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KRezumc’r \

Studiul prezintd rezultatele preliminarii ale evaludrii anumitor parametri biochimici de stres oxidativ (activitatea
glucozo-6-fosfat-dehidrogenazei eritrocitare — G6PDH, susceptibilitatea eritrocitelor la peroxidare lipidicd —
ESP) si ale ecografiei hepatice la pacientii diagnosticati cu alcoolism comparative cu cele ale unor subiecti
sandtosi.

Studiul clinic a inclus 36 de subiecti (18 pacienti dependenti de alcool si 18 subiecti sandtosi). Au fost evaluate
G6PDH si ESP pe hematii separate din probe de singe recoltate a jeun.

Rezultatele au evidentiat faptul cd alcoolismul este asociat cu sciderea activititii GGPDH, a productiei de
NADPH (a sistemului antioxidant). Cresterea ESP este corelati cu reducerea liposolubilititii continutului
antioxidant al membranei eritrocitare.

Alcoolismul se caracterizeazd prin modificari patologice la nivelul structurii hepatice monitorizate prin ecografie
hepaticd.

K Cuvinte cheie: alcoolism, stres oxidativ, ecografie hepaticdj

/Abs’rroct \

The present study presents preliminary results aimed to evaluate certain biochemical redox stress parameters
(erythrocyte activity of glucose-6-dehydrogenase — GoPDH, erythrocytes susceptibility to lipid peroxidation —
ESP) and liver ultrasound in patients diagnosed with alcoholism compared to healthy controls.

A clinical study was designed that included 36 subjects, (18 addicted patients compared to a control group of 18
healthy subjects). On red blood cells separated from a jeun blood samples, GGPDH and ESP were assayed.
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ultrasound.

N

The results showed that the alcoholism is associated with a reduction of the GGPDH activity, and a subsequent
decrease of the NADPH production (thus of the antioxidant defense system). The increase of the ESP is
connected to the reduction of the liposoluble erythrocytes” membrane antioxidant content.

The alcoholism is also characterized by pathological changes of the liver structure monitorized by liver

Key words: alcoholism, redox stress, liver ultmsound/

Abrevieri: BHA = boald hepatica alcoolica, ROS = specii reactive de oxigen, NADP = nicotinamida adenin dinucleotid fosfat,
PBS = tampon fosfat salin, GEPDH = glucozo-6-fosfat dehidrogenaza, ESP = susceptibilitatea eritrocitara la peroxidare

lipidica, MDA = malondialdehida.

INTRODUCERE

Alcoolismul este o tulburare adictiva, care se
caracterizeaza printr-un consum compulsiv si
necontrolat de alcool in ciuda efectelor negative asupra
sanatatii, relatiilor si statusului social al consumatorilor.
Similar adictiei altor droguri, alcoolismul este definit
din punct de vedere medical ca o boala curabila.
Termenul de ,,alcoolism” este larg raspandit si a fost
folosit pentru prima data de catre Magnus Huss, insa in
medicina acest termen a fost inlocuit cu conceptul de
»,abuz de alcool” si ,,dependenta de alcool” DSM Il in
1980 (1,2).

Alcoolul actioneaza prin intermediul a numeroase cai,
prin care apar afectiuni la nivel hepatic, al altor organe
si determina dezvoltarea bolii hepatice alcoolice (BHA).
Nu exista un singur proces sau un mecanism
preexistent care sa determine toate efectele alcoolului
asupra organismului sau asupra unui organ specific; in
schimb, multe mecanisme actioneaza concertat,
reflectand raspunsul organismului la actiunele directe
sau indirecte ale alcoolului. Factorul care a fost
suspicionat ca jucand un rol central in multe cdi de
distrugere a alcoolului si care a fost in centrul multor
cercetari este generarea excesiva de molecule numite
radicali liberi, care duc la un status numit stres oxidativ
(3,4).

