAG serice si nivelul total de colesterol la pacientii cu grad diferit al
RH.

Nota: veridicitatea diferentei dintre grupuri: * - p<0.05.
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Nivelurile TAG au demonstrat o corelatie slaba pozitiva semnificativa statistic cu gradul RH

(r=0.249, p=0.018), dupa cum se vede in tabelul 8.

Tabelul 8. Corelatia dintre nivelurile indicilor metabolismului lipidic si gradul RH

LDL HDL -
TAG Col tot - Col Col IA
Coeficientul de corelatie 0.249 0.292 0.129 0.084 | 0.108
Gradul Semmificat .
retinopatiei emnificatia statistica
2-tailed (p) 0.018 0.005 0.225 0.429 | 0.312

Nota: TAG - triglicerid; LDL-Col — LDL-colesterol; HDL-Col — HDL - colesterol; 1A — indicele
aterogenic;

A fost atestatd o crestere semnificativa statistic a nivelului seric de colesterol total intre
grupuri, pe masuri 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 23).

Nivelul total de colesterol a demonstrat o corelatie pozitiva, semnificativa statistic
(p=0.005), slaba (rs=0.292) cu gradul RH (tabelul 8).

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)
(tabelul 8). 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 neglijabild de crestere cu cca 6% (GI=2.94 (IQR 0.55) mM/L; GII=3.09
(IQR 0.37) mM/L; G111=3.13 (IQR 1.16) mM/L), iar cel al HDL-Col a fluctuat neinsemnat odata
cu avansarea RH (GI=1.24 (IQR 0.28) mM/L; G11=1.18 (IQR 0.20) mM/L; GI11=1.30 (IQR 0.36)
mM/L) (figura 24).
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Figura 24. Modificarile serice de HDL-Col si LDL-Col la pacientii cu grad diferit al RH
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Am analizat n mod sistematic asocierile dintre valorile totale ale markerilor cercetati a

Dupa cum se vede in tabelul 9, studiul a relevat corelatie medie Tntre nivelul total al
colesterolului si TAG, nivelul total al colesterolului si LDL-Col, precum si intre nivelul total al
colesterolului si HDL-Col. O corelatie pozitiva, scazutd si semnificativa a fost atestatd intre

nivelurile TAG si HDL-Col.

Tabelul 9. Corelatii intre nivelurile TAG, colesterol total, LDL-Col si HDL-Col in serul

pacientilor cu RH

TAG Col total LDL-Col HDL-Col
0.422%*%] 0.070/ 0.240%/
TAG 1.000 0 < 0.001 0=0513 p =0.023
0.422%*] 0.581%**/ 0.342%*%/
Col total p < 0.001 1.000 p < 0.001 p = 0.001
0.070/ 0.581%%/ ~0.181/
LDL-Col p=0.513 p <0.001 1.000 p = 0.087
0.240%/ 0.342%%/ —0.181/
HDL-Col p=0.023 p = 0.001 p = 0.087 1.000

Nota: diferente intre grupuri si valoarea p: * <0.05; ** <0.01; *** <0.001.

Rezultatele studiilor efectuate au demonstrat tulburari ale biomarkerilor statutului lipidic in
retinopatia indusa de hipertensiune. TAG si nivelul colesterolului total au prezentat o corelatie
slaba cu gradul RH, modificari remarcate in timp de alti oameni de stiintd. Aceste perturbari pot
confirma faptul ca lipidele joaca un rol cheie in dezvoltarea HTN si a celor mai frecvente
dezvoltarea RH, prin disfunctie endoteliald si afectarea barierei sanguine retiniene, ce vor favoriza

lipidele serice si exsudarea lipoproteinelor.
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3.6 Analiza corelatiilor
Analizand modificarile ce au avut loc in ser si in lacrima 1n timpul evolutiei RH in grad, au

fost atestate putine corelatii sero-lacrimale, toate fiind de putere slaba (tabelul 10).

Tabelul 10. Corelatii sero-lacrimale ale indicilor biochimici la pacientii cu RH

Indice Coeficientul de corelatie ts 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

Constatarea acestui fenomen ne permite sa facem unele supozitii referitor la semnificatia lui.

Ochiul este un organ 1nalt specializat cu structura relativ autonoma ce este caracterizat prin
prezenta barierelor hemato - retiniand si singe - umoare apoasa, particularitati de dinamica a
fluidelor si a proceselor metabolice, precum si de conditiile de functionare specifice determinate
de contactul direct cu mediul ambiant [263]. Astfel, este posibil ca autonomia structurala determina
lipsa corelatiilor sero-lacrimale, iar prezenta barierelor anterior mentionate asigura 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 [10]. 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) [6].

O alta ipoteza ar fi cd modificarile locale au o pondere mai micd in modificarile la nivel
general atat datorita 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. Totodata, determinarea nivelurilor serice ar putea fi consideratd non-
specifica si ar limita utilizarea lor in predictia evolutiei RH. Acestea ar putea sa nu reflecte
modificarile retiniene datorita dimensiunii relativ compacte a tesutului afectat si cantitatii mici

eliberate ulterior in circulatia sangvina generala.
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Corelatiile sero-lacrimale analizate ar putea fi discutabile. Insd, nu este posibilitatea de a
compara rezultatele obtinute cu rezultatele altor cercetatori, datorita 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 severitatii RH, fapt sustinut prin

corelatii slabe intre valorile markerilor si gradul RH (tabelul 11).

