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ADNOTARE
Tacu Lilia: ,,Rolul TNF-a in patogenia cardiomiopatiei doxorubicinice”,

teza de doctor in stiinte medicale, fiziologie si fiziopatologie — 312.01
Chisinéu, 2023.

Structura tezei: manuscrisul este expus pe 127 pagini si consta din introducere, 3 capitole, sinteza
rezultatelor obtinute, concluzii generale, recomandari practice, bibliografie din 174 de surse, 36
tabele, 22 figuri. Rezultatele obtinute sunt publicate in 33 de lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: cardiotoxicitate doxorubicinica, TNF-o, cord izolat, efort hemodinamic,
inotropism miocardic, reactivitate coronariana, fenomen Vanhoutte.

Scopul studiului: Evaluarea in vitro a mecanismelor disfunctiei cardiace la actiunea repetata a
doxorubicinii, precum si a efectului inhibitiei TNF-o prin administrarea (Am-TNF-a).
Obiectivele cercetirii: Evaluarea particularitatilor reglarii homeometrice si heterometrice a
cordului in efort hemodinamic, inotropismului miocardului la actiunea factorilor neuroendocrini
naturali, rezistentei cordului la impactul ischemie-reperfuzie, fenomenului coronarian Gregg in
modelul de afectare doxorubicinica a cordului, precum si a efectului de modulare a inerentelor
functionale sub actiunea antagonistului TNF-a.

Noutatea si originalitatea stiintifici a cercetarii: S-au evaluat mecanismele patogenetice de
agravare a insuficientei cardiace induse prin doxorubicind in diferite categorii de suprasolicitari,
precum si a rolului TNF-a in diminuarea rezervelor functionale ale miocardului si compromiterea
realizdrii reactivitdtii de efort a cordului, cat si a sistemului coronarian.

Problema stiintifici importanta solutionatid in tezid: fundamentarea in baza de dovezi
experimentale a rolului TNF-a in evolutia disfunctiei cardiace sub actiunea doxorubicinii ce rezulta
din efectul benefic al administrarii Am-TNF-a, fapt ce justificd plauzibilitatea aplicarii
antagonistului TNF-a in reducerea cardiotoxicitatii Dx la pacientii oncologici.

Semnificatia teoretica a lucrarii: Rezultatele obtinute completeaza apanajul fiziopatologic al
disfunctiei cardiace induse de doxorubicind la noima implicarii patogenetice a citokinei
proinflamatoare, TNF-a, precum si mecanismele de agravare a insuficientei cardiace in efort.
Valoarea aplicativd a cercetarii: Rezultatele obtinute demarca mecanisme patogenetice ale
insuficientei cardiace cardiomiopatice cu conotatie de predictori ai prognozei, precum si a efectului
antagonistului TNF-a de a ameliora capacitatea functionala a cordului de adaptare la efort.
Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele studiului sunt implementate ca suport
conceptual In cardiologia clinica a IMPS Institutul de cardiologie, precum si in programul de
studiere a fiziopatologiei sistemului cardiovascular la catedra de Fiziopatologie si fiziopatologie
clinicd a USMF ,Nicolae Testemitanu”.



AHHOTALUSA
Taky JIunus, «Poab TNF-0 B naTorenese 10KcopyOMIIHHOBOI KapANOMUONATHIY,

KAHIUAATCKAs JUccepTalusa B 00J1aCTH MeIUIMHCKUX HayK, 312-01
Kummnes, 2023

Crpykrypa aumccepranum: Bpenenue, 3 riaBbl, o0mue BbIBOABI, Oubauorpadus uz 174
HaMMEHOBaHUM, 3 MpUIIOKEHUS, WUTIOCTpUpoBaHa 36 Tabiuuamu, 22 pUCyHKaMH M COCTOUT U3
127 ctpanuil OCHOBHOTO TeKcTa. Ppe3ynbrarsl omyOauKoBaHbl B 33 Hay4dHbIE paOOTEHI.
KuroueBbie c¢ji0Ba: KapaIuOTOKCHYHOCTH Jokcopyounmna, TNF-o, m3onmpoBannoe cepjie,
reMoJJMHaMHU4ecKasi Harpy3ka, MHOTPOIIM3M MHOKap/Aa, KOpOHapHbIi ¢peHoMeH Vanhoutte.

Heab wucciaenoBanus: l3ydenue INVitro mMexaHW3MOB HapylieHUs (YHKIMH cepana pu
nevictBuu okcopyounmHa (Jloxc), a Takxke s3¢pdexror antaronucra TNF-o (Am-TNF-a).
3agaun ucciaenoBanusi: l3yueHue ocoOeHHOCTEH TOMO- M T€TEPOMETPUUYECKUN PpErylsiuu
M30JIMPOBAHHOTO  cepAla MpH TOMOJAWMHAMMYECKOM W  HEUPOIHIAOKPUHHOW  Harpyskax,
WHOTpPONHM3Ma MHOKap/a, TOJEPAaHTHOCTU CepAlla IpHU HUIIeMHUH U pernepdy3uu, KOPOHPAHOTO
¢denomena Gregg, a Takke XapakTepa QyHKIMOHAIBHBIX U3MeHeHul npu aevicteun Am-TNF-a.
HoBu3Ha u opUrHHAJBLHOCTB Hcc/IeA0BaHUA: V3ydeHbl MEXaHU3Mbl HEJOCTATOYHOCTH CepAlla
U KOpOHapHOU nepdy3uu npu AedcTBUU JIOKC YCIOBHSAX PA3IMYHBIX HArpy3kax, a TaKkKe poJib
TNF-o B matoreHese KapIMOTOKCUYHOCTH TIOKCOPYOHITMHA ¢ UCTIONb30BaHneM Am-TNF-o.
Pemennasi Hayynasi 3apada: OOOCHOBaHHE B SKCIEPUMEHTAIBHBIX YCIOBUSAX ponu TNF-a B
pa3sBUTHM JTUCPYHKIMM cepiaua MNpH KapAUOTOKCHYHOCTH JOKCOPYOMIIMHA B pE3yJbTaTe
UCIOJIb30BaHUsA aHTaronucra TNF-o, 4Yro ompenensiT BO3MOXKHOCTb €ro BKIIOYECHHS B
(apMakoJIOrHYECKUX MEpax CHUKEHUS KapAUOTOKCUYHOCTHU J[OKC Y OHKOJIOTHYECKUX OOJIbHBIX.
Teopernueckasi 3Ha4uMoOcTh: [losydeHHBIE pe3ynabTaThl JAOMOIHIIOT MATOPHU3HOIOTHUUYECKYIO
KOHIICNLHUIO Pa3BUTHs U yXYyIIIEHUS B FeMOAMHAMUYECKUX U HEHPOIHIIOKPUHHBIX Harpys3kax
CepACYHONM HENOCTaTOYHOCTH IpU  KapIUOTOKCHMYHOCTHM JIOKC, a Takke BbLAEISIOT
narorenetTudeckyro poiab TNF-a.

IIpukiagHasi BeHHOCTh: BolsiBieHb! (yHKIIMOHATIbHBIE 0COOEHHOCTH KapAMOTOKCHYHOCTH JlOKC,
KOTOpbIE MOTYT OBITh MCIIOJIB30BAaHbl KakK 3XO-Kapauorpaduyeckue NpPeAUKTOPbl paHHEH
TMCcYHKIMM cepAlia, a TaKkKe 000CHOBAH TepaneBTUYeCKUi 3(h(eKT MoaaBaeHusI BOCIAICHUS C
MOMOIIBI0 UcToNib30Banus antaronucra TNF-a (eg, Mudnukcumab).

BHeapenue Hay4yHbIX pe3yJbTaToB: Pe3ynbTaThl BHEAPEHbl KaK KOHUENTYaJIbHBIH MOCTYNAT
KapIMOTOKCUYHOCTU JOKCOpYOMILIMHA B KIMHHMKEe MHCTUTYTa KapHOJIOruy, a Takxke B yueOHOU
nporpamMme naTo(U3UOJOrUM A CTyAeHTOB ['ocynapcTBeHHOro YHuBepcutrera MeauLuHbl U
®apmanuu ,,Nicolae Testemitanu”.



ANNOTATION
Tacu Lilia: ,,The role of TNF-a in the pathogenesis of doxorubicin cardiomyopathy”,
PhD thesis in medical science 312-01,
Chisinau, 2023.

Structure of thesis: the manuscript is presented on 127 pages and consists of Introduction, 3
chapters, General conclusions, Practical recommendations, Bibliography from 174 sources, 36
tables, 22 figures. The results are published in 33 scientific works.

Key words: doxorubicin cardiotoxicity, TNF-a, isolated heart, hemodynamic effort, myocardial
inotropism, coronary reactivity, Vanhoutte phenomenon.

Aim of the study: Evaluation in vitro of cardiac dysfunction mechanisms to repeated action of
doxorubicin, as well as the effect of TNF-a inhibition by administration (Am-TNF-a).

Research objectives: Evaluation of the peculiarities of homeometric and heterometric regulation
of the heart in hemodynamic effort, myocardial inotropism to the action of natural neuroendocrine
factors, resistance of the heart to the impact of ischemia-reperfusion, coronary Gregg phenomenon
in the model of doxorubicin damage of the heart, as well as functional interferences under the
action of TNF-a antagonist.

The novelty and the scientific originality: have been evaluated the pathogenetic mechanisms of
worsening of heart failure induced by doxorubicin in various categories of overload, as well as the
role of TNF-a in decreasing myocardial functional reserves and compromising the reactivity
performance of the heart and of the coronary system.

The scientific problem solved in the thesis: the experimental evidence-based substantiation of
TNF-a role in the evolution of cardiac dysfunction under the action of doxorubicin which lies in
the beneficial effect of Am-TNF-a administration, which justifies the plausibility of TNF-a
antagonist in reducing Dx cardiotoxicity in oncologic patients.

Theoretical significance: The obtained results complete the pathophysiological prerogative of
doxorubicin-induced cardiac dysfunction in the sense of the pathogenetic involvement of the
proinflammatory cytokine, TNF-a, as well as the mechanisms of exacerbation of heart failure in
effort.

The applicative value of the research: The obtained results marked off the pathogenetic
mechanisms of cardiomyopathic heart failure with connotation of prognostic predictors, as well as
the effect of TNF-a antagonist to improve the functional capacity of the heart to adapt to the effort.
Implementation of the scientific results: The results of the study are implemented as conceptual
support in the cardiology clinic of the Institute of Cardiology, as well as in the academic syllabus
regarding pathophysiology of the cardiovascular system in the department of Pathophysiology and
clinical pathophysiology of State University of Medicine and Pharmacy ,,Nicolae Testemitanu”.
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INTRODUCERE
Actualitatea si importanta problemei abordate

Doxorubicina (Dx), ca remediu anti-neoplastic, se impune prin actiune farmacologica
dihotomica: pe o parte demonstreaza o eficienta antitumorala notabild in tratamentul pacientilor cu
leucemie acutd si cronicd, limfoame, sarcoame si cancer de san, iar pe de altd parte poseda o
cardiotoxicitate manifesti, care deja la o dozi cumulativi medie (500-550 mg/m?) afecteazi in plan
morfofunctional miocardul, inducdnd o insuficientd cardiacd severa iminentd cardiomiopatiei
dilatative, definita si ca cardiomiopatie doxorubicinica (CMPDx) sau cardiomiopatie antraciclinica
[1, 2, 3]. Astfel, la circa 15% din pacientii oncologici eligibili la administrarea Dx tratamentul
respectiv este sistat premergator din cauza repercusiunilor fatale ce derivd din cardiotoxictatea
preparatului (insuficientd cardiaca severa, aritmii cardiace, stop cardiac). O alta parte din pacientii
oncologici, care nu refuzd administrarea antraciclinei, este nevoitd sa reducd dozajul preparatului in
vederea prevenirii sau micsorarii riscului dezvoltarii rapide a insuficientei cardiace congestive
(ICC). Potrivit datelor obtinute in mai multe studii mortalitatea prin ICC, ce evolueaza in cadrul
CMPDx, atinge cote de pana la 50% deja in primul an [4, 5]. Mai mult, evolutia ICC poate avea loc
destul de repede, termenele minimale anuntate, fiind 1-2 luni. Sub acest aspect este inteligibil faptul,
ca riscul de deces al pacientului oncologic care administreaza Dx este dublu mai mare, acesta
derivand din hazardul procesului neoplastic si insuficienta cardiomiopatica. Prin urmare, CMPDx
este o paradigmd exemplara de obiectiv interdisciplinar In medicina actuald, desemnand valente
egale si deziderate de alertd atat in oncologie, cat si cardiologie, la care noima se impune oportun
cercetarea comuna a problemei. La ora actuald este recunoscuta relevanta domeniului Cardiologie-
Oncologie, care consemneaza o colaborare intre cardiologi si oncologi tintita spre diagnosticul cat
mai timpuriu al cardiotoxicitatii Dx si atingerii dozei cumulative terapeutice a antraciclinei fara
riscul eminent de dezvoltare a CMPDXx.

Un pas notabil inainte facut in acest domeniu ar fi marcat de 2 aranjamente cardinale:

1 —Evidentierea predictorilor precoce ai cardiotoxicitdtii Dx si, respectiv, ai insuficientei
cardiace consecvente, precum $i a mecanismelor patogenetice iminente, care pot se devind o tinta
importantd de diagnostic, cat si de influentare terapeutica.

2 - Explorarea si implementarea in clinica oncologica a diferitor posibilitati fezabile de
atenuare a cardiotoxicitatii Dx si a evolutiei ICC, fapt ce va facilita In acelasi timp promovarea

dozelor cumulative mari ale antraciclinei in vederea atingerii efectului anti-neoplastic.



