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ADNOTARE
Ojog Victor
Influenta tripsinei asupra activitatii motorii a venei porta
Teza de doctor in stiinte medicale, Chisinau, 2023
Structura tezei: introducere, 4 capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie din 143
titluri, 120 pagini de text de baza, 72 figuri, 47 tabele. Rezultatele obtinute sunt publicate in 11
lucrari stiintifice.
Cuvinte-cheie: vena porta, celulele musculare netede, miocitul neted vascular, receptor activat de
proteaze , hipertripsinemie, denudarea endoteliului, celule Cajal, oxid nitric, hipertripsinemie,
parametrii contractiei
Scopul lucrarii: Evaluarea in vitro a particularitatilor raspunsului venei porta la actiunea tripsinei
in diferite preconditiondri si postconditionari.
Obiectivele cercetarii: Evaluarea in vitro a raspunsului venei porta la actiunea tripsinei in diferite
concentratii ale ionilor de calciu prin determinarea amplitudinii si frecventei contractiilor,
timpului de relaxare si contractie si a indicilor derivati (intensitatea functionarii structurilor si
suprafata contractiilor). Evaluarea in vitro a raspunsului venei porta la actiunea tripsinei in diferite
concentratii ale ionilor de sodiu si hidrogen. Evaluarea in vitro a raspunsului venei porta la actiunea
cafeinei, acetilcolinei si carbacolului in pretratarea ei cu tripsina. Evaluarea in vitro a raspunsului
venei porta la actiunea tripsinei in dependenta de prezenta oxidului nitric, precum si absenta
acestuia pe fundalul diferitor concentratii ale ionilor de calciu.
Noutatea si originalitatea stiintifici: In premieri s-au studiat particularititile raspunsului
contractil al venei porta izolata si perfuzata clasic cu solutia Krebs la actiunea tripsinei modelata
in 3 modele experimentale: (1) in vivo prin reproducerea pancreatitei acute; (2) in vivo prin
administrarea tripsinei si (3) in vitro prin administrarea proteazei in perfuzat. Caracterul
raspunsului s-a estimat in mod complex, fiind apreciate in acest context valorile parametrilor de
baza ai contractiei, precum si ale timpului de contractie, relaxare si timpului total in diferite
concentratii ale ionilor de calciu. De asemenea, s-a evaluat reactivitatea venei porta la tripsina in
conditii de acidoza si variatii ale concentratiei ionilor de sodiu, precum si caracterul influentei
proteazei asupra contracturii venoase indusd de cofeind si depolarizare maxima inerenta actiunii
solutiei de KC1 (140 mM). Pentru evidentierea rolului oxidului nitric in raspunsul venei porta la
actiunea tripsinei indicii contractilitatii acesteia au fost estimati in modelul denudat al venei prin
actiunea acidului colic, inclusiv la noima diferitor concentratii ale ionilor de calciu.
Problema stiintifici importanti solutionatia: Consta in elucidarea in vitro a particularitatilor
actiunii tripsinei asupra reactivitdtii venei portd, inclusiv pe fundalul modificarii concentratiei
ionilor de Ca si H*, denudarii endoteliului, fapt ce a permis identificarea reperelor de predictie si
corectare a periclitarii circuitului portal propice ameliordrii statusului functional si clinic al
pacientilor cu situatii patologice asociate cu hipertripsinemie.
Semnificatia teoreticd si valoarea aplicativa a lucrarii: Reactivitatea venei porta izolata
exceleazd prin deprecieri similare ale amplitudinii si frecventei contractiilor la actiunea tripsinei
proprie modelului de administrare in vitro si in vivo, car si modelului de hipertripsinemie reprodus
in vivo prin modelarea pancreatitei acute, astfel ca acest fenomen poate fi un predictor si o tinta
terapeutica a periclitarii circuitului portal in situatiile clinice asociate cu hipertripsinemie, in
primul rand 1n pancreatite. Acidoza, cat si leziunea endoteliald, diminueaza potentialul contractil
al venei porta, iar acest efect devine si mai pronuntat pe fundalul actiunii tripsinei, fapt ce justifica
algoritmul de corectare a reactivitatii venei porta prin ameliorarea dezechilibrului acido-basic si
disfunctiei endoteliale, in afard de atenuarea activitdtii tripsinice a sangelui.
Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele studiului dat au fost implementate in
activitatea didactica si stiintifica a Catedrei de fiziologie a omului si biofizica si Catedrei de
fiziopatologie si fiziopatologie clinica al USMF “Nicolae Testemitanu”



ANNOTATION
Ojog,Victor,
The influence of trypsin on the motor activity of the portal vein
PhD, Thesis in medical sciences, Chisinau, 2023
Thesis structure: introduction, 4 chapters, general conclusions and recommendations,
bibliography of 143 titles, 120 pages of basic text, 72 figures, 47 tables. The obtained results are
published in 11 scientific papers.
Keywords: portal vein, vascular smooth myocyte, protease-activated receptor, hypertrypsinemia,
endothelial denudation, Cajal cells, nitric oxide
The aim of the research: In vitro evaluation of the particularities of the response of the portal
vein to the action of trypsin in different preconditioning and postconditioning.
The research objectives: In vitro evaluation of the response of the portal vein to the action of
trypsin in different concentrations of Cat++ by determining the amplitude and frequency of
contractions, the time of relaxation and contraction, the intensity of the functioning of the
structures and the area of contractions. In vitro evaluation of the response of the portal vein to the
action of trypsin in different concentrations of Na+ and H+. In vitro evaluation of the response of
the portal vein to the action of caffeine, acetylcholine and carbacol in its pretreatment with trypsin.
In vitro evaluation of the response of the portal vein to the action of trypsin depending on the
presence or absence of NO in different concentrations of Ca++.
The scientific novelty and originality: For the first time, the peculiarities of the contractile
response of the isolated, perfused with Krebs solution portal vein to the action of trypsin modeled
in 3 experimental models were studied: (1) in vivo by reproducing acute pancreatitis; (2) in vivo
by administration of trypsin and (3) in vitro by administration of protease in the perfusate. The
character of the response was estimated in a complex way, the basic parameters of the contraction,
as well as contractile times in different concentrations of Ca+ were measured. Also, the reactivity
of the portal vein to trypsin under conditions of acidosis and variations in sodium ion concentration
was evaluated, as well as the character of the influence of the protease on the venous contracture
induced by caffeine and the maximal depolarization inherent to the action of the KCI solution (140
mM). To highlight the role of nitric oxide in the response of the portal vein to the action of trypsin,
its contractility indices were estimated in the denuded model of the vein by the action of cholic
acid, including at different concentrations of Ca++.
The scientific solved problem: It consists in the in vitro elucidation of the particularities of the
trypsin action on the reactivity of the portal vein, including against the background of changes in
the concentration of Ca++ and H+ ions, the denudation of the endothelium, a fact that allowed the
identification of landmarks for predicting and correcting the endangerment of the portal circuit,
conducive to improving the status functional and clinical of patients with pathological situations
associated with hypertrypsinemia.
The theoretical significance and the applcative value of the research: The reactivity of the
isolated portal vein excels through similar impairments of the amplitude and frequency of
contractions to the action of trypsin specific to the in vitro and in vivo administration model, as
well as to the hypertrypsinemia model reproduced in vivo by modeling acute pancreatitis, so that
this phenomenon can be a predictor and a therapeutic target of portal circuit endangerment in
clinical situations associated with hypertrypsinemia, primarily in pancreatitis. Acidosis, as well as
endothelial injury, diminishes the contractile potential of the portal vein, and this effect becomes
even more pronounced against the background of trypsin action, a fact that justifies the algorithm
for correcting the reactivity of the portal vein by ameliorating acid-base imbalance and endothelial
dysfunction, in addition to alleviating blood trypsin activity.
The implementation of scientific results: The results of the given study were implemented in the
didactic and scientific activity of the Department of Human Physiology and Biophysics and
Department of Physiopathology and Clinical Physiopathology of USMF "Nicolae Testemitanu".



AHHOTAIIUAS

Oxor, Buxkrop,

Binsinne TPUIICHHA HA IBUTaTeIbHYI0 AKTHBHOCTH BOPOTHOI BeHbI
JAuccepranus HA COMCKAHME YUEHHOH CTeNeHH JOKTOPAa MeIMINHCKUX HAYK, KuimnHes,
2023 r.

Crpykrypa JaMcceprauMM: BBeJeHME, 4 T[aBbl, oOOIIME BBIBOABI U PEKOMEHJALNH,
oubmmorpadus nz 143 nanmenoBanuii, 120 cTpaHuI] OCHOBHOTO TEKCTa, 72 pUCyHKa, 47 Talnuil.

[Tony4yeHnHble pe3ynbTaThl OyOIMKOBAHbI B 11 HAy4HBIX CTAThAX.

KiiroueBble cjioBa: BOpOTHas BEHA, COCYAMCTBIA INIAJKUM MMOLHUT, IPOTEa30aKTUBUPYEMbIN
peLenTop, rTunepTPUIICHHEMUS, SJHI0TEINaNbHas JeHynanus, kietku Kaxans, okcun azora
Heabp mccaenoBaHus: oneHka iN Vitr0 ocoOEHHOCTEH OTBETa BOPOTHOW BEHBI HA JICHCTBUEC
TPUIICHHA IIPYU Pa3IMYHOM NIPEKOHAUIIMOHUPOBAHUH U TOCTKOHINLIMOHUPOBAHNH.

3amaum ucciaenoBanusi: OneHka in Vitro peakuuu BOPOTHOH BEHBI HA JCWCTBHE TPHUIICUHA B
pa3iauuHbIX KoHUeHTpauusax Cat+ myrem onpenencHus aMIUIMTYIbl U YacTOThl COKpAIllCHUH,
BPEMEHM pacciabiieHuss M COKpallleHUs, MHTEHCUBHOCTb (PYHKIIMOHUPOBAHUS CTPYKTYp H
wiomaau cokpaienus. OueHka in Vitr0 peakin BOPOTHOW BEHbI HAa JCHCTBUE TPUIICHHA B
pasnuuHbiX KoHeHTparmsx Na+ u H+. Onenka in vitro orBeta BOpOTHOW BEHBI Ha JCHCTBHE
KoderHa, alleTHIXO0JIMHA U KapOaxosia Ipu ee npeaABapuTeabHoi 00paboTke TpuncuHoM. OLeHka
In Vitro oTBeTa BOPOTHOM BEHBI HA JCWCTBHE TPUIICMHA B 3aBUCUMOCTH OT mpucyrcTBus NO, a
TaKXe KaK ero OTCyTCTBHE Ha (poHe pa3Hoi KoHeHTpauuu Ca++.

HoBu3Ha M OpUTrHHAIBLHOCTH HMCCJeI0BaHUii: BriepBble n3yueHbl 0COOEHHOCTH COKpAIleHUM
U30JIMPOBAaHHOM U nepdy3upoBaHHON pacTBopoM Kpebca BOpoTHOM BEHbI Ha JIeHiCTBUE TPUIICHHA
B 3-X 3KCIIEPUMEHTANILHBIX MOJeIIsiX: (1) IN VIVO pu BOCIIPOM3BEICHUH OCTPOTO MMaHKpeaTHTa; (2)
in vivo myrem BBesmeHusi tpurcuHa u (3) in Vitro myrem BBeaeHHs mpoteasbl B mepdysare.
XapakTep OTBETa OLIEHUBAJIM KOMIUIEKCHO, ObUIM U3MEPEHBI OCHOBHBIE TAPAMETPhI COKPAILIEHHUS,
a TakKkKe INPOAODKUTEIBHOCTH COKpallleHHWs INpu pasHbIX KoHueHTpauusax Cat+. Taxxke
OLICHMBAJIM PEAKTUBHOCTHh BOPOTHOM BEHBI HA TPUIICMH B YCIOBHUSAX alKJ03a U H3MEHEHUS
KoHeHTpauun Nat+, a Takke XapakTep BIMSHUS @pOTea3bl Ha KOHTPAKTypy BEHBI,
MHAYLUUPOBAHHYIO KO(GEHMHOM, M MaKCUMaJbHYIO JENOJSpU3ALMI0, MPUCYIIYIO JAEHCTBUIO
pactBopa KCl (140 MM). [lns BeisiBneHus poian NO B OTBETHOW peaklMu BOPOTHOM BEHBI Ha
JeficTBHE TPUIICHHA OBLIM OLIEHEHBbI MOKa3aTeId COKPAaTUMOCTH B MOJIENU BEHbI 0€3 3HI0TeNus
MO ACMCTBUEM XOJIEBOM KUCIIOTHI, B TOM YHCJIE NIPU Pa3InYHbIX KOHLEHTpauuax Cat+.
Pemennasi Hay4yHasi 3aa4a: BbIICHEHUE OCOOEHHOCTEN JEUCTBUS TPUIICHHA HA PEaKTHUBHOCTh
BOPOTHOM BEHBI iN Vitro, B Tom uncie Ha (oHe U3MEHEHUsI KOHIeHTpauuy noHoB Ca2+ u H+, 0e3
SH/IOTEJINS, TO3BOJIMBIIEE BBISBUTh OPUEHTUPBI AJIsl IPOrHO3ZUPOBAHMS U KOPPEKIIMH HApYIICHUS
HOPTAIBHOT'O KPOBOTOKA, UTO YIy4IIaeT (yHKIIMOHAIBHOE U KIIMHUYECKOE COCTOSIHUS OOJIBHBIX €
TUIIEPTPUIICUHEMUEH.

Teopernueckass M NpaKTH4YecKash 3HAYMMOCTH PadoOThI: PeakTUBHOCTH H30JIMPOBAaHHON
BOPOTHOW BEHBI MPEBOCXOAUT aHAJIOTMYHbIE HAPYIIEHUS aMIUIUTY bl U YaCTOThI COKpAIlleHUH Ha
JIeHCTBUE TPHUIICHHA, XapaKTEPHOTO JUIsl MOJISITH BBEICHUS N VItro u in Vivo, a Takxke Uit MOJIelb
THIIEPTPUTICHHEMHH, BOCIIPOM3BEICHHAS IN VIVO MyTeM MOJICIIMPOBAHUS OCTPOTO MAHKPEATHUTA,
TaK 4TO 3TO SIBJIEHHME MOXXET OBbITh MPEIUKTOPOM M TEparneBTUYECKONH MHILIEHbIO HApYIICHUS
MOPTAIbHOTO KOHTYpa IpPH TUIEPTPUIICUHEMHH, MPEXKIE BCETO MpHU MaHKpeaTHUTe. ALMI03 U
MOBPEXICHHUE SHIOTENUS CHIXKAIOT COKPAaTUMOCTh BOPOTHOM BEHBI, 3TOT APPEKT pacTeT Ha PpoHe
JENCTBUS TPUIICHHA, YTO OOOCHOBBIBAET aJITOPUTM KOPPEKLUU PEAKTUBHOCTH BOPOTHOW BEHBI
OyTEeM YIYUYIICHHs KHUCIOTHO-IEIOYHOro OajaHca M HHAOTENHalbHas JUC)YHKIUH, B
JIOTIOTHEHNE K CHUKEHHUIO aKTUBHOCTHU TPUIICHHA B KPOBH.

BHegpeHue HAy4YHBIX pe3yJbTaTOB: Pe3ynbTaThl JaHHOTO KCCIEAOBAaHUS OBLIM BHEIPEHBI B
TUAAKTHUECKYI0 M HayuyHylo JestenbHocTh Kadenpsl ¢usnonorun uenoBeka u Kadenps
¢uzuonaronaoruu u knuHu4eckon puznonaronorun ['YM® «Hukonae Tecremuriany».
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Vena porta in macroschema sinoptica

Particularitati structurale comune si distincte ale arterei si venei

Modelul unitar singular (stdnga) si multi-unitar (dreapta) al muschiului
neted

Corpurile dense sunt centre de fixare a filamentelor de actina

Contractia spontana a benzelor venei porta izolate si efectul fenilefrinei
Efectul muschiului Cromakalimului asupra raspunsului constrictor al
muschiului detrusor la actiunea carbacolului

Efectul fenilefrinei asupra contractiei venei portad perfuzate fard calciu
Efectul cafeinei asupra contractiei venei porta perfuzate fara calciu
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Timpul de relaxare in lotul martor si lotul pancreatita la diferite
concentratii a ionilor de Ca

Amplitudinea contractei in lotul martor si lotul tripsina in vivo la diferite
concentratii a ionilor de Ca

Frecventa contractiilor in lotul martor si lotul tripsina in vivo la diferite
concentratii a ionilor de Ca

Suprafata contractiei in lotul martor si lotul tripsind in vivo la diferite

concentratii a ionilor de Ca
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concerntratii de tripsind
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Timpul de relaxare la actiunea carbacolului pe fundalul tripsinei
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acid colic, tripsind + acid colic in prezenta si absenta NO

Suprafata contractiei in loturile: martor, tripsina in vitro, acid colic,
tripsind + acid colic 1n prezenta si absenta NO

Timpul total de contractie in loturile: martor, tripsina in vitro, acid colic,
tripsind + acid colic 1n prezenta si absenta NO

Timpul fazei de contractie in loturile: martor, tripsina in vitro, acid colic,
tripsind + acid colic 1n prezenta si absenta NO

Timpul fazei de relaxare la loturile: martor, tripsina in vitro, acid colic,
tripsina + acid colic in prezenta si absenta NO

Amplitudenea contractiei in loturile: martor, tripsina in vitro, acid colic,
tripsind + acid colic la diferite concentratii a ionilor de Ca

Frecventa contractiei in loturile: martor, tripsina in vitro, acid colic,
tripsina + acid colic la diferite concentratii a ionilor de Ca

Suprafata contractiei in loturile: martor, tripsina in vitro, acid colic,
tripsina + acid colic la diferite concentratii a ionilor de Ca

Intensitatea functionarii structurii in loturile: martor, tripsina in vitro, acid
colic, tripsind + acid colic la diferite concentratii a ionilor de Ca
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Timpul fazei de contractie in loturile: martor, tripsina in vitro, acid colic,
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Timpul fazei de relaxare in loturile: martor, tripsina in vitro, acid colic,
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Venele ce conflueaza si formeaza bazinul venei porta



LISTA ABREVIERILOR

ACVP- amplitudinea contractiei venei porta
Ang ll-angiotensinei |1

cGMP- guanozin monofosfat ciclic
CMN- celulele musculare netede

CMN- Celulele musculare netede

DS — deviatia standard

EDHF--factor hiperpolarizant derivat din endoteliu
eNOS --NO sintaza endoteliala

EP- epinefrina

ET-1 - endotelina 1

GTP- guanozin trifosfatul

IFS intensitatea functionarii structurii
MEC- matricea extracelulara

MLCK- kinaza lantului usor de miozina
mM — milimol pe litru

MMP-- matricei extracelulare vasculare
MMP-9 - matrix metalloproteinase
MNV- miocitului neted vascular

N —numarul de observatii

NE- norepinefrina

NO- oxid nitric

PAR -receptor activat de proteaze
RAP- receptor activat de proteaze
receptori ETA-receptori endoteliali A
receptori ETB-receptori endoteliali B
RS- reticulul sarcoplasmatic

TNF-a- tumor necrosis factor

VIP-- peptidul intestinal vasoactiv

VP-Vena porta



INTRODUCERE
Actualitatea temei

Vena portd ocupa o pozitie magistrald in sistemul venos portal, asigurand importul in ficat
al substantelor absorbite la nivelul intestinal, colectand predilect sangele din arterele bazinului
gastrointestinal, biliar, pancreasului si splenic si determind aproximativ 75% din volumul sangvin
hepatic [132]. Nivelul presiuni medii de 10 mm Hg instalat in vena porta este rezultatul activitatii
contractile spontane si dirijate de pace-maker-ul muschilor netezi din media venei aranjati
longitudinal si circular, iar elevarea acestei presiuni semnifica fenomenul de hipertensiune portala
asociatd cu un risc crescut de aparitie a varicelor si sdngerarii. Prezenta diferitor receptori expresati
atat pe endoteliul, cat si media musculara a venei portd, indica asupra rolului acetilcolinei,
catecolaminelor, endotelinei 1 (ET-1), angiotensinei II (Ang II), prostaglandinelor, etc., in
controlul vasomotric venos in contiguitate cu actiunea lor asupra rezistentei vasculare
intrahepatice, care filogenetic este mica [133, 134].

Un factor, care poate angrena fiziologia digestiei si fiziologia vasculard este tripsina,
enzima proteolitica eliberatd sub forma inactiva de pancreasul exocrin si activata in intestin, si care
in mod normal poate fi decelata in sange in concentratii foarte mici: 20-30 mg/L (sau 1-4 ymol/L).
Mult timp era coroborata opinia, potrivit careia unica sursd a tripsinei in organismul uman si al
mamiferelor este pancreasul exocrin, care exceleaza prin expresia inaltd a genei de sinteza a
enzimei, pana cand studiile imunohistochimice si hibridizarea in situ nu au aratat ca tripsina este
expresata si de alte celule, cum ar fi epiteliocitele, neuronii creierului, macrofagele splinei.
Cercetarile japonezilor N. Koshikawa et al (1997) au dovedit si capacitatea endoteliocitelor
vasculare de a expresa gena tripsinogenului [135].

Niveluri circulante crescute ale tripsinei sunt atribuite in fond patologiei pancreasului (eg,
pancreatitele acut si cronice), precum si unor tipuri de cancer. Majorarea continutului seric al
proteazei serinice, a consolidat un interes inteligibil vizavi de modificarile plauzibil ale reactivitatii
vasculare odata cu descoperirea receptorilor vasculari cu afinitate fata de tripsina, PAR (protease
activated receptor) cuplati cu proteinele membranare-G [136]. Toate cele 4 familii de PAR sunt
expresate 1n proportii diferite de structurile vasculare (endoteliocite, miocite netede), tipul PARI,
de exemplu, fiind initial identificat ca receptor al trombinei (proteaza ce declanseaza faza 3 a
coagularii sangelui). Celelalte mia importante proteaze ce activeaza receptorii PAR sunt: tripsina,
plasmina, triptaza din mastocite, catepsina G din lizozomi, kalicreine, capabile sa activeze toate
tipurile de receptori (trombina nu este ligand pentru PAR2). Receptorii PAR vasculari sun

implicati imprimis in orchestrarea reactivitatii vasculare si reglarea proceselor de remodelare



vasculard 1n diverse situatii fiziologice si fiziopatologice, bazate pe proliferarea celulelor
endoteliale si expresia moleculelor de adeziune, sfericitizarea endoteliocitelor, proliferarea
fibroblastelor si convertirea lor in miofibroblaste, hipertrofia miocitelor [117, 137].

La ora actuald sunt bine cunoscute efectele vasculare ale agonistilor receptorilor PAR
evidentiate in cercetdrile fundamentale realizate pe diferite segmente arteriale preluate de la mai
multe genuri de animale de laborator. Impune in acest context efectul vasodilatator mediat de
endoteliu iminent receptorilor PAR2, care sunt expresati atat constitutiv pe endoteliocite, cét si in
maniera inductibila pe endoteliocite si miocite netede cu precadere in preconditionari inflamatorii,
diabetogene si dismetabolice [138, 139]. Sunt In mare masura elucidate mecanismele si mesagerii
intracelulari ai efectelor vasodilatatoare ale proteazelor mediate de receptorii PAR2 expresati pe
endoteliocite, activarea cdrora conduce la eliberarea de oxid nitric, prostaglandine si factorul
endotelil cu actiune hiperpolarizanta [140, 141]. Mai mult, receptorul PAR1 espresat pe
endoteliocit are rol In promovarea efectului vasorelaxant al acetilcolinei, astfel, ca intensitatea
acestuia estimatd pe inele izolate de aorta la soriceii cu expresie redusd a PAR1 a fost notabil
micgorata [142].

Remarcabil, expresia endoteliald a receptorilor PAR2 este majorata in conditiile activarii
stresului oxidativ, iar efectul vasorelaxant al tripsinei apreciat pe modelul de aortd izolata de
sobolan este augmentat, fapt ce confirma rolul PAR2 in raspunsul vascular inerent proteazei [143].

Contrar apanajului conceptual acumulat vizavi de evaluarea particularitatilor actiunii
tripsinei asupra arterelor, sunt foarte slab elucidate efectele vasculare ale tripsinei exercitate asupra
venelor si practic nu au fost identificate lucrari stiintifice dedicate cercetarii efectelor tripsinei
asupra venei porta. In plus, anume vena porta este una din tintele primare de actiune a excesului
tripsinei circulante in starile patologice ale pancreasului exocrin, in primul rand pancreatitele, iar
raspunsul iminent poate deveni o parghie de sustinere sau atenuare a hipertensiunii portale si a
sechelelor caracteristice. Nu sunt elucidate particularitatile motricitatii venei porta expuse actiunii
tripsinei in diferite preconditiondri, cum ar fi: diapazonul de concentratii ale proteazei, variatiile
concentratiilor ionilor de calciu, de sodiu, de hidrogen (ie, pH-ul), inhibitia sintezei oxidului nitric,
denudarea endoteliala, etc. Aceste preconditionari sunt frecvent proprii situatiilor marcate de
hipertripsinemie si pot, astfel, modula concludent efectul final al tripsinei asupra raspunsului
contractil sau relaxant al venei porta, care spre deosebire de alte vene dispune de un sistem

autonom de inducere spontana a contractiilor, similar pace-maker-ului celulei Cajal.



Scopul lucrarii

La conotatia celor mentionate, scopul cercetirii a constat in: Evaluarea in vitro a
particularitatilor rdspunsului venei portd la actiunea tripsinei 1n diferite preconditiondri si
postconditionari.

Obiectivele cercetarii:

1. Evaluarea in vitro a raspunsului venei porta la actiunea tripsinei in diferite concentratii ale
ionilor de calciu prin determinarea amplitudinii si frecventei contractiilor, timpului de relaxare
si contractie si a indicilor derivati (intensitatea functiondrii structurilor si suprafata
contractiilor).

2. Evaluarea in vitro a raspunsului venei porta la actiunea tripsinei in diferite concentratii ale
ionilor de sodiu si hidrogen.

3. Evaluarea in vitro a raspunsului venei porta la actiunea cafeinei, acetilcolinei si carbacolului
in pretratarea ei cu tripsina.

4. Evaluarea in vitro a raspunsului venei porta la actiunea tripsinei in dependenta de prezenta
oxidului nitric, precum si absenta acestuia pe fundalul diferitor concentratii ale ionilor de
calciu.

Originalitatea si noutatea stiintifica a cercetarii

In premiera s-au studiat particularitatile riaspunsului contractil al venei porti izolata si
perfuzata clasic cu solutia Krebs la actiunea tripsinei modelatd in 3 modele experimentale: (1) in
vivo prin reproducerea pancreatitei acute; (2) in vivo prin administrarea tripsinei si (3) in vitro prin
administrarea proteazei in perfuzat. Caracterul raspunsului s-a estimat in mod complex, fiind
apreciate in acest context valorile amplitudinii s1 frecventei contractiilor, intensitatii functionarii
structurilor, suprafetei contractiilor, precum si ale timpului de contractie, relaxare si timpului total
in diferite concentratii ale ionilor de calciu. De asemenea, s-a evaluat reactivitatea venei porta la
tripsind in conditii de acidoza si variatii ale concentratiei ionilor de sodiu, precum si caracterul
influentei proteazei asupra contracturii venoase indusa de cofeina si depolarizare maxima inerenta
actiunii solutiei de KCl (140 mM). Pentru evidentierea rolului oxidului nitric in rdspunsul venei
porta la actiunea tripsinei indicii contractilitatii acesteia au fost estimati in modelul denudat al
venei prin actiunea acidului colic, inclusiv la noima diferitor concentratii ale ionilor de calciu.

Semnificatia teoretica a rezultatelor obtinute

Apanajul conceptual privind reactivitatea venei porta la actiunea tripsinei este completat

pe dimensiunea mai multor paliere, cum ar fi:



e Corelatia reactivitatii venei porta in vitro cu concentratia de calciu, care s-a impus prin reducerea
semnificativd a amplitudinii si frecventei contractiilor si respectiv a intensitdtii functionarii
structurilor in tot diapazonul concentratiei cationului aplicat: 1,25-10 mM.
e Actiunea tripsinei asupra reactivitdtii venei portd in conditii de acidoza, care a evidentiat
capacitatea proteazei de a creste cu 48% reculul amplitudinii contractiei proprii acidozei, dar fara
deprecierea frecventei contractiilor.
e Influenta tripsinei asupra potentialului contractil al venei porta inerent contracturii maxime
declangata de depolarizarea cu solutia de KCl (140 mM) si efectului cofeinei mediat de calciul
intracelular, care a demonstrat deprecierea acestuia in ambele cazuri cu 30% si, respectiv, 44%.
e Rolul oxidului nitric in promovarea reactivitatii venei portd la actiunea tripsinei, astfel ca
proteaza creste si mai mult decrementul amplitudinii si, in special, al frecventei contractiilor
cardiace caracteristic denudarii venei. Acest efect depresor al tripsinei s-a decelat la toate
concentratiile ionilor de calciu aplicate in diapazonul 1,25-10,0 mM.

Valoarea aplicativa a rezultatelor obtinute

Reactivitatea venei porta izolata exceleaza prin deprecieri similare ale amplitudinii si
frecventei contractiilor la actiunea tripsinei proprie modelului de administrare in Vvitro si in vivo,
cat si modelului de hipertripsinemie reprodus in vivo prin modelarea pancreatitei acute, astfel ca
acest fenomen poate fi un predictor si o tinta terapeutica a periclitarii circuitului portal in situatiile
clinice asociate cu hipertripsinemie, in primul rdnd in pancreatite. Acidoza, cat si leziunea
endoteliald, diminueaza potentialul contractil al venei porta, iar acest efect devine si mai pronuntat
pe fundalul actiunii tripsinei, fapt ce justifica algoritmul de corectare a reactivitatii venei porta prin
ameliorarea dezechilibrului acido-basic si disfunctiei endoteliale, in afara de atenuarea activitatii
tripsinice a sangelui.

Problema stiintifici solutionati in lucrare

Consta in elucidarea in vitro a particularitatilor actiunii tripsinei asupra reactivitatii venei
porta, inclusiv pe fundalul modificarii concentratiei ionilor de Ca si H*, denudarii endoteliului,
fapt ce a permis identificarea reperelor de predictie si corectare a periclitarii circuitului portal
propice ameliorarii statusului functional si clinic al pacientilor cu situatii patologice asociate cu

hipertripsinemie.



1. PARTICULARITATILE REACTIVITATII VENEI PORTA iN
DIFERITE PRECONDITIONARI

1.1.Inerente morfo- functionale ale venei porta

Vena portd (VP) asigurd 75% din influxul sangvin in ficat pozitionata anatomic in
ligamentul gastrohepatoduodenal in contiguitate cu artera hepatica, care aduce ultima patrime de
sange spre parenchimul hepatic. VP este rezultatul confludrii a 3 vene: gastrica, splenicad si

mezenterica superioara (fig 1.1).

Spre sinusoidele hepatice

Vena cistica

Vena mezentet

ZELeNIcd Vena mezenterica x
superioara

inferioard

Fig. 1.1 Vena porti in macroschema sinoptica [1]

in organismul uman adult VP are o lungime in medie de 7-8 cm si un diametru de circa 10
mm, iar inainte de a intra in ficat se ramifica in 2 ramuri: stanga si dreapta. Rolul VP in
homeostazia organismului este notabil, dat fiind faptul ca asigura accesul ficatului la nutrientii si
metabolitii digestiei gastrointestinale necesari functionarii hepatice normale, iar pe de altd parte
asigura influxul noxelor metabolice pentru epurarea organismului consecventa detoxificarii.

Cota de sange utilizata de ficat din minut-volumul circulant general este de circa 25%,
astfel ca complianta VP in acest context se anuntd un aranjament important vizavi de faptul ca
hepatocitele sunt celulele cu cel mai 1nalt nivel de perfuzie [2]. Totodata, sangele stocat in ficat

poate fi un element important angrenat in mecanismele cardiovasculare de compensare in



pierderile de lichid si deshidratarea organismului. Chiar o elevare moderata a presiunii in VP peste
valoarea normala (7-10 mm Hg) conduce la cresterea gradientului de presiune VP/vena cava
inferioard (valoarea maxima = 5,0 mm Hg) sau la o crestere >6,0 mm Hg fatd de atriul drept si,
respectiv, la periclitarea hemodinamicii periferice: de la riscul congestiei si transsudatiei in
cavitatea abdominala pana la constrictia arterelor renale [3, 4]. Ultimul fenomen se deceleaza in
cadrul sindromului hepatorenal, care este declansat in ficat, cand influxul sangvin portal este
compromis §i asociat cu cresterea concentratiei de adenozind, determinand in mod reflector
activarea sistemului simpatic renal, eliberarea agentilor vasoconstrictori renali si, respectiv,
constrictia arterelor renale [5].

Prin urmare, fezabilitatea VP este orchestrata de un sistem multifactorial care se bazeaza
pe cooperarea concludentd intre influentele vegetative si factori umorali cu actiune paracrind si
endocrina.

Vena porta are inervatie simpatica si parasimpatica, mediatorii iminenti fiind implicati in
reglarea tonusului vascular bazal. Inervatiile vegetative sunt de altfel comune si pentru artera
hepatica si ductele biliare. Fibrele nervoase simpatice postganglionare sunt originate de ganglii
mezenteric superior si celiac, care la randul lor primesc fibre preganglionare de la gangliul spinal
T7-T12. Fibrele parasimpatice au origine vagala si similar celor simpatice sunt implicate in
controlul activitatii neuronilor hepatici paravasculari sub actiunea stimulilor osmotici si
metabolici, care trimit eferente spre centrele principale ale creierului [6]. Relatari recente indica
asupra rolului dezechilibrului intre influentele simpatice si parasimpatice cu predominarea
stimulilor adrenergici nu numai in afectarea tonusului vascular bazal, dar si in perturbarile hepatice
metabolice, in primul rand glucidice si lipidice [7].

Remarcabil, ca valoarea raportului terminatilor nervoase simpatice si parasimpatice in VP
este dependent de fenotipul mamiferului, dar in mod normal se admite ca densitatea fibrelor
parasimpatice predomina, efectele acestora fiind, insa, strans legate de functionalitatea
endoteliului vascular. Cresterea activitatii simpatice in reglarea tonusului VP sau deprecierea
controlului parasimpatic se estimeaza drept factori trigger ai elevarii presiunii venoase portale,
precum si a rezistentei vasculare intrahepatice in sistemul arterial inerente diferitor afectiuni
cronice ale ficatului. J.Van Limmen si colab. (2022) au demonstrat cd mediatorul simpatic,
norepinefrina, este cauza reducerii circuitului sangvin portal si a fluxului hepatic arterial, efect
mediat prin receptorii al-adrenergici expresati pe miocitele netede vasculare [8].

Aportul diferitor mediatori metabolici si agenti vasotropi naturali in controlul circuitului
sangvin portal este mult mai slab studiat comparativ cu sistemul arterial in general si hepatic in

particular. Sub acest aspect este abordata importanta evidentierii particularitatilor reactivitatii VP



la actiunea adenozinei, acetilcolinei, bradikininei, endotelinei-1 (ET-1), angiotensinei Il (Ang 11),
adenozintrifosfatului (ATP), lactatului, piruvatului, etc. In contextul axei hepato-renale si
exercitiului ei de reglare a homeostaziei este de asemenea insemnata stabilirea efectului
urotensinei Il (cel mai potent vasoconstrictor natural), un oligopeptid circular (12 aminoacizi) cu
o structurd analoaga somatostatinei, eliberat de creier, dar expresat la cote minore si de alte celule,
cum ar fi cardiomiocitele, miocitele, fibroblaste, etc. Mai mult, urotensina II este apreciata drept o
citokina cu actiuni pleiotrope, cum ar fi proinflamatoare, profibroticd, mitogena, de crestere, de
stimulare a migrarii celulare, etc. [9]. Ficatul, rinichii, splina, pancreasul exprima activ urotensina
11, iar pe fondalul injuriei endoteliale oligopeptida poate la noima efectelor proprii sd influenteze
concludent remodelarea vasculara si, respectiv, reactivitatea vasculard, inclusiv a VP. Celulele
Kupfter sunt o sursd importantd a urotensinei Il pentru ficat, iar cresterea productiei acesteia creste
sub actiunea diferitor mediatori ai inflamatiei, enzimomiei (eg, tripsinemia consecventa
afectiunilor acute si cronice ale pancreasului) si produselor stresului oxidativ [10, 11].

Reglarea tonusului bazal al VP are loc in conditii diferite de ale zone vasculare, intrucat
noxele sistemului portal urmate a fi metabolizate in ficat posedad actiune vasoconstrictoare sau
relaxantd independentd, fapt ce se interfera detrimental cu sistemul intrinsec de control al
compliantei si presiunii portale. In plus, entitatea fiziologici a sistemului ,,tampon hepatic
vascular” impune in conditiile de reducere a influxului sangvin in ficat prin intermediul arterei
hepatice (eg, in ateroscleroza, stenoza, tromboza) cresterea circuitului portal datorita dilatarii VP,
pentru a mentine perfuzia adecvatd a parenchimului. Respectiv, este oportund in acest sens
prezenta unui sistem de semnalizare a ischemiei hepatice menit sd induca dilatarea venei portd
comensurabil constrictiel arterei hepatice, primar prin actiuni paracrine. Este plauzibila si relatia
inversd, deci relaxarea arterei hepatice in conditiile cresterii presiunii portale cauzata de contractia
exagerata a miocitelor netede VP. La ora actuald mecanismele de reglare a sistemului ,,tampon
hepatic vascular” sunt tratate apocrif si necesita elucidari suplimentare.

Cercetarile proiectate pe structura, functionalitatea si reactivitatea venei porta in diferite
preconditionari au adus la apel unele evidente comune dar si distincte sistemului arteriale.

In primul rand, endoteliul vascular reprezinti, ca si in artere, un singur strat de celule care
dincolo de bariera mecanica indeplineste functii homeostatice importante (Fig. 1.2). Capacitatea
endoteliocitului venos de sinteza a oxidului nitric este mai mare comparativ cu cea a arterelor.
Aceasta se datoreazad expresiei superioare a nitric oxid sintazei endoteliale (eNOS) si in parte —
expresiei reduse a arginazei care angreneaza substratul NO (L-arginina) in ciclul ornitic. Privind
aportul endoteliului venos In controlul hemostazei de mentionat ca expresia trombomodulinei,

antitrombinei III, precum si a receptorilor din familia anexinei-5 fata de proteina anticoagulanta C



se estimeaza la cote similare segmentului arterial. Totodata, expresia receptorilor endoteliali catre
factorul von Willebrand se considera mai redusa, intrucat pentamerul pro-coagulant in circuitul lin

venos nu descopera toate cele 5 site-suri de ligand similar circuitului rapid si turbulent in artere.
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Fig. 1.2 Particularititi structurale comune si distincte ale arterei si venei [12]

in al doilea rand, media musculard a peretelui venos este mai subtire, iar laminele elastice care
despart media de intima (ie, internal elastic lamina) si de adventice (ie, external elastic lamina)
lipsesc. Miocitele netede sunt depreciate numeric si se aranjeazd In mod circular central si
longitudinal, care sunt plasate in careul celor circulare sau in afara lor. Media musculara a arterelor
nu contine fibre musculare longitudinale. In venele membrelor inferioare aranjamentul structural
al mediei musculare exceleaza prin formarea aparatului valvular. Raportul colagenului fibrilar de
tip I catre colagenul fibrilar de tip III din matricea extracelulara (MEC) inerenta mediei musculare
este mai mare versus indicele caracteristic arterelor, fapt ce vine in acord cu complianta mult mai
mare a venelor. Expresia colagenului reticular de tip IV este considerabil redusa odata cu lipsa

membranelor elastice.



Adventicea are o compozitie similara arterelor si contine fibre de colagen fibrilar, fibre

elastice si toate celulele proprii MEC: fibroblaste, mastocite, macrofage.

Structura venei porta a sobolanilor este mai bine studiata comparativ cu VP a altor

mamifere, cum ar fi si numarul superior de cercetari si de date privind aspectele functionale

efectuate pe modele de inele izolate. Rezultatele obtinute aduse la apel evidentiaza cateva trasaturi

semnificative [12, 13]:

Stratul endotelial al segmentului extrahepatic al VP are pliuri, care corespund anatomic zonelor
peretelui venos ce contine fibre musculare longitudinale bine dezvoltate. Astfel, se sugereaza
ca acestea din urma participa in formarea pliurilor endoteliale. Celulele endoteliale sunt
aranjate Intre pliurile intimei in mod circumflex. Aceasta constatare denota ca fluxul sanguin
circumferential are loc local pe suprafata luminala dintre pliurile intimale. Alinierea celulelor
endoteliale este determinata de sarcina mecanica periodica, care la randul sau este in
contiguitate cu contractia miocitelor circulare si longitudinale. In conditiile cénd
endoteliocitele din cultura celulara sunt expuse la intinderii periodice si relaxare, atunci axa
lunga a acestora este reorientata perpendicular pe forta de extensie. O asa orientare a celulelor
endoteliale asigura in Vivo o rezistentd mai mare opusa stresului mecanic periodic si, deci, o
deformare minimala a unitatii celulare. Pliurile intimale sunt la sobolani circumflexe si dispuse
paralel unul faté de altul.