Tabelul 11. Corelatiile indicilor biochimici in ser si lacrima cu gradul RH

indice Coeficient de corelatie Veridicitate
Ser
NO rs=-0.265 p =0.012
PPOA rs=0.243 p =0.021
SOD rs = - 0.246 p =0.019
GR rs = 0.297 p =0.004
AIM rs = 0.307 p =0.003
Ang Il rs = 0.413 p = 0.009
TAG rs =0.249 p=0.018
Col rs = 0.292 p = 0.005
lacrima

AAT rs = 0.357 p =0.001
SOD rs =-0.284 p =0.007
CAT rs = 0.261 p=0.013
GPx rs =0.299 p =0.004
GR rs = 0.252 p =0.017
Ang Il rs = - 0.357 p =0.026

Desi cercetat mai putin in retinopatie, exista dovezi convingatoare cd un SRA local exista in
retind, iar Ang II influenteaza disfunctia vasculara si inflamatia. SRA este un sistem de reglare cu
o duratd lunga, care asigura o actiune modulatoare asupra structurii si 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 Il si diminuarea valorilor indicelui in lacrima in acelasi timp

cu avansarea in grad a RH, modificarile fiind statistic semnificative atét in ser (p=0.039) cét si

70



lacrima (p=0.035). Nivelurile lacrimale si serice ale Ang II au manifestat o legatura corelativa
negativa, de putere slaba, semnificativa statistic (rs=- 0.323, p=0.045). De asemenea, valorile Ang
IT au fost veridic corelate cu gradul RH atat in lacrima (rs=- 0.357, p=0.026), cat si in ser (rs=0.413,
p=0.009), puterea asocierii fiind medie, dar mai importantd comparativ cu celelalte corelatii
identificate. Prin urmare analiza modificarilor specifice acestui indice a relevat legaturi importante
cu evolutia RH si reflectia metabolica a patologiei in mediile biologice, ce ne permite a
concluziona ca Ang II ar fi un potential candidat pentru a fi recomandat in calitate de marker in
evaluarea RH.

Merita a fi evidentiate si corelatiile intre markerii SRA: Ang II si ECA, in ser si lacrima.
Astfel au fost identificate corelatiile pozitiva a activitatii 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 II au fost localizati in vasele sangvine retiniene, un rol al SRA in reglarea
tonusului vascular retinian este plauzibil, arteriolele raspunzand la Ang II cu vasoconstrictie [264].
Studii aditionale sunt necesare pentru aprecierea exhaustiva a particularitatilor modificarilor SRA
ocular si a rolului lor in RH.

De notat este si faptul ca 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 diminuata, iar ulterior compensator
cresc activitdtile enzimelor (CAT, GPx, GR) ce atenueaza efectele compusilor formati subsecvent
— H202, peroxizi lipidici, etc. Per total, modificarile corelate ale activitdtii enzimelor antioxidante
asigurd o crestere continud, semnificativa statistic a valorilor AAT pe masura ce RH a avansat in
grad (p = 0.003), ce si a determinat un grad sporit de protectie antioxidanta locald comparativ cu
nivelul sistemic.

Din cele prezentate presupunem ca odatd cu aprofundarea RH si amplificarea leziunilor
retiniene are loc potentarea SO si productia SRO si amplificarea SO aprofundeaza RH, deci se
initiaza un cerc vicios. Este cert ca cresterea capacitatii functionale a sistemului antioxidant nu
este suficientd pentru a compensa modificarile survenite, intr-un final ducand la progresia RH.
Suplimentar, acest fenomen ar putea atesta si implicarea a altor mecanisme in patogenia RH.

De asemenea sunt de mentionat corelatiile statistic semnificative de putere medie identificate
intre markerii SO, SAO si metabolici in ser si lacrima. In ser s-a atestat o modificare corelati a
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activitatii SOD si CAT (rs=0.390, p=0.000), ce asigura protectie primara de Oz". si H2O2 in SO,
precum si a activitatii SOD si GPx (1s=0.438, p=0.000) si activitatii SOD cu continutul de GSH
(rs=0.395, p=0.000) ce asigura eliminarea peroxizilor organici — produsi secundari ai SO. Astfel
organismul asigurd o protectie echilibratd 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 1n 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 in lacrima (rs=0.417,
p=0.000) si GSH seric si GPx seric (rs=0.409, p=0.000).

Luand in considerare toate dovezile experimentale, se presupune ca SO si perturbarile
metabolismului glutationului, sunt imperativ legate de patogeneza RH. In concluzie, aparitia SO
poate fi fie o repercusiune a scaderii activitatii sistemului de aparare antioxidant, fie o crestere a
concentratiei SRO sau ambele cauze in asociere.

A fost identificata 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 odata cu majorarea severitatii RH (tabelul 12).

Tabelul 12. Corelatii intre nivelurile TAG, colesterol total, LDL-Col si HDL-Col in serul

pacientilor cu RH

TAG Col total LDL-Col HDL-Col

e | e | om e

Coltotal | %00 1.000 p< 0001 b= 0001

Lol | 2% | p<oom 1.000 o= 0,087
HDL-Col 0 2%%)23 0 2'8%01 p_g 3.%18/7 1.000
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Consideram ca fenomenele atestate ar putea fi o proba suplimentard a impactului
dislipidemiei in propagarea SO in HTN si dezvoltarea complicatiei ei —a RH.

Cu siguranta cd o mai buna intelegere a mecanismelor patobiochimice implicate in afectarea
la dezvoltarea tratamentului terapeutic.

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 alta 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.

73



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 celor mai sensibili indici de laborator ai
patologiei cercetate.

4.1 Sinteza rezultatelor studiului in 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 in ser fie prin amplificarea fie prin

diminuarea acestora (figura 25).
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Figura 25. Evolutia indicilor stresului oxidativ in ser in progresia RH (%0)

Celula endoteliald se comporta ca o structura receptor-efector, capabild sd detecteze diversi
stimuli fizici, fie chimici, ce is1 fac aparitia In interiorul vasului si, prin urmare, modifica forma
vasului si/sau elibereazd produsele necesare pentru a contracara efectul stimulului si a mentine
homeostazia. Endoteliul are capacitatea sa produca o diversitate de molecule, atat cu efect agonist
cat si antagonist — vasodilatatoare si vasoconstrictoare, procoagulante si anticoagulante,
inflamatorii s1 antiinflamatorii, fibrinolitice si antifibrinolitice, oxidante si antioxidante si multe
altele, echilibrand astfel efectele bilateral [265].

