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PARTEA GENERALA

Motivul pentru care a fost ales acest subiect de cercetare s-a datorat faptului ca bolile
cardiovasculare generate de ateroscleroza sunt originea multor decese. Intr-un clasament al
cauzelor de deces In SUA in 2015, bolile cardiovasculare sunt pe primul loc, cu 43,8%,
urmate de toate tipurile de cancer si boli respiratorii [1]. In Europa, bolile cardiovasculare au
crescut la barbati din 1990 pana in 2015 cu 33,57% [2]. Acesta este motivul pentru care
subiectii selectati pentru acest studiu au fost barbati.

Ateroscleroza este un proces inflamator cronic, cunoscut de mai bine de 500 de ani ca
fiind una dintre principalele cauze ale bolilor cardiovasculare si implicit un numar mare de
decese si persoane cu dizabilitati.

Mecanismul aterosclerozei este complex si este generat de multi factori. S-a demonstrat
ca nivelurile ridicate de lipide din sange favorizeaza ateroscleroza.

Cele mai utilizate medicamente pentru scaderea lipidelor din sange sunt statinele,
niacina si fibratele sau o combinatie a acestora [3]. Statinele sunt cele mai eficiente in
tratarea persoanelor cu risc crescut de ateroscleroza [4]. Statinele reduc LDL (lipoproteine
cu densitate scazuta)-colesterolul cu pana la 55% si trigliceridele cu pana la 30% si cresc
HDL (lipoproteine cu densitate ridicata)-colesterolul cu pana la 14% in functie de doza si
statina utilizata [3].

Tratamentul cu statine a aratat rezultate substantiale in reducerea progresiei
ateromului coronarian si carotidian, masurata prin grosimea mediului intima, si poate duce,
de asemenea, la regresia placii [5]. Terapia cu statine care scad colesterolul reduce
semnificativ  posibilitatea bolilor cardiovasculare [6, 7]. Studile la subiecti cu
hipertrigliceridemie au aratat ca statinele pot inhiba si sinteza trigliceridelor [8]. Statinele sunt
asociate cu o scadere a concentratiei intregului set de acizi grasi liberi (FFA) din plasma [9].

Cantitati mari de acizi grasi liberi in plasma au contribuit la cresterea posibilitatii de
boli cardiovasculare, ceea ce duce in cele din urma la deces [10, 11]. n plus, in unele studii,
s-au facut asociatii intre diabetul de tip 2 si leziunile ischemice cu niveluri ridicate de acizi
grasi liberi [12, 13]. Studii recente au aratat ca fiecare acizi grasi liber are un comportament
diferit In patologiile aterosclerozei. Astfel, s-a constatat ca un nivel ridicat de acizi omega-3
duce la scaderea valorilor tensiunii arteriale [14]. Dintre acizii grasi (FA) saturati, doar acidul

palmitic a crescut sansa de deces la subiectii cu boli cardiovasculare [15].



Nivelul ridicat de izomerii trans ai acizilor grasi s-a dovedit a fi legat de inflamatie si
stres oxidativ in bolile coronariene. [16]. Multe descoperiri sugereaza ca acizii grasi cu un
grad ridicat de nesaturare sunt de o importanta deosebita in toate procesele legate de
recunoasterea moleculara la nivel celular, precum si metabolismul celular. [17]. Aceste
rezultate arata nevoia de a studia fiecare acid gras sau clasa de acizi grasi, mai degraba

decat sa se analizeze impreuna intregul set de acizi grasi.

PARTEA SPECIFICA

Aceasta teza de doctorat a avut patru obiective principale. Rezultatele experimentale

arata ca toate aceste obiective au fost atinse.

OBIECTIVUL 1

Primul obiectiv a fost gasirea si validarea unei metode noi, simple si eficiente pentru a
determina cu exactitate concentratia fiecarui acid gras din acizii grasi globali din lipidele din
sange.

