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Α. Γ Ε Ν ΙΚ Ο  Μ Ε Ρ Ο Σ

1 .0  Ε ΙΣ Α Γ Ω Γ Η

1.1 ΕΙΣΑΓΩΓΙΚΕΣ ΕΝΝΟΙΕΣ

Τι είναι ελεύθερες ρίζες; Τα άτομα περιέχουν ένα πυρήνα και ηλεκτρόνια περιστρέφονται 

γύρω απ ' αυτόν, κατά κανόνα σε ζεύγη. Ελεύθερη ρίζα είναι οποιοδήποτε άτομο ή μόριο, το 

οποίο περιέχει ένα ή περισσότερα μονήρη ηλεκτρόνια '.Τ ο  μονήρες αυτό ηλεκτρόνιο αλλάζει 

(αλλοιώνει) την χημική δραστικότητα του ατόμου ή του μορίου, συνήθως κάνοντάς το πιο 

δραστικό από το αντίστοιχο που διαθέτει τα ηλεκτρόνια σε ζεύγος. Εν τούτοις η ακριβής 

χημική δραστικότητα των ελευθέρων ριζών παρουσιάζει τεράστια ποικιλία.

Η ρίζα υδρογόνου, η οποία περιέχει 1 πρωτόνιο και 1 ηλεκτρόνιο, προφανώς μονήρες, (Η , το 

ίδιο όπως το άτομο υδρογόνου), είναι η απλούστερη ελεύθερη ρίζα. Η ακολουθία 

αντιδράσεων των ελευθέρων ριζών, συχνά αρχίζει με απόσπαση Η από άλλα μόρια ( π .χ  κατά 

την υπεροξείδωση των λιπιδίων

Μεγάλη έμφαση έχει δοθεί στην μελέτη των μοριακών μηχανισμών δημιουργίας κα ι δράσης 

των ελευθέρων ριζών στον ανθρώπινο οργανισμό, και η άμεση διαπίστωση είνα ι ότι ο 

οργανισμός, βρίσκεται υπό την άμεση επίδραση του σχηματισμού και της δράσης των 

ελευθέρων ριζών.

Είμαστε εκτεθειμένοι στις ηλεκτρομαγνητικές ακτινοβολίες από το φυσικό περιβάλλον (όπως 

από το ραδόνιο και την κοσμική ακτινοβολία), αλλά και από τις πηγές που οι ίδιοι 

κατασκευάσαμε και χρησιμοποιούμε. Οι χαμηλού μήκους κύματος ηλεκτρομαγνητικές 

ακτινοβολίες (π.χ ο ι ακτίνες γ), μπορούν να διασπάσουν το νερό του οργανισμού, ώστε να 

σχηματισθούν ρίζες υδροξυλίου, ΟΗ . Αυτή η εξαιρετικά δραστική ρίζα, α φ ’ ότου 

σχηματισθεί, αντιδρά χημικά με οτιδήποτε διαθέσιμο υπάρχει γύρω τη ς.1 Α ν και ο χρόνος 

ζωής της είναι απειροελάχιστος, επειδή αντιδρά απ’ ευθείας στο σημείο σχηματισμού της, 

συνήθως το αποτέλεσμα είναι μια αλυσιδωτή διάδοση αντιδράσεων ελευθέρων ριζώ ν *.

Ο ίδιος ο οργανισμός παράγει μια άλλη ρίζα οξυγόνου, το ανιόν του σουπερυπεροξειδίου 

(Ο2 ") που σχηματίζεται με την αναγωγή ενός ηλεκτρονίου στο άτομο του οξυγόνου. Αυτό 

γίνεται τυχαία, από «χημικό ατύχημα» θα λέγαμε, αλλά είναι αναπόφευκτο να  συμβεί, ειδικά 

στις αλυσίδες μεταφοράς ηλεκτρονίων, στα μιτοχόνδρια και κατά την οξείδω ση των 

κατεχολαμινών, για παράδειγμα ’ Το οξυγόνο στην μορφή που το αναπνέουμε, δεν  μπορεί 

να αντιδράσει άμεσα με τα βιολογικά μόρια, και αυτή η χημική του αδράνεια εξηγείτα ι από
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την ηλεκτρονική του δομή. Το μοριακό οξυγόνο από μόνο του είναι μία διπλή ρίζα με ένα 

ασύζευκτο ηλεκτρόνιο σε καθένα από τα δύο εξωτερικά τροχιακά του (σχ. 1). Τα δύο αυτά 

ασύζευκτα ηλεκτρόνια περιστρέφονται γύρω από τον εαυτό τους με την ίδια φορά με 

αποτέλεσμα η στροφορμή τους (spin) να είναι παράλληλη4. Η χημική δραστικότητα που 

αναμενόταν να έχει το μοριακό οξυγόνο ως ελεύθερη ρίζα περιορίζεται από αυτόν ακριβώς 

τον παράλληλο προσανατολισμό των δύο ασύζευκτων ηλεκτρονίων του ( | | ) .  Προκειμένου να 

ζευγαρώσουν τα ηλεκτρόνια αυτά, τα νέα ηλεκτρόνια που δέχεται το οξυγόνο όταν οξειδώνει 

ένα άλλο άτομο ή μόριο, πρέπει να έχουν κι αυτά παράλληλο spin, ώστε να καλύψουν τα 

κενά στα π* τροχιακά 5. Συνήθως όμως τα άτομα ή τα μόρια στο ατομικό ή μοριακό τους 

τροχιακό έχουν ένα ζεύγος ηλεκτρονίων με αντιπαράλληλο spin ( | | )  και έτσι περιορίζεται η 

οξειδωτική ικανότητα του οξυγόνου. Ό ταν το Ο 2 αντιδράσει με άτομα ή μόρια που έχουν 

αντιπαράλληλο spin τότε αυτό έχει την τάση να πάρει ένα μόνο ηλεκτρόνιο. Η αναγωγή όμως 

ενός μόνο ηλεκτρονίου του οξυγόνου είναι δυσμενής, και έτσι περιορίζεται και πάλι η 

οξειδωτική του ικανότητα.

Οι αερόβιοι οργανισμοί χρησιμοποιούν το μοριακό οξυγόνο σαν τελικό αποδέκτη 

ηλεκτρονίων κατά την διεργασία παραγωγής ενέργειας με οξειδωτικό καταβολισμό.

Υπό φυσιολογικές συνθήκες ποσοστό 98% περίπου του αναπνεόμενου οξυγόνου 

υφίσταται πλήρη αναγωγή (τετρασθενής αναγωγή) σε Η 2Ο από τον τελευταίο φορέα της 

αναπνευστικής αλυσίδας των μιτοχονδρίων, την κυτοχρωμική οξειδάση:

Ο 2 + 4Η+ +4e' (κ.ο.) ρ 2 Η 2 Ο

Τα ηλεκτρόνια στην αντίδραση αυτή προέρχονται από την συμμετοχή των προϊόντων 

του καταβολισμού των βασικών συστατικών των τροφών στον κύκλο του Krebs και 

μεταφέρονται στο μοριακό Ο2 σταδιακά και ελεγχόμενα μέσω της αναπνευστικής αλυσίδας 

στην εσωτερική μεμβράνη των μιτοχονδρίων, γεγονός που αποτελεί απαραίτητη προϋπόθεση 

για την παράκαμψη της χημικής αδράνειας του μοριακού Ο 2 , ενώ ταυτόχρονα παράγεται 

ενέργεια από την οξειδωτική φωσφορυλίωση 6. Κατά την διάρκεια αυτής της διαδικασίας 

σχηματίζονται δραστικά ενδιάμεσα προϊόντα, τα οποία παραμένουν σταθερά συνδεδεμένα 

στα ενεργά κέντρα των οξειδοαναγωγικών ενζύμων της αναπνευστικής αλυσίδας με
η

αποτέλεσμα να μην αποτελούν κίνδυνο για το κύτταρο .
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Ένα μικρό ποσοστό, περίπου 2%, του οξυγόνου που φθάνει στα κύτταρα υφίσταται 

σταδιακή μονοσθενή αναγωγή με την πρόσληψη ενός ηλεκτρονίου κάθε φορά.

Η μονοσθενής αναγωγή του Ο2  γίνεται σε θέσεις που δεν συνδέονται με την αναπνευστική 

αλυσίδα. Έ τσι οι ρίζες του οξυγόνου που σχηματίζονται ανεξέλεγκτα δεν είναι συνδεδεμένες 

σε συγκεκριμένες θέσεις και ονομάζονται ελεύθερες ρ ίζες οξυγόνου (ΕΡΟ). Εξ ορισμού οι 

ελεύθερες ρίζες Ο2 φέρουν στην εξωτερική στιβάδα των τροχιακών τους ένα ή περισσότερα 

ασύζευκτα ηλεκτρόνια (δηλαδή ηλεκτρόνια με την ίδια στροφορμή). Το γεγονός αυτό τις 

καθιστά χημικά πολύ δραστικές, διότι έχουν ισχυρή τάση να  ζευγαρώσουν το ασύζευκτο 

ηλεκτρόνιό τους. Επιπλέον εάν αντιδράσουν με μια άλλη ένωση που δεν είναι ελεύθερη ρίζα, 

τότε θα παραχθεί μια νέα ρίζα κ.ο.κ. δημιουργούμενων κατ' αυτόν τον τρόπο αλυσιδωτών
Λ

αντιδράσεων . Οι ΕΡΟ μπορούν να αντιδράσουν με πλήθος βιομορίων (λιπίδια, πρωτεΐνες, 

DNA κ.ά.) και να καταστρέψουν τελικά την φυσιολογική λειτουργία του κυττάρου 9. 

Ενοχοποιούνται σε πλήθος παθολογικών καταστάσεων συμπεριλαμβανομένων και των 

διαδικασιών της γήρανσης και της καρκινογένεσης (πίνακας 1).

Από το προαναφερθέν μικρό ποσοστό του οξυγόνου ( περίπου 2% ) το οποίο φθάνει στα 

μιτοχόνδρια των κυττάρων και υφίσταται την σταδιακή μονοσθενή αναγωγή (ακόμα και υπό 

φυσιολογικές συνθήκες) με την πρόσληψη ενός ηλεκτρονίου κάθε φορά, σχηματίζονται 

δραστικές μορφές (ROS : Reactive Oxygen Species -  σημ 3), όπως ανιόν του σουπεροξειδίου 

Ο2  \  υπεροξείδιο του υδρογόνου Η 2 Ο 2 και ρίζες υδροξυλίου ΗΟ', με αναγωγή ενός, δύο και 

τριών ηλεκτρονίων αντίστοιχα.

To Oi~ το οποίο σχηματίζεται στο πρώτο στάδιο είναι μετρίως δραστικό. Μ εσολαβεί όμως το 

ένζυμο δισμουτάση του υπεροξειδίου (SOD), η οποία απαντάται σχεδόν παντού σ τα  αερόβια 

κύτταρα. Αυτή καταλύει την αντίδραση δύο μορίων O f ’, το ένα εκ των οποίων ανάγεται σε 

Η 2 Ο 2 προσλαμβάνοντας ένα ηλεκτρόνιό, ενώ το άλλο οξειδώνεται σε Ο 2  με παραχώ ρηση 

ενός ηλεκτρονίου.

Το ανιόν υπεροξειδίου αντιδρά κυρίως με πρωτεϊνικά μόρια τα οποία περιέχουν πυρήνες 

σιδήρου -  θείου (4Fe-4S) με αποτέλεσμα την απελευθέρωση δραστικού σ ιδήρου και 

αδρανοποίηση των αντίστοιχων πρωτεϊνών.

Το υπεροξείδιο του υδρογόνου Η 2 Ο 2  ανάγεται περαιτέρω σε Η 2 Ο, προκειμένου να 

αποφευχθεί ο ενδιάμεσος σχηματισμός ρίζας υδροξυλίου Η Ο ' που είναι άκρως δραστική. 

Αυτό επιτυγχάνεται με τη μεσολάβηση ενζύμων, όπως καταλάσες, περοξυδάσες της 

γλουταθειόνης και περοξυρεδοξίνες.
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Έ να ποσοστό Ο ι * αντιδρά με το νιτρικό οξείδιο (NO.) και σχηματίζεται περοξυνιτρίδιο 

(Ο Ν Ο Ο ), το οποίο είναι ισχυρός οξειδωτικός παράγοντας, ικανός να αλλοιώσει συστατικά 

του κυττάρου όπως πρωτεΐνες και DNA ,<κι 10,1 ,ι .

Ο ι αερόβιοι οργανισμοί, στους οποίους η παραγωγή δραστικών μορφών οξυγόνου (ROS) 

(σημ 3) είναι μια συνεχής, φυσιολογική διεργασία (σημ 4), κατορθώνουν και επιβιώνουν της 

παρουσίας των ROS, έχοντας αναπτύξει ιδιαίτερα αποτελεσματικά κυτταρικά και 

εξωκυτταρικά αντιοξειδωτικά συστήματα, υπό τον έλεγχο των οποίων βρίσκεται η "τυχαία" 

(accidentally) (σημ 4), και επομένως βλαπτική παραγωγή ελευθέρων ριζών.

Ό ταν η αντιοξειδωτική ικανότητα των ενδογενών συστημάτων υπερκερασθεί από τον 

σχηματισμό των ΕΡΟ αναπτύσσεται μια κατάσταση γνωστή ως οξειδωτικό stress, κατά την 

οποία εκδηλώνεται η πλήρης έκφραση της υψηλής χημικής δραστικότητας των ελευθέρων 

ριζών, με ανάλογες επιπτώσεις για την επιβίωση του κυττάρου. Καθίσταται επομένως 

πρόδηλος η μεγάλη σημασία της άμυνας αυτής για τη διατήρηση στη ζωή του κυττάρου, και 

προφανής η ανάγκη κατανόησης της δομής και της συγκρότησής της.

(σημ 3) Οι δραστικές μορφές οξυγόνου (reactive oxygen species, ROS) ή δραστικοί μεταβολίτες του οξυγόνου 

(reactive oxygen metabolites, ROM) αποτελούν ένα γενικό όρο, ο οποίος χρησιμοποιείται προκειμένου να 

συμπεριλάβει στις ΕΡΟ (Ο \  , ΗΟ , HO 2 , RO και ROO ) και ορισμένες ουσίες, (HOC1, Ο*, ΟΝΟΟ', Η20 2, 

'θ 2),οι οποίες αν και δεν είναι ρίζες, είναι είτε ισχυροί οξειδωτικοί παράγοντες είτε μετατρέπσνται εύκολα σε 

ελεύθερες ρίζες οξυγόνου.

(σημ 4) Ο σχηματισμός των δραστικών μορφών οξυγόνου στο κύτταρο γίνεται κυρίως με αντιδράσεις 

μεταφοράς ηλεκτρονίων, οι οποίες μπορεί να είναι ενζυμικές η μη ενζυμικές, συνήθως όμως πραγματοποιούνται 

παρουσία κάποιου μεταβατικού μετάλλου. Ο σχηματισμός τους μπορεί να γίνεται είτε «τυχαία» (accidentally) 

είτε για να εξυπηρετήσουν ειδικές μεταβολικές διεργασίες στο ζωικό κύτταρο όντας απαραίτητες στο 

μεταβολισμό ενδογενών και εξωγενών λιπιδίων, στην κυτταρική αναπνοή, στην παραγωγή προσταγλανδινών και 

λευκοτριενίων από το αραχιδονικό οξύ, στην φαγοκυττάρωση, στην θανάτωση των μικροοργανισμών, στην 

ανοσολογική απάντηση ,0. Η παραγωγή και δράση των «ωφέλιμων» ΕΡΟ περιορίζεται κυρίως στο κυτταρικό 

σύστημα που εξυπηρετούν.
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Π ΙΝ Α Κ Α Σ !

Π αθολογικές καταστάσεις σ τις οποίες ενοχοποιείτα ι η  βλαπτική  επ ίδραση  τω ν
ελευθέρω ν ριζώ ν οξυγόνου.

Σύνδρομα ισχαιμίας - επαναιμάτωσης Έμφραγμα του μυοκαρδίου 
Ισχαιμική οξεία νεφρική ανεπάρκεια 
Αγγειακό εγκεφαλικό επεισόδιο 
Εντερική ισχαιμία
Συντήρηση οργάνων για μεταμόσχευση

Αυτοάνοσα νοσήματα Αγγειίτιδες
Ρευματοειδής αρθρίτιδα

Κλινικά σύνδρομα από την επίδραση φαρμάκων, 
τοξινών, και ακτινοβολίας

Ιδιοπαθής αιμοχρωμάτωση 
Αιμοχρωμάτωση μετά από μεταγγίσεις 
Αλκοολική μυοπάθεια 
Ακτινοθεραπεία

Διαταραχές των ερυθρών αιμοσφαιρίων Δρεπανοκυτταρική αναιμία 
Μεσογειακή αναιμία 
Αναιμία Fanconi 
Δηλητηρίαση από μόλυβδο 
Ελονοσία

Παθήσεις των πνευμόνων Εμφύσημα 
Κυστική ίνωση 
ARDS
Δηλητηρίαση από paraquat, νικοτίνη, 
Bleomycin, όζον, SOj, Ν 0 2 
Πνευμονοκονίαση

Καρδιαγγειακές παθήσεις Αθηροσκλήρωση
Καρδιομυοπάθεια από ανθρακυκλίνες 
Αλκοολική μυοκαρδιοπάθεια

Νεφρικές παθήσεις Σπειραματονεφρίτιδες 
Νεφροτοξικότητα από αμινογλυκοσίδες 
Νεφροτοξικότητα από Hg, Pb, Cd 
Πολυκυστική νόσος των νεφρών

Γενικά νοσήματα και καταστάσεις Καρκίνος 
Σηπτικό shock 
Γήρανση του οργανισμού 
Σύνδρομο Down 
Διαβήτης

Παθήσεις των οφθαλμών Καταρράκτης 
Οπισθοφακική ίνωση 
Αμφιβληστροειδοπάθεια

Παθήσεις του νευρικού συστήματος Πάρκινσον
Alzheimer
Μυϊκή δυστροφία του Duchenne 
Σκλήρυνση κατά πλάκας

Νοσήματα του πεπτικού Stress έλκη 
Παγκρεατίτιδα
Βλάβες του ήπατος από Cl4, αλοθάνιο 
Φλεγμονώδη νοσήματα του εντέρου

Νοσήματα του δέρματος Ηορφυρία
Δερματίτιδα εξ επαφής
Βλάβες από ηλιακή και θερμική ακτινοβολία
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1.2 ΑΝΤΙΟΞΕΙΔΩΤΙΚΑ ΣΥΣΤΗΜ ΑΤΑ

- ΟΡΙΣΜΟΙ

Ως αντιοξειδωτική ουσία χαρακτηρίζεται κάθε ουσία, η οποία όταν βρίσκεται σε μικρές 

συγκεντρώσεις σε σχέση με ευοξείδωτες ουσίες, καθυστερεί ή αναστέλλει την οξείδωση 

αυτώ ν". Η δράση τους μπορεί να ασκηθεί με διάφορους τρόπους. Έχουν περιγράφει έξι 

μηχανισμοί δράσης όσον αφορά τον ρόλο τους στην λιπιδική υπεροξείδωση: α) 

απομακρύνουν ή μειώνουν τοπικά την συγκέντρωση του Ο 2 , β) δεσμεύουν τα ιόντα μετάλλων 

που δρουν ως καταλύτες και έτσι προλαμβάνουν την γένεση νέων τοξικών ριζών, γ) 

απομακρύνουν σημαντικές δραστικές μορφές του οξυγόνου, όπως το Ο 2 * και το Η2 Ο 2 , δ) 

καθαρίζουν το κύτταρο από ελεύθερες ρίζες, όπως είναι η ΗΟ 2 , η RO και η ROO , ε) 

διακόπτουν την παραπέρα διάδοση της λιπιδικής υπεροξείδωσης, και στ) αποδιεγείρουν το 

μονήρες οξυγόνο12.

- ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ ΤΩΝ ΕΝΔΟΓΕΝΩΝ ΑΝΤΙΟΞΕΙΔΩΤΙΚΩΝ

Κατά παλαιότερη ταξινόμηση 13 τα ενδογενή αντιοξειδωτικά διακρίνονται σε πρωτογενή 

και δευτερογενή. Τα πρώτα περιλαμβάνουν την δισμουτάση του σουπεροξειδίου, την 

καταλάση, την υπεροξειδάση της γλουταθειόνης, την φωσφολιπιδική υπεροξειδάση της 

γλουταθειόνης, την τρανσφεράση-S της γλουταθειόνης, την DT-διαφοράση, καθώς επίσης και 

τα μικρού μοριακού βάρους μόρια, όπως το ασκορβικό οξύ, την α-τοκοφερόλη, την 

γλουταθειόνη, το β-καροτένιο και το ουρικό οξύ. Στα πρωτογενή αντιοξειδωτικά 

περιλαμβάνονται, λόγω της ικανότητάς τους να συνδέονται με μεταβατικά μέταλλα, οι 

λευκωματίνες του ορού, η σερουλοπλασμίνη, η τρανσφερίνη και η φερριτίνη. Στα 

δευτερογενή ανήκουν τα συστήματα επιδιόρθωσης ή πλήρους αποδόμησης των 

προσβληθέντων από τις ελεύθερες ρίζες πρωτεϊνών, λιπιδίων και πυρηνικών οξέων.

Έ νας δεύτερος τρόπος διάκρισης των ενδογενών αντιοξειδωτικών αναγνωρίζει τέσσερις 

γραμμές αντιοξειδωτικής ά μ υ να ς |4.

Στην πρώτη γραμμή άμυνας ανήκουν τα αντιοξειδωτικά πρόληψης (preventive 

antioxidants), τα οποία προλαμβάνουν και καταστέλλουν τον σχηματισμό των ΕΡΟ. Η 

κατηγορία αυτή περιλαμβάνει: α) ένζυμα, όπως η δισμουτάση του σουπεροξειδίου, που 

καταλύει την αντίδραση οξείδωσης δύο μορίων Ο 2 προς Η 2 Ο2 , β) ένζυμα, τα οποία διασπούν 

τα οργανικά υδροϋπεροξείδια και το Η2 Ο 2 σε αλκοόλη και νερό αντίστοιχα, όπως είναι η 

καταλάση, η υπεροξειδάση της γλουταθειόνης, η φωσφολιπιδική υπεροξειδάση της
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γλουταθειόνης και η τρανσφεράση-S της γλουταθειόνης, γ) η αλβουμίνη, η 

σερουλοπλασμίνη, η τρανσφερίνη και η φερριτίνη, δ) λιπόφιλα μόρια, όπως τα β-καροτένια, 

και ε) η DT-διαφοράση, ένα ένζυμο το οποίο προκαλεί αναγωγή δύο ηλεκτρονίων σε 

ενδογενή και εξωγενή κινονοειδή μόρια, προλαμβάνοντας την παραγωγή ελευθέρων ριζών 

από την παραπέρα αυτοοξείδωση των μορίων αυτών.

Η δεύτερη γραμμή άμυνας περιλαμβάνει αντιοξειδωτικά που διακόπτουν την παραπέρα 

εξέλιξη της λιπιδικής υπεροξείδωσης, όπως είναι: α) τα υδρόφιλα μόρια ασκορβικό οξύ, 

ουρικό οξύ, χολερυθρίνη και γλουταθειόνη, και β) τα λιπόφιλα μόρια α-τοκοφερόλη και η 

ουβικινόλη των κυτταρικών μεμβρανών.

Η τρίτη γραμμή άμυνας περιλαμβάνει τα ένζυμα που επιδιορθώνουν τα τροποποιημένα 

από τις ΕΡΟ βιομόρια, όπως είναι: η φωσφολιπάση Αο, πρωτεολυτικά ένζυμα (πρωτεάσες και 

πεπτιδάσες), και ένζυμα επιδιόρθωσης του DNA (νουκλεάσες).

Ως τέταρτη γραμμή άμυνας θεωρείται η ιδιότητα των ζώντων οργανισμών να 

προσαρμόζονται σε καταστάσεις αυξημένης παραγωγής ΕΡΟ, σχηματίζοντας και 

μεταφέροντας στον κατάλληλο τόπο αντιοξειδωτικά κατάλληλης λειτουργίας.

Οι H alliwell15 και Gutteridge16 έχουν προτείνει μια άλλη ταξινόμηση των 

αντιοξειδωτικών με όρους κυτταρικής τοπογραφίας. Κ ατ’ αυτήν τα ενδογενή αντιοξειδωτικά 

διακρίνονται σε: α) ενδοκυττάρια, β) εξωκυττάρια και γ) αντιοξειδωτικά των κυτταρικών 

μεμβρανών.

- ΙΔΙΑΙΤΕΡΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ ΤΗΣ ΑΝΤΙΟΞΕΙΔΩΤΙΚΗΣ ΑΜ ΥΝΑΣ

Από τα προεκτεθέντα καθίσταται φανερό ότι δεν υπάρχει ένα γενικό αντιοξειδωτικά 

ικανό να προστατεύει συλλήβδην από όλες τις ROS, αλλά πολλά αντιοξειδωτικά που το 

καθένα δρα προστατευτικά κατά περίπτωση. Θα πρέπει, επίσης, να  σημειωθεί ότι η σύσταση 

της αντιοξειδωτικής άμυνας διαφέρει από τον ένα ιστό στον άλλο και από κύτταρο σε 

κύτταρο . Τα εξωκυττάρια υγρά έχουν διαφορετική αντιοξειδιοτική άμυνα από αυτήν που 

υπάρχει στον ενδοκυττάριο χώρο και στις κυτταρικές μεμβράνες. Σήμερα είναι καλά γνωστό 

ότι τα μείζονα ενδοκυττάρια αντιοξειδωτικά συστήματα είναι τα ένζυμα σουπεροξειδική 

δισμουτάση, καταλάση και περοξειδάση της γλουταθειόνης ,8. Εξωκυττάρια υγρά, όπως το 

πλάσμα του αίματος, το υγρό των ιστών, το εγκεφαλονωτιαίο υγρό (ΕΝΥ), το αρθρικό υγρό 

και το σπερματικό υγρό επιδεικνύουν ελάχιστη ή καθόλου δραστηριότητα καταλάσης, και 

χαμηλές δραστηριότητες σουπεροξειδικής δισμουτάσης και σελήνιο-εξαρτώμενης
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περοξειδάσης της γλουταθειόνης. Έ τσ ι τα ένζυμα αυτά συνεισφέρουν πολύ λίγο στην 

αντιοξειδωτική άμυνα των εξωκυτταράυν υγρών ,9. Η άμυνα αυτή εκφράζεται κυρίως με την 

δράση ουσιών, όπως της τρανσφερίνης, λακτοφερίνης, αλβουμίνης, σερουλοπλασμίνης, 

χολερυθρίνης, βλέννης, ουρικού οξέως, ασκορβικού οξέως και ενδεχομένως και άλλων.

Το εγκεφαλονωτιαίο υγρό (ΕΝΥ) περιέχει μικρές ποσότητες τρανσφερίνης, αλβουμίνης ή 

σερουλοπλασμίνης αλλά παρουσιάζει υψηλές συγκεντρώσεις ασκορβικού οξέως (περίπου 10 

φορές υψηλότερες του πλάσματος) και επίσης περιέχει ουρικό οξύ. Το αρθρικό υγρό, ομοίως, 

έχει χαμηλότερες σε σχέση με το πλάσμα συγκεντρώσεις αλβουμίνης, τρανσφερίνης και 

σερουλοπλασμίνης, ενώ το υγρό των πνευμονικών κυψελίδων παρουσιάζει χαμηλή 

περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες, αλλά εμφανίζει υψηλές συγκεντρώσεις ασκορβικού οξέως και 

πιθανόν, σε αντίθεση με τα άλλα εξωκυττάρια υγρά, περιέχει σημαντικές ποσότητες 

γλουταθειόνης . Το σπερματικό υγρό φαίνεται να έχει πτωχή αντιοξειδωτική ικανότητα αν 

και χρειάζεται να  γίνουν περισσότερες μελέτες στο θέμα αυτό .

Οι κυτταρικές μεμβράνες επίσης επιδεικνύουν ιδιαίτερη αντιοξειδωτική άμυνα, η οποία 

εκφράζεται με ουσίες όπως η α-τοκοφερόλη (βιτ Ε), τα β-καροτένια (βιτ Α) και η ουβικινόλη- 

10.
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1.3 Π Ε Ρ ΙΓ Ρ Α Φ Η  ΤΩ Ν  Κ Υ ΡΙΟ Τ Ε ΡΩ Ν  Α Ν Τ ΙΟ Ξ Ε ΙΔ Ω Τ ΙΚ Ω Ν .

ΕΝ ΖΥ Μ ΙΚ Α  Α Ν Τ ΙΟ Ξ Ε ΙΔ Ω Τ ΙΚ Α  ΣΥ ΣΤ Η Μ Α Τ Α

1- Δισίίουτάσεε του σουπεοο£ειδίου (SODs).

Η δισμουτάση του σουπεροξειδίου (Μ.Β. περίπου 32000 daltons) έχει ανιχνευθεί σε 

όλους σχεδόν τους αερόβιους οργανισμούς. Η SOD καταλύει την μετατροπή του ανιόντος 

του σουπεροξειδίου σε υπεροξείδιο του υδρογόνου και σε οξυγόνο, δείχνοντας εξειδίκευση 

μόνο για το υπόστρωμα Ο '

2 Ο 2 + 2 Η +-----522------ ^  η 20 2 + 0 2

Πρόκειται για αντίδραση η οποία μπορεί να λάβει χώρα αυτόματα και χωρίς την βοήθεια 

του ενζύμου, σε στενή όμως εξάρτηση από το pH του διαλύματος (ευνοϊκότερο ρΗ=7,4)" ’ . 

Η SOD αυξάνει τον ενδοκυττάριο ρυθμό της αντίδρασης κατά 10.000 φορές γιατί 

παρακάμπτει την ηλεκτροστατική άπωση των αρνητικά φορτισμένων υπεροξειδικών 

ανιόντω ν24. Με την δράση τους αυτή οι SODs εξουδετερώνουν το Ο "2 και έτσι αποφεύγονται 

εκτεταμένες βλάβες στα βιομόρια. Γ ι’ αυτό θεωρούνται ένζυμα απαραίτητα για την ανάπτυξη 

της αερόβιας ζωής, γεγονός που εξηγεί την παρουσία τους σε όλα τα ζωικά κύτταρα. 

Ορισμένοι ιστοί, μάλιστα, όπως το ήπαρ, οι νεφροί και τα επινεφρίδια, περιέχουν σχετικά 

μεγαλύτερες ποσότητες των ενζύμων αυτών 25.

Στα ζωικά κύτταρα έχουν βρεθεί δύο διαφορετικές μορφές του ενζύμου. Η μ ία  περιέχει 

χαλκό και ψευδάργυρο (Cu/Zn- SOD) και ανιχνεύεται κυρίως στο κυτοδιάλυμα, ενώ  η άλλη 

έχει μαγγάνιο (Mn-SOD) και ανιχνεύεται κυρίως στα μιτοχόνδρια 26. Έ νας άλλος τύπος ο 

οποίος περιέχει σίδηρο έχει ανιχνευτεί σε πολλά βακτηρίδια. Ό λα αυτά τα ένζυμα παρά τις 

διαφορές τους στα μέταλλα και στην αλληλουχία των αμινοξέων, καταλύουν την ίδια 

αντίδραση με την ίδια ταχύτητα. Η M n-SOD και η Fe-SOD έχουν ομοιότητες στην 

αλληλουχία των αμινοξέων, ενώ η Cu/Zn-SOD διαφέρει. Ν α σημειωθεί ότι ο  Ζη δεν 

συμμετέχει στην καταλυτική αντίδραση, αλλά μόνον στην σταθεροποίηση του ενζύμου 22. Η 

βιοσύνθεση των Cu/Zn-SOD και Fe-SOD είναι συνεχής, ενώ της M n-SOD, ο ρόλος της 

οποίας φαίνεται να είναι σημαντικός στην προστασία των μιτοχονδρίων από το οξειδω τικό 

stress, επαγόμενη. Η SOD έχει βραχύ χρόνο ημιζωής στο αίμα (4-5 min), γεγονός που 

περιορίζει την δυνατότητα θεραπευτικής της χρησιμοποίησης in vivo. In vitro όμω ς, έχουν 

γίνει με επιτυχία πειράματα21.
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Πρόσφατα περιγράφεται και εξωκυττάρια SOD (EC- SOD), η οποία, αν και περιέχει στο 

μόριό της Cu και Ζη διαφέρει από την ενδοκυττάριο Cu/Zn-SOD κατά το ότι έχει υψηλότερο 

μοριακό βάρος (περίπου 135000), και κατά το ότι εμφανίζει συνδεδεμένες μορφές 

υδατανθράκων “ . Ο βιολογικός της ρόλος δεν είναι απόλυτα διευκρινισμένος. Φαίνεται ότι η 

EC-SOD εν μέρει τουλάχιστον συνδέεται με ηπαρίνη, πολύ πιθανόν δε in vivo να 

συσχετίζονται με την επιφάνεια των ενδοθηλιακών κυττάρων λειτουργώντας ως 

προστατευτικό αντιοξειδωτικό στρώμα πάνω στα κύτταρα. Έ τσι η EC-SOD ελαττώνοντας τη 

συγκέντρωση του θ  ' στο πλάσμα του αίματος, ελαττώνει και την ταχύτητα σχηματισμού του 

υπεροξυνιτρώδους (ΟΝΌΟ ) που σχηματίζεται από το NO και το Ο ' και κατ’ αυτόν τον 

τρόπο αυξάνεται ο χρόνος ημιζωής του μονοξειδίου του αζώτου 29. To NO, ως γνωστόν, έχει 

ταυτοποιηθεί ως ο «ενδοθηλιοπαραγόμενος παράγοντας χάλασης» (ERDF), ο οποίος 

παρουσιάζει αγγειοδιασταλτική δράση, αναστέλλει την συγκόλληση των αιμοπεταλίων και 

υπάρχουν ενδείξεις ότι δρα και ως αντιοξειδωτικό (σημ 5). Οι εξωκυττάριες SODS έχουν 

ανιχνευθεί συνδεδεμένες στην επιφάνεια των κυττάρων πολλών ιστών, ώστε ο όρος 

«εξωκυττάριος» να μην υποδηλώνει στην πραγματικότητα την υπό την τρέχουσαν έννοια, 

αυστηρά εξωκυττάρια χωροθέτηση των ενζύμων αυτών.

2 . - Καταλάσες

Οι καταλάσες, όπως και οι υπεροξειδάσες της γλουταθειόνης, είναι τα κυρίαρχα ένζυμα 

στη ρύθμιση των επιπέδων Η 2 Ο 2 μέσα στα κύτταρα. Καταλύουν την αντίδραση:

2 Η20 2·-1αλάσ·,ί  0 2 + 2 Η20
Έ χουν ανιχνευθεί σε όλους σχεδόν τους αερόβιους οργανισμούς. Οι υψηλότερες 

συγκεντρώσεις παρατηρήθηκαν στο ήπαρ και στα ερυθροκύτταρα, ενώ χαμηλότερες έχουν 

βρεθεί στον εγκέφαλο, καρδιά και μυς 31. Ανευρίσκονται σε μεγάλες ποσότητες στα 

υπεροξυσωμάτια, τα οποία είναι κυστίδια διαμέτρου 0,25-0,5 μπι που περιβάλλονται από μια 

απλή μεμβράνη και εντοπίζονται στο κυτόπλασμα. Στα υπεροξυσωμάτια βρίσκονται επίσης 

τα ένζυμα οξειδάση του ουρικού, οξειδάση των D-αμινοξέων και οξειδάση των υδροξυοξέων. 

Στις αντιδράσεις που καταλύονται από τα ένζυμα αυτά παράγεται Η20 2, η γειτνίασή τους 

όμως με την καταλάση εξασφαλίζει την γρήγορη και αποτελεσματική διάσπαση του 

επικίνδυνου υπεροξειδίου του υδρογόνου 6.



π

Οι mo πολλοί τύποι καταλάσης αποτελούνται από τέσσερις υπομονάδες με ένα μόριο 

αίμης [Fe(III)- πρωτοπορφυρίνη] στην ενεργό περιοχή κάθε υπομονάδας. Μ όνο το 

τετραμερές είναι ενεργό, ενώ η διάσπαση σε υπομονάδες συνεπάγεται και απώλεια της 

ενεργητικότητας του ενζύμου. Η σταθεροποίηση της ενεργού περιοχής της κάθε υπομονάδας 

διασφαλίζεται από την παρουσία ενός στενά συνδεδεμένου με αυτήν μορίου NADPH. Ο με 

διάφορους τρόπους διαχωρισμός του NADPH από τις τέσσερις υπομονάδες έχει σαν 

αποτέλεσμα την αδρανοποίηση του ενζύμου Κατά τις αντιδράσεις, στις οποίες λαμβάνει 

μέρος, το ένζυμο χρησιμοποιεί το μόριο του Η 2 Ο 2 τόσο ως δότη όσο και ως δέκτη 

ηλεκτρονίων

Συνεπώς, το ένα μόριο Η 2 Ο 2 οξειδώνεται με δύο ηλεκτρόνια σε C>2 , ενώ ταυτόχρονα το άλλο 

ανάγεται με δύο ηλεκτρόνια σε Η 2 Ο. Δεδομένης της εντόπισης του ενζύμου στα 

υπεροξυσωμάτια, παραμένει αδιευκρίνιστος ο ρόλος του ως αντιοξειδωτικού για το 

κυτοδιάλυμα. Ωστόσο υπάρχουν ενδείξεις ότι υφίσταται και μη υπεροξυσωματική καταλάση, 

εντοπιζόμενη κυρίως στο ήπαρ 32.