In mare parte toti stimulii ce induc vasodilatatie o fac cu ajutorul NO - un gaz volatil, activ
biologic, prezent practic in toate tesuturile [265]. Fiziologic, NO endotelial induce vasodilatatia,
amplificarea fluxului sangvin, diminuarea rezistentei vasculare, inhibarea agregarii si aderentei
trombocitelor, micsorarea aderentei si transmigrarii leucocitelor si reducerea proliferarii

musculaturii netede. Aditional, NO produs de nNOS actioneaza drept un neuromodulator sau
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neurotransmitator in activitdti neuronale, cum ar fi adaptarea la lumind/intuneric, in timp ce NO
generat de iNOS regleaza reactiile imune.

Tn studiul nostru, a fost identificati diminuarea NO cu 8% in gr. II al RH, explicati 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.

Se cunoaste cd in cadrul etapelor initiale ale hipoxiei/ischemiei, acestea de obicei sunt
insotite de activarea tuturor formelor de NOS, fenomenul fiind cauzat de influenta substantelor
biologic active precum citokine, prostaglandine, serotonind, bradichinina etc. Activarea NOS
inductibild, care sintetizeaza o cantitate majoratd de NO, cu o actiune citotoxica directa, contribuie
la producerea de radicali foarte toxici de peroxinitrit, ce ulterior induc deteriorarea structurilor
celulare cu dezvoltarea consecutiva a disfunctiilor endoteliale, macrofagale si trombocitare, ce se
manifesta printr-o activitate redusd a NOS endotelial si prin intreruperea proceselor dependente de
NO. Ca urmare se dezvoltd vasospasm, o agregare crescutd de trombocitelor si o activitate
fibrinoliticd redusa. In continuare la acesti pacientii se observi o reducere accentuati a substratului
de sinteza a NO-L-argininei. Agravarea ischemiei determina o scadere a sintezei de NO datorita
epuizarii L-argininei si consumului intensificat al acesteia Tn cursul proceselor de formare a
radicalilor liberi [222].

Concentratiile crescute de SRO reduc cantitatea de NO bioactiv prin inactivare chimica si
generarea peroxinitritul toxic. Peroxinitritul - la randul sau - poate ,,decupla” NO sintaza
endoteliala devenind o enzima disfunctionald generatoare de superoxizi care contribuie la stresul
oxidativ vascular [223].

Anionul superoxid este un factor determinant major al biosintezei NO si actioneaza, de
asemenea, si ca vasoconstrictor. Se considera ca, NOS poate genera mai degraba superoxid decat
NO ca raspuns la stimulii aterogeni (,,decuplarea NOS”). In aceste conditii, NOS poate deveni un
generator de peroxinitrit, favorizand o crestere dramatica a SO, datoritd faptului cd peroxinitritul
are efecte nocive suplimentare asupra functiei vasculare prin peroxidarea lipidelor [224,266].

Astfel, in anumite conditii ce accelereaza degradarea NO, cum ar fi amplificarea SO atestata
in RH, capacitatea de dilatare microvasculara poate fi sever afectata, provocand disfunctie
endoteliala cu perfuzie tisulard neadecvatd. O multitudine de studii sugereaza implicarea NO in
afectarea ischemica a retinei [222,267,268]. Fiind cea mai raspandita moleculd de semnalizare
identificata in retina, NO poate fi produsa de fiecare tip de celula retiniana [269].
factor de risc important atat 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
imbunatatirea tratamentului si reducerea riscului pentru dezvoltarea morbiditatilor [227,270].
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Guthrie et al. (2014) sustine ca, estimarea concentratieci de NO, utilizand analiza
nitratilor/nitritilor ar putea indica faptul ca productia de NO este supranormala, in timp ce mediul
tisular se confruntd cu un nivel subnormal de NO si deficit functional. Acest lucru adauga cu
sigurantd complexitate intelegerii rolului NO in retinopatie si ar trebui luat in considerare in studii
ulterioare [271].

Prin urmare, in conditiile unui stres oxidativ amplificat, in care anionul superoxid este
sintetizat in cantitati mari, NO- disponibil s-a redus evident, fapt demonstrat si in literatura
stiintifica la pacientii hipertensivi, aceastd modificare explicand DE in HTN cat si in RH.

Ulterior, am emis ipoteza ca scaderea concentratiei circulante a S-nitrosotiolilor in HTN in
gradul II al bolii cu 5% rezulta in leziuni endoteliale si afecteaza biosinteza de NO. Aceste
modificari pot contribui la dezvoltarea leziunilor specifice vasculare la nivelul retinei n RH.

S-nitrozotiolii sunt forme bioactive de NO implicate in semnalizarea celulard si reglarea
redox a functiei vasculare [272]. De la descoperirea lor la inceputul anilor 1990, proteinele S-
nitrozilate au fost din ce in ce mai recunoscute ca fiind determinanti importanti ai multor procese
biochimice, inclusiv promovarea vasodilatatiei, inhibarea agregarii plachetare si reglarea functiei
canalului Ca?*[273].

Sinteza S-nitrozotiolilor are loc prin mai multe cai, inclusiv oxidarea tiolilor de catre
peroxinitrit [274], sau reactia lor cu N2O3 “un produs al interactiunii oxigenului si NO [275]. S-
nitrozotiolii actioneaza ca donatori de NO in anumite situs-uri efectoare de reglare a tiolului,
inclusiv enzime si proteine de semnalizare prin transnitrozilare [276]. Ele se leaga covalent la
gruparile SH-proteice si tioli cu greutate moleculard mica in vivo si semnalizeaza prin modificarea
reziduurilor de cisteina, prin adaugarea covalenta a unui fragment de NO (formal sub forma de
NO™), care regleaza functia unui spectru de proteine din celule prin S-nitrozilare [277]. Reactia
NO cu grupele tiolice libere ale albuminei serice, cisteinei si, 1ntr-o masurd mai mica ale
glutationului are ca rezultat formarea respectivilor S-nitrozotioli in vivo [278]. S-nitrozotiolii sunt
redusi la NO si nitriti atunci cand sunt degradati [272].