Cum a fost atins acest obiectiv este prezentat in capitolul 4 [123]. Tn acest capitol, am
dezvoltat o metoda care foloseste cromatografia de gaze (GC), care poate efectua analiza
simultana a fiecarui acid gras in acizi grasi totali impreuna cu analiza colesterolului total si a
monozaharidelor neutre din sédnge, plasma sau ser. Metoda a fost validata pe sange integral
si apoi a fost aplicata pentru plasma.

Metoda implica o etapa de eliberare cantitativa a acizilor grasi din toate lipidele printr-o
hidrolizd bazica cu hidroxid de sodiu intr-un mediu de dimetil sulfoxid, urmatad de conversia
gruparii carboxil din acidul gras in ester metilic printr-o reactie cu iodura de metil.

Aceasta reactie de derivatizare transforma toti acizii grasi in esteri metilici intr-un timp
scurt. Noutatea metodei este datd de realizarea intr-o singura etapa a hidrolizei si
esterificarii acizilor grasi. De asemenea, noutatea este esterificarea acizilor grasi simultan cu
per-O-eterificarea monozaharidelor neutre si a colesterolului.

Prin urmare, o singura cromatograma a dus la separarea acizilor grasi, a
monozaharidelor neutre si a colesterolului. Intr-o singura analiza, se determina fiecare

componenta a 3 clase diferite de substante.



O serie de etape laborioase de preparare a probelor utilizate in alte metode de analiza
au fost eliminate. Nenumaratele substante din sénge care ar putea interfera in timpul

analizei au fost in mare parte eliminate ca urmare a procesului de derivatizare si extractie.
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Figura 6. Cromatograma ionica totald GC-MS a colesterolului, acizilor grasi si monozaharidelor neutre, din sénge dupa
derivatizare prin metilare. Picuri: (1) metilat-1,5-anhidro-D-glucitol; (2) D-glucoza metilata; (3) metilat-D-fructoza; (4) D-
manoza metilata; (5) mio-inozitol metilat; Picurile de la 6 la 28 sunt esteri metilici ai acizilor grasi si identitatea lor este data

in Tabelul 1. Picuri: (29) colesteril metil eter; (30) colesterol.

OBIECTIVUL 2

Al doilea obiectiv a fost gasirea unei tehnici pentru analiza fiecarui acid gras numai in
fractiunea de acizi grasi liberi din plasma si a fost dezvoltat in capitolul 5 [124]. Procedura
descrisa in acest capitol ofera o metoda foarte rapida si simpla pentru metilarea selectiva a
acizilor grasi liberi cu iodura de metil in mediu de dimetil sulfoxid si in prezenta carbonatului
de potasiu la temperatura camerei intr-o singura etapa direct in plasma.

Reactia de metilare a fost investigata in solventi aprotici dipolari precum DMSO (dimetil
sulfoxid), DMAA (dimetilacetamida), DMFA (dimetilformamida) si acetat de etil si in prezenta
pulberii anhidre precum K2CO3z, Na.CO3, KHCO3, NaHCO3, KOH, si NaOH.



Cel mai bun timp de reactie pentru metilarea totalda a acizilor grasi liberi fara
transmetilarea acizilor grasi legati de lipide a fost de mai putin de 1 min la temperatura
camerei folosind iodura de metil si carbonat de potasiu anhidru sau carbonat de sodiu in
mediu de dimetil sulfoxid. Un exces mare atat de iodura de metil cat si de baza favorizeaza
reactia de metilare selectiva. DMSO este mai putin toxic si poate solubiliza proteinele mai
bine decat ceilalti membri din aceasta clasa, cum ar fi DMFA si DMAA.

Principala problema in metilarea directa a acizilor grasi liberi in plasma este prezenta
acizilor grasi legati covalent in trigliceride, colesteril esteri si fosfolipide in proba de plasma.
Saponificarea si transmetilarea acizilor grasi legati covalent ar putea aparea in prezenta
bazelor, modificand rezultatele finale. De aceea acest proces s-a cercetat pentru evitare.

S-au gasit conditile optime de reactie in care s-a evitat transmetilarea acizilor grasi
legati covalent din plasma. Esterii metilici ai acizilor grasi rezultati au fost introdusi direct din
mediul de reactie in injectorul cromatografului de gaze, dar ei pot fi si extrasi cu n-pentan, in
special pentru depozitare pe durate mai lungi.

