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LISTA ABREVIERILOR

ACVP- amplitudinea contractiei venei porta
Ang Il - angiotensina 11

cGMP- guanozin monofosfat ciclic
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-- matricea extracelulara vasculara
MMP-9 — metaloproteinaza de matrice
MNV- miocitul 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

REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta temei. Vena portd ocupa o pozitie magistrala 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 [1]. Nivelul presiuni medii de 10 mm Hg instalat
in vena porta este rezultatul activititii 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 portald asociatd cu un risc crescut de aparitie a varicelor si sangerarii.
Prezenta diferitor receptori expresati atdt pe endoteliul, cat si media musculara a venei porta,
indica asupra rolului acetilcolinei, catecolaminelor, endotelinei 1 (ET-1), angiotensinei Il (Ang
IT), prostaglandinelor, etc., in controlul vasomotric venos in contiguitate cu actiunea lor asupra
rezistentei vasculare intrahepatice, care filogenetic este mica [2,3].



Un factor, care poate angrena fiziologia digestiei si fiziologia vasculari este tripsind, enzima
proteoliticd eliberatd sub forma inactivd de pancreasul exocrin si activatd in intestin, si care in
mod normal poate fi decelata in singe in concentratii foarte mici: 20-30 mg/L (sau 1-4 ymol/L).
Mult timp era coroboratd opinia, potrivit careia unica sursa a tripsinei in organismul uman si al
mamiferelor este pancreasul exocrin, care exceleaza prin expresia inaltd a genei de sintezd a
enzimei, pand cand studiile imunohistochimice si hibridizarea in situ nu au aritat ca tripsina este
expresata si de alte celule, cum ar fi epiteliocitele, neuronii creierului, macrofagele splinei.
Cercetdrile japonezilor N.Koshikawa et al (1997) au dovedit si capacitatea endoteliocitelor
vasculare de a expresa gena tripsinogenului [4].

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 modificérile plauzibil ale
reactivitatii vasculare odatd cu descoperirea receptorilor vasculari cu afinitate fata de tripsina,
PAR (protease activated receptor) cuplati cu proteinele membranare-G [5]. Toate cele 4 familii
de PAR sunt expresate in proportii diferite de structurile vasculare (endoteliocite, miocite netede),
tipul PAR1, de exemplu, fiind initial identificat ca receptor al trombinei (proteazi ce declanseaza
faza 3 a coagularii sangelui). Celelalte mia importante proteaze ce activeaza receptorii PAR sunt:
tripsind, 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 vasculara in 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 [6,7].

La ora actuald sunt bine cunoscute efectele vasculare ale agonistilor receptorilor PAR
evidentiate in cercetarile 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 att constitutiv pe endoteliocite, cét si in
maniera inductibila pe endoteliocite si miocite netede cu precadere in preconditionari inflamatorii,
diabetogene si dismetabolice [8,9]. Sunt in mare masurad elucidate mecanismele si mesagerii
intracelulari ai efectelor vasodilatatoare ale proteazelor mediate de receptorii PAR2 expresati pe
endoteliocite, activarea carora conduce la eliberarea de oxid nitric, prostaglandine si factorul
endotelial cu actiune hiperpolarizanté [10,11]. Mai mult, receptorul PAR1 espresat pe endoteliocit
are rol in promovarea efectului vasorelaxant al acetilcolinei, astfel, cd intensitatea acestuia
estimatd pe inele izolate de aortd la soriceii cu expresie redusa a PAR1 a fost notabil micsorata
[12].

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 [13].

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 portd. in plus, anume vena porti 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 portd 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 preconditiondri 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 spontand a contractiilor, similar pace-maker-ului celulei Cajal.

Scopul lucrarii: evaluarea in vitro a particularitatilor raspunsului venei portd la actiunea
tripsinei in diferite preconditiondri si postconditionari.

Obiectivele cercetarii:

1.  Evaluarea in vitro a rdspunsului 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).

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 portd la actiunea tripsinei in dependentd de
prezenta oxidului nitric, precum si absenta acestuia pe fundalul diferitor concentratii ale ionilor
de calciu.

Originalitatea si noutatea stiintifici a cercetirii. in premiera s-au studiat particularitatile
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 amplitudinii si
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 indusd de cofeind si depolarizare maxima inerentd actiunii solutiei de KCl (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.

Semnificatia teoretici 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 portad in vitro cu concentratia de calciu, care s-a impus prin
reducerea semnificativi a amplitudinii si frecventei contractiilor si respectiv a intensitatii
functiondrii structurilor in tot diapazonul concentratiei cationului aplicat: 1,25-10 mM.



e Actiunea tripsinei asupra reactivitatii venei porta 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
declansata de depolarizarea cu solutia de KCI (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 porta 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 portd izolata exceleaza 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 cd acest fenomen poate fi un predictor si o tintd
terapeutica a periclitarii circuitului portal in situatiile clinice asociate cu hipertripsinemie, in
primul rand 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 solutionata in lucrare. Consta in elucidarea in vitro a particularitatilor
actiunii tripsinei asupra reactivitatii venei porta, inclusiv pe fundalul modificérii concentratiei
ionilor de Ca2+ 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.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele stiintifice expuse in lucrare au fost
comunicate si discutate in cadrul diferitor foruri stiintifice nationale si internationale: SRF
International Conference Physiology Today: Innovation, Integration, Translation, Timisoara,
Romania, 2019; A XVIl-a Conferinta Nationala a Societatii Romdne de Stiinge Fiziologice, Targu-
Mures, Romania, 2001; The VIII Annual International Scientific-Practical Conference “Medicine
Pressing Questions, Baku, Azerbaijan, 2019; Conferinta stiintifica anualda al USMF “Nicolae
Testemitanu”, Chiginau, 2011.

Teza a fost discutatd, aprobata si recomandata spre sustinere la sedinta Catedrei de fiziologie
a omului si biofizicd a USMF “Nicolae Testemitanu” (proces verbal nr. 28 din 15.06.2023) si
Seminarului Stiintific de profil 312. Fiziologie 315. Biochimie si biologie moleculara, (proces
verbal nr. 1 din 05.07.2023).

Publicatiile la tema tezei. Pe marginea temei au fost publicate 13 lucrari stiintifice, dintre
care 6 articole in reviste stiintifice (1 articol in reviste din bazele de date Web of Science si
SCOPUS, 5 articole in reviste din Registrul National al revistelor de profil); 1 articol in culegeri
stiintifice si 7 teze in lucrarile conferintelor stiintifice internationale si nationale. A fost obtinut
un certificat de inovator.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele studiului dat au fost implementate in
activitatea didactica si stiintifica a Catedrei de fiziologie a omului si biofizica, a Catedrei de



fiziopatologie si fiziopatologie clinica, a Catedrei de farmacologie si farmacologie clinicd a
USMF “Nicolae Testemitanu”.

Sumarul compartimentelor tezei. Teza realizatd in limba romana este expusa pe 167 pagini,
dintre care partea principala reprezintd 120 pagini. Teza constd din adnotari, introducere si 4
capitole, dintre care capitolul 1 prezinta reviul literaturii, capitolul 2 — materialul si metodele de
cercetare, capitolul 3 — include datele obtinute si sinteza rezultatelor, capitolul 4 — discutii;
concluzii; recomandari practice; bibliografie. Bibliografia include 144 de titluri de referinte.
Lucrarea contine 72 figuri, 47 tabele si 2 anexe.

Cuvinte-cheie: vena porta, celulele musculare netede, miocitul neted vascular, receptor
activat de proteaze, hipertripsinemie, denudarea endoteliului, celule Cajal, oxid nitric,
hipertripsinemie, parametrii contractiei

CONTINUTUL TEZEI

1. Particularitatile reactivitatii venei porti in diferite preconditiondri

Reactivitatea venei portd este un obiectiv important al medicinii, atit clinice, cat si
fundamentale. Numarul limitat de cercetdri 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 portd. Totodatd, 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.