3- ΥπεοοΕειδάσεα ττic γλουταθειόντκ (glutathione peroxidase. G pv )

Χα ένζυμα αυτά καταλύουν την αντίδραση αναγωγής του Η 2 Ο 2 με GSH σε Η 2 Ο, καθώς 

και την αντίδραση των υδροϋπεροξειδίων (ROOH) με την αναχθείσα γλουταθειόνη (G SH ), 

ROOH + 2GSH GP> ( ROH + GSSG + Η20  

Η20 2 + 2GSH — --->GSSG + 2Η20

Οπότε σχηματίζονται οξειδωμένη γλουταθειόνη και αλκοόλες ως προϊόν αναγω γής του 

υδροϋπεροξειδίου.

- σημ 5. Κατά τα φαινόμενα ισχαιμίας / επαναιμάτωσης αν και η παραγωγή NO αυξάνεται κατά την 
επαναιμάτωση, φαίνεται τελικά ότι όχι μόνο δεν μπορεί να ασκήσει την προστατευτική του δράση, αλλά και σε 
πολλές περιπτώσεις δρα τοξικά αντιδρώντας με το 0 ' 2:

Ο 2 + NO —► ΟΝΟΟ' + Η+ —► ΟΝΟΟΗ —► ΟΗ + Ν 0 2 
Έτσι όχι μόνον εξαλείφεται το NO, αλλά ταυτόχρονα παράγονται τα εξαιρετικά τοξικά ΟΝΟΟΗ και ΟΗ 30
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Το ένζυμο δείχνει σχεδόν απόλυτη ειδικότητα όσον αφορά στον δότη του ατόμου 

υδρογόνου, που μπορεί να είναι μόνο η GSH, όχι όμως για το υδροϋπεροξείδιο, που μπορεί 

να είναι από το υπεροξείδιο του υδρογόνου έως τα λιποϋδροϋπεροξείδια 33. Προφανώς το 

υπεροξείδιο του υδρογόνου αποτελεί κατάλληλο υπόστρωμα τόσο για την καταλάση όσο και 

για την υπεροξειδάση της γλουταθειόνης, γεγονός που αποδίδεται στην κατανομή των δύο 

αυτών ένζυμων στους ίδιους υποκυτταρικούς χώ ρους34.

Σε φυσιολογικές συνθήκες η GPx αναγεννάται με την αναγωγή της GSSG που 

καταλύεται από την GSSG- οξειδορεδουκτάση, η οποία δρα μόνο παρουσία NADPH και 

βρίσκεται στις ίδιες θέσεις που βρίσκεται η GPx.

Ο μηχανισμός, με τον οποίο καταλύουν την μετατροπή του υποστρώματος δεν είναι καλά 

γνωστός και μά)>λον είναι πολύπλοκος. Φαίνεται ότι τα υδροϋπεροξείδια (ROOH) πρέπει 

πρώτα να διασπαστούν υδρολυτικά από τα φωσφολιπίδια των κυτταρικών μεμβρανών με τη 

δράση της φωσφολιπάσης Ατ. Στον κύκλο των αντιδράσεων συμμετέχουν η GSH, η 

αναγωγάση της γλουταθειόνης, και το NADPH που προέρχεται από την μεταβολική οδό των 

φωσφορικών πεντοζών. Κατά τις αντιδράσεις αυτές η γλουταθειόνη αναγεννάται35.

Η δράση των ενζύμων αυτών, τα οποία ανακαλύφθηκαν το 1957 από τον Mills, ασκείται 

κυρίως στο κυτοδιάλυμα. Το μοριακό τους βάρος κυμαίνεται από 76.000- 100.000 και το 

μόριό τους αποτελείται από τέσσερις όμοιες υπομονάδες (τετραμερές), σε κάθε μια από τις 

οποίες υπάρχει ένα άτομο σεληνίου (Se) συνδεδεμένο με ένα υπόλειμμα κυστεΐνης της 

ενεργού περιοχής (34) Υψηλή δραστηριότητα του ενζύμου βρέθηκε στο ήπαρ, στα 

ερυθροκύτταρα και στους νεφρούς, σχετικά δε χαμηλότερη στους μυς, στους πνεύμονες και 

στον εγκέφαλο.

Την τελευταία δεκαπενταετία βρέθηκε στα θηλαστικά ένα ένζυμο διαφορετικό από την 

κλασσική υπεροξειδάση της γλουταθειόνης. Η PH-GPx (phospholipid hydroperoxide 

glutathione peroxidase- φωσφολιπιδική υδροϋπεροξειδική υπεροξειδάση της γλουταθειόνης) 

μπορεί και καταλύει την αναγωγή των λιπιδικών υδροϋπεροξειδίων στις θέσεις παραγωγής 

τους, δηλαδή στις εσωτερικές δομές των κυτταρικών μεμβρανών, χωρίς να χρειάζεται η
Λ *

υδρολυτική διάσπασή τους από τα φωσφολιπίδια . Συνεπώς η συνήθης GPx φαίνεται ότι 

είναι υπεύθυνη κυρίως για την αναγωγή του Η2 Ο2 στο υδρόφιλο περιβάλλον του 

κυτοπλάσματος και των μιτοχονδρίων.

Επίσης, από το ήπαρ και τους νεφρούς απομονώθηκε ένα άλλο ένζυμο, το οποίο δεν 

χρειάζεται σελήνιο για να δράσει. Το ένζυμο αυτό αναφέρεται ως μη σεληνοεξαρτώμενη Gpx
17

και ανάγει αποκλειστικά τα ROOH
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4- Τοανσωεοάσεα -  S tt̂ c νλουταθειόντκ (glutathione -S- transferases: GSTs).

Καταλύουν κυρίως την σύζευξη της GSH με ηλεκτρονιόφχλες εξωγενώς χορηγούμενες 

ουσίες ή με ένα ηλεκτρονιόφιλο μεταβολίτη, διαδραματίζοντας σημαντικό ρόλο στην
70

απομάκρυνση από τον οργανισμό εξωγενώς χορηγουμένων ηλεκτρονιόφιλων ουσιών 

Απομονώθηκαν στο κυτόπλασμα, στα μιτοχόνδρια, στο ενδοπλασματικό δίκτυο και στην 

κυτταρική μεμβράνη ηπατικών κυττάρων επίμυος. Ορισμένες από αυτές ενεργούν όπως και 

οι υπεροξειδάσες της γλουταθειόνης, ανάγουν δηλαδή τα ROOH στις αντίστοιχες αλκοόλες, 

όχι όμως και το Η 2 Ο2 39.

r
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Μ Η  ΕΝ ΖΥ Μ ΙΚ Α  Α Ν Τ ΙΟ Ξ Ε ΙΔ Ω Τ ΙΚ Α  ΣΥ ΣΤΗ Μ Α ΤΑ

Στα συστήματα αυτά ανήκουν λιπόφιλες και υδρόφιλες αντιοξειδωτικές ουσίες όπως 

είναι η α-τοκοφερόλη, το ασκορβικό οξύ, το β-καροτένιο («αντιοξειδωτικές βιταμίνες» σχ. 1), 

το ουρικό οξύ, η γλυκόζη, η αλβουμίνη, η τρανσφερίνη, η λακτοφερίνη, η απτοσφαιρίνη, η 

αιμοπεξίνη, θειόλες, μεταξύ των οποίων η GSH, η ουμπικινόλη και η βιλιρουβίνη. Σε πολλές 

περιπτώσεις τα συστήματα αυτά συνεργάζονται με τα προηγούμενα, με αποτέλεσμα την 

αναγέννηση των συμμετεχόντων μορίων χωρίς την παραγωγή νέων ριζών. Στη συνέχεια 

γίνεται αναφορά στα κυριότερα εξ αυτών.

1- Α -τοκοω εοόλυ (g-Toc-O H )

Είναι το πλέον δραστικό χημικά και βιολογικά ισομερές της βιταμίνης Ε και εντοπίζεται 

στις κυτταρικές μεμβράνες και στις λιποπρωτεΐνες. Φέρει στο μόριό της μια υδροξυλομάδα 

(σχ. 1), της οποίας το άτομο του υδρογόνου αποσπάται εύκολα, και έτσι οι ρίζες που 

σχηματίζονται ως ενδιάμεσα προϊόντα κατά την υπεροξείδωση των λιπαρών οξέων 

αντιδρούν εκλεκτικά με την α-Toc-OH και μετατρέπονται σε λιπουδροϋπεροξείδια 

τερματιζομένης της αλυσιδωτής αντίδρασης και αναστελλομένης κατ’ αυτόν τον τρόπο της 

λίαν επικίνδυνης λιπιδικής υπεροξείδωσης 4<ΜΙ:

LOO + Vit Ε-ΟΗ — ► LOOH + V it.E -0 '

Σ Χ Η Μ Α  1.
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Η α-τοκοφερόλη μετατρέπεται στην ακίνδυνη α-τοκοφερυλική ρίζα (V it.E -O '), η 

οποία είναι υδατοδιαλυτή και μετεφέρεται στην επιφάνεια της κυτταρικής μεμβράνης ή στο 

κυτοδιάλυμα. Σε υδρόφιλο περιβάλλον η Vit.E αναγεννάται καθώς η α-τοκοφερυλική ρίζα 

αντιδρά με το ασκορβικό οξύ, το οποίο μετατρέπεται σε ασκορβυλική ρίζα (A H '), που είναι 

σχετικά αδρανής και ακίνδυνη για τον οργανισμό. Η ρίζα αυτή αναγεννάται σε ασκορβικό 

οξύ από την NADH-ρεδουκτάση 42-43.

Η περιεκτικότητα των LDL λιποπρωτεϊνών του πλάσματος σε α-τοκοφερόλη αποτελεί 

δείκτη της άμυνάς τους στην υπεροξείδωση των λιπιδίων και συνεπώς της άμυνας έναντι 

της αθηροσκληρωτικής διαδικασίας.

Πρόσφατες ερευνητικές εργασίες έδειξαν ότι ο χρόνος καθυστέρησης (lag tim e) στην in 

vivo με ιόντα Cu2+ οξείδωση των LDL λιποπρωτεϊνών, που προέρχονται από το πλάσμα 

αίματος του ιδίου ατόμου, μετά από εμπλουτισμό τους με διαφορετικές συγκεντρώσεις α- 

τοκοφερόλης, παρουσίαζε θετική συσχέτιση με την ποσότητα α-τοκοφερόλης που είχε 

ενσωματωθεί σ ’ αυτές 44.

Οι τοκοφερόλες εκτός από την δράση τους ως εκκαθαριστών ριζών, αντιδρούν με το 

μονήρες οξυγόνο (singlet oxygen) και το αδρανοποιούν 45. Π ιστεύεται ότι συγκεντρώσεις α- 

τοκοφερόλης υψηλότερες των φυσιολογικών ενδέχεται να  προωθούν την οξείδω ση των 

λιπαρών οξέων και να προκαλούν τον σχηματισμό λιποξυ-ριζών 46.

Παρόμοιου τύπου προστασία με αυτήν της α- τοκοφερόλης έχει αποδοθεί στο T rolox, το 

οποίο είναι ένα υδροφιλικό ανάλογο της βιταμίνης Ε 107

2- Α σκορβικό οξύ (β ιταμ ίνη  C)

Η βιταμίνη αυτή (σχ. 1) αποτελεί το υδατοδιαλυτό σύστημα παροχής και μεταφοράς 

ηλεκτρονίων στο κυτόπλασμα και στο εξωκυττάριο υγρό. Οι συγκεντρώσεις της στο 

πλάσμα υγιών ατόμων κυμαίνονται από 50-200 μΜ. Π αρουσιάζει πολλαπλές 

αντιοξειδωτικές δράσεις (πίνακας 2 ) 47’48’49’50,51'

Το ασκορβικό οξύ σε συνδυασμό με δισθενή ή τρισθενή σίδηρο, μπορεί να παρουσιάσει 

ισχυρές προοξειδωτικές ιδιότητες, διεγείροντας έντονα την λιπιδική υπεροξείδω ση. Η 

ασκορβυλική ρίζα που προκύπτει, αν δεν αναγεννηθεί από την NADH- αναγω γάση του 

ασκορβικού, μπορεί να  ανάγει ένα άλλο ιόν τρισθενούς σιδήρου, ενώ παράλληλα 

σχηματίζεται επίσης υπεροξείδιο του υδρογόνου. Παρά την ασφαλή, και σε υψ η λές ακόμα 

δόσεις, χορήγησή της σε υγιή άτομα, γεγονός που υπογραμμίζει τον σημαντικό 

αντιοξειδωτικό της ρόλο στα άτομα αυτά, η χορήγησή της σε παθολογικές καταστάσεις



16

όπως η υπερφόρτιση με σίδηρο, για τους εκτεθέντες λόγους θα πρέπει να γίνεται με 

προσοχή 52.

ΠΙΝΑΚΑΣ 2________________________________________________________________________
Α ντιο£ειδωτικτί δράση του ασκοοΒικού ο&έθ£

Εκκαθαριστής του Ο' -: και του Η θ' 2.

Εκκαθαρίζει τις υδατοδιαλυτές περοξυλικές ρίζες (RO\), όπως επίσης και τις θειΐλικές και τις 

σουλφενυλικές.

«Επανορθώνευ» και έτσι παρεμποδίζει τις βλάβες από τις ρίζες που παράγσνται από την επίδραση του 

ΗΟ' στο ουρικό οξύ.

Μειώνει τις καρκινογόνες νιτροζαμίνες σε αδρανή προϊόντα.

Ισχυρός εκκαθαριστής του HOC1 και δυνητικά, υπόστρωμα του ενζύμου μυελούπεροξειδάση. 

Αναστέλλει την λιπιδική υπεροξείδωση από την δράση αιμοσφαιρίνης / μυοσφαιρίνης- Η2Ο2, και 

παρεμποδίζει την διάσπαση της αίμης και απελευθέρωση ιόντων Fe, οξειδούμενο κατά προτεραιότητα 

από τις φερυλλικές πρωτεΐνες.

Ισχυρός εκκαθαριστής του μονήρους 0 2 σε υδατικά διαλύματα.

Αναγεννά την α-τοκοφερόλη.

Εκκαθαριστής των λίαν επικίνδυνων υδροξυλικών ριζών.

Προστατεύει τα λιπίδια του πλάσματος από την υπεροξείδωση συνεπεία της δράσης των 

ενεργοποιημένων ουδετερόφιλων.

Δρα προστατευτικά έναντι των οξειδωτικών ουσιών του καπνού του τσιγάρου

3- Κ αροτενοειδή

Τα καροτενοειδή  (σχ. 1), απαντώνται στον ανθρώπινο οργανισμό σε συγκεντρώσεις 

χαμηλότερες από εκείνες των τοκοφερολών. Η καλή διαλυτότητα που παρουσιάζουν, τους 

επιτρέπει να  προστατεύουν υδρόφοβα μόρια, τα οποία δεν είναι προσεγγίσιμα από τις 

τοκοφερόλες53. Το λυκοπένιο, το πλησιέστερο πρόδρομο μόριο του β-καροτενίου, αποτελεί 

τον αποτελεσματικότερο βιολογικό εκκαθαριστή του μονήρες οξυγόνου, καθώς ένα μόριο 

λυκοπενίου μπορεί να απενεργοποιήσει εκατοντάδες μόρια μονήρους Ο 2 με ένα μηχανισμό 

φυσικής απόσβεσης54. Το β-καροτένιο παρουσιάζει ασθενέστερη δράση 55.

Σε μεγάλη πολυκεντρική μελέτη διαπιστώθηκε ότι τα β-καροτένια δρουν προστατευτικά 

όσον αφορά στην εκδήλωση εμφράγματος του μυοκαρδίου, περιορίζοντας την 

υπεροξείδωση των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων56. Η σύνοψη, εξάλλου, των 

αποτελεσμάτων κλινικών δοκιμών με μεγάλο αριθμό ασθενών, περισσοτέρων τω ν 1000 η 

καθεμία, με προδιαθεσικούς παράγοντες για τη εμφάνιση στεφανιαίας νόσου, στους
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οποίους χορηγήθηκαν βιταμίνη Ε σε δόση 30-50 mg ημερησίως και β-καροτένια σε δόση 

20-50 mg ημερησίως, ανέδειξε σημαντική μείωση κατά 17-29% της συνολικής 

θνησιμότητας από στεφανιαία νόσο, μετά από μακρά παρακολούθηση, μεγαλύτερη των 6
, 57ετών .

4- Α πτοσφαιρίνες, α ιμοπεξίνη

Η αιμοσφαιρίνη, όπως επίσης και η μυοσφαιρίνη, μπορούν να επιταχύνουν την οξείδωση 

των λιπιδίων. Η αντίδραση του δακτυλίου της αίμης με ισομοριακές συγκεντρώσεις Η 2 Ο 2  

παράγει δραστικές μορφές, πιθανώς φερυλλικές, ο σχηματισμός των οποίων μπορεί να  

οδηγήσει σε λιπιδική υπεροξείδωση58. Σε μια άλλη περίπτωση η περίσσεια Η 2 Ο2  δυνατόν να 

προκαλέσει αποδόμηση των δακτυλίων της αίμης απελευθερώνοντας ιόντα σιδήρου, τα οποία 

είναι ικανά να διεγείρουν την παραγωγή ΟΗ και συνεπώς να προάγουν την υπεροξείδωση 

των λιπιδίων 59. Αυτή καθ’ εαυτή η αίμη, η οποία απελευθερώνεται από τις προσβεβλημένες 

αιμοπρωτείνες, είναι επίσης ένας ισχυρός οξειδωτικός παράγοντας.

Η σύνδεση της αιμοσφαιρίνης με τις αιμοσφαιρινο-δεσμευτικές πρω τεΐνες του 

πλάσματος απτοσφαιρίνες ή της αίμης με την αιμοπεξίνη , ελαττώνει την αποτελεσματικότητα 

αυτών των συμπλόκων του σιδήρου. Τα συμπλέγματα αιμοσφαιρίνης -  απτοσφαιρίνης και 

αίμης -  αιμοπεξίνης, εκκαθαρίζονται ταχέως από την κυκλοφορία60. Α δυναμία 

απομάκρυνσης της αιμοσφαιρίνης, όπως π.χ. στην υποαπτοσφαιριναιμία, πιστεύεται ότι
7 Ο

μπορεί να οδηγήσει σε βλάβη του εγκεφάλου .