Cercetarile clinico-experimentale efectuate asupra fiziopatologiei CMPDx pe parcursul a mai
multor decenii a consolidat un apanaj conceptual in acest sens, entitatile mai importante ale acestuia
fiind [6-15]:

- inhibitia topoizomerazei tipul II, replicarii ADN si transcrierii ARN, potentarea formarii
radicalilor liberi de oxigen, precum si inldturarea histonilor din cromatina nucleara;

- declansarea apoptozei celulare prin intermediul anionului superoxid, responsabil de
activarea caspazei 3 si proteinei ,,heat-shock”-25;

- Incarcarea excesiva a cardiomiocitelor cu calciu, determinata in parte de activarea canalelor
lente (voltaj dependente, L-type) de Ca?* si a efluxului cationului din rezervele intracelulare
cantonate in reticulul sarcoplasmatic, in timp ce pompa SERCA2a (ATP-aza de calciu) este inhibata.
Excedentul de calciu activeaza calpainele, care mediaza 2 fenomene detrimentale in cardiomiocit:
activarea caspazei 12 si titinei, ultimul, conducand la degradarea citoscheletului sarcomerului si
depresia contractila a miocardului.

- inhibitia deja in concentratii mici a respiratiei mitocondriale si beta-oxidarii acizilor grasi,
rezultdnd in declinul energetic al miocardului, asociat de micsorarea raportului creatinfosfat/creatin,
formand astfel, o preconditionare pentru apoptoza si necroza cardiomiocitelor;

- activarea metaloproteinazelor matricei extracelulare, n special tipul 2 si 9. Degradarea
exageratd a colagenului devine un factor trigger al dilatarii ventriculare, remodelarii patologice
eccentrice a cordului si evolutiei insuficientei cardiace;

- cresterea expresiei endotelinei 1 (ET-1) Tn miocard, prin ce se reduce eficienta fenomenului
coronarian Gregg si se pericliteaza capacitatea inotorpa a miocardului.

Un mecanism inerent cardiotoxicitatii Dx si care prezinta interes prin faptul cad integreaza
interfata fiziopatologica clasicd a dishomeostaziei circulatorii n contiguitate cu alti factori
patogenetici (eg, stresul oxidativ, activarea sistemului simpato-adrenergic, disfunctia endoteliala si
a hemostazei) este declansarea raspunsului inflamator.

C. Aluise si colab. (2011) au relatat ca Dx stimuleaza eliberarea TNF-a de catre macrofagele
miocardului murin in maniera dependentd de doza antraciclinei [16]. Celulele miocardul intact al
soriceilor si sobolanilor, inclusiv cardiomiocitele, nu expreseaza TNF-a.

M. Argun si colab. (2016) au decelat 1n acest context, cad sub actiunea Dx timp de 2 saptdmani
miocardul rozatoarelor expreseaza progresiv TNF-a, iar nivelul expresiei citokinei proinflamatoare

este in corelare directd cu doza cumulativa a antraciclinei [17].



Important de mentionat de asemenea, ca expresia TNF-o sub actiunea Dx se atestd si in
peretele arterelor coronariene, fapt care influenteaza notabil activitatea procesului inflamator si
nativitatea functionald a endoteliului si, respectiv, raspunsul vascular endoteliu dependent, deci
medita prin NO si PGl [18]. Afectarea inflamatorie a endoteliului arterelor coronariene este un
mecanism important In declansarea si promovarea remodelarii coronariene dupd stresul mecanic
angioplastic, iar inhibitia TNF-a s-a dovedit intr-un studiu al nostru anterior a fi capabila sa
amelioreze reactivitatea coronariand compromisa in cordul cu disfunctie diabetogena [19, 20, 21].
Antagonistul TNF-o s-a remarcat de asemenea, potrivit dinamicii presiunii telediastolice a V'S, prin
actiune reconfortanta asupra tolerantei miocardului in impactul ischemie-reprerfuzie [22].

Activarea inflamatiei nespecifice asociaza evolutia afectiunilor cardiovasculare si la conotatia
insuficientei cardiace se anuntd important efectul ei direct sau intermediat privind stimularea
stresului oxidativ, activarea fibroblastelor si metaloproteinazelor matricei extracelulare,
diferentierea fibroblastelor in miofibroblaste mediata prin factorul de transformare a cresterii beta
(TGF-B), reglarea in jos a Ca-ATP-azei a reticulului sarcoplasmic (SERCA2a), diminuarea
fosforilarii titinei in detrimentul functiei lusitrope a miocardului, cresterea expresiei receptorilor
AT pentru angiotensina Il (Ang I1), periclitarea conexiunii matricei extracelulare cu sarcomerii
cardiomiocitului etc. [23]. Tn plus, TNF-o. posedi per se efect depresiv asupra contractiei
miocardului si de declansare a apoptozei celulare pe cale extrinseca.

TNF-a, aceasta din urma fiind autentica pin 3 manevre: (1) blocarea receptorului specific expresat
pe celulele sistemului cardiovascular, (2) administrarea receptorului TNF-a solubil si (3) anihilarea
citokinei prin anticorpul monoclonal (Am-TNF-a).

Exegeza acestor afirmatii a consolidat scopul cercetarii:

Evaluarea in vitro a mecanismelor disfunctiei cardiace la actiunea repetatd a doxorubicinii,
precum si a efectului inhibitiei TNF-a prin administrarea anticorpului monoclonal (Am-TNF-a)
pentru determinarea rolului patogenetic al inflamatiei.

Obiectivele cercetarii:

1. Evaluarea particularitatilor reactivitdtii de efort a cordului izolat la actiunea repetata a
doxorubicinii.

2. Evaluarea fenomenului coronarian Gregg la actiunea repetata a doxorubicinii.



3. Evaluarea efectului Am-TNF-o asupra reglarii hetero- si homeometrice a cordului la
actiunea repetatd a doxorubicinii.

4. Evaluarea efectului Am-TNF-a asupra tolerantei miocardului la ischemie-reperfuzie la
actiunea repetatd a doxorubicinii.

5. Evaluarea efectului Am-TNF-a asupra rezervei functionale coronariene la actiunea
repetatd a doxorubicinii.

Noutatea stiintifica si originalitatea cercetarii

S-au evaluat mecanismele patogenetice de agravare a insuficientei cardiace induse prin
doxorubicind in diferite categorii de suprasolicitari, precum si a rolului TNF-a in diminuarea
rezervelor functionale ale miocardului si compromiterea realizarii reactivitatii de efort a cordului,
cat si a sistemului coronarian. S-a studiat In premierd beneficiul atenuarii inflamatiei sistemice prin
administrarea antagonistului TNF-a asupra ameliorarii reactivitatii cardiace si coronariene la
diferite tipuri de efort in cardiomiopatia doxorubicinica.

Semnificatia teoretica a lucrarii

Rezultatele obtinute completeaza apanajul fiziopatologic al disfunctiei cardiace induse de
doxorubicind la noima implicarii patogenetice a citokinei proinflamatoare, TNF-a, precum si
mecanismele de agravare a insuficientei cardiace in efort. Este consolidata interfata patogenetica ce
vizeazd aportul interdependent al fazelor de relaxare si contractie izovolumica a cordului in vederea
reglarii homo- si heterometrice a cordului in suprasolicitarea cu rezistenta si, respectiv, cu volum.
Este dovedit un mecanism de periclitare a adaptarii urgente a cordului afectat prin Dx la
suprasolicitari hemodinamice, determinat de micgorarea efectului inotrop al miocardului la actiunea
NE si Ang II, precum si dezvoltarea efectului inotrop negativ la actiunea ET-1, manifestat prin
deprecierea PSVS si micsorarea in varful stimuldrii a debitului cardiac. Conceptual se anunta
importantd diminuarea rezervei functionale coronariene endoteliu dependenta in agravarea
insuficientei cardiace in conditii de efort In contiguitate cu micsorarea rezistentei miocardului la
impactul ischemie-reperfuzie. Totodata, fenomenul Vanhoutte nu este perturbat, fapt ce indica
asupra rolului benefic al epoxieicosatrienelor in controlul perfuziei coronariene pe fondalul injuriei
si disfunctiei endoteliale iminente afectarii Dx a cordului.

Valoarea aplicativa a cercetarii

Rezultatele obtinute demarca mecanisme patogenetice ale insuficientei cardiace induse prin

doxorubicind cu conotatie de predictori ai prognozei, precum si a efectului antagonistului TNF-o de



a ameliora capacitatea functionald a cordului de adaptare la efort hemodinamic si neuroendocrin.
Este evidentiatd relaxarea izovolumicd a cordului drept tintd de estimare si corectare a reglarii
heterometrice la efort cu volum, precum si contractia izovolumica a cordului drept tinta de estimare
si corectare a reglarii homeometrice la cresterea rezistentei periferice. Valoarea +dP/dTmax si a -
dP/dTmax este un instrument fezabil de estimare a nativitatii functionale a acestor faze ale ciclului
cardiac. Anihilarea TNF-a prin administrarea Am-TNF-a are actiune reconfortanta nu numai asupra
rezervelor contractile ale miocardului, dar si asupra fenomenului coronarian Gregg mediat prin NO.
In plus, inhibitia receptorilor ETA ai endotelinei 1 se impune prin beneficiu privind efectul inotrop
compromis prin exces de calciu.
Implementarea rezultatelor stiintifice
Rezultatele studiului sunt implementate ca suport conceptual in cardiologia clinica a IMPS
Institutul de cardiologie, precum si in programul didactic de studiere a fiziopatologiei sistemului
cardiovascular la Catedra de fiziopatologie si fiziopatologie clinica a USMF , Nicolae Testemitanu”.
Aprobarea rezultatelor cercetarii
Rezultatele studiului au fost prezentate la:
. Al 55-lea Congres al Societatii Romane de Cardiologie, 2016.
. Al 56-lea Congres al Societatii Romane de Cardiologie, 2016.
. Congresul Societatii Europene de Cardiologie, 2017.
o Al 57-lea Congres al Societatii Romane de Cardiologie, 2018.
. Congresul Societatii Europene de Cardiologie, 2018.
. Al 58-lea Congres al Societatii Romane de Cardiologie, 2019.
. Congresul Societatii Europene de Cardiologie, 2019.
o Al 6-lea Congres al Societatii de Cardiologie din Moldova, 2020.
o Congresul Aniversar 75 Ani de la fondarea USMF ,,Nicolae Testemitanu”, 2020.
. Congresul Asociatiei Europene ,Ritm Cardiac” (European Heart Rythm
Association), 2021.
o Congresul Societdtii Europene de Cardiologie, 2022, ,Frontiers in
Cardiovascular Biomedicine”.

o Al 61-lea Congres al Societatii Romane de Cardiologie, 2022.



Sumarul compartimentelor tezei.

Teza este expusa pe 127 de pagini si include adnotarea (in limbile romana, rusa, englezd),
lista abrevierilor, lista figurilor, lista tabelelor, introducere, 3 capitole, sinteza rezultatelor obtinute,
concluzii generale si recomandari practice, bibliografie din 174 de surse, 36 tabele, 22 figuri, 2 acte de
implementare, informatie privind valorificarea rezultatelor cercetarii si declaratia privind asumarea
raspunderii.

Tn Introducere este expusi actualitatea si argumenta ea abordarii acestei probleme
multidisciplinare din domeniul Cardiologie-Oncologie, sunt formulate scopul si obiectivele
studiului, noutatea stiintifica si originalitatea studiului, importanta teoretica si valoarea aplicativa a
rezultatelor obtinute, precum si catalogul prezentarii rezultatelor stiintifice.

Capitolul 1. Afectiunea doxorubicinica a cordului: mecanisme si abordiri de corectare
cuprinde o analizd fiziopatologicd a afectarii cordului prin doxorubicind precum si a evolutiei
insuficientei cardiace iminente CMPDx. Sunt aduse la apel mecanismele ostiale ale cardiotoxicitatii
doxorubicinii, care au drept suport inhibitia topoizomerazei, activarea stresului oxidativ, expresia
citokinelor pro-inflamatoare, dereglarea metabolismului energetic si al calciului in miocard,
atenuare a cardiotoxicitatii Dx explorate in diferite studii experimentale si clinice.

Capitolul 2. Material si metode de studiu include trecerea in revista a modelului de afectare
a cordului prin doxorubicina si de cardioprotectie prin administrarea Am-TNF-a. Sunt expuse
metodele de cercetare in vitro a functiei cardiace, prin utilizarea modelului de perfuzie a cordului
izolat izovolumic dupa Langendorff si a cordului izolat In regim de lucru exterior dupa Neely-
Rovetto. Sunt relatate probele de fort (hemodinamice, neuroendocrine, ischemie-reperfuzie)
aplicate Tn vederea aprecierii mecanismelor de agravare a disfunctiei pompa a VS si a controlului
perfuziei coronariene. Este adusd semnificatia estimativa a diferitor indici functionali ai cordului
izolat angrenati in aprecierea complexd a statusului functional cardiac, inclusiv pe fondalul
declansarii reactiei de raspuns la actiunea suprasolicitdrilor. Sunt indicate manevrele de procesare
statisticd a materialului cifric in vederea aprecierii semnificatiei discrepantei intre valorile medii ale
indicilor functionali din lotul martor si din lotul de studiu.

A fost obtinut avizul pozitiv al Comitetului de Etici a Cercetarii pentru realizarea studiului:
proces verbal nr. 40, la nr. 37, din data de 27.12.2016.
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Locatia desfasurarii cercetarii: Laboratorul stiintific de cardiologie fundamentala din
componenta laboratorului de cardiologie interventionala.

Capitolul 3. Este destinat relatarii rezultatelor obtinute in cadrul evaluarii modificarilor
functionale ale ventriculului stdng iminente cardiotoxicitdtii doxorubicinice, inclusiv pe fundalul
aplicarii diferitor probe de efort hemodinamic (suprasolicitarea cu volum si rezistentd) si
neuroendocrin (stimularea cordului cu norepinefrind, angiotensina II si endotelina 1). Datele
obtinute in modelul perfuziei cordului izovolumic aduc la apel particularitatile reactivitatii
sistemului coronarian la actiunea factorilor naturali vasodilatatori (cu mecanismul dependent de
endoteliu si NO, cat si de hiperpolarizarea mediei musculare) si vasoconstrictori. Un subcapitol
important include expunerea rezultatelor functionale ale cordului izolat izovolumic si perfuzat in
regim de lucru, care argumenteaza eficienta atenuarii inflamatiei prin administrarea antagonistului
TNF-a vizavi de afectiunea doxorubicinicd a cordului.