Miocitele netede aranjate longitudinal sunt expuse in zona exterioard a peretelui VP, iar
miocitele circumflexe - in zona interioard. Miocitele longitudinale sunt menite si contracareze
forta de gravitatie a sangelui, iar contractia miocitelor circumflexe atenueaza presiunea
hidrostatica a sangelui. Endoteliul VP expreseaza diferite tipuri de receptori, activarea carora
promoveaza 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
histamind, ETB citre endotelina 1, alfa-2 cdtre norepinefrina, AT2 catre Ang II, B2 catre
bradikinina, etc. Miocitele VP expreseaza: M2, ETA, AT, alfa-1, beta-2 adrenergici, H2.

Contractia miocitului neted al VP este determinatd de activarea canalelor L-type de calciu,
cresterea citozolica a cationului inclusiv in 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
miozina. NO eliberat la activarea receptorilor endoteliali colinergici (M1 si M3) prin sinteza de
c¢GMP conduce la stimularea proteinkinazei dependente de cGMP, care, la randul sau, activeaza
fosfataza lanturilor usoare de miozind, iar defosforilarea acestora declanseaza procesul de
relaxare a muschilor netezi.

Tripsina, o proteaza serinica eliberatd in sange de pancreasul exocrin, poate influenta
reactivitatea vasculara (arteriald si venoasd) prin activarea receptorilor endoteliali PAR, cét si prin
proprietatile ei proteolitice ce pot fi un reper de modificarea a echilibrului influentelor
contractile/relaxante. Influenta tripsinei asupra reactivitatii venei porta in diferite preconditionari
(modificarea concentratiei ionilor de calciu, sodiu, hidrogen, denudarea endoteliului, etc) este
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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 si metode

2.1 Introducere. Subiectii.

Prezentul studiu a fost efectuat pe un lot de 200 sobolani albi de gen masculin linia Wistar, 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 porta

Sobolanului narcotizat i se deschidea cavitatea toracica, se gasea vena portd, dupa care,
aproape de locul intririi 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 confluenta unei ramificatii a ei in vena
portd. Apoi cu foarfecele oftalmice se exciza mai jos de primul serfin (strict 1inga el). Excizarea
s-a continuat pe traiectul venei (longitudinal) efectuindu-se separarea cit mai certd 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, adicd pentru pastrarea puritatii experimentale. Astfel, s-a obtinut un segment
de vena porta cca 4 mm.

2.3 Conditiile de asigurare a contractiilor segmentului izolat de vena porta

Odata extras din cdmpul operator, respectivul segment izolat, cu tot cu serfine, era transferat
in cutia Petri umpluta cu solutia Krebs-Henseleit, Incalzitd si oxigenata preventiv.

Aceastd manopera se efectua cat mai rapid posibil pentru a exclude in maximum actiunea
nefavorabild a aerului asupra venei. Este oportuna aceastd nuantare, deoarece vena porta, spre
deosebire de altele, reprezinta un vas care poseda pace-maker, si influenta daunatoare a aerului,
ar putea modifica proprietatea lui. Fiind plasata in cutia Petri cu solutia respectiva, segmentul de
vena porta era supus din nou procedurii de separare, de asta datd mai minutioase, totusi pastrindu-
se integritatea ei. Ulterior vena porta izolata se transporta cu tot cu cutia Petri spre locul stationarii
definitive - baita termostatica. Intregul “pelerinaj” a venei ports, de la sobolan, inclusiv extragerea
si separarea, cu stationarea intermitenta 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 respectarii puritdtii experimentale, si expunerii minime sub influenta aerului. Astfel,
ajunsa in baita 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 6MX1C, care serveste ca traductor al fortei. Pozitia venei portd era strict
perpendiculard corespunzator fundului baitei. Baita termostatica, cu volumul de 10 ml, era
preventiv perfuzata cu solutia Krebs-Henseleit cu urmétorul continut (mM): NaCl-122,0; KCI-
4,7; NaHCOs-15,5; KH2P04-1,2; CaClz-2,5 mmol, MgCl2+6H20-1,2 glucoza-11,5; temperatura
37° C, aeratia fiind realizati cu amestecul de gaze: 02-95%, CO2-5%; pH-7,3. Perfuzatul se
pregétea nemijlocit inainte de experiment din solutii concentrate ale sdrurilor enumarate mai sus.



NaHCOs si glucoza se adaugau la sfirsit. Pana la adaugarea calciului, solutia obtinuta se trata cu
CO, pentru a evita sedimentarea de Ca?*.

2.4 inregistrarea functiei contractile a segmentului de vena porti

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 efectuandu-se calibrarea. Pana la Inceperea actiunilor
experimentale, preparatul vascular se stabiliza in decurs de 45 min, pana la adaptarea completa in
conditiile “in vitro”. Ulterior se efectua inregistrarea timp de 10 min cu viteza peliculei de 1
min/cm, apoi schimbindu-se la 5 sec/cm pentru desfasurarea nuantatd a contractiilor respective
timp de 1 min. Dupd finisarea inregistrarii, timp de 2 min se efectua inlocuirea solutiei din baita
cu alta solutie Krebs preventiv incélzita si aeratd in coloana de scurgere, unde era modificatd
concentratia anumitor ioni in dependentd de sarcinile si exigentele cercetarilor la fiecare etapa in
parte. in unele cazuri ingredientul sau substanta cercetata se introducea nemijlocit in baita cu
solutia Krebs, cum ar fi in cazul lotului cu tripsind “in vitro”. Volumul solutiei introduse se corija
astfel incat, doza substantei corespunzatoare sa fie eficienta, si volumul total al solutiei din baia
cu presiunea osmoticd respectivi si fie mentinute. indati 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 stabilizarii pana la finisarea cercetatii
dura nu mai mult de 120 min, astfel prevenindu-se oboseala posibild a segmentului de vena.
Calibrarea repetativi a aparatului era inevitabil la sfirsitul oricror experiente. In fine, segmentul
de vena porta cu lungimea aprozimativa 5-8 mm se cintarea pentru ca indicii contractilitatii 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 functiondrii structurilor, prin produsul amplitudinii la frecventa contractiilor (
mg/ mg/ min);

- timpul total al contractiei ( sec );

- timpul contractiei ( sec );

- timpul relaxarii ( sec );

2.5 Etapele cercetarii

Cercetarile au fost indeplinite dupa urmatorul plan general.

La prima etapi a fost estimatd reactivitatea in conditii de modificare a ionilor de Ca®* in
urmitoarea consecutivitate: CaClz— 2,5 mM (normal), CaClz — 1,25 mM (hiponormal), CaCL2 —
7,5 mM (hipernormal), CaClz — 10 mM (superhipernormal). Au fost cercetate urmatoarele loturi:
lotul martor — 11, lotul cu pancreatita artificiala — 13, lotul cu tripsina “in vivo” prin injectarea
intravenoasa a tripsinei — 12 si lotul cu tripsina “in vitro” cu aplicarea tripsinei in baita de perfuzie
— 10, - preparate de vena porta.
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A doua etapa a cercetarilor a fost consacrata determinarii reactivitatii in conditii de modificare
a antagonistilor naturali de Ca?* (Na*, H*) normoNa* - 122 mmol/L, hipoNa* - 60 mmol/L (-
50%), hiperNa* - 171 mmol/L (+40%); acidozei, inlocuind % NaHCO3 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 adauga saharoza.