Pentru VP sunt caracteristice contractiile spontane periodice indreptate spre hitul hepatic, iar
fibrele musculare longitudinale se considera a fi responsabile de acest fenomen, atestat la mai
multe tipuri de mamifere (rozatoare, pisici, iepuri, cobai, etc.). Contractia fibrelor musculare
longitudinale este mai puternica in segmentul distal si se depreciaza spre hitul hepatic, iar
intima cu celule endoteliale dispuse circular este mai putin expusa stresului de incordare si
intindere.

Miocitele netede aranjate longitudinalsunt expuse in zona exterioara a peretelui VP, iar
miocitele circumflexe - in zona interioara. Aceste 2 tipuri de miocite au contributii distincte
privind activitatea mecanica per ansamblu a venei porta. Miocitele longitudinale sunt menite
sd contracareze forta de gravitatie a sangelui, iar contractia miocitelor circumflexe atenueaza
presiunea hidrostatica a sangelui. Remarcabil, ca elevarea presiunii hidrostatice a sangelui in
perioada postnatala de dezvoltare a organismului conduce la dezvoltarea mai accentuatd a
miocitelor netede circumflexe comparativ cu fibrele longitudinale. De asemenea merita atentie
faptul, ca in segmentul proximal raportul miocitelor circumflexe catre celulele longitudinale
este mai mare comparativ cu segmentul distal al venei porta. In segmentul proximal al VP

presiunea hidrostatica a sangelui evident mai mare versus segmentul distal.



e Contractiile spontane periodice ale venei porta se coroboreaza a fi declansate si controlate de
celule Cajal, prezenta carora a fost initial dovedita in vena porta de iepure in zona mediei
musculare si relatatd Tn 2004 de catre M.Harhun si colab. [14]. Prin aplicarea microscopiei
confocale si miografiei electronice s-a stabilit conexiunea celulelor Cajal cu miocitele netede
ale VP. Oscilatiile ritmice spontane ale celulelor Cajal au fost declansate prin cresterea
concentratiei ionilor de calciu care a condus la depolarizarea lor. In plan conceptual este
important de mentionat cd depolarizarea miocitului neted a avut loc la o distanta de circa 4 sec
dupa depolarizarea celulei Cajal. Totodata, s-a urmarit si depolarizarea celulei Cajal adiacente,
numai ca mult mai repede: dupa circa 200 msec. Astfel, s-a concluzionat intemeiat, ca celula
Cajal pot servi drept un pace-maker al mediei musculare a VP, iar depolarizarea miocitului
neted poate fi nu numai repercusiunea contactului electric dintre acestea, dar si rezultatul
actiunii unor mediatori eliberati de celula Cajal si capabili sd declanseze depolarizarea
miocitului adiacent.

Ulterior S.Costin si L.Popescu (2009) au demonstrat prin microscopie electronica si
microscopie laser confocala prezenta celulelor Cajal in miocardul uman si al mamiferelor [15].
Autorii au expus ipoteza aportului celulelor interstitiale Cajal in comunicarea intercelulara,
remodelarea miocardului si a MEC, precum si in aritmogenitatea cardiacd gratie efectului pace-
maker ale acestora. Desi cantonate in matricea extracelulara celulele Cajal n-au trasaturi comune
cu fibroblastele sau miofibroblastele MEC si sunt diferite de celule Cajal intestinale.

Desi descoperite tocmai in a.1889 de catre specialistul Spaniol in neuroanatomie, Santiago
Ramon Cajal, aceste celule care 1i numele (ie, celulele Cajal) au rdmas si la ora actuald o enigma
nedescifrata la conotatia rolului lor functional in diferite organe vitale. Fiind depistate opulent n
tractul gastro-intestinal, inlaturarea lor a condus la disparitia undei lente de depolarizare miocitelor
netede intestinale, inclusiv in conditiile de stimulare electrica. Mult timp cercetarile experimentale
n-au putut evidentia mecanismele ale activitatii pace-maker ale celulelor Cajal, iar apanajul
acumulat indica asupra rolului descarcarii calciului din reticulul endoplasmic al miocitului neted,
activarii canalelor L-type din membrana miocitului (sursa a doua a calciului in perioada de
depolarizare) si/sau activarea pompelor membranare Na-K [16, 17].

Remodelarea morfologica a venei portd, un fenomen omniprezent in hipertensiunea
portald, se manifestd prin modificari structurale si geometrice notabile predilect a intimei si mediei
musculare, ce rezultd in periclitarea reactivitatii venei la actiunea diferitor stimuli naturali.

C.Ho si colab. (2019) au demonstrat ca hipercolesterolemia si elevarea nivelului circulant
al lipoproteinelor cu densitate joasa oxidate se impune prin leziuni endoteliale ale VP si inflamatia

acesteia in asociere cu formarea placilor iminente aterosclerozei pe fondalul cresterii continutului



seric al interleukinelor proinflamatoare la pacientii cu infiltrarea grasa a ficatului [18]. Leziunea
endoteliala a rezultat in hipertensiunea portald cu actiune detrimentald asupra perfuziei hepatice.
Totodatd, se admite cd remodelarea VP este Insotitd cu micsorarea populatiei celulelor Cajal pe
seama activarii apoptozei lor indusa de mediatorii inflamatiei (calea extrinseca a apoptozei indusa
de TNF-a), radicalilor liberi de oxigen, deficitului energetic (calea intrinseca sau mitocondriala
indusa de citocromul C) sau de defirentierea acestora sub actiunea acelorasi factori [19, 20].
Endoteliul VP controleaza functionalitatea miocitelor netede circumflexe si longitudinale prin
intermediul derivatilor endoteliali, NO si prostaciclina sau prostaglandina 12 (PGI2). M.Trindade
si colab. (2017) au demonstrat in experimentele efectuate pe cultura de celule ca nivelul bazal al
NO in endoteliocitele VP este similar cu indicele caracteristic endoteliocitelor venei cava inferior,
dar incubarea culturii cu ET-1 n-a determinat cresterea expresiei NO in VP, spre deosebire de
raspunsul incremental caval [21]. Pe de alta parte, nivelul bazal al PGI2 in endoteliocitele VP a
fost semnificativ mai mare comparativ cu cel din vena cava inferior, dar analogic modificarii NO
incubarea culturii cu ET-1 nu s-a impus prin majorarea productiei prostaciclinei, contrar
endoteliocitelor cavale. Deci, endoteliul venei portd este marcat in plan functional prin
particularitati notabile, care pot fi repere importante vizavi de reactivitatea ei in diferite
preconditiondri hemodinamice, paracrine si neuroendocrine.

Endoteliul VP expreseaza diferite tipuri de receptori, activarea cdrora promoveaza
contractia si relaxarea mediei musculare, determindnd in consecintd reducerea sau cresterea
influxului sangvin in ficat. La ora actuald este dovedita prezenta urmatorilor tipuri de receptori,
expresia carora este dependentd de fenotipul mamiferului:

e Muscarinici de tip 1 si 3 (M1 si M3) catre acetilcolind. La iepuri se indicd si prezenta
receptorilor M5.

e HI catre histamind (expresia lor in VP de sobolan este joasd).

e ETB catre endotelina 1.

e Alpha 2 adrenergici cétre norepifrind (NE).

e AT2 catre Ang I

e Mass receptor catre angiotensina 1-7.

e VIP2 catre peptidul intestinal vasoactiv (VIP)

e B2 catre bradikinina.

Efectul stimularii acestor receptori este in corelatie directd cu capacitatea endoteliocitului
VP de a elibera NO sau PGI2, iar in disfunctia hepatica cota lor si, respectiv, efectul final poate fi

influentat notabil. Astfel, I.Bockh si colab. (2011) au demonstrat in situ la sobolanii cu



hipertensiune portald cd stimularea bransei hepatice a nervului vag cu frecventa de 5 Hz a diminuat

valoarea hipertensiunii pe fondalul cresterii concentratiei de acetilcolina in circuitul portal [22].

Pretratarea animalelor cu L-NAME (inhibitorul eNOS) a abolit efectul vagal asupra hipertensiunii

portale, fapt ce indica asupra rolului NO in promovarea efectului colinergic. Stimularea vagala cu

o frecventa dubla (ie, 10 Hz) a condus la cresterea concentratiei in circuitul portal a peptidului

intestinal vasoactiv asociata de asemenea cu reducerea hipertensiunii portale, efect care nu a fost

abolit prin administrarea L-NAME, dar depreciat in pretratarea cu blocantul VIP2. De remarcat ca
ambii mediatori ai stimuldrii nervului vag au micsorat rezistenta vasculard intrahepatica, un

mecanism important al hipertensiunii portale. Prin urmare, stimularea nervului vag poate fi o

oportunitate de tratament patogenetic al hipertensiunii portale si a consecintelor iminente.

Miocitele netede ale VP espreseaza urmatorii receptori:

e M2 catre acetilcolind. Stimularea lor de acetilcolind produce contractia miocitelor netede.

e ETA si ETB in proportie distinctd la diferite mamifere, dar cu superioritatea notabila a
receptorilor ETA: de la 5:1 pana la 8:1. Remarcabil, cd ET-1 este un factor important in
evolutia fibrozei hepatice, care conduce la cresterea rezistentei vasculare hepatice si, respectiv,
la hipertensiunea portala [23]. Antagonistii receptorilor ETA amelioreaza atat remodelarea
parenchimului hepatic, cat si reactivitatea venei porta.

e ATI catre Ang I1.

e Alpha 1 adrenergici catre NE.

e Beta 2 adrenergici cétre epinefrina (EP).

e H2 catre histamina.

Activarea majoritatii receptorilor expresati de miocitele netede ale VP declanseaza si
sustine procesul de remodelare a peretelui venei porta, care accelereaza si faciliteaza evolutia
hipertensiunii portale. In acest context este important rolul proteinei TMEMI16A in promovarea
efectelor proliferative si de crestere ale ET-1 si Ang II, factorii vasotropi principali implicati in
controlul functionalitatii venei porta [24, 25].

Integrinele, sindecanele si alpha-distroglicanii sunt receptori ai miocitelor netede ale VP,
rolul carora in remodelarea venei porta este vizat prin prisma controlului fenotipului contractil al
celulei musculare [26]. Activitatea acestora se considerda a fi in sintonie cu functionalitatea
receptorilor catre aldosteron, stimularea cdruia stimuleaza expresia fibroblastelor MEC si sinteza
exageratd de colagen fibrilar de tip I si de tip III [27]. Impactul aldosteronului asupra remodelarii
venelor se estimeazd sub impactul hormonului asupra arterelor si miocardului cel putin din

considerentele expresiei mai joase a receptorului in vene.



1.2. Conceptul miocitului neted vascular: mecanisme de contractie si relaxare

Celulele musculare netede (CMN) sunt structuri morfo functionale importante nu numai in
vasele sangvine si limfatice, dar si alte organe vitale: stomac, intestine, uter, sistemul urinar,
bronhial, ocular, biliar, etc. In plan fiziologic CMN difera de celulele musculare striate ale
scheletului, dat fiind faptul cd proteinele contractile, actina si miozina, nu se aranjeaza in paternul
de sarcomer. Muschiul neted se poate tensiona si relaxa, dar are proprietati elastice mai mari decat
muschiul striat. Aceasta calitate este importantd in sistemele de organe precum vezica urinara,
unde pastrarea tonusului contractil este o necesitate.

CMN exista n 2 modele: modelul unitar singular si paradigma multi-unitara (Fig. 1.3).

Neuroni
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Fig. 1.3 Modelul unitar singular (stinga) si multi-unitar (dreapta) al muschiului neted [54].

Modelul singular unitar exceleaza prin conexiunea a mau multor celule musculare netede
intr-un sistem morfo functional solitar prin intermediul conexinelor, proteinelor speciale de
jonctiune intercelulara care permit o comunicare ionicd comund intre CMN propice contractiei
sincrone a elementelor acestui sistem [28]. Pentru declansarea depolarizarii este suficienta
prezenta unui sinaps trigger, iar acest fenomen explicd capacitatea de mentinere a tonusului
vascular consecventd unei transmiterii sinaptice. Pentru paradigma multi-unitara este proprie
prezenta sinapsului la fiecare celula musculara neteda, proprietate care asigura un control mai
complex si sofisticat al musculaturii netede.

Contractia muschilor netezi depinde de influxul de calciu realizat prin 2 procese diferite.
In primul rand, depolarizarea, hormonii sau neurotransmititorii determina intrarea calciului in

celula prin canalele de tip L situate in caveolele membranei. Calciul intracelular stimuleaza apoi



eliberarea cationilor de calciu din reticulul sarcoplasmatic (RS) prin intermediul receptorilor de
rianodind si IP3 (inozitolfosfat-3), acest proces fiind definit ca ,.eliberarea calciului indusa de
calciu” [29]. Spre deosebire de muschiul scheletic, calciul eliberat din RS in CMN nu afecteaza
expresia sau activitatea receptorul de rianodina. In sarcoplasma CMN calciul se leagi de o proteina
intracelulard specifica, calmodulina, care se transforma in calmodulind activata, care activeaza
ulterior enzima lantului usor de miozina, definita ca kinaza lantului usor de miozina (MLCK).
Aceasta din urma asigurd fosforilarea lantului reglator al miozinei, care rezultd in schimbarea
conformationald a capului de miozind, fapt ce contribuie la cresterea activitatii ATP-azei miozinei
si, respectiv, la promovarea interactiunea dintre capul miozinei si actina. Legaturile formate intre
miozind si actind genereaza tensiune mecanica, care este dependenta de concentratia de calciu din
CMN. Cu toate acestea trebuie de mentionat ca activitatea ATP-azei miozinei este mult mai mica
in muschiul neted decat in muschiul scheletic, iar velocitatea contractila notabil mai lentd. Pe de
alta parte, perioada mai prelungitd a actului contractil conduce la o forta de contractie potential
mai mare a muschiului neted, augmentata efectiv prin utilizarea conexinelor.

Filamentele de actind in CMN, care au o grosime cuprinsa intre 4 si 8§ nm sunt confluent

fixate de structuri diseminate in sarcopalsma celulara denumite cu corpuri dense (Fig. 1.4).
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Fig. 1.4 Corpurile dense (dense bodies) sunt centre de fixare a filamentelor de actina [54].

Peretele organelor goale ale vertebratelor este o structura unicd capabild sd genereze
tensiune activa si sd mentina o rigiditate pasiva aproape constanta pe un interval mare de volum.
Aceste proprietdti sunt atribuite in principal celulelor musculare netede care captusesc peretele
organului. Desi se stie ca muschiul neted poseda plasticitate (adica capacitatea de a se adapta la
schimbari mari ale lungimii celulei prin remodelarea structurald a aparatului contractil si a
citoscheletului), baza structurald detaliata a plasticitatii este Tn mare parte necunoscutd. Corpurile
dense, una dintre cele mai proeminente structuri din celulele musculare netede, au fost considerate

locuri de ancorare pentru filamentele de conectate la sarcolema CMN, astfel, ca realizeaza



conexiuni cu structurile proteice ale matricei extracelulare, cum ar fi colagenul fibrilar,
fibronectina, laminina, elastina, integrinele, prin ce se sustenabil se mentine tensiunea pasiva si
tensiunea de incordare [56, 57]. Corpul dens asigurd atat plasticitatea peretelui vasului sau a
organului cavitar, cat si potentialul contractil respectiv.

Jonctiunile intercelulare (Gap junction) asigura intr-un mod coordonat functia contractild
a fibrelor musculare aranjate in forma de fus, care spre deosebire de cele scheletice au un singur
nucleu (dimensiunea celulelor individuale variaza de la 30 la 200 pum). Integrina Salp a MEC
cuplatd cu sarcolema CMN este angrenatd concludent in acest exercitiu prin formarea legaturii
intre actina matricei extracelulare si actina din unitatea contractild a CMN [62, 63, 64]. Periclitarea
acestei legaturi conduce la pierderea compliantei vasculare, remodelarea vasculard si la
repercusiunile afectarii tonusului vascular arterial si venos [65, 66].

Etape principale consecutive implicate in contractia celulelor musculare netede au
urmatorul contur: (1) Depolarizarea membranei — (2) deschiderea canalelor de calciu de tip L — (3)
eliberarea calciului din RS (4) cresterea calciului intracelular — (5) formarea complexului calciu-
calmoduliond — (6) activarea lantului usor al kinazei miozinei — (7) fosforilarea lantului usor de
miozina — (8) cresterea activitatii ATP-azei miozinei — (8) miozina leaga actina — (9) formarea
tonusului muscular in baza legaturilor acto-miozinice formate [54, 55].

Relaxarea muschiului neted incepe odata cu procesul de defosforilare a lanturilor usoare
de miozind care asigura dezbinarea puntilor acto-miozinice. Defosforilizarea este indusd de
fosfataza lantului usor de miozind, enzima care influenteaza, astfel, timpul contractiei (deci si a
fortei de contractie), precum si momentul declansarii relaxarii. Important de mentionat in acest
context, cd spre deosebire de muschiul scheletic, micsorarea concentratiei concentratiei ionilor de
calciu In CMN nu produce relaxarea, deoarece muschiul neted este fosforilat Tncontinuu pe
perioada actului de contractie.

Un alt aspect clinic important al relaxarii muschilor netezi este determinat de implicatia
concludentd a oxidului nitric (NO). Sintetizat in celulele endoteliale NO este capabil sa difuzeze
in celulele musculare netede, inducand conversia guanozin trifosfatului (GTP) in guanozin
monofosfat ciclic (cGMP) prin activarea enzimei guanilil ciclaza. Cresterea cGMP conduce la
stimularea proteinei kinazei dependente de cGMP, care, la randul sau, activeaza fosfataza
lanturilor usoare de miozina, iar defosforilarea acestora declanseazd procesul de relaxare a
muschilor netezi.

Potentialul de actiune al CMN este generat prin actiunea a mai multor factori, cum ar fi

factori umorali locali, hormoni circulanti sau factori de stimulare mecanicd (eg, intinderea



celulelor musculare netede). Activarea receptorului muscarinic M3 expresat de CMN rezulta in
influxul calciului in sarcoplasma si descércarea ulterioard a caitonului din rezervele RS.

Potentialele de actiune din celulele musculare netede sunt mai lente, comparativ cu
potentialele de actiune ale muschilor scheletici, iar durat lor poate fi de circa 50 ori mai mare.
Aceasta caracteristica unica a muschiului neted se datoreaza deschiderii mai lente a canalelor de
calciu si este 1n sintonie cu o repolarizare mai lentd, deoarece si canalele de potasiu reactioneaza
nu asa de rapid, ca in muschii striati. Canalele de sodiu pot fi prezente pe membrana CMN,
facilitand depolarizarea membranei si, respectiv, deschiderea canalelor de calciu. Celulele
musculare netede pot fi influentate oscilatii electrice spontane generate de celulele interstitiale
pacemaker Cajal. La ora actuald este coroboratd opinia potrivit careia aceste oscilatii electrice
spontane sunt capabile sia deschida canalele de calciu dependente de tensiunea mecanica, iar
cresterea intracelulara a calciului este importantd in micsorarea pragului de depolarizare, iar
depolarizarea va determina deschiderea canalelor de calciu de tip L si, corespunzator, la contractia
muschiului neted.

Sodiul de asemenea este vizat drept un factor de inducere a contractiei muschiului neted
sub actiunea oscilatiilor electrice spontane. Influxul de calciu stimuleaza schimbul Na-Ca, ceea ce
duce la un aflux de sodiu care va creste activitatea pompei membranare de control al schimbului
Na-K (ie, Na-K-ATP-aza).

Contractia de duratd a muschiului netede solicitd evident si o asigurare energetica
respectiva si specifica pentru CMN. Un mecanism plauzibil in acest sens ar fi, ca in conditiile
epuizdrii de ATP si reducerii fosforilarii lanturilor usoare de miozind tonusul muschilor netezi
ramane ridicat pana cand nu se activeaza fosfataza responsabild de procesul de defosforilare, asa
numitul mecanism de ,,lacat” [30]. Odata ce kinaza lanturilor usoare de miozina cliveaza ATP-iul
in vederea transferului fosfatului anorganic la lantul de miozina se produce fosforilarea acestuia si
incordarea muschiului neted, care se mentine la conotatia unei incordari tonice chiar in declinul
considerabil al ATP-ului. Prin urmare o contractie tonica durabila si sustenabila a muschiului neted
se poate produce cu cheltuieli limitate de energie macroergica. Fosfataza lanturilor usoare ale
miozinei nu numai inlatura fosfatul, dar si inhiba activitatea ATP-azei miozinei, Scandarea ATP si
reduce afinitatea lantului usor de miozina catre actina, deci fenomene inerente relaxarii CMN [31].

O bornd deosebita a fiziologiei miocitului neted vascular (MNV) este lipsa troponinei,
proteind importantd in reglarea contractiei muschiului cardiac. Nativitatea functionald a
fenotipului contractil al MNV impune contractia declansata de stimuli mecanici (eg, mecanismul
miogen), de depolarizarea electrica si de stimuli chimici, cum ar fi acetilcolina, norepinefrina,

endotelina 1, tromboxanul Az, Ang II, etc. Important de mentionat, cd raspunsul vascular per



ansamblu este determinat nu numai de exercitiul CMN, dar si de angajamentul celulei endoteliale,
care contracareazd contractia si initiaza relaxarea vasului prin eliberarea de NO, prostaciclind si
factorul hiperpolarizant derivat de endoteliu. Hiperpolarizarea mediei musculare urmata de
relaxarea vaselor este in deosebi importanta in controlul perfuziei organelor vitale (eg, cordul,
creierul) in conditii de afectarea a endoteliului [32].

Cele mai importante mecanisme de promovare a efectelor vasoconstrictor si vasorelaxant
proprii factorilor vasotropi sunt: (1) mecanismul proteinei G cuplate de membrana CMN si (2)
mecanismul sistemului NO-GMPc declansat de activarea receptorilor endoteliocitului [33].

Sunt decelate 3 paradigme de proteine G cuplate cu membrana MNV angrenate in
orchestrarea reactivitatii miocitului: Gs, Gi si Gq.

Proteina Gs in MNV, ca si in muschiul cardiac, promoveaza actiunea agentilor chimici
naturali ce rezultd in activarea adenilatciclazei si formarea adenozin-monofosfatului ciclic
(AMPc): epinefrinei prin intermediul activarii receptorilor adrenergici beta-2, adenozinei prin
intermediul receptorilor purinergici A2, ET-1 prin intermediul receptorilor ETA si prostaciclinei
prin intermediul receptorilor IP [34]. Contrar miocardului AMPc in MNV produce relaxarea,
intrucat inhibd kinaza care fosforileaza lanturile usoare ale miozinei. De asemenea, contrar
miocardului, cresterea concentratiei AMPc in MNV nu conduce la majorarea calciului in
sarcoplasma.

Proteina Gi in MNV este cuplata cu receptorul adrenergic alpha-2, activarea caruia de catre
norepinefrind (NE) determind formarea AMPc si, respectiv, conduce la inhibitia fosforildrii
lanturilor usoare ale miozinei si relaxarea mediei musculare [35].

Proteina Gq in MNV este cuplata cu receptorul adrenergic alpha-1 activat de NE, receptorul
ETA activat de ET-1, receptorul AT, activat de Ang Il, receptorul V1 activat de vasopresina si
receptorul muscarinic M3 activat de acetilcolind. Activarea acestor receptori rezultad in angrenarea
a 2 sisteme intracelulare: (1) sistemul Rho-kinazei si (2) sistemul inozitol trifosfatului (IP3)
dependent de fosfolipaza C [36]. Rho-kinaza inhiba fosfataza lanturilor usoare ale miozinei si,
respectiv, defosforilarea lor necesara pentru dezbinarea puntilor actio-miozinice. Astfel, se
mentine incordarea MNV si contractia vasculara pana la momentul activarii fosfatazei lantuirlor
usoare ale miozinei. IP3 stimuleaza eliberarea calciului din RS si activarea protein-kinazei C prin
intermediul diacilglicerolului, fapt ce rezultd in contractia vasculara.

La ora actuald ramane 1n continua dezbatere efectul epinefrinei asupra MNV. Se sugereaza
ca afinitatea receptorului adrenergic beta-2 cuplat cu proteina Gs are o afinitate mare fata de
epinefrind in concentratii mici si moderate ale hormonului. Receptorul adrenergic alpha-1 cuplat

cu proteina Gq, dimpotriva, are o afinitate mare fatd de epinefrind, cand aceasta actioneaza in



concentratii excesive. Prin urmare, epinefrina in concentratii mari produce contractia mediei
musculare, iar In concentrati reduse predomina efectul vasodilatator [33].

Sistemul NO-GMPc¢ asigura relaxarea MNV, acest efect fiind in deosebi important in
promovarea actiunii acetilcolinei, mediatd de receptorii muscarinici M3. Mecanismele principale
ale efectului vasorelaxant mediat de NO-GMPc sunt: (1) diminuarea IP3 si reducerea eliberarii
calciului din RS, (2) diminuarea influxului de calciu in MNV si (3) activarea canalelor de potasiu
ce rezulta in hiperpolarizarea MNV [37, 38].

Reglarea expresiei GMPc s1 a AMPc este insemnata nu numai vizavi de controlul tonusului
vascular, dar si In contextul actiunii proliferative si de crestere a factorilor naturali paracrini si
endocrini [39]. Hipertrofia mediei musculare este un semnalment al remodelarii vasculare si pe
fondalul disfunctiei endoteliale evolueaza ca un patern detrimental plasticitatii vasculare, cand
fenotipul contractil al MNV este convertit in fenotipul secretor sau sintetic [40, 41, 42]. Abordarile
unor publicatii recente aduc la apel semnificatia fiziologica a receptorului beta-2-adrenergic
expresat in citozol, dar care similar receptorului prototip expresat pe suprafata celulei este cuplat
cu proteina Gs [43]. Fiind internalizat in endosoma speciala activarea receptorului beta-2-
adrenergic declanseaza activarea celulei prin intermediul AMPc, iar la nivelul MNV se presupune
un efect final analogic activarii receptorului adrenergic membranar, deci inhibitia kinazei de
fosforilare a lanturilor usoare de miozina si relaxarea mediei musculare vasculare. Expresia GMPc
care este importantd in promovarea efectelor vasorelaxante ale agentilor naturali vasotropi este
indusa si de Ang 1-7, componenta sistemului renina-angiotensina-aldosteron (RAAS) care
contracareaza efectul Ang II mediat de receptorul ATy prin intermediul stimularii receptorului
endotelial mass. Efectul vasorelaxant al Ang 1-7 se reduce nu numai la inhibitia sistemului IP3
determinata de GMPc, dar este in contiguitate si cu inhibitia kinazei B (ie, akt) si a enzimelor
implicate in formarea radialilor liberi de oxigen, cum ar fi eNOS si NADPH sau Nox2 [44].

La ora actualda sunt relatate aspecte importante privind rolul Ang 1-7 in controlul
fenotipului contractil al miocitului neted vascular si rdspunsului MNV la actiunea diferitor stimuli
paracrini si exocrini, care este mediat prin inhibitia kinazei legatd de receptorii extracelulari
(ERK1), a sistemului intracelular de activare a genelor de hipertrofie a mediei musculare (p38
MAPK), IP3, kinazei B (akt) si kinazei A [45, 46, 47]. Robson Santos, unul din pionerii cercetarii
fiziologiei si fiziopatologiei cardiovasculare a Ang 1-7 coroboreaza ipoteza implicarii
heptapeptidului in reglarea remodelarii mediei musculare vasculare prin reducerea formarii si
ingrosarii intimei, contracararea actiunii proliferative a Ang II asupra MNV ce au migrat in zona

neointimei, protectia endoteliului vascular, stimularea reendotelizarii si efectul antiapoptotic [48].



Totodata, in hipertensiunea portald cauzata de ciroza hepatica declinul Ang 1-7 limiteaza
relaxarea vasculaturii splanhice, fapt ce reprezintd un mecanism hemodinamic compensator si de
prevenire a complicatiilor vasculare inerente elevarii tensiunii sangvine In sistemul venei porta,
cum ar fi ascita si varicele gastro-esofagiene-portale dobandite sau secundare [49, 50]. Cercetari
fundamentale au demonstrat ca administrarea repetatd a Ang II la sobolani conduce la aparitia
hipertensiunii portale, care are o dinamica exacerbata la animalele cu expresia diminuata a enzimei
de conversie a angiotensinei de tip Il (ACEII), responsabile de formarea Ang 1-7 sau, din contra,
0 dinamica mai benefica in cazul administrarii Ang 1-7 exogene [51, 52]. Prin urmare, mecanismul
patogenetic vascular intrahepatic al hipertensiunii portale este strans legat de activitatea sistemului
RAAS, in particular de raportul dintre Ang Il si Ang 1-7.

Angiotensina 1-7 este un obiectiv deosebit al cercetarilor contemporane din domeniul
fiziologiei si fiziopatologiei homeostaziei circulatorii, data fiind capacitatea acesteia de a modula
benefic reperele principale de control, inclusiv echilibrul sistemului simpatic/parasimpatic si
variabilitatea tensiunii arteriale si ritmului cardiac, turnover-ului calciului si mentinerea
fenotipului celular [58, 59, 60, 61].

Rolul calciului nu se limiteaza doar la guvernarea actului de contractie-relaxare a MNV,
dar este iminent si In procesele de mentinere a fenotipului contractil al CMN si activitatii de
migrare si proliferare a acestora, a expresiei proteinelor MEC, activitatii proteazelor intracelulare,
precum si a expresiei proteinei Cq cuplate cu sarcolema [67, 68]. Ang II formatd in peretele
vascular, cat si octapeptidul circulant de asemenea participa in reglarea expresiei proteinei Cq,
care intrd in exercitiul de promovare a efectelor vasoconstrictoare ale NE, ET-1, Ang II si
vasopresinei mediate de receptorii specifici expresati pe MNV (ie, alpha-1, ETA, AT1 s1 V1) s1
mesagerii intracelulari, Rho-kinaza si IP3.

Diapazonul concentratiei calciului in CMN este 100-10000 nM, iar blocarea pompei
reticulului sarcoplasmic (RS-Ca?*-ATP-asa) conduce la cresterea concentratiei cationului in
sarcoplasma, conducand la marirea stiffness-ului muschiului neted [69].

1.3. Reactivitatea in vitro a venei porta in diferite preconditioniri

Controlul adecvat al influxului sanguin in ficat prin vena porta necesita un sistem fezabil
de reglare a reactivitatii la diferite actiuni paracrine si neuroendocrine, realizata in contiguitate cu
proprietatea venei portda de contractie spontana datorata prezentei celulelor stromale pacemaker
Cajal. Raspunsul venei porta influenteaza notabil evolutia hipertensiunii portale in vederea faptului
cd o congestie sanguind cauzatd de dilatarea venoasa este un factor de facilitare a formarii

anastomozelor esofago-portale si gastro-portale si de risc al consecintelor acestora.



Cercetarile fundamentale realizate in Vvitro pe inele sau benzi izolate de vena porta preluate
de la diferite animale de laborator sunt parghia principala de studiu al particularitatilor raspunsului
venei expusa actiunii unei game largi de agenti naturali cu actiune fiziologica si patologica,
substante farmacologice, variatii de concentratie a ionilor, etc. [70, 71, 72].

Componentele de baza ale protocoalelor experimentale angreneaza estimarile raspunsului
venei porta la actiunile colinergice, adrenergice, Ang II, ET-1, vasopresinei, modificarile extra- si
intracelulare ale concentratiei calciului, magneziului, sodiului, potasiului, valorii pH, etc.

Oricare experiment incepe cu atestarea contractiei spontane a venei portd cauzatd de
celulele Cajal si care se impune prin amplitudine si frecventd a contractiei in dependenta de
fenotipul animalului de laborator. Prezenta acestor contractii spontane indica asupra unei prelevari
a benzi sau inelelor izolate fard elemente de traumatizare, precum si asupra fezabilitatii solutiei de
peprfuzie Krebs. Intr-o publicatie recentd W.AI-Aghawani (2022) a demonstrat in acest context
contractiile ritmice spontane fazice ale benzei venei portd preluata de la sobolanii din linia Sprague
Dawly cu valorile respective ale amplitudinii si frecventei [73]. Actiunea fenilefrinei adaugata in
solutia de perfuzie pani la concentratie de 10® M a condus in mod evident la augmentarea

amplitudinii contractiei si a frecventei (Fig. 1.5).

Fig. 1.5 Contractia spontani a benzelor venei porta izolate si efectul fenilefrinei (PE) [73]

Platoul constrictor indus de fenilefrnd si care este mediat prin activarea receptorilor
adrenergici-al expresati pe MNV este folosit drept un reper de estimare a efectului agentilor cu
actiune vasorelaxanta.

A.Chies si P.Rossignoli au demonstrat ca efectul constrictor al fenilefrinei este dependent
de activitatea receptorilor catre ET-1, astfel, ca premedicarea venei portd izolatd cu antagonistii
receptorilor ETA si ETB (eg, BQ-123 si BQ-788) a diminuat amplitudinea contractiei adrenergice
[74]. O depreciere contractild similard s-a decelat pe modelul de vena porta denudata, dat fiind



faptul ca endoteliul este sursa principala de sinteza a ET-1, iar inhibitia eNOS prin L-NAME nu a
modificat contractia venei porta cu endoteliul intact consecventa actiunii fenilefrinei.

Entitati conceptuale analoage au fost stabilite si de P. Rossignoli si colab. (2010) pe vena
portd izolatd de sobolan, cd carenta de testosteron augmenteaza contractia indusa de fenilefrina,
iar antagonistii receptorilor ETA si ETB anihileaza acest effect, in timp ce inhibitia eNOS nu
influenteaza raspunsul constrictor [71]. Remarcabil, cd ET-1exogend de asemenea n-a influentat
reactivitatea adrenergicd a venei portd, inclusiv in conditiile de penurie a testosteronului.
Conceptual este important faptul, ca orhidectomia creste productia de ET-1, precum si expresia
receptorilor ETB 1n vena portd de sobolan [75]. Remarcabil, cad efectele vasotrope ale ET-1
potentate odatd cu varsta sunt dependente de declinul hormonilor sexuali [76].

Vena porta, ca si arterele, este influentatd de stresul hemodinamic, care declanseaza
procesul de remodelare vasculara, care in contextul peretelui venos este concludent bazat pe
proliferarea MNV. Evolutia remodelarii venei porta pe fundalul hipertensiunii portale este asociata
cu cresterea productiei de ET-1 si a expresiei receptorilor specifici ETA si ETB in sintonie cu
activarea genelor endoteliocitelor respective, inclusiv a genelor responsabile de productia NO.
Oxidul nitric eliberat in peretele venei porta are menirea sa contracareze efectul ET-1 de stimulare
a proliferarii miocitelor netede si a endoteliocitelor. In peretele arterial, NO eliberat excedent in
stresul hemodinamic are si menirea de a contracara efectul vasoconstrictor al ET-1.

In artere productia de NO este mult mai pronuntati in cadrul stresului hemodinamic,
comparativ cu vena portd. La aceastd conotatie este importanta ipoteza bazata pe datele obtinute
in cadrul cercetarii modelului de hipertensiune portald reprodus la porci si sobolani, ca evolutia
remodeldrii venei portd se impune prin cresterea mai insemnata a productier de NO, fenomen
definit ca ,,arterializarea venoasd” [77, 78]. Prezenta acestuia in cadrul hipertensiunii portale si
remodelarii venei portd are repercusiuni notabile, Tn primul rand dilatarea venelor mezenterice si
cresterea influxului venos in vena porta, care va accentua hipertensiunea portala si remodelarea
venei porta, iar pe de alta parte va spori congestia venoasa importanta in formarea anastamozelor
esofago-gastro-portale. Care sunt mecanismele moleculare de suporta al activarii genelor ce pot fi
implicate in geneza fenomenului de ,,arterializare venoasa” raman si la ora actuala intricate.
Cresterea expresiei receptorului catre factorul de crestere asemanator insulinei (Insulin Like
Growth Factor Receptor) se sugereaza a fi inerentd procesului de remodelare venoasa asociat cu
progresia hipertensiunii portale.

Potentarea raspunsului vasoconstrictoar si vasorelaxant decelatd in hipertensiunea portala
abordeaza inteligibil particularititile reactivitatii adrenergice, angiotensinice, endotelinice si

vasopresinice ale venei porta in conexiune cu raspunsului colinergic. Activarea sau inhibitia



receptorilor adrenergici-alphal rezulta in modificarea expresiei si afinitatii receptorilor
muscarinici (M3), care mediaza actiunea acetilcolinei. Mai mult, pentru vena portd este
caracteristic modificarea activitatii receptorilor beta-adrenergici in cadrul blocérii receptorilor
alpha-adrenergici si vice-versa.

Privind efectul stimularii colinergice vizavi de reactivitatea venelor hepatice si a sistemului
porta extrahepatic sunt importante datele obtinute de V.Tsybenko si colab. (2006, 2007) in vivo,
care au demonstrat ca administrarea acetilcolinei conduce la constrictia venoasa, efect dispensabil
de actiunea atropinei, dar anihilat de fentolamina [79, 80]. Autorii au confirmat prezenta efectului
constrictor al agonistului receptorilor M3 si in vitro, pe modelul de perfuzie a inelelor izolate de
vena porti de sobolan. In acest context este sugerata ipoteza ca acetilcolina stimuleaza sinteza si
eliberarea factorului endotelial constrictor, ET-1, efect mediat plauzibil prin intermediul
receptorilor nicotinici, intrucat blocarea lor prin tubocurarina diminueaza efectul constrictor al
acetilcolinei asupra inelelor izolate de vena porta.

Sunt relatari solitare privind actiunea si altor membri ai familiei de endotelina (eg, ET-2 si
ET-3) asupra raspunsului venei porta. Astfel, s-a demonstrat ca si ET-2 si ET-3 induc contractia
inelelor izolate de vena porta si potenteaza contractilitatea spontana in manierd dependenta de
concentratia oligopeptidelor in perfuzat, dar in proportie subiacentd efectului ET-1 [81]. Efectul
constrictor al ET-1 a fost mai puternic comparativ cu cel propriu bradikininei, Ang 11, fenilefrinei,
tromboxanului A2 (TxA2) si substantei P, dar subiacent platoului constrictor indus prin
depolarizare cu solutia de KCI in concentratia de 80 mM. Reducerea graduald a concentratiei
ionilor de calciu pana la zero a determinat declinul platoului constrictor, dar nu pana la izolinie,
care a fost redresat odatd cu suplinirea cationului in solutia de perfuzie Krebs, fapt ce confirma
rolul calciului extracelular in contractia endotelinica a venei porta si, in parte, a Ca intracelular.

Canalele L-type de Ca au un rol semnificativ in promovarea contractiei induse de ET-1,
dar nu ultimativ, intrucat blocarea lor cu Nicardipina nu a abolit complet raspunsul constrictor.
Blocarea canalelor T-type de calciu prin NiCl2 a redus mai considerabil platoul constrictor
comparativ cu Nicorandina, dar de asemenea anihilarea raspunsului a fost relativa. Prin urmare,
aceste rezultate evidentiaza rolul ambelor tipuri de canale de calciu (L- si T-type) in realizarea
contractiei venei portd sub actiunea ET-1, care este eliberatd din endoteliu, dar totodata
consemneaza si aportul si altor canale de calciu, cum ar fi canalele controlate de receptor si/sau
canalele neselective. Sub aspectul eliberarii ET-1 in stimularea vasului cu acetilcolind, important
de mentionat, ca hipoxia si acidoza sunt factori care cresc productia endoteliala si rata de eliberare

a ET-1, fapt ce poate influenta notabil reactivitatea venei portad colinergica.



Privind rolul calciului intracelular in promovarea efectului constrictor al ET-1, este de notat
capacitatea oligopeptidului de stimulare a fosfolipazei C si declansarea cascadei fosfoinozitol
mediatd de proinkinaza-C, iar IP3 si diaceglicerolul rezultant mobilizeaza calciul din reticulul
sarcoplasmic.