Sinteza rezultatelor obtinute cuprinde o exegeza concludentd a datelor obtinute in
contiguitate cu conceptele fiziopatologiei insuficientei cardiace si optiunilor compensator-adaptive
ale cordului afectat prin administrarea repetata a doxorubicinii in diferite suprasolicitari
hemodinamice si neuroendocrine. De asemenea este analizat efectul benefic al antagonistului TNF-
o (Am-TNF-a) privind ameliorarea reglarii homo- si heterometrice a cordului, inotropismului
miocardului, in special, la actiunea ET-1 si cresterea rezervei functionale coronariene endoteliu
dependente la actiunea acetilcolinei si bradikininei.

In Concluzii si recomandiiri sunt prezentate concluziile finale bazate pe rezultatele obtinute,
precum si formulate recomandarile practice.

Teza a fost discutatd, aprobata si recomandatd pentru sustinere la sedinta Catedrei de
Fiziopatologie si fiziopatologie clinica din 17.10.2022 (proces verbal nr. 04); sedinta Seminarului
Stiintific de Profil al USMF “Nicolae Testemitanu” din 20.12.2022, proces verbal din 20.12.2022
(proces verbal nr. 04).

Cuvinte-cheie: cardiotoxicitate doxorubicinicd, TNF-o, cord izolat, efort hemodinamic,

inotropism miocardic, reactivitate coronariana, fenomen Vanhoutte.
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1. FIZIOPATOLOGIA AFECTIUNEI DOXORUBICINICE A CORDULUI

Cercetdrile clinice si fundamentale in vederea elucidarii fiziopatologiei afectiunii
doxorubicinice a cordului (ADC) au inceput, conform analizei literaturii de specialitate, la mijlocul
secolului XX si pastreaza valenta actualitdtii pana in prezent, dat fiind obscur apanajul predictorilor
si mecanismelor incipiente ale insuficientei cardiace, precum si precar tratamentul patogenetic. Pe
de altd parte Dx ramane si la ora actuala preparatul de baza din strategia terapeutica a neoplasmelor
severe (eg, leucemiile, limfoamele, cancerul de san), fiind administrata in pofida riscului iminent de
a declansa ADC fatala.

Prin entitatea sa fiziopatologica Dx exceleaza, potrivit relatarii lui D. Cardinale et al (2020)
ca un factor capabil sa afecteze practic toate structurile cardiace (eg, cardiomiocitele, miocitele
netede coronariene, fibroblastele matricei extracelulare (MEC), endoteliocitele si celulele
progenitoare rezidente ale cordului, prin ce se pericliteaza capacitatea de regenerare a miocardului
alterat [24]. Mai mult decat atat, Dx afecteaza si sistemul celulelor progenitoare derivate de maduva

oaselor, fapt ce accentueaza si mai mult dishomeostazia circulatorie (figura 1).
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Figura 1. Tintele de actiune cardiaca si extracardiaca a doxorubicinei [24]

Analiza de sinteza a datelor clinice si fundamentale acumulate pand in prezent in diferite
cercetari stiintifice aduce la apel mai multe repere patogenetice ale ADC [25-30]. Cele mai multe si

concludente dovezi au fost obtinute vizavi de urmatoarele aranjamente fiziopatologice inerente
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ADC: moartea celulard, stresul oxidativ, periclitarea metabolismului energetic, leziunile ADN,
leziunile celulelor endoteliale, ineficienta sistemelor naturale de regenerare, afectarea sistemului de
control al proliferarii celulare, afectarea sistemului intrinsec de reglare a echilibrului calciului n

cardiomiocite, remodelarea patologica a miocardului si MEC, etc.

1.1. Moartea celulard — un mecanism incipient si important al cardiotoxicitatii

doxorubicinii

Evidente notabile privind relevanta patogeneticd a acestui mecanism al ADC incep
exponential sd se acumuleze la inceputul secolului XXI, atunci cdnd devin numeroase relatarile
fiziopatologice si morfopatologice ale diferitor tipuri de moarte celulara distinctd de necroza, cum
ar fi apoptoza, oncoza, autofagia, piroptoza, feroptoza. Cercetarile proiectate pe efectul Dx de a
induce leziuni celulare ireversibile s-au soldat cu date ce certifica capacitatea acestei antracicline de
a declansa aceste tipuri de moarte celulara.

M. Nicol et al (2019) considera ca gradul de reducere a valorii fractiei de ejectie (FE) a
ventriculului stang in ADC este in corelare stransad cu proportia mortii celulare indusa de Dx, iar un
declin deja de 10% al FE semnifica in plan fiziopatologic cardiotoxicitatea antraciclinei [31]. L.
Galluzzi et al (2018) confirma in acest context opinia, cd moartea cardiomiocitelor este o distinctie
patogeneticd comund a sindromului de cardiotoxicitate de oricare origine, accentuand apoptoza,
autofagia si necroza drept paternele principale [32].

Este rezonabil fundamentata opinia, potrivit careia reducerea masei cordului constatd la
pacientii cu ADC este cauzatd de atrofia miocardului, precum si de procesul mortii celulelor
cardiace (ie, cardiomiocitelor) augmentat odata cu cresterea dozei cumulative a Dx [33]. De
mentionat Tn acest context, ca reducerea numerica a cardiomiocitelor este un mecanism important
de afectare progresivd a contractilitdtii miocardului, mai ales ca capacitatea proliferativd a
miocardului este joasa, iar Dx pericliteaza dupa cum s-a mentionat mai sus fezabilitatea functionala
a celulelor progenitoare rezidente ale inimii.

Cercetarile efectuate la nivel celular si molecular au demonstrat cd Dx induce apoptoza
cardiomiocitelor, miocitelor netede coronariene si endoteliocitelor prin mecanisme comune ale
acestui gen de moarte programata: leziunile mitocondriale, deficitul de ATP si iesirea citocromului
¢ in citozol, formarea excesiva a radicalilor liberi de oxigen (RLO), acumularea calciului si a ionilor

de fier, activarea programului pro-apoptotic prin expresia factorilor de transcriptie a proteinelor din
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familia Bad si Bax. Leziunile ireversibile ale ADN-ului cauzate de afectarea topoizomerazei I1-§
sunt un mecanism trigger al apoptozei induse de Dx paralel cu incapacitatea sistemelor p53 si p21
de a asigura reparatia adecvata a ADN-ului nuclear.

Date recente evidentiaza capacitatea Dx de a activa kinaza 2 a ciclinei, fapt ce rezulta in
supresia genei responsabile de expresia proteinelor anti-apoptotice Bcl-x [34]. Drept confirmare, de
notat ca inhibitia acestei kinaze a condus la reducerea apoptozei cardiomiocitelor si prevenirea
dezvoltarii cardiomiopatiei Dx [35].

Doxorubicina stimuleazi apoptoza cardiomiocitelor pe ambele cii: intrinsec si extrinseci. In
contextul activdrii apoptozei intrinseci este de mentionat valoare patogeneticd a mecanismelor
dependente de formarea RLO, acumularea calciului si a fierului, expresia proteinei de soc 25 (HSP-
25) care activeaza factorul de transcriptie p53 al genelor pro-apoptotice. Daca p53 nu poate asigura
oprirea ciclului celular in vederea restabilirii ADN-ului nuclear, atunci acesta declanseaza apoptoza
prin expresia proteinelor Bax si Bid ce vor facilita iesirea citocromului ¢ mitocondrial cu formarea
apoptosomei si activarea procaspazei 9.

HSP-70 de asemenea este vizata drept un factor de declansare a apoptozei prin cresterea
expresiei factorului nuclear kappa B (NF-kappa B), un factor de transcriptie universal, care va
induce expresia nu numai a citokinelor proinflamatoare, dar si a factorilor proapoptotici [36].
Remarcabil ca cresterea nivelului circulant al HSP-70 este asociat cu severitatea fibrozei
miocardului si a raspunsului inflamator la actiunea Dx, dovezi obtinute atat in cercetarile clinice,
cat si experimentale. Alte proteine de soc (eg, HSP-10, HSP-27, HSP-60), dimpotriva exercita un
efect antiapoptotic in impactul Dx, diminuand riscul dezvoltarii cardiotoxicitatii doxorubicinice.

Datele recente ale Y. Lan et al (2020) descriu actiunea proprie a HSP-22 de prevenire si
atenuare a apoptozei cardiomiocitelor precum si inhibitia fibroblastelor, acest fapt fiind asociat cu
pastrarea functiei cardiace si reducerea fibrozei miocardului [37].

Doxorubicina reduce expresia protein-kinazei B (Akt) si creste expresia caspazei 3, caspaza
principala a fazei de executie iminentd apoptozei, iar HSP-20 creste riscul supravietuirii
cardiomiocitelor la actiunea Dx datorita activarii Akt si reducerii expresiei proteinei proapoptotice
Bad [38]. Limitarea declansarii procesului de apoptoza a cardiomiocitelor si a leziunii miocardului
sunt in raport direct cu expresia HSP-20.

Activarea apoptozei intrinseci de catre Dx are la bazd si cresterea expresiei citozolice a

factorului apoptotic ce asigurda fenomenul de autoactivare a procaspazei 9 in apoptosoma in prezenta

14



citocromului c eliberat de mitocondrii in conditiile cresterii proteinelor proapoptotice Bad si Bax
sau micsorarii proteinelor antiapoptotice Bcl-2.

Un mecanism trigger comun al apoptozei intrinseci a cardiomiocitelor induse de Dx consta in
acumularea calciului in matricea mitocondriala datorita deficitului de ATP si a excesului de RLO,
care conduc la cresterea permeabilitatii porilor mitocondriali si efluxul citocromului c. Leziunile
ADN-ului induse direct de Dx sau indirect de RLO cauzeaza fosforilarea p53 si prin urmare expresia
proteinei proapoptotice Bad.

Un mecanism antiapoptotic al oricarei celule consta in activarea sub actiunea factorilor
proapoptotici a sirtuinei 1 (SIRT1), deacetilaza histonilor ADN-ului nuclear, care faciliteaza
supravietuirea celulelor prin inhibitia expresiei NF-kappa B si generdrii al RLO. Doxorubicina
reduce expresia sirtuinei 1 si inlaturd astfel acest factor din exercitiul de prevenire a apoptozei [39].
Totodatd, prin reducerea expresiei sirtuinei 1 se activeazd p21 si inhibitorul activatorului de
plasmina 1 (PAI-1), genele programului pro-inflamator si senescenta prematura a celulelor, iar
inhibitia fosfodiesterazei-4 prin Roflumilast rezulta in elevarea citozolica a adenozin
monofosfatului ciclic (AMPc) si poate, astfel, reduce efectul inhibitor al Dx asupra SIRTI si,
respectiv, riscul apoptozei si raspunsului inflamator (figura 2).

Doxorubicin

‘I— Roflumilast
V;“l 7
\

SIF£T1 i,

i;/"

WV

|Ce|l death | i PAI-1, p211\ ) anlammatioa

KJ/"

v

Cellular senescence

L. v

Figura 2. Inhibitia sirtuinei 1 (SIRT1) este un mecanism al apoptozei induse de Dx [39]

Prin urmare, AMPc are rol antiapoptotic si antiinflamator in impactul doxorubicinic, iar

nivelul lui citozolic adecvat este o conditie importantd de supravietuire a cardiomiocitelor.
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Un alt factor implicat in promovarea apoptozei cardiomiocitelor sub actiunea Dx este factorul
de transcriptie GATA-4, care activeazd proteinele antiapoptotice din familia Bcl-x. Cercetarile
efectuate in cadrul utilizarii inhibitorilor GATA-4 au demonstrat activarea mortii celulare la
actiunea diferitor stimuli proapoptotici. Doxorubicina inhibd expresia GATA-4 si aceastda
proprietate ii atribuie un rol important Tn cardiotoxicitate. Mai mult, soriceii transgenici care nu
expreseazd GATA-4 sunt mult mai susceptibili la actiunea proapoptotica a doxorubicinei.

Reducerea proteinelor antiapoptotice din familia Bcl-x sub actiunea Dx, poate fi mediata si
prin afectarea expresiei factorului p300, proteina care face parte din sistemul de mentinere a
fenotipului contractil al cardiomiocitului, intrucat actiunea antraciclinei amplifica degradarea p300
asociata cu activarea p53 si declansarea apoptozei [40].

In ceea ce priveste calea extrinseci a apoptozei cardiomiocitelor sub actiunea Dx este
importanta cresterea expresiei receptorilor mortii (eg, TNFR1, Fas, DR4 si DRS) de pe suprafata
sarcolemei care prin fenomenul de trimerizare declanseaza activarea procaspazei 8 [41]. Important,
ca cresterea expresiei receptorului Toll-like-2 pe suprafata sarcolemei de asemenea se impune prin
inducerea apoptozei cardiomiocitelor sub actiunea DX, mecanismul principal fiind determinat de
eliminarea HSP-60 din exercitiul de micsorare a expresiei NF-kappa B si, respectiv, a expresiei
factorilor proapoptotici. Receptorul Toll-like-4 este implicat in patogenia apoptozei
cardiomiocitelor sub actiunea DX in conditiile cand activarea acestuia are loc in prezenta unei
cantitdti critice citozolice a HSP-70.

La ora actuala este consolidata opinia, potrivit careia receptorul Toll-like-2 poate exercita de
sine statator functia unui receptor al mortii fard prezenta domeniului citozolic, dar capabil sa
activeze caspaza 8. In culturd de cardiomiocite s-a stabilit cresterea numarului de receptori Toll-
like-2 sub actiunea Dx. Important de mentionat, ca in cazul supresiei genei ce controleaza expresia
receptorilor Toll-like-2 micsorarea ratei apopotozei cardiomiocitelor este asociatd cu micsorarea
continutului caspazei 3, precum si cu reducerea caspazei 8, desi nivelul procaspazelor
corespunzatoare nu este modificat.

Pe de alta parte, cresterea numarului de receptori Toll-like-2 poate fi rezultatul raspunsului
inflamator, declansat de Dx, astfel, ca inflamatia devine o parghie importanta a cardiotoxicitatii Dx,
inclusiv prin prisma activarii apoptozei cardiomiocitelor. Continutul factorului proinflamator si
proapoptotic al TNF-a, expresat de celulele cordului sub actiunea Dx, se coreleaza direct cu rata

apoptozei cardiomiocitelor murine.
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Un alt mecanism, prin care Dx induce apoptoza cardiomiocitelor si altor tipuri de celule consta
in diminuarea expresiei FLIP, proteina care se impune inhibitor asupra activarii procaspazei 8 [42].
Activarea caspazelor are efect detrimental asupra cardiomiocitelor, chiar dacd nu conduce la
apoptoza, intrucat aceste proteaze sunt capabile sd induca liza proteinelor contractile si scheletice
ale sarcomerului, mai vulnerabile in acest sens fiind actina si titina. Liza actinei diminueaza
capacitatea contractila a miocardului, iar liza titinei afecteaza conexiunea sarcomerului cu proteinele
matricei extracelulare (eg, integrinele, fibronectinele, transpondinele) in detrimentul realizarii
sistolei si diastolei.

