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Rezumat.

Scop. Evaluarea nivelurilor circulante ale lipopolizaharidei si zonulinei in contiguitate cu markerii disfunctiei endo-
teliale, inflamatiei si stresului oxidativ la pacientii cu angind microvascularda (AM).

Material si metode. Studiul s-a realizat pe un lot de 58 de pacienti cu AM spitalizati in Institutul de Cardiologie. De-
terminarea nivelurilor circulante ale 20 de biomarkeri s-a realizat in cooperare cu centrul de investigare de laborator din
Universitatea Sapienza (Italia). Toti markerii functionali si biochimici mentionati au fost determinati si la 48 de persoane
aparent sanatoase (lotul control) cu valorile carora s-au comparat markerii pacientilor cu AM.

Rezultate. Disfunctia endoteliala la pacientii cu AM a excelat prin cresterea grosimii complexului intima-medie a
a.carotide cu 41%, precum si reducerea valorii dilatarii arterei brahiale mediate de flux (FMD) cu 31,6%. Prezenta disbi-
ozei s-a manifestat prin cresterea cu 80% a continutului seric al lipopolizaharidelor si prin dublarea zonulinei (1,8+0,3 vs
3,640,7 ng/ml). Disfunctia endoteliala si disbioza au evoluat pe fundalul activarii stresului oxidativ estimat prin interme-
diul a 6 markeri si majorarea continutului seric al 6 importanti markeri proinflamatori (hsCRP, IL-6, TNF-a, etc.)

Concluzii. 1. La pacientii cu AM s-au constatat niveluri circulante elevate mai mult ca dublu ale LPZ si zonulinei
fatd de valoarea control, fapt ce indica asupra prezentei disbiozei intestinale. 2. LPZ si zonulina se coreleaza robust cu
markerii morfofunctionali si biochimici ai disfunctiei endoteliale, precum si cu markerii factorilor patogenetici principali
ai acesteia, - inflamatiei si stresului oxidativ.

Cuvinte cheie: Disbioza, angina microvasculara, lipopolizaharide, zonulina.

Pesome. Ponb kuie4Horo aucéuo3a B pa3sBUTHH HA0TEIHANBHON JUCHYHKINHA Y 00JbHBIX ¢ MUKPOCOCYAU-
CTOM cCTeHOKAapAuei.

Heas. OnpeneneHyue LUPKYIUPYIOUUX YPOBHEN JTUNONONUCAXapHUa U 30HYJINHA B COUETAaHUU C MapKepaMH dHIO-
TeJINAIBHON UC(YHKIMN, BOCTIAJIEHHS M OKCHAATHBHOTO CTpecca y OOJIBHBIX MUKpococynucTol crenokapaueit (MC).

Marepuan u metoabl. Vccnenosanne 6bu10 poBesieHo Ha 58 6onbHBIX ¢ MC, rocriuranu3upoBanHbX B MHCTHTYTE
Kapauosnoruu. OnpeneneHne NUPKYIUpYomnX ypoBHed 20 6oMapkepoB ObLIO IPOBEICHO COBMECTHO C JIAOOPATOPHBIM
HCCIIeIOBATENILCKUM LieHTpoM YHuBepcutera Canuenna (Mranus). Bee GpyHKunoHabHbIE 1 OMOXUMHYECKHE MapKephl
TaKXKe ONpenesisui y 48 MpakTH4ecKn 3/I0POBBIX JIIofieil (KOHTPOJIbHAS TPYIIIAa), ¢ BEIMUMHAMH KOTOPBIX CPAaBHHBAIIN
Mapkeps! 001bHBIX MC.

Pe3ysnbrarbl. DHjoTenuanbHas AUCOYHKIMSA y 60sbHBIX ¢ MC NposIBIISIach YBEIMUCHUEM TOJIIMHBI KOMILIEKCa
HMHTHMa-Mequa COHHOM aprepuu Ha 41%, a TakKe CHIKCHMEM BEJIMYMHBI PEAKTUBHON AMJIATALMM IUIEYEBOM apTepun
(FMD) na 31,6%. O nannuun n1ucOuo3a CBUAETENHCTBOBAIO yBEIMYCHUE cozepxanus aumnonoinucaxapunos (JIIIC) B
CBIBOPOTKE KpoBH Ha 80%, a Takke yIBOGHHE CHIBOPOTOYHOro conepkanus 3oHyauHa (1,8+0,3 vs 3,6+0,7 ur/mi). On-
JOTeIHanbHast TUCQYHKIMS 1 AMcOaKTepro3 pa3BUBAIIKCH HA (DOHE aKTUBALMK OKCUAATHBHOTO CTPECca, OLIEHHBAEMOTO
10 XapaKTepy U3MEHEHHUs 6-1 MapKepOB, a TAKXKE MOBBIILIEHHS CBIBOPOTOYHOTO COIEPKaHMsI 6-U 3HAUUMBIX IPOBOCIAIH-
tesbHbIX MapkepoB (hsCRP, IL-6, TNF-a u ap.).
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BeiBonbl. 1. Y 60mpHEIX MC BEIsIBIEHO MOBBIIIEHHE UPpKyupytonmx yposueit JITIC Ha 81% u 30HynMHA O0JIee uemM
B 2 pa3a 10 CpPaBHEHHIO ¢ KOHTPOJIEM, YTO CBHACTEIBCTBYET O HAIMYNU AucOakTepro3a kumeynuka. 2. JITIC u 3onynmuH
TECHO KOPPEIUPYIOT ¢ MOPPODYHKIIMOHATBHBIMHI U OMOXUMUYECKUMH MapKepaMH dHI0TEIUAbHOM TUC(YHKIIUH, & TaK-
e ¢ MapKepamu €€ OCHOBHBIX IIATOIeHETHUECKUX (PAKTOPOB - BOCMAJICHUSI U OKCHIATHBHOTO CTpecca.

