Explicatie a dinamicii concentratiei in sange a citokinelor pot servi efectele
antiinflamatoare, antioxidante ale acidului hialuronic, cat si capacitatea acestuia de a
consolida membranele celulare si barierele biologice.

Concluzii

1. Pe parcursul socului hemoragic are loc intensificarea sintezei si secretiei
citokinelor IL-1a si TNF cu cresterea concentratiei acestora n sangele periferic.

2. Resuscitarea cu solutie Ringer conduce la cresterea concentratiei de IL-1 si IL-6
in sangele circulant.

3. Resuscitarea cu solutie de acid hialuronic scade concentratia in sange a IL-1 si
TNF la 5 ore de soc si stabilizeaza nivelul de IL-6.
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PARTICULARITATILE PATOGENETICE ALE SINDROMULUI
POSTINFUZIONAL iN SOCUL HEMORAGIC LA RESUSCITAREA CU ACID
HIALURONIC
Victoria Rotaru, Vasile Lutan
Catedra Fiziopatologie si fiziopatologie clinica

Summary
Pathogenetic peculiarities of the post infusion syndrom in hemmorrhagic
shock in conditions of resuscitation with hyaluronic acid

Intravenous administration of hyaluronic acid(AH) was effectuated in the infusion
therapy of hemorragic shock. Resuscitation with HA leads to decrease in the blood
concentration of IL-1a, and TNFa, in comparisonwith untreated shock. The role of HA in the
evolution of post infusion syndrome is discussing.

Rezumat

Terapia infuzionala a socului hemoragic a fost efectuatd prin administrarea
intravenoasa a acidului hialuronic. Resuscitarea cu AH scade nivelul IL-1a si THFa in sdnge
comparativ cu socul netratat. Se discutd rolul AH in evolutia sindromului postinfuzional.
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Actualitatea temei

Actualmente terapia infuzionald a socului hemoragic reprezintd metoda optima de
redresare a circulatiei sanguine si a indicilor hemodinamici respectivi In scopul restabilirii
aportului de oxigen si substante nutritive pentru organele vitale si inlaturarii reziduurilor
catabolice toxice.

Terapia infuzionald urmareste urmatoarele obiective:

-corectia adecvata a hipovolemiei , revenirea homeostazei circulatorii si a nivelului de
perfuzie a organelor vitale( cord si creier);

-ameliorarea aproviziondrii celulelor cu oxigen;

-corectia electrolitica, a acidozei si a echilibrului hidric in spatiul intracelular si
extracelular;

-atenuarea sindromului ,,no-reflow” ischemic (1).

Un dezavantaj al terapiei infuzionale reprezinta sindromul postinfuzional.

Patogenia sindromului postinfuzional include urmatoarele componente: 1) sindromul
,ho-reflow” (lipsa perfuziei); 2) leziunile celulare; 3) dereglarile volemiei, hemodinamicii
intraorganice si homeostaziei.

Fenomenul ,,no-reflow” reprezinta perfuzia inadecvata a organelor datorata spasmului
arteriolar durabil, instalat dupd o perioada de ischemie critici in rezultatul afectiunii
endoteliului vascular si dereglarii reactivitatii, dereglarii hemostazei si a proprietatilor
reologice ale sangelui. Astfel, in cadrul socului hemoragic se creaza conditii pentru instalarea
sindromul ,,no-reflow” nu numai in faza de hipovolemie, dar si in terapie infuzionald. Lipsa
efectului terapiei de infuzie este explicat prin vasospasm pasiv (edem endoteliocitar si
interstitial), vasospasm activ (alterare si disfunctie endoteliald pe fundalul -cresterii
raspunsului vascular la stimuli adrenergici, endotelinici, angiotensinici), tulburdri ale
hemostazei si reologiei sangelui (reactie inflamatorie), activarea stresului oxidativ(3).

Consecintele sindromului postinfuzional sunt:

-hipoperfuzia regionala a organului aflat indelungat in ischemie si hipoxie profunda;

-redistribuirea intraorganicd inadecvata a circulatiei sanguine;

-retinerea in organe a produselor metabolice toxice pe fundal de ischemie si hipoxie
cu mentinerea pH local acid;

-cresterea riscului expansiunii edemului interstitial proportional cu majorarea
presiunii hidrostatice (in infuzii de solutii cristaloide izotonice), ceea ce mdareste zona de
necroza celulara.