Cunoasterea mecanismelor apoptozei induse de Dx este importanta in elaborarea algoritmului
de prevenire a acesteia si, respectiv, a cardiotoxicitatii antraciclinei. La aceasta noima este notabila
afirmatia lui K. Mc Sweeney et al (2019), care sustin cd mecanismul extrinsec al apoptozei induse
de Dx este mai important comparativ cu paternal intrinsec [43]. Prin urmare, controlul factorilor
care induc cresterea expresiei receptorilor mortii si a receptorilor Toll-like-2, precum si modularea
expresiei liganzilor specifici poate fi 0 oportunitate de prevenire a cardiotoxicitatii Dx.

E. Christidi si L. Brunham (2021) considera, cd asa forme recent explorate ale mortii celulare,
cum ar fi feroptoza si piroptoza de asemenea sunt caracteristice actiunii cardiotoxice a doxorubicinei
[44].

Feroptoza este dependenta de continutul fierului bivalent in cardiomiocit, precum si de
peroxidarea lipidica, care este o sursa de RLO. Dx creste continutul de fier bivalent in cardiomiocit

prin stimularea expresiei receptorilor TR (transferinei) si inhibitia feritinei (figura 3).
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Figura 3. Ciile feroptozei induse de doxorubicina [44]

Fierul bivalent in cadrul reactiei Fenton conduce la acumularea anionului hidroxil, iar Dx
inhibd glutation peroxidaza, enzima antioxidantd principald in citozol si mitocondrii. Astfel, prin
actiuni cumulativ sinergice, fierul si Dx cresc continutul intracelular de radicali liberi de oxigen,
care altereaza structurile diferitor organite celulare, dar tinta de fond este aparatul mitocondrial.
Drept urmare se reduce ireversibil generarea energiei necesare pentru sinteza de ATP, cresterea
permeabilitatii membranei mitocondriale urmata de iesirea necontrolata a citocromului ¢, precum si
acumularea calciului atit in mitocondrii, cat si In sarcoplasma cardiomiocitelor. O alta fateta
importantd a feroptozei indusa de Dx este determinata de reducerea expresiei proteinei ABCBS8 care
asigura efluxul fierului din mitocondrii, precum si a feritinei mitocondriale, care similar feritinei
citozolice asigura stocarea fierului liber. Potrivit relatérii lui X. Fang (2019) inactivarea genetica a
feritinei mitocondriale la rozatoare se impune prin augmentarea cardiotoxicitatii Dx, cresterea ratei
mortii celulare prin apoptoza si feroptoza, precum si prin cresterea ratei mortalitatii animalelor [45].
Excesul de calciu activeaza enzimele citozolice: proteazele, fosfolipazele si endonucleazele, care

vor declansa liza proteinelor citoscheletului, ADN-ului nuclear si ADN-ului mitocondrial. Totodata,
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leziunile mitocondriale vor conduce la activarea intrinsecd a caspazelor. Asadar, liza
cardiomiocitului sub actiunea proteazelor, endonucleazelor si caspazelor este mecanismul iminent
al feroptozei induse de Dx si bazata pe acumularea citozolicd si mitocondriald a fierului feros si a
RLO.

Piroptoza, o forma a mortii celulard descrisa pentru prima datd in anul 2001 de catre B.
Cookson este vizatd ca o consecintd a activarii raspunsului inflamator si se incrimineaza
cardiotoxicitatii Dx. Piroptoza sub actiunea Dx este declansata de activarea caspazei 1 in conditiile
unui raspuns inflamator mediat de un complex proteic citozolic, numit inflamasom. Ulterior se
produce activarea caspazelor 3, 7 si 10 care cliveazd gazdermina D, o proteind importanta montata
n glicocalixul sarcolemei cardiomiocitului, conducand astfel la dezintegrarea structurala a acesteia.
Leziunea sarcolemei, barierei externe a cardiomiocitului reprezinta debutul leziunii ireversibile a
celulei. Prin urmare in patogenia cardiotoxicitdtii Dx, RLO si fierul sunt factorii de declansare a
feroptozei, iar factorii proinflamatori sunt stimuli pentru declansarea piroptozei. Remarcabil, ca
sirtuina 1 este un factor care limiteazd nu numai apoptoza indusd de Dx, dar si moartea celulard prin
piroptoza, efectul protectiv fiind determinat de actiunea inhibitoare asupra NLRP3, proteina cu lant
ce contine leucind, componenta a inflamasomului intracelular [46, 47]. Activarea inflamasomului si
declansarea piroptozei este facilitata si prin actiunea inhibitoare a antraciclinei asupra sirtuinei 1,
urmatd de expresia majoratd a IL-1p si, in special, IL-18. Aceasta din urma actioneaza ca o
chemokina pentru neutrofile, infiltrarea carora in miocard reprezinta un factor de leziune persistenta
a miocardului prin eliberarea de RLO, precum si prin fenomenul de netoza (Netosis), moartea
neutrofilelor marcata prin acumularea abundenta in spatiul extracelular a continutului acestora bogat
in enzime si stimuli pro-inflamatori [48, 49]. Oricare stimul de inducere a netozei in miocard se
considerd drept un factor patogenetic important in declansarea si exacerbarea insuficientei cardiace
[50].

Moartea cardiomiocitelor prin autofagie nu este atat de concludenta in patogenia ADC, cum
ar fi apoptoza, feroptoza si piroptoza [50]. Autofagia este vizatd In contextul cardiotoxicitatii Dx
prin formarea veziculelor de fagolizosom dispersate haotic ih sarcoplasma cardiomiocitului, care
devin o sursa de formare a RLO, de activare a metaloproteinazelor MEC, de chemotactism, de

alterarea proteinelor interstitiale [51].
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1.2. Stresul oxidativ si excesul de calciu in patogenia cardiotoxicitatii doxorubicinei

Stresul oxidativ este un mecanism patogenetic universal de alterare a celulelor, iar in
fiziopatologia ADC are un rol cheie, inclusiv vizavi de toate tipurile de moarte a cardiomiocitelor
expuse in capitolul anterior [52].

Rezultatele unui numar impunator de cercetari clinico-experimentale au evidentiat fenomenul
de activare a stresului oxidativ sub actiunea acuta, subacutad si cronica a doxorubicinei [53-57].
Comparativ cu ficatul, cordul este un organ mai vulnerabil in contextul actiunii si a consecintelor
stresului oxidativ. Pe de o parte productia mitocondriala de RLO este in cord mult mai pronuntata,
iar pe de alta parte sistemul antioxidant cardiac cedeaza dupa capacitatea sa functionala sistemului
antioxidant hepatic. In justificarea acestui postulat este de mentionat ci expresia catalazei este de
150 de ori mai mic4, iar nivelul superoxid dismutazei (SOD) este de 4 ori mai inferior markerului
hepatic [58]. Astfel, se explica de ce la pacientii oncologici tratati cu Dx, cardiotoxicitatea este
notabil mai frecventd si mai severa fatd de hepatotoxicitate. In plus, Dx se acumuleazi activ in
mitocondrii, care este responsabil de productia cel putin a 80% din radicalii liberi de oxigen ai
miocardului. Prin urmare, mitocondriile cardiomiocitului reprezintd tinta de fond a impactului
prooxidant al doxorubicinei in contextul dezvoltarii ADC.

Mai multe mecanisme de formare excesiva a radicalilor liberi de oxigen si azot sub actiunea
doxorubicinei sunt aduse la apel.

In primul rAnd, membrana internd a mitocondriilor expreseaza dehidrogenaza NADH, care
activ reduce Dx acumulata, fapt ce rezulta in transferarea unui electron la molecula neutra de oxigen,
determinand formarea radicalului superoxid sau a anionului superoxid (O2°). Neutralizarea acestuia
este slab efectuata in miocard, data fiind expresia joasda a SOD, care trebuie sd converteasca anionul
superoxid in peroxidul de hidrogen (H20.), iar acesta ulterior sub actiunea catalazei sa fie convertit
in apd. Reducerea Dx poate fi realizata si 1n ficat sub actiunea NADPH si catalizata de reductaza
carbonil-1, iar metabolitul alcoolic format, doxorubicinolul, se incorporeaza activ in aparatul
mitocondrial cardiac, declansand acumularea de RLO urmat de reducerea potentialului de actiune
mitocondrial si inhibitia lantului respirator. Ca rezultat se afecteaza metabolismul energetic, precum
si capacitatea citocromilor si coenzimei Q-10 de a neutraliza radicalii liberi de oxigen. Astfel, la
capatul lantului respirator cota normala de 10% de RLO este mult depasita, atingand nivelul de 50%

si chiar mai mare.
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In al doilea rand, Dx are afinitate inalta fatd de cardiolipina, expresata pe membrana interni a
mitocondriilor si bogata in acizi grasi polinesaturati. Complexul format Dx-cardiolipina actioneaza
ca un substrat activ de initiere a peroxidarii lipidelor. Odata declansat procesul de peroxidare
perpetud continuu, determinand progresarea leziunilor mitocondriale, in particular si
cardiomiocitare per ansamblu.

In randul trei, Dx inhiba topoizomeraza 2P, enzima cruciala in procesul de replicare a ADN-
ului, fapt ce conduce la alterarea nu numai a ADN-ului nuclear, dar si mitocondrial. Leziunile
mitocondriilor vor compromite componentele sistemului antioxidant, ulterior cu acumularea
speciilor reactive de oxigen.

In al patrulea rand, Dx creste productia de RLO mediata de nitric oxid sintaza endoteliala
(NOSe sau NOS3z), NADPH-oxidaza endotelialda sau NOX, xantin oxidaza, hipoxantin oxidaza etc.
Din cele 4 familii cunoscute ale NOX, formele 2 si 4 (ie, NOX2 si NOX4) au un rol, deosebit privind
cardiotoxicitatea Dx, data fiind cuplarea lor cu sarcolema [59]. Mai multe studii clinice ,,caz control”
au demonstrat in acest context cd persoanele cu variatii genetice vizavi de expresia NOX au o
susceptibilitate redusa privind ADC, iar severitatea stresului oxidativ, cat si frecventa apoptozei sunt
in declin. Polimorfismul genetic al NOX2 este asociat nu numai cu cota diminuatd a RLO si
apoptozei sub actiunea Dx, dar si cu dezvoltarea unei fibroze reactive a miocardului slab pronuntata.
Prin urmare, stresul oxidativ indus de Dx determina nu numai rata diferitor tipuri de moarte celulara,
dar influenteazd notabil si remodelarea matricei extracelulare a miocardului. Nu numai
cardiomiocitele, dar si alte celule cardiace, cum ar fi fibroblastele, celulele progenitoare rezidente
si endoteliocitele coronariene sun expuse impactului Dx, iar raspunsul acestora interfera
patogenetic Th ADC asociativ cu leziunile cardiomiocitelor.

Impactul stresului oxidativ Tn patogenia ADC este determinat nu numai de formarea excesiva
a RLO, dar completat si de radicalii de azot, in primul rand a peroxinitritului, ONOO", care este
rezultatul interactiunii oxidului nitric cu superoxidul de oxigen [60]. Daca RLO provoaca stresul
oxidativ, atunci peroxinitritul induce stresul nitrozativ, care nu cedeaza dupa efectul distructiv
asupra structurilor proteice si lipidice, mai ales ca timpul de injumatatire a peroxinitritului este mult
mai mare comparativ cu RLO [61]. Prin reactia cu grupele tiolice din structura proteinelor
peroxinitritul declangeaza oxidarea acestora din urma prin intermediul a 2 electroni cu formarea
acidului sulfenic (RSOH) si anionului de azot (NO?), care este vizat de asemenea ca un radical

liber, capabil sa altereze moleculele lipidice si proteice.
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Mai mult decat atat, peroxinitritul, ca radical liber, are efecte pleiotrope, in deosebi,

importante pentru sistemul cardiovascular, cum ar fi:

Efect mitogen si de crestere, care are un rol concludent in exercitiul de remodelare vasculara
si a miocardului.

Efect de stimulare a expresiei moleculelor de adeziune intercelulara si de activare a
macrofagelor, fapt ce justifica actiunea proinflamatoare a radicalului.

Efect de constrictie a vaselor periferice si coronariene, cauzat in parte de inhibitia NOS3 si
cresterea afinitatii receptorilor ETA expresati de miocitele netede vasculare fatd de
endotelina 1 (ET-1).

Efect protrombotic, data fiind actiunea peroxinitritului de inhibitie a receptorii endoteliali
din familia anexinelor catre proteina anticoagulanta C, activarea careia este dependentd de
receptorul respectiv localizat pe suprafata celulelor endoteliale.

Efectul de nitrare a reziduurilor de tirozind din componenta diferitor proteine (enzime,
receptori, etc.), determinand perturbari structurale si functionale respective.

Efect de amplificare a actiunii Dx privind diminuarea activitatii metiltransferazei-1 a ADN-
ului nuclear si mitocondrial si activitdtii deacetilazei histonilor, precum si periclitarea
expresiei diferitor familii de micro-ARN.

Astfel, RLO si peroxinitritul formati in exces sub actiunea Dx devin parghii patogenetice

importante in declansarea si agravarea cardiotoxicitdtii antraciclinice, una din tintele de fond fiind

dishomeostazia calciului [62]. Evolutia insuficientei cardiace de oricare origine este marcata de

periclitarea metabolismului calciului, in majoritatea cazurilor fiind exprimata prin acumularea

excesiva a cationului in cardiomiocite [63, 64, 65].

