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Abstract: 
A significant number of in vitro and animal studies have demonstrated ROS activation in the 

cardiovascular system in response to various stressors and in the failing heart. 
Hypoxia / reoxygenation increases level of oxidative species and attenuation of those species 

protects cardiomyocytes from induced damage. 
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Introducere 
Inima este cel mai susceptibil organ la 

îmbolnăvire prematură şi stres oxidativ indus de 
radicalii liberi. 

Alterările induse de radicalii liberi pot fi 
rezultatul leziunilor acute de ischemie – reper-
fuzie, deteriorărilor endoteliale date de hiper-
homocisteinemii ca şi a alterărilor oxidative se-
cundare peroxidării lipidelor. 

Metalele grele din organism, în special 
cele tranziţionale – Fe şi Cu, sunt capabile să 
iniţieze reacţii adverse la radicali liberi. 

Bardenheuer a demonstrat că înainte de 
angioplastia coronariană transluminală percuta-
nă, în condiţii de perfuzare normală, concen-
traţiile de adenozină şi hipoxantină erau 176 ± 
34 nM respectiv 723 ± 73 nM. La 30 secunde 
după dezumflarea balonului, concentraţiile 
adenozinei erau crescute direct proporţional cu 
durata ocluziei: 326 ± 47 nM la 30 secunde, 531 
± 80 nM la 60 secunde şi 793 ± 150 nM la 90 
secunde. În timpul reperfuziei au fost obţinute 
rezultate similare şi în cazul hipoxantinei şi 
acidului uric [4]. 

Miocardul de şobolan izolat supus la 15 
minute de ischemie, urmate de 30 de minute de 
reperfuzie a prezentat acumulări concomitente 
de Ca2+ liber (tehnica indo-1- fluorescenţei) şi 
degradarea fosfolipidelor membranare, indicată 
de creşterea conţinutului intracelular de acid 
arahidonic (IVANICS et al.). Această observaţie 
este sugestivă pentru o relaţie a fluorescenţei 
legată de Ca2+ şi acumularea de acid arahidonic, 
probabil datorită unei stimulări a fosfolipazei A2 
(PLA2) mediată de Ca2+ [8]. 

Performanţa muşchilor papilari izolaţi în 
perioada de hipoxie a fost îmbunătăţită de pre-

zenţa manitolului hiperton [19].  
Acest lucru se datorează creşterii canti-

tăţii fluxului colateral într-o zonă miocardică 
ischiemizată, demonstrat pe un model experi-
mental utilizând o inimă intactă [16]. 

În miocardul de iepure reperfuzat, 
MnSOD a avut un efect crescut de protecţie 
până la o doză reperfuzată de 5 μg/ml, peste 
această valoare pierzându-şi capacitatea protec-
toare, iar la doze foarte mari (peste 50 μg/ml) a 
exacerbat leziunea. 

În timp ce inimile izolate de iepure 
reperfuzate cu soluţii tampon standard pentru 45 
de minute au prezentat o eliberare marcată de 
GSSG (glutation oxidat) cu un peak la 5 minute 
de la reluarea fluxului, GSSH eliberat din 
inimile tratate cu SOD timp de 15 minute şi apoi 
cu perfuzie standard alte 30 de minute, a fost 
neglijabil [17]. 

Tratamentul celulelor miocardice la 
şoarece cu SOD (Cu,Zn-SOD 100u/ml) a supri-
mat semnificativ alterările celulare induse de 
hipoxie. Din moment ce SOD a suprimat şi 
fragmentarea ADN indusă de hipoxie, îmbu-
nătăţirea supravieţuirii celulare de către SOD se 
crede a fi mediată prin efectul său antiapoptotic. 

 
Acţiunea radicalilor liberi la nivelul 

miocardului hipoxic 
Ide şi colaboratorii au realizat un model 

experimental de infarct miocardic şi remodelare 
ventriculară creat prin ligaturarea timp de 4 
săptămâni a arterei coronare anterioare descen-
dente. Ide a identificat în acest model experi-
mental prezenţa radicalilor OH· care provin de 
la anionul superoxid, cât şi formarea de peroxizi 
lipidici în mitocondrie, în număr crescut în 
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ventriculul stâng post ischemie. 
Daneshrad demonstreaza că în condiţii 

de hipoxie artificială (expunerea în condiţii de 
10% oxigen pentru 3 săptămâni) se produce o 
creştere a activităţii hexokinazei în ventriculul 
drept şi stâng şi în septul inimii de şobolan, 
precum şi o scădere a activităţii hidroxiacil-
CoA-dehidrogenazei în miocardul ambilor ven-
triculi [6]. 