5- Α λβουμίνη

Η αλβουμίνη δεσμεύει ισχυρώς τα ιόντα μονοσθενούς χαλκού και ασθενώς τα ιόντα 

δισθενούς σιδήρου.

Τα δεσμευμένα στο μόριό της ιόντα μονοσθενούς χαλκού, μπορούν να  συμμετέχουν στην 

αντίδραση Fenton (σημ 6) ώστε να  σχηματίζεται υδροξυλική ρίζα από υπεροξείδιο του 

υδρογόνου. Η σχηματιζόμενη υδροξυλική ρίζα δεσμεύεται αμέσως από την αλβουμίνη και 

δεν ελευθερώνεται στο πλάσμα. Έ τσ ι η δραστική αυτή ρίζα ασκεί την δράση της στην 

αλβουμίνη και δεν καταστρέφει άλλα μόρια μεγαλύτερης βιολογικής σημασίας. Η  δράση 

αυτή του Cu αποτελεί παράδειγμα ειδικής βιολογικής αντίδρασης, στην οποία η αλβουμίνη  

λειτουργεί ως αντιοξειδωτική ουσία, η οποία «θυσιάζεται» (sacrificial antioxidant)61. Ο ι 

υψηλές συγκεντρώσεις της αλβουμίνης στο πλάσμα και η ταχεία ανακύκλωσή της 

αντιρροπούν τις απώλειες από την θυσία της πριοτεΐνης, και έτσι τις καθιστούν βιολογικά
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ασήμαντες. Η αλβουμίνη, είναι επίσης ένας ισχυρός εκκαθαριστής του υποχλωρικού οξέος 

HOC1 στο πλάσμα.

6- Τ ρανσφερίνη

Η τρανσφερίνη του πλάσματος δεσμεύει τον δισθενή σίδηρο, με αποτέλεσμα να παύει ή 

να μετριάζεται η συμμετοχή του ιόντος στην λιπιδική υπεροξείδωση και σε αντιδράσεις 

τύπου Haber - Weiss, υπό τη αυτονόητη προϋπόθεση ότι θα υπάρχει διαθέσιμη επαρκής 

σιδηροδεσμευτική ικανότητα της πρωτεΐνης ί>2. Η λακτοφερίνη, η οποία ευρίσκεται στις 

ανθρώπινες εκκρίσεις και απελευθερώνεται από τα ουδετερόφιλα, δρα σαν αντιοξειδωτικό 

δεσμεύοντας επίσης ιόντα σιδήρου.

7- Σερουλοπλασμίνη

Η σερουλοπλασμίνη παρουσιάζει δράση σιδηρο-οξειδάσης, οξειδώνοντας τον Fe2+ se 

Fe3+ , ενώ ανάγει το οξυγόνο σε νερό:

4Fe2+ + 0 2 + 4Η+ 4Fe3+ + 2Η20

Κ ατ’ αυτόν τον τρόπο αποφεύγεται η απελευθέρωση δραστικών μορφών οξυγόνου, οι 

οποίες κατακρατούνται στα ενεργά κέντρα της πρωτεΐνης. Η σιδηρο-οξειδωτική 

δραστηριότητα της σερουλοπλασμίνης, της επιτρέπει να αποτρέπει την εκ των ιόντων 

σιδήρου εξαρτώμενη λιπιδική υπεροξείδωση, καθώς και τον σχηματισμό ΟΗ * από το Η20 2, 

και αυτή φαίνεται να είναι η πλέον σημαντική αντιοξειδωτική της δράση 63. Επιπρόσθετα 

αντιδρά στοιχειομετρικά με το Η20 2 και με το Ο ". Η σερουλοπλασμίνη, περιεχουσα στο 

μόριό της μεγάλη ποσότητα ιόντων χαλκού, συνδεόμενη μαζί του κατά τρόπο μη ειδικό, τον 

αποκλείει ως διαθέσιμο υλικό, από τις αντιδράσεις της λιπιδικής υπεροξείδωσης και τις 

αντιδράσεις σχηματισμού δραστικών μορφών οξυγόνου.
/ λ

Αποτελεί τον κύριο αμυντικό αντιοξειδωτικό μηχανισμό στο πλάσμα .

-σημ 6. Πρώτος ο Fenton to 1984 υποστήριξε ότι η υδροξυλική ρίζα (ΌΗ) σχηματίζεται κατά την οξείδωση του 

δισθενούς σιδήρου (Fe2+) από το υπεροξείδιο του υδρογόνου:

Fe2+ + Η20 2 Feu + ΌΗ + ΟΗ'

Η αντίδραση Fenton τροποποιήθηκε για να περιλάβει την αναγωγή του τρισθενούς σιδήρου από το ανιόν του 

σουπεροξειδίου. Η αντίδραση αυτή γίνεται σε δύο στάδια κατά τους Haber και Weiss:

Fe3+ + Ο'2' -» Fe2+ + 0 2

Fe2+ Η20 2 -» Fe3+ Ό Η  + ΟΗ'
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8- Χ ολερυθρίνη -  Ο υρικό  οξύ

Έ χει δειχθεί in vitro ότι η χολερυθρίνη  ενεργεί ως αντιοξειδωτικός αναστολέας της 

υπεροξείδωσης των λιπιδίων. Είναι πιθανόν να προστατεύει in vivo από την υπεροξείδωση τα 

λιπαρά οξέα που συνδέονται με την αλβουμίνη 64.

Το ουρικό οξύ δρα ως αντιοξειδωτικό δεσμεύοντας τα ιόντα σιδήρου και χαλκού α φ ’ 

ενός, αφ’ ετέρου δε εκκαθαρίζοντας οξειδωτικές μορφές όπως το μονήρες (>2 , το HOC1 και 

ρίζες περοξυλίου 65. Πάντως σε ορισμένες περιπτώσεις η αντίδραση του ουρικού οξέως με το 

ΟΗ ή τις ρίζες περοξυλίου, μπορεί να οδηγήσει στην παραγωγή ριζών ουρικού οξέως, οι 

οποίες είναι σε θέση να προκαλέσουν βιολογική δράση απενεργοποιώντας π.χ. ορισμένα 

ένζυμα. Οι ρίζες αυτές του ουρικού οξέως ανάγονται τελικά από το ασκορβικό οξύ, και 

αποσοβείται έτσι ο κίνδυνος αυτός.

9- Θ ειόλες- Γλουταθειόνη

Οι θειόλες διαδραματίζουν καθοριστικό ρόλο στην αντιοξειδωτική προστασία του 

οργανισμού. Η γλουταθειόνη (GSH), ένα τριπεπτίδιο (γ-Glu-Cys-Gly), αποτελεί την κύρια 

μικρού μοριακού βάρους θειόλη. Βρίσκεται σε όλα τα ζωικά κύτταρα και πέρα από τον 

πολυσήμαντο ρόλο της στην φυσιολογική λειτουργία του κυττάρου 66, σύμφωνα με όλες τις 

ενδείξεις είναι μια από τις σημαντικότερες αντιοξειδωτικές ουσίες τους. Δρα ως 

εκκαθαριστής του υπεροξειδίου του υδρογόνου, των λιποϋδροϋπεροξειδίων και των 

φωσφολιποϋδροϋπεροξειδίων συμμετέχοντας σε αντιδράσεις που καταλύονται από τις 

υπεροξειδάσες της γλουταθειόνης που περιέχουν σελήνιο. Η δισουλφιδική γλουταθειόνη 

(GSSG) που σχηματίζεται κατά τις αντιδράσεις αυτές, ανάγεται στη συνέχεια σε GSH 

(αναγέννηση της γλουταθειόνης) με το ένζυμο αναγωγάση της γλουταθειόνης, το οποίο 

χρησιμοποιεί ως αναγωγικό ισοδύναμο το NADPH, το οποίο προέρχεται κυρίω ς από την 

γλυκόζη μέσω της οδού των φωσφορικών πεντοζών 67:

GSSG OSH «ναγαιγάβη 2 GSH

2 NADPH+H+ 2NADP
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Η μεταφορά του NADPH γίνεται δια μέσου του FAD (φλαβινοαδενινονουκλεοτίδιο). Η 

αναγέννηση της GSH είναι απαραίτητη ώστε να διατηρείται σταθερός ο λόγος GSH / GSSG 

(σημ 7 ). Στα περισσότερα κύτταρα η σχέση αυτή είναι μεγαλύτερη από 500 68.

Παράλληλα με τις ενζυμικές αντιοξειδωτικές δράσεις η GSH λειτουργεί και ως άμεσος 

εκκαθαριστής ελευθέρων ριζών, χωρίς την παρουσία ένζυμων:

GSH + ΟΗ -» C S ' + Η20

Η σουλφυδρυλική ρίζα (G S ') αν και λιγότερο δραστική από την υδροξυλική (Η Ο '), είναι 

δυνατόν να  πυροδοτήση την έναρξη αλυσιδωτών αντιδράσεων ελευθέρων ριζών 32. Επίσης 

βραδεία αντίδραση της GSH με το Ο λ  (ανιόν του σουπεροξειδίου) δυνατόν να οδηγήσει στον 

σχηματισμό του μονήρους οξυγόνου ( '( Ι^ )69.

Επομένως, παρά την καταξιωμένη αντιοξειδωτική της δράση, πιθανόν η γλουταθειόνη να 

μπορεί να προκαλέσει και ανεπιθύμητες οξειδωτικές αντιδράσεις.

Η GSH, τέλος είτε μόνη της είτε μέσω του ασκορβικού οξέως φαίνεται να είναι ο 

σημαντικότερος παράγοντας διατήρησης της α-τοκοφερόλης και πιθανώς και άλλων ιστικών 

αντιοξειδωτικών στην αναγωγική τους μορφή .

Ανεπάρκεια της GSH σε νεογέννητα και ενήλικα ποντίκια συσχετίσθηκε με σημαντική
7 I

ελάττωση των επιπέδων του ασκορβικού οξέως .

-σημ 7. Ο λόγος GSH / GSSG έχει χρησιμοποιηθεί από πολλούς ερευνητές ως δείκτης της ενδοκυττάριας 

οξειδοαναγωγικής ισορροπίας και οι μεταβολές του πιστεύεται ότι εκφράζουν αριθμητικά το ιστικό οξειδωτικό

stress.
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Εν κατακλείδι, ο οργανισμός προκειμένου να προστατευθεί από τις τοξικές δράσεις των 

δραστικών μορφών του οξυγόνου, η παραγωγή των οποίων έχει στενή σχέση με την αερόβιο 

ζωή, έχει αναπτύξει μια πλειάδα αντιοξειδωτικών συστημάτων, τα οποία σ ε πολλές 

περιπτώσεις συνεργάζονται και αλληλοϋποστηρίζονται. Η αντιοξειδωτική σύσταση ενός 

βιολογικού υγρού από αυτήν ενός άλλου μπορεί να διαφέρει. Έ τσ ι π.χ. στο πλάσμα η κύρια 

δράση των συστημάτων αυτών κατευθύνεται στην παρεμπόδιση των ιόντων μετάλλων 

μετάπτωσης από την ανάπτυξη καταστροφικών αντιδράσεων, όπως της λιπιδικής 

υπεροξείδωσης, ενώ σε άλλα βιολογικά υγρά, όπως στο εγκεφαλονωτιαίο ή στο αρθρικό 

υγρό, η έναντι των μετάλλων αυτών αντιοξειδωτική άμυνα μπορεί να είναι πτωχότερη. Ό λα 

όμως τα αντιοξειδωτικά συστήματα, ενδοκυττάρια., εξωκυττάρια και κυτταρικών μεμβρανών, 

κατατείνουν στον ίδιο στόχο: τις ROS. Και με τον ένα ή τον άλλο τρόπο, υπό φυσιολογικές 

συνθήκες τον επιτυγχάνουν.
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1.4. Παραγωγή-απελευθέρωση ΕΡΟ κατά το σύνδρομο ιβχαιμίας-επαναιμάτωσης

Βάσει προηγουμένων μελετών προκύπτει ότι κατά το σύνδρομο ισχαιμίας επαναιμάτωσης 

παρατηρείται αθρόα έκλυση ΕΡΟ, με δυσμενή για τον οργανισμό αποτελέσματα.

Παρά το γεγονός ότι η ΕΡΟ υφίστανται μόνο για κλάσματα του δευτερολέπτου μετά τη 

γένεσή τους, η παραγωγή τους συνεχίζεται για αρκετό χρονικό διάστημα μετά την έναρξη της 

επανακυκλοφορίας. Επίσης οι αλλοιώσεις δεν προκαλούνται στην φάση της ισχαιμίας, αλλά 

στη φάση της επαναιμάτωσης-επανακυκλοφορίας 76.

Έ χει δειχθεί (Cross et all) ότι σε αρκετές περιπτώσεις η υποξία που οφείλεται σε ισχαιμία 

μπορεί να είναι λιγότερο επιβλαβής για τους ιστούς, από την αθρόα παραγωγή ΕΡΟ που 

παρατηρείται κατά τη φάση επαναιμάτωσης με την επανείσοδο του οξυγόνου στους 

ισχαιμικούς ιστούς.74

Οι ίδιοι υποστηρίζουν ότι ο μηχανισμός παραγωγής ΕΡΟ ξεκινά από τα μιτοχόνδρια, από την 

οξειδάση της ξανθίνης, από το αραχιδονικό οξύ και από τα συσσωρευμένα στον ίσχαιμο ιστό 

πολυμορφοπύρηνα.74

Κατά τη φάση επαναιμάτωσης ισχαιμούντων ιστών και οργάνων διαπιστώνεται αυξημένη 

παραγωγή ΕΡΟ (M cCord JM) και υποδεικνύεται ως κυριότερη πηγή παραγωγής 

υπεροξειδίων η δράση του ενζύμου οξειδάση της ξανθίνης. 75 (σχ. 2).

Στο ίδιο συμπέρασμα καταλήγει και ο Granger DN.86

Πρόσφατες μελέτες αποδίδουν σημαντικό ρόλο στην παραγωγή ΕΡΟ και σχηματισμό ROS 

κατά την ισχαιμία -  επαναιμάτωση διαδραματίζουν το ένζυμο NADPH- οξειδάση, τα 

κύτταρα KUPFFER και τα ουδετερόφιλα. Ιδιαίτερα δε σημαντικός φαίνεται να είναι ο ρόλος 

του δισθενούς σιδήρου Fe2+.108

Οξειδάση της Ξανθίνης

Το ένζυμο αυτό δραστηριοποιείται από τα ιόντα Ca++ που δρουν πρωτεολυτικά επί της 

δεϋδρογενάσης της ξανθίνης.

Σημαντικό ποσοστό δεϋδρογενάσης της ξανθίνης XDH μετατρέπεται σε οξειδάση της 

ξανθίνης ΧΟ κατά τις περιόδους παρατεταμένης ηπατικής ισχαιμίας. Αυτή δρα καταλυτικά 

επί της υποξανθίνης και τη μετατρέπει σε urate με ταυτόχρονη αναγωγή του Ο2  σε C> 2 * (σχ.2).



23

Ενώ η ΧΟ παράγεται ενδοκυττάρια, έχει επίσης ανιχνευτεί στην κυκλοφορία και θεωρείται 

ότι είναι υπεύθυνη για επιβλαβή αποτελέσματα σε όργανα και ιστούς μακριά από το  σημείο 

της αρχικής ισχαιμίας.

Πρόσφατα έχουν δημοσιευθεί μελέτες που αμφισβητούν το ρόλο του ενζύμου αυτού κατά την 

ισχαιμία -  επαναιμάτωση του ήπατος, διότι στον αναστολέα της ΧΟ, αλλοπουρινόλη, (που 

χρησιμοποιήθηκε ευρέως για την προστασία των ηπατικών κυττάρων), αποδίδεται και άλλη 

δράση εκτός της αναστολής της ΧΟ. Διαφαίνεται δηλαδή ότι η αλλοπουρινόλη παρουσιάζει 

αφ’ εαυτής σαφείς ιδιότητες δέσμευσης των C>2 1121,3

Σ χήμα 2. Πιθανός μηχανισμός σχηματισμού ΕΡΟ από την δράση της ΧΟ, κατά το σύνδρομο 

ισχαιμίας -  επαναιμάτωσης.
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Μ ιτοχόνδρια
Ενδιάμεσα στοιχεία της διεξαγόμενης στα μιτοχόνδρια αναπνευστικής αλυσίδας καθώ ς και 

άλλων συστημάτων τα οποία καταναλώνουν Ο 2 , υφίστανται μεγάλου βαθμού αναγω γή κατά 

την περίοδο της ισχαιμίας, λόγω της έλλειψης οξυγόνου. Αυτό επιφέρει μεγάλης έκτασης 

παραγωγή ελευθέρων ριζών. Παρατηρήθηκε επίσης παροδική έξαρση σχηματισμού ROS 

κατά την επανοξυγόνωση, οφειλόμενη στην άφθονη παρουσία 02. Αποτέλεσμα αυτώ ν είναι η 

παραγωγή ελευθέρων ριζών 0 2 ' |08.

NADPH-οξειδάση
Το ένζυμο αυτό έχει την ιδιότητα να ανάγει το Ο 2 , προκαλώντας έτσι παραγω γή Ο 2  \  

αντλώντας ηλεκτρόνια από τις ενδοκυττάριες NADPH και NADH 114. Αυτό συμβα ίνει τόσο 

σε φαγοκύτταρα όσο και σε ενδοθηλιακά και ηπατικά κύτταρα. Π αρατηρήθηκε ότι ο ι



24

αναστολείς της φαγοκυττάριας NADPH-οξειδάσης, diphenyleneiodonium και apocynin, 

προκαλούν αναστολή παραγωγής Ch* σε ενδοθηλιακά κύτταρα κατά την φάση της 

επανοξυγόνωσης, γεγονός που επιβεβαιώνει την εμπλοκή του ενζύμου αυτού στο οξειδωτικό 

stress.

Κύτταρα KUPFFER
Τα μακροφάγα αυτά κύτταρα του ήπατος, αποτελούν μια από τις σοβαρότερες πηγές 

παραγωγής C>2 " με τη δράση τους κατά την πρώτη φάση της επαναιμάτωσης, με αποτέλεσμα 

βλάβες των ηπατικών κυττάρων κατά την ισχαιμία και κατά τις μεταμοσχεύσεις του ήπατος 

115. Ο σχηματισμός των Ο ?' σε συνδυασμό με τη δράση του ενζύμου NADPH-οξειδάσης, 

ενοχοποιείται και για τις αγγειακές και παρεγχυματικές κυτταρικές βλάβες του ήπατος.