Cele expuse dicteazd necesitatea selectdrii ingredientilor infuzionali, care ar atenua
sindromul postinfuzional. O substanta potential favorizanta pentru terapia infuzionald poate
servi acidul hialuronic.

Acidul hialuronic(AH) demonstreaza propritati fizico-chimice distincte, evidenta
fiind capacitatea de a forma in apa solutii vascoase, care faciliteaza functia de lubrifiere si de
filtrare. Cantitatea lui sporeste in inflamatie sub actiunea citokinelor proinflamatoare (TNFa,
IL-1, IL-2). In focarul inflamator acidul hialuronic din matricea extracelulari retine celulele
emigrate din sange, stimuleazd celulele endoteliale, procesele reparative tisulare si
angiogeneza.  Acidul  hialuronic inhiba adeziunea trombocitelor, ameliorand astfel
proprietdtile reologice ale sangelui; diminueaza pasajul plachetelor in stratul intim al
peretelui vascular; realizeaza efect membranostabilizator si antioxidant. Administrat
intravenos induce hematopoieza prin stimularea sintezei IL-1 si [L-6(4,5).

Efectele respective au  servit suport pentru implementarea AH 1in terapia
postinfuzionald a socului hemoragic.

Materiale si metode de in vestigatie

Experientele au fost efectuate pe iepuri de laborator cu masa corporald 2,1-2,2 kg,
fara pedigriu, intretinuti in conditii standarte de vivariu cu acces liber la hrand si apa
potabila.
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Socul hemoragic a fost reprodus dupa C. Wiggers (1950). Sub anestezie locald cu
solutie Novocaind 10%-5ml a fost preparatd vena femurald, in care a fost introdusd o canula
plastica sterila conectata la o seringa pentru efuzii de sange, infuzii sau reinfuzii. Hemoragia
a fost efectuatd fractionat, in 3 prize cate 10-20 ml de sange peste fiecare 15-20 min pana
cand presiunea arteriala finald s-a stabilit la nivel ,,de soc” - 40-45 mm Hg. Presiunea
socogend a fost mentinutd pe o perioadd de 90 min prin efuzii suplimentare sau prin
reinfuzia sangelui. Dupa 90 minute animalele au fost eliberate de pe masa de operatii si
mentinute in conditii igienice optime cu acces la hrana si apad potabila. Ulterior de la aceste
animale au fost prelevate probe de sange pentru investigatii biochimice la 5 si 24 ore de soc.
La finele experimentului acut (24 ore) animalele au fost sacrificate prin eutanazie (exfuzie
letald de sange).

Resuscitarea animalelor socate a fost efectuata prin infuzia intravenoasa cu solutie de
acid hialuronic de 0,05% 1n volum de 3:1 la 90 min.

In conformitate cu scopul cercetarilor animalele au fost divizate in 2 loturi:

- lotul I (n=8) — animale cu soc hemoragic;
- lotul III (n=10) - animale cu soc hemoragic resuscitate cu solutie de acid hialuronic.

In experiente a fost utilizat acidul hialuronic obtinut din cordoanele ombilicale
umane, dupa metoda brevetata de V. Lutan si colab. ( 7,8).

Concentratia citokinelor a fost determinatd prin metoda imunoenzimatica cu seturi de
reagenti IMMUNOTECH (BECKMAN COULTER COMPANY) conform metodei anexate
la seturi. Investigatiile au fost efectuate n laboratorul Centrului Diagnostic Republican al
Republicii Moldova.

Rezultatele obtinute au fost prelucrate statistic cu aplicarea setului de programe
statistice Microsoft Excel.

Rezultate obtinute

Nivelul IL-1a in serul sanguin la iepurii supusi hemoragiei ,,de soc” a fost determinat
initial (pana la hemoragie), la 90 minute dupa hemoragie (perioda timpurie a socului), la 5 si
24 ore de soc (perioada tardiva a socului). Rezultatele obtinute sunt reprezentate in tabelul 1.

Nivelul initial a IL-1a la iepurii intacti constituie 7,63 + 1,56 pg/ml. In perioada
timpurie a socului (90 minute) concentratia interleukinei cercetate nu se modifica esential,
ramanand practic la nivelul initial.