Există din ce în ce mai multe dovezi că 
multiple proteinkinaze, mitogen activate, sunt 
sensibilizate în timpul ischemiei şi/sau reper-
fuziei şi pot contribui la modificările structurale 
şi funcţionale după ischiemia miocardică [1]. 

Expunerea celulelor miocardice de 
şobolan la ischemie, au avut ca rezultat o 
activare rapidă şi tranzitorie a kinazelor reglate 
de semnale extracelulare, p38 şi c-Jun NH2- 
protein-kinaza. În reoxigenare s-a observat 
activarea tuturor celor 3 protein-kinaze mitogen 
activate; peak-urile activităţilor au crescut cu 
5,5, 5,2 şi respectiv 6,2.  

Inspecţia vizuală a acestor celule cardi-
ace expuse la cicluri ischemie/reoxigenare a 
identificat că 18,6% dintre celule manifestau 
modificări caracteristice apoptozei, care au fost 
confirmate prin fragmentarea AND-ului. 

Miocitele tratate cu PD 98059, un 
inhibitor de proteinkinază mitogen activată/ 
kinază reglată de semnale extracelulare (MEK 
1/MEK 2), au manifestat o supresie a activării 
kinazelor reglate de semnale extracelulare, 
indusă de ischemie/reoxigenare, în timp ce acti-
vităţile p38 şi ale proteinkinazei c-Jun NH2-
terminale au fost crescute cu 70,3% şi respectiv 
55% în plus numărul de celule apoptotice a 
crescut cu 33,4%. Prin pretratamentul celulelor 
cu SB 203580, un inhibitor al p38 şi al 
proteinkinazei c-Jun NH2-terminale, numărul de 
celule apoptotice indus de ischemie/reoxigenare 
plus PD 98059 a fost redus cu 42,8% respectiv 
63,3%. 

Culturi de cardiomiocite de la şobolani 
de 3 zile, expuse la 40 mmHg presiune de O2, în 
primele 24 de ore au arătat uşoare balonizări ale 
cristelor mitocondriale. 

La 48 de ore toate mitocondriile erau 
balonizate cu cristele mitocondriale distorsio-
nate, iar membrana externă mitocondrială era 
frecvent întreruptă. Matricea mitocondrială era 
clară şi conţinea zone electrono-dense difuze. S-
au observat şi fragmentări ale mitocondriilor. 

Au fost de asemenea observate modi-
ficări majore, cum ar fi marginaţia cromatinei 
nucleare, dezintegrarea nucleară şi clarificarea 
sarcoplasmei cu pierderea frecventă a membra-
nei celulare. Miofilamentele au fost deteriorate, 
şi unele miofibrile erau întrerupte şi dispuse 
haotic.  

După 20 de minute de expunere în 
atmosferă cu 5% O2, reoxigenarea timp de 5 ore 
a cauzat o creştere în volum a reticulului sarco-
plasmic, tubulilor T şi mitocondriilor, în special 
la şobolanii mai tineri; o creştere a densităţii 
distrucţiilor lipidice, vacuolare şi mitocondriale.  

Reperfuzia postischemică scoate în 
evidenţă relevanţa porilor de tranziţie perme-
abili în metabolismul NAD+. Conţinutul intra-
mitocondrial de NAD+, care este intens afectat 
pe perioada ischiemiei, devine aproape deple-
ţionat odată cu reluarea fluxului coronar (după o 
perioadă lungă de ischemie).  

Inhibarea depleţiei NAD+ mitocondrial 
sugerează că după reperfuzie creşterea Ca2+ 
intracelular, împreună cu creşterea generării de 
radicali liberi, produc deschiderea porilor de 
permeabilitate tranzitorie, cauzând eliberarea 
NAD+ intramitocondrial, cu hidroliza secundară 
a acestuia. Inhibarea porilor nu doar previne 
scăderea NAD+ mitocondrial, dar şi protejează 
semnificativ viabilitatea celulei, fapt dovedit 
prin mai multe modele experimentale. 

