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SUMMARY

CIRCULATING MARKERS OF OXIDATIVE STRESS AND ANTIOXIDANT
SYSTEM IN CHILDREN WITH TYPE 1 DIABETES
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Background. Oxidative stress (OS) is essential in the pathogenesis and progression of type 1 diabetes mellitus (T1DM).
Objective. the study aimed to estimate OS indicators and antioxidant activity in T1DM children aged 10 - 18. Methods.
The research was carried out on 90 pediatric patients, distributed in two groups: study (n=45), consisting of cases
with TIDM (disease period > 5 years), and control (n=45), consisting of conditionally healthy subjects. The OS in-
tensity was estimated by determining the serum concentration of advanced oxidation protein products (AOPPs) and
advanced glycation end products (AGEs). In addition, the antioxidant system was evaluated by determining the total
antioxidant activity of the serum and the level of serum proteins with an antioxidant role. Results. Protein and carbo-
hydrate peroxidation markers showed higher mean values among the study vs. control group (AOPPs, p=0.027; pen-
tosidine-like AGEs, p=0.044, vesperlysines-like AGEs, p=0.021). However, the total antioxidant activity of the serum,
evaluated by the ABTS (p=0.027) and CUPRAC (p=0.034) methods, was lower in the sample of pediatric subjects with
T1DM, compared to the sample of conditionally healthy subjects, the opposite being in the case of antioxidant proteins
(ceruloplasmin, p=0.021; total serum protein, p=0.513). Conclusion. The current research assessed oxidative stress by
quantifying the oxidant and antioxidant activity imbalance. In general, the level of oxidants was significantly higher in
the pediatric, pediatric subjects with the T1IDM group than in the conditionally healthy ones. Conversely, the antioxi-
dant activity was lower in the baseline group participants than in the control group.

PE3IOME

OUPKYIAIIVIOHHBIE MAPKEPBI OKMCIIMTE/IBHOTO CTPECCA U
AHTUOKCUJAHTHAS CUCTEMA Y JETEN C IMABETOM 1 TUITIA

KmoueBble cmoBa: caxapHblll fuabet, HeTy, OKCUIATUBHBIA CTPeCC, aHTMOKCUJAHTHAA CUCTeMa AKMYyanvHOCMb.
OxcupatusHsbiit crpecc (OC) nrpaet BaXKHYIO ponib B IIATOreHe3e U MPOTPecCUpOBaHNN CaXxapHOro aAmabera 1 Tuma
(CH1). Lenv. onenuts nokazarenu OC 1 aHTMOKCUAHTHOI akTUBHOCTY Y geteit ¢ CII1 B Bospacte ot 10 o 18 ner.
Memoovt. ccnenoBanye BKII0OUNIO 90 GONBHBIX TETCKOIO BO3PACTa, PAaclpefie/IeHHbIX Ha [iBe TPYIIIbL: OCHOBHYIO
(n=45), cocrosmyo n3 6ompabIx C[I1 (cpok 60me3un = 5 1eT), U KOHTPONbHYI0 (n=45), COCTOALIYIO 13 YCIOBHO
meteil. VinTencuBHOCTH OC OLleHMBAIM IyTeM ONpefie/ieHNA KOHLEHTPALUM B CBIBOPOTKE NPOJYKTOB OKUCTIEHMA
6emkoB (AOPP) 1 koHeuHbIX TpOAYKTOB I/MKuposaHue (AGE). Kpome Toro, aHTHOKCUIAHTHYIO CUCTEMY OLI€HVBAIIN
IIyTeM OIpefeeHns 001ell aHTMOKCUAAHTHON aKTUBHOCTY CHIBOPOTKM M YPOBHS CBIBOPOTOYHBIX GE/KOB, Mrpa-
IOLIMX aHTVOKCUAHTHYIO poib. Pesynvmamol. Mapkepbl IepeKUCHOTO OKVUC/IEHNUA O€IKOB M YIVIEBOJOB IIOKa3asy
6071ee BBICOKYIE CpefHIe 3HaUeHNMS B MICCTIE[YeMOJI TPYIIIe II0 CPaBHEHNIO ¢ KOHTponbHoII rpymoit (AOPP, p = 0,027;
neHTo3uAnH-nofgo6HsIe AGE, p = 0,044, Bectiepnmmsnun-nogo6usie AGE, p = 0,021). Onnako o611jast aH TMOKCH/AaHTHAsT
aKTMBHOCTb CBIBOPOTKM KPOBH, olieHeHHast Metogamut ABTS (p=0,027) 1 CUPRAC (p=0,034), 6b11a HyXXe B BBIGOpKe
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meteit ¢ CJI1 o cpaBHEHMIO C BEIOOPKOII 3[IOPOBBIX JeTell, HAPOTUB B C/Iy4ae OeIKOB-aHTMOKCUIAHTOB (LiepyIo-