In a treia etapd a cercetdrii au fost efectuate experimente cu aplicarea cafeinei pe fonul
tripsinei si cercetirii contractiei maximale in urma depolarizarii 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 porta. Pentru lotul martor au fost folosite solutiile de cafeind de 1 mM, 3 mM,
10 mM, pe cand pentru lotul tripsin in vitro a fost folositi solutia maximald de 10 mM. fn ambele
loturi dupd actiunea cafeinei a fost introdusa solutia Krebs, care continea 140 mM de KCl,
substituindu-se 122 mmol de NaCl, astfel obtinindu-se solutia hiper K*.

in a patra etapd a cercetirii a fost studiat raspunsul venei porte izolate la acetilcolind si
carbacol. Cercetarile consacrate determindrii contractilitdtii 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+heparinatacetilcolina — 6 si lotul control+inhibitorul
tripsinei+acetilcolind —6. Au fost folosite urmatoarele concentratii: acetilcolina — 10> mmol/L,
heparina 10 mmol/L; 250 IU/anti-Xa, inhibitorul tripsinei — 336 IU/ml. Cercetirile consacrate
determindrii contractilitdtii venei porte izolate la actiunea carbacolului au fost efectuate pe 2
loturi: lotul carbacol in vitro (1 pmol/L, 100 umol/L si 1 mol/L) -12 preparate (sobolani) si lotul
tripsind-+carbacol (tripsind — 42 nM, carbacol — 1 umol/L) -10 preparate de veni 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 experientelor 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 cercetdrii urmatoarele loturi:
lotul martor-11 preparate de vena portd, lotul tripsind in vitro-10 preparate , lotul cu denudarea
endoteliului-9 preparate si lotul tripsina pe fundalul denudarii-9 preparate. In aceiasi etapa sa
analizat modificarile unor parametri ai contractiilor spontane fazice ai venei porte izolate 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 — 9 preparate. De altfel analiza amplitudinii
contractiilor a servit ca metoda de testare a prezentei endoteliului in toate aceste loturi a acestei
etape.

2.6 Modelele experimentale

2.6.1 Hipertripsinemiei prin leziunea pancreatica

Reproducerea hipertripsinemiei prin leziunea pancreaticd acuta s-a realizat prin metoda,
propusd de V.A. Malhasean si P.S. Simavorean [14]. S-a preferat acest model gratie executarii
mai usoare si reproducerii de 100% a lezarii pancreatice, ceea ce este comod in special pentru
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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
cantitéti 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 glandulara, amplasata liber in cavitatea
abdominald, care constd din doud portiuni: splenicd si duodenald. 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 traverseazd 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 executa o laparotomie
mediani, lasind 1 cm de la procesul xifoid. in incizie se scoate segmentul lienal al pancreasului
impreuna cu epiploonul si splina. Ultima se acopera prin extensia marginilor plagii operatorii, in
scopul prevenirii scurgerii cloretilului in cavitatea abdominala. Splina se acopera cu comprese de
tifon, pentru a fi protejatd de actiunea traumatizanta a cloretilului. Ulterior se efectuaza racirea
segmentului splenic al pancreasului din ambele parti ale organului pana la aparitia brumei (pana
la ingélbinire). Plaga operatorie se sutura etang strat cu strat. Imediat dupd operatie animalele
primeau apa si hrana in 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 porti
carora le-a fost modelatd pancreatita si ulterior studiata 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.

2.6.2 Hipertripsinemia intravenoasa (,,tripsina in vivo,,)

Hipertripsinemia a fost modelata si prin administrarea intravenoasa a tripsinei in vena
femoralad 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.

2.6.3 Modelarea ,,Tripsinei in vitro,,

“Tripsina in vitro” a fost modelata introducéand tripsind in baita de infuzie in concentratie de
42,0 nM /L. Aceastd concentratie a fost similard concentratiei de tripsina la “tripsind in vivo”,
adica doza de 0,5 mg/100g. Aceste rationamente s-au executat gratie faptului cé baita termostatica
continea in sine exact atata 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,
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remarcanduse contractii similare lotului control in aceeasi situatie. Au fost cercetate urmatoarele
loturi cu “tripsind in vitro™:

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

-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 % NaHCO3 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 obtinindu-se hyper K*) — 16 preparate vasculare;

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

-cu introducerea diferitor doze de tripsina ( 10,0 nM, 21,0 nM si 40,0 nM).

-In conditii de denudare a endoteliului la modificarea ionilor de Ca2*

2.6.4 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 distilatd timp de 20 secunde. Astfel, ca urmare
a actiunii acidului colic, contractiei si relaxarii in solutia Krebs endoteliu se descuama. Ca dovada
concludentd a acesteia este cercetarea morfologica a preparatelor, cat si reactia preparatelor la
factorii de eliberare si blocare a NO. In calitate de factor de eliberare a NO s-a utilizat L- arginina
(10°M) si NADPH, iar blocarea sintezei NO s-a efectuat cu L-nitroarginind (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 termostatici
la toate etapele au fost strict 15 min si concomitent mergea inregistrarea; 14 min initial cu viteza
mica a peliculei, iar ultima minuta cu viteza mare. Aceasta regula a fost indispensabild in virtutea
pastrarii puritatii puritatii experimentale.

2.7. 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 standard, 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.

3. Particularititile reactivititii venei porte la actiunea diferitor factori si
preconditiondri.

3.1. Contractilitatea venei porte izolate in pancreatita acuti la modificarea concentratiei
ionilor de Ca2+

Amplitudinea contractiei este un indice esential al contractilitatii venei porta izolate (VPI),
valoarea ei in pancreatita acuti la diferite concentratiei de Ca?* fiind prezentati in tabelul 3.1.
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Tabelul 3.1. Amplitudinea contractei in pancreatita experimentald (mg/mg)

Martor Pancreatita
g";‘fe“"aﬁa 250 | 125 | 75 | 10 25 1,25 75 10
a”~, mM
count 11 13
mean 35,5 12,40 | 73,60 | 7530 21,6%** 13,20 | 28,40%** | 28 8o%**
std 3,3 2,2 9,7 9,9 1,9 7,3 44 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 13,4 715 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
Notd: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001; o - in interiorul lotului -
p<0,05;

In concentratia de 2,5 mM Ca?*, amplitudinea medie a contractiei VPI in pancreatiti este
redusi cu 40% (21,6 vs 35,5 mg/mg). in concentratia de 1,5 mM Ca?*, micsorarea amplitudinii
este mai concludenta in lotul martor, astfel ca diferenta semnifcativa intre loturi dispare. La
concentratii majorate amplitudinea VPI raméane semnificativ subiacenta nivelului martor in medie
Cu 62%. Alt indice al contractilitatii este frecventa contractiei (FC), reprezentata in tabelul 3.2.

Tabelul 3.2 Frecventa contractiilor in pancreatita experimentala (contractii/min)

Martor Pancreatita

fggff:“rmﬁ 250 | 125 | 75 10 25 1.25 75 10
count 11 13
mean 38 xxx [ pwxx [ (g*w*

6,2 120 290 2,10 3 Fx* o o o
std 0,4 17 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; o — in interiorul lotului —
p<0,05;

In concentratia fiziologica a calciului FC a VPI este aproape dedublati si rimane
semnificativ depreciata fata dartor si la concetratiile extreme: 1,25 si 10 mM.
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Urmare a micsorarii amplitudinii si FC a VPI s-a decelat si reducerea semnificativa a 2
indicii derivati, cum ar fi intensitatii functionarii structurilor (IFS) si suprafetei contractiie (SC)
versus martor la toate concentratiile de calciu aplicate.

Remarcabil este mentinerea unei valori comparative a timpului total de contractie a VPI care
angreneaza timpul contractiei si timpul relaxarii (tab. 3.3).