„Rigiditatea” miocardică în insuficienţa 
contractilă reversibilă, ce apare frecvent în 
cardiomiopatia ischemică este asociată cu 
degradarea selectivă a troponinei I, rezultând o 
moleculă trunchiată care prezintă o reducere 
considerabilă a sensibilităţii faţă de Ca2+. S-a 
postulat faptul că supraîncărcarea intracelulară 
cu Ca2+ datorită ischemiei severe ar putea activa 
o protează Ca2+-dependentă, care în schimb 
clivează troponina I. Klairguti şi colaboratorii 
au demonstrat că endotelina 1 (ET 1) 
miocardică este crescută după 20 de minute de 
ischemie, şi au sugerat că ET 1 ar putea juca un 
rol de inductor al apoptozei [9].  

Sybers precizează că apare o creştere 
accentuată şi dependentă de timp a semnalelor 
ESR corespunzătoare complexului NO-Fe (II) 
N-metil-D-glucamil ditiocarbonat ce a fost 
observată în zona ischemică la 8 ore şi la 24 de 
ore după ischiemie miocardică indusă de ocluzia 
arterei coronare stângi [16]. In vitro, cardiomi-
ocitele fetuşilor de şoarece reaprovizionate cu 
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O2 şi glucoză după o oră de deprivare au 
prezentat degenerări mitocondriale, miofibrilare 
şi granule de glicogen înconjurate de o 
membrană simplă sau dublă care era incomple-
tă. Vacuolele au fost în mod obişnuit localizate 
în regiunea perinucleară, iar membrana nucleară 
a prezentat în mod frecvent o concavitate 
adiacentă vacuolelor, ca şi cum ar fi fost forma-
tă prin presiunea vacuolelor asupra ei [16]. 

 
Acţiunea radicalilor liberi la nivelul 

endoteliului capilar 
Stresul oxidativ alterează multe funcţii 

ale endoteliului inclusiv modularea tonusului 
vasomotor. Inactivarea oxidului nitric prin 
radicalul superoxid şi alte specii reactive de 
oxigen, pare a se produce în condiţii de HTA, 
hipercolesterolemie, diabet zaharat, fumat. Toţi 
aceşti factori de risc predispun la ateroscleroză. 

Moncada indică că unul dintre eveni-
mentele precoce ce apar după reperfuzia unui 
pat vascular ischiemiat este o disfuncţie 
semnificativă a endoteliului caracterizată prin 
pierderea factorului relaxant endotelial, cunos-
cut astăzi ca oxid nitric (NO) [14]. 

Acesta poate contribui semnificativ la 
leziunile de reperfuzie, deoarece se ştie că NO 
produce vasodilataţie, inhibă agregarea plache-
tară, atenuează aderenţa şi activarea PMN, 
distruge radicalii superoxid [7, 15]. 

Donorul de NO -C87-3754 a prevenit 
vasoconstricţia coronariană determinată de 
PMN-urile activate şi a atenuat majoritatea dis-
funcţiilor endoteliale la nivelul inimii de pisică 
ischemiată şi reperfuzată [11]. 

Babbs demonstrează ca generarea 
radicalului superoxid se produce în apropierea 
suprafeţei luminale a celulelor endoteliale, 
arteriolelor, venulelor şi capilalelor în primele 2 
minute de reoxigenare, după 60 de minute de 
ischemie în inimile izolate de la şobolan [2]. 

Experimental, arterele coronare, cu 
endoteliu intact izolate de la porc au generat 
radical superoxid cu o viteză de 90 ± 0,8 
Pm/min/mg de substanţă uscată. Această viteză 
a fost diminuată cu aproximativ 24% când 
endoteliul a fost îndepărtat. Colorarea sec-
ţiunilor arteriale cu nitroblue tetrazoliu a avut ca 
rezultat formarea unui precipitat de formazan în 
principal la nivelul intimei.  

În inimile de şobolan perfuzat conform 
tehnicii Langendorff, radicalul superoxid a 

crescut eliberarea prostanoizilor vasoconstrictori 
(TxA2, PGF2μ) şi i-a scăzut pe cei vasodilata-
tori (PGI2 PGE2).  

Cu toate că indometacinul (administrat 
în doza de 10 μM) un inhibitor al ciclo-
oxigenazei a atenuat creşterea presiunii de 
perfuzie a coronarelor în timpul perfuzării O2

.- 
creşterea nu a fost complet blocată.  

OKY-046 Na (administrat în doza de 
10μ M) un inhibitor al sintezei tromboxanului 
nu a avut nici un efect asupra creşterii presiunii 
de perfuzie a coronarelor determinate de O2

.- pe 
când ONO3708 (10μ M) un antagonist al 
receptorilor TxA2 (PGH2) a diminuat acest 
efect.  