w1asMuH, p=0,021; o6wuit 6enok coiBopoTKy, p=0,513). 3axmouenue. Texylee yccIefoBaHye OLEHUBANIO OKCUAIA-

TUBHBIN CTpecC IMyTeEM KO/IMYeCTBEHHOM OL€HKIN m/lc6a)1cha OKUC/TUTENIBbHON U aHTI/IOKCI/II[aHTHOI‘/'[ aKTUBHOCTU. B

IIe/IOM YPOBEHb OKCUIAHTOB ObLI JOCTOBEPHO BbILIE Y fieTeil, Aetelt ¢ rpynmoit CII1, ueM y yC/IOBHO 3[0pOBbIX. V1

HaO60pOT, AHTNOKCUOAHTHAA aKTUBHOCTDb 6bI1a HIDKE Y Y4aCTHUKOB I/ICXOHHOI\/‘I TPYIIIbI, 9Y€M B KOHTPO}II)HOI\/‘I TpynIie.

Introducere. Complicatiile macrovasculare continui s
ramana o cauzd majord de morbiditate si mortalitate, aso-
ciata DZ1 [3, 8]. De facto, o persoand cu diabet prezintd
un risc mult mai mare de deces, ca consecintd a unui eve-
niment cardiovascular in comparatie cu o persoand con-
ditionat sdnatoasa [13, 14].

Factorii de risc cardiovascular conventionali, cum ar fi
nivelul de lipidele circulante, valorile tensiunei arteriale,
etc., justificd doar o parte din supraincarcarea de risc aso-
ciatd cu DZ1 [3]. Cu toate acestea, segmentul de varianta
a riscului care nu este demonstrat de acestia, asa-numitul
risc rezidual”, rimane a fi nedefinit. [8].

Si totusi, SO, care pare a detine un rol central in patogene-
za §i progresia DZ1, justificd intr-o oarecare masura acel
risc rezidual’, fapt fiind in concordantd cu prezenta aso-
cierii dintre acesta si mortalitatea de orice cauza, inclusiv
si de ordin cardiovascular in cohorte mari de diabetici [4,
16, 17].

Respectiv, studiile de tip caz-control certifici prezen-
ta unor concentratii mai mari ale diversilor markeri SO
la copii cu DZ1 in comparatie cu cei potential sanatosi
(12, 20].

Pe de alta parte, existd si alti factori, independenti de gli-
cemie, ce pot declansa si intretine stresul oxidativ, cu rol
aditional in dezvoltarea riscului rezidual, de exemplu, va-
riabilitatea glucozei (independent de nivelurile medii de
glucoza pe termen scurt si indelungat) [1, 5], doar cd rezul-
tatele diferitor cercetiri, prezinta rezultate inconsistente.

Perioada de copildrie rdimine a fi considerata ideald pen-
tru a aprecia determinantii SO, asociati cu DZ1, deoarece
SO mai probabil, riméne a fi determinat de mecanismele
asociate cu DZ1 per se si substratul genetic, mai degraba
decét de complicatiile acestuia sau noxele dobandite inde-
pendent de diabet, legate de stilul de viatd si mediu [19].

Deci, evaluarea determinantilor timpurii ai stresu-
lui oxidativ in DZI1, implica necesarmente perfectarea
cunostintelor despre acel segment de inertitudine a
riscului rezidual.

In contextual celor mentionate mai sus, a fost consem-
nat scopul cercetarii, si anume estimarea indicatorilor
stresului oxidativ si activitatea antioxidanta la copiii cu
diabet zaharat de tip 1, cu intervalul de varstd 10 - 18 ani.
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Material si metode

Metodologia de cercetare. Caracteristica generala a lo-
tului de participanti. Proiectul de cercetare s-a desfasurat
in cadrul Departamentul Pediatrie, al IP Universitatea
de Stat de Medicind si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu’,
Republica Moldova, la baza IMSP IMsiC, in cadrul caruia
au fost admisi 90 subiecti pediatrici (45 pct cu DZ1 si 45
pct conditionat sanatosi), cu varsta de la 10 pana la 17
ani 11 luni si 29 de zile, din mediul urban si rural, fiind
selectati dintre pacientii, care s-au adresat in mod electiv
in perioada 2018 - 2022.