Sunt in mod special importante actiunile unei clase de
oxigen care contine radicali liberi cunoscuti sub
denumirea de specii reactive de oxigen (ROS). ROS pot
afecta sau determina degradare totala (peroxidare) a
complexelor moleculare esentiale din celule, inclusiv
moleculele lipidice, proteinele si ADN-ul. Atat
expunerea acuta, cat si cea cronica la alcool pot creste
productia de ROS si a peroxidarii lipidelor, proteinelor si
ADN-ului (5).

Un radical liber este un atom, molecula sau compus
care este foarte instabil din cauza structurii sale

atomice sau moleculare (distributia electronilor in
interiorul moleculei). Ca rezultat, radicalii liberi sunt
foarte reactivi si Tncearca sa se lege de alte molecule,
atomi sau chiar electroni pentru a crea un compus
stabil. Pentru a atinge o stare mai stabila, radicalii liberi
pot ,fura” un atom de hidrogen de la altd molecul3, se
pot lega de alta molecula sau pot interactiona in
diverse moduri cu alti radicali liberi (6).

Un element chimic frecvent implicat in formarea de
radicali liberi este oxigenul. Oxigenul molecular este
esential pentru functia celulara pentru ca joaca un rol
pivot intr-o serie de reactii biochimice din lantul
respirator, care este responsabil pentru cea mai mare
productie de adenozin trifosfat (ATP), care furnizeaza
energia necesara unei multitudini de reactii si functii
celulare (6,7).

MATERIALE S| METODE

Designul studiului
Studiul clinic a inclus 36 pacienti divizati Tn doua
grupuri:

e grupul de studiu a cuprins 18 pacienti, cu varste
cuprinse intre 20 si 70 ani, 16 barbati si 2 femei,
dependenti de alcool;

e grupul de control a cuprins 18 subiecti sanatosi
(15 barbati si 3 femei).

Pacientii cu boli renale, hepatice sau hematologice
severe, boli cardiovasculare sau maligne au fost exclusi
din studiu.

A fost obtinut consimtamantul informat de la toti
subiectii inclusi Tn studiu, iar protocolul de lucru a fost
aprobat de cdtre Comisia de Etica.

Reactivi: citrat de sodiu, clorura de sodiu,
trietanolamina, nicotinamida adenin dinucleotid fosfat
(NADP*), glucozo-6-fosfat disodic, tampon fosfat (PBS),
acid tiobarbituric, azida de sodiu, acid tricloracetic.
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Prepararea probei
Probe de sange venos d jeun, au fost recoltate de la
subiecti, folosind EDTANa, ca anticoagulant.

Hematiile au fost separate, spalate de doua ori cu
solutie de NaCl 0,9% si standardizata la 1g

hemoglobind/100 ml suspensie eritrocitara. Activitatea
glucozo-6-fosfat dehidrogenazei eritrocitare (G6PDH) a
fost evaluata pe hemolizat proaspat preparat (1:3, v/v).

Evaluare biochimicd
Activitatea G6PDH (EC 1.1.1.49) a fost evaluata prin

metoda Lohr si Waller (9). Rata formarii NADPH, care
este 0 masura a activitatii enzimatice, a fost evaluata

spectrofotometric la 340 nm (10).

Susceptibilitatea hematiilor la peroxidare lipidica (ESP)
a fost evaluata prin metoda malondialdehidei (MDA)
continuta in suspensia de eritrocite standardizate (11,
12). In acest sens, suspensia eritrocitara a fost tratat
timp de o ord cu H,0, 10 mM (1:1, v/v). MDA rezultatd
din peroxidarea lipidica a membranei hematiilor a fost

evaluata spectrofotometric la 535 nm utilizand acid
tiobarbituric (1%, 3:0.75 v/v).

Evaluare clinicd
Aceeasi 18 pacienti dependenti de alcool au fost
evaluati ecografic.