Cresterea usoara a concentratiei de DAM in ser ne indica o intensificare a peroxidarii lipidice
si prin urmare faptul ca tesuturile au fost expuse SO, iar transformarile 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 in tandem cu cresterea usoara a valorilor produsilor clasici ai oxidarii
peroxidice a lipidelor (DAM +1%), aceste rezultate confirmand faptul ca proteinele sunt mai
susceptibile comparativ cu lipidele in conditiile de HTN si afectare retiniana.

Pentru a contracara efectele SO, corpul uman utilizeaza o diversitate de mecanisme
antioxidante, care includ si glutationul.
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In studiul nostru mecanismele de aparare antioxidante sistemice sunt si ele afectate in RH.
Generalizat, prezenta unui dezechilibru pe moment compensat in sistemul antioxidant este sustinut
de valorile relativ nemodificate in ser ale markerilor precum AAT si GSH. Insi conform
rezultatelor obtinute se observa un dezechilibru enzimatic in gr. Il al RH, exprimat prin diminuarea
activitatii SOD (8%) si cresterea activitatii CAT (6%), precum si prin amplificarea valorilor GPx
in ser cu 7% si reducerea valorilor GR cu 8%. Cunoastem cd, GPx are functia de a preveni/stopa
peroxidarea lipidelor membranare si utilizeaza pentru acest proces GSH redus, considerat a fi unul

dintre cei mai substantiali eradicatori ai SRO (figura 26).
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Figura 26 Activitatea SAO in ser in evolutia RH (in %)

Avantajul major al testdrii AAT consta in faptul cd masoard capacitatea antioxidantd a
tuturor antioxidantilor dintr-o proba biologicd si nu numai capacitatea antioxidanta a unui singur
compus [279].

Unele studii au atestat la pacientii cu HTN un nivel scazut al AAT in ser [281]. Rezultate
similare au fost observate si la sobolanii hipertensivi, la care valorile AAT s-au dovedit a fi mai
mici decét la sobolanii sandtosi [281]. La sobolanii hipertensivi sensibili la sare, amplificarea SO
este corelatd cu nivel diminuat al AAT [282].

Posibil mentinerea la nivel normal a AAT este determinata de modificarile coordonate a
compusilor cheie ai sistemului AO [251]. Astfel, diminuarea activitatii SOD este contrabalansata
de cresterea activitatii CAT. Prin urmare, evolutia diversitatii enzimatice: SOD, catalaza si
peroxidaza cu scopul eliminarii intermediarilor reactivi, sugereaza ca o proportie semnificativa de
O2 este redusd pe aceastd cale. In timp ce izoenzimele SOD sunt considerate in mod normal

protectoare, se postuleaza ca activitatea crescuta a SOD Cu/ Zn produce cantitdti crescute de H20z,
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care devin toxice In prezenta activitdtii catalazei normale. Astfel, cresterea activitatii SOD Cu/Zn
poate fi beneficd numai atunci cand este echilibrata cu o activitate catalazica crescutd, iar inducerea
primului nu neaparat afecteaza inducerea celuilalt [283].

Cercetarile din ultimul deceniu au aratat ca HTN este asociatd cu o serie de perturbari in
metabolismul glutationului, fenomenul fiind constat si de studiul actual. Chaves si colab. au
identificat valori ale GSH si GPx semnificativ mai scazute la pacientii cu HTN, in comparatie cu
cei din grupul de control, explicand acest lucru prin raspunsul afectat al expresiei enzimei si
inactivarea enzimei din cauza SO [284]. Diminuarea concentratiei serice de GSH poate duce, de
asemenea, la o activitate a GPx mai mica, explicata prin faptul ca GSH este coenzima co-substrat
a GPx [285]. Tratamentul antihipertensiv care are drept scop sa diminueze SO, are ca rezultat o
crestere a GSH [284].

Silva si colab. au identificat o scadere a activitatii GR in HTN [286], similar cu diminuarea
stabilitd de noi (-8%). Ludnd 1n considerare toate dovezile experimentale, se presupune ca SO si
perturbarile metabolismului glutationului, sunt puternic legate de patogeneza HTN [249]. Tn
concluzie, aparitia SO poate fi fie o repercusiune a scaderii activitatii sistemului de aparare
antioxidant, fie o crestere a concentratiei SRO sau ambele cauze in asociere.

Rybka J. si colab. au analizat sistemul de aparare antioxidant al glutationului la pacientii
varstnici (82.6 + 7.52 ani) tratati de HTN si au masurat concentratia glutationului in sangele
integral si activitatile glutation peroxidazei, glutation transferazei si glutation reductazei in
eritrocite, observand o crestere a activitatii tuturor enzimelor cercetate, care au fost semnificativ
mai mari In lotul cu HTN comparativ cu grupul de control. Aceste rezultate au sugerat importanta
sistemului glutation Tn reglarea tensiunii arteriale [71]. Studiul Rybka J. si colab. nu a implicat
evaluarea RH, a markerilor lacrimali si evaluarea corelatiilor sero — lacrimale, iar faptul ca in
studiul nostru au fost inclusi si pacienti mai tineri, ar putea fi cauza diferentelor rezultate.

Asocierea SO cu progresia si dezvoltarea RH a fost evidentiata in mod concret doar in cateva
studii recente. E de mentionat cercetarea Karaca si colab. in care s-a subliniat in RH un nivel
crescut al activitatii y-glutamil transferazei serice, care este o enzima polifunctionald considerata
a avea un rol crucial Tn homeostazia glutationului prin pastrarea concentratiei satisfacatoare de
glutation intracelular si capacitatea de protectie a celulelor impotriva oxidantilor [20].