KuaroueBble ciioBa: 11cOM03, MUKPOCOCYIUCTAsI CTEHOKAPIHUSL, JIUTIOIOIMCAXaPH/IbI, 30HYJIHH.

Summary. The role of intestinal dysbiosis in endothelial dysfunction evolution in patients with microvascular
angina.

Purpose. Evaluation of circulating levels of lipopolysaccharide and zonulin in conjunction with markers of endothe-
lial dysfunction, inflammation, and oxidative stress in patients with microvascular angina (MA).

Material and methods. The study was carried out in a group of 58 patients with MA hospitalized in the Institute of
Cardiology. The determination of circulating levels of 20 biomarkers was carried out in cooperation with the laboratory
investigation center of Sapienza University (Italy). All functional and biochemical markers were also determined in 48
apparently healthy people (control group) with the values of which the markers of MA patients were compared.

Results. Endothelial dysfunction in patients with MA excelled by increasing the thickness of the intima-media com-
plex of the carotid artery by 41%, as well as by reducing of flow-mediated brachial artery dilatation (FMD) by 31,6%.
The presence of dysbiosis was manifested by an 80% increase in the serum content of lipopolysaccharides (LPS) and
by doubling of zonulin (1,84+0,3 vs 3,6+0,7 ng/ml). Endothelial dysfunction and dysbiosis evolved in association with
oxidative stress activation estimated by means of 6 markers and increased serum content of 6 important pro-inflammatory
markers (hsCRP, IL-6, TNF-q, etc.)

Conclusions. 1. In patients with MA, elevated circulating levels of LPS and zonulin more than twice compared to the
control value were found, which indicates the presence of intestinal dysbiosis. 2. LPS and zonulin correlate robustly with
morphofunctional and biochemical markers of endothelial dysfunction, as well as with markers of its main pathogenetic

factors, - inflammation and oxidative stress.

Key words: Dysbiosis, microvascular angina, lipopolysaccharides, zonulin.

Introducere

Angina microvasculard (AM) reprezintd un simp-
tom clinic manifestat prin episodul algic retrosternal
cu o duratd de la 10 min pana la 1 ora in stresul fizic,
mental sau chiar repaos, care fiziopatologic este ca-
uzat de disfunctia endoteliala si periclitarea reactivi-
tatii sistemului microcirculator coronarian (1, 2, 3).
Desi prezenta ischemiei miocardului este atestata in
examenul electrofiziologic, angiocoronarografia nu
demonstreaza obturatia arterelor coronariene epicar-
dice, or aceasta <50% in asociere cu rezerva fluxului
fractional >0,80), criteriul diagnostic principal fiind
reducerea rezervei functionale coronariene (RFC) in
testul invaziv cu efort farmacologic (4, 5). Disfunc-
tia coronariand microcirculatorie se anuntd prezenta
in cel putin 30% din cazurile de angina, influentand
notabil indicii morbiditatii si mortalitatii, riscul eve-
nimentelor cardiovasculare majore si al evolutiei in-
suficientei cardiace (1, 6, 7).

Termenul de ACM a fost consolidat in cardio-
logie in ultima decadd a sec. XX, entitatea caruia a
fost decelata ca un ,,raspuns vasodilatator neadecvat
al microcirculatiei coronariene sau un raspuns pa-
tologic vasoconstrictor la diferite manevre de stres
farmacologic fiziologic” (8). Testul farmacologic cu
adenozina in vederea aprecierii valorii RFC, drept in-
crementul procentual al fluxului coronarian in varful
hiperemiei metabolice, este recunoscut actualmente,
ca cel mai relevant si precis test diagnostic al AM.

In sistemul coronarian arterele coronariene epicar-
dice (diametrul >400 um), vizualizate in cadrul angi-
ocoronarografiei, ocupa o cotd de pana la 10%, astfel,
cd componenta vasculara de baza este reprezentata
de sistemul coronarian microcirculator, care cuprin-
de pre-arteriole (100—400 pm), arteriole (<100 pm) si
capilare (<10um). Pre-arteriolele se caracterizeaza
prin declinul presiunii sangelui pe itinerarul lor, iar
arteriolele exceleaza prin tonusul vascular bazal ri-
dicat, precum si rezistenta coronariand inerentd, dar,
totodata, dispun de cea mai mare capacitate cumula-
tiva de dilatare sau constrictie la actiunea factorilor
vasotropi naturali. In acest context este de mentionat,
ca endoteliul coronarian controleaza abilitatea de di-
latare a arteriolelor la actiunea oxidului nitric (NO) si
adenozinei sau gradul de contractie a acestora la acti-
unea endotelinei-1 (ET-1), cel mai potent agent vaso-
constrictor natural, nivelul caruia eleveaza in sange
odata cu disfunctia endoteliala (9). Stresul hemodi-
namic iminent pre-arteriolelor stimuleaza nitric oxid
sintaza endoteliala (eNOS) din arteriole conducand la
eliberarea NO si, respectiv, la dilatarea mediei mus-
culare prin intermediul GMP ciclic (GMPc).

