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STUDII CLINICO-ŞTIINŢIFICE

Introducere
Pacienţii care supravieţuiesc în fazele iniţiale ale şocului 

hemoragic (ŞH) pot dezvolta sindromul inflamator sistemic, 
care induce leziuni celulare în organele de importanţă vitală 
[1]. Actualmente, mecanismele implicate în patogenia şocului 
hemoragic sunt definite incomplet. Şocul hemoragic induce 
stresul oxidativ şi răspunsul inflamator, cu creşterea expresiei 
mediatorilor proinflamatori şi a citochinelor. Aceşti factori pot 
favoriza dezvoltarea leziunilor celulare ireversibile, cu tulbu-
rarea funcţiilor organelor şi ale sistemelor de organe [2]. 

Un rol decisiv în menţinerea homeostaziei organismului 
uman este atribuit ficatului, organ care frecvent este afectat 
în cadrul stărilor extreme, inclusiv în şocul hemoragic. Hipo-
tensiunea arterială sistemică favorizează dereglarea circulaţiei 
sangvine regionale, cu dezvoltarea ischemiei, a hipoxiei şi a 
hiponutriţiei hepatice. În consecinţă, tulburările metabolice 
induse de hipoxie, generează specii reactive de oxigen care 
amplifică procesul de peroxidare a lipidelor, cu lezarea mem-
branelor celulare [3]. O importanţă majoră în dezvoltarea 
sindromului inflamator sistemic este atribuită excesului de 
monoxid de azot (NO) care, în combinaţie cu superoxidul, 
formează radical peroxinitrit (ONOO), cu toxicitate foarte 
înaltă provocând leziuni celulare. 

NO se formează la transformarea L-argininei în L-
citrulină, pe calea şuntată a ciclului ornitinic, sub acţiunea 
unor enzime specifice denumite nitricoxidsintaze (NOS). 
Ultimele, în funcţie de caracterul biochimic, localizare cu-
prind 3 izoforme: NOS1, NOS2 şi NOS3. NOS1 (nNOS) a 
fost identificată în creier; NOS2 (iNOS), depistată iniţial în 
macrofage, se caracterizează printr-un nivel funcţional activ 
în cadrul proceselor inflamatorii. NOS3 (eNOS), identificată 
iniţial în endoteliu, are masa moleculară egală cu 133 kDa, este 
insolubilă, fiind dispusă numai la nivel membranal [4].
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Şocul hemoragic scade activitatea nitricoxidsintazei 
endoteliale (eNOS), dar creşte expresia şi activitatea iNOS [5]. 
Unii autori [5, 6] au demonstrat că inhibiţia NOS este urmată 
de reducerea leziunilor celulare în organe şi de creşterea 
viabilităţii. Aceste fenomene demonstrează rolul NO în dez-
voltarea leziunilor celulare din şocul hemoragic. 

Scopul prezentului studiu constă în aprecierea efectu-
lui Difetur-ului asupra leziunilor hepatice induse de şocul 
hemoragic.

Material şi metode
Pentru realizarea experimentelor au fost utilizaţi 30 de 

şobolani albi. Animalele au fost întreţinute în condiţii stan-
darde: temperatura mediului constantă (21-22°C), umiditatea 
aerului stabilă, regimul întuneric-lumină (12:12 ore), plasate 
solitar în cuşcă. Pentru obţinerea aclimatizării, cu şapte zile 
înainte de efectuarea experimentului, animalele au fost 
plasate în camera de carantină. Şobolanii au fost anesteziaţi 
(administrare i/p) cu soluţie de cloral hidrat 4% (350 mg/kg 
masă corporală). Prin abord inghinal pe dreapta a fost de-
tectată vena femurală, care a fost separată şi ligaturată distal. 
Cateterul folosit pentru canulare a fost confecţionat din tub 
de polietilenă PE 20, inserat în PE 50 (Sigma) şi heparinizat 
(10 IU/mL). După ce a fost introdus în venă, capătul distal 
al cateterului, prin tunel subcutanat a fost exteriorizat în aria 
interscapulară.

Toate experimentele au fost efectuate strict între orele 
09 şi 15, pentru a evita diferenţele indicilor studiaţi, dictate 
de modificările ciclurilor circadiene.