Este de notat si majorarea gruparilor -SH cu 12% in gr Il a RH. Tiolii joaca roluri fiziologice
importante Tn diverse procese si sunt extrem de reactivi, gruparile -SH fiind usor oxidate sau reduse
in prezenta unui catalizator [287-289]. Tiolii pot actiona si ca acceptori de electroni, reducand
radicalii liberi instabili prin oxidare, deci sunt antioxidanti puternici [290,291]. Grupul tiolic (-SH)
al glutationului reduce numarul de radicali liberi prin legarea la electronii nepartajati ai radicalilor
liberi formati ca urmare a SO [292-294].
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Gruparile tiolice mitocondriale poseda o diversitate de functii distincte, printre care cea de
transport al electronilor, fosforilarea oxidativa si transportul membranar. De asemenea, acestea
sunt implicate in tranzitia permeabilitatii membranei interne si in apoptoza celulara [295-297].
Mitocondriile sunt entitdtile capabile sa genereze SRO si SRN, favorizand astfel conditia unui
potential SO, care ulterior le poate perturba statutul tiolic. Insa, acesta este controlat de o serie de
enzime precum sistemul tioredoxin mitocondrial, ce include NADPH, tioredoxina si tioredoxin
reductaza si tioredoxin peroxidaza, care par sd joace un rol pivotal in prevenirea SO si in controlul
functiilor de permeabilitate membranara [297-300].

Astfel, augmentarea nivelului de grupari tiolice la pacientii din studiu poate fi un mecanism
compensator de contracararea SO si efectelor sale nocive, precum si de mentinere a integritatii
structurale si functionale a elementelor celulare si celulei integre.

Cunoastem ca implicarea SRA in RH pledeaza in favoarea majoritatii ipotezelor de elucidare
a patogeniei RH, in special cea ischemicd si de participare a SO. Desi initial adaptative,
modificarile care insotesc HTN si eventual RH, si anume disfunctia endoteliala, 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 activitatii ECA cu 66%, modificare care este asociata
cu micsorarea cu -8% a continutului de NO (figura 27). Totodatd, Ang II diminueaza

biodisponibilitatea NO prin promovarea SO.
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Figura 27. Modificirile SRA in ser in gr.II si gr.IIl a RH

Leziunile in gradul 111 al RH devin mai marcate. Astfel, in gradul Ill al RH este mai

evidenta diminuarea SOD (-8%), la pacientii din studiul actual. Unele cercetdri recente de
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asemenea subliniaza niveluri reduse constant de SODs in retinopatia diabeticd, de SOD> in
insuficienta renala cronica si accident vascular cerebral ischemic acut [79-81]. In acelasi timp,
rapoartele de evaluare a activitatii SOD in HTN sunt contradictorii, oferind o varietate de rezultate
atat cu niveluri crescute, cat si cu niveluri scazute ale SOD [80,82].

Dovezile experimentale au evidentiat faptul ca SRO si mai precis anionul superoxid (O27),
joacd un rol decisiv in geneza HTN. Astfel rolul SOD in mentinerea nivelului de protectie
antioxidanta si preventie dezvoltarii HTN sau scaderii vitezei de agravare a starii patologice este
unul pivotal.

Pentru a elucida mecanismul prin care Oz~ contribuie la HTN, Lob si colab. au utilizat
tehnologia Cre-lox pentru a crea soareci cu o deletie tintita a SODs. Rezultatele studiului au
demonstrat cd SOD31n muschiul neted vascular, indiferent de nivelurile vasculare crescute de Oz,
nu a avut niciun efect asupra tensiunii arteriale, nici la momentul initial, nici ca urmare a stimularii
angiotensinei Il (Ang II) si, de asemenea, nu a crescut raspunsul inflamator la Ang II. Aditional,
epuizarea SOD3 atat in organele circumventriculare (CVO), cat si in muschiul neted vascular a
aratat un efect similar cu epuizarea acestuia doar la nivel de CVO, rezultatele subliniind faptul ca
SOD3 in SNC are probabil un rol mai semnificativ in modularea tensiunii arteriale decat SOD3 in
la nivel vascular [79].

Un alt studiu, care confirma rezultatele obtinute in cercetare [252], efectuat de Gomez-
Marcos si colab. a detectat ca HTN a fost asociata cu o diminuare a SOD seric [301]. Prin urmare,
acest declin sugereaza un deficit in mecanismele de aparare antioxidante, care ulterior ar afecta
capacitatea pacientilor hipertensivi de a elimina anionul superoxid circulant si ar determina o
crestere a leziunilor vasculare, induse de SRO. Cercetatorii au ajuns la concluzia cd un nivel scazut
de SOD in ser este asociat cu leziuni vasculare sporite. Concluziile sus amintite sunt sustinute si
de rezultatele lui Kumar si colab. care au evidentiat in studiul lor cd activitatea atat a catalazei, cat
si a glutation peroxidazei in eritrocite au fost scazute la pacientii hipertensivi necontrolati, dar nu
au atins niveluri semnificative statistic, cu toate acestea a existat si o scadere semnificativa a
activitatii SOD [302]. O reducere a activitatii SOD si GPx a fost remarcata la subiectii hipertensivi
nou diagnosticati si netratati, comparativ cu subiectii martor, activitatea SOD fiind invers corelata
cu nivelul TA din grupul subiectilor hipertensivi, dar nu si grupul martor [303].

Contrar rezultatelor anterioare, Labios si colab. a observat o crestere a activitatilor SOD si
catalazei in lizatele leucocitare de la pacientii hipertensivi. Ei presupuneau ideea generald a unui
,»cerc vicios” intre HTN si SRO, care ar putea fi explicata prin faptul ca o crestere a SRO nu joaca
doar un rol crucial in dezvoltarea HTN, dar poate fi generata chiar de HTN [84]. Deci, HTN pe
termen lung ar produce in cele din urma o disfunctie endoteliala ireversibila, in mare parte datorita
productiei autosustinuta de SRO.
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Pe de alta parte, expresia crescutd a catalazei a fost determinata in HTN, un polimorfism in
regiunea promotor a catalazei fiind asociat cu nivelul ridicat de TA [83, 84, 304]. Tn studiul nostru,
in GIII se observa o majorare de +6% a catalazei, care posibil compenseaza capacitatea redusa a
SOD de neutralizare a Oz ™si cresterea subsecventd a cantitatii de H.O» [252].