Totodatd, NO este implicat si in promovarea efec-
tului de dilatare a arteriolelor propriu adenozinei, data
fiind stimularea de catre GMPc a fosfatazei lanturilor
usoare de miozind, fapt ce rezultd in defosforilarea
acestora, dezbinarea legaturilor actin-miozinice si
declansarea relaxarii (10). NO de asemenea contra-
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careaza si efectul coronaroconstrictor al ET-1 mediat
de receptorii ET-1, care prin intermediul Rho-kinazei
inhiba fosfataza lanturilor usoare de miozina si con-
duce la contractia miocitelor netede vasculare (11).
Expresia crescutd a Rho-kinazei pe fondalul carentei
de NO se estimeaza si drept un mecanism patogene-
tic al anginei vasospastice cauzatd de spasmul arterei
epicardice neobturata sau chiar de spasmul segmentar
al acesteia, iar capacitatea Rho-kinazei de a sustine
raspunsul inflamator al peretelui vascular justifica
aportul ei plauzibil in leziunea endoteliala (12).

Evaluarea factorilor ce cauzeaza disfunctia endo-
teliala la pacientii cu AM este importanta la conotatia
evidentierii markerilor de diagnostic si prognostic,
precum si a reperelor de optimizare a tratamentului
patogenetic. Opinia conceptuala coroboratd aduce la
apel rolul factorilor de risc cardiovascular clasici (ie,
diabetul zaharat, hipertensiunea arteriald, dislipide-
miile, tabagismul, etc.) care sunt implicati in procesul
de leziune aterosclerotica, care prin paternul steno-
zant se manifestd detrimental asupra perfuziei coro-
nariene. Disfunctia endoteliald este n acest context
premergatoare si la nivelul microcirculatiei corona-
riene rezultd primar in deficientd de NO, care devine
ulterior un mecanism patogenetic al injuriei ateros-
clerotice. In plan fiziopatologic inflamatia si stresul
oxidativ se considerd componentele cheie ale interfe-
tei patogenetice ale disfunctiei endoteliale si carentei
de NO, iar markerii respectivi sunt inclusi in algorit-
mul diagnostic al disfunctiei microcirculatorii coro-
nariene (13). Este inteligibil, cd dovada implicarii si
altor factori, in afara celor clasici de risc cardiovascu-
lar, in exercitiul disfunctiei endoteliale la pacientii cu
AM va facilita completarea conceptului, optimizarea
diagnosticului si prognosticului, precum si va oferi
repere de tratament patogenetic personalizat.

Un factor endogen capabil sa declanseze un ras-
puns inflamator si o formare exageratd de specii re-
active de oxigen (SRO) este endotoxina derivata din
membrana bacteriilor gram-negative, care biochimic
reprezintd o lipopolizaharida (LPZ). Elevarea ei in
sange are loc 1n cadrul translocarii intenstinale in ca-
drul afectarii probioticei (sau disbiozei intestinale)
pe fondalul cresterii permeabilitatii barierei intesti-
nale. Dishomeostazia cauzatd de LPZ este cunoscuta
in contextul activarii receptorilor Toll-like (in spe-
cial tipul 4) expresati pe membrana diferitor celule
si activarea enzimei membranare NOX, (14, 15, 16,
17). Stimularea receptorilor Toll-like 4 conduce prin
intermediul factorului nuclear kappaB (NF-kB) la
activarea programului proinflamator al celulei si sin-
teza citokinelor proinflamatoare. Niveluri circulante
medii ale LPZ conditioneaza o inflamatie cronica sau
inflamatie sistemicad sau inflamatie subclinica (,,low

grade inflammation”) care se manifesta prin declinul
expresiei eNOS si al oxidului nitric. Activarea NOX,
rezultd in formarea excesiva a anionului superoxid
(O,), un radical agresiv al familiei ROS.

Astfel, perturbarea barierei intestinale este o pre-
conditionare importanta a elevarii nivelului circulant
al LPZ si riscului iminent al inflamatiei si stresului
oxidativ, iar zonulina, markerul afectarii jonctiunilor
intercelulare in epiteliul intestinal ce faciliteaza trans-
locarea rezidurilor alimentare si bacteriene impune
un rol diagnostic deosebit.

Sunt solitare relatari privind legatura intre nivelul
LPZ inerent disbiozei intestinale si afectiunile hepa-
tice si neurogenerative ale creierului (18, 19). Este de
asemenea tratatd plauzibil legatura disbiozei intesti-
nale cu ateroscleroza, hipertensiunea arteriala si efec-
tele cardiovasculare adverse ale fibrilatiei atriale (17,
20, 21, 22), dar nu sunt evidente analoage vizavi de
caracterul modificarii LPZ si a markerului afectarii
barierei intestinale (zonulinei) in AM.

Astfel, scopul studiului a constat in:

Evaluarea nivelurilor circulante ale LPZ si zonu-
linei in contiguitate cu markerii disfunctiei endotelia-
le, inflamatiei si stresului oxidativ la pacientii cu AM.