Şocul hemoragic (pe durata de 120 de minute) a fost 
reprodus prin efuzia a 30% din volumul total de sânge din 
vena femurală. Difetur-ul a fost administrat intravenos în 
doză de 20 mg/kg masă corporală, după 120 de minute de la 
inducerea şocului. 
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Nivelul IL-1α, IL-6, IL-10 şi TNF-α în serul sangvin 
a fost determinat prin metoda imunoenzimatică (conform 
instrucţiunii), cu utilizarea chitului de reactive (ELISA; R&D 
Systems). Alaninaminotransferaza (ALT), aspartatamino-
transferaza (AST) şi glutamat dehidrogenaza (GLDH) au 
fost apreciate utilizând chitul de reactive (Roche Diagnostics, 
Mannheim, Germany).

Probele de ţesut din ficat, pentru investigaţia morfologică, 
au fost prelevate de la animale iniţial (până la hemoragie), 
după 120 de min şoc hemoragic şi de la animalele cu şoc 
hemoragic resuscitate cu Difetur, după 90 de min. Fragmen-
tele tisulare au fost fixate în soluţie 8% de formol şi incluse în 
parafină, iar secţiunile histologice – colorate cu hematoxilină-
eozină şi cu picrofucsină, metoda van Gieson, şi studiate la 
microscopul optic. 

În funcţie de sarcinile abordate au fost delimitate 3 
loturi:

• Lotul I (n=10) – martor.
• Lotul II (n=10) – şoc hemoragic pentru perioada de 

120 de min.
• Lotul III (n=10) – şoc hemoragic pentru perioada de 120 

de min, resuscitat cu Difetur. 
Datele obţinute au fost prelucrate computerizat, cu 

aplicarea setului de programe statistice Microsoft Excel. Proba-
bilitatea mai mare de 95%, când p < 0,05, s-a considerat drept 
discrepanţă statistică.

Rezultate
Rezultatele obţinute în cadrul experimentelor indică că, 

în cadrul şocului hemoragic (figura 1), a crescut nivelul seric 
al tuturor enzimelor studiate: ALT – cu 22% ( p < 0,01); AST 
– cu 33% (p < 0,05); şi nivelul GLDH – cu 74% (p < 0,001), 
comparativ cu nivelul acestora la animalele din lotul martor. 
Administrarea inhibitorului iNOS Difetur la animalele cu şoc 
a redus nivelul ALT cu 16% şi nivelul GLDH – cu 13%. În lotul 
animalelor cu ŞH, nivelul citokinelor proinflamatoare (figura 
2) a crescut comparativ cu nivelul acestora în lotul martor: IL-
1α – cu 153% (p < 0,001); TNFα – cu 38% (p < 0,01), şi nivelul 
IL-6 – cu 64% (p < 0,01); nivelul proteinei C-reactive – cu 
104% (p < 0,001), iar nivelul IL-10 s-a micşorat cu 51%. 

La resuscitarea prin inhibitorul NO-sintazei Difetur, 
nivelul de citochine proinflamatoare şi al proteinei C-reac-
tive a descrescut comparativ cu nivelurile acestora în cadrul 

Fig. 1. Nivelul enzimemiei în şocul hemoragic până şi 
după resuscitare cu Difetur.

Fig. 2. Modificarea nivelului de citochine şi a proteinei 
C-reactive în serul sangvin în ŞH şi după resuscitarea prin 

inhibitorul iNOS-Difetur.

Fig. 3. Modificările histologice în ficat: A – structură normală; B – şoc hemoragic 120 de minute;  
C – şoc hemoragic, 120 de minute, resuscitat cu Difetur.

ŞH: valoarea IL-1α – cu 52% (p < 0,01), a TNFα – cu 13% (p 
< 0,05), a proteinei C-reactive – cu 37% (p < 0,01). Valoarea 
interleukinei-10 a crescut cu 125% (p < 0,001).

Examenul histologic al ficatului, efectuat după 120 de min 
şoc hemoragic (figura 3B), evidenţiază focare de necrobioză a 
hepatocitelor, cu reacţie leucolimfocitară, şi distrofie granulară 
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şi vacuolară a hepatocitelor. După administrarea Difetur-ului 
(figura 3C), modificările morfolofice ale ficatului se manifestă 
prin distrofie granulară/vacuolară microveziculară a hepato-
citelor, infiltraţia leucolimfocitară fiind mai slab pronunţată, 
comparativ cu modificările histologice din ficat la animalele 
cu şoc hemoragic fără resuscitare. 