Tabelul 3.3. Timpul total de contractie in pancreatita experimentali (sec)

Martor Pancreatita

gg;ﬂfﬁ::&aﬁa 250 | 1.25 75 10 25 1.25 75 10
count 11 13

12,2 14,1
mean . kk

58 430 | 1540 | 1610 | 63* | 49%0 o o
std 0,8 0,5 0,9 1,1 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 45 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 - in interiorul lotului-
p<0,05;

Incrementul vs martor in concentratia 1,25 si 2,5 mM este de pana la 14%, iar in

concentratiile mari, contrar, se constata un decrement de pana la 24%.

3.2. Contractilitatea venei porte izolate in conditii de tripsinemie provocata

Pentru a dovedi cé rezultatele VPI in pancreatita experimentald sunt legate de excesul de
tripsind am realizat acelasi protocol in modularea excesului enzimatic in vivo si in vitro.

Contractilitatea in conditii de tripsind in vivo in diferite concentratii de calciu

in conditii de tripsina in vivo, modiifcarea amplitudinei contractiei VPI este in contiguitate cu
paternul iminent pancreatitei experimentale:

. in concentratia 2,5 mM amplitudinea contractiei se micsoreaza cu 44% vs martor.

. in concentratia 1,5 mM amplitudinea contractiei are un recul semnificativ de 37%.

. in concentratiile mari de Ca2+ (7,5 mM si 10 mM) decrementul indicelui este pani la
51%.

Modificarea valorii FC in VPI este de asemenea similard pancreatitei experimentale cu
excpetia concentratiei de 1,25 mM (majorarea cu 50 vs martor):

. Deprecierea cu 30% in cocnentratia 2,5 mM.

. Deprecierea cu pana la 25% in concentratiile mari de calciu (7,5 si 10 mM).

in diferite concetratii de calciu. De mentionat in acest context deprecierea semnificativa a IFS
in concentratile 2,5-7,5-10 mM cu 66, 57 si 64% respectiv. Valoarea suprafetei contractiei a VPI
este semnificativ micsoratd numai in concentratia calciului de 1,25 mM, cu 71%. In diapazonul
2,5-10 mM valoarea SC in loturi este similara, fara decalaj semnificativ.
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Timpul contractiei VPI este considerabil redus in concentratia Ca?* de 1,25 mM, cu 43%, iar
in concentratiile 2,5 si 10 mM, dimpotriva se estimeaza un increment semnificativ de 27 si 19%.
Reculul timpului relaxdrii este analogic in concentratia 1,25 mM (43%), iar incrementul inerent
concentratiei 2,5 mM este mai mare, 62%. Pe de alta parte, in concentratia 10 mM timpul relaxarii
VPI se depreciaza cu 61%.

Contractilitatea venei porte izolate in conditii de tripsind in vitro

Evident ca cea mai precisa exegeza privind impactul tripsinei asupra contractilitatii VPI poate
avea la bazd evidenta reactivitatii in conditiile de reproducere a acestuia in vitro.

Tripsina introdusa in bdita de perfuzie a determinat urmatoare dinamica a valorii AC in diferite
concentratii ale calciului (tabelul 3.4).

Tabelul 3.4 Amplitudinea contractiei in conditii de tripsini in vitro (mg/mg)

Martor Tripsina in vitro

Concentratia | 5y | 125 75 10 25 1.25 75 10
Ca”, mM
count 11 10

315
mean 75k | ggwes | wex

355 | 124 0 | 73,60 | 7530 | 24%** o ° o

std 33 2,2 9,7 9,9 3 16 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 71 324 31,6
5% 37,9 14 78,4 84,2 26,3 7.8 35 339
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;

Important de mentionat, ca analogic pancreatitei experimentale si tripsinemiei in vivo
impactul enzimatic in vitro s-a remarcat prin micsorarea AC cu 32% in concentratia fiziologicd a
calciului. Reculul semnificativ se mentine si in celelalte concentratii explorate.

Privind FC este de mentionat dedublarea acestuia in concentratia calciului 2,5 mM. Cu
exceptia concentratiei 1,25 mM (majorarea FC cu 17,5%) reculul FC este iminent concentratiei
majorate de calciu, 7,5 -10 mM cu péana la 31%.

In acest context este inteligibild deprecierea semnificativd a produsului ACXFC, estimat ca
IFC, in concentratiile 2,5; 7,5 si 10 mM cu 65-69%. In concetratia 1,25 mM a Ca?* reculul de 29%
este determinat de depresia contractilitatii VPI.

Valoarea suprafetei contractiei se coreleazd cu AC si se anunta la actiunea in vitro a tripsinei
semnificativ micsoratd in toate concentratiile de calciu explorate cu 27-40%.

Cu referire la timpul total de contractie a VPI meritd atentie majorarea acestuia de 2,3 ori in
cocnetratia fiziologica a calciului, fenomen determinat in fond de cresterea timpului relaxarii de
3,7 ori fatd de martor (timpul contractiei este, dimpotriva, usor micsorat cu 10%). La aconcetratia
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minima si maxima a calciului timpul total de contractie a VPI este semnificativ micsorat vs martor,
valorile reculului sunt echidistante pentru timpul contractiei si timpul relaxarii.

3.3 Actiunea tripsinei in vitro asupra reactivitatii venei porte izolate la modificarea
antagonistilor naturali ai ionilor de calciu - Na* si H*

In plan conceptual este importanti cresterea AC in ambele loturi in conditii de crestere a
concentratiei sodiului aproximativ la cote similare, astfel ca recului lotului cu tripsina in vitro fata
de martor ramane aproape identic ca si la concentratia normala de Na* - 33% (figura 3.1).

70
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Amplitudinea contractiei,
o

=
o

normoNa hiperNa hipoNa acidoza
B Martor M Tripsina in vitro

o

Figura 3.1 Amplitudinea contractei VPI in conditii de hiper-Na+, hipo-Na+ si acidoza

Reducerea cocnetratiei de sodiu exceleaza printr-o modificare opusa a AC in loturi: majorarea
considerabila in lotul martor (cu 74% vs sodiu normal) si micsorarea in lotul cu tripsina, fapt ce a
rezultat in adancirea decalajului pana la 69,5%.

Acidoza reprodusa prin majorarea concentratiei ionilor de hidrogen s-a remarcat prin
micsorarea amplitudinii contractiei in ambele loturi, dar mai concludenta in lotul cu tripsina (55
vs 37%), astfel ca reculul final a atins cota de 52%.

Frecventa contractiilor in lotul martor s-a dedublat in conditiile micsorarii concentratiei de
sodiu, efect care nu s-a constatat in lotul cu tripsind, fapt ce ar putea determina raspunsul martor
incremental egal cu 74% (tabelul 3.5).

Tabelul 3.5. Frecventa contractei in conditii de modificare a ionilor de Na*, H*(cont/min)

Martor tripsina in vitro

Concentratia | normo |hiperNa | hipoNa | acidoza | normo |hiperNa | hipoNa |acidoza
Na+ si H+ Na Na
count 19 16

216 * kK 3’7 *kk
mean 6,2 380 | 320 | 180 | 34% o 3,7 %% o
std 05 0,4 0,4 0,4 05 0,5 05 0,5
min 5 3 3 1 3 2 3 3
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25% 6 4 3 2 3 2 3 3
50% 6 4 3 2 3 3 4 4
75% 6,5 4 3 2 4 3 4 4
max 7 4 4 2 4 3 4 4

Notda: * - intre loturi; * - p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001; o - in interiorul lotului;

Acidoza a redus considerabil FC medie in lotul martor (1,8 vs 6,2 cont/min) si practic n-a
influentat parametrul dat in lotul cu tripsina (3,7 vs 3,4 cont/min). Respectiv in acidoza
discrepanta semnificativa a valorii IFS nu s-a constatat, aceasta fiind decelata in hiper-Na si, in
deosebi, in hipo-Na (66%; p<0,01). Valoarea suprafetei contractiilor este in lotul cu tripsind
semnificativ depreciata in toate modificérile de sodiu si hidrogen explorate, reculul maxim fiind
in hipo-Na* (60%). Timpul total de contractie in lotul cu tripsina se impune prin recul notabil fatd
de martor in acidoza, la aceastd noima fiind redus manifest doar timpul contractiei cu 81%.