Limitele de detectare au fost in jur de 0,1 ng / pL. Precizia si acuratetea au fost
evidentiate prin variatile scazute de la valoarea medie si o recuperare buna. Aceasta
metoda evita pregétirea laborioasa a probelor, cum ar fi cromatografia in strat subtire sau
extractia lichid-lichid a acizilor grasi liberi din sangele uman.

Tabelul 7 compara metoda noastré cu alte esterificari selective ale acizilor grasi liberi
direct in plasma. Metoda propusa de noi necesita cel mai scurt timp de derivatizare (1 min),
evita transmetilarea acizilor grasi legati covalent in lipide si efectueaza o metilare completa a

acizilor grasi liberi. Produsele de derivatizare pot fi injectate si fara extractie cu solventi.

Tabelul 7. Principalele caracteristici ale metodelor utilizate pentru metilarea directa a acizilor grasi liberi in plasma.

Parametru  luat Metoda de metilare
in studiu Pace-Asciak [11] | Tserng and al. Lapage & Roy | Metoda propusa
[12] (13]
Reactiv Diazometane- 2,2-Dimetoxipropan- Acid | Metanol- Clorura | lodura de metil Solid K2COs
Metanol clorhidric de acetil or Na2COs
Solvent Dietil ether Apa-Metanol Metanol Dimetil sulfoxid
Temperatura, °C | 22 Temperatuta camerii 24-29 20
Reaction time, | 10 15 45 1
min.
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Cantitatea de reactivi de derivatizare nu trebuie sa fie foarte precisa, fiind utilizata intr-un
exces mare si fara a genera produse secundare. Acesti reactivi sunt mai accesibili

cercetatorilor si nu necesita conditii speciale pentru manipulare.

OBIECTIVUL 3
Al treilea obiectiv a fost masurarea modificarii concentratiei fiecarui acid gras in acizii
grasi globali si acizii grasi liberi dupa tratamentul cu rosuvastatina si determinarea factorilor
care cauzeaza aceste modificari ale plasmei. Acest obiectiv a fost dezvoltat in capitolul 6
[147].

Masurarea modificarilor concentratiei fiecarui acid gras din acizii grasi totali si din acizii
grasi liberi din plasma a fost studiata la subiectii cu varsta de peste 65 de ani care nu aveau
boli cardiovasculare, hipertensiune arteriala sau diabet, dar aveau o concentratie mare de
colesterolului. Procesul a fost controlat placebo, dublu-orb, randomizat si intr-un studiu
incrucisat. Subiectii, colectorii de date si analistii de rezultate nu erau toti constienti de
tratamentul primit de subiecti. Subiectii participanti au fost educati despre stilul de viata
impus n timpul acestui studiu si au fost de acord sa respecte modificarea stilului de viata, in
ceea ce priveste dieta si exercitiile fizice. Toti au méncat aceeasi dieta obisnuita pe toata
durata studiului. Cromatografia de gaze (GC) a fost utilizatd pentru analiza individuala a
acizilor grasi. Analiza GC necesita conversia acizilor grasi in esteri metilici.

Rezultatele din acest capitol arata ca tratamentul cu rosuvastatind a scazut semnificativ
concentratiile absolute ale fiecarei acid gras saturat si acid gras mono-nesaturat in fractia de
acizi grasi liberi, precum si in acizii grasi totali. Tabelul 11 araté schimbarea fata de valoarea
initiala a concentratiei absolute si modificarea procentuala a fiecarui acid gras din plasma
totala in timpul tratamentului cu rosuvastatina. Acizii grasi cu mai mult de doua legaturi duble
au avut mici scaderi. Exceptia este pentru acizii grasi poli-nesaturati cu 20 - 22 de carboni in
molecula, care nu au avut nici o schimbare semnificativa in fractiunea de acizi grasi liberi si
o crestere mica in acizii grasi totali.