Discuţii
În acest studiu a fost utilizat un model al şocului hemor-

agic pe şobolani, pentru a testa capacitatea efectului antiin-
flamator al inhibitorului iNOS Difetur. S-a demonstrat că 
administrarea Difetur-ului după 120 de minute de şoc hemor-
agic reduce semnificativ nivelul IL-1α (p < 0,01), al TNFα (< 
0,05) şi al proteinei C-reactive (p < 0,01) în serul sangvin. În 
plus, administrarea Difetur-ului reduce numărul de leucocite 
acumulate în parenchimul hepatic, fenomen ce coincide cu 
reducerea în serul sangvin a nivelului ALT şi GLDH.

Resuscitarea în şocul hemoragic este urmată de o creştere 
masivă a producerii de citochine proinflamatoare, aşa ca IL-
1α, TNFα, IL-6 de către celulele sistemului imun [7]. Cu toate 
că strategiile de tratament în ŞH sunt îmbunătăţite, în perioada 
de postresuscitare, pacienţii pot dezvolta o reacţie inflamatorie 
sistemică care poate conduce la disfuncţie poliorganică şi, în 
final, la deces. În experimentele noastre s-a observat că şocul 
hemoragic este însoţit de răspuns inflamator sistemic reflectat 
prin creşterea semnificativă în serul sangvin a nivelului de 
IL-1α, TNFα şi de IL-6. TNFα în condiţii fiziologice este un 
mediator-cheie în formarea răspunsului imun local împotriva 
agenţilor infecţioşi şi neinfecţioşi. Cu toate acestea, produ-
cerea necontrolată, exagerată de TNFα poate provoca leziuni 
celulare şi promovează formarea şi eliberarea mediatorilor 
proinflamatori secundari, cum ar fi IL-6. IL-6 este o citochină 
pluripotentă, care facilitează infiltrarea neutrofilelor în organe, 
favorizând astfel lezarea acestora. Reducerea nivelului de cito-
chine proinflamatoare din plasmă în şocul hemoragic prezintă 
o importanţă clinică majoră, deoarece nivelurile crescute ale 
acestora corelează cu micşorarea gradului de supravieţuire a 
pacienţilor. Interleuchina 10 a fost identificată ca fiind „fac-
tor inhibitor al secreţiei de citochine”. Efectele biologice ale 
IL-10 pot fi sistematizate în efecte imunosupresoare, antiin-
flamatoare şi imunostimulatoare. Efectele antiinflamatoare 
ale IL-10 se datorează inhibiţiei altor funcţii ale macrofagului, 
cum este cea a sintezei de citochine proinflamatoare de tipul 
IL-1, 6, 8, TNF-alfa, precum şi de radicalii liberi ai oxigenului 
şi de derivaţi nitrici, indusă de activarea antigenică în cadrul 
răspunsului inflamator. Experimentele noastre au demonstrat 
o micşorare a nivelului IL-10 în şocul hemoragic şi o creştere 
a nivelului la resuscitarea cu Difetur. 

Leziunile hepatice din şocul hemoragic sunt mediate de 
interleuchine, radicali liberi, leucocitele activate şi exacerbarea 
procesului de apoptoză. Resuscitarea în ŞH poate exacerba 
leziunile hepatice prin generarea speciilor reactive de oxigen şi 

prin creşterea producerii de NO pe cale iNOS [8]. În perioada 
precoce a ŞH, de asemenea, are loc şi activarea neutrofilelor, 
leziunile hepatice fiind amplificate de acumularea acestora 
în organ. Neutrofilele activate prezintă o sursă potenţială de 
radicali liberi şi de monoxid de azot. Excesul de monoxid de 
azot (NO), în combinaţie cu superoxidul, formează radicalul 
peroxinitrit (ONOO), cu o toxicitate înaltă, care poate favoriza 
amplificarea leziunilor hepatice. Prin urmare, rezultatele stu-
diilor noastre demonstrează că Difetur-ul (inhibitor selectiv 
al iNOS) reduce leziunile hepatice induse de şocul hemoragic 
experimental la şobolani [9].

Concluzii
1. Şocul hemoragic induce atât leziunile hepatice locale, 

cât şi modificările biochimice în serul sangvin manifestate 
prin creşterea nivelului de transaminaze şi de citochine pro-
inflamatoare.

2. Difetur-ul a demonstrat un efect hepatoprotector 
manifestat prin reducerea nivelului seric de ALT, GLDH, IL-
1α, TNFα şi de proteina C-reactivă, cu diminuarea infiltraţiei 
leucolimfocitare în ficat.
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