Material si metode

Studiul s-a realizat pe un lot de 58 de pacienti
cu AM spitalizati in IMSP Institutul de Cardiologie,
diagnosticul careia a fost consolidat conform preve-
derilor grupului international de evaluare a tulbura-
rilor vasomotorii (Vasomotion Disorders Internati-
onal Study Group): simptome iminente ischemiei
miocardului (subiective, obiective si ECG), absenta
unei obturatii notabile a arterei coronariene epicar-
dice (diametrul <50% si rezerva fluxului fractionat
>0,80), precum si reducerea rezervei functionalei co-
ronariene (RFC) in testul invaziv farmacologic (24).
In studiu n-au fost inclusi pacientii cu insuficient he-
patica si renald (creatinina serica >2.8 mg/dL), infarct
miocardic acut, accident vascular cerebral acut, chi-
mioterapie, maladii inflamatorii, inclusiv intestinale,
administrarea antibioticelor.

Indicii demografici, clinici si paraclinici explorati
ai pacientilor cu AM au fost inclusi intr-un Chestionar
special cu un cumulativ de 130 de nominalizari. Cei
mai importanti sunt prezentati in tabelul 1.

Determinarea nivelurilor circulante ale biomar-
kerilor s-a realizat in cooperare cu centrul de investi-
gare de laborator din Universitatea Sapienza (Italia).

Panoul multi-marker a inclus:

e Markerii morfo-functionali ai disfunctiei endo-
teliale determinati prin ecografie cu Doppler efect:

- Rata dilatarii arterei brahiale mediate de flux
(FMD).
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Tabelul 1
Caracteristica clinica si paraclinica a pacientilor cu AM
Indici n % M=SD
Barbati/femei 14/44 25/75
Varsta 63,4+9,5
Indicele masei corporale, kg/m? 28,2+3.9
Diabet zaharat 11 19
Dislipidemie 53 92
Hipertenisune arteriala (HTA) 55 95
Tabagism in ultimii 5 ani 6 11
NSTEMI in anamneza 5
AVC ischemic in anamneza 2 4
Insuficienta cardiaca:
NYHATI 3 6
NYHAII 48 83
NYHA I 7 12
Tratament:
Statine 7 12
Antiplachetare 52 90
Beta-adrenoblocante 52 90
Antagonistii canalelor de calciu 41 71
Nitrati 7 12
Inhibitorii ECA 37 64
Blocantele receptorului AT, 13 23
Diuretice 19 33
Remedii metabolice (eg, Trimetazidin) 6 11
Date de laborator:
LDL-colesterol (mM/L) 3,5+0,4
HDL-colesterol (mM/L) 1,3+0,1
Trigliceride (mM/L) 2,840,2
VSH (mm/ora) 17,4+2,1
Scorul clinic DUKE:
Angina tipica 53 92
Angind atipica 5 8

Noti: M+SD — media + devierea standard.

- Grosimea complexului intimd-medie a arterei
carotide comune (acIM).

e Markerii circulanti ai disfunctiei endoteliale
determinati prin metoda ELISA si kit-uri speciale de
calorimetrie:

- NO.

- ET-1.

- S-nitrozotiolii.

e Markerii disbiozei intestinale determinati prin
metoda ELISA:

- Lipopolizaharidele (LP).

- Zonulina.

e Markerii inflamatiei determinati prin metoda
ELISA:

- Proteina C reactiva inalt senzitiva (hsCRP).

- Interleukina 6 (IL-6).

- Factorul de necroza a tumorii alpha (TNF-a)

- Proteina chemoatractantd a monocitelor (MCP-1).

- sCD-140 (markerul CD solubil).

- Produsele finale ale glicarii (AGEs).

e Markerii stresului oxidativ determinati prin me-
toda ELISA:

- NOX,,.

- Peroxidul de hidrogen (H,0,).

- Rata de degradare a peroxidului de hidrogen
(RD-H,0,).

- Superoxiddismutaza (SOD).

- Catalaza.

- Dialdehida malonica (DAM).

Toti markerii functionali si biochimici mentionati
au fost determinati si la 48 de persoane aparent sana-
toase (lotul control) cu valorile carora s-au comparat
markerii pacientilor cu AM.
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Procesare statistica a materialului cifric a inclus
determinarea mediei (M), devierii standard (SD), va-
lorii p (<0,05 discrepanta era considerata semnifica-
tivd), precum si a indicelui de corelare Spearmen, .

Rezultate

Aprecierea markerilor remodelarii vasculare pe-
riferice a stabilit prezenta disfunctiei endoteliale la
pacientii cu AM (tabelul 2).

Tabelul 2
Markerii morfo-functionali ai disfunctiei endoteliale
Indice Lot AM | Lot control p
FMD (%) 9,3£1,7 13,6+1,9 <0,001
acIM (mm) 1,32+0,2 0,94+0,1 <0,001

Rata dilatarii arterei brahiale dependente de flux
este cu 31,6% mai mica comparativ cu FMD stabi-
lita in lotul control. Totodatd, grosimea complexului
intima-medie a arterei carotide comune depaseste cu
41% markerul control.

Aceste evidente sunt in acord cu modificarile
biomarkerilor circulanti decelate la pacientii cu AM
(tabelul 3).