Depolarizarea CMN de cétre ET-1 urmata de influxul calciului extracelular este dovedita
prin faptul, ca activarea canalelor K-ATP dependente prin Cromakalim, rezultantd in
hiperpolarizarea mediei musculare, a prevenit contractia venei portd de sobolan [81]. Totodata,
hiperpolarizarea mediei musculare nu a abolit efectul constrictor al ET-1 asupra venei porta in
lipsa calciului din perfuzat, fapt ce justifica fezabilitatea mecanismului constrictor al ET-I legat de
sistemul IP-3/diaceglicerol. De remarcat, ca un efect similar al Cromakalimului s-a obtinut si pe
vena porta izolatd umana [82]. Aportul canalelor Kate in controlul reactivitatii muschiului neted
dovedit in cercetarile pe vena porta de sobolan este confirmat si pe muschiul detrusor de porc (Fig.
1.6), fapt ce a fundamentat elaborarea remediilor farmacologice cu efect relaxant al musculaturii

netede prin mecanismul de hiperpolarizare.
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Fig. 1.6 Efectul muschiului Cromakalimului asupra raspunsului constrictor al
muschiului detrusor la actiunea carbacolului [83].

Conexiunea intre canalele Katp si actiunea ET-1 este revendicata si prin faptul ca blocarea
acestor canale prin Glimenclamid nu numai anihileaza efectul vasorelaxant al Cromakalimului,
dar potenteaza contractia venei portd indusa de ET-1.

Efect similar al activarii canalelor Katp asupra reactivitatii venei porta la actiunea ET-1 s-
a constatat si in stimularea adrenergica cu fenilefrina [84]. Mai mult, eliminarea calciului din
perfuzatul Krebs a anihilat contractia iminenta actiunii agonistului receptorului alpha-1adrenergic,

fenilefrinei, asupra inelelor izolate ale venei porta (Fig. 1.7).
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Fig. 1.7 Efectul fenilefrinei asupra contractiei venei porti perfuzate fara calciu [87].

Contractia adrenergica si endotelinica a venei porta este mod natural contracarata prin
oxidul nitric, nivelul caruia in hipertensiunea portalda reprodusad la sobolani s-a dovedit fi
semnificativ elevat comparativ cu animalele intacte [85]. Efectul contractil al fenilefrinei (0,1 mM)
si al solutiei de KC1 (10-80 mM) a fost diminuat fata de paternul de referinta. Concentratia solutiei
de KCl necesara pentru a induce "2 din platoul maxim contractil al inelelor izolate prin mecanismul
de depolarizare a fost semnificativ mai mare.

Astfel, sub prisma exegezei rolului NO in promovarea reactivitatii venei portd se anunta
importante 2 aspecte cardinale:
(1)- NO eliberat de eNOS, cat si NO exogen eliberat in metabolizarea nitratilor (eg, nitroprusiat
de sodiu) diminueaza platoul constrictor indus de fenilefrina si ET-1.
(2)- Acetilcolina, desi stimuleaza eNOS in vederea productiei de NO, induce contractia venei
porta, efect dependent in parte de stimularea endoteliului in vederea eliberarii de ET-1. Denudarea
venei porta reduce activitatea contractila a acetilcolinei, fapt ce demonstreazd superioritatea
mecanismului ET-1 in promovarea reactivitatii colinergice fatd de mecanismul NO.
legate nu numai de cresterea rezistentei vasculare hepatice (eg, inflamatie, fibroza, ciroza, etc.),
dar si de particularitatile raspunsului venei porta, precum si in elaborarea prevenirii manifestarilor
clinice caracteristice hipertensiunii portale. Cauzele principale ale cresterii nivelului circulant de
NO in hipertensiunea portala nu sunt pe deplin stabilite. Se prezuma rolul activarii neuroendocrine
in afectiunile hepatice, care creste amplitudinea stresului hemodinamic, fapt ce rezultd in cresterea
expresiei eNOS, precum si a cresterii expresiei NOS inductibile (iNOS) pe fundalul accentuarii

raspunsului inflamator si a stresului oxidativ. L.Caracuel si colab. (2019) au demonstrat o



capacitate majoratd de productie a NO si de endoteliul arterial, in contextul stimuldrii prin
fenilefrind a arterei mezenterice izolate de sobolan cu afectiunea acuta sau cronicad hepatica [86].

Sunt relatari care aduc la apel capacitatea endoteliului vascular de a sintetiza si elibera
adluminal si abluminal nu numai ET-1, dar si catecolamine, norepinefrind si epinefrina [88].
Actiunea autocrind si paracrind a acestora asupra celulelor peretelui vascular declanseaza
productia exageratd de radicali liberi de oxigen, fapt ce rezultd in metabolizarea prematurd a NO
si cresterea expresiei citokinelor proinflamatoare [89, 90]. In mod cumulativ, acesti factori
modifica reactivitatea vasculara, atat a arterelor, cat si a venelor.

Sub calota importantei reactivitatii venei portd in evolutia hipertensiunii portale si a
manifestarilor clinice ale acesteia trebuie de abordat si efectul diferitor remedii de ameliorare
morfo functionala a ficatului sau a altor substante consumate asupra activitatii motorii a venei.
Astfel, cafeina aflata in cafea este interesanta in acest context, data fiind actiunea ei benefica asupra
fibrozei si cirozei hepatice prin stimularea angiogenezei, atenuarea stresului oxidativ si a
mediatorilor inflamatiei [91, 92, 93]. Cercetarile fundamentale au demonstrat ca cafeina induce
contractia inelelor izolate de vena portd, angrendnd in exercitiu atit calciul intracelular
inmagazinat in RS, cat si cationul extracelular [87, 94].

Blocarea receptorilor raiodinici expresati pe RS conduce la anihilarea in proportie de 35-
40% a contractiilor fazice induse de cafeina, fapt ce demonstreaza ca anume prin activarea acestor
receptori cafeina produce eliberarea calciului din depozitele RS.

Drept dovada a rolului calciului extracelular este reducerea progresiva a platoul constrictor
al inelelor izolate de vena porta indus de cafeina in perfuzia lor cu concentratia redusa de calciu

sau 1n conditii de premedicatie cu antagonistii de calciu (Fig. 1.8).
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Fig. 1.8 Efectul cafeinei asupra contractiei venei porta perfuzate fara calciu [87].



In conditii de perfuzie a inelelor izolate de vena porti cu concentratii sporite de potasiu
cafeina produce doar o contractie care se stinge rapid. In concentratii crescute potasiul din perfuzat
(20-100 mM) produce contractia fazica a venei porta data fiind depolarizarea miocitului neted
vascular. Important de mentionat, ca aceastd depolarizare consecventa excesului de potasiu
produce o contractie fazicd a venei porta de scurtd durata, chiar in conditii de lipsa a calciului 1n
perfuzat, fapt ce indica asupra actiunii directe a depolarizarii asupra eliberarii calciului din SR.
Activarea canalelor de potasiu atenueaza contractilitatea venei portd indusd de concentratii
majorate de potasiu extracelular [95].

1.4. Efectele vasotrope ale tripsinei

Tripsinemia este o repercusiune a injuriei pancreasului exocrin iminentd predilect
pancreatitei acute, care prin impactul proteolitic al enzimei declanseaza leziuni celulare la distanta
angrenate in interfata patogenetica a sindromului disfunctiei poliorganice [96, 97]. Conceptul
fiziopatologic coroboreaza ficatul drept organul expus cel mai precoce la impactul tripsinemiei,
acesta fiind urmat de pulmon. Tinta primara a actiunii tripsinei circulanta excesiv in fluxul sangvin
este endoteliul vascular, iar perturbarea microcirculatiei este vizata in sintonie cu efectele tripsinei
de a periclita hemostaza, inclusiv prin cresterea activitatii de agregare a eritrocitelor cauzatd de
micsorarea sarcinii electrice de pe suprafata hematiilor rezultantd din degradarea glicoforinei A si
eliberarea acidului sialic.

Astfel, cunoasterea efectelor vasotrope ale tripsinei la nivelul patului arterial, cét si cel
venos, este importantd in vederea consoliddrii unui suport de predictie si prognozare a
consecintelor tripsinemiei. In plus, tripsind activeaza diferite proteaze (metaloproteinaze) ale
matricei extracelulare vasculare (MMP) expresate in mod normal in forma de zimogen, cum ar fi
colagenazele, gelatinazele, stromlizinele, matrilizinele, care pot influenta detrimental mai multe
fatete ale homeostaziei, inclusiv augmentarea raspunsului inflamator si destabilizarea placii

aterogene, procese indispensabile de MMP (Fig. 1.9) [98, 99].
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Fig. 1.9 Efectul tripsinei asupra plicii aterogene intermediat de MMP si inflamatie [99].



Efectul tripsinei de activare a MMP are tangente concludente cu efectele sale vasotrope,
intrucat activarea receptorilor activati de proteaze (RAP): RAP1 si RAP2 care promoveaza actiune
vasoconstrictoare si, respectiv, vasorelaxantad. Tripsina are o afinitatea multiplu mai mare fata de
receptorii RAP2.

Cele mai precise date privind particularitatile raspunsului vascular consecvent actiunii
tripsinei sunt obtinute in vitro, deci pa modele de perfuzie a vasului izolat. La ora actuala este mult
mai consistent cercetatd reactivitatea diferitor artere comparativ cu raspunsul venelor indiferent
de fenotipul animalului de laborator utilizat in studiile experimentale.

Rolul receptorilor RAP2 a fost dovedit vizavi de efectul vasorelaxant al tripsinei exercitat
asupra arterei coronariene izolate porcine [100]. Autorii au demonstrat ca activarea RAP2 se
impune prin cresterea influxului ionilor de calciu in endoteliocite, care a condus la expresia
oxidului nitric si a factorului endotelial hiperpolarizant (EDHF). Astfel, efectul coronarorelaxant
al tripsinei este endoteliu dependent, iar inhibitia formarii de NO, cat si blocarea canalelor de
potasiu care asigurd efectul de hiperpolarizare a miocitului neted vascular, au abolit actiunea
vasodilatatoare a proteazei. Aplicarea antagonistilor canalelor de calciu de asemenea s-a soldat cu
deprecierea notabila a efectului coronarorelaxant al tripsinei. Pe de alta parte, nivelul citozolic al
calciului in endoteliocit la actiunea tripsinei se coreleaza direct cu gradul de contractie a arterei
izolate. In faza initiala relaxarea platoului contractil al arterei coronare este mediatd de NO si
EDHF, iar in faza tardiva exercitiul vasodilatator este asigurat de actiunea oxidului nitric. De
remarcat, ca in vivo concentratiile fiziologice ale tripsinei nu induc arterodilatarea mediatd prin
RAP2 si influxul de calciu in endoteliocit. Nivelul plasmatic al tripsinei peste 0.87 uM se considera
a fi nivelul pragal minimal de declansare a vasorelaxdrii endoteliu dependente prin mecanismul
dependent de activarea receptorilor endoteliali RAP2 [101]. Hipertripsinemia inerenta pancreatitei
acute este una din cauzele principale ale hipotoniei arteriale legata de efectul vasodilatator mediat
prin mecanismul dependent de factorii endoteliali: NO si EDHF.

Cercetarile efectuate pe model de aortd izolatd de sobolan de asemenea au demonstrat
efectul vasorelaxant al tripsinei endoteliu dependent [102]. Autorii au constatat pe inelele de aorta
cu endoteliu intact ca actiunea tripsinei, similar actiunii carbacolului, s-a manifestat prin efect
vasodilatator in contiguitate cu cresterea concentratiei ionilor de calciu in endoteliocit, cat si in
miocitul neted vascular. Inhibitia sintezei de NO prin aplicarea LNMMA a curmat efectul
vasorelaxant al tripsinei, indicand asupra rolului oxidului nitric in promovarea efectului vasotrop
studiat. Pe inelele de aortd denudati insd, agentul parasimpatic nu a modificat continutul de Ca?",
lar tripsind totusi a condus la o elevare moderata a cationului fara contractia mediei musculare.

Actiunea tripsinei in concentratia de 0,1 pM a crescut concentratia de calciu in celulele endoteliale



de circa 20 ori mai mult fatd de incrementul cationului in miocitele netede vasculare in cadrul
perfuziei aortei denudate. Remarcabil, inelele de aorta contractate cu norepinefrind s-au relaxat
sub actiunea tripsinei, fapt ce s-a asociat cu o crestere moderata a calciului in miocitele netede
vasculare. Receptoriit RAP2 sunt expresati in vasele de sobolan atat pe endoteliocite, cat si pe
miocitele netede vasculare si in acest context este plauzibil de admis ca afinitatea RAP2 endoteliald
fata de tripsina este multiplu peste afinitatea RAP2 miocitara.

Cresterea concentratiei calciului in endoteliocit sub actiunea tripsinei este cauzata atat de
sporirea influxului cationului extracelular, cat si de eliberarea acestuia din rezervele intracelulare,
mecanismul fiind dependent de activarea sistemului inozitol-trifosfat. Rolul prostaciclinei in
promovarea efectului relaxant al tripsinei vizavi de inelele de aortd de sobolan este mult inferior
rolului NO, intrucat premedicatia cu indometacina (inhibitorul neselectiv al ciclooxigenazei) a
depreciat nesemnificativ vasorelaxarea comparativ cu actiunea LNMMA.

Aportul receptorilor RAP2 privind efectul vasorelaxant al tripsinei este doar o fateta a
competentei lor biologice, data fiind doveditd implicatia lor In mai multe procese fiziologice si
fiziopatologice, cum ar fi controlul activitatii pace-maker a celulelor Cajal [103], evolutia
hipertensiunii arteriale la sobolani [ 104], atenuarea actiunii angiotensinei Il si a urotensinei [105],
prezervarea vasodilatarii in dishomeostazia circulatorie cauzata de diabetul zaharat de tip I1[106].
Merita atentie faptul ca stresul oxidativ creste expresia receptorilor endoteliali RAP2, iar efectul
vasorelaxant al agonistilor acestora este potentat [107]. Acest fenomen vine in acord cu evidenta
cresterii perfuziei pielii In conditiile activarii stresului oxidativ pe fundalul excesului de neutrofile
(sursd importanta de radicali liberi de oxigen si de MMP-9), vasodilatarea periferica fiind in parte
mediatd prin receptorii RAP2 [108].

Efectul vasodilatator iminent actiunii in vivo a tripsinei asupra arterelor poate fi mediat si
prin intermediul adrenomedulinei, dat fiind faptul ca proteaza serinicd activeaza canalele
mecanosenzitive PIEZO-1 ale endoteliocitului prin care aceasta va iesi din celula endoteliala si va
actiona in maniera autocrina sau paracrina [109]. Activarea de catre adrenomedulind a receptorilor
endoteliali RAMP-2 din familia Gs conduce la activarea adenilatciclazei si consecvent la activarea
proteinkinazei A si, respectiv, la fosforilarea enzimei de sinteza constitutiva a oxidului nitric,
NOSe sau NOSs. Astfel, oxidul nitric se anunta un factor important in promovarea vasodilatarii
proprii tripsinei si, deci, a hipotensiunii arteriale ce asociaza hipertripsinemia la pacientii cu
pancreatitd acuta.

Efectul vasodilatator al tripsinei atestat in vitro si mediat prin receptorii RAP2, activati si

de catre trombina, a fost confirmat in vivo in cercetari fundamentale si doar un studiu uman realizat



pe voluntari sandtosi a fost decelat vizavi de monitorizarea efectelor arteriale si venoase ale
administrarii agonistului RAP2.

K.Emilsson si colab. (1997) printre primii au demonstrat ca infuzia agonistului RAP2,
SLIGRLETQPPI, a redus considerabil tensiunea arteriala medie la sobolanii anestizati de la 104
pana la 60 mm Hg, efectul hipotensiv marcant fiind abolit prin administrarea inhibitorului NOSe,
confirmand rolul cheie al NO in promovarea hipotensiunii arteriale indusa de hipertripsinemie la
pacientii cu pancreatite [112]. J.Robin si colab. (2003) sunt primii cercetatori, care au obtinut date
similare Tn examenul de pletismografie efectuat pe voluntarii sandtosi care au administrat agonistul
RAP2, SLIGKV-NH>, efectul notabil fiind iminent raspunsului arterial [113]. Remarcabil, ca
autorii au stabilit rolul important in dilatarea atat a venei dorsale a antebratului, cat si a arterei
brahiale, nu numai al NO dar si al prostaciclinei. In ambele arii vasculare efectul vasodilatator al
agonistului receptorilor RAP2 a fost dependent de doza. Prezinta interes faptul, ca efectul
vasodilatator al tripsinei pe artere umane coronariene izolate este mai pronuntat, daca actiunea
proteazei este precedata de premedicatie cu mediatorii inflamatiei, cum ar fi IL-1 si TNF-o [114].
Potentarea efectului vasodilatator al tripsinei a fost explicatad prin cresterea expresiei receptorilor
RAP2 si RAP4, fenomen dovedit in diferite situatii patologice asociate cu un status pro-inflamator
accentuat. De mentionat ca activarea acestor receptori poate fi urmare si actiunii nu numai a
tripsinei pancreatice, dar si a altor factori endogeni, cum ar fi a triptazei eliberate de mastocite, a
factorilor de coagulare VIla si Xa sau a tripsinei extrapancreatice. Aceasta din urma poate fi
expresatd si de endoteliocite, iar citokinele pro-inflamatoare si speciile reactive de oxigen
augmenteaza procesul dat.

Inhibitorul endogen natural al tripsinei, al-antitripsina, proteina (51000 kD) sintetizata de
catre hepatocite, macrofage si chiar de celulele epiteliale ale itinerarului bronsic este responsabil
la cote de circa 90% de activitatea totala sangvinicd antitripsinica. Efectul al-antitripsinei se
impune si prin inactivarea elastazei, enzima proteolitica care scandeazad mai multe proteine ale
matricei extracelulare, cum ar fi elastina, fibronectina, laminina, colagenul de tip I, I1I si IV [110].
Hipertripsinemia durabila poate Tn mod concludent sd epuizeze capacitatea antitripsinicd a
sangelui, potentand efectul vasodilatator al tripsinei, iar actiunea inhibitorului de tripsind s-a
dovedit a fi un protector tisular eficient in modelul murin de injurie prin impactul ischemie-

reperfuzie [111].



1.5. Concluzii

e Reactivitatea venei porta este un obiectiv important al medicinii, atat clinice, cat si
fundamentale. Numarul limitat de cercetari experimentale in acest context este determinat de
caracterul dificil si sofisticat al metodei de perfuzie a segmentelor venoase portale izolate, fapt ce
impune o carentd notabild in Intelegerea aranjamentelor functionale de orchestrare a contractiilor
ritmice ale venei porta. Totodata, capacitatea de propulsie adecvata a sangelui spre ficat dupa o
ritmicitate datoratd si controlatd de celule Cajal prezente in peretele venos reprezintd o parghie
importanta de eludare a instalarii hipertensiunii portale.

e Miocitele netede aranjate longitudinal sunt expuse in zona exterioara a peretelui VP, iar
miocitele circumflexe - in zona interioara. Miocitele longitudinale sunt menite s contracareze
forta de gravitatie a sangelui, iar contractia miocitelor circumflexe atenueaza presiunea
hidrostatica a sangelui. Endoteliul VP expreseaza diferite tipuri de receptori, activarea carora
promoveazad contractia si relaxarea mediei musculare, determinand in consecintd reducerea sau
cresterea influxului sangvin in ficat, cum ar fi: receptorii muscarinici (M1 si M3), H1 catre
histamina, ETB catre endotelina 1, alfa-2 catre norepinefrind, AT2 catre Ang II, B2 catre
bradikinina, etc. Miocitele VP expreseaza: M2, ETA, AT1, alfa-1, beta-2 adrenergici, H2.

e Contractia miocitului neted al VP este determinata de activarea canalelor L-type de
calciu, cresterea citozolica a cationului inclusiv 1n cadrul eliberarii din reticulul sarcoplasmic,
precum si fosforilarea capetelor de miozina, fapt ce faciliteaza formarea legaturilor acto-miozinice.
Relaxarea muschiului neted incepe odatd cu procesul de defosforilare a lanturilor usoare de
miozind. NO eliberat la activarea receptorilor endoteliali colinergici (M1 si M3) prin sinteza de
cGMP conduce la stimularea proteinei kinazei dependente de cGMP, care, la randul sau, activeaza
fosfataza lanturilor usoare de miozina, iar defosforilarea acestora declanseaza procesul de relaxare
a muschilor netezi.

e Tripsina, o proteaza serinica eliberatd in sange de pancreasul exocrin, poate influenta
reactivitatea vasculara (arteriala si venoasd) prin activarea receptorilor endoteliali PAR, cét si prin
proprietdtile ei proteolitice ce pot fi un reper de modificarea a echilibrului influentelor
contractile/relaxante. Influenta tripsinei asupra reactivitatii venei portale in diferite preconditionari
(modificarea concentratiei ionilor de calciu, sodiu, hidrogen, denudarea endoteliului, etc) este
precar elucidatd, iar repercusiunile iminente pot fi un mecanism de periclitare a performantelor

contractile ale venei portd, inclusiv la noima riscului hipertensiunii portale.



2. MATERIALE ST METODE

2.1. Introducere. Subiectii.

Prezentul studiu a fost efectuat pe un lot de 200 sobolani albi de gen masculin linia Vistar,
in greutate de cca 180-200 grame, virsta de 5-6 luni. Toate manipulatiile dureroase au fost
executate sub narcoza, utilizindu-se Nembutal in doza de 50 mg/kg greutate a animalului sau
Tiopental de Na (0,1g/g). In termenii stabiliti si dupa terminarea experimentelor, animalele au fost

sacrificate prin decapitare.
2.2. Procedura de preparare a organului izolat vena porti

Sobolanului narcotizat i se deschidea cavitatea toracica, se gasea vena portd, dupa care,
aproape de locul intrarii in ficat, se aplica primul serfin care comprima net vena. In felul acesta
vasul se supraumple cu singe, devenind marit si disponibil pentru manipularile ulterioare. Apoi se
aplica al doilea serfin in partea de jos a vasului mai sus de confluerea unei ramificatii a ei in vena
porta. Apoi cu foarfecele oftalmice se exciza mai jos de primul serfin (strict linga el). Excizarea s-
a continuat pe traiectul venei (longitudional) efectuindu-se separarea cat mai certa de tesut
conjunctiv, fard a fi lezat Insusi peretele vasului. Excizia venei se efectua indata dupa serfin. Toate
aceste manipulatii trebuiau efectuate fara a intinde suplimentar vena, pentru a nu schimba
contractilitatea ei, adica pentru pastrarea puritatii experimentale. Astfel, s-a obtinut un segment de

vena portd cca 4mm.

2.3. Conditiile si materialele necesare pentru asigurarea contractiilor segmentului

izolat de vena porta

Odata extras din cimpul operator, respectivul segment izolat, cu tot cu serfine, era transferat
in cutia Petri umpluta cu solutia Krebs-Henseleit, incalzita si oxigenata preventiv.
Aceastd manoperd se efectua cat mai rapid posibil pentu a exclude in maximum actiunea
nefavorabila a aerului asupa venei. Este oportund aceasta nuantare, deoarece vena porta, spre
deosebire de altele, reprezinta un vas care poseda pace-maker, si influenta ddunatoare a aerului, ar
putea modifica proprietatea lui. Fiind plasatd in cutia Petre cu solutia respectiva, segmentul de
vena porta era supus din nou procedurii de separare, de asta data mai minutioase, totusi pastrindu-
se integritatea ei. Ulterior vena porta izolata se transporta cu tot cu cutia Petre spre locul stationarii
definitive - baita termostatica. Intregul “pelerinaj” a venei porti, de la sobolan, inclusiv extragerea
si separarea, cu stationarea intermitentd in cutia Petri, trebuia s-a dureze cat mai putin timp posibil,
care a fost limitat la cca 5-6 min. Acest termen trebuia pastrat cu strictete la fiecare caz in parte,

in vederea respectdrii puritatii experimentale, si expunerii minime sub influenta aerului. Astfel,



ajunsa in bdita termostatica, un capat al venei porta cu tot cu serfin se fixa de un cirlig imobil situat
aproape de fundul baitei. Al doilea capat, cu serfinul respectiv, se insera de bratul mecanotronului
6MXI1C, care serveste ca traductor al fortei. Pozitia venei portd era strict perpendiculara
corespunzator fundului baitei. Baita termostatica, cu volumul de 10 ml, era preventiv perfuzata cu
solutia Krebs-Henseleit cu urmatorul continut (mM): NaCl-122,0; KCI-4,7; NaHCOz3-15,5;
KH2PO4-1,2; CaCl2-2,5 mmol, MgClz+6H,0-1,2 glucoza-11,5; temperatura 37° C, aeratia fiind
realizatd cu amestecul de gaze: 02-95%, CO2-5%; pH-7,3. Perfuzatul se pregatea nemijlocit inainte
de experiment din solufii concentrate ale sarurilor enumarate mai sus. NaHCO3 si glucoza se
adaugau la sfirsit. Pana la adaugarea calciului, solutia obtinuta se trata cu CO2, pentru a evita

sedimentarea de Ca®".

2.4. Metoda si conditiile de inregistrare a functiei contractile a segmentului de vena

porta

Preparatul vascular izolat era supus extinderii pasive cu puterea de 4 mN. Semnalul de la
mecanotron se transmitea la amplificatorul de precizie UBP2-03. Inregistrarea functiei contractile
s-a efectuat cu autoinscriptorul K200 (RDG). Contractiile spontane ale venei porta izolate au fost
determinate in regim izometric, preventiv efectuinduse calibrarea. Pana la inceperea actiunelor
experimentale, preparatul vascular se stabiliza in decurs de 45 min, pana la adaptarea completa in
conditiile “in vitro”. Ulterior se efectua inregisrarea timp de 10 min cu viteza peliculei de 1
min/cm, apoi schimbindu-se la 5 sec/cm pentra desfasurarea nuantata a contractiilor respective
timp de 1min.

Dupa finisarea Inregisrarii, timp de 2 min se efectua inlocuirea solutiei din bdita cu alta
solutie Krebs preventiv incdlzita si aeratat in coloana de scurgere, unde era modificatd concentratia
anumitor ioni in dependenta de sarcinile si exigentele cercetarilor la fiecare etapa in parte. In unele
cazuri ingredientul sau substanta cercetata se introducea nemijlocit in baitd cu solutia Krebs, cum
ar fi in cazul lotului cu tripsind “in vitro”. Volumul solutiei introduse se corija astfel incat, doza
substantei corespunzatoare sd fie eficienta, si volumul total al solutiei din baitd cu presiunea
osmotica respectivi si fie mentinute. Indata dupa introducere se incepea inregistrarea, regimul si
exigentele pastrinduse acelasii, — integral 15 min, cu nuantele descrise mai sus. Timpul total al
unui experiment de la Inceputul stabilizdrii pana la finisarea cercetatii dura nu mai mult de 120
min, astfel prevenindu-se oboseala posibilda a segmentului de vena. Calibrarea repetativa a
aparatului era inevitabila la sfirsitul oriciror experiente. In fine, segmentul de vena porti cu
lungimea aprozimativa 5-8 mm se cintarea pentru ca indicii contractilititii sa fie raportati la

mg/mg greutatea venei.



2.5. Parametrii investigati ai functiei contractile

S-au studiat urmatorii indici:

- amplitudinea contractiei ( mg/mg ), prin raportul fortei contractiei la masa portiunii contractile
a venei porte;

- frecventa contractiei ( contractii / min );

- suprafata contractiei ( mm?/ min);

- intensitatea functionarii structurilor, prin produsul amplitudinii la frecventa contractiilor ( mg
/ mg/ min);

- timpul total al contractiei ( sec );

- timpul contractiei ( sec );

- timpul relaxarii ( sec );
2.6. Etapele cercetarii

Cercetdrile au fost indeplinite dupd urmatorul plan general.

La prima etapa a fost estimata reactivitatea in conditii de modificare a ionilor de Ca in
urmatoarea consecutivitate: CaClz — 2,5 mM(normal), CaCl, — 1,25 mM¢(hiponormal), CaCL, —
7,5 mM(hipernormal), CaCl, — 10 mM(superhipernormal). Au fost cercetate urmatoarele loturi:
lotul martor — 11, lotul cu pancreatita artificiala — 13, lotul cu tripsina “in vivo” prin injectarca
intravenoasa a tripsinei — 12 si lotul cu tripsina “in vitro” cu aplicarea tripsinei in baita de perfuzie
— 10, - preparate de vena porta.

A doua etapd a cercetdrilor a fost consacratd determindrii reactivitdtii in conditii de
modificare a antagonistilor naturali de Ca?" (Na*, H") normoNa* - 122 mmol/L, hipoNa* - 60
mmol/L (-50%), hyperNa* - 171 mmol/L (+40%); acidozei, inlocuind % NaHCOz din solutia
Krebs pe NaCl, in acest fel investigindu-se 2 loturi: lotul control — 19— preparate de vena porte si
lotul “tripsina in vitro” — 16 — preparate. Este necesar de nuantat ca pentru a pastra intacta presiunea
osmotica a solutiei din baita in cazul hipoNa* (60 mmol/l), in ea se adiuga saharoza.

In a treia etapa a cercetirii au fost efectuate experimente cu aplicarea cafeinei pe fonul
tripsinei si cercetirii contractiei maximale in urma depolarizirii cu K*. In cadrul acestei parti au
fost examinate de-asemenea 2 loturi: lotul martor, si lotul tripsind in vitro respectiv cate 10 -
preparate de vena porte. Pentru lotul martor au fost folosite solutiile de cafeina de 1 mM, 3 mM,
10 mM, pe cand pentru lotul tripsina in vitro a fost folosita solutia maximala de 10 mM. In ambele
loturi dupa actiunea cafeinei a fost introdusa solutia Krebs, care continea 140 mM de KCI,

substituindu-se 122 mmol de NaCl, astfel obtinindu-se solutia hyper K*.



In a patra etapa a cercetarii a fost studiat rispunsul venei porte izolate la acetilcolina si
carbacol. Cercetarile consacrate determinarii contractilitatii venei porte izolate la actiunea
acetilcolinei au fost efectuate cu sau fara introducerea preventiva a inhibitorului tripsinei si cu sau
fara introducerea heparinei. Astfel au fost supuse cercetarii 3 loturi: lotul control+acetilcolind — 6
preparate (sobolani), lotul control+heparind+acetilcolind — 6 si lotul control+inhibitorul
tripsinei+acetilcolini —6. Au fost folosite urmitoarele concentratii: acetilcolina — 10> mmol/L,
heparina 10 mmol/L; 250 IU/anti-Xa, inhibitorul tripsinei — 336 IU/ml. Cercetirile consacrate
determinarii contractilitatii venei porte izolate la actiunea carbacolului au fost efectuate pe 2 loturi:
lotul carbacol in vitro (I umol/L, 100 pmol/L si 1 mol/L) -12 preparate (sobolani) si lotul
tripsina+carbacol (tripsina — 42 nM, carbacol — 1 pmol/L) -10 preparate de vena porti izolata. In
ultimul lot inainte de introducerea dozei finale de lucru de tripsind (42 nM), s-a estimat
contractilitatea in prezenta concentatiilor minimale si medii,-respectiv 10 si 21 nM.

A cincea etapa a cercetarii a fost consacrata experientilor cu denudarea endoteliului pentru
a estima nivelul de implicare a factorilor endoteliali in contractia vasculara a venei porte cu si fara
prezenta tripsinei la modificarile ionilor de Ca. Astfel a fost puse cercetarii urmatoarele loturi:
lotul martor - 11 preparate de vena porta, lotul tripsina in vitro - 10 preparate, lotul cu denudarea
endoteliului - 9 preparate si lotul tripsina pe fundalul denudarii - 9 preparate. In aceias etapi sa
analizat modificarile unor parametri ai contractiilor spontane fazice ai venei porte isolate a
sobolanului la actiunea tripsinei in prezenta factorilor de eliberare si de blocare a oxidului nitric
(NO): lotul martor in prezenta si absenta NO-10 preparate , lotul tripsina in prezenta si absenta
NO -10 preparate, lotul cu denudarea endoteliului in prezenta si absenta NO -10 preparate, lotul
cu denudarea endoteliului pe fundalul tripsinei - De altfel analiza amplitudinii contractiilor a
servit ca metoda de testare a prezentei endoteliului in toate loturile a acestei etape.

2.7. Modelele experimentale

2.7.1 Hipertripsinemia prin leziunea pancreaticd

Reproducerea hipertripsinemiei prin leziunea pancreatica acuta s-a realizat prin metoda,
propusa de V.A. Malhasean si P.S. Simavorean [146]. S-a preferat acest model gratie executarii
mai usoare si reproducerii de 100% a lezarii pancreatice, ceea ce este comod in special pentru
studierea afectirii conjugale a altor organe si sisteme in leziunea pancreatica. In decursul a 18-24
ore anticipat reproducerii pancreatice, animalele erau private de hrana, iar apa era la retinere in
cantitati nelimitate. Sobolanii erau supusi regimului de foame in scopul standartizarii conditiilor
experimentului, sincronizarii ciclului secretor al celulelor acinoase pancreatice. Esenta modelului

consta in refrigerarea locald a pancreasului cu cloretil.



Pancreasul la sobolanii albi reprezintd o formatiune glandulard, amplasata liber in cavitatea
abdominala, care consta din doua portiuni: splenica si duodenala. Segmentul lienal al glandei, ceva
mai masiv, sub forma de cordon se instaleaza de-a lungul curburii mari a stomacului si splinei.
Segmentul splenic alcatueste 2/3 din masa totala a glandei. Segmentul duodenal este aplatizat pe
mezoul duodenului. Canalul excretor principal traverseaza segmentul lienal in toata lungimea, apoi
deviaza printr-un orificiu comun. Din segmentul duodenal ductele excretorii se varsa direct in
cavitatea duodenala.

Descrierea modelului: Sub narcoza cu nembutal, in conditii sterile, se executd o
laparotomie mediana, lasand 1 cm de la procesul xifoid. In incizie se scoate segmentul lienal al
pancreasului Tmpreund cu epiplonul si splina. Ultima se acoperd prin extensia marginilor plagii
operatorii, in scopul prevenirii scurgerii cloretilului in cavitatea abdominala. Splina se acopera cu
comprese de tifon, pentru a fi protejata de actiunea traumatizanta a cloretilului. Ulterior se
efectueaza racirea segmentului splenic al pancreasului din ambele parti ale organului pana la
aparitia brumei (pana la ingélbinire). Plaga operatorie se sutura etans strat cu strat. Imediat dupa
operatie animalele primeau apa si hrana 1n cantitati nelimitate.

Sacrificarea animalelor s-a efectuat la expirarea a 24 ore de la leziunea pancreatica. Acesti
termeni au fost utilizati in scopul studierii functiei contractile a venei porte in faza manifestarilor
maximale ale leziunii pancreatice. In acest aspect
au fost examinati 18 preparate de vena porta carora le-a fost modelata pancreatita si ulterior
studiatd contractilitatea segmentului vascular in conditii de modificare a ionilor de Ca: 2,5 mM,
1,25 mM, 7,25 mM si 10 mM. Toate aceste concentratii au fost introduse consecutiv si studiata
contractilitatea in fiecare caz. Paralel cu acest lot a fost studiat, pentru comparatie si lotul control
(25 preparate vasculare) la care sa estimat contractilitatea venei porte in conditii de modificare a
concentratiilor a ionilor respectivi.

2.7.2 Hipertripsinemia intravenoasd (,,tripsing in vivo,,)

Hipertripsinemia a fost modelatd si prin administrarea intravenoasa a tripsinei in vena
femurald in doza de 0,5 mg /100 g in decurs de 5 min cu ajutorul pompei “PERPEX LKB”
(Switzerland). Investigatiile S-au facut la expirarea a 30 min de la infuzia tripsinei dupa stabilizarea
tensiunii arteriale. Astfel au fost supusi cercetarilor, lotul cu “tripsind in vivo” prin injectarea
intravenoasa a tripsinei — 13 preparate de vena porta la care s-a studiat contractilitatea venei porte
in conditii de modificare a ionilor de Ca la aceleasi concentratii ca si in cazul lotului cu pancreatita.

2.7.3 Modelarea ,,Tripsinei in vitro”
“Tripsina in vitro” a fost modelata introducénd tripsind in baita de infuzie in concentratie

de 42,0 nom /L. Aceasta concentratie a fost similard concentratiei de tripsina la “tripsina in vivo”,



adicd doza de 0,5 mg/100g. Aceste rationamente s-au eXecutat gratie faptului ca baita termostatica

continea in sine exact atita solutie cat sange circula prin vasele sobolanului. Este oportun de

accentuat, ca inainte de introducerea tripsinei in baita preparatul de vena porta era deja stabilizat,
remarcanduse contractii similare lotului control in aceeasii situatie. Au fost cercetate urmatoarele
loturi cu “tripsina in vitro™:

- la modificarea ionilor de Ca ( 2,5mM, 1,25mM, 7,5mM si 10,0mM ) - 12 preparate de vena
porta;

- in conditii de modificare a antagonistilor naturali (Na*si H*) de Ca?* (normo Na* - 122mM,
hipoNa* - 60 mM (-50%), hiper Na — 171 mM (+40%) si acidoza inlocuind % NaHCOs3 din
solutia Krebs pe NaCl ) — 16 preparate;

- cu aplicarea cafeinei pe fonul tripsinei si cercetarii contractiei maximale in urma depolarizarii
cu K* ( dupa actiunea cafeinei a fost introdusa solutia Krebs, care continea 144 mM de KCl,
substituindu-se 122 mM de NaCl, astfel obtinand-se hiper K ) — 16 preparate vasculare;

- cu aplicarea carbacolului ( 1umM ) pe fonul tripsinei — 10 preparate de vena;

- cu introducerea diferitor doze de tripsina ( 10,0 nM, 21,0 nM si 40,0 nM doza finala fiind cea
de lucru.

- In conditii de denudare a endoteliului la modificarea ionilor de Ca

2.7.4 Modelul denudat al venei
Dezendotelizarea (denudarea) se efectua cu ajutorul acidului colic in felul urmator:

Dupa extractia din organism a venei porte preparatul de vena se punea intr-o bdita cu solutie de

acid colic timp de 20 secunde, dupa care se punea in ceasca Petri cu solutia Krebs timp de 3 minute.

Ulterior se introducea in ceasca Petri cu apa distelata timp de 20 secunde. Astfel, ca urmare a

actiunii acidului colic, contractiei si relaxarii in solutia Krebs endoteliu se descvama. Ca dovada

concludenta a acesteia este cercetarea morfologica a preparatelor, cét si reactia preparatelor la
factorii de eliberare si blocare a NO. In calitate de factor de eliberare a NO s-a utilizat L- argenina

(10°M) si NADPH, iar blocarea sintezei NO s-a efectuat cu L-nitroargenina (10°M). Acesti factori

se Introduceau consecutiv dupa ce fiecare din ei se aflau in baita termostatica timp de 15 min.

In fine este necesar de nuantat ci prezenta fiecirii substante sau preparat in biita
termostatica la toate etapele au fost strict 15 min si concomitent mergea inregistrarea; 14 min initial
cu viteza mica a peliculei, iar ultima minutd cu viteza mare. Aceasta reguld a fost indispensabila

in virtutea pastrarii puritdtii puritdtii experimentale.



2.8. Design-ul studiului

Pancreatita acut3 Tripsina in vivo Tripsina in vitro Control

Perfuzia venei porte izolata cu solutia Krebs cu

Determinarea indicilor.
Amplitudinii contractiei (mg/mg)
Frecventei contractiilor ( contr/min)
Suprafata contractiei (mm2/min)
Intensitatea functionariistructurilor (mg/mg x min)
Timpul total al ciclului contractil =timpul contractiei + timpul relaxarii (sec)

e wN e

Tripsina in vitro 1. Tripsina si perfuzia cu diferite concentratii de sodiu si hidrogen
2, Tripsina si contractura deKCl si cofeind

3. Tripsina si actiunea acetilcolinei sau a carbacolului

Control 4, Tripsina si endoteliul denunadat, prezenta sau absenta de NO

Prelucrarea statisticd a materialului cifric si analiza acestuia

2.9.Analiza statistica a datelor

Raportul rezultatelor prelucrarii statistice a indicatorilor utilizati in studiu: protocolul
prelucrarii statistice a materialului primar include rezultatele obtinute prin intermediul aplicatiei
Google Colab. Pentru fiecare parametru au fost calculate media si deviatia standart, mediana,
percentila 25 si percentila 75. S-a folosit metoda de analiza statistica ANOVA cu testul posthoc
Tukey pentru compararea sirurilor de valori in interiorul loturilor si intre loturi dupa acelasi

algoritm. Rezultatele obtinute sunt reprezentate sub forma de box plot, tabele si diagrame
2.10. Concluzii

e Studiul reactivitatii VP s-a efectuat pe segmente de vena de sobolan Wistar cu lungimea
de 4 mm, care s-au perfuzat in baia de organe izolate cu solutia clasica Krebs-Henseleit.
Inregistrarea functiei contractile s-a efectuat cu autoinscriptorul K200 (RDG), contractiile
spontane fiind determinate in regim izometric dupa calibrare. Initial manevrelor segmentul VP s-
a stabilizat 45 min, iar ulterior se efectua inregistrarea timp de 10 min cu viteza peliculei de 1
cm/min, apoi la viteza de 5 cm/sec.

e Parametrii functionali inregistrati Sau calculati pentru exegeza performantelor contractile
a VP inclusiv pe fundalul actiunii diferitor concentratii de tripsind au fost: (1) amplitudinea

contractiei ( mg/mg ), prin raportul fortei contractiei la masa portiunii contractile a venei porte; (2)



frecventa contractiei ( contractii / min ); (3) suprafata contractiei ( mm? / min ); (4) intensitatea

functionarii structurilor, prin produsul amplitudinii la frecventa contractiilor ( mg / mg/ min ); (5)

timpul total al contractiei ( sec ); (6) timpul contractiei ( sec ) si (7) timpul relaxarii ( sec ).

e Hipertripsinemia s-a reprodus in vivo (modelul de pancreatita acuta si modelul de

administrare i/venoasa a tripsinei), precum si in vitro (introducerea tripsinei in baia de perfuzie).