Am obtinut urmatoarele rezultate:

Ecografie abdominala Numar Procent %
Hepatomegalie 14 87,5
Inflamatie periportald/periseptala 8 5
Inflamatie + patologie difuza 4 2,5
Structura neomogena 0

Ascita 2 1,25
Splenomegalie 2 1,25

Rezultatul: inflamatie, apoptoza si fibroza:

— Un cerc vicios de inrautatire a inflamatiei apare:
e Necroza celulara si apoptoza determina la

pierderea de hepatocite si incercare subiacenta

de regenerare, cu aparitia fibrozei

e Celulele stelate, care se intind de-a lungul sinu-
soidelor de la nivel hepatic, prolifereaza si se
transforma in miofibroblaste, cu producereain

exces a tipului | de colagen si matrice extracelulara
¢ (Ca rezultat, ingustarea sinusoidelor determina

limitarea fluxului sanguin

e Fibroza determina Tngustarea venulelor hepatice
terminale, ducand la compromiterea perfuziei

hepatice si la hipertensiune portala

e Fibroza extensiva este asociata cu o incercare de
regenerare, rezultand Tn noduli hepatici. Acest

proces culmineaza cu ciroza.
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REZULTATE
Rezultatele parametrilor investigati sunt prezentate in
Tabelul 1.

Tabelul 1. Valorile parametrilor biochimici de stres oxidativ
evaluati

X Alcoolism Subiecti sanatosi
Parame.t " . Deviatia . Deviatia
evaluati Media standard Media standard
G6PDH (Ul/g) 18,75 7,87 187,45 24,89
MDA (mM 408,25 110,20 156,86 32,56
MDA/g Hb)

Conform literaturii de specialitate, alcoolismul este in
general asociat cu un stres oxidativ crescut. Rezultatele
obtinute confirma acest lucru, din moment ce G6PDH a
fost semnificativ scazuta 18,75 + 7,87 Ul/g Hb vs. 187,45
+ 24,89 Ul/g Hb (p < 0,0001) la pacientii cu alcoolism
comparativ cu subiectii sanatosi (Tabelul ). ESP a fost
semnificativ crescuta (408,25 + 110,20 mM MDA/g Hb
vs. 156,86 + 32,56 mM MDA/g Hb), p = 0,0002 la
pacientii cu alcoolism comparativ cu subiectii sanatosi,
acest lucru indicand o supraproductie de ROS.

DISCUTII

Rezultatele arata ca alcoolismul este asociat cu
scaderea activitatii GGPDH, scaderea productiei de
NADPH si a apararii antioxidante.

Rezultatele sunt in acord cu datele din literatura de
specialitate, iar alcoolismul in special este asociat cu
stres oxidativ din cauza supraproductiei de ROS si
efectului TNFa, care scade activitatea SOD si a altor
enzime antioxidante.

CONCLUZII

1. Stresul oxidativ este crescut de:

e Metabolizare excesiva hepatica datorata consu-
mului de alcool

e Radicalii liberi induc alterare prin peroxidare
lipidica

e Scdderea apararii antioxidante (de exemplu,
glutationul, vitaminele A si E), determinate de
consumul de alcool duc la malnutritie

e Legarea produsilor de oxidare ai alcoolului, cum
sunt acetaldehida, de hepatocite, duc la
formarea de neoantigene si inflamatie

e Acumularea neutrofilelor si a altor leucocite,
care sunt atrase de alterarea lipidelor prin
peroxidare si neoantigene

e Citokinele inflamatorii secretate de leucocite

2. Statusul redox al dependentilor de alcool a fost
comparat cu subiecti sanatosi cu ajutorul activitatii
G6PDH si ESP — rezultatele au indicat o crestere a ESP la



dependenti prin cresterea actiunii ROS la nivelul
eritrocitelor si scaderea activitatii G6PDH, a productiei

de NADPH si a apararii antioxidante.

3. Studiile experimentale si clinice nu doar ca au
demonstrat asocierea dintre stresul oxidativ mediat de
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