Rezultatele cercetarii efectuate sunt destul de similare cu cele mentionate mai sus. Mai mult,
din cate se cunoaste, studiul nostru a subliniat pentru prima data 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 lacrima). A fost atestata si o corelatie pozitiva slabd semnificativa intre nivelurile SOD serice si
lacrimale (rs= 0.336, p = 0.001). Cu toate acestea, chiar daca nu s-a identificat nicio corelatie cu
catalaza serica, catalaza lacrimald a prezentat o asociere slabd 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 cantitatii 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 11l a RH a valorii
cu 20%, p=0.006. In gr. I1T a RH se aprofundeazi si disfunctia vasculari, vizibil fiind diminuarea
Ang II cu inca 18%.

Literatura de specialitate ne ofera date care sugereaza ca diminuarea cantitatii de glutation
in celulele endoteliale induce o descrestere a sintezei de NO-, efect explicat cel mai probabil prin
reducerea nespecificd a capacitatii redox a celulelor [305]. Prin urmare, orice conditie asociata cu
niveluri scazute de glutation circulant, consemnate si in studiul nostru [253], rezulta intr-o rata
crescutd de reactii oxidative, ce ulterior vor contribui la o biodisponibilitate diminuata a NO si in
final spre afectarea functiei microvasculare [306-308]. Alte studii demonstreaza o corelatie
negativa intre nivelurile serice de NO si presiunea arteriald medie, sugerand cd o scadere a
evidentiaza faptul cd pacientii care suferd de hipertensiune arteriala se remarca prin activitatea
amplificata a SRO, ce oxideaza NO si afecteaza tonusul vascular. Lassegue si colab. (2004) au
identificat astfel dovezi convingatoare ca SRO sunt o parte intrinseca a patologiei hipertensiunii
[309,310].

Astfel, amplificarea SO este in continuarea sustinutd de diminuarea cu incd 3% a NO in

gr.Ill. Totodata cresterea nivelurilor de PPOA cu 124% comparativ cu gr.I al RH ne indica ca
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proteinele sunt expuse unei agresiuni extreme cu 0 posibila deteriorare a enzimelor, inclusiv si a
celor studiate. Astfel fiind explicata diminuarea activitatii enzimatice.

Ulterior se aprofundeaza 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 H2O», cat si procesul de peroxidare. Prin micsorare de GPx sufera procesul de
neutralizare a peroxizilor, cat si prin diminuarea GR - reconvertirea GSSG in glutation redus
(GSH), pentru a mentine eficacitatea antioxidanta a GSH.

De mentionat sunt si modificarile Tn metabolismul lipidic (figura 28).
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Figura 28. Modificirile in metabolismul lipidic in ser raportate la progresia RH

Chen si colab. (1996) au demonstrat in vivo si in vitro faptul ca o amplificare a nivelului de
LDL-colesterol, fenomen stabilit si in cercetarea noastra [311], agregabilitatea trombocitelor
stimuleaza prin inhibarea NOS si o scddere a nivelurilor ciclice de GMP.

Nivelurile majorate ale lipidelor, vizualizate pe masura progresiei RH, induc disfunctia
endoteliului vascular si ulterior o biodisponibilitate redusd a NO, remarcata si in cercetarea noastra.
Peroxidarea lipidelor din lipoproteine ale peretelui vascular genereaza productia locald de specii
carbonil reactive, ce interfereaza 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 [167,312].
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1975, cand Singth si colab. au discutat pentru prima datd rolul nivelurilor serice crescute ale
acizilor grasi in precipitarea dezvoltarii RH [313].

Studii conexe cu finalitati similare cu cele obtinute de noi au fost efectuate in timp. Tn 2012,
Bastola si colab. au demonstrat o diferentd semnificativa in nivelul mediu al colesterolului seric in
toate cele patru stadii ale RH (p<0.001) [314]. Gupta si colab. (2013), au demonstrat o corelatie
pozitiva dintre progresarea RH si cresterea treptata a nivelului de colesterol (p<0.002), in paralel
cu evolutia in grad a retinopatiei [315].

Rezultate asemanitoare cu studiul nostru au fost remarcate si in ceea ce priveste TAG. in
cercetdrile Bastola si colab. (2012) si Gupta si colab. (2013), s-a identificat o crestere semnificativa
statistic a nivelului de trigliceride pentru diferite grade ai RH [314,315]. O cercetare efectuata de
Akhter si colab. (2013), a prezentat date care ardtau cd majorarea valorilor colesterolului si
trigliceridelor serice s-au dovedit a fi indicatori de risc semnificativi Tn dezvoltarea retinopatiei
[316]. Studiul Hoorn, realizat de van Leiden si colab. (2002), a subliniat faptul ca exista corelatii
dintre nivelurile lipidice si tensiunea arteriala insotita de retinopatie, care sunt mai puternice la
persoanele fara diabet decat la cele cu diabet [317].

Unele studii au evidentiat ca nivelurile LDL-Col au crescut semnificativ la persoanele cu
RH de gradul II sau mai mare. Potrivit cercetarii realizate de Badhu si colab. (2003), LDL-Col
seric amplificat a fost puternic asociat cu RH (p<0.019) [318]. Rezultatele anterioare sunt sustinute
si de studiul van Leiden (2002), care a concluzionat ca retinopatia la persoanele cu hipertensiune
arteriald fara diabet si exsudate tari a fost asociata cu niveluri serice crescute de LDL-Col [317].
Cu toate acestea, niciun alt studiu nu a atestat vreo corelatie directa intre HDL-Col seric sau LDL-
Col st RH pana acum.