Cercetdrile functionale realizate vizavi de ADC au evidentiat in conditii clinice si

experimentale predictori incipienti ai IC ce derivd din aranjamente fiziopatologice legate de

incarcitura cardiomiocitelor cu calciu [66, 67, 68]. In plan conceptual importante se anunti

urmatoarele particularitati functionale:

Cresterea presiunii telediastolice a ventriculului stang.
Cresterea afinitdtii miofibrilelor fata de ionii de calciu in perioada precoce a IC.
Reducerea velocitatii umplerii rapide a VS.

Micsorarea timpului de ejectie a VS.
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Un indice ecocardiografic de estimare integrald a fezabilitatii diastolei si sistolei, indicele Tei,
care semnifica raportul dintre timpul comun al relaxdrii si contractiei izovolumetrice a VS si timpul
ejectiei se micsoreaza deja la etapa incipienta a ADC si este vizat drept un predictor de diagnostic
si prognostic veritabil al IC induse de Dx [69].

Afectarea homeostaziei calciului in ADC este multifactoriald, iar in interfata patogenetica se
implica in conexiune reciproca factori metabolici si structurali [70, 71, 72, 73].

1. Metabolizarea in ficat a doxorubicinei rezulta in formarea metabolitului toxic, doxorubicinol
(DOXaol), care inhiba canalele sarcolemale Na*-Ca?**, fapt ce rezulti in activarea canalelor L-type
pentru calciu, facilitand astfel influxul crescut al cationului in sarcoplasma.

2. Doxorubicina inhiba pompa de calciu a reticulului sarcoplasmic, SERCA2a, fapt ce reduce
pomparea cationului in reticul in diastola.

3. Doxorubicina afecteaza controlul genetic asupra expresiei receptorilor ,,ryanodine” de catre
reticulul sarcoplasmatic, fapt ce se impune detrimental asupra turnover-ului ionilor de calciu la
nivelul organelei sub actiunea SERCA2a. Micsorarea expresiei acestor receptori poate fi cauzata si
de actiunea excesului de RLO si de peroxinitrita.

4. Doxorubicina inhiba procesul de fosforilare a fosfolambanului, proteina citozolica care
asigura in urma fosforilarii activarea pompei SERCAZ2a fata de calciu in vederea pomparii cationului
in reticulul sarcoplasmic. Efectul lusitrop pozitiv al catecolaminelor este datorat fosforilarii
fosfolambanului. Defosforilarea acestuia in ADC poate fi cauzatd de acidoza, radicalii liberi de
oxigen si azot.

5. Carenta energeticd este un factor important in patogenia dishomeostaziei calciului sub
actiunea Dx, intrucat atdit SERCA2a, cat si ATP-asele (pompele ionice) ale sarcolemei sunt
dependente de nivelul ATP-ului celular. Totodata, si inlaturarea calciului de la puntile acto-
miozinice 1n timpul relaxarii diastolice este de asemenea indispensabila de ATP.

6. Miocardul stocheaza calciul nu numai in reticulul sarcoplasmic, dar si o mica parte in
mitocondrii, Tn cazul unui exces considerabil. Afectarea mitocondriilor prin actiunea excesului de
RLO pericliteaza acest proces, determinand In consecinta acumularea cationului in sarcoplasma.

Prin urmare, excesul de calciu in cardiomiocit perturba nu numai diastola si sistola,
mecanismul Starling si functia de pompa a VS, dar implicit angreneaza si consecinte metabolice si

biologice severe, care de fapt se proiecteaza pe fenomenul de cardiotoxicitate a doxorubicinei.

23



Excesul de calciu activeaza calpainele, proteaze dependente de Ca?*, care sunt capabile si
activeze caspaza 12, localizata in reticulul endoplasmatic, fapt ce rezulta in declansarea apoptozei
cardiomiocitelor [74, 75]. Calpainele scindeaza proteinele sarcomerului, titina fiind, in acest context
prima expusa procesului de proteoliza. Titina este cea mai mare proteind scheletica a sarcomerului
care se extinde de la linia M pana la discul Z, astfel, ca alteratia acesteia conduce la dezintegrarea
sarcomerului in detrimentul asigurarii contractiei si relaxarii sincrone a sincitiului miocardic.

Cresterea activitatii calpainelor (sunt cunoscute 15 subfamilii) este prezenta Tn diferite
afectiuni cardiace, cum ar fi infarctul miocardic acut, leziunile diabetogene, sindromul ischemie-
reperfuzie, miocardite, etc., iar gradul lor de activare se coreleaza nu numai cu severitatea disfunctiei
de pompa a VS, dar si cu severitatea disfunctiei mitocondriale, precum si cu rata apoptozei
cardiomiocitelor [76]. Calpaina citozolica poate fi translocatd in mitocondrii (asa numita calpaina
mitocondriald) unde va declansa cresterea permeabilitatii membranei interne si iesirea citocromului
C cu declansarea apoptozei. Totodata, prin actiunea sa proteoliticd calpaina mitocondriala va altera
structurile mitocondriale, fapt ce va rezulta in 2 urmari cheie: cresterea productiei de RLO si declinul
sintezei de ATP, datorat in parte micsorarii activitatii metabolice a piruvat dehidrogenazei, care

conecteaza glicoliza la ciclul acizilor tricarboxilici [77].

1.3. Evidente privind asocierea manifestarilor morfofunctionale si biochimice inerente

cardiotoxicitatii doxorubicinei cu inflamatia

Majoritatea mecanismelor patogenetice inerente ADC, conform conceptului contemporan de
afectare a cordului sunt in contiguitate cu inflamatia locala si sistemica. Deci, merita atentie in
deosebi conexiunea dintre stresul oxidativ, stresul nitrosativ si inflamatie, moartea celulara si
inflamatia, activarea proteazelor intracelulare si inflamatia, activarea metaloproteinazelor MEC si
inflamatia, acumularea excesiva a calciului in sarcoplasma si mitocondrii si inflamatia, etc.

Cu toate acestea, rolul inflamatiei in patogenia cardiotoxicitatii doxorubicinei este insuficient
elucidat. Astfel, ludnd in considerare rolul cheie al inflamatiei, este importanta explicarea diferitor
evidente si aranjamente care sd deceleze conexiunea dintre ADC si inflamatia, fapt ce va precipita
in noi predictori de prognozd a IC doxorubicinice si noi abordari vizavi de protectia cordului la
pacientii oncologici tratati cu antracicline si tratamentul patogenetic al ADC.

Una din primele ipoteze de abordare a acestei conexiuni deriva din faptul ca leziunile celulelor

cardiace si moartea celulard (in primul rand feroptoza, piroptoza si necroza) sub actiunea Dx se
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soldeaza cu eliberarea DAMP (paternele moleculare derivate de leziune celulard) capabile sa
declanseze raspunsul inflamator celular, mai ales ca Dx, dupa cum s-a mentionat mai sus creste
expresia receptorilor Toll-like 2 si Toll-like-4.

R. Tanaka et al (2020) au determinat markerii histologici si biochimici ai inflamatiei,
apoptozei si ai fibrozei reactive a miocardului murin la actiunea Dx in doza cumulativa de 12 mg/kg
in 4 saptimani, care corespunde dozei cumulative umane a antraciclinei de 400 mg/m? [78].
Markerii anuntati s-au apreciat la etapa incipienta a cardiotoxicitatii Dx (ie, prima sdptdmana),
precum si la etapa tardiva (sfarsitul sdptdmanii a 4-a). Remarcabil, cd in doza cumulativa mica (3
mg/kg) Dx n-a indus apoptoza cardiomiocitelor, dar fibroza interstitiald a fost declansata, cu
precadere in zona perivasculard. Prin urmare apoptoza indusa de Dx este precedatd de activarea
fibroblastelor in vederea cresterii sintezei de colagen fibrilar de tip I si I1l, care constituie substratul
fibrozei reactive. Un marker acreditat al fibrozei, galectina-3, a fost depistat la o cota majorata de
expresie in miocard (sursa principald este macrofagul). Este necesar de mentionat ca declansarea
fibrozei a fost asociatd cu majorarea nivelului mARN al IL-1 si a receptorului Toll-like-9, markeri
importanti ai inflamatiei. Expresia acestora s-a corelat indirect cu expresia metaloproteinazei 1
(MMP-1) a MEC si direct cu expresia inhibitorului tisular specific (TIMP-1).

Odata ce fibroza reactiva a miocardului evolueaza pana la apoptoza celulelor cardiace, deci
independent de prezenta DAMP expresat de cardiomiocitul alterat se poate concluziona, ca Dx poate
de sine statator sa activeze fibroblastele. Cresterea fibrozei reactive este o paradigma a remodelarii
miocardului si a matricei extracelulare in particular, iar IL-1 este vizata la aceastd noima drept o
citokind proinflamatoare care stimuleaza activ fibroblastele si, astfel, contribuie de asemenea la
fibroza [79, 80]. IL-1 este dovedita drept o interleukind proinflamatoare capabild sa activeze
sistemul renind-angiotensina-aldosteron, determindnd respectiv cresterea nivelului circulant si
tisular al Ang 11, care este un factor stimulator al NF-kappa B si, deci, al expresiei diferitor citokine
proinflamatoare [81]. Totodata, Ang II stimuleaza fibroblastele miocardului si contribuie notabil la
expansiunea fibrozei reactive si remodelarea MEC [82].

Inhibitia actiunii Ang II conduce la temperarea stresului oxidativ si a raspunsului inflamator,
precum si reducerea fibrozei miocardului [83]. Prin urmare, activarea raspunsului inflamator de
catre Dx conecteaza si alti factori la lantul patogenetic al ADC, cum ar fi cresterea nivelului de Ang
I1, care in asociere cu citokinele proinflamatoare augmenteaza actiunea stimulatoare independenta

a Dx asupra fibroblastelor interstitiale si sintezei de colagen.
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Este cunoscut faptul ca DAMP originat de aparatul mitocondrial stimuleazd expresia
receptorilor Toll-like-9 [84]. Mitocondriile sunt, dupa cum s-a relatat mai sus, tinta de fond a actiunii
Dx. Leziunile mitocondriale induse de stresul oxidativ si nitrosativ, de calpaine si de excesul de
calciu contribuie la eliberarea DAMP din fragmentele si epavele ADN-ului mitocondrial, care
ulterior va cauza cresterea expresiei receptorilor Toll-like-9. Mai mult, DAMP-ul mitocondrial este
un factor trigger al raspunsului imun, manifestat prin activarea NF-kappa B, expresia citokinelor
proinflamatoare si a receptorilor de recunoastere a paternelor moleculare derivate de injuria
mitocondriilor [85].

Cercetarile clasice efectuate in acest sens de T. Oka et al. publicate Tn Nature (2012) au
demonstrat cu certitudine ca ADN-ul mitocondrial care nu este clivat de macrofage devine un factor
redutabil de activare a raspunsului inflamator, declansat in parte prin cresterea expresiei receptorilor
de recunoastere Toll-like-9 [86]. Asadar, implicarea raspunsului inflamator este prezenta deja la o
etapd precoce a actiunii Dx si influenteaza notabil o asa destinatie a cardiotoxicitdtii Dx si

remodelarii miocardului, cum este fibroza reactiva (figura 4).
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Figura 4. Prezentare generali a implicarii inflamatiei in interfata patogeneticia a ADC [78]

ADN-ul mitocondrial poate nimeri In sadnge si atunci va deveni un marker cu valoare
predictiva certa a ADC la conotatia declansarii raspunsului inflamator si remodelarii miocardului
pe contul cresterii fibrozei interstitiale.

Cresterea activitatii TIMP este de asemenea o fatetd importanta a afectiunii doxorubicinice a
cordului, intrucat asigurda diminuarea degradarii colagenului sintetizat. Totodatd, citokinele
proinflamatoare sunt cunoscute prin actiunea lor de activare a MMP. In acest context sunt necesare
cercetdri suplimentare privind aspectele cresterii matricei extracelulare in ADC pe o parte si
activarea raspunsului inflamator, pe de alta parte.

J. Leerink et al. (2021) au publicat recent concluziile unei meta-analize a mai multor modele
experimentale a cardiotoxicitatii antraciclinice, care aduc la apel evidente importante in favoarea

implicarii inflamatiei in interfata fiziopatologica a ADC [87]. In cadrul analizei a rezultatelor
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obtinute in 68 de studii fundamentale realizate predilect pe miocardul murin si al sobolanilor, autorii
au postulat mai multe mecanisme fiziopatologice proprii ADC.