3.4 Actiunea tripsinei asupra contracturii VPI indusi prin hiper-K* si cofeina

Pentru a estima aportul calciului intracelular stocat in RS asupra contractiei VPI la actiunea
tripsinei am utlizat stimulatorul eliberdrii calciului intracelular, cofeina (tabelul 3.6).

Tabelul 3.6 Contractia indusa de cofeind (10 mM) in VPI pretratati cu tripsina (0,2

mg/mL)
Ne | Indicii Martor (n=10) Tripsina (n=10)
1. Amplitudinea, mg/mg, 35,5+1,5 (39+£5%) 21,1£1,6" (33+£5%)
2. | Frecventa, cont/min 60,4 4+0,4"
3. IFS, mg/mg.min 214+19 859"
4. Contract-cofeinii, mg/mg 18+1 (20£3%) 1017 (16+3%)
5. Contract-KCl, mg/mg 9246 (100%) 645" (100%)

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

Depolarizarea prin solutie de KCI de 140 mM induce a contratie maxima a VPI. Contractura
in lotul cu tripsina a constituit 64% din platoul maxim si este cu 33% sub nivelul martor. Actiunea
cofeinei asupra VPI pretratatd cu tripsina a indus o contractura < 44% fatd de martor, fapt ce
sugereazi ci tripsina poate periclita si sistemul intracelular de eliberare a Ca?*.

3.5 Raspunsul venei porte izolate la carbacol in prezenta tripsinei

Actiunea diferitor concentratii de tripsind exceleazd prin efecte distincte asupra indicilor
contractilitatii VPI (tabelul 3.7).

Tabelul 3.7 Contractilitatea VPI in prezenta diferitor concentratii de tripsina

Lot Stabilizare Tripsina Tripsina Tripsina

(n=10) 10,0 nM 21,0nM 42,0 nM

Indici (n=10) (n=10) (n=10)
IAmplitudinea, mg/mg 35,1£2,1 41,8+2,4* 32,9+4,7 23,4+2,1%
IFrecventa, cont/min 6,0+0,4 5,0+0,4 4,5+0,5* 3,5+0,5*
Suprafata, m¥min 987+23 1121+£27* 1059,5+£36* 689+24*
IFS, mg/mgxmin 209,7+65 206,8+11,6 146,2+12* 81,3+9,3*
ITimpul total, s 5,7+0,7 7,6+0,5* 9,8+0,6* 12,7+0,8*
Timpul contractiei, s 2,8+0,3 2,8+0,5 3,6+0,5 5,0+0,01*
Timpul relaxarii, s 2,8+0,3 4,8+0,9 * 6,2+0,6* 7,8+0,7*

Nota: * - p<0,05
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De notat cresterea AC la concentratia minima de tripsina (10 nM) cu 19% fata nivelul
de stabilizare, precum si declinul indicelui la concentratia maxima (42 nM) cu 33%. Totodata, FC
este in declin pe palierul cresterii concentratiei de tripsina, astfel ca si IFS este de asemenea in
declin. Pe de alta parte creste timpul total de contractie predilect pe contul timpului relaxarii.

Carbacolul modifica activitatea contractild a VPI in functie de concentratie (tabelul 3.8).

Tabelul 3.8 Actiunea carbacolului asupra contractilitiitii venei porta

Lot Stabilizare Carbacol Carbacol Carbacol
(n=12) 1 uM, (n=12) 100 pM, (n=12) | 1mM, (n=12)
Indici

Amplitudinea, 34,4+3,4 43,2+3,6* 30,3+3,3 20,5+2,3*
mg/mg
[Frecventa, cont/min 6+0,4 3,1+0,4* 3,1+0,3* 2,3+0,5*
Suprafata, mm?%/min 985,4+33,8 1864,4+137* 1371+77* 795+19,3*
IFS, mg/mgxmin 207+20 137£20% 92,7+7,8* 46+8,8*
Timpul total, s 6,1+0,5 18,9+1* 16,4+0,9* 11,4+0,8*
Timpul contractiei, s 3+0,2 3,6+0,8 3,3+0,6 5,6+0,4*
Timpul relaxirii, s 3+0,2 15,3+0,8* 12,9+0,8* 5,6+0,4*

Nota: * - p<0,05

In concetratia de 1 pM carbacolul creste AC cu 25,5%, iar odatd cu majorarea concentratiei
valoarea AC scade (la 1 mM declinul constituie 40%, p<0,05). FC este in descrestere pand la un
recul de 61%, astfel ca si IFS se reduce progresiv pana la o cota de 4,5 ori. Timpul total al
contractiei este majorat semnificativ la toate concentratiile de carbacol aplicate preponderent pe
contul timpului relaxarii. Prin urmare este important efectul stimulator al carbacolului (1 pM)
asupra contractilitatii VPI pe fundalul pretratarii cu tripsind in concentratia de 42 nM, in care
tripsina a redus cu 33% AC (tabelul 3.9).

Tabelul 3.9 Actiunea carbacolului asupra contractilititii VPI in prezenta tripsinei

Lot Stabilizare (n=10) Tripsina Carbacol pe
42,0 nM (n=10) fundalul tripsinei 1

Indici pM (n=10)
Amplitudinea, mg/mg 35,1£2,1 23,4+2,1% 19,4+1,3*
Frecventa, con/min 6,0+0,4 3,54+0,5* 2,34+0,5*

Suprafata, mm?/min 987+23 689+24* 564,5+53,4*
IFS, mg/mgxmin 209,7+65 81,3+9,3* 44,5+7,7*
Timpul total, s 5,7+0,7 12,7+0,8* 18,4+0,7*
Timpul contractiei, s 2,8+0,3 5,0+0,01* 9,1+0,5*
[Timpul relaxarii, s 2,8+0,3 7,8+0,7* 9,3+0,4*

Nota: * - p<0,05

Pe fundalul pretratarii VPI cu tripsina carbacolul n-a indus cresterea AC, dar dimpotriva, s-a
manifestat prin actiune depresiva, conducand la micsorarea AC cu 48%. De asemenea si FC s-a
depreciat cu 26%, astfel ca IFS s-a estimat micsorata aproape de 3 ori. Timpul contractiei totale a
VPI a crescut in medie cu 62%. Asadar, tripsina in concentratie mare (eg, 42 nM) anihileaza
considerabil activitatea contractild a carbacolului exercitata asupra VPI in concentratia de 1 pM.
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3.6 Actiunea tripsinei asupra venei porti izolate cu endoteliu denudat

Denudarea endoteliului s-a realizat prin actiunea acidului colic. Remarcabil cd actiunea
tripsinei depreciazda AC la cota similard cu efectul denudarii, 30% (figura 2). Daca tripsina
actioneaza pe fundalul denudarii, atunci deprecierea AC se accentueaza si devine egald cu 61%.

Prezenta NO reduce AC in lotul martor, dar are efect contrar in lotul cu denudarea endoteliului
— cresterea amplitudinii contractiei. In lotul cu tripsind, atat prezenta, cat si absenta NO se
manifesta prin cresterea declinului valorii AC.

De remarcat, ca in modelul actiunii trispinei pe fundalul denudarii endoteliului prezenta sau
absenta NO nu influenteaza notabil platoul contractilitatii, desi se urmareste o tendinta usoara de
micsorare. Totusi, cea mai micd valoarea a AC se constata 1n cazul actiunii tripsinei pe fundalul
denudarii in absenta de NO.