Chen arată că leziunile miocardice 
perfuzate (prin metodă Langendorff) ale şoare-
cilor cu modificări genetice, care au prezentat o 
supraexprimare a Cu/Zn SOD în celulele 
coronarelor, au fost atenuate după 45 de minute 
de reperfuzie ce au urmat după 35 de minute de 
ischemie globală comparativ cu leziunile depis-
tate la inimile nemodificate genetic [5].  

De asemenea a existat şi o eliberare 
scazută a LDH în inimile şoarecilor cu modifi-
cări genetice.  

Mehta şi Li au incubat celulele endoteli-
ale din arterele coronare umane cu următoarele 
substanţe: epinefrină (10-9-10-5M); analogul 
hidrosolubil al vitaminei E –trolox (10-5M); 
vitamina E liposolubilă (5X10-5M) şi atenolol 
(10-5M) [13]. 

La o oră respectiv la 24 de ore de 
incubare cu epinefrină, generarea radicalilor 
superoxid a crescut cu 102% respectiv 81%. Au 
fost crescute şi activităţile Mn SOD şi Cu/Zn 
SOD.  

Tratamentul celulelor în prealabil cu 
trolox şi vitamina E a scăzut generarea de 
radical superoxid, iar tratarea celulelor cu 
atenolol a blocat up-reglarea SOD.  

Ballinger evidenţiază leziunile ADN în 
endoteliocitele din vena ombilicală umană 
expusă la superoxid, hidrogen peroxid, oxid 
nitric şi α tocoferol, peroxinitrit. Atât în 
endoteliocite cât şi în miocitele din aorta umană 
leziunile s-au înregistrat mai frecvent la nivelul 
ADN-lui mitocondrial comparativ cu ADN-ul 
nuclear [3].  

Sinteza proteinelor mitocondriale a fost 
inhibată dependent de doza de peroxinitrit, 
rezultatul fiind o scădere a nivelelor intracelu-
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lare de ATP şi a funcţiei redox mitocondriale.  
În culturi de endoteliu de venă safenă 

umană incubate 2 ore în condiţii de hipoxie, 
aderenţa neutrofilelor a crescut de 5-6 ori 
comparativ cu rezultatele obţinute în condiţii de 
normoxie. 

Maxwell şi Ward au observat că o 
combinaţie între SOD şi catalaza a micşorat atât 
sângerările la nivelul membranei luminale cât şi 
balonizarea celulelor endoteliale în inimile de 
şobolani supuse la ischemie/reperfuzie. Trolox, 
un analog hidrosolubil al α tocoferolului, a 
redus sângerarea asemănător SOD [12,18]. 

Pretatamentul cu N-(2-mercaptopropio-
nil)-glicina, un îndepărtător de ROS a inhibat 
complet inducţia proteinei –1 -chemotactice 
monocitare în infarctele reperfuzate la câine.  

In vitro tratarea culturilor de endoteliu 
obţinute din vena jugulară de câine cu H2O2 a 
determinat o creştere, dependent de doze, a 
nivelelor ARNm a proteinei –1-monocitare 
chemotactice. Acest proces ce a fost inhibat de 
N-acetil-L-cisteina (un precursor al glutati-
onului) dar nu a fost inhibat de pyrolidin-
dithiocarbonat. În anumite circumstanţe NO s-a 
dovedit a avea un efect protector a celulelor 
endoteliale faţă de speciile reactive de oxigen 
produse la acest nivel în condiţii de 
ischemie/reperfuzie. 

Okayama şi colaboratorii au examinat 
adeziunea PMN de celulele endoteliale, ca 
marker al stresului oxidativ endotelial. În acest 
scop au folosit celule endoteliale din vena 
ombilicală umana şi NO şi H2O2 utilizate în alte 
teste similare. Creşterea adeziunii determinate 
de ·NO şi H2O2 a fost atenuată semnificativ de 
0,1 mM desferioxamina cât şi de 1 mM metio-
nina.  

NOS endotelial (NOS III, NOS-
endetolial) este exprimată în sistemul 
cardiovascular şi este foarte fin reglată de Ca 2+ 
100-500 nmol/L, şi de calmomodulină.  