Selectia cazurilor: subiecti pediatrici cu DZ1, confirmat
conform PCN, cu durati a bolii > 5 ani (prin anchetare),
cu diferit grad de compensare a metabolismului glucidic
(nivelul HbA1c); acordul parintilor sau al tutorelui legi-
tim si asentimentul copiilor (varsta > 14 ani) de participa-
re in studiu; abilitatea de a comunica bine cu cercetétorul;
sa inteleagd si sd respecte cerintele de studiu; intelegerea si
semnarea acordului informat si a asentimentului in scris.

Selectia controlului: subiecti pediatrici conditionat sa-
nétosi conform criteriilor clinic si biochimice (glicemie);
acordul périntilor sau al tutorelui legitim si asentimentul
copiilor (varsta > 14 ani) de participare in studiu; abilita-
tea de a comunica bine cu cercetatorul; sa inteleaga si sd
respecte cerintele de studiu; intelegerea si semnarea acor-
dului informat si a asentimentului in scris.

Au fost exclusi din cercetare participantii cu urmatoare-
le caracteristici: DZ2, avand examen clinic sugestiv, con-
firmat prin examene de specialitate; DZ secundar avand
examen clinic sugestiv, confirmat prin examene de spe-
cialitate; alte patologii endocrine (feocromocitom, hipo-
pituitarism, boala Adison), confirmate prin examene de
specialitate; patologie cardiacd congenitald, confirmata
prin examene de specialitate; dezacordul parintilor sau
reprezentantilor legali ai copilului de a participa in cerce-
tare; dezacordul copilului de a participa in cercetare.

Determinarea indicatorilor biochimici din ser a fost
efectuata in cadrul Laboratorul Stiintific Central al
USMF ,Nicolae Testemitanu”, sub conducerea prof. univ.
Gudumac V.
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Dozarea produsilor proteici de oxidare avansatd (AOPP) -
conform metodei lui Capeillere-Blandin C. si coaut., mo-
dificate de Gudumac V. si coaut. [9];

Dozarea produsilor finali de glicare avansatd (advanced
glycated end-products AGEs: AGEs pentosidine-like si
AGEs vesperlysines-like) conform procedeului descris de
Sero L. modificat [18].

Dozarea activitdtii antioxidante totale (tAOA) s-a realizat
prin: metoda bazatd pe degradarea radicalului 2,2-azino-
bis (3-etilbenzotiazolind 6 sulfonat (ABTS) la interacti-
unea cu compusii serici cu proprietdti antioxidante si
madsurarea descresterii absorbantei la 734 nm (conform
Gudumac V..et al., 2012) [11], metoda CUPRAC (Cupric
Ion Reducing Antioxidant Capacity), bazata pe capacita-
tea de reducere a ionului de Cu prin captarea radicalului
hidroxil (conform Apak R., et al., 2005) [2],

Dozarea ceruloplazminei - conform procedeului
V.Cudumac et al,, (2010), p.73, a proteinelor totale (dupa
Lowry) - conform procedeului V.Cudumac et al., (2010),
p.74 [10].

Gudumac V, Tagadiuc O, Rivneac V, Sardari V, Pantea
V. Investigatii biochimice. Volumul II. Micrometode.
Elaborare metodicd. Chisinau: 2010.

Toti subiectii selectati au fost informati de la bun inceput
despre etapele cercetirii si incadrati in studiu numai cu
acordul personal, fiindu-le explicate in detaliu cerintele
impuse si modul de desfisurare al investigatiilor necesare
printr-o discutie ce a avut loc cu fiecare in parte. Toate
procedurile au fost efectuate dupa semnarea consim-
tamantului informat de cétre reprezentantul legal si cu
asentimentul copiilor cu varsta > 14 ani. Acestia nu au
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fost remunerati si nu au suportat costuri financiare afe-
rente participdrii.