Preconditionarile impuse au fost marcate prin:

modificarea ionilor de Ca (2,5mM, 1,25mM, 7,5mM si 10,0mM ) - 12 preparate de vena porta;
actiunea antagonistilor naturali de calciu ( Na*si H");

actiunea sodiului (normo Na* - 122mM, hipoNa™ - 60 mM (-50%), hiper Na— 171 mM (+40%);
actiunea acidozei (inlocuind % NaHCOs3 din solutia Krebs pe NaCl ) — 16 preparate;

aplicarea cafeinei pe fonul tripsinei si cercetarii contractiei maximale Tn urma depolarizarii cu
K* ( dupa actiunea cafeinei a fost introdusi solutia Krebs, care continea 144 mM de KCI,
substituindu-se 122 mM de NacCl, astfel obtinand-se hiper K ) — 16 preparate vasculare;
aplicarea carbacolului ( 1lpumM ) pe fonul tripsinei — 10 preparate de vena;

introducerea diferitor doze de tripsind (10,0 nM, 21,0 nM si 40,0 nM).

denudare a endoteliului la modificarea ionilor de Ca.

e Procesarea statisticd a datelor cifrice a inclus determinarea mediei, devierii standard,

medianei, percentilele 25, 50 si 75, precum si valoarea p-Student.



3. PARTICULARITATILE REACTIVITATII VENEI PORTE LA
ACTIUNEA DIFERITOR FACTORI SI PRECONDITIONARI

3.1. Contractilitatea venei porta izolate in pancreatita acutd la modificarea
concentratiei ionilor de Ca
Amplitudinea contractiei este un indice esential al contractilitatii venei porte izolate.
Dinamica acesteia in pancreatita acuta la modificarea concentratiei ionilor de Ca este prezentata
in tabelul 3.1.
Tabelul 3.1. Amplitudinea contractiei (mg/mg) venei porte izolate in

pancreatita experimentala

Martor Pancreatita

Concentratia

calciului, mM 2.5 1.25 7.5 10 2.5 1.25 7.5 10
Ca2+
count 11 13
mean 35.5 12.40 | 73.60 | 75.30 21.6*** 13.20 | 28.40%** | DR go***
std 3.3 2.2 9.7 9.9 1.9 7.3 4.4 4.2
min 30 8.8 62.5 62.6 18.8 7 22.5 215
25% 34.4 10.8 66.2 67.4 20.5 8.5 25.8 26.3
50% 35.3 134 71.5 74.2 215 9.8 27.5 29.1
75% 37.9 14 78.4 84.2 22.8 14.8 29.1 30.2
max 40 15 91.7 90.2 25 33 39.5 39.1

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001,;

o - 1n interiorul lotului - p<0,05;

Initial la concentratia de 2,5 mM Ca?*, amplitudinea contractiei se micsoreazi fati de
lotul martor cu circa 40% , de 1a 35,5 pana la 21,6 mg/mg masa venei. La modificarea concentratiei
de Ca?" in solutia de perfuzie, de la 2,5mM la 1,25mM, se observi reducerea amplitudinii
contractiei pentru lotul martor, aproximativ de 3 ori, de la 35,5 la 12,4 mg/mg (p< 0,0001), iar
pentru lotul pancreatitd de la 21,6 la 13,2 mg/mg (p<<0,0001). Micsorarea pentru lotul martor a fost
mai semnificativa, dovada concludenta fiind faptul , ca la aceeasi concentratie a ionilor de Ca
(1,25mM) statistic nu remarcam nici o diferentiere intre lotul pancreatita si lotul martor (p=0,24).
Mirirea in continuare a concentratiei pani la 7,5 mM Ca?* duce la micsorarea esentiald a
amplitudinii in pancreatitd fatd de martor ( 28,4 mg/mg — pancreatita si 73,6 — martorul,
(p<0,0001)). Aproximativ aceeasi situatie se observa la concetratia de 10 mM, unde in cazul
martorului amplitudinea este de 75,3 mg/mg, iar in pancreatita — 28,8 mg/mg (p<0,0001).

Daca luam modificarea concentratiei ionilor de Ca in dinamica la fiecare lot in parte
remarcam urmatoarele: la micsorarea concentratiei de la 2,5 mM la 1,25mM, se observa reducerea
amplitudinii contractiei pentru lotul martor de la 35,5 la 12,4 mg/mg (p< 0,0001), si pentru

pancreatitd de la 21,6 la 13,2 (p<0,0001); cresterea concentratiei de Ca?" in perfuzie pani la 7,5



mM duce la mirirea amplitudenii de asemenea in ambele loturi. In aceasti situatie din nou
decalajul a fost mai mare , Tn comparatie cu concentratia initiald, pentru lotul control de 2 ori, iar
in lotul pancreatita a deviat doar de la 21,6 pana la 28,8 mg/mg. La aceeasi concentratie a ionilor
de Ca remarcam o micsorare mai evidenta a parametrului respectiv in pancreatita fata de lotul
martor (mai mult de 2 ori). Mérirea in continuare a concentratiei la 10 mM conditioneazd o
stationare a amplitudinii n ambele loturi, si aceeasi diferenta intre ele ca si in cazul concentratiei
precedente. Totusi fata de concentratia de 2,5 mM remarcam o madrire a parametrului in ambele
loturi, din nou mai evidenta in cazul lotului martor. (fig. Al.1 din Anexa 1).
Alt indice al contractilitatii este frecventa contractiei, reprezentat in tabelul 3.2.
Tabelul 3.2 Frecventa contractiilor (cont/min) venei porte izolate in

pancreatita experimentala

Martor Pancreatita
Concentratia
calciului, mM 25 1.25 75 10 25 1.25 75 10
Ca2+
count 11 13
3,8 **k* 2 *kx 0,8 **k*
mean 6,2 120 | 290 | 2,10 | 3*** o o o
std 0,4 1,7 0,5 0,3 0,4 0,9 0 0,2
min 6 10 2 2 2 2 2 0,5
25% 6 11 3 2 3 4 2 0,5
50% 6 12 3 2 3 4 2 1
75% 6 12 3 2 3 4 2 1
max 7 15 4 3 4 5 2 1
Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

© — in interiorul lotului — p<0,05;

Conform rezultatelor remarcim o micsorare a frecventei in normo Ca?* (2,5 mM) in lotul
pancreatita (3 cont/min; p<0,001) comparativ cu lotul martor (6,2 cont/min; p<0,0001). Reducerea
dubla la aceasta concentratie trece in reducere tripla la micsorarea concentratiei ionilor de Ca, (12
cont/min- lotul martor; 3,8 cont/min-lotul pancreatiti; p<0,0001). Cresterea concentratiei de Ca2*
in perfuzie de 3 ori fatd de normo Ca?* (7,5 mM) restabileste aproximativ decalajul dublu de
micsorare a frecventei (lotul martor — 2,9 cont/min; lotul pancreatita — 2 cont/min; p<0,0001).
Majorarea in continuare a concentratiei ionilor de Ca din nou mareste aceasta diferenta negativa
(2,9 cont/min — lotul martor; 0,8 cont/min — lotul pancreatita; p<0,0001). Daca luam reactivitatea
la ionii de calciu in fiecare lot In parte, remarcdm:

e micsorarea concentratiei de Ca®* in solutia de perfuzie de la 2,5 mM la 1,25 mM duce la

majorarea contractiilor de 2 ori, statistic semnificativd, pentru lotul martor (de la 6,2 pana la



12 cont/min; p<0,0001) si pentru lotul pancreatitd mai putin evidenta (de la 3 pana la 3,8
cont/min; p<0,0001);

e cresterea concentratiei ionilor de Ca la 7,5 mM, cat si in continuare la 10 mM Ca®*
conditioneazi micsorarea frecventei in ambele loturi, comparativ cu concentratia 2,5 mM Ca?*,
in lotul pancreatita fiind mai evidentd, de 3 ori in lotul martor si de 2,5 ori in lotul pancreatita
(fig. A 1.2 din Anexa 1);

Urmatorul parametru al contractilitatii este intensitatea functionarii structurilor-(mg/mgxmin)

care este nu altceva decat produsul dintre frecventa si amplitudine (tab. 3.3).

Tabelul 3.3 Intensitatea functionarii structurilor (mg/mgxmin) venei porte izolate in

pancreatita experimentala

Martor Pancreatita
Concentratia
calciului, mM 2.5 1.25 7.5 10 2.5 1.25 7.5 10
Ca2+
count 11 13
39,6 53,7 23,4
mean 64,2 *kxk *k*x *k*k
2285 | 14730 210,4 | 156,2 o flolel o o o
std 45,1 21,4 25,8 20,7 6,6 6,6 7 57
min 180 105 173 128 50 32 39,5 15
25% 207,1 1415 188,5 139,4 61 35 51,2 15,7
50% 222 150 210 153 64,5 38 53,4 26,2
75% 238,5 162,5 226,5 173 68,4 40 56,4 27,8
max 347,8 171 255 187,2 75 55 66,6 29,5

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

o - 1n interiorul lotului - p<0,05;

Acest indice reflecta o diminuare statistic semnificativd in loctul pancreatitd (64,2
mg/mgxmin) comparativ cu lotul martor (228,5 mg/mgxmin) la concentratia initiala de 2,5 mM
(p<0,0001). La micsorarea concentratiei de 2 ori (1,25 mM) se observa de asemenea micsorarea
IFS-ului in lotul pancreatita (39,6 mg/mgxmin) comparativ cu lotul martor (147,3 mg/mgxmin;
p<0,0001). Aceeasi micsorare se remarca comparativ cu lotul martor la ambele concentratii majore
de 7,5 mM si 10 mM, unde in cazul concentratiei de 7,5 mM scade de la 210,4 pand la 53,7
mg/mgxmin (p<0,0001), iar in cazul celei de 10 mM de la 156,2 la 23,4 mg/mgxmin (p<0,0001).

La acelasii lot in parte se remarca urmatoarele: in lotul martor se observa micsorarea
indicelui (de la 228,5 la 147,3 mg/mgxmin; p<0,0001), la concentratia de 1,25 mM, iar la
majorarea tripld a concentratiei (7,5 mM) — aproape ca revine la valoarea respectivd, apoi iarasi

scade la concentratia de 10 mM (de la 228,5 pana la 156 mg/mgxmin; p<0,0001); in lotul



pancreatitd se semnaleaza reducerea parametrului la toate concentratiile, mai semnificativa fiind
la concentratia de 10 mM (de la 64,2 la 23,4 mg/mgxmin ; p<0,0001) (fig. A 1.3 din Anexa 1).
Suprafata contractiei (mm?/min) se micsoreazi in lotul pancreatiti comparativ cu lotul
martor de 2 ori (de la 919,9 la 435 mm?%/min, p<0,0001) la concentratia de 2,5 mM (tab. 3.4).
Tabelul 3.4. Suprafata contractiei (mm?/min) venei porte izolate in

pancreatita experimentala

Martor Pancreatita
Concentratia
calciului, mM 2.5 1.25 7.5 10 2.5 1.25 7.5 10
Ca2+
count 11 13
265,6 516,9 401,5
mean 1040,8 435 *** falaied falaed falaied
919,9 343,1 o o 1016,8 o o o
std 86,6 50,5 84,4 67,8 36,6 24,7 28,9 47,7
min 794 273 925 925 380 220 481 300
25% 865,5 308 980 972,5 403 250 498 400
50% 910 330 1025 1000 432 264 501 420
75% 994 392 1104,5 | 1067,5 469 280 528 430
max 1062 410 1200 1130 500 300 574 441

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001,;
o - in interiorul lotului - p<0,05;
Micsorarea concentratiei de la 2,5 mM pani la 1,25 mM de Ca®" semnaleazi de asemenea

o micsorare a acestui indice mai putin evidenti (de la 343,1 la 265,6 mm?/min, p<0,0001). Un

decalaj, statistic semnificativ de diminuare, se remarca la concentratiile de 7,5 mM (de la 1040,8

la 516,9 mm?/min; p<0,0001) si 10 mM (de la 1016,8 1a 401,5 mm?/min; p<0,0001).

Reactivitatea la concentratii diferite la fiecare lot in parte reflectd urmatorul fapt:

e in lotul martor, reducerea suprafetei, de la 919,9 la 343,1 mm?/min, la concentratia ionilor de
Ca micsorata de 2 ori, apoi odata cu cresterea concentratiei pand la 7,5 mM se mareste si
parametrul (pani la 1040,8 mm?min), iar in continuare, la ultima dozi majord 10 mM are o
tendintd de micsorare fatd de concentratia precedenta de 7,5 mM si aproape restabilirea fata de
concentratia initiala 2,5 mM;

e in lotul cu pancreatita, observam o diminuare a suprafetei la micsorarea concentratiilor ionilor
de Ca (de la 435 la 265,6 mm?/min), apoi o crestere la concentratia de 7,5 mM. Odati cu
continuarea majorarii concentratiei ionilor de Ca la 10 mM, observam o micsorare a

parametrului ca si in cazul lotului martor (fig. A1.4 din Anexa).



Timpul total de contractie (durata totald a contractiei, sec) semnaleaza o crestere
neinsemnata in lotul pancreatita (6,3 sec) comparativ cu lotul martor (5,8 sec), la concentratia de
2,5 mM (p<0,05) (tab. 3.5).

Tabelul 3.5. Timpul total de contractie (sec) a venei porte izolate in

pancreatita experimentala

Martor Pancreatita
Concentratia
calciului, mM 2.5 1.25 7.5 10 2.5 1.25 7.5 10
Ca2+
count
12,2 14,1
mean *k*x *k*k
5,8 430 1540 | 16,10 6,3* 49*o o o
std 0,8 0,5 0,9 11 0,6 0,8 0,7 0,6
min 5 4 15 15 6 4 11 13
25% 5 4 15 15 6 4 12 14
50% 6 4 15 16 6 5 12 14
75% 6 4,5 15 16,5 6 5 12 14
max 7 5 18 18 8 6 14 15
%

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;
o - 1n interiorul lotului- p<0,05 ;
Acelasii mod de majorare se observa si la schimbarea solutiei precedente cu solutie de 1,25
mM Ca?*, unde indicele creste neinsemnat de la 4,3 pani la 4,9 sec (p<0,05).
La concentratia ionilor de Ca de 3 ori mai mare fatd de normo Ca?*, se observi o micsorare
certd a timpului total de contractie (de la 15,4 la 12,2 sec; p<0,0001). Cresterea in continuare a
concentratiei ionilor de Ca pana la 10 mM lasa aceeasi amprenta certa de micsorare (de la 16,1 la
14,1 sec; p<0,05).
La fiecare lot in parte reactivitatea la calciu semnifica urmatoarele:
¢ in lotul martor se remarca o reducere a indicelui de la 5,8 la 4,3 sec la micsorarea concentratiei
pandla 1,25 mM Ca®, apoi cu cresterea concentratiei se mareste si durata contractiilor, dovada
ar fi faptul cd la concentratia de 7,5 mM, durata totala a contractiei ajunge pana la 15,4 sec,
apoi in cazul concentratiei de 10 mM se ridica pana la 16,1 sec (p<0,05);
¢ in lotul cu pancreatitd, se remarca aproximativ aceeasi evolutie, unde de la concentratia de 2,5
mM pana la 1,25 mM indicele se micsoreaza (de la 6,3 pana la 4,9 sec), apoi se mareste la
concentratia de 7,5 mM, depasind indicele initial aproape de 2 ori, apoi iardsi se mareste mai
putin semnificativ la concentratia de 10 mM fata de concentratia precedenta (7,5 mM — 12,2

sec, 10 mM — 14,1 sec) (fig. AL.5 din Anexa 1).



Conform rezultatelor prezentate in tabelul 3.6, se observd urmaitoareca remarcad- la
concentratia de 2,5 mM timpul fazei de contractie (durata contractiei, sec) este aproape identic
(martor - 2,9 sec; pancreatita - 3,2 Sec).

Tabelul 3.6. Timpul de contractie(sec) a veni porte izolate in

pancreatita experimentala

Martor Pancreatita
Concentratia
calciului, mM 2.5 1.25 7.5 10 2.5 1.25 7.5 10
Ca2+
count 11 13
mean 2,9 2,10 2,6 2,6 3,2 250 3 ** 250
std 0,4 0,2 0,2 0,2 0,3 0,5 0,3 0,4
min 2,5 2 2,5 2,5 3 2 2,5 2
25% 2,5 2 2,5 2,5 3 2 3 2
50% 3 2 2,5 2,5 3 2,5 3 2,5
75% 3 2,2 2,8 2,5 3 3 3 3
max 3,5 2,5 3 3 4 3,5 4 3

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

o - 1n interiorul lotului - p<0,05;

La concentratia de 1,25 mM, de asemeneca nu se observa o schimbare statistica
semnificativa. La majorarea concentratiei ionilor de calciu la 7,5 mM, se remarca o crestere de la
2,6 pana la 3,0 sec comparativ cu martorul (p<0,005), iardsi o egalitate statisticd in cazul
concentratiei de 10 mM.

La schimbarea concentratiei de la 2,5 la 1,25 mM pentru lotul martor semnifica o micsorare
a indicelui (de la 2,9 1a 2,1 sec). Cu cresterea concentratiei ionilor Ca?* 1a 7,5 mM si la 10 mM, se
remarca revenirea la starea inifiala a indicelui.

In lotul pancreatit se evidentiaza urmitoarea situatie, micsorarea concentratiei de Ca®* la
1,25 mM semnaleaza reducerea indicelui (de la 3,2 la 2,5 sec), apoi revenirea lui la concentratia
de 7,5 mM (3 sec), pentru a scadea la concentratia de 10 mM (2,5 sec) (fig. A1.6 din Anexa 1).

Ultimul indice, timpul de relaxare, ne descrie urmatoarele observari (tab. 3.7):
valoarea indicelui este aproape identica la concentratia initiala in ambele loturi (2,9 sec- lotul
martor, 3,2 sec -lotul pancreatitd); apoi cu micsorarea concentratiei la 1,25 mM fata de martor din
nou nu se remarca o diferenta statistica; pe cand la concentratii mari de 7,5 mM si 10 mM observam
0 micsorare semnificativa in lotul pancreatita (de la 12,7 1a 9,2 sec — 7,5 mM, p<0,001; de la 13,5
la 11,6 sec — 10 mM, p<0,001).



Tabelul 3.7 Timpul de relaxare a venei porta in pancreatita experimentala (sec)

Martor Pancreatita
Concentratia
calciului, mM 2.5 1.25 7.5 10 2.5 1.25 7.5 10
Ca2+
count 1
11,6
mean 9,2 Kkk Fkk
2,9 2,10 127 o 1350 3,2 240 o o
std 0,4 0,2 1 1 0,3 0,4 0,6 0,8
min 2,5 2 12 12,5 3 2 8 10,5
25% 2,5 2 12,5 125 3 2 9 11
50% 3 2 12,5 13,5 3 2,5 9 11,5
75% 3 2,2 12,5 13,8 3 2,5 9,5 12
max 3,5 2,5 15,5 15,5 4 3 10 13

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001,;
o - 1n interiorul lotului - p<0,05;
In fiecare lot in parte cu schimbarea concentratiilor remarcim:

e 1n lotul martor se remarca o micsorare (de la 2,9 la 2,1 sec) a timpului de relaxare, la scaderea
concentratiei ionilor de Ca, ca apoi sa creasca semnificativ la concentratia de 7,5 mM si 10
mM (7,5 mM — 12,7 sec; 10 mM — 13,5 sec, p<0,05);

e pentru lotul pancreatitd este caracteristicd aceeasi situatie dinamica, pentru concentratia
micsoratd a ionilor de calciu este semnalata o scadere a indicelui (de la 3,2 la 2,4 sec), apoi cu
cresterea concentratiilor ionilor de Ca, creste proportional si indicele (7,5 mM — 9,2 sec; 10
mM — 11,6 sec) (fig. AL.7 din Anexa 1).

3.2. Contractilitatea venei porte izolate in conditii de tripsinemie provocata
Contractilitatea in conditii de tripsina in vivo
Acest model reprodus in vivo are menirea sa confirme rezultatele obtinute in modelul de
pancreatitad acutd la conotatia factorului trigger comun — hipertripsinemia. Valorile performantelor
contractile ale venei porte in vitro la prezenta diferitor concentratii de calciu sunt prezentate in

tabelul 3.8.

In conditii de tripsini in vivo, amplitudinea contractiei semnifica urmatoarele modificari:

e Initial la concentratia 2,5 mM amplitudinea contractiei se micsoreaza cu 44% comparativ cu
lotul martor (de la 35,5 pana la 21,6 mg/mg masa venei);

2+f1\

e la schimbarea concentratiei de Ca“" in solutia de perfuzie de la 2,5 mM la 1,5 mM, acest indice

creste (de la 12,4 pana 13,2 mg/mg masa venei);



Tabelul 3.8 Amplitudinea contractei (mg/mg) venei porte izolate in conditii de

tripsina in vivo

Martor tripsina in vivo
Concentratia
calciului, mM 2.5 1.25 7.5 10 2.5 1.25 7.5 10
Ca2+
count 11 13
13,2 28,4 28,8
mean *kx **k* *kx
35,5 1240 | 7360 | 7530 | 21,6%** o o o
std 3,3 2,2 9,7 9,9 1,9 7,3 4,4 4,2
min 30 8,8 62,5 62,6 18,8 7 22,5 21,5
25% 34,4 10,8 66,2 67,4 20,5 8,5 25,8 26,3
50% 35,3 13,4 71,5 74,2 21,5 9,8 27,5 29,1
75% 37,9 14 78,4 84,2 22,8 14,8 29,1 30,2
max 40 15 91,7 90,2 25 33 39,5 39,1

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001,;

o - in interiorul lotului - p<0,05;
ulterior cu cresterea tripla a ionilor de Ca (7,5 mM fata de 2,5 mM) amplitudinea indica o
micsorare cu 42% (p<0,001) fatd de martor, aproximativ identica cu decalajul la concentratia
de 2,5 mM (tab 3.8);
la concentratia de 10 mM se remarca o micsorare mai evidentd a amplitudinii 1n lotul tripsina
in vivo fata de lotul martor cu 50% (75,3 mg/mg - martorul si 28,8 mg/mg - tripsina in Vivo;
p<0,001).
Reactivitatea la ionii de Ca 1n fiecare lot in parte semnaleaza urmatoarele:
micsorarea concentratiei de Ca®* in solutia de perfuzie de la 2,5 mM la 1,5 mM determini o
diminuare a amplitudinii in ambele loturi (65% - lotul martor; 61% - lotul tripsina in Vvivo;
p<0,001);
ulterior cu cresterea concentratiei pana la 7,5 mM de Ca?*, acest indice sporeste considerabil,
in ambele loturi aproape identic, de doua ori (+107%- lotul martor; +114% - lotul tripsina in
Vivo);
cresterea in continuare a concentratiei la 10 mM a ionilor de Ca provoacd de asemenea o
sporire a indicelui circa de 2 ori in lotul martor (+112%; p<0,001), pe cand in lotul tripsina in
Vivo, aceastd majorare nu ajunge la limita decalajului dublu (+89%; p<0,001) (fig. A1.8 in
Anexa 1).



Tabelul 3.9. Frecventa contractiilor(cont/min)venei porte izolate in conditii de

tripsina in vivo

Martor tripsina in vivo
Concentratia
calciului, mM 2.5 1.25 7.5 10 2.5 1.25 7.5 10
Ca2+
count 11 13
4,3 18,1 2 Fx* 1,6 **
mean *kk *kk e} o
6,2 12 o 290 2,10 o
std 0,4 1,7 0,5 0,3 0,7 0,5 0 0,5
min 6 10 2 2 4 17 2 1
25% 6 11 3 2 4 18 2 1
50% 6 12 3 2 4 18 2 2
75% 6 12 3 2 4,2 18 2 2
max 7 15 4 3 6 19 2 2
Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001,;

o - in interiorul lotului - p<0,05;

Frecventa contractiilor releva o diminuare cu 30% (p<0,001) in lotul tripsina in vivo (4,3
cont/min) fata de lotul martor (6,2 cont/min) la concentratia initiala de 2,5 mM Ca?* . Reducerea
dubla a concentratiei ionilor de Ca determina o crestere de 50% (p<0,001) a aceluiasi indice in
cazul lotului tripsina in vivo (18,1 cont/min ) fatd de lotul martor (12 cont/min) (tab 3.9). La
concentratia de 7,5 mM se observa o scadere cu 29% (p<0,001) a frecventei in lotul tripsina in
Vivo (2,0 cont/min) fata de martor (2,9 cont/min). Majorarea de 4 ori a concentratiei ionilor de
calciu releva de asemenea o micsorare cu 24 % (p<0,001). La micsorarea concentratiei ionilor de
Cadela 2,5 mM la 1,25 mM acest indice creste aproape de 2 ori (+94%; p<<0,001) in lotul martor
si de 4 ori in lotul tripsind in vivo (de la 4,3 contracii/minut la 18,1 cont/min). Cresterea
concentratiei in solutia de perfuzie pana la 7,5 mM reduce aproximativ egal frecventa, atat in lotul
martor (53%), cét si in lotul tripsina in vivo (-52%). Marirea in continuare a concentratiei la 10
mM de Ca?* conditioneazi o diminuare a indicelui respectiv in ambele cazuri aproximativ de 3 ori
(-66% - lotul martor si -63,5% - lotul tripsina in vivo) (fig. A1.9 in Anexa 1).

Intensitatea functionarii structurilor IFS dezvaluie ca in conditii de tripsina in vivo (tab
3.10) se desfasoara urmatoarele modificari:

e in lotul tripsina in vivo la concentratia de 2,5mM, IFS-ul se reduce cu 62% (de la 228,5 la 83,3
mg/mgxmin) fatd de lotul martor. Acest decalaj este de 2,5 ori;
e la schimbarea concentratiei in solutia de perfuzie de la 2,5 mM la 1,25 mM, acest indice, nu

variaza considerabil;



ulterior cu cresterea tripla a ionilor de Ca (7,5 mM fata de 2,5 mM) intensitatea functionarii
structurilor semnaleaza o micsorare cu 57% (de 1a 210,4 1a 90,1 mg/mgxmin);

marirea in continuare a concentratiei la 10 mM sesizeaza de asemenea o micsorare cu 64% (de
la 156,2 la 56 mg/mgxmin).

Tabelul 3.10 Intensitatea functionirii structurilor(mg/mgxmin) venei porte izolate in

conditii de tripsini in vivo

Martor tripsini in vivo
Concentratia
calciului, mM 2.5 1.25 7.5 10 2.5 1.25 7.5 10
Ca2+
count 11 12
90,1
mean 83,3 falaled 56 ***
2285 | 14730 | 2104 | 156,20 bk 141,8 o o o
std 45,1 21,4 25,8 20,7 7,3 25,2 6,5 12
min 180 105 173 128 69,2 113 82,6 40
25% 207,1 1415 188,5 139,4 81,6 124.8 84,8 45,2
50% 222 150 210 153 85 135 89,2 56,3
75% 238,5 162,5 226,5 173 87,2 155,2 94,8 61,6
max

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001,;

o - in interiorul lotului - p<0,05;

Reactivitatea la ionii de Ca®* in fiecare lot in parte indicd urmitoarele modificiri:
micsorarea concentratiei de Ca?" in solutia de perfuzie de la 2,5 mM la 1,25 mM denoti o
micsorare cu 33%, a intensitdfii functionarii structurilor, in cazul lotului martor (de la
228,5pana la 147,3 mg/mgxmin);
aceeasi micsorare a concentratiei in lotul tripsna in vivo, dimpotriva indica o majorare cu 68%
(de la 83,3 pana la 141,8). Cresterea tripla a concentratiei ionilor de Ca cauzeaza stationarea
indicelui fatd de concetratia de 2,6 mM 1in lotul martor;
in lotul tripsina in vivo se observd o anumitd marire cu 10% a acestui indice (de la 83,3 la
90,1mg/mgxmin);
sporirea In continuare a concentratiei de 4 ori provoacad o micsorare a indicelui in ambele loturi
fata de concentratia initiala 2,5 mM (29%-lotul martor;33%-1lotul tripsina in vivo).

Suprafata contractiei in conditii de tripsina in vivo (tab 3.11):
nu sufera modificari fata de lotul martor la concentratia initiala de 2,5 mM;
reducerea dubld a concentratiei ionilor de calciu (de la 2,5 mM la 1,25 mM) semnificd o
micsorare cu 22% a suprafetei contractiei (de la 343,1 pani la 269,7 mm?/min) fatid de lotul

martor;



e cu cresterea concentratiei de 3 ori fata de concentratia initiala remarcam o stationare a acestui
indice;

e aceeasi legitate este oportund §i pentru ultima concentratie de 4 ori mai mare fatd de
concentratia initiala, unde statistic nu sunt schimbari in lotul tripsina in vivo fatd de lotul
martor.

Tabelul 3.11 Suprafata contractiei(mm?/min) venei porte izolate in conditii de

tripsina in vivo

Martor tripsini in vivo
Concentratia
calciului, mM 2.5 1.25 7.5 10 2.5 1.25 7.5 10
Ca2+
count 11 12
269,7**
mean 1040,8 © 1067,6 | 10313
919,9 343,10 o 1016,8 825,1 o o
std 86,6 50,5 84,4 67,8 171,2 49,9 49,3 93,9
min 794 273 925 925 356 215 1000 891
25% 865,5 308 980 972,5 808,2 230,5 1030 975
50% 910 330 1025 1000 848,5 262 1056 1048
75% 994 392 1104,5 | 1067,5 960,8 300 1110,2 | 1087,5
max 1062 410 1200 1130 975 389 1152 1184

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001,;
o - in interiorul lotului - p<0,05;
Reactivitatea la ionii de Ca®* in fiecare lot in parte semnifici urmitoarele:
e micsorarea concentratiei de Ca?" in solutia de perfuzie de la 2,5 mM la 1,25 mM determini o
reducere a acestui indice in ambele loturi (cu 63% - lotul martor; cu 70% - lotul tripsind in
vivo; p<0,001);
e ulterior cu cresterea concentratiei pani la 7,5 mM de Ca?" acest indice sporeste, iarisi in
ambele loturi mai evident in lotul tripsina in vivo (+20% fata de +13% - lotul martor);
e la marirea concentratiei ulterioare pand la 10 mM, in lotul tripsina in vivo acest indice creste
cu 16%, pe cand in lotul martor statistic nu se remarcd modificari (fig. A1.10 in Anexa 1).
Timpul de contractie in conditii de tripsina in vivo (tab 3.12):
e se mareste de la 2,9 pana la 3,7 in lotul tripsina in vivo la concentratia initiald de 2,5 mM fata
de lotul martor (+27%);

e la micsorarea concentratiei pana la 1,25 mM se micsoreaza si indicele cu 23% (de la 2,1 pana

la 1,2 sec);



cresterea concentratiei ionilor de Ca de 3 ori nu modifica timpul de concentratie in lotul tripsina
in vivo, fata de martor la aceeasi concentratie;

in schimb majorarea ulterioara a concentratiei pana la 10 mM mareste acest indice cu 18% in
lotul tripsina in vivo fata de martor (de la 2,6 1a 3,1).

Tabelul 3.12 Timpul de contractie (sec) a venei porte izolate in conditii de tripsina in vivo

Martor tripsina in vivo
Concentratia
calciului, mM 2.5 1.25 7.5 10 2.5 1.25 7.5 10
Ca2+
count 12
1,2 **k* 3,1 * k%
mean 29 | 210 | 26 26 | 37** o 2,50 o
std 0,4 0,2 0,2 0,2 0,8 0,3 0,3 0,3
min 2,5 2 2,5 2,5 3 1 2 3
25% 2,5 2 2,5 2,5 3,5 1 2,5 3
50% 3 2 2,5 2,5 3,5 1 2,5 3
75% 3 2,2 2,8 2,5 3,5 15 2,6 3
max 3,5 2,5 3 3 6 2 3 4

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001,;

o - in interiorul lotului - p<0,05;

Reactivitatea la ionii de Ca®" in fiecare lot in parte observim urmitoarele:
micsorarea concentratiei ionilor de Ca in solutia de perfuzie de 1a 2,5 mM la 1,25 mM, produce
reducerea timpului de contractie in ambele cazuri, mai esential fiind in lotul tripsind in vivo
(de la 3,7 la 1,2 sec (-56%)) fata de lotul martor (de la 2,9 la 2,1 (-28%) ).
ulterior cu cresterea concentratiei pana la 7,5 mM, acest indice se micsoreaza doar in lotul
tripsind in vivo (cu 31%), ramanand stabil fatd de concentratia initiala in lotul martor;
la ultima concentratie de 10 mM din nou se micsoreaza indicele in lotul tripsina in vivo (de la
3,7 1a 3,1 (-16)), pe cand in lotul martor stationeaza (fig. A1.11 in Anexa 1).

Timpul de relaxare (sec) in conditii de tripsina in vivo (tab. 3.13):
la concentratia initiala de 2,5 mM se mareste cu 175% fata de lotul martor (de la 2,9 la 3,4
Sec);
la schimbarea concentratiei ionilor de Ca 2* in solutia de perfuzie de 1a 2,5 mM la 1,25 mM,
acest indice se reduce cu 42%, (de la 2,1 la 1,2 sec);
ulterior cu cresterea tripla a concentratiei (7,5 mM fata de 2,5 mM) timpul de relaxare indica
de asemenea o reducere, dar in masura mai mica cu 13% (de la 12,7 la 11,1) fata de lotul

martor;



la concentratia de 10 mM se remarca o micsorare semnificativa cu 62% (de la 13,5 1a 5,2 sec)
fata de lotul martor la aceeasi concentratie, in acest caz reducerea indicelui este de 2,5 ori.
Tabelul 3.13. Timpul de relaxare (sec) a venei porte izolate in conditii de

tripsina in vivo

Martor tripsina in vivo
Concentratia
calciului, mM 2.5 1.25 7.5 10 2.5 1.25 7.5 10
Ca2+
count
11,1
mean 1,2 *kx *kx 5,2 *kx
2,9 2,10 12,7 o 13,50 3,4 ** o o o
std 0,4 0,2 1 1 0,6 0,3 11 11
min 2,5 2 12 12,5 2 1 10 3
25% 2,5 2 12,5 12,5 3,4 1 10 5
50% 3 2 12,5 13,5 3,5 1 10,8 5
75% 3 2,2 12,5 13,8 3,5 15 12,5 52
max 3,5 2,5 15,5 15,5 4,5 2 12,5 7

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001,;

o- in interiorul lotului - p<0,05;
Reactivitatea la ionii de Ca®* in fiecare lot in parte semnaleazi urmitoarele:
micsorarea concentratiei ionilor de Ca in solutia de perfuzie de la 2,5 la 1,25 mM determina o
micsorare a timpului de relaxare in ambele loturi (cu 28% - lotul martor; cu 65% lotul tripsina
in vivo);
cu cresterea concentratiei de 3 ori (7,5 mM fata de 2,5 mM) se remarca cresterea tripld a
timpului de relaxare in lotul tripsind in vivo si cresterea de 4 ori in lotul martor;
cresterea in continuare a concentratiei la 10 mM a ionilor de Ca™, fata de concentratia initiala
de 2,5 mM, semnaleaza o crestere esentiald de circa 4,5 ori in lotul martor (de la 2,9 la 13,5
sec) si doar cu 51% in lotul tripsina in vivo (de la 3,4 1a 5,2 sec) (fig. A1.12 in Anexa 1).

Timpul total de contractie (durata totala de contractie) in conditii de tripsina in vivo (tab.

3.14) ;

se mareste in lotul tripsina in vivo fatd de lotul martor cu 22% (de la 5,8 pana la 7,1 sec) la
concentratia initiala de 2,5 mM;

la schimbarea concentratiei ionilor de Ca de la 2,5 mM la 1, 25 mM se remarca o scadere cu
43% (de la 4,3 1a 2,4 sec) fatd de lotul martor (fig. A1.13);

ulterior cu cresterea tripla fata de concentratia initiala (7,5 mM) se observa o scadere a indicelui

doar cu 14% (15,4 sec — lotul martor ; 13,2 sec — lotul tripsinp in vivo);



e aproape de 2 ori scade acest indice la ultima concentratie (10 mM), in lotul tripsina in vivo fata

de lotul martor (de la 16,1 la 8,2 sec).

Tabelul 3.14 Timpul total de contractie (sec) a venei porte izolate in conditii de

tripsina in vivo

Martor tripsina in vivo
Concentratia
calciului, mM 2.5 1.25 7.5 10 2.5 1.25 7.5 10
Ca2+
count
13,2
mean 2,4 **k* **k* 8,2 **k*
5,8 430 1540 | 16,10 | 7,1*** o o o
std 0,8 0,5 0,9 11 0,7 0,7 1 11
min 5 4 15 15 6 2 12 6
25% 5 4 15 15 7 2 13 8
50% 6 4 15 16 7 2 13 8
75% 6 4,5 15 16,5 7,2 3 13,2 8,2
max 7 5 18 18 8 4 15 10
*

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001,;
o - in interiorul lotului - p<0,05 ;
Reactivitatea la ionii de Ca* in fiecare lot in parte semnaleaza urmatoarele (tab. 3.14):

e micsorarea concentratiei de la 2,5 mM la 1,25 mM determina o scadere a indicelui in ambele
loturi, mai semnificativa fiind in lotul tripsina in vivo, aproape de 3 ori (de la 7,1 la 2,4 sec) pe
cand in lotul martor doar cu 28% (de la 5,8 la 4,3 sec)

e odata cu cresterea tripld a concentratiei ionilor de Ca™ (7,5 mM fatd de 2,5 mM) se remarca o
crestere aproape de 2 ori (de la 7,1 sec pana la 13,2 sec) in cazul lotului tripsina in vivo, pe
cand in lotul martor de asemenea observam o crestere, dar mai evidenta de circa 2,6 ori (de la
5,8 sec la 15,4 sec);

e ultima concentratie a ionilor de Ca (10 mM) fata de concentratia initiala 2,5 mM semnifica de
asemenea o majorare Tn ambele loturi ca si in concentratia precedenta, fiind din nou mai
evidenta in lotul martor, de 2,7 ori (de la 5,8 sec la 16,1 sec), pe cand in lotul tripsina in vivo
doar cu 16% (de la 7,1 sec la 8,2 sec).

3.3. Contractilitatea venei porte izolate in conditii de actiune a tripsinei in vitro
Tripsind fiind introdusd in baita de perfuzie si actionand mai rapid si direct asupra

musculaturii netede vasculare a venei porte izolate induce urméatoarele modificari.