Ουδετερόφιλα

Τα κύτταρα αυτά προσκολλώνται στο ενδοθήλιο κατά την πρώτη φάση της επαναιμάτωσης 

και προκαλούν φλεγμονή και παραγωγή \  το οποίο μετατρέπεται σε Η2 Ο 2 , σε υποχλωρικό 

οξύ και άλλα δραστικά μόρια με την δράση ειδικών ενζύμων. Κατά τις πρώτες ώρες μετά την 

επαναιμάτωση παρατηρήθηκε και δράση τους στο υπενδοθήλιο 115. Αποτέλεσμα των βλαβών 

είναι η προσέλευση και νέων ουδετερόφιλων με περαιτέρω επέκταση των επιβλαβών 

φαινομένων.

Ο ρόλος του σιδήρου Fe2+ στον μηχανισμό τοξικής δράσης των ΕΡΟ

Γενικά ούτε το ανιόν του σουπεροξειδίου C>2 ', ούτε το υπεροξείδιο του υδρογόνου Η 2 Ο2 είναι
Λ I

ισχυρά οξειδωτικά. Παρουσία όμως δισθενούς σιδήρου Fe , λαμβάνει χώρα η αντίδραση 

κατά Fenton και σχηματίζεται η άκρως δραστική ρίζα υδροξυλίου ΗΟ 

Το μεγαλύτερο ποσοστό του σιδήρου είναι δεσμευμένο υπό μορφή φερριτίνης ή σε μόρια 

ενζύμων και έτσι δεν μπορεί να συμμετάσχει στην αντίδραση Fenton.(σημ 6)

Έ να ελάχιστο όμως ποσοστό Fe“ , το οποίο βρίσκεται σε ελεύθερη μορφή στα λυσοσώματα 

μετά την φαγοκυττάρωση πρωτεϊνών, είναι σε θέση να αντιδράσει με τα υπεροξείδια. Το 

γεγονός αυτό αποκτά ιδιαίτερη σημασία σε καταστάσεις οξειδωτικού stress, καθιστώντας τον 

Fe2+ ιδιαίτερα απειλητικό 108.

Εκτός των ανωτέρω, το Η2Ο 2 μπορεί να αντιδράσει και με το σίδηρο του μορίου των 

πρωτεϊνών που περιέχουν αίμη, με παραγωγή μιας ασταθούς ελεύθερης ρίζας Ι|6,117. 

Παρουσία επαρκούς ποσότητας αντιοξειδωτικών, όπως ασκορβικού οξέος, τα οξειδωμένα
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πρωτεϊνικά μόρια αποκαθίστανται 117,118,119’120. Ελλείψει όμως αντιοξειδωτικής άμυνας η 

οξείδωση επεκτείνεται, με αποτέλεσμα αποδέσμευση της αίμης από τα πρωτεϊνικά μόρια και
Λ  I

απελευθέρωση Fe , ο οποίος δυνητικά υπεισέρχεται πάλι στην αντίδραση Fenton.(σημ

6)117,121
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1.5 Στρατηγικές αντιμετώπισης της τοξικής δράσης τω ν Ελευθέρων Ριζών

Οι προσπάθειες αντιμετώπισης των επιβλαβών δράσεων των ΕΡΟ μπορούν να 

συμπεριληφθούν σε τρεις γενικούς στόχους

- να ενισχυθεί η ενδογενής αντιοξειδωτική άμυνα του οργανισμού

- να αδρανοποιηθούν δραστικά μόρια και ρίζες

- να παρεμποδισθεί ο σχηματισμός δραστικών μορφών Οξυγόνου (ROS) προστατεύοντας 

έτσι τις κυτταρικές δομές |()8.

P recond ition ing

Αποτελεί νεώτερη μέθοδο αντιμετώπισης το)ν επιβλαβών αποτελεσμάτων του συνδρόμου 

ισχαιμίας -  επαναιμάτωσης, πολλά υποσχόμενη.

Η μέθοδος στηρίζεται στην παρατήρηση ότι οι ίδιες οι ROS, σε πολύ μικρές συγκεντρώσεις 

προκαλούν ενδοκυττάριες διαδικασίες οι οποίες αυξάνουν την ικανότητα των κυττάρων να 

αντιμετωπίζουν το οξειδωτικό stress.

Συνίσταται στην αύξηση της ανεκτικότητας των διαφόρων οργάνων στην ισχαιμία -  

επαναιμάτωση.

Επιτυγχάνεται με την έκθεση οργάνων (κυριότερες μελέτες σε ηπατικά κύτταρα) σε 

περιοδικούς σύντομους κύκλους παροδικής ισχαιμίας, περιορισμένης διάρκειας, έτσι ώστε να 

μην προκαλούνται μη αναστρέψιμες αλλοιώσεις στα κύτταρα των οργάνων ~ . Διαφαίνεται 

ότι η έκθεση του κυττάρου σε χαμηλές συγκεντρώσεις ROS (όπως Ο 2 ’ και Η2 Ο2 ) το οδηγεί 

στην χρήση νέων μεταβολικών οδών, με αποτέλεσμα την σταδιακή προσαρμογή του. Με τον

τρόπο αυτό φαίνεται να αυξάνεται η ανοχή και η αντοχή του οργάνου σε επεισόδια
, / 108 παρατεταμενης ισχαιμίας

Ο πιθανός μηχανισμός που αποδίδεται στο φαινόμενο, συνίσταται στην διάνοιξη των διαύλων 

Κ+ των μιτοχονδρίων, που παρατηρείται κατά την ισχαιμία -  επαναιμάτωση του κυττάρου.

Ενδογενή αντιοξειδωτικά ένζυμα

Ό πως αναφέρθηκε, τα ένζυμα SODs, καταλάσες, περοξυδάσες της γλουταθειόνης, 

περοξυρεδοξίνες, αποτελούν την ενδογενή άμυνα του οργανισμού στο οξειδωτικό stress. 

Έχουν γίνει σε πειραματόζωα, προσπάθειες για γενετικές παρεμβάσεις στα ένζυμα αυτά, 

ώστε να ενισχυθεί η δραστηριότητά τους. Επίσης πειραματικά, έχει μελετηθεί η εξωγενής
1 OR

χορήγηση απομονωμένων ενζύμων
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Β ιταμίνες Ε  κα ι C

Έχουν μελετηθεί τα αποτελέσματα χορήγησης υψηλών δόσεων βιταμίνης Ε (α- τοκοφερόλης) 

σε πειραματόζωα και δείχθηκε ότι μειώθηκε σε σημαντικό βαθμό η υπεροξείδωση των 

λιπιδίων κατά την ισχαιμία -  επαναιμάτωση 61.

Παρόμοιου τύπου προστασία με αυτήν της α-τοκοφερόλης έχει αποδοθεί στο Trolox, το 

οποίο είναι ένα υδροφιλικό ανάλογο της βιταμίνης Ε .107

Εκτός από την ιδιότητά της ως εκκαθαριστή (scavenger) ελευθέρων ριζών, αποδίδονται και 

άλλες ιδιότητες στην βιτ. Ε, όπως αναστολή της protein kinase C και μέσω αυτής αναστολή 

της δράσης του Η 2 Ο 2 .

Η βιταμίνη C (ασκορβικό οξύ) είναι ένα υδατοδιαλυτό ισχυρό ενδογενές αντιοξειδωτικό 

(πιν 2). Πολύ καλά αποτελέσματα διαφαίνεται ότι επιτυγχάνονται με την σύγχρονη χορήγηση 

βιτ Ε και βιτ C. Διαπιστώθηκε σημαντική μείωση των δεικτών οξειδωτικού stress κατά την 

μεταμόσχευση ήπατος 123.

Α ντιοξειδω τικά  με σουλφυδρυλικές ομάδες

Παρουσιάζουν ευεργετικά αποτελέσματα κατά την ισχαιμία -  επαναιμάτωση καθώ ς και στις 

μεταμοσχεύσεις ήπατος. Έ χει μελετηθεί η χορήγηση γλουταθειόνης (GSH) σε πειραματόζω α 

124 και Ν-ακετυλκυστείνης 125 καθώς και βουκυλαμίνης και gamma-glutam ylcysteine.

Φ υσ ικά  κ α ι συνθετικά  α ντιοξε ιδω τικά

Πολλές φυσικές ουσίες έχουν μελετηθεί in vitro κατά την ισχαιμία -  επαναιμάτωση ήπατος 

με θετικά αποτελέσματα: quercetin, cyanidin 3-O-beta-D-glucoside, melatonin, ergothioneine, 

picroliv, καθώς επίσης και συνθετικές: 3-m ethyl-l-phenyl-2-pyrazolin-5-one, Tem pol, 

idebenone και άλλες.

Α ναστολείς τη ς  π α ρα γω γή ς Ο 2"

NAD PH  οξειδάση: πρόσφατες μελέτες αποδίδουν σοβαρή υπαιτιότητα στη δράση του 

ενζύμου αυτού, για τις βλάβες κατά την ισχαιμία -  επαναιμάτωση ηπατικών κυττάρω ν. 

Διαπιστώθηκε ότι με την χορήγηση αναστολέων του ενζύμου αυτού, επ ιτυγχάνετα ι 

προστασία των κυττάρων. Ο ι αναστολείς που μελετήθηκαν είναι diphenyleneiodonium , και 

apocynin (τα οποία φαίνεται να αναστέλλουν την δράση των ουδετερόφιλων και να  ελέγχουν 

την συγκόλληση λευκών αιμοσφαιρίων) και πεπτίδια περιέχοντα προλίνη (proline-rich
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peptides) τα οποία αναστέλλουν την δράση της NADPH οξειδάσης τόσο στα φαγοκύτταρα 

όσο και αλλού ,ϋ8.

Οζειδάση της ξανθίνης (ΧΟ): ο ρόλος του ενζύμου αυτού αμφισβητείται από την στιγμή που 

στον αναστολέα του, την αλλοπουρινόλη, αποδίδονται σαφείς αντιοξειδωτικές ιδιότητες
112,113

Κύτταρα KUPFFER: προκαλούν παραγωγή Ο2 ’ καθώς και άλλων δραστικών ριζών. Η ουσία 

που μελετήθηκε για την αδρανοποίηση τους είναι το χλωρικό γαδολίνιο (gadolinium cloride 

G dC h), το οποίο φαίνεται να συμβάλλει στην προστασία των ηπατικών κυττάρων .

Δισθενής Σίδηρος (Redox-active Iron Fe2+)

Ό πω ς αναφέρθηκε ο ρόλος του σιδήρου σε καταστάσεις οξειδωτικού stress, είναι ιδιαίτερα 

απειλητικός. Προκύπτει ότι η δέσμευση του Fe~ σε σύμπλοκα μόρια, θα πρέπει να  αποτελεί 

πρωταρχικό στόχο για  την αντιμετώτηση της τοξικής του δράσης κατά την ισχαιμία -  

επαναιμάτωση i08.

Χρησιμοποιήθηκε η desferrioxamine η οποία είναι ισχυρός δεσμευτής του σιδήρου. 

Παρουσιάζει όμως το μειονέκτημα της αδυναμίας παθητικής διέλευσης από τις κυτταρικές 

μεμβράνες, λόγω του ότι το μόριο είναι υδρόφιλο και έχει σχετικά μεγάλο μοριακό βάρος. Με 

γενετικές παρεμβάσεις επιτεύχθηκε η δυνατότητα εισόδου με ενδοκυττάρωση, οπότε η 

desferrioxamine φθάνει στα λυσοσώματα όπου και δεσμεύει τον σίδηρο ’ .

To N-methyl hexanoylhydroxamic acid, δεσμευτής σιδήρου ανάλογος της desferrioxamine, 

φαίνεται να παρουσιάζει καλύτερα αποτελέσματα, λόγω της ιδιότητας του να διέρχεται τις 

κυτταρικές μεμβράνες και να δρα ενδοκυττάρια. 108
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Προποφόλη

Propofol. 2,6-Bis(l-m ethylethyl)phenol. -  2,6-diisopropylphenol. 

C j ^ O .  M.B 178.27 C: 80.85%, H: 10.18%, O: 8.97%.

To -φάρμακο αυτό είναι ευρέως χρησιμοποιούμενος αναισθητικός παράγοντας. Η  

αντιοξειδωτική δράση της προποφόλης είναι ευρέως τεκμηριωμένη σε πολλές μελέτες.
88,89,90,91,92

Η αντιοξειδωτική της δράση οφείλεται στη δομή του μορίου της, η οποία είναι παρόμοια  με 

των φαινολικών ενώσεων, όπως η βιταμίνη Ε. Ο ι μηχανισμοί δράσης της είναι πολλαπλοί:
OQ

- συμπεριφέρεται ως εκκαθαριστής (scavenger) ελευθέρων ριζών ’ .
λ  ι 1 Π Q  I ο λ

- φαίνεται ότι μετριάζει την δράση των ιόντων ασβεστίου Ca

- αναστέλλει την δράση των ουδετερόφιλων 131,132.

Από μελέτες προκύπτει ότι η προποφόλη δρα κατά την φάση της επαναιμάτωσης , και ότι 

αδυνατεί να δράσει ως παράγοντας preconditioning96.

Ο μηχανισμός δράσης της προποφόλης φαίνεται ότι είναι η διατήρηση της διαβατότητας των 

διαύλων Κατρ τόσο στις μεμβράνες των μιτοχονδρίων (mitochondrial Κατρ channels), όσο και 

στις σαρκολειμματικές μεμβράνες (sarcolemmal Κατρ channels) 134.

Ιδιαίτερα έχει μελετηθεί η δράση της προποφόλης επί της ισχαιμίας -  επαναιμάτω σης του 

μυοκαρδίου και έχει δειχθεί ότι μετριάζει την δυσλειτουργία των μυοκαρδιακών κυττάρω ν 

μετά από ισχαιμία και περιορίζει την έκταση της εμφραγματικής περιοχής 91,133'134,135.
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Για τις ιδιότητές της αυτές, η προποφόλη ετηλέχθηκε στην παρούσα μελέτη ως 

αντιοξειδωτικός παράγοντας και διερευνήθηκε η δράση της επί της παραγωγής ελευθέρων 

ριζών κατά το σύνδρομο ισχαιμίας -  επαναιμάτωσης μυϊκού ιστού.

■ m  ■ : -ρ " ^

ν - ' - ί φ  ' ' . j
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1.6. Παραγωγή-απελευθέρωση ΕΡΟ κατά την ισχαιμία-επαναιμάτωση μυϊκού ιστού

Ο Cho Υ. Pang σε μελέτη του παρατηρεί αυξημένη παραγωγή ΕΡΟ κατά το σύνδρομο 

ισχαιμίας επαναιμάτωσης σε μυϊκούς κρημνούς και το αποδίδει στη δράση του ενζύμου 

οξειδάση της ξανθίνης,

Hypoxanthine + NAD+ Η 2 Ο .*Ρ . ► xanthine + NADH + Η+

Hypoxanthine + 2 Ο2  + Η2 Ο XQ ^ xanthine + 20"2

καθώς και στα ενεργοποιημένα λευκοκύτταρα από τα οποία προκύπτουν υποχλωρικό οξύ
77

(HOCI) μέσω του ενζύμου μυελοπεροξειδάσης (ΜΡΟ) και κατόπιν χλωροαμίνες .

H20 2 + C1' + H+ μρο » h o c i  + h 2o  

r n h 2 + h o c i — ► r n h c i  + h 2o

Οι Concannon et all σε εξειδικευμένη μελέτη συνδρόμου ισχαιμίας επαναιμάτωσης με 

εφαρμογή Tourniquet σε οπίσθια άκρα κουνελιών υποστηρίζουν ότι α) η αυξημένη παραγωγή 

ΕΡΟ είναι ανάλογη του χρονικού διαστήματος της ισχαιμίας και β) ότι οι διακοπές 

εφαρμογής του Tourniquet με περιοδικές επαναιματώσεις, προκαλούν επιπλέον αύξηση 

παραγωγής ΕΡΟ και συνεπάγονται άθροιση των ισχαιμικών βλαβών. (Οπότε κατά συνέπεια 

οι περιοδικές διακοπές στην εφαρμογή του Tourniquet πρέπει να αποφ εύγονται)78. 

Περισσότερο εξειδικευμένη είναι η μελέτη των Mali M athru et all, οι οποίοι μελέτησαν το 

σύνδρομο ισχαιμίας -  επαναιμάτωσης σε επεμβάσεις κάτω άκρων με χρήση Tourniquet και 

θεωρούν ότι οι επεμβάσεις αυτού του είδους είναι οι πλέον χαρακτηριστικές για τ ις  εν λόγω 

μελέτες. Τα αποτελέσματά τους έδειξαν ότι κατά την επαναιμάτωση παρατηρήθηκε αυξημένη 

δράση της οξειδάσης της ξανθίνης καθώς και αυξημένη παραγωγή ανιόντων υπεροξειδίου 

(Ο ’) που προκαλούν με τη σειρά τους αυξημένη παραγωγή υτιεροξειδίου του υδρογόνου 

(Η2 Ο 2) καθώς επίσης και ριζών υδροξυλίου (Ο Η ) που είναι υπεύθυνα για  τις ισ τικές βλάβες. 

Τα προϊόντα αυτά ανευρίσκονται τόσο στην τοπική όσο και στην συστηματική κυκλοφορία
79
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Ειδικότερα, μετά την άρση της ίσχαιμης περίδεσης σε ορθοπαιδικές επεμβάσεις άκρων με 

χρήση tourniquet, αναφέρεται (Kahraman S et al) αυξημένη απελευθέρωση ελευθέρων ριζών. 

Η μελέτη αυτή πραγματοποιήθηκε in vitro, επί ιστικών τεμαχίων73.

Η παρούσα μελέτη αναφέρεται εξειδικευμένα σε χειρουργικές επεμβάσεις ΟΑ γόνατος με 

χρήση ίσχαιμου επιδέσμου (tourniquet), οπότε κατά συνέπεια το κάτω άκρο υπόκειται σε 

περίοδο παρατεταμένης ισχαιμίας.

Οι μετρήσεις έγιναν in vivo, με αιμοληψίες από την συστηματική κυκλοφορία.