In perioada tardiva a socului (5 ore) se observi o crestere a nivelului citokinei pana la
12,95 £ 6,88 pg/ml, ceea ce constituie o crestere pind la 70% comparativ cu nivelul initial.
Ulterior, la 24 ore de soc, concentratia interleukinei continud sa creasca pana la 16,29 + 8,80
pg/ml, ceea ce depaseste nivelul initial cu 87%, iar cel de la 5 ore — cu 25%.

Or pe parcursul socului hemoragic are loc o crestere progresiva a nivelului IL-1a , cu
valoarea maxima la 24 ore de soc.

Animalele din lotul II au fost resuscitate cu solutie de acid hialuronic (0,05%)
administrata intravenos in volum de 3:1 fatd de volumul sangelui exfuzat la 90 min de soc.
Probele de sange au fost prelevate pana la resuscitare, la 5 si 24 ore de soc.

Modificarile concentratiei IL-1 la animalele socate si resuscitate cu solutie de acid
hialuronic (lotul II) sunt reprezentate in tabelul 1. La animalele din lotul II concentratia IL-1
creste catre 90 min de soc de la 17,80 + 3,13 pg/ml pana la 20,05 + 10,62 pg/ml, ceea ce
constituie o majorare cu 12%. In perioada tardiva a socului (5 ore) concentratia citochinei
scade pana la 7,14 pg ml, ceea ce constituie 40 % fata de valorile initiale, iar comparativ cu
90 minute de soc — 36%. La 24 ore de soc nivelul IL-1 constituie 55% din nivelul initial.
Comparativ cu perioada de 5 ore nivelul interleuchinei a crescut cu 38%.

Or nivelul IL-1 la animalele socate si resuscitate cu acid hialuronic demonstreaza o
dinamica diferitd de cea descrisa la animalele resuscitate cu solutie Ringer. Spre deosebire de
resuscitarea cu solutie Ringer, care conduce la o crestere a nivelului IL-1 chiar mai
pronuntatd decdt la animalele cu soc netratat, resuscitarea cu solutie de acid hialuronic
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antreneaza o scadere absolutad a nivelului interleichinei catre 5 ore de soc. La 24 ore de soc,
desi concentratia IL-1 creste fatd de nivelul la 5 ore, totusi ea ramane sub nivelul initial.
Nivelul IL-6 a fost determinat initial (pand la hemoragie), la 90 minute dupa hemoragie, la 5
si 24 ore de soc dupa resuscitare. Rezultatele obtinute sunt reprezentate in tabelul 2.

Nivelul initial a IL-6 constituie 32,35 + 8,78 pg/ml. In perioada timpurie a socului (90
minute) concentratia interleukinei cercetate scade, ceea ce constituie 71% din nivelul initial.

Tabelul 1

Nivelul IL-la (picograme la mililitru; pg/ml) in serul sanguin pe parcursul socului
hemoragic la resuscitarea cu solutie acid hialuronic (II lot)

1 2 3 4 P, Pis P4
Lotul | Initial 90min Sore 240re
I lot 7,63+156 | 735+191 12,95+ 6,88 | 16,29 +8,80 | >0,05 | >0,05 | >0,05
Mlot |17,80+3,13 | 20,05+10,62 | 7,14+ 1,18 9,86 £2,56 >0,05 | <0,01 | >0,05
Pru <0,05 >0,05 >0,05 >0,05

Nota: I lot— soc hemoragic;

II lot — soc hemoragic tratat cu solutie de acid hialuronic;

P i1 - veridicitatea statistica a modificarilor indiciului cercetat in diferite loturi;

P2, 13, 1.4— veridicitatea statisticd a modificarilor indiciului cercetet in diferiute

perioade ale socului

Rezultatele sunt veridice la valorea P < 0,05 si <0,01

In perioada tardivi a socului (5 ore) nivelul citokinei continui si scada
nesemnificativ pand la 21,07+£2,09 pg/ml,ceea ce alcatuieste 65% comparativ cu valoarea
initiald s1 92% fatd de 90 min. Ulterior, la 24 ore de soc, concentratia interleukinei creste
pana la 24,40 + 3,06 pg/ml, ceea ce constituie 75%, la 90 min- 6%, la 5 ore — 15%.