Tabelul 3
Markerii biochimici ai disfunctiei endoteliale
Indice Lot AM | Lot control P
NO (uM/L) 26,649,1 | 38,5£10,3 |<0,001
S-nitrozotiolii (uM/L) | 2,7+0,6 4,4+0,8 |<0,001
ET-1 (pg/ml) 16,545,9 | 10,7£5,2 |<0,001

Astfel, biomarkerul principal al fezabilitatii endo-
teliului vascular, oxidul nitric, este cantitativ depreci-
at cu 31%. Nivelul circulant redus de NO este asociat
cu micsorarea continutului seric al S-nitrozotiolilor
cu 38,6%. Disfunctia si leziunea endoteliald este es-
timata drept o cauza de elevare a ET-1 circulante. In
studiul nostru aceasta oligopeptida este cu 55% peste
valoarea control.

Prin urmare markerii morfo-functionali, cat si
markerii biochimici indica sigur asupra disfunctiei
endoteliale la pacientii cu ACM, care a evoluat pe
fondalul disbiozei intestinale (tabelul 4).

In contextul rolului LPZ in activarea programului
genetic proinflamator al celulelor sunt remarcabile
modificarile markerilor inflamatiei (tabelul 5).

Tabelul 5

Nivelul circulant al markerilor inflamatiei

Indice Lot AM | Lot control p
hsCRP (mg/L) 3,54+0,33 | 0,83+0,11 | <0,001
IL-6 (pg/ml) 6,27+0,68 | 4,38+0,45 | <0,001
TNF-a (pg/ml) 7,84+0,68 | 5,12+0,49 | <0,001
MCP-1 (pg/ml) 473452 306+44 <0,01
AGEs (ng/L) 457453 312+44 <0,01
sCD140 (pg/ml) 475+55 358+41 <0,01

Tabelul 4
Continutul seric al markerilor disbiozei intestinale
Indice Lot ACM | Lot control p
LP (pg/ml) 38,1+10,4 21,249,6 | <0,001
Zonulin (ng/ml) 3,6+0,7 1,8+0,3 <0,001

Continutul seric al hsCRP, markerul cheie al in-
flamatiei, depaseste valoarea de 3,0 mg/L care cores-
punde riscului cardiovascular inalt. In lotul control
hsCRP se incadreaza in limitele 0-1,0 mg/L, fapt ce
indica asupra riscului cardiovascular mic. Citokinele
proinflamatoare expresate primar de celulele cu pro-
gramul genetic activat, IL-6 si TNF-a, care stimuleaza
productia hepatica a proteinei C reactive, fibrinoge-
nului si amiloidului A sunt cantitativ superioare nive-
lurilor circulante control cu 44% si, respectiv, 54%.
Un efect important al citokinelor proinflamatoare in
controlul sustenabil al inflamatiei consta in asigurarea
pasajului transendotelial al celulelor proinflamatoare
(neutrofilele si monocitele) prin stimularea selectine-
lor si integrinelor. La pacientii cu AM s-a stabilit ele-
varea cu 55% fata de control a nivelului circulant al
MCP-1. De asemenea continutul seric al AGEs, care
sunt implicate Tn stimularea activititii migratoare a
monocitelor, este majorat cu 47%.

Réspunsul inflamator este indispensabil de ras-
punsul imun, iar sistemul CD140-ligand — CD140-re-
ceptor realizeaza conexiunea dintre limfocitele T si
limfocitele B. De mentionat n acest context ca nivelul
circulant al markerului solubil (sCD140) este la pa-
cientii cu AM si disbioza intestinala crescut cu 33%.

Unul din primele efecte ale LPZ urmadrite in cer-
cetarile fundamentale a fost efectul de stimulare a
productiei SRO. Markerii determinati in studiul nos-
tru denota activarea stresului oxidativ (tabelul 6).

Important de mentionat in acest context cresterea
cu 80% a continutului seric al lipopolizaharidelor.
Elevare LP este in sintonie cu majorarea zonulinei,
markerul afectarii permeabilitatii barierei intestina-
le, nivelul careia s-a decelat dublat fata de control:
3,6+£0,7 vs 1,8+0,3 ng/ml.

Tabelul 6
Continutul seric al markerilor stresului oxidativ
Indice Lot AM | Lot control p
NOX2-s (pg/ml) 58,8+12,6 | 25,5+10,3 | <0,001
H,0, (uM/L) 4734204 | 21,549,3 | <0,001
RD-H,0, (%) 28,2+10,5 | 55,6+20,8 | <0,001
DAM (uM/L) 8,1+1,3 4,5+0,7 <0,001
SOD (u.c.) 721+88 969+113 <0,01
Catalaza (u.c.) 817+122 | 1163+198 | <0,01
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Nivelul seric al formei solubile a enzimei mem-
branare (NOX2-s) implicate notabil in formarea ra-
dicalilor liberi de oxigen este elevat de 2,3 ori. Acest
spor marcat s-a asociat cu un exces al peroxidului de
hidrogen de 120% fata de control, iar rata degradarii
markerului, dimpotriva, este aproape dedublata. En-
zima antioxidantd care neutralizeaza H,O,, catalaza,
s-a estimat semnificativ subiacenta valorii control cu
29,75%. O modificare similara este caracteristica si
pentru SOD, reculul acesteia fatd de control consti-
tuind 25,6%.