Efectele tratamentului cu rosuvastatind asupra nivelului fiecarui acid gras in fractiunea
de acizi grasi liberi si a lipidelor plasmatice totale pot fi o sursa de beneficii suplimentare, pe
langa scaderea LDL-colesterolului in bolile cardiovasculare.

Descoperirile noastre ofera o explicatie a modificarilor nivelului fiecarui acid gras din

plasma pe baza mecanismelor homeostaziei colesterolului. Din rezultatele noastre
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experimentale, se poate presupune ca prin blocarea biosintezei colesterolului de catre
rosuvastatina, mecanismele de reglare din homeostazia colesterolului vor incerca sa
mentina echilibrul cu mai putin colesterol, modificand concentratiile de lipide implicate in
homeostazia colesterolului.

Rosuvastatina este direct implicatd numai in biosinteza colesterolului si indirect prin
homeostazia colesterolului in biosinteza acizilor grasi, esteri colesterolului, fosfolipide

apolipoproteina A-1, apolipoproteina B-100 si trigliceridele.

Tabelul 11. Modificarea fata de valoarea initiala a concentratiei absolute si modificarea procentuald a fiecarui acid gras din

plasma totala in timpul tratamentului cu rosuvastatina.

Schimbare fatd de valorile de | Valoarea medie procentuald | Efect,
Acid gras baza, ymol/L (Media + SD). a schimbarii, % p value
Dodecanoic -62.3345.58 -49.01 <0.00001
Tetradecanoic -148.93+19.64 -49.18 <0.00001
Pentadecanoic -2.69+2.23 6.23 <0.05
Hexadecanoic -1311.53+£101.87 -48.99 <0.00001
Heptadecanoic -4.57+2.32 -5.36 <0.01
Octadecanoic -548.86+68.66 -47.20 <0.00001
Eicosanoic -4.81£1.57 -10.80 <0.001
Docosanoicacid -13.33+£4.43 -11.96 <0.001
Hexadecenoic -30.00£9.72 -10.59 <0.001
Octadecenoic -1432.17+160.47 -43.85 <0.00001
Eicosenoic -8.68+2.57 -10.42 <0.001
Octadecadienoic -408.11£79.14 -14.40 <0.0001
Eicosadienoic 0.30+£1.49 0.93 0.65
Octadecatrienoic -4.68+1.10 -6.26 <0.01
Eicosatrienoic 4.07+1.65 244 <0.01
Eicosatetraenoic 27.80+7.40 2.84 <0.001
Docosatetraenoic 2.33+1.64 2.61 <0.05
Docosapentenoic 0.96+0.61 0.67 <0.05
Docosahexaenoic 3.05+1.35 1.13 <0.01
FA trace -10.1345.19 -3.02 <0.01
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OBIECTIVUL 4

Al patrulea obiectiv a fost determinarea efectului cresterii dozei de rosuvastatina asupra
acizilor grasi plasmatici totali si liberi si corelarea acestor modificari cu modificarea
concentratiei altor lipide implicate in homeostazia colesterolului. Acest obiectiv a fost
dezvoltat in capitolul 7 [148].

in acest capitol a fost investigatd pentru prima data influenta a patru doze (5, 10, 20 si 40
mg) de rosuvastatina asupra concentratiei de acizi grasi totali si acizi grasi liberi (Figura 13)
si corelatia modificarilor de concentratie cu modificarile concentratiei altor lipide la barbatii cu

hipercolesterolemie.

20 4

5 10 15 20 25 30 35 40
Rosuvastatin dose, mg

20 \\____g

——_—FFA
a0 | \\\‘

TTRA

Mean change, %

40

-850 1

-60 4

Figura 13. Variatia modificarilor procentuale ale acizilor grasi in lipidele totale (TFA) si a tuturor acizii grasi liberi (FFA) in
functie de doza de rosuvastatina.