Or, pe parcursul socului hemoragic are loc o scddere marcata a nivelului IL-6 la 90
min §i 5 ore, atingind valoare majorata la 24 ore de soc.

In cadrul asocierii terapiei infuzionale cu acid hialuronic se constatd cresterea
nivelului IL-6 la 90 min de la 17,34+3,84 pg/ml pina la 21,24+2,30 pg/ml, ce constituie 23%.

In perioada tardiva a socului (5 ore) concentratia interleukinei cercetate nu se
modifica esential, raimdnand practic la acelas nivel. La 24 ore de soc nivelul IL-6 constituie
118% din nivelul initial, iar comparativ cu perioada de 5 ore nivelul interleukinei a scazut
doar cu 4%.

Tabelul 2

Nivelul IL-6 (picograme la mililitru; pg/ml) in serul sanguin pe parcursul socului hemoragic
la resuscitarea cu solutie acid hialuronic (II lot)

1 2 3 4 P, Pis Pi4
Lotul | Initial 90min Sore 240re
I lot 32,35+£8,78 | 22.97+2,07 | 21,07+£2,09 | 2440+3,06 | >0,05 | >0,05 | >0,05
II lot 17,34 +3,84 | 2124 +£230 | 2141 +1,88 |20,50+1,29 |>0,05 | >0,05 | >0,05
Prn >0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Nota: I lot— soc hemoragic;
II lot — soc hemoragic tratat cu solutie de acid hialuronic;
P i1 - veridicitatea ststistica a modificarilor indiciului cercetat in diferite loturi;
P2, 13, 1.4— veridicitatea ststiastica a modificarilor indiciului cercetet in diferiute
perioade ale socului
Rezultatele veridice la valorea P < 0,05 si <0,01

Nivelul TNFa a fost determinat initial, la 90 minute (perioada timpurie) dupa
hemoragie, la 5 si 24 ore (perioada tardiva) de soc dupa resuscitare. Probele de singe au fost
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recoltate respectiv initial, la 90min, 5 ore si 24 ore pentru fiecare lot. Rezultatele obtinute
sunt reprezentate in tabelul 3.

Devierea nivelului TNFa in lotul I (animale socate fara tratament) atesta o crestere cu
13% la 90 min de soc comparativ cu initial, dar o tendinta de scddere cu 22 % la 5 ore si cu
cca 36 % de la valoarea initiala la 24 ore.

La animalele din lotul II concentratia TNFo descreste catre 90 min de soc de la
162,85 + 29,08pg/ml pana la 80,44 + 18,25 pg/ml, ceea ce constituie o scadere cu cca 50%.
In perioada tardiva a socului (5 ore) concentratia citokinei scade pana la 60,75 £15,34
pg/ml, ceea ce constituie 37 % din valorile initiale, iar comparativ cu 90 minute de soc —
76%. La 24 ore de soc nivelul TNFa constituie 27% din nivelul initial. Comparativ cu
perioada de 5 ore nivelul interleukinei a crescut cu cca 240%.

Or resuscitarea cu solutie de acid hialuronic antreneaza o sciadere absolutd a nivelului
interleikinei catre 5 ore de soc. La 24 ore de soc, concentratia TNFa creste fatd de nivelul la
5 ore, si ramine majorat chiar comparativ cu nivelul initial.

Tabelul 3
Nivelul TNFa (picograme la mililitru; pg/ml) in serul sanguin pe parcursul socului
hemoragic la resuscitarea cu acid hialuronic (II lot)

Lotul 1 2 3 4 P1_2 P1_3 P1_4
Initial 90min Sore 24o0re

I lot 98,57 +20,66 | 110,86 £22,92 | 77,07 +19,83| 62,74 +£23,02 | >0,05 | <0,05 |>0,05

ot | 162,85 +£29,08| 80,44 + 18,25 | 60,75 +£15,34| 206,52 + 130,46| <0,05 | <0,05 | >0,05

Pri >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

Nota: I lot— soc hemoragic;
IT lot — soc hemoragic tratat cu solutie de acid hialuronic;
P - veridicitatea statisticd a modificarilor indiciului cercetat in diferite loturi;
P12, 1.3, 14— veridicitatea ststisticd a modificarilor indiciului cercetet in diferiute
perioade ale socului
Rezultatele sunt veridice la valorea P < 0,05 si <0,01

Procesul inflamator sistemic a fost apreciat in dependenta de determinarea nivelelor IL-1, IL-
6, TNF.