Τα αποτελέσματα των εργαστηριακών μετρήσεων που διενεργήθηκαν, έρχονται να 

συμφωνήσουν με αυτά προηγουμένων μελετών, επιβεβαιώθηκε δηλαδή αυξημένη 

απελευθέρωση ελευθέρων ριζών σε χειρουργικές επεμβάσεις ΟΑ γόνατος με χρήση 

tourniquet.
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1.7 Επώδυνα σύνδρομα οφειλόμενα στη δράση των ΕΡΟ

Κατά το σύνδρομο ισχαιμίας -  επαναιμάτωσης οι ΕΡΟ προκαλούν βλάβες, οι οποίες κατ’ 

αρχήν εκδηλώνονται σε κυτταρικό επίπεδο και κατόπιν επηρεάζουν τους διάφορους ιστούς79 

Συγκεκριμένες μελέτες συσχετίζουν την δράση των ΕΡΟ, κατόπιν ισχαιμίας διαφόρων 

οργάνων και των επώδυνων συνδρόμων που προκαλούν.

Κατά την προσέγγιση του προβλήματος του κοιλιακού άλγους από παγκρεατίτιδα θεωρούνται 

σαφώς υπεύθυνες οι ΕΡΟ (Salim A.S.) .

Επίσης επισημαίνεται η υπευθυνότητα των ΕΡΟ στο μηχανισμό του πόνου στο 

δωδεκαδακτυλικό έλκος (Pascu Ο., et a l l )82.

Οι Haque M.F., et all, ακολουθώντας την υπόθεση ότι ο ι ΕΡΟ είναι υπεύθυνες για  την 

πρόκληση πολλών συστηματικών και τοπικών ιστικών βλαβών οι οποίες εκδηλώνονται ως 

επώδυνα σύνδρομα, κατέληξαν ότι οι ΕΡΟ είναι σαφώς εμπεπλεγμένες στην αιτιολογία του
ο ι

ιδιοπαθούς πόνου του προσωπικού κρανίου .

Ο Aghabeigi Β., et all, σε περαιτέρω μελέτη τους σχετικά με τον ιδιοπαθή πόνο προσωπικού 

κρανίου έδειξαν ότι κατόπιν αυξημένης δραστηριότητας τοον ΕΡΟ έχουμε αυξημένη 

παραγωγή 2,3-διϋδροβενζοϊκού οξέος. Επιβεβαιώθηκε η αυξημένη παραγωγή ΕΡΟ  σε TM J 

aspirates σε ασθενείς με αρθρομυαλγία προσωπικού κρανίου, κατόπιν εύρεσης αυξημένω ν 

ποσοτήτων TBA-RS (thiobarbituric acid-reactive substances). Επίσης σε μελέτες αρθρικών 

υγρών {synovial aspirates) διαπίστωσαν αυξημένα επίπεδα του hyperalgesic eicosanoid 15-
ς>Α

ΗΕΤΕ. Εκτός αυτού θεωρούν πιθανόν υπεύθυνη την τοπική παραγωγή της cytokine . 

Ειδικότερα οι ΕΡΟ επιδρούν στον μυϊκό και νευρικό ιστό, προκαλώντας επώδυνα σύνδρομα. 

Σε μελέτη του ο T.L. Dormandy υποστηρίζει ότι οι ΕΡΟ εμπλέκονται στον μηχανισμό του 

πόνου, λόγω της προσταγλανδινικής τους δράσης στην νευρομυϊκή σύναψη80.

Διαπιστώνεται κατόπιν των αποτελεσμάτων αυτών των μελετών, η επίδραση των Ε Ρ Ο  στον 

μηχανισμό του πόνου γενικότερα.

Σε άλλες μελέτες γίνεται σαφής συσχέτιση της έντασης του μετεγχειρητικού πόνου με την 

αύξηση διάρκειας εφαρμογής του tourniquet (Omeroglu Η., et all)85 . Αυτό έρχετα ι να 

συμφωνήσει με την πιθανή υπαιτιότητα των ΕΡΟ για την αυξημένη ένταση του 

μετεγχειρητικού πόνου, δεδομένου ότι η αυξημένη παραγωγή και τα επιβλαβή αποτελέσματα 

από την έκλυση των ΕΡΟ είναι ανάλογα του χρονικού διαστήματος της ισχαιμίας 78. (Ισω ς θα 

ήταν δόκιμο να γίνει σύγκριση της έντασης του μετεγχειρητικού πόνου μεταξύ περιστατικώ ν 

Ολικής Αρθροπλαστικής γόνατος με χρήση tourniquet και άλλων χωρίς χρήση αυτού. Π αρ’
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ότι οι δεύτερες περιπτώσεις σπανίζουν, επειδή αποφεύγονται λόγω σοβαρής απώλειας !
1

αίματος, θα μπορούσαν μελλοντικά να συγκεντρωθούν).

Διαφαίνεται από τα προαναφερθέντα ότι σαν αποτέλεσμα της αύξησης της έκλυσης των ΕΡΟ 1 

παρατηρείται αύξηση της έντασης του μετεγχειρητικού πόνου.
>

Στην συγκεκριμένη περίπτωση της μελέτης μας, παραβλέπονται οι γενικότερες συστηματικές \

επιπτώσεις, και εξετάζονται κυρίως οι οφειλόμενες στις ΕΡΟ τοπικές ιστικές βλάβες του j

ισχαιμούντος άκρου και τα επώδυνα αποτελέσματά τους (τα οποία σαφώς έρχονται να j
προστεθούν σε αυτά τα αναπόφευκτα της χειρουργικής επέμβασης). \



35

2.0 ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ Μ ΕΛΕΤΗΣ

Η βασική επιδίωξη της μελέτης αυτής, είναι να διερευνηθεί η επίδραση  διεγχειρητικής 

χορήγησης αντιοξειδωτικών ουσιών, στον σχηματισμό ελευθέρων ριζών και κατ’ επέκταση 

στον μετεγχειρητικό πόνο και να συσχετισθεί η δυνατότητα προληπτικής αντιμετώπισης της 

απελευθέρωσης ελευθέρων ριζών οξυγόνου, -  την οποία επιτυγχάνουμε με την χρήση 

αναισθησιολογικών φαρμάκων με αντιοξειδωτική δράση - με μείωση (περιορισμό) της 

έντασης του μετεγχειρητικού πόνου.

Ανιχνεύουμε λοιπόν την έκλυση αυξημένων ποσοτήτων ΕΡΟ, κατόπιν συνδρόμου 

ισχαιμίας-επαναιμάτωσης στην εδική περίπτωση ολικής αρθροπλαστικής γόνατος με χρήση 

ίσχαιμης περίδεσης.

Έγιναν για το σκοπό αυτό συγκριτικές μετρήσεις μεταξύ περιστατικών στα  οποία 

διεγχειρητικά χορηγήθηκε αντιοξειδωτική ουσία, με άλλα στα οποία δεν χορηγήθηκε.

Η αντιοξειδωτική ουσία που επιλέχθηκε ήταν το αναισθητικό φάρμακο προποφόλη, τόσο 

για την εισαγωγή, όσο και για την διατήρηση της αναισθησίας, σε bolus και σε στάγδην 

έγχυση. Η αντιοξειδωτική δράση της προποφόλης είναι ευρέως τεκμηριωμένη σ ε  πολλές 

μελέτες. 88,89’90,91,92 Επίσης είναι δεδομένη η ευρεία χρήση της κατά την χορήγηση 

αναισθησίας, τόσο για την εισαγωγή όσο και για την διατήρηση (βλ. Π ροποφόλη σελ. 39).

Κατά το δεύτερο (κλινικό) στάδιο της μελέτης, έγινε έρευνα και σύγκριση τη ς  έντασης 

του μετεγχειρητικού πόνου, στις δύο ομάδες περιστατικών.

Απώτερος σκοπός της μελέτης είναι η διερεύνηση της αποτελεσματικότητας 

συγκεκριμένης χορήγησης αντιοξειδωτικών ουσιών γενικά, ως μέσων αντιμετώ πισης του 

μετεγχειρητικού πόνου.
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Β. Ε ΙΔ ΙΚ Ο  Μ Ε Ρ Ο Σ

1.0 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ Μ ΕΘΟΔΟΙ

Η έρευνα χωρίζεται σε εργαστηριακό και σε κλινικό  μέρος.

Το εργαστηριακό μέρος περιλαμβάνει μετρήσεις επιπέδων ελευθέρων ριζών οξυγόνου 

που απελευθερώνονται μετά την άρση της ίσχαιμης περίδεσης σε επεμβάσεις Ολικής 

Αρθροπλαστικής γόνατος. Ακολούθησε συγκριτική μελότη των επιπέδων, μεταξύ 

περιστατικών στα οποία χορηγήθηκε αντιοξειδωτικός παράγοντας κατά την αναισθησία και 

άλλων στα οποία δεν χορηγήθηκε.

Το κλινικό μέρος περιλαμβάνει καταγραφή της έντασης του μετεγχειρητικού πόνου στα εν 

λόγω περιστατικά, καθώς επίσης και συγκριτική μελέτη των αποτελεσμάτων μεταξύ των 

περιστατικών στα οποία χορηγήθηκε αντιοξειδωτικός παράγοντας κατά την αναισθησία και 

των άλλων στα οποία δεν χορηγήθηκε.

Η αντιοξειδωτική ουσία που επιλέχθηκε ήταν το αναισθητικό φάρμακο προποφόλη, τόσο για 

την εισαγωγή, όσο και για την διατήρηση της αναισθησίας, σε bolus και σε στάγδην έγχυση. 

Οι ασθενείς χωρίσθηκαν τυχαία σε 2 ομάδες, 20 ατόμων: Την Ομάδα I (PROPOFOL) και την 

ομάδα II (CONTROL).

Στα περιστατικά της ομάδας I χορηγήθηκε αναισθητικό φάρμακο με σαφείς αντιοξειδωτικός 

ιδιότητες, τόσο κατά την εισαγωγή όσο και για τη διατήρηση της αναισθησίας. Στα 

περιστατικά της ομάδας II κατά τη χορήγηση αναισθησίας δεν ίίεριελήφθησαν φάρμακα με 

αντιοξειδωτικός ιδιότητες. (Πλήρης περιγραφή της χορηγηθείσας αναισθησίας ακολουθεί στο 

κλινικό μέρος της μελέτης).
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2.0 Ε Ρ Γ Α Σ Τ Η Ρ ΙΑ Κ Ο  Μ Ε Ρ Ο Σ

Από κάθε ασθενή έγιναν διεγχειρητικά τρεις αιμοληψίες, από την συστηματική κυκλοφορία 

(περιφερική φλέβα).

Η πρώτη (Α), ακριβώς πριν την άρση του ίσχαιμου επιδέσμου.

Η δεύτερη (Β) 5 ' m in μετά την άρση του ίσχαιμου επιδέσμου.

Η τρίτη (C) 30 'm in μετά την άρση του ίσχαιμου επιδέσμου.

Η ποσότητα αίματος ήταν 5cc και συλλεγόταν σε δοκιμαστικό σωλήνα με προσθήκη 

αντιπηκτικού ( EDTA 5%), σε αναλογία 1:10.

Κατόπιν έγινε φυγοκέντρηση των δειγμάτων, στις 2500 στροφές ανά λεπτό, επί 4 'm in  σε 4°C 

και ακολουθούσε λήψη 200pL υπερκειμένου πλάσματος από κάθε δείγμα.

Τα δείγματα τοποθετήθηκαν σε βαθιά κατάψυξη, (-70° C) έως την στιγμή της επεξεργασίας 

τους.

Στο Εργαστήριο Βιολογικής Χημείας έγινε η επεξεργασία των δειγμάτων σύμφωνα με την 

μέθοδο «Colorimetric Assay for Lipid Peroxidation» (OXFORD BIOM EDICAL 

RESEARCH, Catalog 7, σελ. 103).

Μ ετρήθηκαν τα προϊόντα ΤΒΑ RS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances) λ ιπιδιακής 

υπεροξείδωσης, τα οποία προκύπτουν από την δράση των ελευθέρων ριζών.

Τα προϊόντα αυτά είναι αλδεΰδες, (μαλονική αλδεΰδη- M DA, 4-υδροξειδο-ρενάλη και άλλα 

παράγωγα όπως 4-hydroxy-2(E)-nonenal (4-ΗΝΕ).

Η μέθοδος μέτρησης είναι φασματοσκοπική.

Η βασική αρχή της μεθόδου βασίζεται στην αντίδραση του χρωμογενικού αντιδραστηρίου R1 

(N-methyl-2-phenylindole in acetonitrile) με την M DA και τα 4-υδροξυ-αλκένυα, σε 

θερμοκρασία 45° C.

Κατά την αντίδραση, ένα μόριο MDA αντιδρά και δεσμεύεται από 2 μόρια R1 οπότε 

σχηματίζεται μια σταθερά χρωμοφόρος ένωση με μεγίστη απορρόφηση του φωτός σε μήκος 

κύματος 586 nm.

Οι καμπύλες αναφοράς της μέτρησης έγιναν με διαλύματα S2: 1,1,3,3-tetram ethoxypropane 

σε 20M m Tris-HCL buffer, με Ph 7.4 (παρατίθεται η standard curve). R2 = 0.9982. (Σχ. 3)
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Σχήμα 3.

Ακολούθησαν μετρήσεις επί των δειγμάτων.

Ο υπολογισμός έγινε βάσει του τύπου:

Α-Αο = y

y= 0.1566χ -  0.0065

όπου Αο είναι η απορρόφηση φωτός σε δείγμα ύδατος και Α  είναι η απορρόφηση φωτός 

παρουσία δείγματος υπό εξέταση.

Παρατίθεται στο κεφάλαιο των αποτελεσμάτων ο αναλυτικός πίνακας καταγραφής τω ν τιμών 

των μετρήσεων (Πιν. 5), καθώς και πίνακας στατιστικής σύγκρισης μεταξύ των τιμών των 

δύο ομάδων στα αντίστοιχα χρονικά σημεία μέτρησης A, Β, C (Πιν. 6).
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3.0 Κ Λ ΙΝ ΙΚ Ο  Μ Ε Ρ Ο Σ

Όλοι οι ασθενείς που έλαβαν μέρος στην έρευνα ενημερώθηκαν για τον σκοπό αυτής και 

έδωσαν γραπτή συγκατάθεση. Στην έρευνα έλαβαν μέρος 40 ασθενείς ηλικίας 64 έως 77 

ετών, (μέση ηλικία 69,9), 14 άνδρες και 26 γυναίκες.

Π ίνακας 3

Β ιομετρικά  χα ρ α κ τη ρ ισ τικ ά  τω ν ασθενώ ν

Αριθμός ασθενών 40
Ομάδα I Ομάδα II

Φύλο Άνδρες 14 6 8
Γυναίκες 26 14 12

Ηλικία Μέση τιμή 69,9 69,15 70,8
Σταθερή απόκλιση +,- 5

Βάρος Μέση τιμή 73,8 kg 71,05 76,6

•
Σταθερή απόκλιση + ,-1 0  kg

u...

Κριτήρια Επιλογή c: Ασθενείς κατηγορίας κινδύνου ASA I και 11 που επρόκειτο να  

υποβληθούν σε χειρουργική επέμβαση ολικής αρθροπλαστικής γόνατος.

Από την έρευνα αποκλείσθηκαν:

•  ασθενείς της κατηγορίας κινδύνου ASA III και IV,

•  ασθενείς που αρνήθηκαν να  δώσουν την έγγραφη συγκατάθεσή τους για την έρευνα,

•  ασθενείς με αντενδείξεις στην γενική αναισθησία,

•  άρνηση του ασθενή για γενική αναισθησία,

• αλλεργίες ή αντένδειξη στα φάρμακα που θα χρησιμο7ΐοιούνταν,

• τοξικομανείς, έγκυες γυναίκες,

•  ασθενείς με παχυσαρκία,

•  ασθενείς με χρόνιο αλκοολισμό,

•  χρόνια χρήση βαρβιτουρικών,

•  ασθενείς με ηπατοπάθειες ή νεφροπάθειες.
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3.1 Π ροεγχειρητική  αξιολόγηση ασθενών

Σε όλους τους ασθενείς έγινε την προηγούμενη ημέρα του χειρουργείου κατά τη διάρκεια 

της προαναισθητικής επίσκεψης η αξιολόγηση κινδύνου των ασθενών σύμφωνα με την 

ταξινόμηση κατά ASA.

Μετά την αξιολόγηση των ευρημάτων οι ασθενείς ενημερώθηκαν για το είδος της 

αναισθησιολογικής τεχνικής που θα χρησιμοποιούνταν. Σε όλους τους ασθενείς χορηγήθηκε ως 

προαναισθητική αγωγή το βράδυ πριν την επέμβαση 1,5 -  3 mg Λοραζεπάμης από το στόμα 

ανάλογα με την ηλικία και την γενική κατάσταση.

3.2 Α ναισθησία

Κατά την άφιξη του ασθενούς στο χειρουργείο έγινε μέτρηση της αρτηριακής πίεσης με την 

αυτόματη συσκευή μέτρησης D1NAMAP της εταιρείας Criticon και απαγωγή 

ηλεκτροκαρδιογραφήματος στο monitor (απαγωγή V κατά Kaplan). Τοποθετήθηκε ένας 

περιφερικός φλεβοκαθετήρας διαμέτρου 18 G της εταιρείας Braun και έγινε προοξυγόνωση του 

ασθενούς με 100% οξυγόνο με την βοήθεια προσωπίδας για 10 λεπτά.

Η εισανωγη στην αναισθησία, έγινε σε όλους τους ασθενείς με χορήγηση φεντανύλης σε 

δοσολογία 100 Όταν οι ασθενείς άρχισαν να αισθάνονται ζάλη χορηγήθηκε ενδοφλέβια: - 

στην ομάδα I προποφόλη σε δοσολογία 2 mg/Kg, και - στην ομάδα II θειοπεντάλη σε δοσολογία 

5 mg/kg. Για τη διασωλήνωση χορηγήθηκε cis-ατρακούριο σε δοσολογία 0,15 mg/Kg 

ενδοφλεβίως. Μετά τη διασωλήνωση οι ασθενείς ετέθησαν σε μηχανικό αερισμό με οξυγόνο και 

υποξείδιο του αζώτου σε σχέση 1:2 σε ημίκλειστο σύστημα (Julian, Draegerwerk, Luebeck). Οι 

συνθήκες αερισμού των ασθενών ήταν: Εισπνευστικός όγκος (tidal volume) =  10 ml/Kg 

ιδανικού βάρους σώματος, συχνότης αναπνοών = 1 0 -1 2  /min, σχέση εισπνοής: εκπνοής = 1:2 

και μέση μέγιστη πίεση αεραγωγών /  plateau = 20 /16  mBar.