Totusi, datele din unele lucrari de cercetare sunt usor disonante cu rezultatele obtinute. Dupa
cum au prezentat Pai si Hegde (2019), nu a existat nicio corelatie semnificativa intre RH si nivelul
lipidelor serice. Studiul lor are limitdri, datorita faptului ca in cercetare au fost incluse doar
persoanele cu gradul I (84%) si gradul I (16%) de RH. Totusi, s-a semnalat o crestere a nivelului
total de colesterol, TAG si LDL-Col si o scadere a HDL-Col, in paralel cu progresarea RH. [319].
Si alti savanti au subliniat o corelatie pozitiva intre LDL-Col, HDL-Col si RH [314,318], cu toate
acestea, acest studiu la fel ca si studiul lui Gupta si colab. nu a dezvaluit o legatura intre ele [315].

Am remarcat faptul ca tulburarile metabolismului lipidic cu siguranta pot influenta evolutia
RH. HTN si hiperlipidemia nu numai ca stimuleaza dezvoltarea aterogenezei, dar duc si la o serie
de modificdri 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,
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modificari remarcate in timp de alti oameni de stiintd. Aceste perturbari pot fi explicate prin faptul
ca lipidele joaca un rol cheie in dezvoltarea HTN si a celor mai frecvente complicatii ale acesteia.
Succesiv, putem sugera implicarea tulburarilor metabolismului lipidic In dezvoltarea RH, prin
disfunctie endoteliala si afectarea barierei sanguine retiniene, ce vor favoriza lipidele serice si
exsudarea lipoproteinelor.

Discrepantele evidentiate atestd necesitatea continudrii cercetarii.

4.2 Sinteza rezultatelor studiului in lacrima

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 1nsd, rezultatele obtinute in gradul II a RH au prezentat o activitate antioxidanta
diminuata a SOD de -6% si una amplificatd a catalazei +12%, care ar putea fi interpretata drept un
mecanism de apdrare celulard impotriva unui SO exacerbat. Eventual, scaderea in continuare a
activitatii SOD de -10% in gr.IlI, stabilitd in cercetare, cat si corelatiile persistente au conditionat
cresterea productiei de SRO si ulterior a peroxidului de hidrogen. Ca urmare, necesitatea de

detoxifiere a H20> a indus cresterea activitatii catalazei cu inca 6% in gr.III (figura 29).
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Figura 29. Modificarile SAO in lacrima pacientilor cu diferite grade ale RH (in %)

Amplificarea SO, indirect este reflectatd prin activarea semnificativa a sistemului
antioxidant, ce incearca 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
84



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 atestd o crestere treptatd, statistic semnificativa a nivelului AAT,
explicata prin amplificarea mecanismelor locale de protectie impotriva SO la pacientii cu RH,
elucidand in acelasi timp si potentialul de rezistentd a retinei fatd de HTN, prezentand o aparare
antioxidanta superioard datoritd capacitatii crescute de antioxidant lacrimal. Astfel, sugeram ca
pacientii cu RH gestioneazd nivelurile fluctuante de oxigen mai eficient, datoritd protectiei
antioxidante locale amplificate. Prin urmare, ochii pacientilor din studiu poseda 0 capacitate
amplificata de a face fatd intermediarilor toxici de oxigen, acest fapt explicand potential evolutia
treptata si intarziatd a etapelor retinopatiei.

Rezultatele obtinute au prezentat o activitate antioxidantd diminuatd a SOD si una
amplificata a catalazei, care ar putea fi interpretatd drept un mecanism de aparare celulara
impotriva unui SO exacerbat. Eventual, scdderea 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 H202 a indus cresterea activitatii catalazei.

In acelasi timp in lacrima se atesta un rezultat invers celui din ser, marcat prin valori crescute
ale GPx, GR, GSH. Aditional, s-a remarcat ca nu in cazul tuturor indicilor de laborator cercetati
persista corelatia sero-lacrimala, ceea ce ne permite sa concluzionam ca nu vorbim despre prezenta
unei interdependente a fenomenelor care are loc in retind cu modificarile biochimice in ser.

Existenta unui SRA ocular local cu toate componentele sale principale este atestata inca din
1996 [320]. SRA a fost mai putin studiat in retinopatie, desi exista dovezi convingatoare ca un
SRA local existd in retina si atat Ang II cat si aldosteronul influenteaza disfunctia vasculara si
inflamatia in retinopatie [321]. Literatura de specialitate atesta faptul ca receptorii Ang II sunt
exprimati In vasele sangvine retiniene si pot actiona drept un reglator al microcirculatiei oculare.
Receptorii Ang Il de tip 1 sunt localizati in stratul celulelor ganglionare si stratul nuclear interior
al retinei [322].

S-a demonstrat prezenta sistemului intrinsec enzimatic renind-angiotensind in peretii
arteriolelor si arterelor mici ciliare oftalmice [323]. Prin urmare, este de mentionat faptul ca
amplificarea rezistentei periferice totale in microcirculatia oftalmica asociatd cu HTN este cauzata
in parte de o crestere rapida hipertrofica sau hiperplastica a celulelor musculare netede vasculare,

Ang Il putand astfel juca un rol pivotal in bolile oculare asociate cu hipertensiunea [324-327].
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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 (figura 30).
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Figura 30. Modificarile NO si SRA in lacrima pacientilor cu RH (in %)

Observam ca in gradul III al RH, pornind de la un nivel determinat, Ang II este produsa in
aceeasi cantitate din substratul disponibil si ramane diminuat. Rezultatele date ar sustine prezenta
unui SRA functional localizat in peretii vasculari. Se cunoaste ca peretii vaselor de sange si ale
tesutului cardiac pot produce Ang I si Ang II, iar ECA tisulard are un potential rol de reglare asupra
productiei locale de Ang II. Un rol semnificativ al endoteliului in conversia Ang I in Ang II a fost
revendicat si sustinut recent intr-un studiu care arata ca eliberarea Ang I si conversia Ang I la Ang
IT a fost diminuata cu 90% si abrogata in cazul disfunctiei endoteliale [328].