Rezultatele de testare a efectului AH in vederea unui posibil impact asupra activitatii IL-1,
IL-6, TNF in singele animalelor de laborator sunt reprezentate respectiv in tabelele 1,3.
Remarcabil, ca in lotul II, la resuscitarea cu acid hialuronic 0,05%, nivelul IL-1 a fost mai
inferior, explicat probabil prin capacitatea glucozaminoglicanului de a stabiliza membranele
celulare si barierele tisulare.

In cadrul asocierii terapiei infuzionale cu acid hialuronic se constati prevalenta raspunsului
in sensul inhibarii, blocdrii productiei de mediatori ai inflamatiei precum si a scaderii
expresiei moleculelor de adeziune intercelulara.

Discutii

Una din problemele terapiei infuzionale a socului hemoragic prezintd sindromul
postinfuzional.

In conditii de hipoperfuzie in socul decompensat are loc acumularea in organe si
tesuturi a catabolitilor, produsilor de dezintegrare celulard, a substantelor biologic active,
inclusiv a citokinelor. La restabilirea perfuziei prin infuzii lichidiene, acesti produsi sunt
diseminati in circulatia sistemicd, antrenand efecte generalizate. Invadarea circulatiel
sistemice cu citokine produce sindromul inflamatiei generalizate. Aceasta necesita
respectarea regimului optim de reperfuzie, pentru ca gradul de toxinemie, citochinemie sa
corespunda clearence-lui - capacitatii organismului de epurare.

Acidul hialuronic reprezintd substanta de baza a matricei intercelulare, a
membranelor bazale, a barierelor histohematice si a glicocalixului celulelor. Acidul
hialuronic determind in mare masurd permeabilitatea membranelor biologice, schimbul
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citoplasmatic-interstitial si transcapilar. In investigatiile efectuate de O.Galbur (2) aplicarea
locald si administrarea parenterald a acidului hialuronic a demonstrat efect benefic in
tratamentul experimental al socului combustional. Mai mult, acidul hialuronic poseda efecte
antiinflamatorii, antioxidante. Aceste proprietati au servit premize pentru utilizarea acidului
hialuronic in terapia infuzionala experimentald a socului hemoragic.

Infuzia solutiei de 0,05% de acid hialuronic la 90 minute de soc hemoragic a redus
substantial concentratia IL-1 in sange chiar mai jos de nivelul initial. Concentratia IL-6 dupa
infuzia acidului hialuronic s-a stabilizat la nivelul Inregistrat la 5 ore de soc, fara tendinta de
crestere. Concentratia TNF succesiv administrarii acidului hialuronic scade la 5 ore, dar
inregistreaza o crestere fata de nivelul initial la 24 ore de soc.

Explicatie a dinamicii concentratiei in sange a citokinelor pot servi efectele
antiinflamatoare, antioxidante ale acidului hialuronic, cat si capacitatea acestuia de a
consolida membranele celulare si barierele biologice.

Concluzii

4. Pe parcursul socului hemoragic are loc intensificarea sintezei si secretiei

citokinelor IL-1a si TNF cu cresterea concentratiei acestora n sangele periferic.

5. Resuscit area cu solutie de acid hialuronic scade concentratia in sange a IL-1 si

TNF la 5 ore de soc si stabilizeaza nivelul de IL-6.
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Summary
Raman spectra in ZnxIn,S;.x single crystals

Raman spectra were studied in layered ZnxIn,Ss.x single crystals (x = 1, 2, 3) in the
range of 10 +400 cm™ under the laser excitation using several laser frequencies. Polarized
spectra were obtained for ZnlIn,S, at the temperatures of 77 and 300 K. The results were
interpreted taking the proper account of the data of X-ray analysis. The peculiarities of
vibration spectra were elucidated on the basis of various structural location of In and Zn
atoms in the voids of tetrahedral and octahedral packages in the three studied materials.
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