Ανάλογα με την ομάδα στην οποία ανήκαν οι ασθενείς χορηγήθηκε επιπλέον για τη 

διατήρηση m e αναισθησίας στην Ομάδα I προποφόλη σε δοσολογία 4 mg/Kg/ h και στην Ομάδα 

II σεβοφλουράνιο σε τελοεκπνευστική συγκέντρωση 2%. Μεταβολές στη χορήγηση προποφόλης 

ή σεβοφλουρανίου ήταν ανάλογες με τις ανάγκες του ασθενούς και την αιμοδυναμική 

κατάσταση του ασθενούς όπως αύξηση μέσης αρτηριακής πίεσης και της καρδιακής συχνότητας 

>25% των αναμενόμενων τιμών για τον κάθε ασθενή. Περαιτέρω σημεία ανεπαρκούς 

αναισθησίας ήταν το δάκρυσμα, το κοκκίνισμα και η εμφάνιση ιδρώτα. Η αρχική αύξηση της 

προποφόλης ή του σεβοφλουρανίου ήταν 1 mg/Kg/h και 1% αντίστοιχα. Όταν η μέση αρτηριακή 

πίεση ή η καρδιακή συχνότητα παρέμειναν αυξημένες (>25% από τις αναμενόμενες τιμές) μετά
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από 5 λεπτά γινόταν και δεύτερη αύξηση στη χορήγηση προποφόλης ή σεβοφλουρανίου. Σε 

περίπτωση ανεπαρκούς απάντησης στις παραπάνω αυξήσεις γινόταν αύξηση στη χορήγηση της 

φεντανύλης της τάξεως του 0,1 pg /  Kg /min. Σε περίπτωση πτώσεως της καρδιακής συχνότητας 

με σφύξεις <45/min χορηγούνταν ατροπίνη σε δοσολογία 0,5 m g ενδοφλέβια. Μ είωση της 

δοσολογίας των αναισθητικών ήταν επιτρεπτή μόνο σε περίπτωση υπότασης και βραδυκαρδίας 

μη ανατάξιμες στην χορήγηση υγρών ή στην χορήγηση ατροπίνης.

Η διεγχειρητική αναλγησία έγινε με χορήγηση φεντανύλης, σε συνολική δοσολογία ~ 5pg/kg 

(βλ Αριθμητικά δεδομένα μελέτης, Πιν. 4).

Στο τέλος της χειρουργικής επέμβασης έγινε διακοπή των αναισθητικών χωρίς σταδιακή 

μείωση ενώ ο αερισμός του ασθενούς γινόταν με 100% Οξυγόνο σε ροή 6 λίτρα το λεπτό.

Η αποσωλήνωση του ασθενούς γινόταν όταν η αυτόματη αναπνοή ήταν επαρκής (Vt >4 

ml/Kg), ο ασθενής είχε ανακτήσει πλήρως τα αντανακλαστικά του και υπήρχε απάντηση σε 

λεκτικά ερεθίσματα.

3.3 Μ ετεγχειρητική  αναλγησία

Στο πρωτόκολλο μετεγχειρητικής αναλγησίας ακολουθήθηκε συγκεκριμένο δοσολογικό 

σχήμα για όλους τους ασθενείς, ούτως ώστε να υπάρχει η δ υνατότητα συγκριτικής μελέτης.

Μετά την αφύπνιση, στην αίθουσα ανάνηψης χορηγήθηκαν σε όλους τους ασθενείς 1200 m g 

Apotel σε στάγδην έγχυση εντός 100 ml φυσιολογικού ο ρ ο ύ  σε διάστημα 20 λεπτών.

Κατά τον υπόλοιπο χρόνο νοσηλείας στην ορθοπατδική κλινική το δοσολογικό σχήμα της 

αναλγησίας ήταν πεθιδίνη 0,5 m g X 4 (ανά 6ωρο) ενδομυϊκά.

Στον Πιν.3 καταγράφονται αναλυτικά τα βιομετρικά χαρακτηριστικά των ασθενών καθώς 

επίσης η χρονική διάρκεια εφαρμογής του ίσχαιμου επίδεσμου (tourniquet) σε λεπτά (min) 

και η συνολική ποσότητα αναλγητικού φαρμάκου που χορηγήθηκε (fentanyl σε 

μικρογραμμάρια).



Πίνακας 4

4Δ

Α ΡΙΘ Μ Η Τ ΙΚ Α  ΑΕΑΟΜΕΝΑ Μ ΕΛ ΕΤΗ Σ

Φ Υ Λ Ο Η Λ ΙΚ ΙΑ
ΒΑ ΡΟ Σ

(kg)
Χρόνος (min) 

T ourn ique
Χορήγηση
Fentanyl

ομάδα I A 69 75 69' 400pg
(Propofol) A 77 80 90' 400pg

A 65 70 100' 400pg
A 70 65 75’ 350pg
A 66 70 80’ 350pg
A 70 77 100' 400pg
Θ 65 85 64' 350pg
Θ 75 60 60' 350pg
Θ 67 77 53' 350pg
Θ 67 67 90' 400pg
Θ 70 70 80' 400pg
Θ 69 65 80' 350pg
Θ 68 75 100' 350pg
Θ 66 60 75' 350pg
Θ 65 75 60' 400pg
Θ 72 70 75' 400pg
Θ 72 72 65' 400pg
Θ 72 68 110' 350pg
Θ 69 68 85' 350pg
Θ 69 72 70' 350pg

ομάδα II A 71 70 100' 350pg
(Control) A 74 75 55’ 350pg

A 66 90 85' 450pg
A 65 105 100' 500pg
A 74 95 100' 450pg
A 67 90 75' 400pg
A 68 77 65' 400pg
A 73 80 75’ 400p.g
Θ 67 72 75' 350pg
Θ 72 72 125' 400pg
Θ 75 67 80' 350μg
Θ 74 60 65’ 350μg
Θ 72 70 100' 350μ8
Θ 75 70 90' 350μg
Θ 69 70 100' 350μg
Θ 69 80 100' 400μg
Θ 73 75 90' 350μg
Θ 71 65 90’ 300μg
Θ 71 69 80' 350μ8
Θ 70 80 85’ 350μ8
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3.4 Διερεύνηση έντασης μετεγχειρητικού  πόνου

Η καταγραφή της έντασης του μετεγχειρητικού πόνου στους ασθενείς και των δύο ομάδων, 

έγινε με βάση την NOMINAL SCALE, με διαβάθμιση 1-10 {όπου 1=καθόλου πόνος και 

10=μέγιστος πόνος).

Η καταγραφή άρχιζε αμέσως μετά την αφύπνιση, συνεχιζόταν κατά την παραμονή του 

ασθενούς στην Ανάνηψη καθώς και κατά την μετεγχειρητική παραμονή του στην Ορθοπεδική 

Κλινική.

Τα χρονικά σημεία καταγραφής έντασης μετεγχειρητικού πόνου ήσαν:

-a: αμέσως μετά την αφύπνιση

-b: 30λεπτά » » »

-c: 1 ώρα » » »

-d: 12 ώρες » » »

-e: 24 ώρες » » »

Παρατίθεται στο κεφάλαιο των αποτελεσμάτων, 'πίνακας με τα αποτελέσματα καταγραφής 

της έντασης του μετεγχειρητικού πόνου (Πιν. 7) καθώς και πίνακας σύγκρισης των 

αποτελεσμάτων καταγραφής έντασης μετεγχειρητικού πόνου στα αντίστοιχα χρονικά σημεία 

καταγραφής του (Πιν. 9).
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4.0 Α Π Ο ΤΕΛ ΕΣΜ Α ΤΑ

4.1 Ε ργα στηριακές μετρήσεις συγκεντρώ σεω ν TBA RS

Παρατίθενται τα αποτελέσματα των μετρήσεων των συγκεντρώσεις των TBARS στον ορό. 

Τα υπεροξείδια τα οποία σχηματίζονται κατά την λιπιδιακή υπεροξείδωση μετατρέπονται σε 

αλδεΰδες π.χ. μαλονοδιαλδεύδη (MDA) και αντιδρούν με το θειοβαρβιτουρικό οξύ 

σχηματίζοντας ένα έγχρωμο σύμπλεγμα. Ο βαθμός της υπεροξείδωσης των λιπιδίων 

προσδιορίζεται σαν αντιδρών υπόστρωμα με το θειοβαρβιτουρικό οξύ (thiobarbituric acid 

reacting substances, TBARS). Οι συγκεντρώσεις των TBARS στον ορό υπολογίζονται σε μΜ 

(Πιν. 5).

Η στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων έγινε με τη μέθοδο ANOVA και unpaired t test. 

Στατιστικά σημαντικές θεωρήθηκαν τιμές Ρ<0,05. (Πιν. 6)
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Πίνακας 5

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜ ΑΤΑ ΜΕΤΡΗΣΕΩΝ ( ο ε  ιιΜΙ

__ ___________________________ ΟΜΑΔΑ 1 (ΠοοποωόληΊ
Α/Α ΠΕΡΙΣΤΑΤΙΚΟΥ ΧΡΟΝΙΚΟ ΣΗΜΕΙΟ ΜΕΤΡΗΣΗΣ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

A χ=1,52
2 Β χ=2,00

C χ=1,66
A χ=2,25

4 Β χ=2,50
C χ=2,04
A χ=1,95

6 Β χ= 1,90
C χ=1,03
A χ=2,08

7 Β χ=1,89
C χ=1,88
A χ=1,91

9 Β χ=2,22
C χ=1,54
A χ=2,28

10 Β χ=2,29
C χ=1,34
A χ=2,03

13 Β χ=2,09
C χ=1,81
A χ=2,33

16 Β χ=2,58
C χ=2,30
A χ=2,22

17 Β χ=2,22
C χ=2,30
A χ=2,79

19 Β χ=2,83
C χ=2,81
A χ=0,91

23 Β χ=0,60
C χ=2,06
A χ=0,53

24 Β χ=0,08
C χ=0,14
A χ=0,25

25 Β χ=1,64
C χ=1,29
A χ=1,39

27 Β χ=2,03
C χ=0,60
A χ=0,14

28 Β χ=0,60
C χ=0,50
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30
A
B
C

x=l,62
x=2,14
x=l,91

A x=l,24
33 B x=0,83

C x=l,13
A x=l,83

36 B

ΓΊΓ* <IIX

C x=l,22
A x=2,01

37 B x=2,23
C x=l,87
A x=2,72

38 B x=2,79
.. C x=2,03

ΟΜΑΔΑ II (ΈλέγγουΙ

A/A ΠΕΡΙΣΤΑΤΙΚΟΥ ΧΡΟΝΙΚΟ ΣΗΜΕΙΟ ΜΕΤΡΗΣΗΣ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ
A χ=2,01

1 Β χ=1,83
C χ=2,05
A χ=1,80

3 Β χ=1,39
C χ=1,61
A X II Ίλ Ο

5 Β χ=1,65
C χ=1,90
A χ=2,12

8 Β χ=1,93
C χ=2,50
A χ=2,22

11 Β χ=1,63
C χ=2,20
A χ=2,35

12 Β χ=2,15
C χ=1,60
A χ=2,38

14 Β χ=1,74
C χ=2,35
A χ=2,63

15 Β χ=2,40
C χ=2,45
A χ=2,58

18 Β χ=3,08
C χ=2,83
A χ=1,84

20 Β χ=0,75
C χ=3,08
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21
A
Β
C

χ=0,57
χ=2,58
χ=0,69

A χ=2,19
22 Β χ=0,71

C χ=0,90
A χ=0,05

26 Β χ=0,80
C χ=0,74
A χ=1,85

29 Β χ=1,58
C χ=1,87
A χ=2,31

31 Β χ=2,12
C χ=2,49
A χ=0,92

32 Β χ=2,70
C χ=2,06
A χ=1,58

34 Β χ=1,83
C χ=1,99
A χ=2,04

35 Β χ=1,87
C χ=2,07
A χ=1,29

39 Β χ=1,23
C χ=1,51
A χ=2,10

40 Β χ=2,01
C χ=2,26

Χρονικά σημεία μέτρησης TBARS 

Α: πριν την άρση του ίσχαιμου επιδέσμου 

Β: 5 ' min μετά την άρση του ίσχαιμου επιδέσμου 

C: 30 ' min μετά άρση του ίσχαιμου επιδέσμου
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Π ίνακας 6

Πίνακ«£ «τατιπτική£ βυνκοιτικικ ανάλυση; των αποτελεσμάτων

των ιίΕτοήοεων.

μ Μ “

34

A Β C

{Λευκές στήλες: ομάδα I 

Μαύρες στήλες: ομάδα Π 

A, Β, C: χρονικά σημεία μέτρησης TBARS}
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4.2 Α ποτελέσματα δ ιερεύνησης έντασης μετεγχειρητικού πόνου

Η καταγραφή της έντασης του μετεγχειρητικού πόνου στους ασθενείς και των δύο ομάδων, 

έγινε με βάση την NOMINAL SCALE, με διαβάθμιση 1-10 (όπου 1=καθόλσυ πόνος και 

10=μέγιστος πόνος). (Πιν. 7)

Π ίνακας 7

Α Π Ο Τ Ε Λ Ε ΣΜ Α Τ Α  Κ Α ΤΑ ΓΡΑ Φ Η Σ Ε Ν Τ Α Σ Η Σ  Μ ΕΤ Ε ΓΧ Ε ΙΡΗ Τ ΙΚ Ο Υ  ΠΟΝΟΥ

ΟΜ ΑΔΑ I (Ή οοποφόλυ)
Α/Α ΠΕΡΙΣΤΑΤΙΚΟΥ ΧΡΟΝΙΚΟ ΣΗΜΕΙΟ SCORE

ΚΑΤΑΓΡΑΦΗΣ
a 4
b 3

2 c 4
d 5
e 6
a 7
b 6

4 c 6
d 5
e 6
a 5
b 6

6 c 6
d 7
e 6
a 5
b 6

7 c 6
d 7
e 7
a 5
b 5

9 c 5
d 5
e 5
a 3
b 3

10 c 4
d 4
e 4
a 5
b 6

13 c 7
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d 6
e 6
a 3
b 3

16 c 3
d 4
e 4
a 3
b 3

17 c 5
d 4
e 4
a 4
b 5

19 c 5
d 4
e 4
a 4
b 5

23 c 5 '
d 4
e 4
a 5
b 5

24 c 5
d 6
e 5
a 3
b 4

25 c 5
d 5
e 5
a 8
b 7

27 c 4
d 4
e 4
a 4
b 6

28 c 3
d 4
e 4
a 5
b 4

30 c 4
d 6
e 5
a 6
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ΟΜ ΑΔΑ II ΓΠοοποφόληΙ
Α /Α  Π Ε Ρ ΙΣ Τ Α Τ ΙΚ Ο Υ Χ Ρ Ο Ν ΙΚ Ο  Σ Η Μ Ε ΙΟ SCORE

Κ Α Τ Α Γ Ρ Α Φ Η Σ

a 5
b 5

1 c 4
d 5
e 6
a 8
b 6

3 c 6
d 7
e 6
a 7
b 8

5 c 6
d 5
e 5
a 7
b 8

δ c 8
d 7
e 6
a 5
b 6

11 c 6
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d 7
e 6
a 6
b 7

12 c 8
d 8
e 7
a 5
b 6

14 c 7
d 6
e 6
a 5
b 6

15 c 7
d 7
e 7
a 3
b 3

18 c 5
d 4
e 4
a 4
b - 5

20 c 6
d 6
e 6
a 6
b 6

21 c 5
d 6
e 6
a 5
b 6

22 c 6
d 6
e 6
a 4
b 5

26 c 6
d 6
e 6
a 4
b 5

29 c 5
d 6
e 7
a 6
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b 6
31 C 5

d 5
e 5
a 5
b 5

32 c 4
d 6
e 6
a 6
b 5

34 c 5
d 7
e 6
a 4
b 3

35 c 4
d 5
e 5
a 3
b 3

39 c 4
d 5
e 6
a 4
b 4

40 c 5
d 4
e 4

Χρονικά σημεία καταγραφής έντασης μετεγχειρητικού πόνου
-a: αμέσως μετά την αφύπνιση

-b: 30 'λεπτά » » »

-c: 1 ώρα » » »

-d: 12 ώρες » » »

-e: 24 ώρες » » »

Ακολούθησε στατιστική ανάλυση των αποτελεσμάτων η οποία έγινε με τη μέθοδο ANOVA 

και unpaired t test. Στατιστικά σημαντικές θεωρήθηκαν τιμές Ρ<0,05. (Πιν. 9)

·]
ί
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4.3 Ανάλυση αποτελεσμάτω ν

Δεν βρέθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των δύο ομάδων όσον αφορά την 

ηλικία (μ.ο. Ομ. I 69,15 -  Ομ. 11 70,8), το βάρος (μ.ο. Ομ. 1 71,05 -  Ομ. 11 76,6) (Πιν. 3) και 

τη διάρκεια της εφαρμογής της ίσχαιμης περίδεσης (μ.ο. Ομ. 1 79,05’ -  Ομ. 11 86,75’) (Πιν. 

4). Επίσης δεν παρατηρήθηκαν στατιστικά σημαντικές διαφορές μεταξύ των δύο ομάδων 

όσον αφορά τις τιμές της M DA πριν την άρση της εφαρμογής της ίσχαιμης περίδεσης (1,7 

pmol/l στην ομάδα 1 της προποφόλης και 1,82 pmol/l στην ομάδα 11 Control).(niv.8 )

Πέντε λεπτά μετά την άρση της ίσχαιμης περίδεσης στην ομάδα της προποφόλης η 

συγκέντρωση της M DA στο πλάσμα παρουσίασε μία μικρή αύξηση σε σχέση με τις τιμές 

πριν την εφαρμογή της ίσχαιμης περίδεσης (1,87 pmol/l και1,7 pm ol/l αντίστοιχα, Ρ > 0,05), 

ενώ στην ομάδα Control δεν παρουσιάστηκε καμία μεταβολή (1,8 μπιοΐ/ΐ και 1,82 pm ol/l 

αντίστοιχα).

Τριάντα λεπτά μετά την άρση της ίσχαιμης περίδεσης η συγκέντρωση της MDA στο πλάσμα 

μειώθηκε σημαντικά στην ομάδα της προποφόλης σε σχέση με τη συγκέντρωση 5 λεπτά μετά 

την άρση (1,57 pmol/l και 1,87 pmol/l αντίστοιχα, Ρ =  0,036). Αντίθετα στην ομάδα Control 

παρατηρήθηκε μία μικρή μη σημαντική αύξηση (Ρ >0,05) σε σχέση με τις τιμές πριν την 

εφαρμογή της ίσχαιμης περίδεσης και 5 λεπτά μετά την άρση. (Πίνακας 1).

