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Summary

The involvement of oxidative stress in perinatal asphyxia
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Perinatal asphyxia complicated with multiorganic hypoxic-ischaemic injuries represents, despite current advances 

in neonatal medicine, the leading cause of morbidity and mortality in both term and premature newborns. The mecha-
nisms of neuronal damage are heterogeneous and include the participation of circulatory, metabolic and biochemical 
factors. Various biochemical markers have been studied in order to determine the origin and the extension of neuronal 
injury, as well as the involvement of oxidative stress in its’ pathogenesis. Up to this moment, there is no unique molecule 
to offer information on all studied parameters, but when used together, the markers we studied can provide useful data 
regarding the moment, extension and outcome of the neuronal injury, thus orienting therapy.

Rezumat

Cuvinte cheie: asfixie perinatală, leziune neuronală, markeri biochimici. 
Asfixia perinatală complicată cu leziuni hipoxic-ischemice multiorganice reprezintă, în pofida progreselor actuale 

din medicina neonatală, cea mai importantă cauză de morbiditate şi mortalitate perinatală la nou-născutul la termen şi 
prematur. Mecanismele lezionale sunt heterogene şi au loc cu participarea factorilor etiologici circulatori, metabolici 
şi biochimici. Variaţi markeri biochimici sunt studiaţi pentru a determina originea şi extensia leziunilor neuronale, 
precum şi implicarea stresului oxidativ în dezvoltarea acestora. Până în momentul actual, nu există o singură moleculă 
care să ofere informaţii asupra tuturor parametrilor studiaţi, dar, utilizaţi împreună, markerii expuşi pot oferi date 
valoroase privind momentul, extensia şi evoluţia leziunilor, orientând astfel demersul terapeutic.
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Asfixia perinatală reprezintă una dintre cele mai 
frecvente cauze de leziuni cerebrale la nou-născutul 
la termen şi prematur şi este responsabilă de aproape 
un sfert din decesele survenite în perioada neonatală. 
Alţi 25% dintre nou-născuţii afectaţi prezintă sechele 
neurologice permanente, inclusiv paralizie cerebrală, 
întârzieri de dezvoltare neurologică, tulburări de învă-
ţare, tulburări vizuale şi auditive, precum şi tulburări 
din spectrul autist. 

Mecanismul leziunilor cerebrale post-hipoxice 
este extrem de heterogen şi include o varietate de fac-
tori:

- circulatori – dereglarea fluxului sanguin cerebral; 
- biochimici: creşterea aminoacizilor excitatori, 

depolarizări membranare, scăderea metabolismului 
energetic neuronal, supraproducţia de radicali liberi, 
activarea sintezei oxidului nitric, eliberarea de citoki-
ne, acumularea în exces a fierului, etc.

- metabolici celulari: intensificarea metabolismu-
lui anaerob, scăderea ATP-ului, hipoglicemia, hiper-
lactacidemia, etc.

Aceşti factori acţionează şi interacţionează printr-
o varietate de mecanisme:

Hipoxia 
În timpul hipoxiei, modificările receptorului 

NMDA duc la creşterea influxului intracelular şi intra-
nuclear de Ca++ prin activarea IP3, IP4 şi ATP-azei cu 
afinitate mare pentru Ca++. Acest influx este propor-
ţional cu gradul hipoxiei. Ca++ activează proteazele, 
fosfolipazele şi NO sintaza, care ajută la eliberarea ra-
dicalilor liberi de oxigen, peroxidarea lipidelor mem-
branei nucleare şi activarea endonucleazelor, care la 
rândul lor determină fragmentarea ADN-ului nuclear. 
Oxidul nitric afectează neuronii reacţionând cu supe-
roxidul pentru a forma peroxinitrit, un radical liber to-
xic, cunoscut pentru lezarea membranei celulare prin 
activarea Ca++ ATP-azei şi introducerea suplimentară 
a Ca++ în celulă, printr-un mecanism de feed-back 
pozitiv. 