Un marker important al statusului prooxidant este
dialdehida malonica, care reflecta in proportie direc-
ta intensitatea procesului de peroxidare a lipidelor
si proteinelor. Continutul seric al DAM este cu 80%
peste markerul control.

Conexiunea stransa intre markerii disbiozei intes-
tinale, disfunctiei endoteliale, inflamatiei si stresului
oxidativ la pacientii cu AM este confirmata si prin co-

relatiile robuste decantate in cadrul regresiei liniare
simple (tabelul 7).

Astfel, LPZ si zonulina s-au apreciat intr-o rela-
tie corelativa de intensitatea medie-inalta (coeficien-
tul r este mai reprezentativ decat +0,6) cu markerii
disfunctiei endoteliale (FMD, NO si ET-1), inflama-
tiei (TNF-a) si stresului oxidativ (NOX2-s, H,0, si
DAM). Aceasta evidentd aduce o dovada notabila
asupra rolului disbiozei intestinald in evolutia dis-
functiei endoteliale la pacientii cu angina coronariana
microcirculatorie.

Discutii

Obiectivul de fond al studiului a constat in eva-
luarea rolului patogenetic al disbiozei intestinale in
dezvoltarea AM prin prisma determinarii markerilor
acesteia in contiguitate cu markerii disfunctiei en-
doteliale, mecanismul principal al AM, si markerii
inflamatiei si stresului oxidativ, fenomene estimate

Tabelul 7
Valoarea coeficientul de corelare r apreciata intre markeri principali
Lp FMD NO TNF-a NOX2-s H,0, DAM ET-1
-0,673 -0,692 0,632 0,725 0,715 0,683 0,607
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Zonulina -0,664 -0,685 0,639 0,723 0,698 0,676 0,603
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
e R——
Risk factors
oxdative syess | OXidized LDL thrombls
cytokines

TSN

endothellum

smooth muscle

e

Figura 1. Dezechilibrul de NO si ET-1 in disfunctia endoteliald si factorii de inducere (30)
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EpC

Amplified inflammatory response

Figura 2. Mecanismul sinoptic proinflamator al LP (34).
LPS — lipozaharadie; MP — macrofage; EpC — lelule epiteliale; TLR4 — receptorii Toll-like-4;
P-p65 — fosforilarea proteinei p65; NF-kB — factorul nuclear kappaB;

ca parghii ITnsemnate de periclitare a functionalitatii
endoteliului vascular.

Disfunctia endoteliald la pacientii cu AM a fost
cert dovedita prin intermediul a 2 markeri morfofunc-
tionali acreditati in estimarea remodelarii vasculare
periferice (FMD si ac-IM), precum si a 3 markeri bi-
ochimici care reflecta fezabilitatea sistemului endo-
telial eNOS-NO (NO, S-nitrozotiolii si ET-1). Rata
dilatarii arterei brahiale dependente de flux s-a redus
cu circa 32%, iar complexul intima-medie a arterei
carotide comune s-a majorat cu 41% fata de markerii
control. In lotul pacientilor cu AM prezenta HTA si
a dislipidemiilor s-a notat la cote nalte, (95% si, re-
spectiv, 93%), iar micsorarea valorii FMD este co-
roborata drept un predictor incipient si veritabil al
disfunctiei endoteliale si carentei de NO nu numai in
aceste dishomeostaziei, dar si 1n ateroscleroza, insufi-
cienta cardiaca, diabet, etc. (24, 25, 26). Nivelul sang-
vin al oxidului nitric s-a constatat depreciat cu 31%,
fapt ce se asociaza inteligibil cu declinul cantitativ de
circa 39% al S-nitrozotiolilor, carierilor de NO, care
in afara de functia de trafic asigura cresterea viabilita-
tii acestui gaz, care are un T, de 20-30 sec.

Majorarea valorii ac-IM semnificd nu numai
remodelarea vasculard periferica, dar are si conota-
tie predictiva asupra sistemului coronarian, intrucat
contiguitatea fiziopatologica a disfunctiei endoteliale
carotide si coronariene este recunoscuta infailibil (27,
28). Evolutia remodelarii vasculare pe fondalul dis-
functiei endoteliale impune primar periclitarea reac-
tivitatii dependente de NO si potentarea raspunsului
vasoconstrictor, fapt ce conduce la cresterea tonusului