Consideratii etice. In studiu s-a tinut cont de normele
internationale ale eticii medicale, stabilite de Declaratia
de la Helsinki, in ceea ce priveste péstrarea confiden-
tialitatii datelor participantilor. Protocolul de cercetare a
fost aprobat de citre Comitetul de Etica a Cercetirii al
USME ,,Nicolae Testemitanu” (procesul verbal nr. 42 din
17.06.2019). Datele rezultate au fost comunicate numai
participantului respectiv, datele personale ale fiecdrui su-
biect nu au fost folosite si nu vor fi utilizate in alte scopuri.

Analize statistice. Datele colectate din materialul primar
au fost introduse in baza de date electronicd, in timp ce
prelucrarea statisticd s-a realizat folosind SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences) versiunea 20.

Rezultate. Segregand participantii din cercetare, in con-
formitate cu vérsta, genul si mediul de resedinta a fost
obtinutd o distributie aproximativ similard per ambele
esantioane, fapt ce a permis comparabilitatea rezultatelor.

Indicatorii biochimici de interes au fost analizati atat la
subiectii diabetici (esantionul de studiu), cat si la cei con-
ditionat sdnatosi (esantionul de control).

Sistemul peroxidativ. Evaludnd markerii peroxidarii
proteice au fost inregistrate valori medii, mai mari, in
esantionul bazd vs control, pentru AOPPs, (9.39+0.76
uM/L vs 6.09+0.12 uM/L), similar si in cazul indicilor
caracteristici pentru peroxidarea carbohidrata: AGEs
pentosidine-like (533.32+49.64 pg/L vs 313.4+22.30
ug/L) si AGEs vesperlysines-like (741.55+67.21 pg/L vs
340.38+28.61 pg/L).

Tabelul 1
Unii parametri ai stresului oxidativ
(esantion de studiu vs esantion de control)
Sistemul peroxidativ Parametru LB (n=45) LC (n=45) p
Peroxidarea proteicd AOPP, uM/L 9.39+0,76 6.09£0.12 0.027
Peroxidarea Pentosidine-like AGEs, pg/L 533.32+449,64 | 313.4+22,30 0.044
carbohidrata Vesperlysines-like AGEs, pg/L 741.55+67,21 | 340.38428,61 | 0.021

Notd: AOPP - produsi proteici de oxidare avansatd; AGEs -
lot control. Datele sunt prezentate

Rezervele antioxidante. Activitatea antioxidanta totald
a serului, evaluatd prin metodele ABTS (93.81£7,11 vs
177.30+11,21) si CUPRAC (2.07+0,23 vs 6.61+£0.37) a
fost mai scdzutd in esantionul subiectilor pediatrici cu
DZ1, comparativ cu esantionul de subiecti conditionat
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produsii finali de glicare avansata; LB - lot de baza; LC -
drept medie si eroare standard.

sanatosi, contrariul fiind in cazul proteinelor antioxidan-
te, respectiv nivelul ceruloplasminei (379.53+36.43 vs
266.21+27,8) si a proteinei serice totale (59.48+3,61 vs
58.87+2,3) fiind mai mare lotul de bazi comparativ cu cel
de control.
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Tabelul 2

Unii indicatori ai activitatii antioxidante

(esantion de studiu vs esantion de control)
Rezervele antioxidante LB (n=45) LC (n=45) p
Activitatea antioxidanta totald
metoda ABTS, yuM/L 93.81+7,11 177.30+11,21 0,027
metoda CUPRAC, mM/L 2.07+0,23 6.61+£0.37 0,034
Proteine antioxidante
Ceruloplasmina, mg/l 379.53+36.43 266.21+27,8 0.021
Proteina serica totala, g/l 59.48+3,61 58.87+2,3 0,513

Notd: LB - lot de bazé; LC - lot control. Datele sunt prezentate drept medie si eroare standard.

Discutii. Actualmente este demonstrat cd SO, in contex-
tul DZ se instaleazi ca consecinta a dezechilibrului dintre
oxidanti si antioxidanti, fiind depasita activitatea antioxi-
dantd, cel mai probabil fiind determinat de controlul slab
al glicemiei [6].

In cadrul actualei cercetiri, a fost cuantificatd disbalanta
dintre activitatea oxidanta si antioxidanta si, per general,
nivelul de oxidanti a fost mai mare in lotul subiectilor pe-
diatrici cu DZ1, comparativ cu cei conditionat sanatosi
(p<0.05) si, viceversa, activitatea antioxidantilor a fost
mai mica la participantii din lotul de bazd, comparativ
cu cei din lotul de control (p<0.05). Controlul slab al gli-
cemiei in DZ1 determina, de obicei, activitate peste cea
pragal admisibild a SO si activitate antioxidanta redusa.