Ischemia
Dacă leziunea ischemică survine devreme în cur-

sul gestaţiei şi nou-născutul se naşte prematur, unele 
oligodendrocite în curs de dezvoltare se pierd. Preoli-
godendrocitele şi celulele progenitoare de oligoden-
drocite par să fie mai vulnerabile la injuria ischemică 
decât oligodendrocitele mature. În cazul nou-născu-
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tului la termen cu leziuni ischemice, neuronii de la 
nivelul nucleilor profunzi şi din cortexul perirolandic 
sunt mai predispuşi la lezare, în timp ce neuronii care 
produc NO-sintetază sunt mai rezistenţi. În ganglionii 
bazali, neuronii producători de NO-sintetază participă 
la procesele de stres oxidativ şi excitotoxicitate, ceea 
ce determină moartea celulelor învecinate. 

Stresul oxidativ
Stresul oxidativ este generat de un dezechilibru 

între generarea excesivă de compuşi de oxigen şi in-
suficienţa mecanismelor antioxidante de apărare. S-a 
demonstrat că în cursul dezvoltării fetale şi neonatale, 
creierul nu beneficiază de suficiente sisteme antioxi-
dante, iar răspunsul acestora la stresul oxidativ este 
mai slab comparativ cu componentele antioxidante 
din creierul adult. 

Radicalii liberi de oxigen sunt generaţi printr-o 
varietate de mecanisme: hipoxie, ischemie, reperfu-
zie, hiperoxie. Asfixia este caracterizată prin perioa-
de prelungite de ischemie şi hipoxie, care conduc la 
modificări celulare specifice care afectează activitatea 
enzimatică, funcţiile mitocondriale, structura citos-
cheletului, transportul transmembranar şi apărarea an-
tioxidantă. Toate aceste modificări predispun ţesutu-
rile la leziuni de reoxigenare. În timpul hipoxiei, dis-
ponibilitatea limitată a oxigenului scade fosforilarea 
oxidativă, ceea ce determină incapacitatea de sinteză a 
fosfaţilor, inclusiv ATP şi fosfocreatină. Pompa mem-
branară Na+/K+ ATP-dependentă este alterată, favo-
rizând influxul de Na+, Ca++ şi apă în celulă, produ-
când edem citotoxic, în plus faţă de alte numeroase căi 
metabolice care lezează componentele structurale ale 
celulei. Mai mult, catabolismul adenin-nucleotidelor 
în timpul ischemiei determină acumularea intracelu-
lară de hipoxantină, care este mai apoi convertită în 
specii reactive de oxigen.

În endoteliu, ischemia determină expresia anumi-
tor produşi inflamatori (molecule de adeziune leucoci-
tară, citokine) şi agenţi bioactivi (endoteline, TxA2) şi 
inhibă expresia altor produşi protectori (prostaciclină, 
oxid nitric). Deci ischemia induce un status proinfla-
mator care creşte vulnerabilitatea tisulară la leziunile 
prin reperfuzie.

Reperfuzia/reoxigenarea ţesuturilor ischemiate 
determină formarea speciilor reactive de oxigen. În 
mod normal, hipoxantina acumulată în timpul fazei 
ischemice este oxidată de xantin-dehidrogenază în 
xantină în acele celule care conţin această enzimă. 
Totuşi, în timpul ischemiei, xantin-dehidrogenaza 
este convertită în xantin-oxidază. Xantin-oxidaza 
foloseşte oxigen, deci în timpul ischemiei nu poate 
cataliza transformarea hipoxantinei, ceea ce rezultă 
în acumularea tisulară de hipoxantină. Când oxige-
nul este reintrodus în timpul reperfuziei, hipoxantina 
se transformă sub acţiunea xantin-oxidazei în specii 
reactive de oxigen şi în prezenţa oxidului nitric în 
specii reactive de azot.

Speciile reactive de oxigen şi azot sunt agenţi 
puternici reducători şi oxidanţi, cu acţiune lezională 
directă asupra structurilor celulare, de peroxidare a 
membranelor, proteinelor şi enzimelor structurale şi 
acizilor nucleici. În plus, sunt regulatori importanţi 
ai căilor de semnalizare intracelulară care modulează 
sinteza de ADN şi ARN, proteine, activarea enzima-
tică şi influenţează direct ciclul celular. În condiţii de 
hipoxie, radicalul superoxid intră în spaţiul extracelu-
lar cerebral unde se transformă în peroxid de hidrogen 
prin conversia de către superoxid dismutază (SOD). 
În condiţii normale, când sistemele antioxidante func-
ţionează, peroxidul de hidrogen este redus la apă sub 
acţiunea glutation peroxidazei sau catalazei. Deoarece 
sistemele antioxidante ale nou-născutului sunt imature 
şi lichidul cefalo-rahidian conţine concentraţii micro-
molare de fier liber, peroxidul de hidrogen reacţionea-
ză în cadrul unei reacţii catalizate de fier (Fenton) cu 
radicalul superoxid pentru a produce radicali hidroxil.