Martor Tripsind invitro  Acid colic Tripsina si acid
colic

Amplitudinea, mg/mg
R = NN W W b
Ul O U1 ©O U1 ©O U1 ©

o

W Stabilizare ®mcuNO mfara NO

Figura 2. Amplitudinea contractiei VPI pe fundalul denudirii, in prezenta si absenta
NO

Pe fundalul denudarii frecventa contractiilor VPI creste cu 19%, dar tripsina pericliteaza acest
efect, astfel cd FC scade cu 47%. Prezenta sau absenta NO nu modifica esential valoarea FC in
loturile explorate. Prin urmare, reducerea IFS in cazul actiunii tripsinei pe fundalul denudarii este
predilect legata de declinul notabil al valorii AC.

Denudarea creste moderat (+10%) timpul total al contractiei in lotul martor, dar reduce cu
38% timpul total al contractiei iminent actiunii tripsinei.

3.7 Actiunea tripsinei asupra contractilitatii VPI pe fundalul denudirii endoteliului in
diferite concentratii ale ionilor de Ca?*

Aceastd abordare a cercetarii este importanta in vederea stabilirii, daca efectul depresiv al
denudarii asupra contractilitatii VPI indusa de tripsind se mentine in diferite concentratii ale
ionilor de calciu, fenomen care poate avea loc in diverse patologii umane care asociazi
hipertripsinemia inerentd pancreatitelor acute si cronice. Astfel, am determinat valorile celor 7
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indici explorati ai contractilitatii VPI la actiunea tripsinei pe fundalul dedublarii concentratiei
calciului, precum si in conditiile de crestere pana la 10 mM.

De remarcat, ca in concentratia fiziologica a calciului (2,5 mM) denudarea reduce valoarea
AC iminenta lotului martor cu 33%. Actiunea tripsinei asupra VPI cu endoteliu intact depreciaza
valoarea amplitudinii contractiei la cota similara.

Reducerea concentratiei calciului de la 2,5 pand la 1,25 mM a condus la micsorarea AC in
lotul cu tripsind mai mult de 3 ori, iar in cazul denudarii solitare declinul a fost mult mai rezervat,
constituind 30,6% (tabelul 3.10).

Tabelul 3.10 Amplitudinea contractiei pe fondalul denudarii in diferite concentratii de
calciu

Concentratia calciului, mM Ca?
Lotul
25 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 FxE il o kil [ kil o
(n=10) 24,03 + 3,03 7,52 +1,59 33,01 + 3,57 31,5+3,46
. . *kk *% o sk o seded o
g‘i’g;o“c 23,73 + 4,34 16,47 £3,22 22,57+523 22,07 2,79
AA AAA AAA
*kk b2 o *kk o *h% le)
Tripsina + acid 13,76 £ 2,35 79+1,9 17,88 + 2,32 17,29 £2,79
colic (n=9) AAA AAA AAA
L 111 (] ] ] ]

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

A - fati de lotul tripsinid; A - p<0,05; A A - p<0,01; A A A - p<0,001;

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

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

in cazul actiunii pe fundalul denudirii deprecierea AC a fost mica decat actiunea solitard a
tripsinei, dar mai mare comparativ cu lotul denudarii (42 vs 30,6%). Astfel, este de admis ca
denudarea endoteliului tempereaza declinul contractiei VPI induse de tripsina in concentratii
subnormale ale calciului.

Cresterea concentratiei calciului de la 2,5 pana la 10 mM s-a impus prin majorarea AC in 3
loturi (martor, tripsind si tripsini+denudare), exceptie facand lotul cu denudare solitar. in cadrul
acestuia, dimpotriva, s-a decelat un trend usor de micsorare a AC. Analiza comparativa a
incrementului AC a VPI de la concentratia calciului 2,5 la 10 mM evidentiaza urmatoare jalonare:
112% in lotul martor; 31% in lotul cu tripsina si 25% in lotul tripsind+denudare.

Prin urmare, hipercalcemia se poate manifesta printr-un nivel redus de contractie a venei porta
la actiunea tripsinei in conditiile leziunii si disfunctiei endoteliale.

Elevarea concentratiei calciului de 1a 2,5 la 10 mM conduce la micsorarea FC in toate loturile,
dar decrementul mai concludent se atesta in lotul tripsind+denudare: 77% vs 66% martor vs 45%
tripsina. In lotul cu denudare solitara reculul FC a fost minimal — 33%.
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Astfel, cea mai joasd valoare a IFS a fost stabilita in lotul trispina+denudare in concentratia
de Ca?* maximd (10 mM). Cu toate acestea, la concentratia minimala (2,15 mM) IFS in acest lot
a avut valoarea superioard. Valoarea suprafetei contractiei in acest lot fost cea mia mica la toate
concentratiile de calciu aplicate.

Timpul total al contractiei in diapazonul concentratiei de calciu 2,5-10 mM a crescut in toate
loturile, rata minimala fiind caracteristica lotului cu denudare solitara.

4. Discutii

Datele obtinute evidentiaza particularitati importante ale reactivitatii venei porta sub actiunea
excesului de tripsind reprodus in vivo si in vitro, inclusiv in contextul modelarea diferitor
preconditionari ale perfuziei.

Astfel, in pancreatita acutd amplitudinea contractiei venei porta (ACVP) la concentratia
normala a calciului in perfuzat (2,5 mM) este depreciata fata de indicele martor cu pana la 40%.
Remarcabil, ca odata 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 acuta
decelatd la cota medie de 1/3 din valoarea indicelui martor. Pe fundalul declinului acestor 3
parametri importanti ai reactivitatii vasculare in pancreatita acuta timpul total al contractiei venei
portd 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 portd vizavi de modificarea timpului total de contractie fatd de martor este
partial diferit. La concentratia normala a calciului s-a urmarit majorarea ambelor indici, la
concentratia de 7,5 mM a fost stabilitd 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 aceleasi indici in lotul 2 (reproducerea in vivo a
hipertripsinemiei prin infuzia i/v a proteazei). Modificarea lor calitativa si cantitativa a fost
aproape similara. Amplitudinea contractiei este notabil micsorata 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 fata de martor la concentratia normala sau sporita a calciului, astfel ca este
inteligibila si discrepanta semnificativd 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 fatd de martor, fapt ce a conditionat dedublarea timpului total de contractie la
concentratia calciului de 10 mM 1in timp ce la valoarea indicelui la concentratia normald a Ca?*
ramane, 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 conceptuald a acestui fenomen devine si mai
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concludentd, data fiind stabilirea legitatii date si in conditiile de administrare in baia de perfuzie
atripsinei 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 dependentd 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 concludenta a amplitudinii contractiei, comparativ cu modificarea indicelui martor, in
conditiile de acidoza reprodusa prin micsorarea bicarbonatului din perfuzat, raportul
decrementului relativ fiind egal cu 55,8:37,75%. In contextul acestor modificiri este importanti
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 acidoza 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 relaxarii. Reducerea contractilititii 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, in special, pentru arterele rezistive ale circuitului mare, manifestarea comuna fiind
propensiunea spre hipotensiune arteriald. Mecanismele acestui efect sunt atribuite relaxarii
endoteliu dependente mediate prin NO si prostaciclind, 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, In afectiunile ficatului asociate cu acidoza este
constatd cresterea influxului sangvin in ficat prin bazinul portal. Acest fenomen poate fi o
repercusiune a micsorarii tonusului bazal al venei porta, evidenta care vine in acord cu rezultatele
studiului nostru, data fiind decelatd micsorarea amplitudinii contractiei in ambele serii. Elevarea
frecventei contractiilor in acidoza sub actiunea tripsinei in Vvitro 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-maker-ului peretelui venei. Micsorarea mai concludentd in acidoza a
amplitudinii contractilitatii venei porta pretratata cu tripsina este inteligibil legata 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 KC1 (140 mM), cand 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 cauzatd de influxul maximal al ionilor de calciu
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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 cauzd de micsorare a contractilititii 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 datorata intr-0
masura si eliberarii cationului inmagazinat in reticulul sarcoplasmatic.