Tabelul 3.15 Amplitudinea contractiei (mg/mg) venei porte izolate in conditii de

tripsina in vitro

Martor tripsina in vitro
Concentratia
calciului, mM 2.5 1.25 7.5 10 2.5 1.25 7.5 10
Ca2+
count
31,5
mean 7,5 **k* 33 **k* *kx
35,5 124 o | 73,60 | 7530 | 24*** o o o
std 3,3 2,2 9,7 9,9 3 1,6 3,6 3,4
min 30 8,8 62,5 62,6 20,2 5,6 27,5 24,5
25% 34,4 10,8 66,2 67,4 21,2 6,5 31 29,8
50% 35,3 13,4 71,5 74,2 24,6 7,1 32,4 31,6
75% 37,9 14 78,4 84,2 26,3 7,8 35 33,9
max 40 15 91,7 90,2 28,5 10,5 39,4 36,8

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001,;

o - in interiorul lotului - p<0,05 ;
Amplitudinea contractiei in conditii de tripsina in vitro (tab.3.15):
initial la concentratia de 2,5 mM amplitudinea se micsoreaza cu 32% in lotul tripsina in vitro
(de 1a 35,5 la 24 mg/mg (greutatea venei)) (fig. A1.14 in Anexa 1);
apoi la concentratia redusa de 2 ori, de asemenea se micsoreaza ca si la concentratia initiala
dar, deja cu 40% fata de lotul martor (7,5 mg/mg — lotul tripsina in vitro; 12,4 mg/mg — lotul
martor);
cu cresterea concentratiei de 3 ori fatd de concentratia initiala, amplitudinea iardsi scade in
comparatie cu lotul martor cu 55% (de circa 2,2 ori, de la 73,6 mg/mg la 33 mg/mg);
iar la concentratia si mai mare a ionilor de Ca* (10 mM) scade si mai mult cu 58%, lotul tripsina
in vitro fata de lotul martor (31,5 mg/mg — lotul tripsina in vitro si 75,3 — lotul martorul).
Reactivitatea la ionii de Ca* in fiecare lot in parte semnaleaza urmatoarele:
la schimbarea concentratiei ionilor de Ca in solutia de perfuzie de la 2,5 mM la 1,25 mM
evidemtiem o scadere in ambele loturi cu un procentaj mai mult sau mai mai putin comparabil
intre ele cu 65% lotul martor si cu 69% lotul tripsina in vitro (de la 35,5 mg/mg la 12,4 mg/mg
— lotul martor; de la 24,0 la 7,5 mg/mg — lotul tripsina in vitro);
la cresterea tripla a concentratiei ionilor de Ca (7,5 mM fata de 2,5 mM) se remarca o majorare
de 2 ori in lotul martor (de la 35,5 mg/mg la 73,6 mg/mg) si doar cu 37% creste amplitudinea

contractiei 1n lotul tripsina in vitro (de la 24 mg/mg la 33 mg/mg);



ultima concentratie majorata a ionilor de Ca semnaleaza de asemenea o crestere de 2,1 ori in
lotul martor fata de concentratia initiala de 2,5 mM (de la 35,5 pana la 75,3 mg/mg) si o crestere
mai putin evidenta cu 31%, in lotul tripsina in vitro (de la 24 la 31,5 mg/mg).

Tabelul 3.16 Frecventa contractiilor (cont/min) venei porte izolate in conditii de

tripsina in vitro

Martor tripsini in vitro
Concentratia
calciului, mM 2.5 1.25 7.5 10 2.5 1.25 7.5 10
Ca2+
count 11 10
14,1
mean *kx 2 *kk 1,7 *
6,2 12 o 29 o 2,1 o | 3,3%*** o o o
std 0,4 1,7 0,5 0,3 0,7 0,7 0 0,5
min 6 10 2 2 2 13 2 1
25% 6 11 3 2 3 14 2 1,2
50% 6 12 3 2 3 14 2 2
75% 6 12 3 2 4 14,8 2 2
max 7 15 4 3 4 15 2 2
%

Notda : * - intre loturi;

- p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001,

o - in interiorul lotului - p<0,05;

Frecventa contractiilor in conditii de tripsina in vitro (tab. 3.16):
in lotul tripsind in vitro aceasta scade cu 47% (de la 6,2 la 3,3 cont/min) la concentratia initiala
de 2,5 mM a ionilor de Ca fata de lotul martor (fig. A1.15 in Anexa 1);
la concentratia de 2 ori scazuta a ionilor de Ca (1,25 mM) se remarca o majorare cu 18% (de
la 12 la 14,1 cont/min);
cu cresterea concentratiel de 3 ori marita fata de concentratia initiala din contra frecventa scade
cu o valoare de 42% (de la 2,9 la 2,0 cont/min);
la concentratia de 4 ori marita decat cea initiala (10mM) observam o scadere de 14%.

Reactivitatea la ionii de Ca?' in interiorul fiecdrui lot fati de concentratia initiald

semnaleaza urmatoarele:

la schimbarea concentratiei de Ca®* in solutia de perfuzie de la 2,5 mM la 1,25 mM, frecventa
contractiei se mareste in interiorul ambelor loturi, doar cu remarca ca, in lotul tripsina in vitro
mai esential de 4,3 ori (de la 3,3 la 14,1 cont/min) si ceva mai pufind crestere (aproape de 2
ori) se observa in lotul martor (de la 6,2 pana la 12 cont/min);

ulterior la concentratia de 7,5 mM a ionilor de Ca, se observa o scadere de 2,1 ori in lotul

martor (de la 6,2 1a 2,9) si doar cu 39% in lotul tripsina in vitro;



e la ultima concentratie majoratd de 10 mM (de 4 ori maritd) se remarca o scadere a frecventei
in ambele loturi fatd de concentratia initiala, decalajul fiind mai vadit in lotul martor aproape

de 3 ori (de la 6,2 pana la 2,1 cont/min) si aproape de 2 ori (de la 3,3 pana la 1,7 cont/min) in

lotul tripsina in vitro.

Tabelul 3.17 Intensitatea functionarii structurilor (mg/mgxmin) venei porte izolate in

conditii de tripsina in vitro

Martor tripsini in vitro
Concentratia
calciului, mM 25 1.25 7.5 10 2.5 1.25 7.5 10
Ca2+
count 11 10
105,5 52,1
mean 80,3 *kk 66 *k*x *k*k
2285 | 1473 o| 2104 |156,2 o Fokk o o o
std 45,1 21,4 25,8 20,7 4,8 16,4 7,1 12,5
min 180 105 173 128 73,2 84 55 34,4
25% 207,1 141,5 188,5 139,4 76,1 95,8 62,1 39,8
50% 222 150 210 153 80,8 100,6 64,7 57,4
75% 238,5 162,5 226,5 173 83,6 108,5 69,9 61,4
max 347,8 171 255 187,2 86,8 136,5 78,8 65

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

o - in interiorul lotului - p<0,05;

Intensitatea functionarii structurilor in conditii de tripsina in vitro (tab. 3.17):

e in lotul tripsina in vitro scade de 2,7 ori fata de lotul control (de la 228,5 pana la 80,3) la

concentratia initiala a ionilor de Ca (2,5mM) ;

e ulterior cu reducerea dubla a concentratiei ionilor de Ca, acest indice de asemenea se

micsoreaza dar cu un decalaj mai mic, procentajul fiind de 3,8% (de la 147,3 la 105,5 mM);

e aceeasi situatie se observa in cazul concentratiei de 7,5 mM, in care devierea fatd de lotul

control a lotului tripsina in vitro este de 3,2 ori (de la 210,4 la 66 mg/mgxmin);

e ca apoi la ultima concentratie majoratd de 10 mM, relativ sd se mentind la valoarea de 3 ori

(156,2 mg/mgxmin — lotul martor, 52,1 mg/mgxmin — lotul tripsina in vitro) (fig. A1.16 in

Anexa 1).

Reactivitatea comparativa in interiorul fiecarui lot in parte semnaleaza urméatoarele:

e in cazul lotului martor se observa o micsorare a IFS-ului cu 33% la scaderea dubla a ionilor de

Ca" spre deosebire de cea initiala (de la 228,5 pana la 147,3 mg/mgxmin);

e in lotul tripsind in vitro dimpotriva se remarca o crestere cu 31%, acesta ar putea fi explicata
prin faptul cé la aceastd concentratie (1,25 mM), in lotul tripsina frecventa este marita (IFS-ul

fiind produsul dintre amplitudine) de 3 ori;




observam ca fata de concentratia initiala in lotul martor nu sunt schimbari statistic veritabile,
pe cand in lotul tripsind in vitro intensitatea functiondrii structurilor scade cu 18%, iarasi
probabil din cauza scaderii frecventii dar si a amplitudinii,
ultima concentratie a ionilor de Ca 10 mM produce scadere atat in lotul martor cu 29% (de la
228,5 pana la 156,2), cat si in lotul tripsina in vitro cu o valoare ceva mai mare, de 35% (de la
80,3 pana la 52,1 mg/mgxmin ).

Tabelul 3.18. Suprafata contractiei (mm?/min) venei porte izolate in conditii de

tripsina in vitro

Martor tripsina in vitro
Concentratia
calciului, mM 2.5 1.25 7.5 10 2.5 1.25 7.5 10
Ca2+
count 11 10
164,9 717,6 609,4
mean 1040,8 675,7 folaiel falalel folaiel
9199 [ 34310 ) 1016,8 folalel o o o
std 86,6 50,5 84,4 67,8 36,9 20,7 65,8 77,9
min 794 273 925 925 590 139 594 466
25% 865,5 308 980 972,5 663,5 151 681,2 592
50% 910 330 1025 1000 683,5 158,5 710 619
75% 994 392 1104,5 | 1067,5 699 182,2 774,8 649,8
max 1062 410 1200 1130 714 194 800 710

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

o - 1n interiorul lotului - p<0,05;

Suprafata contractiei (mm?/min) in conditii de tripsina in vitro (tab. 3.18):
in lotul tripsind in vitro la concentratia ionilor de Ca initiala arata o micsorare in raport cu lotul
control, de 27% (de la 919,9 pani la 675,7 mm?/min);
ulterior cu reducerea ionilor de Ca in solutia de perfuzie pana la 1,25 mM, observam de
asemenea o scadere, insa mai evidenta in comparatie cu primul decalaj, in lotul tripsina in vitro
suprafata deminueazi de 2 ori fati de lotul martor (de la 343,1 pani la 164,9 mm?/min);
apoi la concentratia de trei ori marita fata de cea initiala (7,5 mM), remarcdm o micsorare
putin mai mica in comparatie cu cazul anterior in lotul tripsina in vitro fata de lotul mator, si
anume cu 31% (de la 1040,8 pana la 717,6 mm?/min);
in final la concentratia de 10 mM se observa o micsorare a parametrului in lotul tripsina in
vitro fata de lotul martor cu valoare de 40% (de la 1016,8 la 609,4 mm?/min) (fig. A1.17 in
Anexa 1).

Reactivitatea la ionii de Ca®* in fiecare lot in parte semnifica urmitoarele modificiri:



in lotul martor, la schimbarea concentratiei de la 2,5 mM la 1,25 mM suprafata contractiei se
micsoreazi comparativ cu concentratia initiald cu 63% (de la 919,9 pani la 343,1 mm?/min),
pe cand in lotul tripsina in vitro se reduce indicele ceva mai mult cu 76% (de 4 ori);
la concentratia de 7,5 mM indicele se mareste in lotul martor cu 13% fatd de concentratia
initiald (de 1a 919,9 pani la 1040,8 mm?/min) pe cand lotul tripsind in vitro doar cu 6% (de la
675,7 pana la 717,6 mm?/min);
la ultima concentratie a ionilor de Ca* (10mM) se micsoreaza suprafata cu 10% de la 675,7 la
609,4 mm?/min in lotul tripsini in vitro, pe cand in lotul martor se remarca o tendinti de marire
fata de aceeasi concentratie initiala a ionilor de Ca (fig. A1.17 in Anexa 1).

Tabelul 3.19 Timpul total de contractie (sec) a venei porte izolate in conditii de

tripsina in vitro

Notd: * - intre loturi;

Martor tripsina in vitro
Concentratia
calciului, mM 2.5 1.25 7.5 10 2.5 1.25 7.5 10
Ca2+
count 11 10
mean 13,4 33FF* | 24*%** | 148%*
5,8 4,30 1540 | 16,10 il o o o
std 0,8 0,5 0,9 11 1,6 0,7 1,2 11
min 5 4 15 15 10 3 21 13
25% 5 4 15 15 14 3 24 15
50% 6 4 15 16 14 3 24 15
75% 6 4,5 15 16,5 14 3 24,8 15
max 7 5 18 18 15 5 25 17
*

- p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

o - in interiorul lotului - p<0,05;

Timpul total de contractie (durata totala a contractiei, sec) in conditii de tripsina in vitro (tab. 3.19):

in lotul tripsind in vitro creste de 2,2 ori fata de lotul martor (de la 5,8 la 13,4 sec) la
concentratia initiala de 2,5 mM a ionilor de Ca ;

la concentratia ionilor de Ca de 1,25 mM acest indice scade fata de lotul martor cu 21% (de la
4,3 pana la 3,3 sec);

la concentratia marita fata de cea initiald de 3 ori (7,5 mM) timpul total de contractie se mareste
fata de control cu 53% in lotul tripsina in vitro;

ulterior la concentratia majoratd finalda de 10 mM dimpotriva indicele scade nesemnificativ

fata de lotul martor la aceeasi concentratie cu 7% (de la 16,1 la 14,8 sec).



Reactivitatea la modificarea concentratiei ionilor de Ca in solutia de perfuzie la fiecare lot
in parte fatd de indicele din concentratia inifiald normald (25mM) semnificd urmatoarele
modificari (fig. A1.18 in Anexa 1):

e la concentratia 1,25 mM (de 2 ori mai micd decat normo Ca?*) se remarci o micsorare a
suprafetei contractiilor in lotul control cu 28% (de la 5,8 la 4,3 sec);

e laaceeasi concentratie in lotul tripsind in vitro devierea este mai mare si este de 3,8 ori mai
scazutd suprafata decat in lotul martor (de la 13,4 la 3,3 sec);

e la concentratia mariti de Ca®* (7,5 mM) se remarci o crestere a indicelui in ambele loturi,
insa desi se mareste indicele, devierea in acest caz este mai mare in lotul control, de 2,7 ori

(de 1a 5,8 1a 15,4 sec), pe cand in lotul tripsina in vitro cu 46% (de la 13,4 la 24);

e la mirirea in continuare a ionilor de Ca* in solutia de perfuzie se observa de asemenea o

crestere aproximativ de aceeasi variatie in lotul martor comparativ cu solutia initiala de 2,5

mM (de la 5,8 1a 16,1 sec), pe cand in lotul martor cresterea este doar de 15% (de la 13,4

la 14,8 sec).

Tabelul 3.20. Timpul de contractie (sec) a venei porte izolate in conditii de tripsini in vitro

Martor tripsina in vitro
Concentratia
calciului, mM 2.5 1.25 7.5 10 2.5 1.25 7.5 10
Ca%
count 11 10
1[6 **k* 2’8 ***%*
mean 2,9 210 26 2,6 2,6 ** o 28 o
std 0,4 0,2 0,2 0,2 0,3 0,3 0,3 0,5
min 2,5 2 2,5 2,5 2 1,5 2,5 1,5
25% 2,5 2 2,5 2,5 2,5 1,5 2,5 3
50% 3 2 2,5 2,5 2,5 1,5 3 3
75% 3 2,2 2,8 2,5 2,5 1,5 3 3
max 3,5 2,5 3 3 3 2,5 3 3

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;
o - in interiorul lotului- p<0,05 ;
Timpul de contractie (din timpul total al contractiei) in conditii de tripsina in vitro (tab.
3.20):
e in lotul tripsina in vitro este cu 12% mai mic decat in lotul martor la concentratia initiald 2,5
mM (de la 2,9 pana la 2,6 sec);
e la concentratia diminuatd de Ca?* (1,25 mM) observim o micsorare aproximativ cu aceeasi

variatie (-11%) de la 2,1 la 1,6 sec fata de lotul martor;



la concentratia maritd a ionilor de Ca de 7,5 mM nu se remarcéd absolut nici o deosebire a
lotului tripsina in vitro fata de martor;

pe cand la majorarea in continuare a concentratiei ionilor de Ca timpul de contractie in lotul
tripsind in vitro, depaseste acelasi indice in lotul martor cu 12% (2,6 sec — lotul martor, 2,8 —
lotul tripsina in vitro) (fig. A1.19 in Anexa 1).

Reactivitatea la modificarile ionilor de Ca® in interiorul fiecarui lot in parte semnifica

urmatoarele:

la schimbarea concentratiei ionilor de Ca de la 2,5 mM la 1,25 mM remarcam o micsorare a
timpului de contractie, in ambele loturi desi variatia este ceva mai mare in lotul tripsind in vitro
(cu 35% 1n lotul tripsina in vitro — de la 2,6 la 1,6 sec; cu 28% - lotul martor — de la 2,9 pana
la 2,1 sec);

la majorarea concentratiei ionilor de Ca* pana la 7,5 mM la ambele loturi fata de concentratia
initiald nu se reamrca modificari statistic semnificative;

la marirea in continuare a concentratiei ionilor de Ca (10 mM) observam schimbari doar in
lotul tripsina in vitro — o crestere cu 14% fata de concentratia initiala (de la 2,6 pana la 2,8
sec), in lotul martor nu remarcam schimbari statistic semnificative, insa doar o tendinta de

scadere.

Tabelul 3.21. Timpul de relaxare (sec) a venei porte izolate in conditii de tripsina in vitro

Martor tripsina in vitro
Concentratia
calciului, mM 2.5 1.25 7.5 10 2.5 1.25 7.5 10
Ca*
count 11 10
21,2
mean 10,8 1,6*** *kk 12 ***
2,9 2,10 12,70 | 13,50 ookl o o o
std 0,4 0,2 1 1 1,4 0,3 1,2 0,8
min 2,5 2 12 12,5 7,5 1,5 18,5 10,5
25% 2,5 2 12,5 12,5 11,1 1,5 21 12
50% 3 2 12,5 13,5 11,5 1,5 21 12
75% 3 2,2 12,5 13,8 11,5 1,5 22,1 12
max 3,5 2,5 15,5 15,5 12 2,5 22,5 14

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

o- 1n interiorul lotului- p<0,05 ;

Ultimul indice, timpul de relaxare (ca parte componentd a timpului total) in conditii de

tripsind in vitro (tab. 3.21):

semnificd o crestere vadita de 3,7 ori in lotul tripsina in vitro fata de lotul martor (2,9 sec —

lotul martor; 10,8 — lotul tripsin in vitro);



e la concentratia injumatatita a ionilor de Ca (1,25 mM) se observa o scadere cu 21% (de la 2,1
la 1,6 sec);

e ulterior cu cresterea concentratiei a ionilor de Ca* (7,5 mM) in lotul tripsin in vitro timpul de
relaxare se mareste cu 66% fata de lotul martor (12,7 sec— lotul martor; 21,2 sec- lotul tripsina
In vitro), aceasta indica un decalaj de 1,7 ori mai mare in lotul tripsina in vitro decat in lotul
martor;

e apoi la concentratia finald majorata a ionilor de Ca (10 mM) timpul de relaxare deja scade fata
de lotul martor in lotul tripsina in vitro cu 11% (de la 13,5 pana la 12 sec).

Reactivitatea la modificarile ionilor de Caprin determinarea duratei relaxarii contractiei

in interiorul fiecdrui lot in parte (fig. A1.20), fatd de concentratia normala a ionilor de calciu (2,5

mM) semnaleaza urmatoarele:

e se constatd o scadere esentiala de 6,6 ori in lotul tripsina in vitro la o concentratie diminuata
de 1,25 mM (de la 10,8 pana la 1,6 sec);

e 1in acelasi timp la aceeasi concentratie in lotul control timpul de relaxare scade doar cu 28%;

e la schimbarea concentratiei ionilor de Ca cu cea majora de 7,5 mM constatam o crestere de
asemenea In ambele loturi doar cd in lotul martor este mai accentuatd de 4,4 ori (de la 2,9 pana
la 12,7), pe cand in lotul tripsina in vitro se mareste aproximativ de 2 ori (de la 10,8 pana la
21,2 sec);

e odata cu cresterea in continuare a concentratiei ionilor de Ca in solutia de perfuzie péana la
10 mM (de 4 ori maritd) timpul relaxarii se mareste, desi in ambele loturi, totusi mai esential
se observa (de 4,7 ori), in lotul martor (de la 2,9 pana la 13,5 sec), pe cand in lotul tripsina in
vitro decalajul de crestere este doar de 10%, si mai mult de atat fata de precedenta concentratie
de 7,5 mM a scazut timpul de relaxare, In lotul martor desi comparativ cu aceeasi concentratie
7,5 mM este maritd, decalajul este mult mai mic ca Intre prima si ultima concentratie (fig.

A1.20 in Anexa 1).

3.4. Actiunea tripsinei in vitro asupra reactivititii venei porte izolate la actiunea in

diferite concentratii a ionilor de Na* si H"

Amplitudinea contractiei la modificarea concentratiei ionilor de Na*, prezentata in tabelul
3.22, semnifica urmatoarele modificari:
e in lotul tripsina in vitro se remarci in conditiile de normo Ca?* o scidere fati de lotul martor
cu 34% (de la 35,3 la 23,4 mg/mg greutatea venei);
e ulterior la marirea concentratiei ionilor de Na* (hiper Na) se semnaleazi de asemenea o

scadere cu aceeasi proportie de 34 % (de la 43,5 1a 29,3 mg/mg) (fig. A1.21 in Anexa 1);



la micsorarea concentratiei ionilor de sodiu, desi amplitudinea in lotul tripsina in vitro scade
fata de lotul martor, aceasta diminuare este mai evidenta ca in cazul concentratiilor de natriu
anterioare si anume cu 70% (61,6 — lotul martor; 18,8 — lotul tripsina in vitro);

in conditii de acidoza, din nou in lotul tripsina in vitro amplitudenca este diminuata, valoarea

de cadere este de 53% (de la 21,9 la 10,3 mg/mg).

Tabelul 3.22. Amplitudinea contractei (mg/mg) venei porte izolate in diferite concentratii

ale ionilor de Na*si H*

Martor tripsini in vitro
Concentratia | normo . . . normo . . .
Na+ si H+ Na hiperNa | hipoNa | acidoza Na hiperNa | hipoNa | acidoza
count 19 16
29 3 *kkx 18 8 *kx 10 3 **k*
mean ’ ’ '
35,3 43,5 o 61,6 o 2190 |234*** | o o o
std 2,2 4,5 10,4 4,6 2,2 5,5 2,9 2
min 30,6 37,5 50,6 14,5 20,3 21,8 11,1 7,1
25% 34,3 39,6 55,4 20 21,9 27,5 18 9,4
50% 35,1 43,8 57 21,6 23,2 28,4 19,2 9,5
75% 35,9 46,2 64 24,4 23,9 28,9 20,8 11,8
max 39,7 53,3 86,7 31,5 28,1 46,8 22,5 15

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001,;

o - in interiorul lotului - p<0,05 ;

Reactivitatea venei porte in conditiile de modificare a ionilor de Na*, la fiecare lot in parte

semnifica urmatoarele schimbari fata de concentratia normala:

la schimbarea solutiei de la normo Na™ la hiper Na* in ambele loturi se remarca o crestere
aproximativ cu aceeasi valoare si anume in lotul martor — cu 24% (de la 35,3 pana la 43,5%)
si in lotul tripsina in vitro cu 25% (de la 23,4 pana la 29,3 mg/mg);

apoi cu scaderea concentratiei hipo Na (fatd de normo Na) se observa in lotul martor o crestere
de 1,8 ori (de la 35,3 pana la 61,6 mg/mg greutate), in cazul lotului tripsina in vitro din contra
se remarca o scadere cu 20% (de la 23,4 pana la 18,8 mg/mg);

in cazul acidozei fatd de solutie initiald de normo Na* se constata o scadere in ambele loturi,
desi 1n lotul tripsina in vitro amplitudinea scade mai evident cu 53% (de la 23,4 la 10,3 mg/mg
greutatea venei), iar in lotul martor cu 38% (de la 35,3 la 21,9 mg/mg greutatea venei).

Frecventa contractiilor (cont/min) care este prezentatd in tabelul 3.23 1n conditii de

modificare a ionilor de Na*:

la prima concentratie de normo Na* (stabilizare) scade in lotul tripsina in vitro cu 45% (de la

6,2 pana la 3,4 cont./min);



la schimbarea solutiei in baita de perfuzie cu hiper Na* se remarca o micsorare cu 35% fata de
lotul martor (de la 3,8 pana la 2,6 cont.min);
pe cand in solutie de hipoNa observam o mica crestere de 15% (de la 3,2 pana la 3,7 cont/min);
in cazul solutiei cu acidoza se remarca o crestere a frecventei de 2,7 ori (de la 1,8 pana la 5
cont/min) (fig A1.22 in Anexa 1).

Tabelul 3.23. Frecventa contractei (cont/min) venei porte izolate in diferite concentratii

ale ionilor de Na*si H*

Martor tripsina in vitro
Concentratia normo | hiperN | hipoNa | acidoza | normo | hiperN | hipoNa | acidoza
Na+ si H+ Na a Na a
count 19 16
2,6 *k*k 5 *k*x

mean 6,2 380 | 320 | 180 [34**| o 3,7 ** o

std 0,5 0,4 0,4 0,4 0,5 0,5 0,5 0,5
min 5 3 3 1 3 2 3 4

25% 6 4 3 2 3 2 3 5

50% 6 4 3 2 3 3 4 5

75% 6,5 4 3 2 4 3 4 5

max 7 4 4 2 4 3 4 6

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

o - 1n interiorul lotului;

Reactivitatea venei porte la modificarile ionilor de Na* in solutia de perfuzie in interiorul

fiecdrui lot in parte fatd de normoNa" este urmatoarea:

la schimbarea concentratiei ionilor de Na* spre o concentratie marita (hiper Na*) in ambele
loturi se remarca o scadere, insa in lotul martor cu 39% (de la 6,2 pana la 3,8 cont./min);
ulterior in solutiile cu concentratia micsoratd de Na* (hipo Na) in lotul martor remarcam o
scadere cu 49% (de la 6,2 pana la 3,2 contr.min) pe cand in lotul tripsina in vitro din contra
observam o marire cu 7% (de la 3,4 pana la 3,7 cont.min):

acidoza produce o micsorare a frecventei in lotul martor de 3,4 ori (de la 6,2 pana la 1,8
cont/min) pe cand in lotul tripsina in vitro din contra provoacad o marire a frecventei cu 45%
(de 1,5 ori, de la 3,4 pana la 5 cont/min).

Valoarea intensitatii functionarii structurilor in conditii de modificare a ionilor de Na*

indica urmatoarele modificari (tab. 3.24):

o micsorare de 2,6 ori in prima solutie cu o concentratie normala de Na* a lotului tripsina in

vitro fata de lotul martor (de la 214,5 pana la 80,1);



ulterior cu marirea concentratiei ionilor de Na™ in solutia de perfuzie (hiper Na®) se observa o
micsorare mai mica ca in cazul de normo Na+ de 53% (de la 159, 4 pana la 74,5), in lotul
tripsina in vitro fatd de lotul martor (fig. A1.23 in Anexa);

in solutiile cu concentratia micsoratd de Na* desi din nou se remarca o scidere in lotul tripsina
in vitro fata de lotul martor, totusi diminuarea este putin mai evidenta — cu 66% (de la 196,9
pana la 66,9);

acidoza nu modifica statistic semnificativ intensitatea functionarii structurilor in lotul tripsina
in vitro fata de lotul martor.

Tabelul 3.24 Intensitatea functionarii structurilor (mg/mgxmin) venei porte izolate in

diferite concentratii ale ionilor de Na*si H*

Martor tripsina in vitro
Concentratia normo | hiperN | hipoNa | acidoza | normo | hiperN | hipoNa | acidoza
Na+ si H+ Na a Na a
count 19 16
mean 80,1 74,5 66,9 ** 50,3
2145 | 159,40 | 19690 | 40,40 foloied bk o o
std 15,3 28,7 31,5 8,6 16,3 17,8 14,6 11,3
min 183,6 114 151,8 26,6 60,6 49,6 33,3 35,5
25% 206,6 137,9 173,2 34,4 68,8 57,2 61,6 41,9
50% 210,6 156 192 40,4 72,9 79,9 71,2 47,2
75% 2247 177 220,4 46,2 90,6 86,6 76,4 59,1
max 240,1 225,2 260 57,4 112,4 108,6 85,6 75

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

o - in interiorul lotului - p<0,05;

Reactivitatea muschiului neted venos in conditii de modificare a ionilor de Na* in interiorul

fiecarui lor In parte fata de normoNa+ produce urmatoarele modificari:

la schimbarea concentratiei ionilor de Na* de la concentratia normala la concentratia marita a
respectivilor ioni se constatd o micsorare a IFS-ului doar in lotul martor cu 26%, pe cand in
lotul tripsina in vitro acelasii indice nu suporta modificari statistic semnificative in comparatie
cu solutuia inifiala;

in solutiile cu o concentratie micsoratd de Na* fata de cele cu concentratie normala se remarca
o micsorare a indicelui in ambele loturi desi mai evidenta este diminuarea in lotul tripsina in
vitro decalajul fiind 16% (de la 80,1 pana la 66,9), pe cand in lotul martor scaderea este doar
cu 8% (de la 214,5 la 196,9 cont/min);

acidoza produce micsorarea intensitatii functionarii structurilor de 4,9 ori in lotul martor (de
la 214,5 pana la 40,4), pe cand in lotul tripsina in vitro, desi provoaca de asemenea diminuare,

acidoza reduce valoarea IFS doar cu 30% (de la 80,1 pana la 50,3).



Tabelul 3.25 Suprafata contractiei (mm?/min) venei porte izolate in diferite concentratii

ale ionilor de Na*, H*

Martor tripsina in vitro
Concentratia normo | hiperN | hipoNa | acidoza | normo | hiperN | hipoNa | acidoza
Na+ si H+ Na a Na a

count 19 16
783,6 547,7 170,2
mean 1254,3 | 13615 680,5 folaie falalel il

947,9 o o 686,6 o faaie o o o

std 47,2 38,4 36,9 61 68,2 44 38,1 23,6
min 838 1189 1289 548 540 667 480 136
25% 926,5 1233 1350 657 657 765,8 515 153
50% 941 1250 1367 680 678,5 787,5 555 162
75% 963,5 1290 1386 705 690,2 811,8 577,5 195
max 1063 1313 1415 869 894 851 597 200

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

o - in interiorul lotului - p<0,05;

Suprafata contractiei in conditii de modificare a ionilor de Na+ (tab. 3.25):
la prima concentratie de Na+ (normo Na+) se micsoreaza in lotul tripsina in vitro fata de lotul
martor cu 28% (de la 947,9 pani la 680,5 mm?/mm);
ulterior odata cu marirea concentratiei a ionilor de Na*, acest indice din nou se reduce, dar cu
37% fata de lotul martor (lotul martor - 1254,3; lotul tripsina in vitro — 783,6 mm? /min) (fig.
A1.24 in Anexa 1),
in solutiile cu o concentratie minimala a ionilor de Na* se observa o micsorare de 60% in lotul
tripsind in vitro comparativ cu lotul martor, deci o diminuare mai evidenta decat in
concentratiile majorate a ionilor de Na™;
acidoza produce o micsorare foarte semnificativa in lotul tripsina in vitro comparativ cu lotul
martor, de 4 ori (de la 686,6 pani la 170,2 mm?/min).

Reactivitatea venei porte in conditii de modificare a ionilor de Na* fatd de solutia initiala

stabilizatoare (normo Na*) in interiorul fiecarui lot in parte denota urmatoarele modificari:

la majorarea concentratiei ionilor de Na* (hiper Na*) se observd o crestere a suprafetei
contractiei in ambele loturi mai evidenti fiind in lotul martor cu 31% (de la 947,9 mm?/min
pani la 1254,3 mm?/min) pe cand in lotul tripsina in vitro, doar cu 15% (de la 680,5 pani la
783,6 mm?/min);

ulterior la o concentratie diminuatd de Na* (hipo Na*) in lotul martor se remarca o crestere (cu
43% fatd de solutia cu pH neutru (de la 947,9 pani la 1361,5 mm?/min), in lotul tripsina in

vitro din contra se remarca o micsorare cu 20% (de la 680,5 pani la 547,7 mm?/min);



in conditiile acidozei fatd de concentratia nemodificatd a ionilor de H*, parametrul se
micsoreazi in ambele loturi, in lotul martor cu 28% (de la 957,9 pani la 686,5 mm?/min), pe
cand 1n tripsind in vitro diminuarea este mai evidenta de 4 ori (de la 680,5 pana la 170,2
mm?/min).

Tabelul 3.26 Timpul total de contractie (sec) a venei porte izolate in diferite concentratii

ale ionilor de Na*, H*

Martor tripsini in vitro
Concentratia | normo | hiperN | hipoNa | acidoza | normo | hiperN | hipoNa | acidoza
Na+ si H+ Na a Na a
count 19 16
11’5 19 *kx 4 **k*

mean 54 100 | 890 | 2280 | **x o 9,2 0 o

std 0,9 1,1 0,9 1,2 1,2 15 1 0,7
min 4 9 7,5 20 10 16,5 8 3
25% 5 9,2 8,5 22 11 17,9 8,4 3,8
50% 5 10 8,5 23 11 19 9,2 4
75% 6 10 9 23 13 20 10 4,5
max 7,5 13 11 25 13 22 11 5

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001,;

o - in interiorul lotului - p<0,05;

Timpul total de contractie in conditii de modificare a ionilor de Na* (tab. 3.26):
este 2,2 ori mai mare in lotul tripsina in vitro fata de lotul martor (5,4 — lotul martor; 11,5-
tripsind in vitro), la o concentratie normald de Na™;
in solutiile cu o concentratie maritd de Na+ de asemeanea, ca si in solutii cu Na™ in norma se
remarcd o crestere, dar cu decalaj de 1,9 in lotul tripsina in vitro fata de lotul martor (de la 10
pana la 19 sec);
la micsorarea concentratiei ionilor de Na+ nu se remarca modificari statistic semnificative in
lotul tripsina in vitro fata de lotul martor;
acidoza deprima considerabil timpul total al contractiei in lotul tripsina in vitro cu un decalaj
de 5,8 ori in comparatie cu lotul martor (de la 22,8 pana la 4 sec).

Reactivitatea venei porte la modificarea ionilor de Na* fatd de solutia initiald stabilizatoare

(normo Na*) denota urmatoarele schimbari in interiorul fiecarui lot in parte:

in solutiile majore de Na* (hiper Na*) timpul total al contractiei se mareste in ambele loturi, cu
86% 1n lotul martor (de la 5,4 pana la 10 sec) si cu 65% in lotul tripsina in vitro (de la 11,5

pana la 19 sec);



apoi odatd cu micsorarea concentratiei ionilor de Na® (hipo Na) in lotul martor indicele se
mareste cu 68% (de la 5,4 pana la 8,9 sec), pe cand in lotul tripsina in vitro din contra timpul
total al contractiei scade cu 20% (de la 11,5 pana la 9,2 sec);
acidoza comparativ cu solutiile cu pH normal pentru vena porte mareste indicele in lotul martor
de 4,3 ori (de la 5,39 pana la 22,97 sec, pe cand in lotul tripsina in vitro se micsoreaza cu 66%
(dela 11,59 pana la 3,97) (fig. A1.25 in Anexa 1).

Tabelul 3.27 Timpul de contractie (sec) a venei porte izolate in diferite concentratii

ale ionilor de Na*, H*

Martor tripsina in vitro
Concentratia | normo | hiperN | hipoNa | acidoza | normo | hiperN | hipoNa | acidoza
Na+ si H+ Na a Na a
count 19 16
4,2 ***% 4,5 **k*k 2 **k*

mean 2,7 2,7 2,7 2,9 2,6 o o °

std 0,6 0,4 0,4 0,4 0,3 0,9 0,6 0,3
min 2 2,5 2,5 2,5 2 2,5 4 15
25% 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 3,9 4 19
50% 2,5 25 2,5 3 2,5 4,5 4,5 2

75% 2,5 2,8 2,8 3 3 5 5 2

max 5 4 3,5 4 3 5 55 2,5

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

o - in interiorul lotului - p<0,05;

Timpul contractiei in conditii de modificare a ionilor de Na* , H+ (tab. 3.27):
in ambele loturi este aproape identic in solutia stabilizatorie cu concentratie normala de Na™;
ulterior in solutiile cu o concentratie majoratd de Na" acest indice se mareste cu 56% in lotul
tripsind in vitro fata de lotul martor (de la 2,7 pana la 4,2 sec);
in solutiile de perfuzie cu o dificienta a ionilor de Na* (hipo Na*) remarcam de asemenea o
majorare, in lotul tripsind in vitro comparativ cu controlul, doar ca aceasta crestere are
amploare ceva mai mare de 65% (de la 2,63 pana la 4,53);
in solutiile in care este prezentd o concentatie maritd a ionilor de H* (acidoza) comparativ cu
solutiile stabilizatorii cu pH-ul normal se constata o scadere a timpului de contractie cu 31%,
adicd se reduce de 1,5 ori (de la 2,9 pana la 2 sec) (fig. A1.26 in Anexa 1).

In ceea ce priveste reactivitatea la modificarea concentratiei ionilor de Na* si H" in

interiorul fiecarui lot in parte:

Nu se constata nici o schimbare statistic semnificativa, in interiorul lotului martor atat in hiper

Na*, hipo Na*, cét si in acidoza, pe cand in interiorul lotului tripsind in vitro se observa o



crestere a timpului contractiei odata cu sporirea concentratiei ionilor de Na* in solutia de
perfuzie (hiper Na*), cu 63% (de la 2,6 pana la 4,2 sec) fata de solutia initald (normo Na*);
odata cu micsorarea concentratiei ionilor de Na™ (hipo Na*) de asemenea ca si in cazul starii
de hiper Na* se mareste indicele, doar ca valoarea procentuald a acestei mariri este un pic mai
evidentiata si anume de 72% (de la 2,6 pana la 4,5 sec);
ultima stare de acidoza denota in interiorul lotului efectul tripsinei in vitro, astfel ca fata de
solutia cu concentratia normala a ionilor de HY, timpul contractiei scade cu 31% (de la 2,6 pana
la 2 sec).

Tabelul 3.28 Timpul de relaxare (sec) a venei porte izolate in diferite concentratii

ale ionilor de Na*, H*

Martor tripsina in vitro
Concentratia normo | hiperN | hipoNa | acidoza | normo | hiperN | hipoNa | acidoza
Na+ si H+ Na a Na a
count 16
14,8
mean *kk 4,7 *kx 2 *kx
2,7 7,30 6,2 o 1990 | 89*** o o o

std 0,5 1 1 1,3 1,2 1,4 0,8 0,4
min 2 6,5 5 17 7 12,5 4 1,5
25% 2,5 6,5 5,5 19 8,5 14 4 1,9
50% 2,5 7 6 20 8,5 15 4,5 2
75% 3 7,5 6,2 20,5 10,1 15,2 5 2,1
max 4 10 8,5 22,5 10,5 17 6,5 2,5

Nota: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

o - in interiorul lotului - p<0,05;

Timpul de relaxare (durata perioadei de relaxare) atesta urmatoarele schimbari vizavi de

modificarea ionilor de Na* si celor de H" (tab. 3.28):

in prima solutie unde toti ionii inclusiv cei de Na* se afla in concentratii normale se remarca o
crestere a indicelui de 3,2 ori in comparatie cu lotul martor (de la 2,7 la 8,9 sec);

la schimbarea solutiei cu o concentratie majora de Na*, timpul de relaxare se mareste de 2 ori
(dela 7,3 pana la 14,8 sec);

in solutiile cu o concentratie micsorata de Na (hipoNa) se observa o scadere a indicelui cu 25%
comparativ cu lotul martor (de la 6,2 pana la 4,7 sec);

acidoza, comparativ cu solutia stabilizatorie, obisnuitd pentru contractiile normale ale venei
porta in lotul tripsina in vitro, comparativ cu martorul induce un decalaj de 5,2 ori mai mic (de
la 19,9 pana la 2 sec).

Reactivitatea muschiului neted venos partial la modificarile ionilor de Na* i H" in fiecare

lot in parte fatd de solutia cu continut ionic stabil semnifica urmatoarele:



e in solutiile de hiper Na* timpul relaxarii se mareste in lotul tripsin in vitro de 2 ori (de la 8,9
pana la 14,8), pe cand in lotul martor ceva mai mult de 2,7 ori (de la 2,7 pana la 7,3 sec);

e la schimbarea solutiei initiale cu solutia dificientd de Na+ remarcam o crestere a indicelui in
lotul martor de 2,2 ori (de la 2,7 pana la 6,2 sec), dar in lotul tripsind, din contra timpul relaxarii
se micsoreaza de 1,9 ori (de la 8,9 pana la 4,7 sec);

e in solutia cu concetratia marita a ionilor de H' ca acidoza in lotul martor indicele creste de 7,5
ori (de la 2,7 pana la 19,9), iar in lotul tripsina in vitro din contra scade de 4,5 ori (de la 8,9
pana la 2 sec) (fig. A1.27 in Anexa).