Excitotoxicitatea
Observaţiile clinice asupra nou-născuţilor cu EHI 

au demonstrat că hipoxia şi ischemia determină scă-
deri ale nivelurilor de ATP şi creşteri ale lactatului 
din cauza metabolismului anaerob al glucozei, ceea 
ce determină modificări ale ionilor, depolarizări mem-
branare şi eliberarea glutamatului. Leziunile celulare 
şi modificările energetice induc o creştere dramatică a 
glutamatului, care se acumulează la nivelul sinapsei, 
în momentul în care astrocitele devin incapabile să re-
alizeze un clearing adecvat. În cazul nou-născuţilor cu 
asfixie perinatală, concentraţia de glutamat la nivelul 
lichidului cefalo-rahidian este semnificativ crescută în 
primele 16 ore postnatal. Efectele toxice ale acestor 
niveluri mari de glutamat asupra ţesuturilor cerebra-
le sunt cunoscute ca excitotoxicitate şi dăunează mult 
creierului în curs de dezvoltare, precedând moartea 
celulară prin necroză şi apoptoză. Activarea excesivă 
a neurotransmisiei glutamatergice duce la moarte ce-
lulară. Factorul declanşator iniţial poate fi un defect de 
preluare a glutamatului de către celulele gliale, ceea 
ce are ca rezultat supraactivarea receptorilor. Celule-
le precursoare ale oligodendrocitelor conţin receptori 
glutamatergici şi receptori pentru acid kainic. Datele 
experimentale indică faptul că blocada acestor recep-
tori protejează împotriva leziunilor hipoxic-ischemice 
ale substanţei albe. 

Producţia de NO de către neuronii rezistenţi la le-
ziunile hipoxic-ischemice depinde de cuplarea şi acti-
varea receptorilor pentru NMDA şi de intrarea calciu-
lui în celulele de la nivelul talamusului şi ganglionilor 
bazali. Când oxidul nitric este produs în exces în aces-
te regiuni în timpul unei perioade de stres oxidativ, 
aceasta contribuie la producţia de radicali liberi. To-
tuşi, neuronii imaturi producători de oxid nitric sunt ei 
înşişi rezistenţi atât la leziunea hipoxic-ischemică, cât 
şi la excitotoxicitatea mediată de NMDA. Aceste ce-
lule devin vulnerabile pe măsură ce se maturizează. În 
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regiunile unde există receptori NMDA imaturi, cum ar 
fi ganglionii bazali, neuronii care produc NO-sinteta-
ză sunt abundenţi. Eliminarea acestor neuroni şi între-
ruperea complexului postsinaptic care leagă NMDA 
la aceştia determină reducerea leziunii ischemice. 

Inflamaţia
Infecţia maternă se asociază cu leziuni ale sub-

stanţei albe în cazul creierului imatur. Un studiu po-
pulaţional care a folosit paralizia cerebrală ca măsură 
a lezării cerebrale neonatale sugerează corioamnioti-
ta ca fiind un factor de risc independent pentru pa-
ralizia cerebrală în cazul nou-născuţilor la termen, 
din cauza creşterii antenatale a expresiei citokinelor 
pro-inflamatorii (IL-1β, IL-6, IL-9) în lichidul amni-
otic, în circulaţia fetală şi în lichidul cefalo-rahidian. 
Acumularea neutrofilelor la nivelul vaselor sanguine 
cerebrale şi activarea acestora par să fie verigi de le-
gătură între expunerea la infecţie in utero şi leziunea 
cerebrală ischemică. Markerii inflamatori din lichidul 
amniotic al femeilor aflate în travaliu prematur sau din 
sângele cordonului ombilical au fost asociaţi cu de-
fecte ale mielinizării, leucomalacia periventriculară şi 
paralizia cerebrală ulterioare. Originea celulară a me-
diatorilor inflamaţiei care par să exacerbeze leziunile 
hipoxic-ischemice este încă neclară. Mediatorii care 
sunt produşi la nivel sistemic (de către mamă sau făt) 
afectează sistemul nervos central fie prin mecanisme 
vasculare, fie prin traversarea barierea hemato-encefa-
lice şi acţiune directă asupra parenchimului cerebral. 
Modelele animale au arătat că administrarea de lipo-
polizaharid în doze mici înaintea injuriei hipoxic-is-
chemice creşte această afectare, demonstrând faptul 
că inflamaţia acţionează ca un factor predispozant, 
făcând creierul mai susceptibil la un al doilea fac-
tor stresant – leziunea hipoxic-ischemică (proces de 
sensibilizare). Mecanismele sensibilizării nu sunt în 
întregime cunoscute, dar ar putea include modificări 
ale transcripţiei unor gene şi modificarea activităţii re-
ceptorilor pentru glutamat. 