Cafeina este un stimulator al mobilizarii calciului din rezervele intracelular, efect mediat de
activarea receptorilor ,ryanodine” si inhibitia recaptirii cationului de catre reticulul
sarcoplasmatic. La nivelul celulei endoteliale cafeina creste productia de NO (in masura mai mica
prostaciclina) stimulatd de calciul eliberat, inducand astfel efectul vasorelaxant endoteliu
dependent. La nivelul miocitului neted vascular cafeina creste prin intermediul calciului eliberat
de reticulul sarcoplasmatic productia de AMP ciclic, fapt ce rezultd in relaxarea mediei
musculare, efect datorat activirii 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 contractilitatii venei
porta in ambele loturi, reculul amplitudinii contractiei venei porta incubata cu tripsina fiind de
20% versus martor, astfel ca discrepanta s-a dedublat comparativ cu valoarea initiald (40%).
Plauzibil de admis, ca actiunea depresiva a tripsinei asupra contractilitatii venei portd este
preponderent legatd 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, cd 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 pretratirii venei porti cu heparina, 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 tripsina a determinat o amplitudine a contractiei semnificativ peste platoul
de stabilizare cu 19%. Cresterea concentratiei tripsinei pand 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%. Merita atentie faptul ca pe palierul
acestui declin al concentratiei tripsinei s-a urmarit micsorarea continud a frecventei contractiilor
cu pana la 42%, iar cresterea timpului contractiei si al relaxarii a demonstrat in fond cote egale.

Efectul actiunea carbacolului asupra venei portd in concentratie progresiva (de la 1 uM pana
al 1 mmol/L) a fost similar celui decelat la actiunea tripsinei in concentratii crescande. Astfel,
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prin decrement de 40,4% in concentratia maxima. Totodatd, 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 micsorarea frecventei contractiilor are la baza reducerea
velocitatii de contractie. Valoarea decrementului amplitudinii contractiei proprii actiunii tripsinei
in concentratia maxima a crescut dacd proteaza a actionat pe fundalul premedicatiei cu carbacol.
Analogic si frecventa contractiilor a fost mai mica 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 conceptuala deosebita si evidenta micsorarii de 2 ori mai pronuntata a
amplitudinii contractiei a tripsinei pe fundalul denudérii chimice a endoteliului vascular prin
actiunea acidului colic. Remarcabil, ci 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 acelasi timp denudarea endoteliala 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 fatd
de indicele lotului cu tripsina (30 versus 43%). Totodatd, denudarea endoteliului a redus si
cresterea amplitudinii contractiei in lotul martor si lotul cu tripsina in conditii de elevare a
concentratiei calciului pand la 10 mM, iar actiunea sa solitard s-a impus prin valori reduse ale
amplitudinii fata de cea atestata in concentratia normala a calciului, 2,5 mM.

Denudarea endoteliului n-a modificat per se caracterul modificarii frecventei contractiilor,
astfel ca in toate concentratiile de calciu aplicate s-a mentinut acelasi trend: cresterea ei in
concentratia minimald a calciului (1,25 mM) si micgorarea 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, prostaciclind si factorul hiperpolarizant, dar si in reglarea
raspunsului vasoconstrictor, in primul rand, prin eliberarea abluminald a endotelinei 1 (ET-1),
una din cele potente oligopeptide vasoconstrictoare (cedeazd 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.

in cercetarea noastri lipsa de NO a potentat, desi nesemnificativ (35 vs 34 mg/mg),
amplitudinea contractiei in lotul martor, dar in lotul cu tripsind, dimpotriva, penuria de NO s-a
impus prin reducerea mai mult ca dubld a acesteia (11 versus 24 mg/mg). Cu toate aceste
denudarea a depreciat in masurd mai mare contractilitatea venei porta in lotul cu tripsind
comparativ cu lotul martor (47 versus 30%).
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Prin urmare, tripsind afecteaza sistemul NO-ET-1 de control al activitatii motorii a venei
portd 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 reactivitatii venei portd (estimate prin amplitudinea si frecventa
contractiei, suprafata si intensitatea functionarii structuri, timpul de contractie si relaxare) la
actiunea tripsinei in vivo sau in vitro este similar cu inerentele decelate in modelul de pancreatita
acutd, fapt ce indica asupra rolului hipertripsinemiei in declansarea perturbarilor tonusului venei
portd iminente pancreatitei acute.
2. Actiunea in vitro a tripsinei asupra segmentelor izolate de vena 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 in 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 fara devieri semnificative ale intensitatii
functiondrii structurilor: 50,28 + 2,83 vs 43,64 + 2,89 mg/mg.min (martor). Plauzibil de admis
ca tripsina limiteazd actiunea acidozei de micsorare a fosforilarii fosfolambanului, proteina
implicata notabil in controlul contractiei fazice a venei porta.
4. Pretratarea segmentelor izolate din vena portd cu tripsind modificd notabil amplitudinea
contractiei la stimularea M-colin-receptorilor prin carbacol in concentratia de 1 pM. 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 eliberari de endotelini-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 fatd de martor a crescut cu 30%. Astfel, se poate de admis ca
actiunea tripsinei de reducere a amplitudinii contractiei a venei portd este determinata atat de
actiunea detrimentald a enzimei asupra membranei miocitului neted, cat si asupra endoteliocitului
RECOMANDARI
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.
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2. Acidoza si leziunile endoteliale sunt preconditiondri capabile sd accentueze declinul
contractilitatii venei porta sub actiunea hipertripsinemiei, astfel ca pot fi predictori ai congestiei
sangvine portale.
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ADNOTARE
OjogVictor
»Influenta tripsinei asupra activititii motorii a venei porta”
Teza de doctor in stiinte medicale, Chisiniu, 2023
Structura tezei: introducere, 4 capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie din 144
titluri, 120 pagini de text de baza, 72 figuri, 47 tabele. Rezultatele obtinute sunt publicate in 13
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 cercetirii: 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 portd la
actiunea cafeinei, acetilcolinei si carbacolului in pretratarea ei cu tripsind. 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 premierd 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
bazd 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 indusa de cofeind si depolarizare maxima inerenta actiunii
solutiei de KCI1 (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 stiintificad importantd solutionatd: Consta in elucidarea in vitro a particularitatilor
actiunii tripsinei asupra reactivitatii 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 ameliorarii statusului functional si clinic al
pacientilor cu situatii patologice asociate cu hipertripsinemie.
Semnificatia teoretici si valoarea aplicativa a lucrarii: Reactivitatea venei portd izolata
exceleaza 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 cd acest fenomen poate fi un predictor si o tintd
terapeuticd a periclitarii circuitului portal in situatiile clinice asociate cu hipertripsinemie, in
primul rand in pancreatite. Acidoza, cat si leziunea endoteliald, diminueaza potentialul contractil
al venei portd, iar acest efect devine si mai pronuntat pe fundalul actiunii tripsinei, fapt ce justifica
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algoritmul de corectare a reactivitatii venei portd prin ameliorarea dezechilibrului acido-basic si
disfunctiei endoteliale, in afara de atenuarea activitatii tripsinice a sangelui.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele studiului dat au fost implementate in
activitatea didactica si stiintificd a Catedrei de fiziopatologie si fiziopatologie clinica al USMF
“Nicolae Testemitanu”

ANNOTATION
QOjog Victor
,» 1 he 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 144 titles, 120 pages of basic text, 72 figures, 47 tables. The obtained results are
published in 13 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 Ca++ 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 applicative 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
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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 Physiopathology and Clinical
Physiopathology of USMF "Nicolae Testemitanu"