Όσον αφορά τη σύγκριση μεταξύ των δύο ομάδων φαίνεται ότι τα επίπεδα των τιμώ ν της 

MDA 30 λεπτά μετά την άρση της ίσχαιμης περίδεσης μειώθηκαν σημαντικά στην ομάδα της 

προποφόλης σε σχέση με την ομάδα Control (1,57 pm ol/l και 1,96 pmol/l αντίστοιχα, 

Ρ=0,026).

Από τη συγκριτική μελέτη των αποτελεσμάτων καταγραφής του μετεγχειρητικού πόνου, 

παρατηρείται σαφώς μικρότερη ένταση αυτού στους ασθενείς της ομάδας 1 (Propofol) στα 

αντίστοιχα χρονικά σημεία καταγραφής, με τη μεγαλύτερη διαφορά μεταξύ των δύο  ομάδων 

να καταγράφεται στο χρονικό σημείο c (1 ώρα μετά την αφύπνιση). (Πιν. 9)

Και στις δύο ομάδες παρατηρείται μία ελαφρά προοδευτική αύξηση της έντασης του 

μετεγχειρητικού πόνου, προϊόντος του χρόνου (χρονικά σημεία a, b, c, d), ενώ η ένταση 

αρχίζει να μειώνεται στο χρονικό σημείο e (24 ώρες).

Διαφαίνεται θετική επίδραση της προποφόλης, δηλαδή μείωση της έντασης του 

μετεγχειρητικού πόνου, όμως η διαφορά μεταξύ των δύο ομάδων δεν είναι στατιστικά 

σημαντική.
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Πίνακας 8

Τιμές Μ DA (μπιοΐ/ΐ) πριν την άρση της εφαρμογής της (σχαιμης περίδεσης
καθώς 5 και 30 λεπτά μετά

Τιμές MDA (μπιοΐ/l) στις δύο ομάδες ασθενών [mean(SD)]

Ομάδα I Ομάδα U
Propofol Control

Πριν την εφαρμογή 1,7 (0,76) 1,82 (0,67)

5 λεπτά μετά την άρση 1,87 (0,76) 1,8 (0,63)

30 λεπτά μετά την άρση 1 ,5 7 (0 ,6 7 )* / 1,96 (0,64)

*= ρ < 0,05, σύγκριση με την προηγούμενη τιμή (κάθετη σύγκριση) 

#= ρ < 0,05 οριζόντια σύγκριση

Πίνακας 9

Σύγκριση αποτελεσμάτων καταγραφής έντασης μετεγχειρητικού πόνου

Χρονικό σημείο Ομάδα I Ομάδα 11

a M.O.= 4.85 M.O.=4.60

b M.O.=4.75 M.O =5.0

c M.O.=4.75 M.O.=5.15

d M.O.=5.15 M.O.=5.30

e M.O.=5.10 M.O.=5.25
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5.0 ΣΥ Ζ Η Τ Η Σ Η

Μολονότι οι σκελετικοί μύες είναι γενικά ανθεκτικοί στην ισχαιμία (σε σχέση με άλλα 

όργανα), το σύνδρομο ισχαιμίας -  επαναιμάτωσης έχει τεκμηριωθεί σε προηγούμενες 

μελέτες. Οι Concannon και συνεργάτες απέδειξαν μια σημαντική) αύξηση σε προϊόντα MDA 

εντός 2 ωρών, προκαλώντας σύνδρομο ισχαιμίας -  επαναιμάτωσης με χρήση ίσχαιμου 

επιδέσμου, σε σκελετικούς μύες κουνελιών. Το ίδιο επιβεβαιώνει και η μελέτη των S. 

Kahraman και συνεργατώ ν.73

Επίσης πολλές μελέτες στο παρελθόν έχουν αναδείξει τη βλάβη η οποία προκαλείται από τις 

ελεύθερες ρίζες οξυγόνου μετά την επαναιμάτωση στους σκελετικούς μυς.72’ 100,101

Θεωρήσαμε σκόπιμο να εξετάσουμε την επίδραση της προποφόλης επί της 

υπεροξείδωσης λιπιδίων, σε σύνδρομο ισχαιμίας ~ επαναιμάτωσης σκελετικών μυών, η οποία 

δεν είχε ερευνηθεί. Επιλέχθηκαν σαν τυπικά αντιπροσωπευτικές οι επεμβάσεις ολικής 

αρθροπλαστικής γόνατος με χρήση ίσχαιμου επιδέσμου. Οι ορθοπαιδικές επεμβάσεις, οι 

οποίες γίνονται με την εφαρμογή ίσχαιμης περίδεσης, αποτελούν ένα ανθρώπινο μοντέλο για 

την παραγωγή ελευθέρων ριζών οξυγόνου και μερικά αναισθητικά φάρμακα με 

αντιοξειδωτικές ιδιότητες θα μπορούσαν να προσφέρουν σημαντικά οφέλη.

Είναι γνωστό ότι η προποφόλη έχει αντιοξειδωτικές ιδιότητες in vitro .102,103 Άλλες μελέτες σε 

απομονωμένα οργανίδια, που έγιναν προκαλώντας οξειδωτικό stress σε μιτοχόνδρια ήπατος, 

μικροσωμάτια και συναπτοσώματα εγκεφάλου επίμυος, έδειξαν ότι η προποφόλη εμποδίζει 

την υπεροξείδωση των λιπιδίων.

Οι Green και συν.90και οι Ebel και συν.104 έδειξαν ότι η προποφόλη σε κλινικές
ΛΛ

συγκεντρώσεις δεν παρέχει προστασία στο οξειδωτικό stress. Αντίθετα ο M urphy κα ι οι συν 

έδειξαν ότι σε αναισθητικές συγκεντρώσεις η προποφόλη προσφέρει αντιοξειδωτικές 

ιδιότητες.

Τα αποτελέσματα από τη μελέτη μας έδειξαν ότι η προποφόλη (Ομάδα I) προκάλεσε 

σημαντική μείωση των ποσοτήτων των ελευθέρων ριζών οξυγόνου στα 30 λεπτά μετά την 

άρση του αποκλεισμού (Ρ<0,05). Φαίνεται έτσι να  αποτελεί ένα καλό αναισθητικό παράγοντα 

επιλογής για ορθοπαιδικές επεμβάσεις που απαιτούν τη χρήση της ίσχαιμης περίδεσης. 

Παρόμοια αποτελέσματα προκύϊπουν από δύο άλλες πρόσφατες μελέτες σε ασθενείς που 

υποβλήθηκαν σε ολική αρθροπλαστική γόνατος με ίσχαιμη περίδεση. Πιο συγκεκριμένα, στη 

μελέτη των Kahraman και συν. η μία ομάδα ελάμβανε προποφόλη για αναισθησία και η 

δεύτερη ισοφλουράνιο. Οι συγγραφείς από τη μέτρηση της MDA τόσο στο πλάσμα όσο και
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στους ιστούς συμπεραίνουν ότι η προποφόλη εμποδίζει την υπεροξείδωση των λιπιδίων που 

προέρχεται από το σύνδρομο ισχαιμίας - επαναιμάτωσης και ότι φαίνεται να έχει σημαντική 

αντιοξειδωτική ικανότητα κατά ιη  διάρκεια της αναισθησίας. Στους ασθενείς που έλαβαν 

αναισθησία με προποφόλη οι συγγραφείς παρατήρησαν στο πλάσμα μία μικρή αύξηση των 

συγκεντρώσεων της MDA 15, 30 και 45 λεπτά μετά τη λύση της ίσχαιμης περίδεσης σε 

σχέση με τις τιμές πριν την επαναιμάτωση. Αντίθετα στην ομάδα του ισοφλουρανίου 

παρατηρήθηκε μία σημαντική αύξηση στη συγκέντρωση της MDA στα 5 ,15 , 30 και 45 λεπτά 

μετά τη λύση της ίσχαιμης σε σχέση με τις τιμές πριν την επαναιμάτωση.

Στη μελέτη των Aldemir και συν.'° παρατηρήθηκε μία μείωση των επιπέδων της MDA στα 1 

και 5 λεπτά μετά τη λύση της ίσχαιμης περίδεσης και στις δύο ομάδες (ομάδα προποφόλης 

και ομάδα αλοθανίου), με στατιστικά σημαντική τη μείωση μόνο στην ομάδα της 

προποφόλης. Στη μελέτη αυτή η σύγκριση των επιπέδων της MDA γινόταν σε σχέση με τιμές 

πριν την εισαγωγή στην αναισθησία. Στη δική μας μελέτη στην ομάδα του σεβοφλουρανίου 

παρατηρήθηκε μία μικρή, μη στατιστικά σημαντική αύξηση των επιπέδων της MDA 30 λεπτά 

μετά τη λύση της ίσχαιμης περίδεσης σε σχέση με τις τιμές πριν από την άρση της ίσχαιμης 

περίδεσης. Πολλές μελέτες αναδεικνύουν την προστατευτική δράση του σεβοφλουρανίου, 

όπως και των άλλων αλογονωμένων αναισθητικών στο μυοκάρδιο μετά από ισχαιμία, 

συγκεκριμένα περιορισμός της δυσλειτουργίας και της νέκρωσης του μυοκαρδίου, η οποία 

συμβαίνει στη φάση της επαναιμάτωσης.94’95,96’97’98’99 Πιθανόν η προστασία στα κύτταρα του 

μυοκαρδίου με τα αλογονωμένα εισπνεόμενα αναισθητικά επιτυγχάνεται μέσω της 

ενεργοποίησης των Κ α τ ρ  καναλιών στα μιτοχόνδρια και λόγω της μειωμένης τάσης για 

προσκόλληση των πολυμορφοπυρήνων και των αιμοπεταλίων στο ενδοθήλιο των 

αγγείων.105’106 Η προποφόλη δεν φαίνεται να έχει το ίδιο σημαντική προστατευτική δράση 

στο μυοκάρδιο.94’95’96 Στη μελέτη μας, φαίνεται η προποφόλη να ελαττώνει περισσότερο το 

οξειδωτικό stress σε σχέση με το σεβοφλουράνιο. Όμως μεθοδολογικά υπήρξαν δύο 

περιορισμοί: Η εισαγωγή στην αναισθησία στην ομάδα του σεβοφλουρανίου έγινε με 

θειοπεντάλη και όχι με σεβοφλουράνιο. Το δεύτερο μεθοδολογικό πρόβλημα στη μελέτη μας 

είναι ότι δεν υπήρξαν φλεβικά δείγματα για MDA πριν από την εισαγωγή στην αναισθησία, 

έτσι ώστε να  οδηγηθούμε σε πιο ασφαλή συμπεράσματα. Είναι βέβαιο ότι χρειάζονται 

περισσότερες μελέτες για να διερευνηθεί η δράση του σεβοφλουρανίου στους περιφερικούς 

ιστούς οι οποίοι υποβάλλονται σε ισχαιμία και επαναιμάτωση.
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Συμπερασματικά, η προποφόλη ελαττώνει το οξειδωτικό stress σε ορθοπαιδικές επεμβάσεις, 

οι οποίες γίνονται με την εφαρμογή της ίσχαιμης περίδεσης, ενώ για το σεβοφλουράνιο είναι 

αναγκαίο να γίνουν επιπλέον μελέτες.

Ελήφθησαν κατόπιν υπ’όψιν μελέτες οι οποίες αναφέρθηκαν, σύμφωνα με τις οποίες οι 

ελεύθερες ρίζες, προκαλώντας ιστική βλάβη, είναι άμεσα υπεύθυνες για πρόκληση επώδυνων 

ερεθισμάτων, τα οποία εκδηλώνονται κατά το σύνδρομο ισχαιμίας -  επαναιμάτωσης και 

προφανώς επιβαρύνουν το επώδυνο της χειρουργικής επέμβασης. Οδηγηθήκαμε στο να 

πραγματοποιήσουμε το κλινικό μέρος της μελέτης, όπου έγινε καταγραφή της έντασης του 

μετεγχειρητικού πόνου και κατόπιν σύγκρισή του, μεταξύ των ασθενών στους οποίους είχε 

χορηγηθεί προποφόλη και διαπιστώθηκε ότι είχαν μειωμένη παρουσία ελευθέρων ριζών και 

των άλλων στους οποίους δεν είχε χορηγηθεί αντιοξειδωτικός παράγοντας.

Συμπερασματικά καταλήγουμε ότι η επίδραση της προληπτικής αντιμετώπισης - με 

διεγχειρητική χορήγηση αναισθησιολογικών φαρμάκων με αντιοξειδωτική δράση - της 

έκλυσης ελευθέρων ριζών, για την αντιμετώπιση της έντασης του μετεγχειρητικού πόνου, 

βάσει των αποτελεσμάτων διαφαίνεται θετική, έστω και αν δεν καταγράφεται ως στατιστικά 

σημαντική. Χρειάζονται περαιτέρω μελέτες ίσως με μεγαλύτερο αριθμό περιστατικών, για να 

τεκμηριωθεί.
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6.0 Π Ε Ρ ΙΛ Η Ψ Η

Σκοπός: μετά την άρση της ίσχαιμης περίδεσης σε ορθοπαιδικές επεμβάσεις, παρατηρείται 

αυξημένη έκλυση ελευθέρων ριζών. Είναι αποδεδειγμένο ότι οι ελευθέρων ριζών είναι 

εμπεπλεγμένες στους μηχανισμούς του πόνου. Διερευνήσαμε την επίδραση χορήγησης 

προποφόλης στην έκλυση ελευθέρων ριζών, σε επεμβάσεις Ολικής Αρθροπλαστικής γόνατος 

με χρήση ίσχαιμης περίδεσης, σε σχέση με τον μετεγχειρητικό πόνο.

Υλικό και μέθοδος: μελετήθηκαν τα δεδομένα από 40 ασθενείς, ASA Ι-ΙΙ, 60 έως 70 ετών, 14 

άνδρες και 26 γυναίκες, οι οποίοι υπεβλήθησαν σε επέμβαση Ολικής Αρθροπλαστικής 

γόνατος. Οι ασθενείς χωρίστηκαν τυχαία σε 2 ομάδες. Στην πρώτη ομάδα χορηγήθηκε 

προποφόλη και φεντανύλη για την εισαγωγή στην αναισθησία και συνεχής έγχυση 

προποφόλης για την διατήρηση. Στην δεύτερη ομάδα χορηγήθηκε θειοπεντάλη και φεντανύλη 

για την εισαγωγή και σεβοφλουράνιο για την διατήρηση. Κατά την διάρκεια της επέμβασης 

χρησιμοποιήθηκε και στις δύο ομάδες φεντανύλη για την διεγχειρητική αναλγησία. Έ γιναν 

τρεις αιμοληψίες από κάθε ασθενή και των δύο ομάδων: την πρώτη πριν την άρση και την 

δεύτερη και την τρίτη 5 ' και 30 ' min μετά την άρση του ίσχαιμου επίδεσμου. Η επεξεργασία 

του υπερκείμενου πλάσματος των δειγμάτων για την μέτρηση της έκλυσης των ελευθέρων 

ριζών, έγινε με την μέθοδο προσδιορισμού των TBARS. Επίσης καταγράφηκε η ένταση του 

μετεγχειρητικού πόνου με την μέθοδο της αναλογικής κλίμακας πόνου (VAS o f  pain, 1-10), 

αμέσως μετά την αφύπνιση, μετά 30 ' και μετά 1, 12, 24 ώρες.

Αποτελέσματα και συζήτηση: διαπιστώθηκε ότι η ?ι;ροποφόλη (ομάδα I) ελαττώνει σημαντικά 

τον σχηματισμό των ελευθέρων ριζών (ρ<0,05) συγκριτικά με την ομάδα II. Δ ιαπιστώσαμε 

επίσης ότι στους ασθενείς της ομάδας I (προποφόλη) κατεγράφη ηπιότερη ένταση 

μετεγχειρητικού πόνου από τους ασθενείς της ομάδας Π, όμως η διαφορά δεν ήταν στατιστικά 

σημαντική.

Συιιπεοάσαατα: η προποφόλη είναι ένας αντιοξειδωπκός τιαράγοντας ο οποίος μειώνει 

σημαντικά την έκλυση των ελευθέρων ριζών σε επεμβάσεις με σύνδρομο ισχαιμ ίας -  

επαναιμάτωσης. Τα αποτελέσματα συμφωνούν με αυτά άλλων μελετητών. Ό σον αφ ορά  την 

επίδραση της προποφόλης στην ένταση του μετεγχειρητικού πόνου, απαιτούνται περαιτέρω  

μελέτες με μεγαλύτερο αριθμό ασθενών.



65

7.0 SUM M ARY

INFLUENCE OF PROPOFOL ON THE FORMATION OF FREE RADICALS OF 

OXYGEN AND ON THE POSTOPERATIVE PAIN IN OPERATIONS W ITH 

ISCHAEMIA-REPERFUSION SYNDROM.

SOULIOTIS DIMITRIOS
Anaesthesiologist, General Hospital ofloannina “G. Hatzicosta ”

Background of study: After release o f  tourniquet in orthopaedic operations has been observed 

an increase o f  formation o f reactive oxygen species. It is known that these are im plicated in 

the mechanism o f pain. The influence o f administration o f  propofol in the form ation o f  

reactive oxygen species in total knee replacement, in relation to post-operative pain was 

investigated.

Materials and methods: After obtaining ethics committee approval and inform ed patients 

consent we studied 40 patients ASA I -  II, 60-70 years old, 14 men and 26 wom en w ho under 

went an operation o f total knee replacement. Patients were random ly allocated in tw o groups. 

In group I we administrated propofol and fentanyl for induction and continous propofol for 

maintaining o f anaesthesia. In group II we administrated thiopental and fentanyl for induction 

and sevorane for maintaining o f  anaesthesia. During the operation were given in both  groups 

fentanyl. W e took three blood samples from each patient o f  both groups; one before release 

and the second and third 5 and 30 minutes after release o f  tourniquet, respectively. Blood 

samples elaboration for the m easurement o f released free oxygen radicals w as done by 

measuring (TBARS). W e also measured the intensity o f  post-operative pain by using the 

V.A.S o f pain 1-10, first at the end o f anaesthesia, then after 30 m in ,1,12,and 24h.

Results and Discussion: W e found that propofol (group I) attenuates significantly the 

formation o f free oxygen radicals (p<0,05) compared with group II. W e also noticed that in 

the group o f propofol was measured low er intensity o f  postoperative pain than in  group II. 

However these differences are not statistically significants.

Conclusions: Propofol is an antioxidant agent that attenuates significantly the form ation o f 

free oxygen radicals in operations with ischaemia-reperfusion syndrome. The results o f  this 

study are in accordance with these o f  other authors. As regard the influence o f  propofol on the 

post-operative analgesia are required further studies with higher num ber o f  patients.
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