Inflamaţia este, pe de altă parte, provocată de necro-
za neuronală, un proces pasiv de edemaţiere celulară, 
distrugere a organitelor celulare şi pierdere a integrităţii 
membranare. Inflamaţia duce la creşterea nivelului de 
glutamat, care la rândul său induce apoptoză.

Apoptoza 
Mulţi dintre efectorii morţii celulare programate 

care intervine în dezvoltarea normală sunt bine repre-
zentaţi la nivelul creierului, făcându-l susceptibil la 
activarea accidentală a apoptozei. În momentul expu-
nerii celulelor la diferiţi factori stresanţi, sunt posibile 
declanşarea şi supraactivarea căilor metabolice care 
conduc la moartea celulară. Stresul oxidativ este unul 
din mecanismele care pot declanşa apoptoza la nivelul 
creierului imatur. 

Moartea celulară programată este un proces activ, 
care implică activarea cascadei caspazelor (3, 8, 9), un 
pas cheie în fragmentarea ADN-ului. Caspaza 3 acti-

vată fragmentează numeroase proteine intracelulare, 
cum ar fi actina, fodrina şi lamininele, care menţin 
structura celulară. De asemenea, inactivează nume-
roase enzime cum ar fi PARP, enzimă de reparare a 
ADN-ului, şi ICAD, ceea ce duce la încetarea repa-
rării ADN şi activarea ADN-azei dependente de cas-
paze, care determină fragmentarea ADN-ului cromo-
somal. Această secvenţă duce la modificările celulare 
şi nucleare caracteristice apoptozei. Cascada caspaze-
lor poate fi activată pe cale intrinsecă sau extrinsecă. 
Mecanismul intrinsec sau calea dependentă de mito-
condrii activează caspazele 3 şi 9, este declanşat de 
eliberarea de citocrom C din mitocondrie şi este con-
trolat de familia de receptori Bcl-2, iar mecanismul 
extrinsec care activează caspaza 8 este declanşat de 
activarea receptorilor apoptotici, un subgrup al super-
familiei receptorilor factorilor de necroză tumorală. 
Apoptoza joacă un rol important în evoluţia leziunilor 
hipoxic-ischemice cerebrale la nou-născut şi poate fi 
chiar mai importantă decât necroza în faza postlezio-
nală. Semnalele receptorilor citokinici apoptotici de-
termină necroză mediată de oxid nitric când inhibito-
rii endogeni ai apoptozei sunt abundenţi şi determină 
apoptoză când inhibitorii sunt deficitari.

Precursorii oligodendrogliei proliferează şi mor 
prin apoptoză controlată de factori trofici, cum ar fi 
factorul de creştere derivat din plachete şi factorul de 
creştere insulin-like. Activarea receptorilor citokinici 
pe suprafaţa oligodendrocitelor poate duce la moartea 
acestor celule. Oligodendrocitele sunt vulnerabile şi la 
stresul oxidativ din cauza depleţiei de glutation. Infla-
maţia duce la creşterea nivelului de glutamat, care la 
rândul său induce apoptoză. Toxicitatea glutamatului 
depinde de stadiul maturării oligodendrocitelor şi este 
mediată de receptorul AMPA.