In primul rAnd, comun pentru toate modelele cercetate a fost micsorarea expresiei in miocard
sub actiunea acutd si cronicd a Dx a protein-kinazei B sau Akt, un factor citozolic de transcriptie
important in procesul de supravietuire a cardiomiocitului la actiunea diferitor noxe, cum ar fi hipoxia
si ischemia [88, 89]. Gradul de declin al Akt coincide cu majorarea in miocard a expresiei unor
citokine proinflamatoare (eg, IL-1, IL-6, TNF-a), precum si cu elevarea valorilor lor serice. Aceste
modificdri sunt in contiguitate cu cresterea sau micsorarea expresiei diferitor micro-ARN, care
reprezintd lanturi scurte de ARN (21-22 de nucleotide) ce nu codifica informatie genetica, dar sunt
capabile sa influenteze expresia mai multor gene implicate in homeostazia celulei si organului. La
ora actuala evaluarea micro-ARN-urilor, inclusiv in ser este o componentd importanta a panoului
multi-marker in diagnosticul si prognosticul maladiilor cardiovasculare, nervoase, endocrine, etc.
Astfel, actiunea Dx exceleaza prin modificarea expresiei in miocard a micro-ARN-urilor implicate
in controlul reactiilor adaptive, compensatorii si reparative ale cordului, cum ar fi micro-ARN-208a,
micro-ARN-320, micro-ARN-30, micro-ARN-34, micro-ARN-1, micro-ARN-133b, etc. Cele mai
reprezentative modificari in miocard si ser, depistate la pacientele cu cancer de san care au fost
tratate cu Dx, s-au referit la micro-ARN-1, micro-ARN-133b si micro-ARN-208a [90, 91, 92]. Tn
modelele experimentale de ADC s-a demonstrat ca reducerea cu predilectie a expresiei in miocardul
a micro-ARN-208a si micro-ARN-133b sub actiunea Dx in doze cumulative cuprinse intre 10-24
mg/Kkg s-a asociat cu cresterea expresiei IL-6, MCP-1 si TNF-a, precum si cu gradul de infiltrare a
neutrofilelor si macrofagelor, promotorii importanti ai raspunsului inflamator. Y. Xu et al. (2018)
au relatat un efect important al micro-ARN-501-5p privind cardiotoxicitatea Dx [93]. Autorii au
stabilit cd micro-ARN-501-5p reduce expresia moleculei-inductor al mortii celulare, ulterior
inactivarea caspazelor 9 si 3, precum si fosforilarea Akt, ceea ce amplifica rezistenta miocardului la
actiunea Dx, astfel cd nivelul de expresie a acestuia se coreleazd autentic cu numarul de
cardiomiocite care au supravietuit in impactul antraciclinic. Un element de conexiune dintre Akt,
cardiotoxicitatea Dx, raspunsul inflamator si expresia diferitor micro-ARN-uri a fost descris de L.
Pellegrini et al. (2020), care au confirmat rolul celor din urma inclusiv prin prisma corelarii cu
leziunile cardiomiocitelor iminente ADC [94]. Meritd atentie in acest context micro-ARN-320a,
expresia cdruia creste in cardiomiocite si endoteliocite sub actiunea Dx in raport indirect cu declinul

expresiei factorului endotelial de crestere (VGEF), precum si al IL-10, interleukina antiinflamatoare
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principald implicata notabil in inhibitia factorului nuclear kappa B. Inhibitia micro-ARN-320a in
culturi de cardiomiocite murine a condus la reducerea apoptozei si a altor forme de moarte celulara
sub actiunea Dx, iar activarea acestuia, dimpotriva, s-a Impus prin augmentarea leziunilor
ireversibile ale cardiomiocitelor in contiguitate cu niveluri reduse de VEGF. Acest factor de crestere
este implicat in remodelarea miocardului si a arterelor coronariene, evolutia careia se anuntd a fi in
stransa legatura si cu expresia diferitor micro-ARN-uri. Astfel, expresia joasd a micro-ARN-143 si
micro-ARN-145 insoteste remodelarea mediei musculare a arterelor coronariene si a neointimei la
pacientii cu afectiuni ischemice ale miocardului supusi revascularizarii mecanice a miocardului prin

A

angioplastie [95]. Reducerea expresiei micro-ARN-143-145 este in parte cauzatd de raspunsul
inflamator s1 activarea excesiva a stresului oxidativ, mecanisme care actioneazad reciproc intr-0
interfati patogenetici prin intermediul IL-1, 1L-6, TNF-a si al radicalilor liberi de oxigen. Tn
conditiile expresiei joase a micro-ARN-143-145 miocitele netede coronariene scapa de sub
exercitiul sistemului de control al fenotipului contractil, fapt ce rezulta in preluarea de cétre acestea
a fenotipului secretor sau sintetic, care predispune la migrare, proliferare si eliberare a citokinelor,
inclusiv proinflamatoare.

In al doilea rand, o tinta importanta de actiune a Dx asupra cordului este nu numai miocardul
(ie, cardiomiocitele), dar si matricea extracelulara, conform metanalizei lui J. Leerink et al. (2021),
data fiind modificarea notabild a activitatiit MMP si a fibroblastelor [95]. Doxorubicina creste
expresia MMP-2 si MMP-9 (ie, gelatinaza A si gelatinaza B) in cardiomiocite si acest efect este
asociat cu cresterea expresiei IL-6, TNF-a si a factorului de transcriptie a cresterii (TGF-1f). Sunt
importante datele recent publicate de catre E. Grakova et al. (2022) care vizavi de legatura dintre
ADC si MEC aduc al apel evidenta cresterii nivelurilor circulante ale MMP-2 si MMP-9 la
pacientele cu cancer de san care au demonstrat diferite manifestari cardiace inerente cardiotoxicitatii
Dx [96]. Remarcabil, ca femeile supuse tratamentului antraciclinic care nu au manifestat modificari
morfofunctionale cardiace, nivelurile circulante ale acestor metaloproteinaze n-au deviat
semnificativ de la valorile de referintd. Prin urmare, remodelarea MEC mediatd de cresterea
expresiei MMP-2 si MMP-9 este 0 distinctie insemnatd a cardiotoxicitatii doxorubicinei, iar
nivelurile circulante ale acestor metaloproteinaze pot fi predictori ai ADC.

In acest context sunt conceptual importante datele recent publicate de citre B. Chan et al.
(2020), care in modelul murin de ADC (doza cumulativa a Dx, 24 mg/kg) au stabilit prin examenul

histologic si ecocardiografic ameliorarea remodelarii functionale si structurale a cordului in
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conditiile inhibitiei MMP-2 prin administrarea inhibitorului specific, ONO-4817 [97]. Beneficiul
depistat are la baza nu numai reversia remodelarii MEC, dar si prezervarea integritatii sarcomerului,

proteinele scheletice ale caruia sunt usor (imprimis, titina) expuse actiunii proteolitice a MMP-2

(figura 5).

MMP inhibitors

AL

ﬁ

anthracycline
cardiotoxicity

titin proteolysis

fibrosis

Figura 5. Proteoliza colagenului si a sarcomerului de MMP-2 —un mecanism al ADC [97].

Autorii au constatat de asemenea cd nivelul seric al MMP-2 se coreleaza autentic cu
severitatea leziunilor miocardului, precum si cu expresia TNF-a in miocard. Astfel, atenuarea
MMP-2 expresia careia este determinatd de mediatorii inflamatiei limiteaza liza miofilamentelor
sarcomerului si, respectiv, cardiotoxicitatea Dx. Parametrii functionali evaluati prin ecocardiografie
au fost in lotul animalelor administrate cu inhibitorul MMP-2 semnificativ mai buni, inclusiv
valoarea fractiei de ejectie a VS.

Activarea metaloproteinazelor MMP intracelulare poate fi o cauza a proteolizei si
miofilamentelor contractile ale sarcomerului (ie, actina si miozina) in detrimentul mobilizarii
rezervelor functionale ale cardiomiocitelor in impactul Dx. Activarea MMP intra-cardiomiocitare
este indusa de radicalii liberi de oxigen si citokinele proinflamatoare expresate consecvent activarii
NF-kappa B de catre Dx sau metabolitii antraciclinei.

Activarea MMP este si rezultatul actiunii peroxinitritului, nivelul caruia reflecta semnificativ

gradul de activare a stresului oxidativ, precum si a expresiei citokinelor proinflamatoare.
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La ora actuala nu sunt destul de concludent elucidate in plan fiziopatologic raporturile intre
expresiile MMP intracelulare si interstitiale in cadrul ADC. Totusi, in pofida faptului ca unele
dovezi acumulate sunt controversate, opiniile consolidate tradeaza: (i) fenomenul de activare a
MMP intracelulare sub actiunea citokinelor inflamatiei si stresului oxidativ in asociere cu (ii)
inhibitia MMP interstitiale cauzatd de activarea de catre Dx a inhibitorilor MMP interstitiale sau
(iii) activarea fibroblastelor este subiacentd activarii MMP din matricea extracelulara.

Asadar, actiunea cardiotoxica a Dx se impune prin remodelare intracelulard (ie, la nivelul
cardiomiocitelor) si extracelulara (ie, la nivelul interstitiului) sau remodelare a MEC.

Remodelarea intracelulara declansata de inflamatie si stresul oxidativ este intermediata de
activarea MMP intracelulare, repercusiunile principale ale careia sunt liza proteinelor scheletice si
contractile ale sarcomerului. Aceasta este cauza de bazd a periclitarii functier contractile a
miocardului iminente cardiotoxicitatii doxorubicinei pe o parte, iar pe de alta parte a dilatarii
cavitatii VS in asociere cu pierderea progresiva a conexiunii proteinelor sarcomerului cu proteinele
MEC 1in vederea asigurdrii unei sincronizari a functionalitatit miocardului si MEC 1in cuplarea
acestor componente la sistola si diastola cordului. Activarea metaloproteinazelor intracelulare si
proteoliza rezultanta sunt dependente de calciu si de activarea de catre cation a calpainei [98]. La
aceastd noima este important de subliniat rolul MMP-2, care este compartimentalizatd in zona
sarcomerului. Potrivit datelor lui B. Chan et al. (2018) actiunea acuta a Dx timp pe o perioada de 12
ore a condus la cresterea nivelului intracelular al MMP de 2 ori, iar activitatea totald proteolitica s-
a majorat de 3 ori [99]. Actiunea concomitenta a inhibitorului MMP-2 intracelulara (ONO4817) a
limitat considerabil cresterea nivelului si activitatiit MMP-2, fenomen asociat de micsorarea lizei
titinei, actinei-a si a troponinei I. Actiunea antagonistilor de calciu s-a impus prin efect similar, dar
mai slab comparativ cu efectul inhibitorului MMP-2. Remarcabil, taurina, un modulator natural al
metabolismului calciului a atenuat notabil cardiotoxicitatea inerentd actiunii acute si cronice a Dx,
conform estimarii indicilor functionali ai cordului izolat de sobolan [100]. Acest beneficiu confirma
rolul calciului in remodelarea structurala si functionald a cordului la actiunea cardiotoxica a Dx, iar
taurina poate fi vizatd drept un mijloc de atenuarea a ADC. Calciul activeaza nu numai calpaina, dar
si alte proteaze intracelulare (eg, fosfolipazele si endonucleazele), care pot induce apoptoza, necroza
si liza proteinelor cardiomiocitului.

Activarea intracelularda a MMP-2 poate fi realizata si sub actiunea peroxinitritului, acest

radical fiind produsul actiunii cumulative a inflamatiei si stresului oxidativ.
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Remodelarea matricei extracelulare in ADC are la baza 2 repere angrenate de actiunea directa
sau intermediatd a doxorubicinei: activarea fibroblastelor si raportul expresieci MMP/TIMP.
Expresia si activarea fibroblastelor este predilect mediatd de citokinele proinflamatoare, RLO,
reziduurile de colagen degradat de catre colagenazele interstitiale (eg, MMP-1, MMP-8), factorii de
crestere (eg, FGF), precum si factorii neuroendocrini. Activarea neuroendocrina este un predictor
incipient al cardiotoxicitatii Dx, manifestata prin cresterea nivelului catecolaminelor, ET-1 sia Ang
IT ce deriva din activarea sistemului renind-angiotensind-aldosteron (RAAS). Dx creste nivelul
catecolaminelor (norepinefrina (NE) si epinefrina) prin actiunea sa directd stimulatoare asupra
celulelor cromafine medulare suprarenale, cat si prin reducerea recaptarii NE de catre axonii
simpatici centrali si periferici [18]. Atenuarea sistemului simpatico-adrenergic prin administrarea
beta-adreno-blocantelor (eg, carvedilol) amelioreaza ADC la femeile cu cancer de san ce
administreaza zilnic 6,5 mg/kg de Dx pe perioada de chimioterapie [101].

Activarea RAAS este un mecanism pivot al cardiotoxicitatii Dx, iar nivelurile circulante si
tisulare ale Ang II se coreleaza cu severitatea disfunctiei miocardului. Reducerea formarii Ang 1l
si/sau blocarea prin sartane a receptorilor AT se anuntd un element important al profilaxiei primare
si secundare a ADC [102, 103]. N. Boutagy et al. (2020) au demonstrat pe un model experimental
preclinic de ADC ca blocarea duald a receptorului Neprilizind al Ang II atenueaza considerabil
evolutia cardiotoxicitatii Dx, beneficiu functional asociat si cu inhibitia atdt a MMP-2 intracelulare,
cat si a metaloproteinazelor interstitiale [104]. Ang II este un factor proinflamator, precum si un
stimulator al stresului oxidativ. Prin urmare, un alt mecanism plauzibil al augmentarii inflamatiei si
productiei de RLO sub actiunea Dx este determinat de activarea RAAS, care conform conceptului
fiziopatologic este indusa si prin actiunea sistemului simpatic.

Aportul patogenetic al RAAS 1n evolutia ADC este consolidat nu numai de actiunea Ang II,
dar si de altd componentd a sistemului, Ang 1-7. Formarea Ang 1-7 este facilitata prin actiunea
enzimei de conversie de tip 2 (ACE2), care cliveaza aminoacidul din extrema dreapta a
octapeptidului Ang Il. Efectele biologice ale Ang 1-7 sunt mediate in parte prin receptorii Mas
(mitochondrial assembly receptor) expresati pe endoteliu, precum si datorate capacitatii
heptapeptidului de a inhiba receptorii AT1, prin activarea carora Ang II exercita efectele sale
mitogene si de crestere asupra cardiomiocitelor, miocitelor netede vasculare, fibroblastelor,

macrofagelor.
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O. Rahimi et al. (2020) au stabilit pe modelul de ADC reprodus la sobolani ca administrarea
Ang 1-7 in doza de 24 mkg/kg/ora prin minipompa osmoticd speciala timp de 6 saptamani in paralel
cu administrarea Dx (1 datd in saptimana, 4 mg/kg, doza cumulativa — 24 mg/kg) a diminuat
considerabil cardiotoxicitatea antraciclinei atestata in examenul histologic si ecocardiografic [105].
Autorii au demonstrat ameliorarea functiei diastolice si contractile a cordului data fiind micsorarea
presiunii telediastolice a VS, precum si cresterea velocitatii undei E sia volumului sistolic. Totodata,
s-a stabilit ca Ang 1-7 atenueaza stresul oxidativ datorita cresterii expresiei superoxid dismutazei
(SOD) in miocard. Acest efect antioxidant al Ang 1-7 a fost confirmat si de P. Gallagher et al.
(2019), care considera ca beneficiul heptapeptidului asupra afectiunii doxorubicinice a cordului este
datorat ameliorarii remodelarii matricei [ 106]. Cresterea considerabild a expresiei SOD si a catalazei
in miocard de 5 si, respectiv, de 10 ori s-a asociat cu reducerea de 4 ori a expresiei NADPH oxidaza-
4 (Nox-4), sursa enzimatica importantd de formare a RLO, precum si a citokinei fibrogenice, TGF-
1B. Efectul antioxidant de asemenea a fost decelat in contiguitate cu micsorarea expresiei citokinelor
proinflamatoare principale (IL-1, IL-6 si TNF-a), fapt ce indica ca stresul oxidativ si inflamatia
actioneaza Iintr-o interfatd comuna in contextul cardiotoxicitdtii Dx. Beneficiile functionale
consecvente s-au impus prin ameliorarea functiei lusitrope a miocardului gratie reducerii fibrozei
interstitiale si s-au exprimat predilect prin cresterea componentei umplerii rapide a cavitatii VS,
reducerii aportului sistolei atriului stang si a valorii stiffness-ului diastolic al miocardului.