vascular bazal proportional odata cu hipertrofia medi-
ei musculare estimatd ca o componenta importanta a
remodeldrii arterelor carotida si coronariene (29). La
pacientii cu AM disfunctia endoteliald evolueaza in
contextul elevarii nivelului circulant al ET-1, un po-
tent agent vasoconstrictor si care este eliberat excesiv
de celula endoteliald in conditiile de penurie de NO,
precum si sub actiunea diferitor factori de leziune en-
doteliala si declansare a remodelarii vasculare, cum ar
fi citokinele proinflamatoare, SRO si produsele stre-
sului oxidativ activat, hiperlipidemia, etc. (figura 1).
In plan patogenetic se considera ca receptorul
celulei endoteliale LOX1 (lectin-like oxidized recep-
tor-1) activat de LDL-oxi conecteaza actiunea peiora-
tiva a inflamatiei si a stresului oxidativ asupra endo-
teliului, fiind responsabil, totodata, si de modificarile
cantitative opuse ale ET-1 si NO (30). Pe de alta par-
te, efectul vasoconstrictor al excesului de ET-1 este
mediat nu numai prin deficienta de NO, dar si carenta
de sulfid de hidrogen (H,S), un gaz eliberat de celula
endoteliald (produs la metabolismului L-cisteinei) cu
actiune vasodilatatoare similard NO (31). Mai mult
deficienta de H,S, cauzata de ET-1 este detrimentala
asupra fenomenului de reendotelizare, un mecanism
natural de ameliorare a disfunctiei endoteliale in sis-
temul coronarian, dat fiind faptul ca faciliteaza an-
grenarea celulelor progenitoare endoteliale circulan-
te in sintonie cu NO (32). In studiul nostru nivelul
circulant al ET-1 a depasit markerul control cu 55%
si poate fi astfel apreciat drept un factor patogenetic
al AM, iar mediatorii inflamatiei si stresului oxidativ
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drept factori de declansare si orchestrare sustenabild
a disfunctiei endoteliale.

Sub calota celor mentionate trebuie de accentu-
at ca markerii disbiozei intestinale explorati, LPZ si
zonulina, sunt capabili prin diferite mecanisme sa de-
clanseze si sa sustina raspunsul inflamator si stresul
oxidativ, evidenta dovedita prin estimarea markerilor
iminenti principali.

Nivelul circulant al LPZ este la pacientii cu AM
elevat cu 80%, iar zonulina trece dublu de valoarea
control a markerilor.

LPZ, o endotoxina ce derivda din bacteriile
gram-negativa eleveaza in sange in cadrul translocarii
ei intestinale 1n conditiile de afectare a barierei intes-
tinale si crestere a permeabilitatii epiteliale, despre ce
indicd continutul seric majorat al zonulinei. Translo-
za entitatea fiziopatologica a disbiozei intestinale si
a repercusiunilor acesteia. Zonulina, o proteina din
familia haptoglobinelor, dezasambleazd jonctiunile
intercelulare la nivelul epiteliului intestinal, un meca-
nism patogenetic al bolii celiace (33). Respectiv, intre
nivelul de expresie a zonulinei si gradul de afectare a
barierei intestinale este o legatura directa.

Efectul proinflamator al LPZ este realizat la nive-
lul ADN al celulei (figura 2).

Actiunea LPZ asupra oricdrei celule, inclusiv
endoteliocit, demareaza prin activarea receptorului
transmembranar Toll-like4, rezultand in fosforila-
rea proteinei citozolice p65 si ulterior in activarea
NF-kappaB, care este transferat in nucleu, unde ac-
tiveazd genele proinflamatoare ale ADN-ului (34).
Urmare activarii programului genetic proinflamator
este cresterea expresiei citokinelor, cele mi importan-
te in vederea augmentarii raspunsului inflamator fiind
IL-1, IL-6, IL-8 si TNF-a. Remarcabil, cd TNF-a se
impune ca un catalizator al raspunsului inflamator al
celulei, deoarece activeaza de sine statator Toll-like-4
receptorii, inducand astfel fenomenul de reverberatie
si activare sustenabila a inflamatiei.

La pacientii cu AM si IL-6 si TNF-o au avut nive-
luri circulante semnificativ elevate, iar regresia liniard
simpla a aratat o corelare pozitiva robusta intre LPZ
si TNF-a (r=0,753; p<0,001). TNF-a inhiba expresia
eNOS, reduce productia si viabilitatea (prin stimu-
larea sintezei SRO) de NO si justificat se estimeaza
drept un factor patogenetic al disfunctiei endoteliale.

Un alt mecanism al actiunii proinflamatorii a
LPZ este activarea migratoare a monocitelor, pasa-
jul transendotelial al acestora fiind asigurat pe o par-
te de expresia selectinelor-L (leucocitare) de catre
LPZ, iar pe de alta parte de expresia selectinelor-E
(endoteliale) de catre IL-6 si TNF-a. Pasajul mono-
citelor este stimulat si de chemokina CMP-1, nivelul

careia fiind semnificativ crescut cu 55% la pacientii
cu AM. In plus, produsele finale ale glicarii prin in-
termediul receptorilor specifici expresati pe diferite
celule (RAGE), inclusiv endoteliocite, stimuleaza de
asemenea selectinele L si E contribuind la cresterea
populatiei de macrofage, sursa principala de citokine
proinflamatoare (35). Totodata, actiunea AGEs se im-
pune prin stimularea productiei de radicali liberi de
oxigen, care au actiune cooperanta reciproca cu medi-
atorii inflamatiei, determinand agravarea disfunctiei
endoteliale. Continutul seric al AGEs este crescut cu
47% fata de control la pacientii cu AM si merita sa fie
estimat la noima predictiei si diagnosticului disfunc-
tiei endoteliale.