Markeri biochimici ai stresului oxidativ în afec-
tarea neurologică perinatală

Capacitatea antioxidantă totală a serului (TAS) 
măsoară acţiunea cumulativă a tuturor antioxidanţilor 
prezenţi în plasmă, furnizând un parametru integrat, 
spre deosebire de simpla sumă a antioxidanţilor măsu-
rabili. Se evaluează capacitatea antioxidanţilor cunos-
cuţi şi necunoscuţi şi interacţiunea lor sinergică, oferind 
o privire de ansamblu asupra echilibrului fragil in vivo 
între oxidanţi şi antioxidanţi. Măsurarea TAS poate aju-
ta în evaluarea factorilor fiziologici, nutriţionali şi de 
mediu care influenţează statusul redox al organismului 
şi în identificarea condiţiilor care pot afecta acest status 
(expunerea la ROS, suplimentarea cu antioxidanţi, pre-
cum şi absorbţia şi biodisponibilitatea acestora). 

Malon dialdehida (MDA), metabolitul înalt reac-
tiv rezultat în urma peroxidării acizilor graşi cu trei 
sau mai multe duble legături şi care este un indiciu al 
peroxidării lipidice, persistând un timp îndelungat în 
plasmă, este cauza formării legăturilor “cross-linking”, 
a polimerizării componenţilor membranari şi ai reacţi-
ei cu bazele azotate din structura ADN. Concentraţiile 
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plasmatice ale MDA cresc de până la 4 ori în 12-24 ore 
de la leziunile determinate de asfixia perinatală. Nive-
lurile crescute ale MDA pot fi asociate cu deficitul de 
glucoză-6-fosfat dehidrogenază, deoarece aceasta are 
un rol important în menţinerea nivelului de glutation, 
important în combaterea peroxidării lipidice. 

Superoxid dismutaza (SOD) este prezentă în or-
ganism sub trei forme: SOD1 (Cu/Zn-SOD), SOD2 
(Mn-SOD) and SOD3 (EC-SOD). SOD1 este cea 
mai abundentă fracţie intracelulară şi se găseşte mai 
ales la nivelul citosolului şi fracţiilor lizozomale, dar 
şi în spaţiul intermembranar mitocondrial, în timp ce 
SOD2 este localizată în matricea mitocondrială. Dis-
funcţia acestor fracţii se asociază cu patologii mediate 
de speciile reactive de oxigen. Evoluţia neurologică a 
şoarecilor adulţi cu deficit de SOD2 a fost nefavorabilă 
în caz de ischemie tranzitorie sau permanentă. Activi-
tatea excesivă a SOD2 a prevenit apoptoza şi a redus 
leziunile tisulare după ischemie focală. În mod similar, 
activitatea excesivă a SOD1 a redus injuria după ische-
mie focală tranzitorie la şoarecii adulţi, dar a agravat 
leziunile tisulare în cazul creierului imatur. In 1982, o 
a treia izoenzimă a fost descoperită de Marklund care 
a denumit-o SOD extracelulară, deoarece s-a dovedit a 
fi fracţia predominantă în lichidele extracelulare (limfă, 
lichid sinovial, plasmă). SOD catalizează dismutarea 
anionului radical superoxid la peroxid de hidrogen şi 
oxigen, contribuind la difuzia limitată a acestui anion 
radical. De asemenea, enzima minimizează formarea 
peroxinitritului prin degradarea anionului radical supe-
roxid, iar peroxidul format va fi transformat în apă în 
prezenţa peroxidazei. SOD poate juca un rol important 
în extensia necrozei neuronale la nivelul hipocampului. 
După 24 ore de reperfuzie, neuronii corticali exprimă 
SOD, sugerând faptul că abilitatea anumitor populaţii 
celulare de a-şi creşte nivelurile de antioxidanţi poate 
determina protecţia neuronală. Deşi se presupune că 
creierul este slab protejat împotriva oxidanţilor, ~0,5% 
din totalul proteinelor solubile de la acest nivel sunt re-
prezentate de SOD1.

Glutation peroxidaza (GPx) mitocondrială este 
un antioxidant cu rol detoxifiant, care se găseşte sub 
forma a patru izoenzime: GPx1 (GPx clasică), GPx2, 
GPx3 (GPx plasmatică) şi PHGPx (fosfolipid-hidro-
peroxid GPx). Toate aceste forme catalizează oxida-
rea glutationului redus la glutation oxidat în prezenţa 
peroxizilor organici sau anorganici. GPx este o enzi-
mă cu potenţial antioxidant mai mare decât SOD şi 
catalază, datorită specificităţii largi de substrat şi in-
ductibilităţii în plămâni şi hematiile adulte.