Tn prezent efectele Ang 1-7 in diferite afectiuni ale cordului sunt intens studiate, inclusiv sub
aspectul tendintei administrarii heptapeptidului la pacientii cu diferite afectiuni cardiovasculare,
inclusiv ca factor de cardioprotectie in operatiile pe cord deschis. Sunt semnificative in acest context
efectul Ang 1-7 de a atenua in vitro evolutia insuficientei cardiace acute declansata de perfuzia
cordului izolat in conditii de carenta energetica, cat si efectul Ang 1-7 de a ameliora reactivitatea
coronariana si periferica in disfunctia endoteliald diabetogena [107, 108]. Mai mult, Ang 1-7 castiga
dreptul de utilizare cu scopul atenudrii cardiotoxicitatii Dx, data fiind capacitatea heptapeptidului
de a ameliora reactivitatea vasculard dependenta de oxidul nitric in disfunctia endoteliala [109].
Diminuarea rezervei functionale coronariene este un mecanism crucial in micsorarea capacitatii
miocardului de a se adapta la diferite solicitari hemodinamice, iar evolutia IC se manifesta prin
activarea neuroendocrind. Secretia excesiva de catecolamine si Ang II reduc perfuzia miocardului

in efort nu numai prin efectul lor coronaroconstrictor, dar si In urma deprecierii efectului
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coronarodilatator al stimularii parasimpatice constitutive si actiunii factorilor metabolici (in primul
rand adenozina).

Doxorubicina afecteaza endoteliul vascular, inclusiv in sistemul coronarian si, astfel,
compromite raspunsul vasodilatator mediat de NO. Potrivit datelor lui H. He et al. (2020) alterarea
endoteliului si declinul de NO sub actiunea Dx este cauzata de excesul de RLO, produs predilect de
mitocondrii, dar si de NADPH oxidaza, xantinoxidaza si NOSs3 [110]. Important ca, reducerea
cantitatii de NO, inclusiv si pe contul neutralizarii lui premature in reactia cu excesul de anion
superoxid, conduce la pierderea potentialului membranar mitocondrial, cresterea permeabilitatii
porilor si iesirea citocromului ¢ care declanseaza apoptoza endoteliocitelor pe calea intrinseca,

mediata de caspaza 9 (figura 6).
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Figura 6. Schema leziunii celulelor endoteliale sub actiunea doxorubicinei [110]

Excesul de RLO si carenta de NO sunt factori patogenetici de declansare a expresiei
citokinelor proinflamatoare, iar In actiunea lor cumulativa raspunsul inflamator este augmentat [111,
112]. Plauzibil de admis, cd Dx declanseaza raspuns inflamator prin actiunea intermediata de stresul

oxidativ, iar citokinele proinflamatoare vor creste reciproc productia RLO (figura 7).
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Figura 7. Interconexiunea dintre stresul oxidativ si inflamatie in leziunea celulara [111]

Asadar, desi domeniul principal al cercetdrilor efectuate cu privire la patogenia
cardiotoxicitatii Dx pe parcursul a mai mult de 30 de ani este bazat pe evidentierea rolului stresului
oxidativ, conceptul contemporan consolidat n ultimii 10-15 ani, care confirma intemeiat
interdependenta dintre stresul oxidativ si inflamatie, desemneaza inflamatia drept un factor
patogenetic de valoare al ADC. Sub acest aspect este inteligibila opinia lui S. Biswas, care abordeaza
»paradoxul antioxidant” 1in tratamentul diferitor patologii (ie, ineficienta diferitor remedii
antioxidante incluse in strategia terapeuticd conventionald) cauzatd anume de persistenta
raspunsului inflamator scapat de sub tinta curativa [113]. Remarcabil la aceastd noima, ca incercarile
de atenuare a inflamatiei In tratamentul ADC sunt considerabil mai putine comparativ cu tentativele
de temperare a stresului oxidativ. Dar, anume prin evidentierea efectului tratamentului
antiinflamator aplicat In ADC se poate concludent confirma rolul inflamatiei In promovarea
cardiotoxicitatii Dx.

Un alt factor implicat in remodelarea matricei extracelulare Tn ADC este endotelina 1,
oligopeptid care influenteaza turnover-ul colagenului si, totodata, este cantitativ determinat de
interfata patogeneticd iminenta actiunii cardiotoxice a Dx prin urmdtoarele componente: stresul
oxidativ, activarea neuroendocrind, inflamatia, leziunea endoteliala, carenta de NO. Nivelul

circulant al ET-1 este un predictor veritabil al severitatii IC de oricare origine, iar rezultatele care
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demonstreaza capacitatea Dx de a creste expresia ET-1, sau capacitatea ET-1 de a exacerba
disfunctia cardiaca, precum si beneficiul inhibitiei enzimei de conversie endoteliale a ET-1 in
evolutia ADC intemeiaza aportul patogenetic al ET-1 in patogenia cardiotoxicitatii Dx [27, 114,
115].

Efectul ET-1 asupra remodelarii miocardului sia MEC in afectiunea doxorubicinica a cordului
este determinata de actiunea stimulatoare fireasca a oligopeptidului asupra hipertrofiei
cardiomiocitelor si sintezei de colagen (ie, fibrozei interstitiale). Efectul de stimulare a hipertrofiei
de catre ET-1 in ADC este concludent limitatd de actiunea cardiotoxicd directd a Dx, astfel ca
prevaleaza efectul de stimulare a fibrozei miocardului. Un mecanism important in acest sens deriva
din capacitatea ET-1 similarda actiunii NE crescute in urma stresului mecanic miocardic, care
promoveaza activarea fibroblastelor si blasttransformarea lor in miofibroblaste mediata de actiunea
factorului de transformare a cresterii, TGF- (figura 8). Expresia TGF- este augmentata de
mediatorii inflamatiei (eg, IL-6, IL-8, TNF-a) si radicalii liberi de oxigen. Miofibroblastele dispun
de o capacitate net superioara privind rata de sinteza a colagenului fibrilar de tip I si III comparativ
cu precursorii lor, fibroblastele, devenind prin urmare sursa de baza a fibrozei reactive a miocardului

sau a fibrozei interstitiale [116].
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Figura 8. Mecanismul fiziopatologic al fibrogenezei miocardului induse de ET-1[116]

Cardiotoxicitatea Dx si manifestarile ei functionale se impun dupad cum s-a mentionat mai sus
prin acumularea excesiva a calciului in cardiomiocite in urma blocarii inhibitiei SERCA2a de cétre
antraciclina sau metabolitii ei, RLO si citokinele proinflamatoare. Prin urmare ET-1 va majora si
mai pronuntat repercusiunile detrimentale ale excesului de calciu precipitate pe activarea
proteazelor, endonucleazelor, fosfolipazelor, etc., conducand la proteoliza sarcomerului si moartea

cardiomiocitelor. Un mecanism specific al excesului de calciu indus de Dx consta in destabilizarea
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si inhibitia receptorilor ryanodinici. Remarcabil in acest context, cd actiunea Dantrolenei
(stabilizatorul receptorilor ryanodinici) s-a manifestat in modelul murin de ADC prin efect benefic
concludent [117].

Cresterea expresiei ET-1 sub actiunea Dx evidentiaza rolul inflamatiei in ADC, odata ce exista
date fundamentale, conform carora ET-1 per se stimuleaza expresia citokinelor proinflamatoare
[118]. Pe de alta parte, inflamatia stimuleaza prin intermediul citokinelor proinflamatoare expresia
ET-1, intrucat atenuarea raspunsului inflamator al celulelor endoteliale (sursa principalda a ET-1) a
redus notabil nivelul oligopeptidului [119].

Asadar, exegeza materialului expus mai sus consolideaza anumite repere privind rolul
inflamatiei in evolutia cardiotoxicitatii doxorubicinel, acestea fiind mult mai limitate comparativ cu
evidentele stresului oxidativ, mecanism apreciat prin exercitiul sdu patogenetic reciproc de
inflamatie. Sunt solicitate noi cercetdri in privinta evaluarii pozitiei inflamatiei in schema

patogeneticd a ADC, iar abordarea studiului efectelor tratamentului anticitokinic este important si

1o, e,
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2. MATERIAL SI METODE
Algoritmul cercetarii experimentale a inclus urméatoarele repere:

e Selectarea n cadrul analizei literaturii a modelului experimental de afectare a cordului
prin administrarea doxorubicinii: doza de o priza, doza cumulativa, numarul de injectii;

e Selectarea dozei Am-TNF-a si aranjamentele de administrare;

e TIntemeierea probelor de efort eligibile pentru rezolvarea concludenti a obiectivului 1
aplicate in cadrul perfuziei cordului izolat izovolumic si in regim de lucru;

e Selectarea paternului de reproducere a sindromului ischemie-reperfuzie a cordului
izolat izovolumic;

e Elaborarea schemei de evaluare a fenomenului coronarian Gregg in cadrul perfuziei
cordului izolat dupa metoda Langendorft;

e Selectarea metodei de eutanasie a animalelor de laborator;

e Consolidarea apanajului de indici functionali cu referire la aprecierea functiei de pompa
a ventriculului stang (VS), functiei contractile, functiei lusitrope, inotropismului miocardic, rezervei
functionale coronariene;

e Selectarea echipamentului tehnic de inregistrare a indicilor functionali ai cordului
izolat in dependenta de incarcatura informationald si obiectivul lansat;

e Segregarea materialului cifric obtinut, procesarea lui statisticd, analiza conceptuald a

rezultatelor si formarea concluziilor de baza.

2.1. Modelarea experimentala

Analiza literaturii a evidentiat prezenta unui numar mare de modele experimentale acute si
cronice de afectare a cordului prin administrarea doxorubicinii la diferite animale de laborator (e.g.
sobolani, soricei, cobai, cdini, etc.). Printre modelele reproduse prin administrarea repetatd a Dx se
evidentiazd modelul cu doza cumulativa de 16 mg/kg timp de 2 saptdmani in 4 prize cu doza de o
priza 4 mg/kg, care in studiul lui M. Argun et al (2016) s-a impus prin expresia crescuta in miocard
a TNF-a [16].

Deci, afectarea doxorubicinica a miocardului iminenta cardiomiopatiei doxorubicinice S-a
reprodus la sobolanii albi (Ratta Albicans) prin administrarea i/p a Dx (solutie de 2%, Ebeve
Pharma, Austria) in doza cumulativd 16 mg/kg in 2 saptdmani (2 injectdri/per sdptamana in doza de

o priza 4,0 mg/kg). Animalele au fost sacrificate prin eutanasie dupa 2 saptamani de la ultima
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injectie a Dx, data fiind capacitatea cumulativd cunoscuta a antraciclinei (eliminarea din organism
sau un clearence redus).

Pentru aprecierea efectului atenudrii inflamatiei asupra cardiotoxicitatii doxorubicinii,
antagonistul TNF-o (Am-TNF-a) s-a administrat i/peritoneal zilnic pe parcursul a 2 saptamani, deci
pe perioada de administrare a Dx in dozi de priza — 5,0 mg/kg. Tn calitate de Am-TNF-o s-a utilizat
pulberea remediului liofilizat Remikeid (Infliximab), utilizat in terapia bolilor autoimune (e.g.
lupusul eritematos sistemic si artrita reumatoida). Si in aceasta serie animalele de laborator au fost
sacrificate prin eutanazie la sfarsitul saptamanii a 4-a.

Pentru compararea datelor obtinute s-a utilizat modelul cordului intact, preluat de la animalele
care au primit 2 saptamani i/peritoneal solutie fiziologica.

Asadar, s-au format 3 loturi de sobolani:

1. Lotul martor (n=18) — animalele intacte.
2. Lotul cu afectare doxorubicinica (n=18).
3. Lotul cu tratamentul prin Am-TNF-a (n=18), aplicat pe fondalul administrarii doxorubicinii.

Tn cadrul formirii loturilor de animale de laborator s-a luat in calcul ,conceptul celor trei R”
(descris de catre Russel si Burch in 1959), care angreneaza 3 aranjamente:

1. Replacement — posibilitatea de inlocuire a metodelor de testare pe animale de laborator
cu metode alternative care nu solicitd obiect biologic de studiu de origine animala.

2. Reduction — utilizarea in cercetarea experimentala a unui numar optimal mic de animale,
dar fara crearea unui risc de compromiterea esentei stiintifice scontate in studiul realizat, precum si
a semnificatiei materialului probatoriu acumulat.

3. Refinement — perfectarea metodelor de cercetare, ameliorarea conditiilor de desfasurare
a cercetarilor experimentale si aplicarea tuturor manevrelor posibile de reducere a riscului
suferintelor animalelor de laborator (disconfort, imobilizare, transport, durere) iminente categoriei
studiului.

In toate cele 3 loturi sobolanii au fost intretinuti in regim corespunzitor (temperatur,
umiditate, lumina solard, etc.) si conditiile standarde de ratie alimentara cu accesul ad libitum la
hrana si apa.

Pentru eutanasia animalelor Tn toate cele 3 loturi s-a utilizat solutia de tiopental de sodiu, 0,4
g/kg) administrata i/peritoneal. Dupa eutanasierea animalului de laborator cutia toracica a fost

sectionata pe linia longitudinala a sternului, iar cordul preluat a fost plasat rapid in solutia fiziologica
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rece (temperatura 0-3° C) pentru incetinirea progresivi a contractiilor cardiace pani la contractii

cardiace solitare slabe cu frecventa de circa 5 b/min.

2.2. Metodele de cercetare
Metodele de cercetare in vitro a caracterului statusului functional al cordului la actiunea
repetatd a doxorubicinii, cat si privind posibilitatea de influentare a cardiotoxicitatii Dx inerenta
antagonistului TNF-a au inclus:
e perfuzia cordului izolat izovolumic;

e perfuzia cordului izolat in regim de lucru.

Perfuzia cordului izolat izovolumic si probele de efort

Perfuzia cordului izolat izovolumic (cordul cu volumul ventriculului stdng neschimbat) s-a
realizat dupa modelul clasic Langendorff [120].