In contextul exegezei privind efectul prooxidant
al LPZ si dovada rolului disbiozei intestinale In evo-
lutia disfunctiei endoteliale si AM trebuie de adus la
apel caracterul modificarii markerilor specifici stre-
sului oxidativ. La acest capitol este remarcabild cres-
terea de 2,3 ori a nivelului NOX, (paternul solubil al
NADPH, nicotinamide adenine dinucleotide phos-
phate oxidase) si al peroxidului de hidrogen de 2,2
ori la pacientii cu AM. Cresterea expresiei endoteliale
a NOX conduce la formarea excesiva a anionului su-
peroxid (O,), radicalul de oxigen metabolizat in H,0,
sub actiunea SOD. Rolul O, in patogenia disfunctiei
endoteliale este vizat prin prisma a mai multor fate-
te (36). In primul rand, anionul superoxid metabo-
lizeaza prematur NO prin interactiunea directd cu
acesta, rezultdnd in formarea peroxinitritului (O, +
NO = ONOOQO), care poseda un efect vasoconstrictor
si protrombitoc notabil. In al doilea rand SRO cresc
expresia RAGE si consecvent productia de citokine
proinflamatoare si a factorilor de crestere de catre
macrofage. In al treilea rand, activarea RAGE sub ac-
tiunea AGESs rezulta 1n cresterea stiffiness-ului perete-
lui vascular datoritd modificarii structurii proteinelor
matricei extracelulare din peretele vascular (ie, cola-
genul fibrilar de tip I si III), un mecanism redutabil al
micsorarii compliantei arteriolelor coronariene.

Activarea stresului oxidativ sub actiunea LPZ este
determinatd nu numai de formarea excesiva a SRO in
contextul activarii NOX,, dar si de incompetenta en-
zimelor sistemului antioxidant menite sa metabolize-
ze radicalii liberi de oxigen. Astfel, in studiul nostru
rata degradarii peroxidului de hidrogen este diminua-
ta aproape de 2 ori fata de indicele control. Catalaza,
este enzima antioxidanta responsabild de degradarea
radicalului, iar continutul ei la pacientii cu AM a fost
diminuat semnificativ cu circa 30%. Un recul similar
s-a decelat si vizavi de SOD, enzima responsabila de
metabolizarea anionului superoxid.

Peroxidarea lipidelor si proteinelor sub actiunea
excesului de SRO se impune detrimentald asupra en-
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doteliului vascular prin inhibitia eNOS si a altor en-
zime angrenate in exercitiul metabolic si functional
al endoteliocitului, prin afectarea aparatului mitocon-
drial si riscul apoptozei intrinseci, prin progresarea
procesului de ateroscleroza si activarea statusului
protrombotic (37). Dialdehida malonica un produs fi-
nal al peroxidarii lipidelor s-a apreciat cantitativ ma-
jorata cu 80% comparativ cu markerul lotului control.

De mentionat ca intre LPZ si markerii stresului
oxidativ, cum ar fi NOX2-s, H O, si DAM, s-au deter-
minat corelari robuste cuprinse in limitele 0,683-0,725.

Merita atentie faptul, cd si nivelul circulant al zonu-
linei s-a corelat robust cu markerii disfunctiei endoteli-
ale, inflamatiei si stresului oxidativ la pacientii cu AM
si in plan fiziopatologic aceastd evidenta este autentica,
intrucat acesta influenteaza nemijlocit nivelul LPZ.

Asadar, nivelurile circulante elevate de LPZ si
zonulind la pacientii cu AM, conexiunea corelativa
stransa a acestora cu markerii disfunctiei endotelia-
le, entitatea fiziopatologica cheie a AM, precum si cu
markerii ce reflectd relevanta mecanismelor princi-
pale, -inflamatia si stresul oxidativ, sunt repere im-
portante de justificare a rolului disbiozei intestinale
in evolutia AM. Totodata, LPZ si zonulina pot fi nu
numai markeri ai disbiozei intestinale, dar si predic-
tori ai riscului AM.

In contextul unor relatiri limitate privind legatura
disbiozei intestinale cu dishomeostazia cardiovascula-
rd, date studiului nostru aduc dovezi inedite vizavi de
fiziopatologia, predictia diagnostica si tratamentul pa-
togenetic al AM. Numarul mare de persoane cu probio-
tica intestinala afectata, precum si cu toleranta joasa la
gluten, care se asociaza cu niveluri elevate de zonulina,
intemeiaza abordarea disbiozei intestinale ca factor de
risc al disfunctiei endoteliale si, eventual, al AM, noi
cercetari clinice fiind necesare sub acest aspect.

Concluzii

1. La pacientii cu AM s-au constatat niveluri cir-
culante elevate mai mult ca dublu ale LPZ si zonu-
linei fatd de valoarea control, fapt ce indicd asupra
prezentei disbiozei intestinale.

2. LPZ si zonulina se coreleaza robust cu markerii
morfofunctionali si biochimici ai disfunctiei endoteli-
ale, precum si cu markerii factorilor patogenetici prin-
cipali ai acesteia, - inflamatiei si stresului oxidativ.

3. Luand in vedere efectul cunoscut al LPZ de a de-
clansa inflamatia subclinica in contiguitate cu formarea
excesiva de radicali liberi de oxigen, se poate sugera
intemeiat aportul disbiozei intestinale in evolutia AM.

4. Elevarea LPZ si a zonulinei poate fi un predic-
tor al disfunctiei endoteliale si, respectiv, al riscului
AM, marcand, totodata, un reper de justificare a ne-
cesitatii profilaxiei si tratamentului disbiozei intesti-
nale.
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