Reglarea descendentd a sistemului SRA ar putea fi explicatd prin afectarea endoteliald
sistemica la pacientii cu HTN, functionalitatea sistemului fiind strict dependenta de endoteliu.
ECA este prezentd pe membrane si productia de Ang II din Ang I depinde si de integritatea
membranelor endoteliul celular. Aditional, productia de Ang I depinde si de sinteza vasculard de
novo. Cu toate cd disfunctia endoteliald este probabil cea mai importantad cauza de reglare si
dezechilibru a sistemului SRA intre Ang Il si Ang-(1-7) la pacientii cu HTN, ar trebui sa se tina
cont de faptul ca unele componente ale SRA pot fi produse si de celulele musculare netede al
vasului cat si de fibroblaste [137]. Acestea la randul lor, pe langa rolul relevant in afectarea
ischemica in RH, pot participa, de asemenea, la dereglarea SRA. Aditional, sugeram ca testarea

unor markeri aditionali, precum Ang-(1-7) ar putea elucida modificarile date.
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Rezultatele studiului nostru sugereaza ca rezistenta ochiului la factorii declansatori ai RH ar
putea fi datoratd prezentei unui sistem de reglare si protectie local, insd aceasta ipoteza necesita
cercetari ulterioare.

SO este incriminat a fi participant la dezvoltarea HTN [261,329,330]. Dovezile
experimentale confirmd ca SRO joaca un rol esential in patogeneza HTN datoritd excesului si a
cardiovasculare mediatd de SRO. Cum a mai fost mentionat anterior, o serie de studii recente arata
implicarea stresului oxidativ si in dezvoltarea RH.

In SO generarea de AIM este determinati de expunerea la radicalii liberi, ca consecinta a
modificarilor in reteaua microvasculara, inclusiv in cea retiniand. Mecanismele prin care SO apare
si contribuie la dezvoltarea complicatiilor hipertensive sunt inca incerte, modificarile biochimice
rezultate induc modificari structurale si functionale microvasculare. Aceste deficiente genereaza
modificari ale fluxului sangvin retinian, deteriorarea barierei sange-retind si la final ocluzia
capilara si ischemia. O reducere continua a perfuziei capilare va duce la formarea tuturor semnelor
binecunoscute ale RH ca exsudate vatoase, anomalii microvasculare intraretiniene, incrucisari
venoase si neovascularizare. In conditii ischemice, ca in cele din RH descrise mai sus, capacitatea
albuminei de legare a metalelor de tranzitie precum nichelul, cuprul si cobaltul este diminuata,
rezultand astfel formarea AIM - o varianta diferita a albuminei [106, 172, 173].

Insa spre deosebire de ser unde nivelul AIM se amplifica semnificativ, in lacrima in gr.II se
atesta un tablou atipic prin micsorarea AIM cu 11%, urmatd Insd de o crestere usoard cu 5% in
gr.IIl a RH. Fenomenul necesita studii ulterioare pentru elucidarea veridicitatii, amplorii si rolului
in RH.

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

Rezultatele studiului cat si corelatiile identificate ne-au permis sa concluzionam 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 antioxidanta a
unor enzime. Aceste concluzii pot fi sustinute de diminuarea fie si statistic nesemnificativa a NO
in ser cu -11% / in lacrima -10%, a cantitatii de S-nitrozotioli in ser - 4%, amplificarea nivelului
de DAM 1n 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 in
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 consecinta a metabolizarii intensive a NO, si implicarea lui in procesele
de S-nitrozilare a proteinelor si a altor compusi tiolici cu consumul NO. Insi, reducerea DAM in
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lacrimd 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 fi aplicati in
diagnosticul RH si a monitorizarii progresarii starii patologice, fie a tratamentului aplicat, valorile
de referinta pentru indicii de laborator respectivi necesitdnd a fi determinate prin investigatii

ulterioare.
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CONCLUZII GENERALE

1. Ochiul este un organ unic, cu sisteme defensive specifice, ceea ce 1i 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 In
serul sangvin (diminuarea oxidului de azot si cresterea produsilor proteici de oxidare avansata).

2. In retinopatia hipertensiva protectia initiald fata de speciile reactive de oxigen
asiguratd de SOD este diminuatd, compensator atestandu-se amplificarea activitatilor enzimelor
ce atenueaza efectele compusilor formati subsecvent (catalaza, glutation peroxidaza, glutation
reductaza). Modificarile corelate ale activitatii enzimelor antioxidante induc o majorare
persistenta, 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 locald comparativ
cu nivelul sistemic.

3. In retinopatia hipertensivi 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 legaturd corelativd negativa, semnificativa statistic (rs = - 0.323, p = 0.045). Valorile
angiotensinei II au fost veridic corelate cu gradul retinopatiei hipertensive atat in lacrima (rs = -
0.357, p = 0.026), cat si in ser (rs = 0.413, p = 0.009), puterea asocierii fiind mai pregnanta
comparativ cu celelalte corelatii identificate in cercetare.

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

S, Dificultatile stratificarii pacientilor cu RH in grupe conform gradului retinopatiei in
conformitate cu rezultatele examenului clinic ar putea fi depdsite prin complementarea cu

evaluarea valorilor serice si/sau lacrimale ale angiotensinei II si ale celor lacrimale ale AAT, CAT,
GPx si GR.
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RECOMANDARI PRACTICE

1. Se recomanda continuarea studiului stiintific al retinopatiei hipertensive cu:

a) madrirea 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 si de monitorizare a markerilor ce manifestd tendinte de
modificare si potentiald utilitate practica in studiul actual;

c) elucidarea posibilitatii utilizarii antioxidantilor naturali si sintetici in preventia si/sau
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 oportuna 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 In dezvoltarea retinopatiei hipertensive.
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