In literatura de specialitate sunt identificate studii, care
raporteazd rezultate similare. De exemplu, cercetarea
efectuatd de citre Neyestani T., et al.care a avut ca obiec-
tiv estimarea unor anumiti biomarkeri ai SO la subiectii
cu DZ1, martorii inruditi si martorii potential sdnétosi
neinruditi, a plecat de la axioma conform céreia, SO este
implicat atat in dezvoltarea DZ1céat si in complicatiile ul-
terioare ale acestuia. Respectiv, activitatea antioxidanta
totala a fost semnificativ mai mica la participantii cu DZ1
decit martorii inruditi si neinruditi (1,6+0,05, 1,7+0,05
si, respectiv, 1,8+0,06 mmol/l, p=0,044). Atat subiectii
diabetici, cat si fratii au prezentat si niveluri mai scazu-
te de glutation peroxidazd (mediand (interval intercu-
artil): 22,2 (28,6), 29,9 (23) si, respectiv, 41,8 (73,6) U/
ml, p=0,006). Dimpotriva, concentratiile de superoxid
dismutaza au fost semnificativ mai mari la grupul T1D
si la frati decét la martorii sdnatosi neinruditi (243 (45,3),
157,8 (176,9) si, respectiv, 27,9 (8,7) U/, p<0,001) [15].

Intr-o alta cercetare efectuata de Erciyas F, et al., nivelu-
rile serice de MDA — marker al stresului oxidativ au fost
semnificativ crescute la pacientii cu DZ vs conditionat
sanatosi (p< 0.05), respectiv a prezentat valori mai mari
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in randul celor cu DZ1, metabolic slab controlati (HbAlc
<8%, 1.98+1.47 mol/L), in comparatie cu pacientii cu
DZ bine controlati metabolic ((HbAlc >8%, 1.91+1.16
mol/L), vs grupul de control (0.55+0.35 mol/L) [7].

Iar, Tang W.H. Wilson et al. plecand de la ideea cd hiper-
glicemia determind cresterea SO, care la rdndul sdu este
implicat in cresterea riscului de aparitie a complicatiilor
macrovasculare si microvasculare la pacientii cu DZ1 (in-
terval de varstd 13 - 39 de ani), au apreciat markerii de
SO in 4 momente: I - initiere DCCT (Diabetes Control
and Complications Trial),II - peste 1 an, III - la inche-
ierea DCCT (medie 6,5 ani de tratament) si IV perioa-
da EDIC (Epidemiology of Diabetes Interventions and
Complications). Pentru a se efectua cercetarea a fost selec-
tata o subcohortd aleatorie de 349 de participanti din co-
horta DCCT/EDIC (Diabetes Control and Complications
Trial/Epidemiology of Diabetes
Complications). De asemenea, s-a evaluat asocierea
biomarkerilor de interes cu cazurile de evenimente car-
diovasculare (eveniment in timpul DCCT sau in primii
16 ani de urmarire in EDIC - infarct miocardic, accident
vascular cerebral, deces atribuit BCV, infarct miocardic

Interventions and

subclinic, angind confirmata prin modificari ischemice la
testarea tolerantei la efort sau prin obstructie semnificati-
va la angiografie coronariand sau bypass coronarian. Per
general, s-a demonstrat cd activitatea antioxidantd cres-
cutad (p< 0.05), mai degraba decat markerii diminuati ai
stresului oxidativ, este asociatd cu un risc mai scizut de
BCV in DZI, de asemnea a fost notat faptul ci niciunul
dintre biomarkeri nu s-a imbunitatit in timp odata cu in-
tensificarea controlului glicemic [19].

Deci putem concluziona cd, SO indus de hiperglice-
mie in DZ1, poate fi recunoscut ca o forta motricd, care
pe de o parte stimuleaza activitatea sistemului oxidant,
iar pe de alta parte atenueaza mecanismele antioxidan-
te, si devenind un accelerator cu valenta pozitiva asupra
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dezvoltarii complicatiilor de orice gen, inclusiv si cele de
geneza cardiovasculara.
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