3.5. Actiunea tripsinei asupra contracturii venei porte izolate indusa de K* si cofeina
Rezultatele prezentate in tabelul 3.29 indica, ca la depolarizarea sustinuta prin solutia de
concentratie mare a ionilor de K* (140 mM), anume prin procedura de calibrare a preparatului din
vena portd, valoarea contractiei maximale in lotul experimental este mai mica (-30%) comparativ
cu lotul martor.
Tabelul 3.29. Indicii contractilitatii venei porte izolate indusa de cofeina (10 mM) si solutia

KCI (140 mM) in pretratarea ei cu tripsina (0,2 mg/mL), (media £ DS)

Ne Indicii Martor Tripsina
(n=10) (n=10)
1. | Amplitudinea, 35,5,+1,5 21,1+1,67
mg/mg, (39+5%) (33+5%)
2. | Frecventa, cont/min 6+0,4 44+0,4"
3. | IFS, mg/mg.min 214+19 85+9"
4. | Contract-cofeina, 18+1 10£1"
mg/mg (20+3%) (16+3%)
5. | Contract-KClI, 92+6 64+5"
mg/mg (100%) (100%)

Nota: * - p<0,05; n — numarul de animale

Raéspunsul contractil la cofeind (10 mM) in valoare absoluta este de asemenea diminuat (-
44%) in preparatele incubate (30 min) in solutie cu tripsind comparativ cu lotul martor. Prin aceasta
se face imaginea atacarii compartimentului reticulului sarcoplasmatic de proteaze. Analiza
aportului acestui compartiment in contractura de calibrare indicd ca valoarea (16%) lui nu este
semnificativ mai micd decat cea inregistratd in lotul martor (20%) ceea ce exclude probabilitatea
implicdrii majore in efectele inregistrate.

Deoarece amplitudinea contractiilor spontane prezentate in raport de contractia de calibrare

de asemenea nu se deosebeste esential in ambele loturi (39% - martor; 33% - tripsind) se poate de



presupus cad cauza depresiei contractilitatii si modificarii programului de activitate contractila a
muschiului vascular in raspuns la actiunea tripsinei este alterarea compartimentului contractil,
predominant de influxul Ca?* prin canalele L-lente (tab 3.29).
3.6. Raspunsul venei porte izolate la actiunea acetilcolinei si carbacol in prezenta tripsinei
Raspunsul venei porte la acetilcolina
In scopul modelarii mobilizarii mastocitelor vasculare s-a utilizat excitantul natural al
mastocitelor — acetilcolina.
Tabelul 3.30. Modificarile contractilitatii venei porte izolate la actiunea acetilcolinei (Ach),

inhibitorului tripsinei (Inh) si heparinei (Hep), (media = DS)

_ Amplitudinea, Frecventa, IFS Durata totala a
g mg/mg cont/min mg/mgxmin contractiei, sec
Loturi =
Martor
(n=6) 34,5+3,1 6+0,5 206 +19 7+1,5
Ach(105 M) 33,1+£27 1+0,1° 33+3" 29+0,5
Inh (336 1U/ml) 13,1 33" 6,5+ 1,4 96 + 20 45+ 1,4
(n=6)
Ach (10° M) 27,9 +6,3° 1+0,4" 20 + 15™ 22,5+4,1"
Hep(10° M) 26,7+3,0 6+0,5 113 £31° 9+£0,8
(n=6)
Ach(10°° M) 39,1+1,2° 1+0,1° 39+ 1°° 33+£08"

Notd : " - p < 0,05 comparativ martor;
*-  p<0,05comparativ Inh sau Hep.

Rezultatele prezentate in tabelul 3.30 indica cd acetilcolina nu modifica esential
amplitudenea contractiilor spontane, dar micsoreaza esential frecventa acestor contractii de la 6 la
1 pe min (-83) cu cresterea concomitenta a duratei contractiei de la 7 la 29 sec (de 4 ori).
Intensitatea functionarii structurilor (IFS) scade de 6 ori (de la 206 pana la 33mg/mgxmin) la
actiunea acetilcolinei pe contul micsorarii frecventel.

Inhibitorul tripsinei (soia) care in afard inhibitiei triptazei, eliminatd de mastocite i
prevenirea sintezei oxidului nitric provocatd de citochinine si lipopolizaharide, de asemenea inhiba
influxul de Ca?* in miocitele muschiului neted vascular.

Rezultatele prezentate 1n tabelul denotd micsorarea amplitudinii contractiei (+62%) de 2,6
in lotul inhibitorului fata de lotul martor (de la 34,5 pana la 13,1 mg/mg).

In acelasi timp frecventa nu sufera modificiri esentiale. Durata de asemenea nu semnaleaza
schimbari statistic semnificative, pe cand IFS-ul se micsoreaza in lotul inhibitorului tripsinei de la
206 pand la 96 mg/mgxmin. Aceastd modificare este legatd preponderent de micsorarea

amplitudinii contractiei.



Introducerea acetilcolinei pe fundalul inhibatorului tripsinei atestd cad amplitudinea nu
denota o modificare statistic semnificativa, doar o mica tendintd de micsorare pe cand frecventa
contractiei scade de la 6 la 1 cont/min fata de lotul martor. Durata contractiei se mareste fata de
martor (de la 7 pana la 22,55) de 3 ori. Intensitatea functionarii structurilor denotd o micsorare
esentiald de 7,2 ori (de la 206 mg/mgxmin pand la 29 mg/mgxmin), bazata preponderent de
micsorarea substantiala a frecventei (tab 3.30).

Heparina este un stabilizator puternic al mastocitelor, fiind concomitent un antagonist al
receptorilor inozitol trifosfat (riPs) din membrana reticolului sarcoplasmatic.

Din tabeld 3.30 se evidentiaza ca heparina provoaca micsorarea amplitudinii contractiilor
spontane in valori nesemnificative, frecventa stationeaza. Durata totala a contractiei se modifica
esential, In schimb IFS se micsoreazad de la (206 pana la 113 mg/mgxmin) de 1,8 ori.

Rispunsurile la acetilcolini in prezenta heparinei (104 M; 250 M/anti-Xa) fatd de lotul
martor nu prezintd modificari. Frecventa contractiilor este micsorata substantial (de la 6 panala 1
cont/min). Durata totald a contractiei se mareste aproape de 5 ori (de la 7 pana la 335) fata de
martor. Valoarea IFS se micsoreaza de 5,3 ori (de 1a 206 la 39 mg/mgxmin), este legata de scaderea
considerabild a frecventei.

Raspunsul la acetilcolind in prezenta inhibitorului tripsinei fatd de inhibitorul tripsin solitar
denota urmatoarele modificari: cresterea amplitudinii contractiei de la (13,1 pana la 27,9 mg/mg)
circa de 2 ori; frecventa scade esential de la 6,5 pana la 1 cont/min; durata contractiei se mareste
de 5 ori (de la 4,5 panad la 22,5); intensitatea functiondrii structurilor se micsoreaza de 3,3 ori (de
la 96 pana la 29 mg/mgxmin).

Rispunsul la acetilcolind in prezenta heparinei (10* M; 250 M/anti-X) (tab.6) fati de
heparina solitara creste, atinge aproape valorile raspunsului preparatelor din lotul martor, ceea ce
indica absenta atacarii compartimentului non-contractil. Frecventa se micsoreaza de la 6 pana la 1
cont/min. Durata contractiei acetilcolinei pe acelasi fundal de heparind semnifica o crestere de 3,6
ori (de 1a 9 pana la 33 sec). Intensitatea functionarii structurilor se micsoreaza aproape de 3 ori (de
la 113 panad la 39 mg/mgxmin) (tab 3.30). Aceste schimbari denota ca proteazele serinice cand se
elibereaza din mastocite, determind o modificare a contractilitatii.

Raspunsul venei porte la actiunea diferitor concentratii de tripsina si carbacol

Actiunea unei concentratii joase de tripsind (10 nM) a determinat o marire a amplitudinii a
venel porte cu 19%, suprafetei de contractie cu 14% si timpului total al contractiei cu 33%
comparativ cu stabilizarea. Aceasta crestere a timpului total al contractiei este conditionata

transant pe seama timpului relaxarii (+71%), durata contractiei propriu zise ramanand stabila. De



asemenea modificdri verosimile statistic determinate nu se observd in cazul frecventei si

intensitatii functionarii structurilor (tabelul 3.31).

Tabelul 3.31 Contractilitatea venei porte izolate la actiunea diferitor concentratii

de tripsina, (media = DS)

Lot Stabilizare Tripsina Tripsina Tripsina
(n=10) 10,0 nM 21,0 nM 42,0 nM

Indici (n=10) (n=10) (n=10)
Amplitudinea, 35,1+2,1 41,8+2,4% 32,9+4,7 23,442,1%
mg/mg
Frecventa, con/min 6,0+0,4 5,0+£0.,4 4,5+0,5% 3,5+0,5%*
Suprafata, mm?min 987+23 1121427* 1059,5+36* 689+24*
IFS, mg/mgxmin 209,765 206,8£11,6 146,2+£12%* 81,3+9,3*
Timpul total al 5,7+0,7 7,6£0,5% 9,8+0,6* 12,7+0,8*
contractiei, sec
Timpul contractiei, 2,840,3 2,840,5 3,6£0,5 5,0+0,01*
Sec
Timpul relaxarii, sec 2,8+0,3 4,8+0,9 * 6,2+0,6* 7,8+0,7%*

Nota: * - p>0,05

Majorarea in continuare a dozei de tripsina de 2 ori (21,0 nM), este insotita de revenirea
amplitudinii contractiei in limitele erorii statistic admise in raport cu stabilizarea fara de tripsina,
concomitent este crescutd suprafata contractiei cu o valoare ceva mai mica (+7%) decat doza
initiala de tripsina in raport cu aceeasi stabilizare. In continuare creste timpul total al contractiei
(+41%). In acelasi timp se remarca reducerea frecventii contractiei cu 25%. Valoarea IFS de
asemenea scade (-30%), fara echivoc pe seama scaderii frecventei.

Doza finala de tripsina (42,0 nM), care este totodatd si doza de lucru, provoaca deja o
scadere substantiala a indicilor contractiei venei porta in raport cu stabilizarea, cu exceptia
parametrilor de timp: amplitudinea contractiei (-33%), frecventa (-42%), suprafata (-30%),
intensitatea functionarii structurilor (-61%) (tab. 3.31). Concomitent cresc parametrii de timp: cel
mai mult creste timpul relaxarii (de 2,8 ori ), timpul total al contractiei se mareste de 2,2 ori, iar
timpul fazei de contractie propriu zise se majoreaza cu 79%.

Asadar, per ansamblu este de mentionat amplitudinea maxima a tripsinei In concentratia
micd a tripsinei (10 nM) si declinul ei odata cu cresterea concentratiei pand al 21 si 42 nM
(fig.A1.28 din Anexa 1). Frecventa contractiilor venei porte izolate a avut o tendinta similara,
astfel ca cei doi parametri care deriva, suprafata contractiilor si intensitatea functionarii structurilor
de asemenea au excelat prin valoarea lor maxima la concentratia tripsinei de 10 nM cu decrementul
la cresterea concentratiei cationului (figurile A1.29-A1.31 din Anexa 1). Timpul total de

contractie, cat si derivatele iminente, timpul de contractie si relaxare, au avut o dinamicad opusa



frecventei contractiei venei porte izolate (figurile A1.32 — A.134 din Anexa 1). Valorile acestor
indici s-au decelat minime la concentratia calciului de 10 nM si maxime la concentratia cationului
de 42 nM.

Actiunea carbacolului asupra contractilitatii muschiului neted vascular este similara
tripsinei. Concentratia joasda de carbacol (1uM) induce cresterea indicilor asa ca a: amplitudinii
contractiei (+26%), suprafetei contractiilor (+89%), si in deosebi mai evidentiata, a timpului total
al contractiei, care creste de 3 ori, predilect pe contul timpului relaxarii, care se mareste de 5 ori.
Frecventa contractiei cat si Intensitatea functionarii structurilor se micsoreaza evident cu 48% si,
respectiv, 34% (tab. 3.32).

Tabelul 3.32. Actiunea carbacolului in diferite concentratii asupra contractilitatii

venei porte izolate, (media + DS)

Lot Stabilizare Carbacol Carbacol Carbacol
(n=12) 1 pnM 100 pM 1 mM

Indici (n=12) (n=12) (n=12)
Amplitudinea, 344434 43,243,6* 30,3+3,3 20,54+2,3%*
mg/mg
Frecventa, 6+0,4 3,1+0,4* 3,1+£0,3* 2,3+0,5%*
con/min
Suprafata, 985,4+33,8 1864,4+137* 1371£77* 795+19,3*
mm?2/min
IFS, mg/mgxmin 207+£20 137+£20% 92,7+7,8* 46+8,8%*
Timpul total al 6,1+0,5 18,9+1%* 16,4+0,9* 11,44+0,8*
contractiei, sec
Timpul 3+0,2 3,6+0,8 3,3+0,6 5,6+0,4%
contractiei, sec
Timpul relaxirii, 3+0,2 15,3+0,8* 12,9+0,8* 5,6+0,4%*
sec

Nota: * - p>0,05 vs stabilizare

Ulterior la marirea concentratiei de carbacol (100 uM), forta de contractie (amplitudinea)
revine la nivelul initial, comparativ cu stabilizarea, frecventa contractiei ramane scdzuta fata de
nivelul initial (-48%), de altfel in aceeasi masura ca si doza anterioara. Suprafata contractiilor este
maritd cu 40%, mai putin ca in prima doza, de asemenea ramane crescut timpul total al contractiilor
(de 2,7 ori marit fata de stabilizare), nemijlocit pe seama timpului relaxarii, care este crescut de
4.3 ori. Intensitatea functionarii structurilor este micsoratd ceva mai mult ca prima doza de
carbacol (- 54%).

Carbacolul in dozd maximalad (1 mM) provoaca micsorarea considerabild a amplitudinii
contractiilor cu 40%, IFS-ul cu 78% si suprafata contractiilor cu 19%, comparativ cu stabilizarea
in acelasii timp, timpul total al contractiei fiind marit fatd de nivelul initial cu 87%, mai putin ca

primele 2 doze. In egald masura sunt marite timpul contractiei si timpul relaxarii (+86%).



Astfel, compararea dinamicii contractilitatii venei porte la actiunea concentratiilor
crescande de carbacol aduce la apel o similitudine notabila cu dinamica acestora la actiunea
tripsinei in concentratii crescande: valoarea maxima a amplitudinii si frecventei contractiei, cat si
a derivatelor inerente (suprafata contractiei si IFC) la concentratia minimala (1 pM) cu panta de
decrement pana la concentratia maximd de 1 mM (figurile A.135-A1.38 in Anexal). Totodata,
timpul total de contractie, timpul fazei de contractie si de relaxare demonstreaza pe palierul
cresterii concentratiei carbacolului o ascensiune inteligibila (figurile A1.39-A1.41 in Anexa 1).

Actiunea carbacolului in concentratia de (1 pM) asupra venei porte izolate pretratatd cu
tripsind (42 nM), a provocat scaderea contractiilor prin diminuarea majoritatii indicilor contractiei
(tab. 3.33). Astfel, amplitudinea contractiei s-a redus 43%, suprafata contractiei cu 43%, frecventa
contractiilor cu 62% si intensitatea functionarii structurilor cu 79. Totodatd timpul total al
contractiei s-a marit de 3,2 ori, in egala masurd atat pe baza timpului contractiei, cat si pe baza
timpului relaxarii (tabelul 3.33).

Tabelul 3.33. Actiunea carbacolului asupra contractilitatii venei porta izolate in prezenta

tripsinei, (media = DS)

Lot Stabilizare (n=10) Tripsina Carbacol pe fundalul
42,0 nM tripsinei
Indici (n=10) 1 pM
(n=10)
Amplitudinea, mg/mg 35,1+2,1 23,442, 1% 19,4+1,3*
Frecventa, con/min 6,0+£0,4 3,5+0,5* 2,3+0,5%*
Suprafata, mm?min 987+23 689+24% 564,5+53,4%
IFS, mg/mgxmin 209,7+65 81,3+9,3* 44,547, 7*
Timpul total al 5,7+0,7 12,7+0,8* 18,4+0,7*
contractiei, sec
Timpul contractiei, sec 2,84+0,3 5,0+£0,01* 9,1+0,5%
Timpul relaxarii, sec 2,840,3 7,8+0,7* 9,3+0,4*

Nota: * - p>0,05 vs stabilizare

3.7. Actiunea tripsinei asupra venei porte izolate cu endoteliu denudat

Contractilitatea venei porte in prezenta si absenta oxidului nitric cu endoteliu denudat
in conditii de tripsind in Vitro

Studiindu-se contractilitatea venei porte in prezenta si absenta oxidului nitric (NO) cu
endoteliu denudat sau cercetat urmatoarele loturi: lotul martor ( lotul control cu endoteliu intact);
lotul tripsina in vitro (cu endoteliu intact); lotul acid colic (lotul martor cu endoteliu denudat); lotul

tripsina in vitro + acid colic (lotul tripsina cu endoteliu denudat).



Tabelul 3.34. Actiunea tripsinei asupra amplitudinii contractiei (mg/mg) venei porte izolate

cu sau fara endoteliu, precum si in prezenta sau absenta NO (media + DS)

Lotul Stabilizarea + NO -NO
Martor o °
(n=11) 34,8+ 3,99 28,65 +2,19 35,4+5,73

Tripsina in vitro falale HoAk o okok e O

(n=10) 2431 +2,73 15,73 + 3,71 11,72+ 2,6

A A **k* **x

A‘i'r?:%‘;"c 2435£2,15 25,7+7,72 22,61+738
A A AA
*** *kk **x
Tripsina + acid colic 12,83 £2,16 11,63 £2,91 10,94 + 2,81
(n=9) AAA A
HER HER | | |

Nota: * - fata de lotul martor; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

A - fatd de lotul tripsind; A - p<0,05; A A -p<0,01; A A A - p<0,001,

m - fata de lotul acid colic; m - p<0,05; mm - p<0,01; mmm - p<0,001,

o - 1n interiorul lotului fata de lotul martor- p<0,05 ;

e - in interiorul lotului fatd de lotul + NO - p<0,05;

Amplitudinea contractiei venei porte izolate comparate intre loturi semnificd modificari
notabile (tabelul 3.34):

In solutiile stabilizatorii, in lotul cu tripsina in vitro cu endoteliu intact fata de lotul martor
cu endoteliu intact acest indice se micsoreazd cu 30%. De asemenea in lotul cu denudarea
endoteliului (acid colic) se remarca acelasi decalaj (-30%), fata de lotul martor cu endoteliu intact.
Acelasi indice se micsoreazd mai evident, cu 61%, in lotul combinarii tripsinei cu endoteliu
denudat (lotul tripsind + acid colic). Deci, combinarea acestor 2 factori si mai mult micsoreaza
indicele, decat influenta separatd. Intre lotul tripsina in vitro si lotul acid colic (denudarea
endoteliului) nu este o deosebire statistic semnificativa a amplitudinii, pe cand in lotul cu
combinarea tripsinei si denudarea endoteliului (tripsind + acid colic) indicele se micsoreaza fata
de lotul tripsind in vitro cu 48 %. Aceeasi combinatie a tripsinei cu endoteliu denudat indica o
scadere identica cu 48% si fata de lotul cu denudarea solitara (fig. A2.1 in Anexa 2).

In timpul eliberarii oxidului nitric (+NO) se constati o micsorare a amplitudinii contractiei
cu 45% 1n lotul cu tripsina in vitro cu endoteliu intact fatd de lotul martor cu endoteliu intact. Pe
cand in cazul lotului martor cu endoteliu denudat nu este o deosebire statistic semnificativa
compatativ cu lotul martor cu endoteliu intact. Combinarea tripsinei cu denudarea endoteliului
(tripsina + acid colic) certificd o scadere evidentd de 2.7 ori a indicelui fatd de lotul martor cu

endoteliu intact (-60%).



Amplitudinea contractiei lotului martor cu denudarea endoteliului este crescutd cu 63%
comparativ cu lotul tripsina in vitro cu endoteliu intact. Tripsina pe fundalul denudarii micsoreaza
acest indice cu 26% fata de influenta separata a tripsinei, si mai mult scade amplitudinea (-55%)
comparativ cu lotul cu denudarea separata (lotul acid colic) (fig. A2.1 in Anexa 2).

In timpul stoparii eliberarii oxidului nitric (-NO) amplitudinea contractiei scade in lotul cu
tripsind in vitro cu endoteliu intact fatd de lotul martor cu endoteliu intact de 3 ori (-67%). In lotul
martor cu endoteliu denudat (lotul acid colic) acest indice 36% in raport cu acelasi lot martor cu
endoteliu intact, pe cand comparativ cu lotul tripsind in vitro, din contra este crescut cu 93%. In
timpul aceleasi stopari de eliberare a NO in lotul tripsind cu denudarea endoteliului (lotul tripsina
+ acid colic), amplitudenea contractiei descreste de 3,2 ori (-70%) comparativ cu lotul martor cu
endoteliu intact si de 2 ori comparativ cu denudarea separata (-52%). Pe cand 1n raport cu influenta
separata a tripsinei cu endoteliu intact (lotul tripsina in vitro) deosebiri statistic semnificative nu
se constati. In interiorul fiecdrui lot in parte, in timpul eliberdrii si stoparii NO, comparativ cu
stabilizare, amplitudinea contractiei semnifica urmatoarele (fig. A2.1 in Anexa 2):

In lotul martor in timpul eliberarii oxidului nitric (+NO) se micsoreaza amplitudinea cu
18%. Ulterior in timpul stoparii oxidului nitric(- NO) nu se remarcd schimbari statistic
semnificative, fatd de solutia initiald (stabilizare). Pe cand intre aceste doua stari, (eliberarea si
blocarea NO) exista un decalaj de 24%, in sensul maririi amplitudinii la stopare eliberarii NO
comparativ cu eliberarea NO.

In interiorul lotului tripsina in vitro cu endoteliu intact (tripsina in vitro), eliberarea de NO
provoaca reducerea indicelui cu 35%, comparativ cu solutia stabilizatoare. Ulterior la stoparea
eliberdrii de NO acelasi indice iarasi scade fata de solutia stabilizatoare insa cu un decalaj de 52%.
Amplitudinea contractiei la stoparea eliberarii de NO este micsoratd cu 25% comparativ cu acelasi
indice In momentul eliberarii de NO.

In interiorul lotului martor cu denudarea endoteliului (lotul acid colic) nu se remarca nici
o deosebire statistic semnificativa atat la eliberarea cat si la stoparea eliberarii de NO, de asemenea
nu exista variatie nici intre aceste doud stiri. In interiorul lotului cu combinarea tripsinei cu
denudarea endoteliului (lotul tripsind + acid colic) de asemenea nu se constata schimbari statistic
semnificative atat fata de stabilizare, cat si comparativ intre ele (eliberarea de NO fata de blocarea
eliberdrii de NO). Frecventa contractiei in conditii de eliberare si blocare a NO atestd de asemenea

schimbari importante (tabelul 3.35).



Tabelul 3.35. Frecventa contractiei (cont/min) venei porte izolate cu sau fira endoteliu, in

prezenta si absenta NO (media = DS)

Lotul Stabilizarea + NO -NO
Martor o o
(n=11) 6,2+0,42 7,5 +0,85 7,2 +£0,42

Tripsina in vitro falell folakel o *oHE °

(n=10) 3,4+0,52 2,6+0,52 3,1+0,57

. ) ** °

AC(':_‘;‘;"C 7,38 + 0,92 6,88 + 0,64 7.63+1,19
B AA AAA AAA
*kx *** **kx
Tripsina + acid colic 4,5+0,53 4,63 +0,52 4,63 +£0,52
(n=9) AAA AAA AAA
HER HEN [ | 1]

Nota: * - fata de lotul martor; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

A - fatd de lotul tripsind; A - p<0,05; A A -p<0,01; A A A - p<0,001,

m - fatd de lotul acid colic; m - p<0,05; mm - p<0,01; mmm - p<0,001;

o - 1n interiorul lotului fata de lotul martor - p<0,05;

e - 1n interiorul lotului fata de lotul + NO - p<0,05.

In conditiile stabilizarii se certifici o micsorare a frecventei cu 45% a lotului tripsina in
vitro cu endoteliu intact comparativ cu lotul martor cu endoteliu intact. Pe cand in lotul martor cu
denudarea endoteliului (lotul acid colic), din contra, acest indice se mareste cu 19% in raport cu
acelasi lot martor cu endoteliu intact. La combinarea tripsinei cu denudarea endoteliului de
asemenea se constati o scadere care are o cotd de 27% . In lotul martor cu denudarea endoteliului
(lotul acid colic) comparativ cu influenta solitara a tripsinei (lotul tripsina in vitro), frecventa creste
de 2.2 ori. Combinarea tripsinei cu denudarea endoteliului (lotul tripsina+ acid colic)
comparativ cu lotul tripsind cu endoteliu intact indicd o frecventa marita cu 32%, pe cand
in lotul cu denudare solitara indicele scade cu 39% (fig. A2.2 in Anexa 2).

In conditii de eliberare a oxidului nitric (+NO), in lotul tripsind cu endoteliu intact (lotul
tripsind in vitro) acest indice scade aproape de 3 ori comparativ cu lotul martor cu endoteliu intact.
In aceeasi conditie de eliberare a NO lotul cu endoteliu denudat (lotul acid colic) posedi o
frecventd ce nu se deosebeste statistic semnificativ in comparatie cu lotul cu lotul martor cu
endoteliu intact, pe cand comparativ cu lotul tripsind cu endoteliu intact frecventa contractiei este
marita de 2,6 ori. In lotul combindrii tripsinei cu denudarea endoteliului desi frecventa contractiei
se micsoreazd cu 39 % comparativ cu lotul cu endoteliu intact, comparativ cu lotul cu denudare
(lotul acid colic) descreste mai putin (-33%), iar comparativ cu actiunea separata a tripsinei fara

denudare (lotul acid colic) din contra este crescutd de 1,8 ori (+70%) (fig. A2.2 in Anexa 2).



In conditii de blocare a oxidului nitric se remarca o scidere a indicelui in lotul tripsina cu
endoteliu intact in comparatie cu lotul martor cu endoteliu intact de 2.3 ori (57%). in lotul cu
denudarea endoteliului (lotul acid colic) nu se observa o diferenta statistic semnificativa, fatd de
lotul martor cu endoteliu intact, in schimb in comparatie cu lotul tripsind cu endoteliu intact
frecventa creste de 2.4 ori. Combinarea tripsinei cu denudarea endoteliului prezintd un indice
micsorat cu 36% fata de lotul martor cu endoteliu intact, de asemenea micsorat cu 39% fata de
lotul martor cu denudarea endoteliului (lotul acid colic), si din contra crescut cu 49% fata de lotul
tripsind cu endoteliu intact.

In interiorul fiecarui lot in conditii de eliberare si blocare a NO se constati modificari
caracteristice ale frecventei comparativ cu nivelul de stabilizare (fig. A2.2 in Anexa 2).

In lotul martor cu endoteliu intact frecventa creste cu 21% in conditii de eliberare a oxidului
nitric (+NO), pe cand in conditii de blocare a eliberarii oxidului nitric (-NO) se remarca o majorare
cu 16% fata de starea initiala stabilizatoare.

In interiorul lotului tripsind in vitro fata de solutia initiald se observi o micsorare a
indicelui cu 24% 1in conditii de eliberare a NO, pe cand in conditii de blocare a eliberarii NO nu
se constatd schimbari statistic semnificative a frecventei contractiei, fatd de starea stabilizatoare,
dar in comparatie cu starea de eliberare de NO, stoparea eliberarii oxidului nitric mareste indicile
cu 19%. In interiorul lotului martor cu denudarea endoteliului nu se remarca modificari statistic
semnificative nici in conditii de eliberare a NO nici in conditiile blocarii respectivei substante.

Intensitatea functiondrii structurilor atesta urmatoarele schimbari (tab. 3.36). In conditiile
stabilizarii intensitatea functionarii structurilor se micsoreaza in lotul tripsina in vitro cu endoteliu
intact fatd de lotul martor cu endoteliu intact cu 62%, si mai putin semnificativa(-17%) este aceeasi
micsorare pentru lotul cu denudarea solitara (lotul acid colic) fata de acelasi lot martor. Totusi n
lotul cu denudare acest indice creste de 2.2 ori fata de lotul tripsina in vitro. Combinarea tripsinei
cu denudarea endoteliului este caracterizatd cu prezenta unui IFS micsorat cu 74% (de 3,8 ori) fata
de lotul martor cu endoteliu intact, de asemenea scdzut dar cu 69% (de 3,1 or1 ) fata lotul martor
cu denudarea endoteliului, iar fata de lotul tripsina cu endoteliu intact descresterea este ceva mai
micd, doar cu 32%, comparativ cu decalajul fatd de celelalte 2 loturi. Eliberarea de oxid nitric
(+NO) prezinta intensitatea functionarii structurilor de 5,3 ori mai mic in lotul tripsind in vitro in
comparatie cu lotul martor cu endoteliu intact. In aceeasi situatie de eliberare a NO IFS-ul lotului
cu denudarea solitara a endoteliului (lotul acid colic) nu evedentiazd shimbari statistic

semnificative.



Tabelul 3.36 Intensitatea functionirii structurilor(mg/mg*min ) a venei porte izolate cu sau

fara endoteliu si in prezenta sau absenta NO (media £+ DS)

Lotul Stabilizarea + NO -NO
Martor o e
(n=11) 214.8+ 18,0 210,5 + 39,13 257,0 + 35,53

Tripsina in vitro falale *oxk o ¥EK 0 @

(n=10) 82,62+ 16,0 39.42+5.1 35,5+ 3,09

A A *kk * Xk

Ac('r?_%‘;"c 178,13 + 8,63 178,13 + 39,84 166,0 = 32,07
= AAA AAA AAA
*kk *k*k *k*k
Tripsini + acid colic 56,8 + 4,64 52,89 49,77 49,8 +9.98
(n=9) AAA AAA AAA
| 1 1 HER | 1 ]|

Nota: * - fata de lotul martor; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

A - fata de lotul tripsind; A - p<0,05; A A - p<0,01; A A A -p<0,001,

m - fata de lotul acid colic; m - p<0,05; mm - p<0,01; mmm - p<0,001,

o - in interiorul lotului fata de lotul martor- p<0,05;

e - in interiorul lotului fatd de lotul + NO- p<0,05;

Acelasi lot cu denudarea endoteliului sporeste de 4,5 ori in comparatie cu lotul tripsina in
vitro cu endoteliu intact. Combinarea tripsinei cu denudarea endoteliului (lotul tripsind + acid
colic) poseda intensitatea functionarii structurilor aproape de 4 ori mai mica decat in lotul martor
cu endoteliu intact. In comparatie cu lotul martor cu endoteliu denudat, aceeasi combinare a
tripsinei cu denudarea prezintd un indice de 3,4 ori mai redus. Altfel este situatia comparativ cu
lotul tripsind endoteliu intact unde valoarea IFS a lotului propriu combinarii tripsinei cu denudarea
endoteliului creste cu 34%.

In conditiile stoparii de NO se observi o scidere substantiala circa de 7,2 ori a indicelui
in lotul tripsind in vitro comparativ cu lotul martor cu endoteliu intact, iar in lotul cu denudare
(lotul acid colic) se remarca o micsorare cu 32 % fati de lotul martor. In schimb lotul cu denudare
fata de lotul tripsind in vitro IFS-ul semnaleaza o descrestere de 4,7 ori. Combinarea acestor 2
factori (tripsina si denudare) induce o scadere a indicelui de 5 ori (-80%) fata de lotul martor cu
endoteliu intact, de 3,3 ori (-70%) fata de lotul cu denudare solitara (lotul acid colic), si din contra
o madrire a intensitatii functionarii structurilor fata de lotul tripsina.

In interiorul lotului control eliberarea oxidului nitric (+NO) nu prezinta schimbari statistic

semnificative, pe cand blocarea de oxid nitric prezintd o crestere a indicelui cu 20% comparativ



cu solutia stabilizatoare (fig. A2.3 in Anexa2). Conditia de blocare a NO semnificd de asemenea
o crestere de 20% a indicelui si fatd de conditia de eliberare a NO.

In interiorul lotului tripsind in vitro se remarci o scadere a IFS-lui de 52% la eliberarea
oxidului nitric si asemenea scadere dar de 57% la blocarea NO. De asemenea se observa o scadere
a indicelui in stare de blocare a NO fata de starea de eliberare a NO cu 10%.

In interiorul lotului cu denudare separati fatd de starea de stabilizare nu se semnifica
schimbari semnificative statistic semnificative a IFS-lui nici la eliberarea nici la blocarea de NO.
De aseminea nu sunt remarcabile schimbari a intensitatii functionarii structurilor nici intre aceste
2 stari (eliberare si blocare de NO).

In interiorul lotului cu combinarea tripsinei cu denudare (lotul tripsin+acid colic) la fel ca
in cazul lotului cu denudare solitara nu se remarca schimbari nici la eliberarea nici la blocarea NO,
fata de starea stabilizatoare, si nici intre ele.

Suprafata contractiei venei porte izolate atestd schimbari indispensabile de fezabilitatea
endoteliului si a NO (tab. 3.37):

Tabelul 3.37. Suprafata contractiei (mm?/min) venei porte izolate cu sau firi endoteliu si in

prezenta sau absenta NO (media = DS)

Lotul Stabilizarea + NO -NO
Martor
(n=11) 922.4 + 89,0 949.9 + 81,0 0833 + 48,1
Tripsina in vitro el *oxk o ¥EE o 9
(n=10) 672.9 + 403 575.4+26.7 452.0 +263
A A *k*k *k*k *k*k
Ac('r?_%‘;"c 663.8+71.8 653.4+ 63.8 6693 + 52.8
= A A
*k*k *k*k *k*k
Tripsini + acid colic 5023 + 24,0 516,6+ 49,5 518.8+51,0
(n=9) AAA AA AA
| 11 HER HEN

Nota: * - fata de lotul martor; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

A - fatd de lotul tripsind; A - p<0,05; A A -p<0,01; A A A -p<0,001,;

m - fatd de lotul acid colic; m - p<0,05; mm - p<0,01; mmm - p<0,001;

o - in interiorul lotului fata de lotul martor- p<0,05;

e - in interiorul lotului fata de lotul + NO - p<0,05;

In lotul tripsina in vitro in starea de stabilizare suprafata contractiei suprafata scade cu 27%
fatd de lotul martor. Aceeasi legitate este proprie si lotului cu denudare (-28%). Deosebiri statistic
semnificative intre lotul cu tripsind in vitro si lotul cu acid colic nu se constatd. In lotul

tripsind+acid colic se observa o scadere a suprafetei fata de lotul martor cu 46%. De asemenea se



micsoreaza indicele si fatd de lotul tripsina in vitro si fatd de lotul cu denudare, accentuand ca
decalajul comparativ cu aceste 2 loturi este aproape in egald masura: fata de lotul tripsina in vitro
scade cu 24%, iar fatd de lotul cu denudare (lotul acid colic) — cu 25%.

In conditiile de eliberare a oxidului nitric suprafata contractiei suportd modificari
importante. Astfel, in lotul cu tripsina in vitro suprafata contractiei se micsoreaza semnificativ cu
40% 1in situatia de eliberare a oxidului nitric, comparativ cu aceeasi stare in lotul martor. De
asemenea scaderea acestui indice este proprie si lotului cu denudare (-31%), doar ca la actiunea
acidului colic suprafata este crescuta cu 13% fata de lotul tripsina in vitro. La combinarea acestor
2 factori (tripsind+acid colic) se distinge o scadere a suprafetei comparativ cu celelalte loturi cu
diferit grad de diversificare in descendenta: fata de lotul martor cu 40%, fata de tripsina in vitro cu
21%, fata de lotul acid colic cu 10%.

In conditiile de blocare a oxidului nitric (-NO) se atesti propensiunea de reducere a
suprafetei de contractie in toate 3 loturi: in lotul tripsina in vitro cu 54% (de 2,2 ori), in lotul cu
denudare (lotul acid colic) cu 32%, in lotul combinarii acestor 2 factori ( tripsind+acid colic) cu
47%. Totusi, comparativ cu lotul tripsind in vitro, acest indice este crescut in lotul acid colic cu
48%. In lotul cu combinarea tripsinei cu denudare (lotul tripsina +acid colic), in situatia blocarii
de NO suprafata se micsoreaza si fata de lotul martor (-47%), dar si fatd de denudarea separata (-
22%). Insd, comparativ cu lotul cu actiunea separati a tripsinei indicele este crescut cu 15%.

In interiorul fiecarui lot in parte suprafata contractiei atesta schimbari ilustrate lapidar in
fig. A2.4 din Anexa 2. In interiorul lotului control eliberarea oxidului nitric induce o tendinta de
crestere a suprafetei comparativ cu starea de stabilizare, de asemenea blocarea NO semnifica
aceeasi tendintd de marire a indicelui fatd de stabilizare. Deosebiri semnificative statistic
semnificative a indicelui in starea de blocare a oxidului nitric fata de starea de eliberare a acestuia
nu se remarca. In interiorul lotului tripsina in vitro la eliberarea oxidului nitric (NO) se remarci o
micsorare a indicelui cu 15% fatd de starea de stabilizare. La blocarea NO se observd o micsorare
cu 33% comparativ cu stabilizarea, iar fata de starea de eliberare NO micsorarea este de 21%.

in interiorul lotului cu denudare (lotul acid colic) se constatd o micsorare a suprafetei de
contractie cu 31% la eliberarea NO comparativ cu stabilizarea. Blocarea NO induce o micsorare a
indicelui asemanatoare cu starea de eliberare (-32%). Bineinteles in asemenea caz deosebire
semnificativ statistice intre starea de eliberare si starea de blocare nu se remarca.

La combinarea tripsinei cu denudare (lotul tripsina+acid colic) nu se remarca schimbari
statistic semnificative nici la eliberarea, nici la blocarea NO. De asemenea, nu sunt schimbari

statistic semnificative intre starea de eliberare si blocare NO.



Timpul total de contractie (durata totald a contractiei) In contextul eliberarii si blocarii

oxidului nitric atestd urmatoarele schimbari (tab. 3.38).

Tabelul 3.38 Timpul total de contractie (sec) cu sau firi endoteliu si in prezenta sau

absenta NO, (media + DS)

Lotul Stabilizarea + NO -NO
Martor °
(n=11) 5,6 £0,7 5,3+0,48 6,2+0,63

Tripsina in vitro falekl falekal oAk o

(n=10) 12,2 £ 1,32 13,65+ 1,94 11,35+ 0,82

i . sksksk o sksksk o

AC(':_‘;‘;"C 6.19 + 0,92 6.81+1.0 75+0.6
B AAA AAA AAA
*** skkk o) e}
Tripsina + acid colic 7,5+0,53 6,56 £ 0,73 6,81 £0,53
(n=9) AAA AAA AA
| ] |

Nota: * - fata de lotul martor; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

A - fata de lotul tripsind; A - p<0,05; A A - p<0,01; A A A -p<0,001,

m - fata de lotul acid colic; m - p<0,05; mm - p<0,01; mmm - p<0,001,

o - in interiorul lotului fatd de lotul martor - p<0,05;

e - in interiorul lotului fatd de lotul + NO - p<0,05;

In conditiile stabilizarii timpul total de contractie se mareste circa de 2,2 ori in lotul tripsini
in vitro fata de lotul control, pe cand in lotul cu denudare (lotul acid colic) nu se observa schimbari
statistic semnificative comparativ cu acelasi lot control. Insd se remarcd o mdrire a indicelui in
lotul cu acid colic (denudare) in comparatie cu lotul cu actiune separata a tripsinei (lotul tripsina
in vitro). Combinarea acestor 2 factori (lotul tripsina+acid colic) induce o marire a timpului total
cu 34% fata de lotul control si cu 21% fata de lotul cu denudare (lotul acid colic). Din contra, fata
de lotul cu actiunea separata a tripsinei (tripsind in vitro) se distinge o scadere a indicelui cu 38%.

in conditiile eliberrii NO se constari o crestere a timpului total de contractie de 2,6 ori in
lotul cu actiunea separati a tripsinei (lotul tripsina in vitro) comparativ cu lotul control. In lotul cu
denudare fata de acelasi lot control se releva de asemenea o crestere a indicelui, Insd cu o cota cu
mult mai micd de 28%. Respectiv, In mod rezonabil, este logica si scaderea indicelui in lotul cu
denudare (lotul acid colic) fata de lotul tripsina in vitro.

In conditiile blocarii NO se observi o crestere a timpului total de contractie cu 83% in lotul
tripsind in vitro, si doar cu 21% in lotul cu denudare (lotul acid colic) comparativ cu lotul martor.
Totusi acest indice este micsorat in lotul cu denudare fata de lotul tripsina in vitro cu 44%.
Combinarea denudarii cu actiunea tripsinei (lotul tripsind+acid colic) nu releva schimbari statistic

semnificative a timpului total de contractie in comparatie cu lotul control (doar o tendinta de



crestere), totodata se observa o tendinta de crestere fata de lotul cu denudare separata, si invers o
micsorare sigura fata de lotul tripsina in vitro (-40%).

In interiorul fiecarui lot in parte schimbirile timpul total de contractie pot fi decelate in
(fig. A2.5 din Anexa 2). In interiorul lotului control la eliberarea oxidului nitric (+NO) nu se
semnificd schimbari statistic semnificative a timpului total de contractie comparativ cu
stabilizarea, la blocarea NO se observa o tendintd de crestere. Totusi acest indice este marit cu
20% la blocarea oxidului nitric decat starea de eliberare a NO.