AHHOTADIUSA
O:xor Buxkrop
BiisiHUe TPUIICHHA HA ABUTaTeJbHYI0 AKTHBHOCTh BOPOTHOMH BEHBI
JuccepTanusi Ha COUCKaHHe YYEHON CTeleHH KaHANIAaTa MeJHIIMHCKUX HayK, Kummunes,
2023
CtpykTypa amccepranmmm: BBeleHue, 4 TJaBbl, OONIME BBIBOJBI M PEKOMEH[AINH,
6ubmmorpadus n3 144 HanmeHoBanui, 120 cTpaHHUI] OCHOBHOTO TEKCTa, 72 PUCYHKA, 47 TabuLI.
[lomy4yeHHbIe pe3yIbTaThl OMyOIMKOBAHbI B 13 HAyYHBIX CTATHSX.
KiroueBbie cjioBa: BOpPOTHasl BEHA, COCYAMCTBHIH INIAAKUN MHOLUT, NMPOTEA30aKTUBUPYEMBbIH
peuenTop, THNePTPUIICHHEMHS], SHAOTeNHANbHasl IeHy Janust, KieTku Kaxans, okcun a3ora
Leab uccienoBaHUMA: OIEHKA iN VItr0 0coOeHHOCTEH OTBETa BOPOTHOM BEHBI Ha JEHCTBHE
TPHUIICHHA NTPU Pa3TMYHOM IIPEKOHANIIMOHNPOBAHUH ¥ OCTKOHIUIIHOHUPOBAHUHL.
3anaun ucciaenosanusi: OueHka in Vitro peakiui BOPOTHOI BEHbI Ha ACHCTBHE TPHUIICHHA B
pa3nMYHBIX KOHIEHTpanusax Ca++ IyTeM ONpeneneHUs] aMIUINTYABl M 4acTOTHl COKpAICHHUH,
BPEMEHH pAacclaOleHUs] M COKpAIICHUsS, WHTCHCHMBHOCTH (YHKIMOHHPOBAHUS CTPYKTYp H
roman cokpamenus. OueHka in Vitro peakiuu BOPOTHOW BEHbI Ha JEHCTBHE TPUIICHHA B
pasnuuHbIX KoHHeHTpamusx Nat u H+. Omenka in Vitro otBera BOpOTHOW BEeHBI Ha JeiicTBHE
Ko(erHa, aleTHIXOJMHA U KapOaxoJia IpH ee IpeIBapuTeNbHOI 00padoTke TpurcHoM. OieHKa
in vitro oTBeTa BOpOTHO¥ BEHBI Ha JCHCTBHE TPHUIICHHA B 3aBUCUMOCTH OT mpucytctBust NO, a
TaKoKe KaK ero oTCyTcTBHE Ha (oHe pa3Hoi KoHLeHTpanun Catt.
HoBu3Ha M OpUIHMHAJIBLHOCTB Hccaeq0BaHuii: Briepsble n3yueHbl 0COOEHHOCTH COKpaleHuil
M30JIMPOBaHHOM 1 iepdy3rpoBaHHOii pacTBopoM Kpedca BopoTHOI BEHBI Ha ACHCTBHE TPUIICHHA
B 3-X 3KCIepUMEHTANBHBIX Mozensx: (1) in vivo Ipu BOCIIPOM3BEAEHUU OCTPOTO IAHKPEATHTa,
(2) in vivo myTeMm BBemeHHs TpurcuHa # (3) in vitro myTeM BBEAEHHUS MPOTEasbl B mepdysaTe.
XapaxTep 0TBeTa OIIEHHBAIIM KOMIIIEKCHO, OBLTH N3MEPEHbI OCHOBHBIE TAPAMETPHI COKPAIIEHHS,
a Talke TPOJODKUTETBHOCTH COKpAmeHWs NpH pa3HbIX KoHmeHTpammsx Cat+. Taxoke
OLICHUBATH PEAKTHBHOCTH BOPOTHOW BEHBI Ha TPHUIICHH B YCIOBHAX alU03a W HW3MEHCHUS
KOoHIeHTpauu Nat+, a TakKe XapakTep BIWSHUS TIPOTea3bl HAa KOHTPAKTYPy BEHBI,
MHAYLUPOBAHHYI0 KO(GEHHOM, ¥ MaKCUMAaIbHYIO ICHOJSPU3aAINI0, HPHUCYIIYI0 ACHCTBHIO
pactBopa KCI (140 MM). [Ins Beisieierust posd NO B OTBETHOM peakiiyi BOPOTHOI BEHBI Ha
JeWCTBUE TPUIICHHA OBUTH OIICHEHBI OKA3aTeNl COKPATUMOCTH B MOJISIH BEHbI 0€3 9HJO0TENs
TI0]] IEHCTBUEM XOJICBOH KHCIIOTHL, B TOM YHCIIE IPH PA3IMIHBIX KOHIeHTparusax Cat+.
Pemennasi Hay4yHas 3a1a4a: BEIICHEHHE 0COOCHHOCTEH NEHCTBHS TPUIICHHA Ha PEaKTHBHOCTh
BOPOTHOM BEHHI in Vitro, B TOM 4ucie Ha ()OHe M3MEHEHHsI KOHIeHTpanuu noHoB Ca2+ u H+, 6e3
SHIOTENNS, TI03BOJIUBIIEE BBITBUTH OPHEHTUPHI IS IPOTHO3UPOBAHUS M KOPPEKIUN HAPYIICHUS
NOPTAJIBHOI'O KPOBOTOKA, YTO YJIy4IIaeT q)yHKLlVIOHaIIbHOC 1 KJIMHAYECKOE COCTOSHHS OOJbHBIX
C TUMEPTPUIICUHEMHEH.
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Teopernueckass M mnpakTHYecKas 3HAYUMOCTb PadoOThI: PeakTHMBHOCTH H30JMPOBAHHOMN
BOPOTHOH BEHbI MPEBOCXOIUT aHAJIOTUYHBIE HAPYIIEHHS aMIUIMTYAbI ¥ YaCTOTBI COKPAIIEHUH Ha
JIeCTBHIE TPUIICHHA, XapaKTEPHOTO IS MOJENHU BBEJCHUS in Vitro H in vivo, a Takxe A1 MOAETb
THIIEPTPHUIICUHEMHH, BOCTIPOM3BEICHHAS in Vivo IyTeM MOJEIMPOBAHHS OCTPOrO MaHKPEaTUTa,
TaK 4TO 3TO SIBIEHHE MOXET OBITh NMPEAUKTOPOM U TEepareBTUUSCKOW MUIIECHBIO HapyIICHUS
MOPTAIBHOTO KOHTYpa INPH THUIEPTPUIICHHEMHH, MPEXIE BCEro IPH IaHKpeaTHTe. AIUI03 U
TIOBPEXK/ICHIE YHAOTEINHUS CHIDKAIOT COKPATUMOCTH BOPOTHOM BEHEI, 3TOT 3¢ (GeKT pacTeT Ha hoHe
JEUCTBUS TPUIICHHA, YTO 0OOCHOBBIBACT AITOPHTM KOPPEKIMH PEaKTHBHOCTH BOPOTHOI BEHBI
MyTeM YIydIIeHUs KUCIOTHO-INENOYHOro OalaHca W SHAOTeNHanbHas AUCQYHKIHH, B
JOTOJIHEHHE K CHWKEHHIO aKTUBHOCTH TPHUIICHHA B KPOBH.

BHenpenne Hay4YHBIX pe3yJbTaToB: Pe3ynbTaThl JaHHOTO HCCIENOBAaHMS OBUTH BHEAPEHHI B
JIUAAKTHYECKYI0 M Hay4HYIO JeATelbHOCTh Kadeapbl (HM3MONATOJIOTHH M KIMHUYECKOM
¢usunonaronorun [ YM® «Hukosae Tectemuiany».
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