Rezultatele experimentelor noastre au indicat ca, comparativ cu placebo, toate dozele de
rosuvastatina au redus semnificativ acizii grasi totali, acizii grasi liberi, LDL-colesterolul,
colesterolul total, apolipoproteina B-100, trigliceridele si fosfolipidele, in timp ce au crescut
apolipoproteina A-1 si HDL-colesterolul. Efectul de feedback al homeostaziei colesterolului,
care creste sinteza endogena a 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A reductazei datorita
inactivarii sale de catre rosuvastatina, explica forma logaritmica a curbelor de variatie a
modificarii concentratiei de acizi grasi totali, acizi grasi liberi si a altor lipide implicate in

homeostazia colesterolului.
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Asocierea dintre modificarea de acizi grasi totali si de acizi grasi liberi cu modificarile
LDL-colesterolului, HDL- colesterolului, colesterolului total, apolipoproteinei B-100 si A-1,
fosfolipidelor si trigliceridelor a fost sugerata prin analiza de regresie liniara. Aceste rezultate
demonstrreaza ca modificarile concentratiei acizilor grasi totali si acizilor grasi liberi sunt
puternic corelate cu modificarile concentratiei de lipide implicate in homeostazia
colesterolului. Figura 18 ilustreaza corelatile pentru acizii grasi totali. Datorita acestei
corelatii ridicate, putem folosi functile de regresie liniara pentru a prezice valorile acizilor

grasi totali si acizilor grasi liberi din valorile altor lipide.

Tabelul 18. Parametrii de corelatie a acizilor grasi totali cu lipide si lipoproteine implicate in homeostazia colesterolului.

Variabila dependenta (Y)
Variabild independenta Acizi grasi totali
(X) Ecuatia regresiei liniare Coeficient de corelare (r) | P-Value
Total cholesterol Y=1.71X+2.57 0.9997 <0.0001
LDL-cholesterol Y=1.69X + 5.52 0.9983 <0.0001
HDL-cholesterol Y=-38.88X + 59.25 -0.9991 <0.001
Triglyceride Y=20.59X - 6.25 0.9994 <0.001
Phospholipide, Y=59X-1.32 0.9979 <0.001
Apolipoproteina B-100 Y=0.027X + 4.47 0.9982 <0.01
Apolipoproteina A-1 Y=-1.87X +82.7 -0.9914 <0.0001

CONCLUZII SI CONTRIBUTII ORIGINALE

1. Capitolul 4 prezinta pentru prima datd o metoda care poate determina
simultan intr-o singura cromatograma de gaze compozitia acizi grasi, compozitia
monozaharidelor si nivelul colesterolului dintr-o proba de sange. Metoda este foarte
specifica si selectiva, dacad avem n vedere ca exista multe substante in séange. Nici o
alta metoda cromatografica sau enzimatica nu ar putea realiza acest lucru.

Pentru prima data, conditile pentru reactia de metilare permit realizarea simultana
atéat a reactiilor de esterificare a acizilor grasi, cat si a reactiilor de monozaharida si

eterificare a colesterolului.
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2. In Capitolul 5 am efectuat pentru prima dat& analiza acizilor grasi liberi prin
cromatografie de gaze, utilizdnd o esterificare selectiva a acizilor grasi liberi din
plasma in cel mai scurt timp (1 min) comparativ cu alte metode. Aceasta noua
metoda a evitat transmetilarea acizilor grasi legati covalent in lipide si a efectuat o
metilare completa a acizilor grasi liberi.

3. In Capitolul 6 am masurat pentru prima datd modificarea concentratiei
fiecarui acid gras in acizii grasi globali si acizii grasi liberi dupa tratamentul cu
rosuvastatina. A fost propusa pentru prima data o explicatie a modificarilor nivelului
fiecarui acid gras din plasma pe baza mecanismelor homeostaziei colesterolului.

4. In Capitolul 7 am investigat pentru prima data influenta a patru doze (5,
10, 20 si 40 mg) de rosuvastatind asupra modificarilor concentratiei de acizi grasi
totali si acizi grasi liberi. Am demonstrat pentru prima datd ca modificarile
concentratiei acizilor grasi totali si acizilor grasi liberi sunt puternic corelate cu

modificarile concentratiei de lipide implicate in homeostazia colesterolului.
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