In interiorul lotului tripsina in vitro de asemenea eliberarea NO nu releva schimbiri statistic
semnificative a timpului total de contractie comparativ cu starea stabilizatoare si nici blocarea NO
nu induce schimbari semnificative. Dar la blocarea NO indicele se micsoreaza cu 17% (in mod
invers ca in cazul lotului control unde blocarea induce cresterea fata de eliberarea NO).

In interiorul lotului cu denudare (lotul acid colic) la eliberarea oxidului nitric se constati o
crestere doar cu 10% a timpului total de contractie comparativ cu stabilizarea, si la blocarea NO
de asemenea creste, dar semnificativ, cu 21%.

In interiorul lotului cu combinarea acestor 2 factori (tripsin+denudare) denoti o tendinta
de micsorare (-13%) la eliberarea de NO, dar si la blocarea NO (-9%).

Timpul de contractie atesta urmatoarele schimbari privitor la starile de eliberare si de
blocare a oxidului nitric (tabelul 3.39).

Tabelul 3.39. Timpul fazei de contractie (sec) a venei porte izolate cu sau fara endoteliu si

in prezenta sau absenta NO, (media + DS)

Lotul Stabilizarea + NO -NO
Martor
(n=11) 284035 2,65+ 025 2.8+ 042
Tripsina in vitro ok oe
(n=10) 2,65+ 0,24 274063 5.6+ 1,17
Acid colic 2,69+ 037 275+ 0,53 2.63+ 035
(n=9) AAA
*
T“ps“‘?ntg)c‘d colic 25400 2.88 40,52 2,564 0,18
= AAA

Nota: * - fata de lotul martor; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;
A - fatd de lotul tripsind; A - p<0,05; A A - p<0,01; A A A -p<0,001,
m - fatad de lotul acid colic; m - p<0,05; mm - p<0,01; mmm - p<0,001;
o - in interiorul lotului fata de lotul martor - p<0,05;

e - in interiorul lotului fata de lotul + NO - p<0,05;



Timpul fazei de contractie, comparand loturile intre ele, aratd absenta schimbarilor statistic
semnificative a loturilor de cercetare fatd de control dar si in comparatie unul cu altul cu exceptia
lotului cu combinarea tripsinei cu denudare (tripsina+acid colic), unde se remarca o tendinta de
micsorare a acestui indice cu 11% fata de lotul control, iar fata de lotul tripsina in vitro si lotul
acid colic schimbari semnificative statistic semnificative nu se observa.

In conditiile de eliberare a NO de asemenea nu se remarca diferente statistic semnificative
a timpului fazei de contractie intre loturile de cercetare comparativ cu lotul control si de asemenea
nu se observa deosebiri statistice intre ele. Acest fenomen este caracteristic de aceastda data si
pentru ultimul lot (combinarea tripsinei cu denudare.

In conditiile de blocare a NO se remarci o crestere a timpului fazei de contractie de 2,1 ori
fatd de lotul control. Comparativ cu acelasi lot control acest indice nu semnifica schimbari
semnificativ statistice in lotul cu denudare. In schimb in lotul cu denudare timpul fazei de
contractie este micsorat de 2,1 ori fata de lotul tripsina in vitro.

In lotul cu combinarea tripsinei cu denudare (tripsind+acid colic) nu se constati deosebiri
semnificativ semnificative a timpului fazei de contractie cu loturile control si lotul cu denudare
(lotul acid colic). In schimb, fatd de actiunea solitara a tripsinei (lotul tripsina in vitro) se remarca
o micsorare de 2,2 ori (-54%).

Schimbarile indicelui in interiorul fiecarui lot sunt ilustrate in fig.A2.6 din Anexa 2.

In interiorul lotului control nu se remarcd schimbari semnificativ semnificative a timpului
fazei de contractie nici la eliberarea nici la blocarea NO fata de starea de stabilizare.

in interiorul lotului tripsind in vitro eliberarea NO nu induce o schimbare statistic
semnificativa a timpului fazei de contractie comparativ cu starea de stabilizare, insd blocarea NO
atesta o crestere de 2,1 ori fata de stabilizare, iar comparativ cu eliberarea NO — de circa de 2 ori.

In interiorul lotului cu denudare nu se remarca schimbari statistic semnificative a timpului
fazei de contractie nici la eliberarea nici la blocarea NO fatd de starea de stabilizare.

In interiorul lotului cu combinarea tripsinei cu denudare nu se remarca schimbari statistic
semnificative a timpului fazei de contractie la eliberarea oxidului nitric (NO), nici la eliberarea
sau blocarea NO. Asadar, remarcam schimbari doar in interiorul lotului tripsina in vitro.

Durata relaxarii contractiei in contextual eliberdrii si blocadrii NO comparativ cu lotul

control dar si in comparatie loturile experimentale intre ele atestd urmatoarele schimbari (tab. 3.40)



Tabelul 3.40. Timpul fazei de relaxare (sec) a venei porte izolate cu sau fara endoteliu si in

prezenta sau absenta NO, (media + DS)

Lotul Stabilizarea + NO -NO
Martor oe
(n=11) 2,8+0,35 2,65+£0,24 3,4+0,52

Tripsina in vitro falel falekal *oHE ce
(n=10) 9,65 + 1,43 10,75 + 2,4 5,65+ 1,06
A A *%* **k%*
Ac('r?_%‘;"c 3,5+0,87 4,06+ 0,78 481407
- AAA AAA
*kk * % o *3k oe
Tripsina + acid colic 5,0+£0,53 3,69 +0,84 4,25+0,53
(n=9) AAA AAA AA
[ ] |

Nota: * - fata de lotul martor; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

A - fatd de lotul tripsind; A - p<0,05; A A -p<0,01; A A A - p<0,001,

m - fatad de lotul acid colic; m - p<0,05; mm - p<0,01; mmm - p<0,001;

o - 1n interiorul lotului fata de lotul martor- p<0,05;

e - in interiorul lotului fata de lotul + NO- p<0,05;

In lotul tripsina in vitro durata relaxirii este de 3,4 ori mai mare fata de lotul control in
starile de stabilizare. De asemenea la stabilizare acest indice nu semnificd schimbari statistic
semnificative a lotului cu denudare (lotul acid colic) fata de lotul control, in schimb durata relaxarii
a lotului acid colic este de 2,8 ori mai mare decat in lotul cu actiunea solitara a tripsinei (actiunea
tripsind in vitro).

La eliberarea oxidului nitric durata relaxarii este de circa 4 ori mai mare decat in lotul
control. Fata de acelasi lot control acest indice este cu 53% mai mare fata de lotul control si de 2.7
ori mai mic (-62%) decat in lotul tripsina in vitro. Combinarea acestor doi factori (tripsina + acid
colic) semnificd o crestere a duratei de relaxare cu 39% fatd de lotul control, o micsorare cu 66%
(aproximativ 3 ori) fatd de lotul cu actiunea solitara a tripsinei si nici o schimbare statistic
semnificativa fatd de lotul cu denudare solitard(lotul acid colic). La blocarea NO se remarcd o
crestere cu 66% a duratei de relaxare in lotul tripsina in vitro comparativ cu lotul control. Lotul cu
denudare (lotul acid colic), semnaleaza de asemenea o crestere a indicelui fata de lotul control
insd, Intr-o proportie mai mica(+41%,).

Combinarea tripsinei cu denudare (lotul tripsina+acid colic) indica o crestere a duratei de
relaxare cu 25% fatd de lotul control, in acelasi timp arata o micsorare cu 25% fata de lotul tripsind
in vitro. Schimbari semnificative ale indicelui inerente combinari de doi factori, cu actiunea

solitara a denudarii schimbari semnificativ semnificative nu se constata.



Schimbarile indicelui in interiorul fiecarui sunt prezentate grafic in fig.A2.7 din Anexa 2.

In interiorul lotului control fati de starea de stabilizare la eliberarea oxidului nitric (NO)
schimbari semnificative a duratei de relaxare nu se remarca, in schimb la blocarea NO se observa
o crestere cu 21% fata de starea de stabilizare si cu 28% fatd de starea de eliberare NO.

In interiorul lotului cu tripsina in vitro de asemenea nu se remarci schimbari statistic
semnificative a duratei de relaxare la eliberarea NO, fatd de starea de stabilizare, pe cand la
blocarea NO acest indice scade veritabil cu 41%. Totodata se observa o micsorare a indicelui in
starea de blocare fata de starea de stabilizare cu 47%.

In interiorul lotului acid colic nu se remarca schimbri semnificativ statistic semnificative
nici la eliberarea nici la blocarea NO comparativ cu starea de stabilizare si nici intre aceste doua
stari aparte (eliberare si blocare NO) nu observdm deosebiri statistic semnificative.

In interiorul lotului cu combinarea tripsinei cu denudare la eliberarea NO se remarci o
micsorare a duratei de relaxare cu 26% fata de starea de stabilizare si o scddere cu 15% la blocarea
NO. Aceeasi blocare de NO induce o crestere a indicelui cu 15% fata de starea de eliberare NO.

Contractilitatea venei porte in prezenta sau absenta endoteliului in conditii de actiune
in Vitro a tripsind in diferite concentratii ale ionilor de Ca

Rezultatele studiului atesta ca in lotul cu tripsina pe fundalul endoteliului intact, cat si in
lotul martor cu denudarea endoteliului amplitudinea contractiei scade cu circa 32-33% (de la 35,5
pana la 24 mg/mg in lotul tripsind cu endoteliul intact si pana la 23,7 in lotul martor cu denudarea
endoteliului) (tabelul 3.41).

Combinarea tripsinei cu denudarea endoteliului reduce esential acest indice cu 61%.
Micsorarea concentratiei ionilor de Ca in solutia de perfuzie de la 2,5 mM la 1,25 mM duce la
reducerea amplitudinii contractiei, fata de lotul martor, in loturile tripsina cu endoteliul intact si in
cazul de combinare a tripsinei cu denudarea endoteliului cu circa 37-40%. Dimpotriva, in lotul cu
denudarea solitara, la aceeasi concentratiei a ionilor de Ca, se remarcd o crestere cu 32%. La
concentratiile majore de Ca (7,5 mM si 10 mM) se observa o scddere in toate 3 loturi fata de lotul
martor cu endoteliul intact:

- inlotul tripsina cu endoteliul intact — cu 55-58%;

- in lotul cu denudarea solitard(lotul acid colic) — cu 69-71%;

- tripsina pe fundalul denudarii(lotul tripsina+acid colic) — 76-77%.

In interiorul fiecarui lot observim urmatoarea legitate in dinamica la modificarea ionilor de
calciu, la micsorarea concentratiei Ca®* pani la 1,25 mM se constati o scidere in toate 3 loturi:

- 1n lotul martor — cu 65%;

- 1in lotul tripsina — cu 69%;



- 1n lotul cu denudare cu 30%;
- In lotul tripsind pe fundalul denudarii — cu 43% (fig. A2.8 sin Anexa 2).
Tabelul 3.41 Amplitudinea contractiei (mg/mg) venei porte izolate in prezenta sau absenta

endoteliului si la actiunea diferitor concentratii de calciu (media £+ DS)

Lotul Concentratia calciului, nM Ca?*
2,5 1,25 75 10
Martor o o o
(n=11) 35,5+ 3,28 12,45+ 2,19 73,63 + 9,65 75,3 + 9,89
Tripsini in vitro xxx ok o ik o okek o
(n=10) 24,03 + 3,03 7,52 + 1,59 33,01 + 3,57 31,5 +3,46
. . *** ksk o sksksk o sksksk o
Ac('r?_%‘;"c 23,73 + 434 16,47 3,22 22,57 4523 22,07 +2,79
= AA AAA AAA
L ] *kk KoKk o koK o Hkk o
Tr ‘psé‘;i‘i: acid 13,76 + 2,35 79419 17,88 + 2,32 17,29 + 2,79
. AAA AAA AAA
(n=9)
HENR HEN |

Nota: * - fata de lotul martor; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

A - fatd de lotul tripsind; A - p<0,05; A A -p<0,01; A A A - p<0,001,

m - fata de lotul acid colic; m - p<0,05; mm - p<0,01; mmm - p<0,001,

o - 1n interiorul lotului - p<0,05;

La madrirea concentratiei ionilor de Ca in limitele 7,5-10 mM se observd o crestere a
amplitudinii in lotul martor — 107 si 112% (circa de 2 ori) , in lotul tripsina — 37 si 31%, in lotul
tripsind pe fundalul denudarii — 30 si 25% fata de concentratia initiald. Denudarea endoteliului fara
tripsind nu produce modificari semnificative.

Frecventa contractiilor spontane a venei porte scade de la 6,18 pana la 3,3 cont/min (47%,
p<0,001) in lotul cu tripsina solitara (tabelul 3.42).

Cresterea acestui indice se remarca in lotul cu denudarea endoteliului, de la 6,18 pana la
7,56 cont/min (23%, p<0,01), cat si in lotul tripsind pe fundalul denudarii (+98%) (aproximativ de
2 ori). La micsorarea dubla a concentratiei ionilor de Ca se remarcd o scadere a indicelui cu 33%
(de la 12 pana la 8 cont/min) in lotul cu denudare si o marire a frecventei in loturile cu aplicarea
tripsinei, mai esentiald fiind in lotul tripsind pe fundalul denudarii (60% fata de 18%).

Cresterea concentratiei ionilor de Ca in limitele 7,5 mM si 10 mM semnifica o micsorare
a frecventei, fatd de martor in lotul cu tripsina (31 si 14%), pe cand in loturile cu endoteliu denudat
din contra creste (denudarea solitard — 64% si, respectiv, 138% (de 2.4 ori), tripsind pe fundalul

denudarii — 42 si 38%).



Tabelul 3.42. Frecventa contractiei (cont/min) venei porte izolate in prezenta sau absenta

endoteliului si la actiunea diferitor concentratii a ionilor de Ca? (M + DS)

Lotul Concentratia calciului, mM Ca*
25 1,25 75 10
Martor o o) o
(n=11) 6,18 + 0,48 12+ 1,67 291 +0,54 2,09+ 0.3
Tripsini in vitro ok okox o ok o o
(n=10) 334067 14,1 +0,73 2.0+ 0,0 1.8+ 042
i i **% skksk o skksk o) Kk o
Ac('r?:%‘;"c 7,56+ 1,13 8,0+ 0,71 478 +0.67 50+0,5
AAA AAA AAA AAA
o . e ook ok o ok ok o sk ok o
T“ps““l‘. *+acid 12,33 40,5 19,22 + 1,09 411+033 2,89+ 0,33
(‘;O:'gc) AAA AAA AAA AAA
HEN | 1 1 |

Nota : * - fata de lotul martor; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

A - fata de lotul tripsind; A - p<0,05; A A - p<0,01; A A A -p<0,001,
m - fatd de lotul acid colic; m - p<0,05; mm - p<0,01; mmm - p<0,001;
o - in interiorul lotului - p<0,05 ;

In interiorul fiecarui lot In parte se remarca urmatoarele schimbari la modificarea concentratiei

ionilor de calciu (fig. A2.9 din Anexa 2):

in lotul control micsorarea dubla de Ca mareste aproape de 2 ori frecventa fatd de concentratia
initiald. Marirea 1n perfuzie a ionilor de Ca in limitele 7,5 si 10 mM reduce indicele cu 53 si
66% (la ultima concentratie aproape de 3 ori);

in lotul cu tripsind solitara se observa o crestere de circa 4 ori a indicelui in cazul micsorarii
concentratiei duble, pe cand marirea concentratiei de 3 si de 4 ori micsoreaza indicele respectiv
cu 31 si 14%;

in lotul cu denudarea separatd se constata o anumita stationare a frecventei statistic determinata
in timpul micsordrii duble, si o micsorare a ei cu 37 si 34% in timpul cresterii concentratiei in
limitele 7,5 si 10 mM;

combinarea tripsinei cu denudarea arata ca fata de concentratia initiala de 2,5 mM indicele se
mireste cu 56% la micsorarea ionilor de Ca in perfuzie. In timpul maririi concentratiei ionilor
de Ca in limitele 7,5 — 10 mM acest indice scade cu 66-76%.

Suprafata contractiilor spontane indica o scddere a indicelui la concentratia initiala de 2,5

mM in toate 3 loturi, comparativ cu lotul martor, mai evidenta fiind in lotul cu combinarea tripsinei

cu denudarea (-53%) (tabelul 3.43).




Tabelul 3.43. Suprafata contractiei (mm?/min) venei porte izolate in prezenta sau absenta

endoteliului, la actiunea diferitor concentratii ale ionilor de calciu (M % DS)

Lotul Concentratia calciului, mM Ca*
2,5 1,25 75 10
Martor o o o
(n=11) 919,9 + 86,6 343,1 +£ 50,5 1041,7 + 85,2 1007,7 £ 57,0
Tripsina in vitro e flekal o *oxk o okok o
(n=10) 675,7+ 36,9 164,9 + 20,7 714,6 + 65,8 609,9 + 77,8
A A **k* o **k* *kx
Ac('r?_‘g;“c 648,14 94,6 296,3 £ 69,9 683,6 + 39,9 671,6 £ 32,0
- AAA A
. . . *k*k sksksk o sksksk o skkosk o
Tripsina +acid 439,4+ 81,6 108,74 11,2 367,6 + 45,4 557,6 + 35,5
colic
A A A
(n=9)
HER HER HEE HER

Nota: * - fata de lotul martor; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

A - fata de lotul tripsind; A - p<0,05; A A - p<0,01; A A A -p<0,001,

m - fatd de lotul acid colic; m - p<0,05; mm - p<0,01; mmm - p<0,001;

o - in interiorul lotului - p<0,05;

La actiunea separatd a acestor 2 factori aceastd scadere este mai putin pronuntatd (lotul
tripsina — 27%, lotul cu denudare — 30%). La micsorarea concentratiei ionilor de Ca se remarca de
asemenea o scadere in toate 3 loturi, fatd de lotul martor, mai evidentad fiind din nou in cazul
combindrii tripsinei cu denudarea - 68%. In loturile cu actiune separata a factorilor reducerea este
mai putin pronuntatd in cazul denudarii (-13%) decat in cazul tripsinei (-52%). Aproximativ
aceeasi situatie de scadere in toate 3 loturi se mentine la mdrirea concentratiei ionilor de Ca in
limitele de la 7,5 la 10 mM. In aceste cazuri in lotul de combinare a factorilor sciderea este mai
evidenta (65 si 45%), pe cand in lotul tripsind ea este 31% si 39%, iar in lotul cu denudarea
asemanator -34 si 33%.

In cazul comparirii indicelui in interiorul fiecirui lot schimbarea concentratiei ionilor de
calciu exceleaza prin schimbari ilustrate in fig. A2.10 din Anexa 2:

e in lotul maror la micsorarea concentratiei ionice de Ca de 2 ori, indicele scade cu 63%, la
marirea tripla a concentratiei creste cu 13% si la marirea de 4 ori a concentratiei de Ca creste
cu 9,6%;

e in lotul tripsina solitard la micsorarea concentratiei pana la 1,25 mM se micsoreaza indicele cu
76%, iar la marirea concentratiei in limitele 7,5 mM si 10 mM — de asemenea scade, dar mai

putin pronuntat cu 5 si 10%;



e in lotul cu denudare la scaderea dubla a concentratiei ionice de Ca indicele scade cu 55%, iar
in timpul cresterii de 3 si de 4 ori a concentratiei ionice de Ca modificari statistic determinate
nu se remarca;

e inlotul tripsind cu denudarea endoteliului remarcdm o scddere a indicelui cu 75% la micsorarea
dubla a concentratiei ionice de Ca, o scadere cu 16% la marirea concentratiei de 3 ori, si 0
crestere cu 27% la concentratia finala de 10 mM.

Intensitatea functiondrii structurilor (IFS), care este produsul dintre amplitudine si
frecventa, se micsoreaza in toate 3 loturi fatd de lotul martor la concentratia initiald de 2,5 mM
(tabelul 3. 44).

Tabelul 3.44. Intensitatea functionirii structurilor (mg/mg*min) venei porte izolate in

prezenta sau absenta endoteliului si la actiunea diferitor concentratii de calciu (M + DS)

Lotul Concentratia calciului, mM Ca®
2,5 1,25 7,5 10
Martor o o
(n=11) 219,4 £ 23,7 147,5 £ 20,9 2104 £ 25,8 156,2 + 20,7
Tripsina in vitro folaiel *k o ook o ook o
(n=10) 80,3 +4,77 105,5+ 16,36 66,02+ 7,15 52,02 +12,53
i i * o skskk o sksksk o
Ai'r?:%c;"c 187,2 + 38,41 129,7 + 24,1 109,3 + 33,7 107,2 + 17,1
AAA A AA AAA
Tripsina + acid ** ok o ok o
colic 169,4 +27,3 149,0 + 35,0 73,7+12,6 494 +73
(n=9)

Nota: * - fata de lotul martor; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

A - fatd de lotul tripsind; A - p<0,05; A A -p<0,01; A A A -p<0,001,;

m - fatd de lotul acid colic; m - p<0,05; mm - p<0,01; mmm - p<0,001;

o - in interiorul lotului - p<0,05;

Este important de nuantat (mentionat) cd aceasta scadere este mai pronuntatd in cazul
tripsinei luatd separat (63%), pe cand in loturile denudate mai putin exprimata (15% - in lotul cu
denudarea separata si 23% - in lotul cu tripsind pe fundalul denudarii). La micsorarea concentratiei
ionilor de Ca acest indice scade in lotul cu tripsind (28%), pe cand in celelalte 2 stationeaza in
limitele statistice. La cresterea concentratiei ionilor de Ca in limitele 7,5 si 10 mM se remarca
micsorarea indicelui in toate 3 loturi fata de lotul martor: in lotul cu denudarea separata mai putin
evidenta (48 si 30%), pe cand in loturile cu tripsind este mai pronuntata (lotul tripsind solitard —
69 si 67%, lotul tripsind pe fundalul denudarii — 65 si 69%).

In interiorul loturilor se deceleaza urmitoarele legitdti incrementale si decrementele

privind platoul inerent concentratiei normale a calciului (fig. A2.11 din Anexa 2):



e in lotul martor la micsorarea dubla a ionilor de Ca cét si la marirea ei de 4 ori se remarcd o
scadere a IFS-ului cu 33 si 28%, pe cand la majoritatea tripld indicele stationeaza;

e in lotul tripsina solitara IFS-ul se mareste cu 31% la reducerea dubla a concentratiei ionilor de
Ca, pe cand cresterea ei in limitele 7,5 si 10 mM se micsoreaza cu 18 si 35%;

e in lotul cu denudare acest indice scade si la reducerea dubla a concentratiei (-30%), cat si in
cazul maririi triple (-41%) si cvadruple (-43%) a concentratiei ionilor de Ca;

e in lotul tripsind pe fundalul denudérii scdderea este oportuna doar in cazul cresterii
concentratiei ionilor de Ca in limitele 7,5 si 10 mM cu urmatoarea semnificatie procentuald —
54 si 71%. In cazul micsordrii concentratiei ionilor de 2 ori indicele stationeaza in limitele
statistice.

Un alt indice important al contractilitatii este timpul total de contractie care, In raport cu
lotul martor, la valoarea de 2,5 mM a ionilor de Ca se mareste circa de 2 ori in lotul cu tripsina (de
la 5,8 pana la 12,6 sec), se micsoreaza in cazul combinarii tripsinei cu denudarea cu 33%, si
stationeaza in cazul denudarii separate (tabelul 3.45).

Tabelul 3.45. Timpul total de contractie (sec) a venei porte izolate in prezenta sau absenta

endoteliului si la actiunea diferitor concentratii ale ionilor de Ca? (M + DS)

Lotul Concentratia calciului, mM Ca?*
2,5 1,25 7,5 10
Martor o o
(n=11) 58+0,75 42406 15,4 £0,92 16,1 £1,13
Tripsina in vitro falalel *x o ok o * o
(n=10) 12,6 £1,17 3,3+0,68 23,5+1,27 14,9 £ 0,74
A A **kk **k%* *kk
Ac('r?_%‘;"c 6,33+ 0,97 6,28+ 1,06 7,22 +0,51 6,72+ 0,71
- AAA AAA AAA AAA
. i e ok o ok o ok o
Trlps(l:lézlli: acid 3,80 + 0,42 2,0+ 0,0 5,78 + 0,44 5,78 £ 0,44
(n=9) AAA AAA AAA AAA
- T T T =

Nota: * - fata de lotul martor; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;

A - fatd de lotul tripsind; A - p<0,05; A A -p<0,01; A A A - p<0,001,

m - fatd de lotul acid colic; m - p<0,05; mm - p<0,01; mmm - p<0,001;

o - 1n interiorul lotului - p<0,05;

La micsorarea concentratiei ionilor de Ca pand la 1,25 mM indicele se mareste in cazul
denudarii solitare (+50%), comparativ cu lotul martor, in lotul cu tripsina stationeaza si in lotul
combindrii ambilor factori se micsoreaza ca si la concentratia initiald, dar mai esential (circa de 2
ori). Sporirea ionica a Ca in perfuzie pana la 7,5 mM micsoreazd indicele in loturile denudate

(denudarea solitard cu 53%, tripsina pe fundalul denudarii cu 63%), si se mareste cu 53% (de la



15,4 pana la 23,5 sec) in cazul tripsinei separate, in raport cu lotul martor. Cresterea ulterioara a
concentratiei pana la 10 mM semnaleazd de-acum o scddere, desi nesemnificativa cu 7% in lotul
tripsind si mult mai evidenta in loturile denudate (denudarea solitara cu 58%, tripsina pe fundalul
denudarii cu 64%), in comparatie cu lotul martor.

In interiorul loturilor se deceleaza urmatoarele legitati incrementale si decrementele ale
indicelui vizavi de platoul inerent concentratiei normale a calciului (fig. A2.12 din Anexa 2):

e in lotul control indicele creste la marirea concentratiei ionice de Ca 1n limitele 7,5 si 10 mM
aproximativ de 2,5 ori, pe cand in cazul micsorari duble a ionilor indicele stationeaza fatd de
concentratia initiala de 2,5mM;

e in lotul cu tripsind solitard la micsorarea dubla a ionilor de Ca durata totald a contractiei se
micsoreaza aproape de 4 ori, pe cand 1n cazul maririi concentratiei pand la 7 mM creste cu
53%, la concentratia de 10 mM se mareste cu 18% in comparatie cu concentratia normala a
ionilor de calciu;

¢ in lotul cu endoteliul denudat (lotul acid colic) la micsorarea ionilor de Ca pana la 1,25 mM,
cat si la concentratia de 10 mM indicele stationeaza, pe cand la concentratia de 7,5 mM indicele
se mareste cu 15% (p<0,0010);

e in lotul tripsind pe fundalul denudarii se remarcd o scddere a indicelui cu 49% in cazul
micsorarii de 2 ori a concentratiei ionilor de Ca, si se mareste cu 49% in ambele concentratii
majore.

Timpul fazei de contractie fatd de martor se micsoreaza in loturile cu aplicarea tripsinei (in
lotul tripsina solitara cu 10%, si in lotul tripsina+denudare cu 34%), pe cand 1in lotul denudarii
solitare statistic neschimbator (tabelul 3.46).

La micsorarea concentratiei in perfuzie pana la 1,25 mM se remarca o stationare in lotul cu
denudare separata, pe cand in loturile tripsinice se micsoreazd, mai evident aproape de 2 1n lotul
de combinare a tripsinei cu denudarea, iar in lotul tripsina solitara se micsoreaza cu 19%. La
cresterea concentratiei ionilor de Ca in limitele 7,5 si 10 mM remarcam o stationare a indicelui n
loturile denudate si o crestere moderata 1n lotul tripsina separata la concentratia de 10 mM (12%).

In interiorul loturilor se deceleazi urmitoarele legititi incrementale si decrementele ale
indicelui vizavi de platoul inerent concentratiei normale a calciului (fig. A2.13 din Anexa 2):
¢ in lotul control la concentratiile majore de Ca se observa o stationare, pe cand la concentratia

mica de 1,25 mM o micsorare cu 28%;



e in lotul tripsind solitara stationarea este prezenta doar la concentratia de 7,5 mM, pe cind la
concentratia finald de 10 mM durata contractiei se mareste cu 12%. La concentratia mica de
1,25% indicele se micsoreaza cu 35%;

e in lotul cu denudarea separata nu se observa schimbari semnificative statistic determinate la
modificarea ionilor de Ca, cu exceptia ultimii concentratii de Ca unde remarcam o mica
micsorare de 11%.

e in lotul tripsind pe fundalul denudarii se remarcd o scadere aproape dubld la micsorare
concentratiel pand la 1,25 mM si o crestere cu 48% la concentratia de 7,5% mM. La
concentratia finala cresterea semnifica o pondere de 43%.

Tabelul 3.46. Timpul fazei de contractie (sec) a venei porte izolate in prezenta sau absenta

endoteliului si la actiunea diferitor concentratii ale ionilor de calciu (M £ DS)

Concentratia calciului, mM Ca?*
Lotul 2
2,5 1,25 7,5 10
Martor o
(n=11) 2,9+0,37 2,1+0,23 2,7+0,25 2,6 £0,2
Tripsina in vitro * roHk o *x o
(n=10) 2,55+0,28 1,65 +0,34 2,7+0,35 2,9+0,21
. . (@]
Ac('r?:%‘;"c 2,67+0,35 23+0,56 2305 2,39+ 0,49
AA A
**x **x o o o
Tripsina + acid colic 1,94 + 0,3 1,0£0,0 2,89 £0,22 2,78 £0,26
(n=9) AAA AAA
(111 [ 1] ]

Nota : * - fata de lotul martor; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001,;

A - fatd de lotul tripsind; A - p<0,05; A A -p<0,01; A A A -p<0,001,;

m - fatd de lotul acid colic; m - p<0,05; mm - p<0,01; mmm - p<0,001;

o - in interiorul lotului - p<0,05;

Timpul fazei de relaxare arata o crestere semnificativa de 3,7 ori in lotul de tripsind si in
lotul cu denudarea solitara, mai putin evidenta (+28%) comparativ cu lotul martor la concentratia
initiald de 2,5 mM. (tabelul 3.47).

La combinarea acestor 2 factori indicele se micsoreaza cu 34%. Micsorarea concentratiei
ionilor de Ca semnificd o crestere a timpului fazei de relaxare aproape de 2 ori in cazul denudarii
separate (de la 2,1 pana la 4 sec), comparativ cu lotul martor, pe cand in loturile cu aplicarea
tripsinei se remarcd o micsorare a indicelui, fiind mai evidenta in cazul combindrii tripsinei cu
denudarea (52% fata de 19%). La marirea concentratiei pana la 7,5 mM se observa o crestere in
lotul tripsina solitara cu 70% si o scadere in loturile denudate (61% - denudare separata si 77% -

tripsind pe fundalul denudarii). La cresterea concentratiei pand la 10 mM se semnaleaza o scidere




a indicelui in toate 3 loturi: mai pronuntate fiind in lotul combinarii tripsinei cu denudarea (-77%
; circa de 4.5),de asemenea in lotul cu denudarea separata (-67%; circa de 3 ori), si mai putin
pronuntata in lotul cu tripsina solitara (-11%).

Tabelul 3.47. Timpul fazei de relaxare (sec) a venei porte izolate in prezenta sau absenta

endoteliului, la actiunea diferitor concentratii ale ionilor de calciu (M = SD) (sec)

Concentratia calciului, mM Ca®*
Lotul 2
2,5 1,25 7,5 10
Martor o o o
(n=11) 2,9+0,37 2,1+£0,23 12,7 £ 0,96 13,5+1,02
Tripsina in vitro falekal ok o *oxk o ** o
(n=10) 10,85 + 1,44 1,65+ 0,34 212 +1,18 12,0 £0,85
A A ** sksksk o sksksk o
Ac'r?_go"c 3,67+097 40+1,17 4,89+ 0,22 439+ 1,93
(n=9) AAA AAA AAA AAA
*k*k **k* o skkk o) sksksk e}
Tripsina + acid colic 1,94 £ 0,17 1,0+£0,0 2,89 £0,22 3,0+£0,35
(n=9) AAA AAA AAA AAA
1T T 1T 1T

Nota: * - fata de lotul martor; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001;
A - fata de lotul tripsind; A - p<0,05; A A - p<0,01; A A A -p<0,001,
m - fata de lotul acid colic; m - p<0,05; mm - p<0,01; mmm - p<0,001,
o - in interiorul lotului - p<0,05 ;
In interiorul loturilor se deceleazi urmitoarele legititi incrementale si decrementele ale

indicelui vizavi de platoul inerent concentratiei normale a calciului (fig. A2.14 in Anexa 2):

e in lotul control se micsoreaza acest indice la scaderea dubla a ionilor de Ca cu 28% si se
mareste de circa 4,5 ori In ambele concentratiei majore;

e in lotul tripsind solitard, la micsorarea ionilor de Ca, timpul fazei de relaxare scade circa de 6,5
ori, insa la concentratiile majore, acest indice creste aproape de 2 ori la concentratia de 7,5 mM
st doar cu 10% la concentratia de 10 mM;

e in lotul cu denudarea separata indicele se mareste la concentratia de 7,5 mM (32%), precum si
la concentratia de 10 mM (19%), la concentratia de 1,25 mM indicele stationeaza;

e in lotul tripsina pe fundalul denudarii se observa o micsorare a indicelui cu 49% la scaderea
concentratiei pana la 1,25 mM si o crestere cu 53 % la concentratia de 7,5 mM a ionilor de Ca.
Marirea in continuare a concentratiei calciului in perfuzat pand la 10 mM indica de asemenea
cresterea timpului relaxarii cu 58%.

3.8 Concluzii
e Amplitudinea contractiei segmentelor izolate de vena portala in modelele de hipertripsinemie

(in vivo si in vitro) este mai mica fata de indicele martor in toate concentratiile de calciu aplicate,




iar frecventa contractiilor a fost in dependentd de concentratia cationului. Intensitatea functionarii
structurilor, ca un produs al amplitudinii si frecventei, a reflectat aceeasi dinamica a acestor 2
indici.

e Hipo- si hipernatriemia, precum si acidoza s-au manifestat prin reducerea amplitudinii
contractiei segmentelor VP tratate in vitro cu tripsina in conditiile de concentratie normala a ionilor
de calciu. Pentru acidoza a fost inerenta majorarea multipla a frecventei contractiilor fata de lotul
martor.

e Pretratarea segmentelor izolate de VP cu tripsina a redus semnificativ amplitudinea contractiei
induse de actiunea cafeinei si solutiei de KCl. Acetilcolina a demonstrat un efect similar asupra
amplitudinii contractiilor in lotul martor si cu tripsina in vitro, dar a redus frecventa contractiilor
in cadrul actiunii tripsinei. Totodatd, carbacolul a diminuat si mai mult amplitudinea contractiei
VP comparativ cu valoarea acestui indicele in lotul martor.

e Denudarea endoteliului prin actiunea acidului colic a dedublat amplitudinea contractiei VP la
actiunea tripsinei, dar a crescut semnificativ frecventa contractiilor. Totusi, intensitatea
functionarii structurilor a fost depreciatd pe contul declinului amplitudinii contractiilor.

e La concentratia minima de calciu (1,25 mM) denudarea nu a avut efect asupra amplitudinii
contractiei VP la actiunea tripsinei, dar pe fundalul cresterii concentratiei cationului (7 si 10 mM)
reculul practic dublu al indicelui se mentine. Frecventa contractiilor VP la concentratiile majorate

ale calciului ramane semnificativ elevata.



4. DISCUTII

Elevarea nivelului circulant ale tripsinei, enzima proteolitica serinica eliberata de
pancreasul exocrin, este o repercusiune iminentd a leziunii glandulare, predilect a pancreatitelor
acute de oricare geneza. Apanajul conceptual acumulat coroboreaza rolul concludent al excesului
de tripsind circulanta in evolutia diferitor manifestari clinice ale pancreatitei, in primul rand a
hipotensiunii arteriale sustenabile, simptom care asociaza coerent mai multe fatete ale sindromului
disfunctiei poliorganice. Tinta primara a tripsinei este endoteliul vascular al arterelor si venelor,
iar caracterul reactivitatii vasculare este in contiguitate cu abilitatea enzimei de a activa clasa
receptorilor activati de proteaze (RAP) cuplati cu proteina G membranara (RAP1-RAP4),
semnalizarea mediu intern al celulei fiind asociatd cu cresterea influxului de calciu si a eliberarii
cationului din rezervele intracelulare [115, 116]. Primul receptor studiat cu circa 30 de ani in urma,
RAPI, a fost gasit si pe suprafata plachetelor, iar ca ligand specific s-a decelat trombina, proteaza
ce finalizeaza etapa 3 enzimatica a formarii trombusului prin depolimerizarea fibrinogenului.
Actualmente sunt aduse la apel mai multe proteaze serinice (eg, triptaza eliberatd de mastocite,
kalicreina, catepsina G, plasmina, trombina, etc.) capabile sa activeze diferite subfamilii de RAP
expresati pe trombocite, endoteliocite, miocitele netede vasculare, cardiomiocite, fibroblastele
interstitiale [117].

Efectul vasorelaxant al tripsinei exercitat asupra arterelor din sistemul circulator mare in
concentratia sangvina peste pragul fiziologic (>0,87 nm/ml) este documentat in mai multe cercetari
fundamentale efectuate in vitro pe diferite segmente de artere, utilizdnd diverse fenotipuri de
animale de laborator (sobolani, soricei, porcine, iepuri, etc.). Datele obtinute confirma relevanta
mecanismului principal al efectului vasorelaxant al proteazei, determinat de activarea
preponderentd a receptorilor PAR2 de pe endoteliocit care rezultd prin intermediul calciului
incremental 1n eliberarea oxidului nitric (NO), prostacilcinei (PGI2) si a factorului hiperpolarizant
derivat de endoteliu (EDHF). Receptorii RAP2 expresati pe media musculara neteda a arterelor
sunt implicati in controlul tonusului vascular bazal in conditiile afectdrii endoteliului vascular si
activarii sistemului simpatic, micsorarea tonusului vascular fiind repercusiunea activarii
proteinkinazei dependente de AMPc (adenozinmonofosfat ciclic) care contribuie la defosforilarea
lantului greu de miozinad si relaxarea vasului.

Important de mentionat ca efectele vasotrope al tripsinei sunt mult mai precar studiate pe

vene, iar vena porta impune la aceastd noima o pozitie deosebita din mai multe considerente:



1. Este vena care colecteaza sange din cel mai compliant sistem venos al organismului,
sistemul splanhnic, care poate inmagazina pana la 25% din volumul sangelui circulant, acesta fiind
urmat dupa gradul de complianta de catre sistemul venos cutanat [118, 119].

Bazinul venos al stomacului, splinei, pancresului si intestinului formeazd magistrala

venoasa ce intra in ficat (Fig. 12).

Inferior Caval Vein

Fig. 4.1 Venele ce conflueazi si formeaza bazinul venei porta [118].

2. Vena porta exceleaza prin prezenta pace-maker-ului realizat de catre celulele Cajal, iar
ritmicitatea contractild spontand a venei este pe o parte un reper si instrument de asigurare a
propulsarii sangelui venos din sistemul splanhnic in ficat in conditii fiziologice precum si de
perturbare a reactivitatii, iar pe de alta parte este o tintd a vulnerabilitatii acestui proces sub
actiunea diferitor factori endogeni sau exogeni.

3. Periclitarea reactivitatii si motricitatii venei portad poate afecta considerabil perfuzia
intrahepatica si metabolismul general, fie prin contractilitatea depreciata sau prin constrictie
inerentd sindromului hipertensiunii portale extrahepatice asociatd cu congestie sangvind
abdominala si ascita.

4. Odata ce vena pancreasului se ,,varsda” direct in vVena portd, aceasta este tinta primata de
expunere actiunii hipertripsinemiei in cazul diferitor injurii ale glandei exocrine. Astfel, efectele
vasotrope eventuale ale excesului tripsinei asupra venei porta pot fi un mecanism concludent de
afectare a reactivitatii ei Tn contextul manifestarilor clinice proprii pancreatitelor.

Sub aspectul celor mentionate scopul cercetarii fundamentale a constat in ,,Evaluarea in
vitro a particularitatilor actiunii tripsinei asupra venei porta si a factorilor ce pot influenta

motricitatea segmentelor venoase izolate”.