Activarea eNOS atât în condiţii de 
ischiemie cât şi mediate de receptor a crescut 
reactivitatea NADPH- diaphorazei în miocardul 
de şobolan. Procesul a fost cuantificat prin 
măsurarea anticorpilor formaţi împotriva amino-
acizilor din domeniul central al eNOS de origine 
bovină sau din capătul N-terminal al eNOS 
umană.  

Creşterea activării eNOS a fost asociată 
cu o creştere a conţinutului GMPc. În miocardul 

uman supus la ischemie în timpul operaţiilor pe 
cord, reperfuzia precoce a crescut activitatea 
eNOS. 

Inhibarea sintezei ·NO de diverşi NOS 
inhibitori a crescut eliberarea de oxidanţi 
leucocitari şi a stimulat rularea şi adeziunea 
neutrofilelor de celulele endoteliale. Adeziunea 
neutrofilelor poate fi blocată prin anticorpi anti - 
CD18 sau anti - ICAM.  

Inhibitorii NOS pot determina agregarea 
leucocitelor de plachetele sangvine, proces care 
este atenuat de 8-Br-GMPC cât şi de anticorpi 
împotriva selectinei P. Leucocitele aderente au 
prezentat o creştere a nivelelor de GMPC. 

Adeziunea pe termen scurt a neutrofi-
lelor de colagenul I poate fi redusă de S-nitrozo-
penicilinamina (NO donor) şi 8-Br-GMPC. 
După incubare îndelungată nu s-au observat 
diferenţe între celulele tratate cu S-nitrozo-
penicilinamină şi cele netratate, sugerând că 
efectul a fost mediat de NO. 

Kokura şi colaboratorii au expus 
endoteliocite dispuse în monostrat, recoltate din 
vena ombilicală umană la 60 de minute de 
anoxie şi ulterior la 24 de ore de reoxigenare; 
după 6 ore de reoxigenare au fost adăugate 
limfocite T umane. După 18 ore de incubare, 
cultura de limfocite T – endoteliocite a fost pusă 
în contact cu o altă cultură conţinând celule 
endoteliale dispuse în monostrat şi neutrofile. 
Nu s-a observat o creştere a adezivităţii 
neutrofilelor de celulele endoteliale, în schimb 
adezivitatea a fost crescută la adăugarea de 
limfocite T. Această creştere se datorează 
creşterii nivelelor de TNFα şi IL-8 în culturile 
de limfocite T – endoteliocite asociată cu o 
creştere în expresia E-selectinei endoteliale. 
Tratarea culturii de limfocite T – endoteliocite 
cu anticorpi anti TNFα sau anti IL-8 a redus 
adezivitatea neutrofilelor [10]. 

Pentoxifilinul a scăzut producţia TNFα 
şi a inhibat acţiunea acestuia asupra neutro-
filelor. ·NO eliberat din endoteliu difuzează atât 
în celulele musculare netede cât şi în lumenul 
vascular, iar prin stimularea guanilatciclazei 
plachetare inhibă agregarea plachetară. Este 
posibil ca efectul să se producă doar în lumenul 
vascular, NO fiind rapid inactivat prin legare de 
hemoglobină. 

NO· stimulează legarea guanilatciclazei 
solubile de grupările prostetice ale hemo-
globinei şi determină o creştere a activităţii ei de 
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până la 400 de ori. Dintre toţi radicalii NO 
(NO+, NO-, NO·) doar NO· a determinat o 
creştere a activităţii enzimei. 

Bradikinina creşte semnificativ inva-
ginările membranare şi formarea veziculelor în 
endoteliul izolat din inima de şoarece.  

Inhibarea secreţiei bazale de NO· cu NG_ 

nitro-L arginină nu a produs modificări în 
procesul de formare al veziculelor. Nitroprusi-
atul de Na a scăzut numărul veziculelor. 

Endoteliul poate interacţiona cu plache-
tele circulante în cel puţin 2 moduri. În primul 
rând produşii eliberaţi din plachete (ADP, 
serotonină) s-au dovedit stimulatori potenţi ai 
factorului relaxant endotelial. Un al 2-lea 
mecanism implică acţiunea directă a factorului 
relaxant (antiagregant plachetar potent). 

Prostaciclina (PGI2) sintetizată de 
celulele endoteliale şi eliberată predominant 
spre lumenul vascular acţionează prin inter-
mediul adenilatciclazei. La nivelul plachetelor 
creşte cantitatea de AMPC, inhibă adeziunea, 
agregarea acestora şi determină eliberarea de 
substanţe proagregante şi vasoconstrictoare 
(serotonina, ADP, TX A2). 
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