Catalaza (CAT) de la nivelul peroxizomilor inter-
vine în detoxifierea peroxidului de hidrogen produs 
prin reacţia catalizată de SOD, dar se găseşte în canti-
tate scăzută în creierul imatur, care are astfel o capaci-
tate limitată de a converti peroxidul de hidrogen la apă 
şi oxigen. CAT este mai abundentă în astrocite, faţă 
de neuroni şi în substanţa albă, faţă de cea cenuşie, 

dar poate fi indusă în neuroni cu ajutorul neurotrofi-
nelor. CAT este inactivată ireversibil prin oxidare şi 
are activitate scăzută în urma leziunilor de ischemie-
reperfuzie. 

Enolaza neuron-specifică (NSE) este enzima gli-
colitică intracitoplasmatică de la nivelul neuronilor. 
Enolaza are cinci izoenzime, iar cele care conţin sub-
unitatea γ, cu localizare preponderentă la nivelul sis-
temului nervos, atât central, cât şi periferic, se numesc 
NSE.

Caracteristica majoră a NSE, comparativ cu ce-
lelalte enolaze este gradul său înalt de stabilitate. În 
urma leziunilor celulare ireversibile, neuronii mor 
prin necroză şi apoptoză, ceea ce determină elibera-
rea enzimelor citoplasmatice, aşa cum este NSE. Un 
nivel crescut al NSE în lichidul cefalo-rahidian este 
considerat a fi rezultatul leziunilor neuronale şi poate 
reprezenta un bun biomarker al disfuncţiei SNC. S-a 
demonstrat o corelaţie puternică între concentraţia 
NSE în LCR şi severitatea EHI, extensia leziunilor 
cerebrale şi evoluţia ulterioară a nou-născutului. Ni-
velurile NSE în LCR au o valoare predictivă pozitivă 
mai bună decât cele serice în ceea ce priveşte evoluţia 
pe termen lung.

Citokinele (IL-1b, IL-6) determinate în ser şi LCR. 
Recent, citokinele au suscitat un interes deosebit ca şi 
cale finală comună în patogeneza leziunilor cerebrale. 
Măsurarea nivelului expresiei proteinelor codate de 
IL-1b şi IL-6 în cursul perioadei de reperfuzie după 
leziunea hipoxic-ischemică a demonstrat la şobolani 
creşteri semnificative. IL-1b rămâne crescută la 3, 6 
şi 10 ore după ischemie. Rolul IL-1b este susţinut şi 
de studiile efectuate pe şoareci transgenici deficitari 
în activarea IL-1b care nu au prezentat leziuni cere-
brale semnificative în urma episoadelor de hipoxie-
ischemie. Studiile pe subiecţi umani care au utilizat 
spectroscopia prin rezonanţă magnetică au demon-
strat că nivelurile serice crescute ale IL-1b şi IL-6 se 
corelează cu un raport crescut lactat/colină în nucleii 
cerebrali profunzi, sugerând asocierea nivelurilor ci-
tokinelor cu leziunile cerebrale.

Isoprostanii reprezintă o serie unică de compuşi 
asemănători prostaglandinelor, formaţi in vivo prin-
tr-un mecanism neenzimatic care implică peroxidarea 
acidului arahidonic. Isoprostanii sunt recunoscuţi de 
peste 10 ani ca markeri ai stresului oxidativ, atât în 
studiile pe animale, cât şi în cele pe subiecţi umani. 
Neuroprostanii provin din peroxidarea acidului doco-
sahexaenoic (DHA) mediată de radicalii liberi. DHA 
este prezent la nivelul sistemului nervos central sub 
formă de fosfolipide esterificate, fiind astfel extrem 
de predispus la oxidare. Nivelurile neuroprostanilor 
provenite în urma leziunilor cerebrale post-hipoxice 
sunt de 3-4 ori mai mari decât cele ale isoprostanilor, 
fiind astfel markeri puternici de stres oxidativ la nivel 
cerebral, dar cu aplicabilitate limitată in vivo.
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