Studiul a fost realizat pe un lot de 200 sobolani albi de gen masculin linia Wistar, utilizand
modelul de perfuzie a segmentelor izolate de vena porta (cu lungimea medie de 5 mm) perfuzate
clasic cu solutia Krebs-Henzeleit [70, 120, 121, 122, 123]. Prin intermediul echipamentului
experimental aplicat (mecanotronul 6MX1C, amplificatorul UBP2-03 si autoinscriptorul K200)
au fost inregistrati 7 indici functionali care per ansamblu ofera posibilitatea de estimare a
particularitatilor reactivitatii venei porta dupd calibrarea necesard, cum ar fi: (1) amplitudinea
contractiei, (2) frecventa contractiei, (3) suprafata contractiei, (4) intensitatea functiondrii
structurilor, (5) timpul total al contractiei, (6) timpul contractiei si (7) timpul relaxarii.

In vederea estimarii caracterului influentei tripsinei asupra reactivitatii venei porta au fost
formate 3 loturi de studii in dependenta de originea excesului de tripsina:

1. Hipertripsinemie in vivo determinata de pancreatita acuta reprodusa.

2. Hipertripsinemie in vivo determinata de injectarea intravenoasa a tripsinei.

3. Hipertripsinemie in vitro determinata de administrarea tripsinei in baia de perfuzie a

inelelor izolate de vena porta.

Lotul martor a inclus perfuziile venei portd cu toata paleta de aplicare a diferitor factori
naturali utilizati si in primele 3 loturi, dar fara actiunea tripsinei.

Manevrele de decelare a impactului diferitor preconditionari asupra reactivitatii venei porta
pe fundalul actiunii tripsinei sau nu au inclus:

e Aplicarea diferitor concentratii de calciu, precum si a antagonistilor naturali (Na*, H).
e Aplicarea cafeinei.

e Aplicarea acetilcolinei si carbacolului, precum si a inhibitorului de sintezd a NO.

e Denudarea endoteliului.

Datele obtinute evidentiaza particularitati importante ale reactivitatii venei porta sub
actiunea excesului de tripsina reprodus in vivo si in vitro, inclusiv in contextul modelarea diferitor
preconditionari ale perfuziei.

Astfel, in pancreatita acutd amplitudinea contractiei venei portd (ACVP) la concentratia
normala a calciului In perfuzat (2,5 mM) este depreciatd fata de indicele martor cu pana la 40%.
Remarcabil, cd odatd cu cresterea concentratiei cationului pana la 10 mM valoarea ACVP in
pancreatita a crescut analogic lotului martor, dar rata incrementului este de peste 3 ori mai mica.
Si frecventa contractiei venei portd a fost subiacenta nivelului martor la concentratia normala a
calciului (reculul este aproape egal cu 50%), iar elevarea cationului a produs in ambele loturi
micsorarea acestui indice in masura practic egala. Respectiv si intensitatea functionarii structurilor,

estimata ca produsul amplitudinii si frecventei contractiilor a fost in pancreatita acutd decelata la



cota medie de 1/3 din valoarea indicelui martor. Pe fundalul declinului acestor 3 parametri
importanti ai reactivitatii vasculare In pancreatita acutd timpul total al contractiei venei porta in
pancreatita acutd a crescut semnificativ la concentratia normald calciului, iar la concentratiile
sporite (7,5-10 mM), dimpotriva, semnificativ s-a redus. Rolul timpului contractiei si relaxarii
venei porta vizavi de modificarea timpului total de contractie fata de martor este partial diferit. La
concentratia normala a calciului s-a urmarit majorarea ambelor indici, la concentratia de 7,5 mM
a fost stabilita micsorarea cu pana la 30% a timpului relaxarii, iar la concentratia maxima — declinul
lor in masura aproape egala.

Pentru a confirma efectul anume al tripsinei in modificarea reactivitatii venei porta in lotul
cu pancreatitd acutd am determinat valoarea acelasii indici in lotul 2 (reproducerea in vivo a
hipertripsinemiei prin infuzia i/v a proteazei). Modificarea lor calitativd si cantitativa a fost
aproape similard. Amplitudinea contractiei este notabil micsoratd in medie cu 44%, comparativ cu
valoarea ei martor la concentratia normald a calciului in perfuzat, dar pe fundalul cresterii
cationului incrementul ambelor loturi a fost egal. Analogic si frecventa contractiei este
semnificativ redusa fatd de martor la concentratia normala sau sporitd a calciului, astfel ca este
inteligibila si discrepanta semnificativa a intensitatii functionarii structurilor. Timpul de contractie
si timpul de relaxare au valori majorate la concentratia normald a calciului, iar la concentratia
maxima a cationului ultimul, spre deosebire de timpul contractiei, se depreciaza substantial, cu 2/3
fata de martor, fapt ce a conditionat dedublarea timpului total de contractie la concentratia calciului
de 10 mM in timp ce la valoarea indicelui la concentratia normald a Ca®" rimane, ca si in
pancreatita acuta, superioara valorii martor.

Asadar, diminuarea amplitudinii contractiei venei porta in modelele de reproduce in vivo a
hipertripsinemiei este o inerentd importanta a reactivitatii acesteia, care n se mentine si in cadrul
elevarii concentratiei calciului in perfuzat. Valoarea conceptuala a acestui fenomen devine si mai
concludenta, data fiind stabilirea legitatii date si In conditiile de administrare in baia de perfuzie a
tripsinei la toate concentratiile de calciu utilizate. Mai mult, si frecventa contractiilor s-a decelat
veritabil sub nivelul martor, fapt ce a condus la un recul substantial al valorii intensitatii
functionarii structurilor, diapazonul acestuia fiind apreciat intre 60 si 70% in dependenta de
concentratia calciului in perfuzat. Timpul total al contractiei venei porta la concentratia normala a
calciului este de asemenea majorat, dar sporul de 117% este datorat cresterii timpului de relaxare
cu circa 270%, desi timpul de contractie este in declin moderat. La concentratia maxima a calciului
diferenta parametrului este considerabil atenuata.

O fateta importanta a reactivitatii venei porta la actiunea in vitro a tripsinei este reducerea

mai concludentd a amplitudinii contractiei, comparativ cu modificarea indicelui martor, in



conditiile de acidozd reprodusd prin micsorarea bicarbonatului din perfuzat, raportul
decrementului relativ fiind egal cu 55,8:37,75%. In contextul acestor modificari este importanta
dinamica frecventei contractiilor, care a excelat prin cresterea acesteia la actiunea tripsinei cu circa
50%, in timp ce 1n lotul martor valoarea ei s-a depreciat in medie cu 71%. Astfel, actiunea tripsinei
in acidozd a condus la o valoare mai mare a intensitatii structurilor versus martor datorita
incrementului marcant al frecventei contractiei. In contiguitate cu cresterea frecventei contractiilor
este si reducerea semnificativa a timpului total al contractiei venei porta expusa actiunii tripsinei
pe fundal de acidoza, reculul fiind mai mare de 5 ori, fapt datorat reducerii cu peste 80% a timpului
relaxdrii. Reducerea contractilitdtii venei portd sub actiunea tripsinei care devine mai accentuata
pe fundalul acidozei poate un factor ce limiteaza influxul de sange in ficat prin sistemul portal.
Efectul vasorelaxant al acidozei este concludent dovedit pentru arterele de conduita si, n special,
pentru artercle rezistive ale circuitului mare, manifestarca comuna fiind propensiunea spre
hipotensiune arteriala [124, 125, 126, 127]. Mecanismele acestui efect sunt atribuite relaxarii
endoteliu dependente mediate prin NO si prostacilcind, precum si hiperpolarizarii mediei
musculare in urma activarii canalelor de potasiu. Privind raspunsul patului venos in conditii de
acidoza, datele acumulate sunt controversate, desi majoritatea evidentelor obtinute pe mai multe
tipuri de animale de laborator indica efecte similare reactivitatii arterelor.

Cu referire la reactivitatea venei portd in acidoza analiza literaturii de specialitate nu a
identificat studii concludente in acest sens. Totusi, potrivit lui S. Selicean si colab. (2021) in
afectiunile ficatului asociate cu acidoza este constatd cresterea influxului sangvin in ficat prin
bazinul portal [128]. Acest fenomen poate fi o repercusiune a micsorarii tonusului bazal al venei
portd, evidentd care vine in acord cu rezultatele studiului nostru, datd fiind decelatd micsorarea
amplitudinii contractiei in ambele serii. Elevarea frecventei contractiilor in acidoza sub actiunea
tripsinei in vitro este o consecintd opusa rezultatului din seria martor. Acesta din urma poate fi
explicat prin efluxul potasiului celular in spatiul extracelular, care conduce la cresterea
potentialului de repaos si micsorarea activitatii electrofiziologice a pace-make-rului peretelui
venel. Micgorarea mai concludentd in acidoza a amplitudinii contractilitdtii venei portd pretratatd
cu tripsina este inteligibil legatd de periclitarea relatiei calciu-capacitate, fapt dovedit si in
conditiile de stimulare maxima a influxului de calciu.

Decalajul contractilitatii venei portd fatd de prototipul intact a fost stabilit in conditii de
depolarizare cu solutia de KCI (140 mM), cind aceasta este pretratatd cu tripsina in concentratia
de 0,2 mg/ml. Depolarizarea sustenabila a segmentelor de vena, cat si a segmentelor de artera,
induce contractia vasculara maxim posibild cauzata de influxul maximal al ionilor de calciu

predilect prin canalele lente (ie, L-type). In experimentele noastre contractia prin depolarizare a



venei porta in lotul martor s-a impus printr-o valoarea medie a amplitudinii contractiei de 92
mg/mg, in timp ce sub actiunea tripsinei in vitro aceasta s-a notat redusa cu 30% (64+5 mg/mg).
Prin urmare se poate admite ca o cauza de micsorare a contractilitatii venei porta sub actiunea
tripsinei in diferite concentratii de calciu, precum si in acidoza, ar fi periclitarea de catre proteaza
a sistemului membranar de intrare a calciului extracelular. Desi miocitul neted vascular nu
exceleaza prin rezerve concludente de calciu intracelular, contractia acestuia este datoratd intr-0
masura si eliberdrii cationului inmagazinat in reticulul sarcoplasmic.

Cafeina este un stimulator al mobilizarii calciului din rezervele intracelular, efect mediat
de activarea receptorilor ,ryanodine” si inhibitia recaptarii cationului de catre reticulul
sarcoplasmic [129]. La nivelul celulei endoteliale cafeina creste productia de NO (in masura mai
mica prostacilcina) stimulata de calciul eliberat, inducand astfel efectul vasorelaxant endoteliu
dependent. La nivelul miocitului neted vascular cafeina creste prin intermediul calciului eliberat
de reticulul sarcoplasmic productia de AMP ciclic, fapt ce rezulta in relaxarea mediei musculare,
efect datorat activarii fosfatazei AMPc dependente. In plus, vasorelaxarea inerentd actiunii
cafeinei este legatd de inhibitia fosfodiesterazei-5 si prelungirea timpului de actiune a GMP ciclic.

In cercetarea noastra actiunea cafeinei s-a manifestat prin reducerea contractilititii venei
porta in ambele loturi, reculul amplitudinii contractiei venei portd incubata cu tripsinad fiind de
20% versus martor, astfel ca discrepanta s-a dedublat comparativ cu valoarea initiala (40%).
Plauzibil de admis, cd actiunea depresiva a tripsinei asupra contractilitatii venei portd este
preponderent legata de afectarea sistemului de asigurare a calciului extracelular prin canalele
membranare lente.

Actiunea acetilcolinei asupra venei porta intacte a condus la o reducere nesemnificativa a
amplitudinii contractiei, dar s-a impus prin micsorarea marcantd (de circa 6 ori) a frecventei
contractiei. Remarcabil, ci actiunea inhibitorului tripsinei si a influxul de Ca?* (soia) in miocitele
netede vasculare a redus semnificativ amplitudinea contractiei cu 62% 1n asociere cu pastrarea
aceluiasi declin al frecventei. Pe fundalul inhibitorului tripsinei (soia) depresia contractilitatii de
62% s-a redus pana la o cotd medie de 19%.

In conditiile pretratarii venei porti cu heparini, stabilizatorul mastocitelor, actiunea
tripsinei nu s-a manifestat prin modificarea notabila a amplitudinii contractiilor, dar frecventa,
totusi, s-a depreciat la cote similare. Plauzibil de admis, ca actiunea acetilcolinei asupra venei porta
este dependenta de efectul ei de stimulare a mastocitelor.

Efectul actiunii tripsinei asupra venei porti in diferite concentratii este versatil. in
concentratia 10 nM tripsind a determinat o amplitudine a contractiei semnificativ peste platoul de

stabilizare cu 19%. Cresterea concentratiei tripsinei pana la 21 nM a redus amplitudinea contractiei



pana la valoarea de stabilizare, iar in concentratia maxima de 42 nM aceasta s-a depreciat pana la
un recul statistic semnificativ de 33,3%. Meritd atentie faptul ca pe palierul acestui declin al
concentratiei tripsinei s-a urmdrit micsorarea continua a frecventei contractiilor cu pana la 42%,
iar cresterea timpului contractiei si al relaxarii a demonstrat in fond cote egale.

Efectul actiunii carbacolului asupra venei porta in concentratie progresiva (de la 1 uM pana
al 1 mmol/L) a fost similar celui decelat la actiunea tripsinei in concentratii crescande. Astfel,
incrementul amplitudinii contractiei iminent concentratiei minime de 26% a fost schimbat prin
decrement de 40,4% in concentratia maxima. Totodata, declinul frecventei contractiilor a fost
dublu mai profund, comparativ cu actiunea tripsinei, si a constituit in medie 62%. Dar, spre
deosebire de actiunea tripsinei, timpul relaxarii a fost in descrestere odatd cu cresterea
concentratiei carbacolului, astfel, cd micgorarea frecventei contractiilor are la baza reducerea
velocitdtii de contractie. Valoarea decrementului amplitudinii contractiei proprii actiunii tripsinei
in concentratia maxima a crescut daca proteaza a actionat pe fundalul premedicatiei cu carbacol.
Analogic si frecventa contractiilor a fost mai micd in medie cu 35%, iar declinul timpului de
relaxare a contractiilor iminent actiunii carbacolului a fost anihilat.

Prin urmare, carbacolul potenteaza actiunea depresiva a tripsinei asupra motricitatii venei
porta si acest fenomen poate fi rezultatul cumulativ al deprecierii aportului ionilor de calciu.

Impune o semnificatie conceptuald deosebita si evidenta micsorarii de 2 ori mai pronuntata
a amplitudinii contractiei a tripsinei pe fundalul denudarii chimice a endoteliului vascular prin
actiunea acidului colic. Remarcabil, ca efectul denudarii endoteliale s-a impus printr-o micsorare
a amplitudinii contractiei similara actiunii tripsinei (circa 30%) comparativ cu indicele lotului
martor cu endoteliu intact. In acelasii timp denudarea endoteliald a condus la cresterea frecventei
contractiilor cu 19% si acest efect (denudare+tripsind) a temperat declinul indicelui inerent actiunii
solitare a tripsinei de la 3,4 pana la 4,5 1/min.

Denudarea endoteliului limiteaza declinul amplitudinii contractiei fata de indicele lotului
martor in conditiile concentratiei dedublate de calciu, 1,25 mM (30 versus 65%), precum si fata
de indicele lotului cu tripsind (30 versus 43%). Totodata, denudarea endoteliului a redus si
cresterea amplitudinii contractiei in lotul martor si lotul cu tripsind in conditii de elevare a
concentratiei calciului pana la 10 mM, iar actiunea sa solitara s-a impus prin valori reduse ale
amplitudinii fata de cea atestata in concentratia normald a calciului, 2,5 mM.

Denudarea endoteliului n-a modificat per se caracterul modificarii frecventei contractiilor,
astfel cd In toate concentratiile de calciu aplicate s-a mentinut acelasii trend: cresterea ei in
concentratia minimala a calciului (1,25 mM) si micsorarea in concentratiile excesive (7,5-10 mM)

in lotul martor, precum si in lotul cu tripsina.



Endoteliul vascular este implicat nu numai in asigurarea raspunsului vasorelaxant prin
intermediul eliberarii de NO, prostaciclina si factorul hiperpolarizant, dar si in reglarea raspunsului
vasoconstrictor, in primul rand, prin eliberarea abluminala a endotelinei 1 (ET-1), una din cele
potente oligopeptide vasoconstrictoare (cedeaza doar urotensinei). Astfel, odata ajuns prin difuzie
la nivelul miocitului neted vascular, ET-1 activeaza receptorii specifici ETA si ETB, determinand
cresterea calciului in mioplasma si, respectiv, contractia acestuia. Efectul vasoconstrictor al ET-1
este propriu nu numai arterelor, dar si venelor, inclusiv venei porta. De remarcat in acest context
rezultatele obtinute de catre H.Wang si colab. (1997), care au demonstrat in vitro ca efectul
vasoconstrictor al ET-1 exercitat asupra venei porta este mediat predilect prin intermediul
receptorilor ETA, iar in conditii de leziune a endoteliului concentratia oligopeptidei scade
proportional severitatii injuriei [ 130]. Oxidul nitric tempereaza actiunea vasoconstrictoare a ET-1,
iar in afectarea sistemului de formare a NO, cum ar fi in ciroza hepatica, efectul vasoconstrictor al
ET-1 asupra venei porta este augmentat [131].

In cercetarea noastra lipsa de NO a potentat, desi nesemnificativ (35 vs 34 mg/mg),
amplitudinea contractiei in lotul martor, dar in lotul cu tripsina, dimpotriva, penuria de NO s-a
impus prin reducerea mai mult ca dubla a acesteia (11 versus 24 mg/mg). Cu toate aceste denudarea
a depreciat in masura mai mare contractilitatea venei porta in lotul cu tripsina comparativ cu lotul
martor (47 versus 30%).

Prin urmare, tripsind afecteaza sistemul NO-ET-1 de control al activitatii motorii a venei
porta si acest mecanism poate fi un element important al interfetei de declansare si evolutie a

complicatiilor hepatice inerente pancreatitelor acute si hipertripsinemiei.



CONCLUZII GENERALE

1. Caracterul modificarilor reactivitdtii venei porta (estimate prin amplitudinea si frecventa
contractiei, suprafata si intensitatea functiondrii structuri, timpul de contractie si relaxare) la
actiunea tripsinei in vivo sau in vitro este similar cu inerentele decelate n modelul de pancreatita
acutd, fapt ce indica asupra rolului hipertripsinemiei in declansarea perturbarilor tonusului venei
porta iminente pancreatitei acute.

2. Actiunea in vitro a tripsinei asupra segmentelor izolate de vend porta se impune prin micsorarea
semnificativa cu 32,31% a amplitudinii contractiei in mediu de concentratie normala a calciului
(2,5 mM) fata de martor, precum si prin reducerea cu 46,61% a frecventei contractiilor spontane.
Remarcabil, ca la dedublarea concentratiei de calciu in solutia Krebs reculul amplitudinii
contractiei a fost comparabil 1n loturi, dar la cresterea acesteia de 3 ori (7,5 mM) incrementul
martor a fost de 2,85 ori mai mare, fapt ce indica asupra actiunii detrimentale a tripsinei asupra
canalelor L-type-Ca din membrana miocitelor netede ale venei porta.

3. Acidoza a redus mai concludent amplitudinea contractiei la actiunea in vitro a tripsinei cu 48%
fata de paternul martor: 55,85% vs 37,75%. Totodatd modificarea frecventei contractiei a avut un
caracter dihotomic: reducerea ei cu 70,37% in lotul martor si elevarea cu 46% la actiunea tripsinei,
fapt ce a contribuit la atingerea unor valori fard devieri semnificative ale intensitatii functionarii
structurilor: 50,28 + 2,83 vs 43,64 + 2,89 mg/mgxmin (martor). Plauzibil de admis ca tripsina
limiteaza actiunea acidozei de micsorare a fosforilarii fosfolambanului, proteina implicatd notabil
in controlul contractiei fazice a venei porta.

4. Pretratarea segmentelor izolate din vena portd cu tripsind modificd notabil amplitudinea
contractiei la stimularea M-colinoreceptorilor prin carbacol in concentratia de 1 uM. Daca in lotul
martor amplitudinea contractiei spontane a crescut cu 26%, atunci sub actiunea tripsinei acest
indice s-a micsorat cu 33,34%, fapt ce poate fi determinat de periclitarea raspunsului
endoteliocitelor in vederea reducerii eliberdri de endotelina-1, factoriul vasoconstrictor cheie de
asigurare a contractiei venei porta.

5. Pe fundalul denudarii segmentelor izolate din vena porta reculul amplitudinii contractiei
spontane iminente actiunii tripsinei a crescut cu 30% fata de martor. Astfel, se poate de admis ca
actiunea tripsinei de reducere a amplitudinii contractiei a venei portd este determinatd atat de

actiunea detrimentald a enzimei asupra membranei miocitului neted, cat si asupra endoteliocitului.



RECOMANDARI PRACTICE
1. Elevarea nivelului circulant al tripsinei la pacientii cu pancreatite acute si cronice trebuie sa fie
concludent monitorizata si contracarata, astfel ca reducerea contractilitatii venei porta in raport
direct cu concentratia proteazei poate fi un factor prehepatic al hipertensiunii portale cu

consecintele iminente.

2. Acidoza si leziunile endoteliale sunt preconditionari capabile sd accentueze declinul
contractilitatii venei portd sub actiunea hipertripsinemiei, astfel ca pot fi predictori ai congestiei

sangvine portale.
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ANEXE
Anexa 1

Indicii contractilititii venei porta cu endoteliu intact in prezenta tripsinei asociata cu
diferite preconditionari
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Fig. A1.1. Amplitudinea contractiei in lotul martor si lotul pancreatita la diferite

concentratii a ionilor de Ca
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Fig.
Al.2 Frecventa contractiei in lotul martor si lotul pancreatita la diferite concentratii a

ionilor de Ca
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Fig. A1.3 Intensitatea functionarii structurilor in lotul martor si lotul pancreatita

la diferite concentratii a ionilor de Ca
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Fig. Al.4 Suprafata contractiei in lotul martor si lotul pancreatiti la diferite concentratii a

ionilor de Ca
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Fig. Al.5 Timpul total de contractie in lotul martor si lotul pancreatita la diferite

concentratii a ionilor de Ca

1,25 2,5 7,5 10

Concentratia Ca*", mM

Timpul contractiei, sec
o - N w
o U L, U N U W !

B Martor M Pancreatita

Fig.
Al1.6 Timpul de contractie in lotul martor si lotul pancreatita la diferite concentratii a

ionilor de Ca
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Fig. AL1.7 Timpul de relaxare in lotul martor si lotul pancreatiti la diferite concentratii a

ionilor de Ca
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Fig. A1.8 Amplitudinea contractei in lotul martor si lotul tripsina in vivo

la diferite concentratii a ionilor de Ca



12

O N B O

Frecventa contractiilor, con/min

II I. B =
1,25 25 7,5

’

Concentratia Ca*", mM

B Martor M Tripsina in vivo

10
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Fig. A1l.14 Amplitudinea contractei in lotul martor si lotul tripsina in vitro

la diferite concentratii a ionilor de Ca
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Fig. A1.15 Frecventa contractiilor in lotul martor si lotul tripsina in vitro

la diferite concentratii a ionilor de Ca
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Fig. A1.16 Intensitatea functionarii structurilor in lotul martor si lotul tripsina in vitro

la diferite concentratii a ionilor de Ca
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Fig. A1.17 Suprafata contractiei in lotul martor si lotul tripsina in vitro

la diferite concentratii a ionilor de Ca
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Fig. A1.18 Timpul total de contractie in lotul martor si lotul tripsina in vitro

la diferite concentratii a ionilor de Ca
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Fig. A1.19 Timpul de contractie in lotul martor si lotul tripsina in vitro
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Fig. A1.20 Timpul de relaxare in lotul martor si lotul tripsina in vitro

la diferite concentratii a ionilor de Ca
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Fig. AL1.21 Amplitudinea contractei in lotul tripsina in vitro si lotul martor in conditii de
hiperNa+, hipoNa+ si acidoza
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Fig. AL.22 Frecventa contractei in lotul tripsini in vitro si lotul martor in conditii de

hiperNa, hipoNa si acidoza
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Fig. A1.23 Intensitatea functionérii structurilor in lotul tripsini in vitro si lotul martor in

conditii de hiperNa, hipoNa si acidoza
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Fig. Al1.24 Suprafata contractiei in lotul tripsina in vitro si lotul martor in conditii de

hiperNa, hipoNa si acidoza
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Fig. A1.25 Timpul total de contractie in lotul tripsina in vitro si lotul martor in conditii de

hiperNa, hipoNa si acidoza

normoNa hiperNa hipoNa acidoza

w »
o U w L s ;

Ll

Timpul contractiei, sec
nN
-

o
o un

Concentratia Na** si H*

B Martor M Tripsina in vitro

Fig. A1.26 Timpul de contractie in lotul tripsina in vitro si lotul martor in conditii de
hiperNa, hipoNa si acidoza
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Fig. AL1.27 Timpul de relaxare in lotul tripsina in vitro si lotul martor in conditii de
hiperNa, hipoNa si acidoza
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Fig. A1.28 Amplitudinea contractei in conditii de tripsini in vitro la diferite
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Fig. A1.29 Frecventa contractiei in conditii de tripsina in vitro la diferite concerntratii de
tripsina (cont/min)

1200

1000
800
600
400
200

0

HassaHue

Suprafata

M Stabilizare W Tripsind 10nM  ® Tripsind 21 nM  m Tripsind42 nM

Fig. A1.30 Suprafata contractiei in conditii de tripsina in vitro

la diferite concentratii de tripsind (mm?/min)

M Stabilizare MW Tripsind 10 nM  m Tripsind 21 nM  ® Tripsind42 nM

250

200

150

100

IFS, mg/mgxmin

50

0

Fig. AL.31 Intensitatea functionarii structurilor in conditii de tripsina in vitro

la diferite concentratii de tripsina (mg/mg*min)



[ = S
A O o0 O N B

N

Timpul total al contractiei, sec

M Stabilizare M Tripsind 10 nmol/L m Tripsind 21 nmol/L ™ Tripsind42 nmol/L

Fig. A1.32 Timpul total de contractie in conditii de tripsina in vitro la diferite concerntratii

de tripsina (Sec)

M Stabilizare M Tripsind 10 nmol/L M Tripsind 21 nmol/L m Tripsind42 nmol/L

N w e [O,]

Timpul contractiei, sec

[N

0
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Fig. A1.37 Suprafata contractiei la actiunea diferitor doze de carbacol (mm?/min)
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Fig. A1.38 Intensitatea fuctionirii structurilor la actiunea diferitor doze de carbacol
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Fig. A1.39 Timpul total de contractie la actiunea diferitor doze de carbacol (sec)
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Fig. A1.40 Timpul de contractie la actiunea diferitor doze de carbacol (sec)
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Anexa2
Indicii contractilititii venei porta cu endoteliu denudat in prezensa tripsinei asociata cu
diferite preconditionari
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M Stabilizare W cuNO mfara NO

Fig. A2.1. Amplitudinea contractiei in loturi: martor, tripsina in vitro, acid colic, tripsina +
acid colic in prezenta sau absenta NO. * - semnificativ vs stabilizare
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Fig. A2.2 Frecventa contractiei in loturi: martor, tripsina in vitro, acid colic, tripsini +
acid colic in prezenta sau absenta NO. * - semnificativ vs stabilizare
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Fig. A2.3. Intensitatea functionarii structurilor in loturi: martor, tripsini in vitro, acid
colic, tripsina + acid colic in prezenta sau absenta NO. * -semnificativ vs stabilizare
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Fig. A2.4 Suprafata contractiei in loturi: martor, tripsina in vitro, acid colic, tripsini + acid
colic in prezenta si absenta NO. * - semnificativ vs stabilizare
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Fig. A2.5. Timpul total de contractie in loturi: martor, tripsina in vitro, acid colic, tripsina
+ acid colic in prezenta si absenta NO. * - semnificativ vs stabilizare
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Fig. A2.6. Timpul fazei de contractie in loturi: martor, tripsina in vitro, acid colic, tripsina
+ acid colic in prezenta si absenta NO. * - semnificativ vs stabilizare
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Fig. A2.7 Timpul fazei de relaxare la loturi: martor, tripsina in vitro, acid colic, tripsina +
acid colic in prezenta si absenta NO. * - semnificativ vs stabilizare
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Fig. A2.8. Amplitudenea contractiei in loturi: martor, tripsina in vitro, acid colic, tripsini +

acid colic la diferite concentratii a ionilor de Ca?. * - semnificativ vs Ca (2,5 mM/L)
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Fig. A2.9. Frecventa contractiei in loturi: martor, tripsiné in vitro, acid colic, tripsina +

acid colic la diferite concentratii a ionilor de Ca?. * - semnificativ vs Ca (2,5 mM/L)
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Fig. A2.10. Suprafata contractiei in loturile: martor, tripsina in vitro, acid colic, tripsina +

acid colic la diferite concentratii a ionilor de Ca?. * - semnificativ vs Ca (2,5 mM/L)
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Fig. A2.11. ISF in loturi: martor, tripsina in vitro, acid colic, tripsina + acid colic la diferite

concentratii a ionilor de Ca?. * - semnificativ vs Ca (2,5 mM/L)
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Fig. A2.12. Timpul total de contractie in loturi: martor, tripsina in vitro, acid colic, tripsini

+ acid colic la diferite concentratii a ionilor de Ca?. * - semnificativ vs Ca (2,5 mM/L)
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Fig. A2.13 Timpul contractiei in loturi: martor, tripsina in vitro, acid colic, tripsina + acid

colic, la diferite concentratii a ionilor de Ca?. * - semnificativ vs Ca (2,5 mM/L)
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Fig. A2.14. Timpul fazei de relaxare in loturile: martor, tripsini in vitro, acid colic, tripsina
+ acid colic, la diferite concentratii a ionilor de Ca2. * - semnificativ vs stabilizare
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INSTITUTIA PUBLICA _
UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA $| FARMACIE
”"NICOLAE TESTEMITANU” DIN REPUBLICA MOLDOVA

Pag. 1/1

Institutul National de Cercetare in Medicina si Sanatate

APROB
Prorector pentru activitate de cercetare,
USMEF ,Nicolae Testemitanu” din RM
pro’ﬁ uniyz, dr. hab. st.med.,
academician al A

G /J Stanislav GROPPA
o, @4/ Il 2023

ACTUL nr. 74
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiintifico — practic /stiintifico-didactic)
1. Denumirea ofertei pentru implementare: REACTIVITATEA VENEI PORTAE LA
ACTIUNEA TRIPSINEI  CORELATA CU CONCENTRATIA DE CALCIU SI DE
OXID NITRIC PE FONDAL DE ACIDOZA.
2. Autori: OJOG Victor, asist.univ., doctorand, SAULEA Aurel, dr.hab.st.med., prof.univ.
3. Numadrul inovatiei: Nr.6044 din 04 Mai 2023.
4. Unde si cind a fost implementati: [P USMF ,N. Testemitanu”, Catedra de
fiziopatologie si fiziopatologie clinica; Catedra de farmacologie si farmacologie clinic., in
perioada 2020-2023 aa.
5. Eficacitatea implementirii: Reactivitatea venei portae privitd prin prisma modelului de
hipertripsinemie reprodus in vivo pentru modelarea pancreatitei acute, cit si prin actiunea
tripsinei administratd in vitro asupra venei portae izolata, poate fi un predictor si o tintd
terapeuticd a periclitdrii circuitului portal in situatiile clinice asociate cu hipertripsinemie, in
primul rand in pancreatite.
6. Rezultatul implementirii: in evaluarea situatiilor clinice asociate cu hipertripsinemie,
in primul rand in pancreatite, este strict necesar de tinut cont de acidoza, cat si leziunea
endoteliala, care diminueaza potentialul contractil al venei portae, iar acest efect devine si mai
pronuntat pe fundalul actiunii tripsinei, fapt ce justifica algoritmul de corectare a reactivitatii
venei portae prin ameliorarea dezechilibrului acido-basic si disfunctiei endoteliale, in afari de
atenuarea activitatii tripsinice a sangelui.
Prezenta inovatie este implementati conform descrierii in cerere.

Sef departament, Departamentul CeW -
dr. hab. st. med., conf. univ. { ﬁna RAEVSCHI

X
Sef Departament didactic M ‘
dr. st. med., conf. univ. / Silvia STRATULAT
Sef Catedra de fiziologie : ’
a omului si biofiica /a‘ﬁ/‘ﬁ/ Svetlana LOZOVANU

Aty
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Republica Moldova
Ministerul Sanatatii

CERTIFICAT oz INOVATOR

Nr. 6044

Pentru inovatia cu titiul

REACTIVITEA VENEI PORTAE LA
~ ACTIUNEA TRIPSINEI CORELATA CU

CONCENTRATIA DE CALCIU SI DE OXID NITRIC PE
FONDAL DE ACIDOZA

Inovatia a fost inregistrata pe data de
la Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie
: “Nicolae Testemitanu™

Se recunoaste calitatea de autor(i)
0]JOG Victor, SAULEA Aurel

o5 et A 1 S e

04 Mai 2023
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Declaratia privind asumarea raspunderii

Subsemnatul, declar pe raspundere personala, ca materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiingifice. Constientizez ca, in caz contrar, urmeaza
sa suport consecintele in conformitate cu legislatia In vigoare.

Ojog Victor

Semnatura

Data



Curriculum vitae
Europass

Informatii personale
Nume / Prenume
Adresa(e)

Telefon(oane)

Fax(uri)
E-mail(uri)
Nationalitate(-tati)
Data nasterii

Sex

Locul de munca vizat /
Domeniul ocupational

Experienta
profesionala
Perioada

Functia sau postul
ocupat

CVv

Victor Ojog

Str. Nicolae Testemitanu, nr. 23, bl. 1, ap. 65; MD 2025, or.
Chisinau, R. Moldova

(+37322) 20 54 18 (serviciu)  Mobil: (+373 79) 25 51
86

victor.ojog@usmf.md
Republica Moldova
25.04.1969

Masculin

IP USMF ,,Nicolae Testemitanu”,
Catedra de fiziologie a omului si biofizica

Septembrie 2009 — iunie 2023
Asistent universitar


victor.ojog@usmf.md

Activitati si e Lucrul metodico-didactic (conducerea lectiilor practice (in limbile

responsabilitati romana, rusa si engleza), elaborarea prelegerilor si planurilor pentru
principale lectii practice, a setului de teste pentru evaluarea cunostintelor
studentilor)

e Activitate stiintificd - conducator stiintific la teze de licenta, lucrul
asupra tezei de doctor Tn medicina
Membru al Societatii Fiziologilor din Romania

Numele si adresa [P USMF "Nicolae Testemitanu" din Republica Moldova.
angajatorului

Tipul activitafii sau  Catedra de fiziologie a omului si biofizica
sectorul de activitate
Perioada Septembrie 2001 — septembrie 2009
Functia sau postul = Asistent universitar

ocupat
Activitagisi = e Lucrul metodico-didactic (conducerea lectiilor practice (in limbile
responsabilitati romana, rusa si engleza), elaborarea setului de teste pentru evaluarea
principale cunostintelor studentilor)
o elaborarea si editarea ghidului de lucrari practice pentru studenti
o Activitate stiintifica - lucrul asupra tezei de doctor in medicina

Numele si adresa [P USMF "Nicolae Testemitanu" din Republica Moldova.
angajatorului

Tipul activitdtii sau Catedra Biofizica, Informatica si Fiziologia Omului
sectorul de activitate

Perioada Aprilie 1998 — septembrie 2001

Functia sau postul Cercetator stiintific inferior

ocupat
Activitati si e  Lucrul metodico-didactic (conducerea lectiilor practice in limbile
responsabilitati Ao o
principale romana si rusa

e Activitate stiintifica - lucrul asupra tezei de doctor in medicina

Numele si adresa [P USMF "Nicolae Testemitanu" din Republica Moldova.
angajatorului

Tipul activitdtii sau Catedra Fiziologia si Reabilitare Medicala
sectorul de activitate

Functia sau postul Asistent unversitar
ocupat
Activitatisi e Lucrul metodico-didactic (conducerea lectiilor practice in limbile
responsabilitati romana si rusd)
principale

Numele si adresa [P USMF "Nicolae Testemitanu" din Republica Moldova.
angajatorului



Tipul activitagii sau
sectorul de activitate

Educatie si formare

Perioada

Calificarea / diploma
obtinuta

Disciplinele principale
studiate / competente
profesionale dobandite

Numele si tipul
institutiei de invatamant
/ furnizorului de
formare

Perioada

Calificarea / diploma
obtinuta

Disciplinele principale
studiate / competente
profesionale dobandite

Numele si tipul
institutiei de invatamant
[ furnizorului de formare

Perioada

Calificarea /
diploma obtinuta

Disciplinele principale
studiate / competente
profesionale dobandite

Catedra Fiziologia normala

August 1995 iunie 1998

-doctorat in medicina

Fiziologia normala si patologica

[P USMF "Nicolae Testemitanu" din Republica Moldova

August 1994 — iunie 1995
Medic-rentghenolog, certificat nr.516

Rentghenologia

Centru Oncologic, or. Chisindu, Republica Moldova

Septembrie 1986 - iunie 1994

Medic de profil general, diploma de studii superioare universitare E
014139

e Specialitatea medicina generala

Numele si tipul institutieilP USMF "Nicolae Testemitanu" din Republica Moldova.

de invatamant
furnizorului de formare

/



Alte formari /
instruiri

e Stagiu de specializare in Fiziologie:

01.03.2013-31.03.2013, Universitatea de Medicind si
Farmacie din Craiova, Romania

04.02.2002 — 28.02.2002, Universitatea de Medicind si
Farmacie ,,Gr. T. Popa” din lasi, Roménia

e Psihopedagogie:

01.04.2008-26.04.2008 — curs de perfectionare continud in
domeniul  medicini  ,,Psihopedagogia  Invatamintului
superior”, Facultatea de perfectionare a medicilor, IP USMF
"Nicolae Testemitanu" din Republica Moldova, Chisindu,
Republica Moldova

28.01.2008-30.01.2008 — curs de perfectionare continud in
domeniul medicini ,,Actualitati si metodologii contemporane
in procesul didactic la disciplinele medico-biologice si
preclinice”, Facultatea de perfectionare a medicilor, IP
USMF "Nicolae Testemitanu" din Republica Moldova,
Chisindu, Republica Moldova

Altele:

lunie 2018 — curs de perfectionare continua in Criminologie
si Stiinte socio-umaniste ,,Initiere n psihotraumatologie”,
Centru de instruire profesionald continua, Institutul de stiinte
penale si criminologie aplicata, Chisinau, Republica Moldova
lulie 2018 curs de perfectionare continua in Criminologie si
Stiinte socio-umaniste ,Initiere 1n psihologie clinica
judiciara”, Centru de instruire profesionald continua,
Institutul de stiinte penale si criminologie aplicata, Chisinau,
Republica Moldova

Octombrie 2018 curs de perfectionare continud in
Criminologie si Stiinte socio-umaniste ,,Managementul
timpului”, Centru de instruire profesionald continua,
Institutul de stiinte penale si criminologie aplicata, Chisinau,
Republica Moldova

10.10.2018-06.11.2018 curs de perfectionare continua in
Domeniul  socio-umanistic, juridic si  administrativ
»Psithotraumatologie  generala”, Centru de instruire
profesionald continua, Institutul de stiinte penale si
criminologie aplicatd, Chisinau, Republica Moldova
25.04.2019-26.06.2019 curs de perfectionare continua in
Domeniul  socio-umanistic, juridic si  administrativ
»Psithotraumatologie  speciald”, Centru de instruire
profesionald continua, Institutul de stiinte penale si
criminologie aplicata, Chisinau, Republica Moldova
16.08.2019-23.08.2019  cursul  ,Dezvoltarea  gindirii
strategice”, Centru de instruire profesionala continua,
Institutul de stiinte penale si criminologie aplicata, Chisindu,
Republica Moldova

Membrul activ al Societatii Roméane de Fiziologie din Romania



Aptitudini si competente

personale
Limba(i) romana
materna(e)
Limba(i) straina(e) intelegere Vorbire Scriere
cunoscuta(e)

Autoevaluare

Nivel european (*) Ascultare Citire  Participare la’ Discurs = Exprimare scrisa

conversatie oral
Rusa C1l Cl C1 C1 C1
Engleza Bl Bl A2 A2 Bl
(*) Nivelul Cadrului European Comun de Referinta Pentru Limbi

Straine

Competente si aptitudini e Punctualitate
Organizatorice e Amabilitate
e Lucru in echipa
e Planificare
e Coordonare

Competente si ~ Windows, MS Office applications: Word, Excel, Power Point, E-
aptitudini PC = mail formats and Internet

Permis(e) de conducere

Informatii  Persoane de referinta:
suplimentare e Victor Vovc, Catedra de fiziologie a omului si biofizica,
victor.vovc@usmf.md, 022205416
e Svetlana Lozovanu, sef Catedra de fiziologie a omului si biofizica,
svetlana.lozovanu@usmf.md, 022205418
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