Acest model de perfuzie a cordului izolat este acceptat in cercetarile tintite spre evaluarea:

- Tolerantei miocardului la actiunea ischemiei globale si reperfuziei.

- Réaspunsului sistemului coronarian la actiunea factorilor naturali sau medicamentosi cu
proprietdti vasorelaxante si vasoconstrictoare. Este o metoda fezabila de apreciere a fenomenului
coronarian Gregg, care conceptual consemneaza cresterea fluxului coronarian (FC) in solicitérile de
efort hemodinamic si neuroendocrin in baza dilatarii arterelor coronariene, fard suprapunerea
modificarii volumului de umplere a VS, ce prin modificarea presiunii telediastolice influenteaza
implicit stresul miocardic cu impact cunoscut asupra perfuziei coronariene, in special
subendocardice. Astfel, este 0 metoda importanta de estimare a rezervei functionale coronariene,
inclusiv in contextul actiunii factorilor cu actiune coronarodilatatoare mediata de endoteliu si
independenta de endoteliu.

- Fenomenului Vanhoutte, care exceleaza prin efectul de vasorelaxare endoteliu independenta
al epoxieicosatrienelor (derivati ai acidului arahidonic) si care este, in special insemnat, n cadrul
fenomenului coronarian Gregg in conditiile alterarii si disfunctiei endoteliului vascular.

- Relatiei intre nivelul hipertensiunii coronariene si compliantei diastolice a miocardului prin
estimarea dinamicii presiunii telediastolice a VS (PTDVS) in cadrul elevarii graduale a presiunii

perfuziei retrograde a sistemului coronarian.
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Inainte de conectare a cordului izolat ricit la sistemul de perfuzie, camera de asigurare a
circulatiei coronariene retrograde a fost impluta cu solutia clasica Krebs (in mM: NaCl-118; KCI-
4,7; CaClz-2,5; KH2P0Os-1,2; MgS0:s-1,2; NaHCOs-25; glucoza-5,5; pH-7,4), barbotata cu carbogen
(5% COasi 95% O2) la temperatura de 37°C. Nivelul perfuziei coronariene retrograde  s-a fixat
initial la presiunea fiziologica de perfuzie pentru cordul izolat de sobolan (80 cm col H20 sau circa
60 mm Hg) fard recirculatie, deci fiecare cord primea incontinuu un volum de solutia Krebs cu
continut salin si gazos constant. Temperatura constanta a perfuzatului era mentinuta prin intermediul
termostatului ajustat la pompa de perfuzie Lineomat (Polonia).

Aorta cu lungimea de 7-8 mm si diametrul de circa 2-3 mm era imbracata pe canula de otel
(canula aortica) si fixatd printr-un nod de ata. Dupa fixare, imediat se initia perfuzia cu solutia Krebs.
Practic in primele 10 sec cordul izolat sub actiunea solutiei Krebs calde a pornit contractiile proprii,
iar frecventa contractiilor cardiace (FCC) creste progresiv pand la valorile inerente conditiilor
izolate (pentru inimi intacta diapazonul este 270-300 min™). In perfuzie retrograda fard recirculatie
cordul izolat este mentinut pana cand ritmul cardiac devine stabil regulat (7-10 min). Trunchiul
pulmonar si ambele atrii sunt deschise, astfel, volumul de perfuzat care se scurge din sinusul
coronarian venos este considerat drept fluxul coronarian. Acesta este colectat intr-o camera de sticla
speciald si apoi mdsurat pentru aprecierea velocitdtii volumetrice a FC, care in regimul fiziologice
de perfuzie atinge cote de 12-14 ml/min.

Dupa canularea aortei, urma instalarea volumului constant de umplere a VS prin introducerea
n cavitatea VS a balonului de latex conectat la o camera speciala de umplere cu apa distilata, precum
si un sensor mecanic (Gold Statham P23B, SUA) adoptat la inscriptorul Linearcorder MARK
WR3101 (Hugo Sachs Electronik, Germania) pentru masurarea presiunii hidrostatice a solutiei
Krebs. Balonul de latex era umplut cu apa distilatd pana la PTDVS egald cu 14 mm Hg si aceasta
presiune era indicele de referintd pentru toate seriile de experiment realizate conform modelului
Langendorff.

Probele de efort utilizate in studiul dat pe modelul cordului izolat izovolumic au avut drept
scop evaluarea impactului ischemie-reperfuzie, fenomenului coronarian Gregg si impactului
hipertensiunii coronariene asupra stiffness-ului diastolic al miocardului.

1. Rezistenta miocardului la ischemie-reperfuzie s-a apreciat prin monitorizarea dinamica a
valorii PTDVS si a presiunii sistolice a VS (PSVS) pe perioada ischemiei globale si a redresarii

perfuziei coronariene. Ischemia globala a miocardului s-a reprodus dupa cca 10 min de perfuzie
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stabild a cordului izolat izovolumic prin sistarea totala a perfuziei aortice retrograde pe o perioada
de 30 min. In acest timp PTDVS era incontinuu inregistrata de inscriptorul Linearcorder MARK
WR3101, iar punctele de estimare a valorii indicelui dat erau de reguld la distanta de 10, 20, 25 si
30 min de la debutul ischemiei. Dupa perioada de ischemie, perfuzia coronariani era reluata la
noima conditiilor initiale (deci pana la ischemie) pe o perioada de 45 min, in cadrul céreia se
monitoriza in dinamica valoarea PTDVS si PSVS, punctele de estimare fiind consemnate la min 10,
20, 30, 40 si 45. Dinamica PSVS era importanta in vederea evaluarii performantelor miocardului de
restabilire a functiei contractile, comparativ cu nivelul initial preischemic, fapt ce se impune drept
un indiciu notabil de apreciere a tolerantei miocardului la impactul de reperfuzie si a expresiei
functionale a miocardului siderat si hibernat.

2. Reactivitatea coronariana si fenomenul coronarian Gregg la actiunea factorilor vasotropi
naturali In diferite concentratii in perfuzatul Krebs.

a. Reactivitatea coronariana si rezerva functionald coronariand la actiunea factorilor
vasorelaxanti endoteliu dependenti, administrati in perfuzat in concentratia de la 10°°M pani la 10"
M, cum ar fi: acetilcolina (Ach), bradikinina (Bk) si adenozina (Ad). Valoarea RFC era determinati
drept incrementul relativ (%) al FC in varful actiunii agentilor vasorelaxanti versus nivelul initial
sau bazal. Desi perfuzia cordului izolat izovolumic se realiza fara recirculatie, timpul intre probele
estimative aplicate era in medie egal cu 10 min. In contextul estimirii RFC iminente actiunii
bradikininei este conceptual important caracterul implicarii receptorilor By, care se expreseaza pe
miocitele netede coronariene predilect in conditiile oricarui gen de afectare a cordului. Se considera
ca expresia receptorilor B1 1n insuficienta cardiaca si coronariand are conotatii pozitive, deoarece
acestia pot promova coronarodilatarea in maniera independenta de endoteliu. Pentru a determina
cota de implicare a receptorilor B: in promovarea actiunii Bk actiunea nonapeptidului a fost
modelata pe fondalul blocarii receptorilor endoteliali B, prin intermediul premedicatiei cordului
izolat cu HOE-140 (blocantul specific al receptorilor B,) in concentratia de 10 M.

b. Reactivitatea coronariana endoteliu independenta. Aceasta proba s-a realizat prin
determinarea RFC la actiunea epoxieicosatrienelor (fenomenul Vanhoutte) si a peroxidului de
hidrogen (H20) in diapazonul de concentratii 10°-10° M. Raspunsul coronarian era estimat in
varful actiunii agentilor vasorelaxanti.

c. Raspunsul coronarian la actiunea factorilor naturali vasoconstrictori. Aceasta proba s-a

efectuat prin determinarea decrementului relativ (%) al FC la actiunea norepinefrinei (NE),
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angiotensinei 11 (Ang II) si endotelinei-1 (ET-1) la diferite concentratii in perfuzat (10°-10° M).
Raspunsul coronarian era estimat in varful actiunii agentilor vasoconstrictori. Pentru estimarea
efectului coronarodilatator mediat prin mecanismul de hiperpolarizare, pe fondalul actiunii
endotelinei-1 (ET-1), s-a infuzat in perfuzat apamini in concentratii de 10~ M, un blocator selectiv
a canalelor Kca responsabile de hiperpolarizarea endoteliocitului si a miocitului neted vascular.

De mentionat, ca in toate cele 3 probe de estimare a reactivitatii coronariene de efort, in afara
fluxului coronarian, era de asemenea determinata si valoarea PTDVS si PSVS, daté fiind legatura
indispensabild intre debitul coronarian, functia lusitropa, performantele contractile ale miocardului
si travaliul cardiac.

3. Corelatia intre nivelul hipertensiunii coronariene si dinamica modificarii PTDVS. In cadrul
acestei probe presiunea perfuziei retrograde a sistemului coronarian s-a majorat de la 80 cm col.H20
pana la 120 cm col.H20 cu pragul de 10 cm col.H0, fiind la fiecare grad al hipertensiunii coronariene

apreciata valoarea PTDVS.

Perfuzia cordului izolat in regim de lucru si probele de efort

Perfuzia cordului izolat in regim de lucru s-a efectuat dupa metoda Neely-Rovetto, care
impune activarea functiei de pompa a VS, data fiind canularea la sistemul de perfuzie si a atriului
stang [121]. Astfel, cordul izolat racit este initial conectat la sistemul de perfuzie prin canularea
aortei pentru pornirea contractiilor prin circuitul coronarian cu solutia Krebs calda. Ulterior, cat de
repede e posibil, se canuleazd si atriul stdng (canularea atriului devine tehnic dificila la o FCC
inaltd), perfuzia cdruia se initiaza din camera atriald la presiunea de perfuzie inerentd confortului
fiziologic, de 15 cm col. H20. Odata ce ventriculul stang incepe sa pompeze volumul de umplere
din camera atriala in aorta, aceasta din urma, printr-un robinet special, se conecteaza la estuarul
aortic din sticla conectat la tubul de ejectie a perfuzatului la presiunea de rezistenta de confort de 80
cm col. H2O. Prin urmare cordul izolat reproduce concludent paternul hemodinamic iminent
modelului in vivo, iar functia de pompa apreciatd este rezultatul fezabilitatii diastolei si sistolei.
Pentru a determina indicii hemodinamicii centrale n cavitatea VS s-a introdus senzorul mecanic
conectat la sistemul computerizat de inregistrare a indicilor functionali in timp real (Biomedical
Data Acquisition System, Bio-Shel, Australia) sau la inscriptorul Linearcorder MARK WR3101

(Hugo Sachs Electronik, Germania).
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Parametrii functionali de baza ai activitatii cordului izolat perfuzat in regim de lucru estimati
n diferite probe de efort au fost:
e Fluxul coronarian (ml/min) - parametrul functiei de pompa, ca volumul de perfuzat ce se scurge
n 1 min de la cord Tn camera de colectare.
e Jetul aortic, JA (ml/min) - parametrul functiei de pompa, ca volumul de perfuzat pompat in 1 min
n estuarul aortic.
e Debitul cardiac, DC (ml/min) - parametrul integral al functiei de pompa, ca suma: FC + JA.
e Volumul sistolic sau volumul bataie, VS (ml) - parametrul functiei de pompa, ca volumul de
perfuzat pompat n cadrul unei sistole, prezentand astfel, raportul dintre DC si FCC.
e PSVS (mm Hg) — parametrul contractilitatii miocardului, ca valoarea presiunii VS in varful
sistolei cordului izolat.
e Velocitatea maxima a contractiei sau velocitatea contractiei izovolumice a cordului, +dP/dTmax
(mm Hg/sec) — indicele functional principal, ce caracterizeaza capacitatea de compensare si
adaptarea cordului la eforturi hemodinamic prin rezistenta.
e Indicele Veragut (1/sec) reprezintd presiunea maximad dezvoltata de VS in faza izometrica a
miocardului, cind viteza de contractie a acestuia este maxima.
e Indicele Sonneblick (1/sec) - valoarea raportului dintre presiunea medie dezvoltata de VS pe tot
itinerarul contractiei izometrice a miocardului si viteza medie de contractie a acestuia.
e Indicele Opie (PSVS medie x FCC3 (mm Hg x min®) — un parametru integral al contractilititii
cordului si travaliului cardiac.
e PTDVS (mm Hg) — (presiunea telediastolica in ventriculul stang) parametrul important al
relaxarii diastolice, reprezintd valoarea presiunii VS la sfarsitul diastolei.
e Presiunca diastolica minima a VS (PDMVS, mm Hg) — parametrul important al relaxarii
diastolice, reprezintd valoarea presiunii VS la inceputul diastolei (presiunea protodiastolicd).
e Velocitatea maxima a relaxdrii miocardului sau velocitatea relaxarii in faza izovolumica a
diastolei cordului, -dP/dTmax (mm Hg/sec) — indicele functional principal, ce caracterizeaza
capacitatea de compensare si adaptare a cordului la eforturi hemodinamic prin volum.
e Indicele rigiditatii diastolice (IRD) sau stiffness-ul diastolic — parametru functional de estimare a
compliantei diastolice a cordului, care reprezinta legatura dintre sporul presiunii diastolice in cadrul
unei diastole (PTDVS-PDMVS) si volumul sistolic, valoarea acestuia fiind determinata ca raportul:
PTDVS-PDMVS/VS (mm Hg/ml).
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e Travaliul cardiac (TC) sau lucrul exterior al inimii — parametru integral al activitatii cardiace, ce
caracterizeaza interdependenta dintre functia de pompa si performanta contractild, valoarea acestuia
fiind determinata ca produsul: TC = PSVS x DC (mm Hg x ml/min).

Probele de efort reproduse pe modelul de cord izolat perfuzat in regim de lucru au avut drept
scop evaluarea fezabilitatii reglarii hetero- si homeometrice in efort hemodinamic, eficientei
raspunsului inotrop la actiuni neuroendocrine, reactivitatii cardiace la efort, precum si a caracterului
adaptarii cordului la perfuzie in conditii de carenta energetica.

1. Proba de efort hemodinamic sau proba de efort cu volum si rezistenta.

Proba de efort cu volum este o oportunitate de estimare a capacitatii de reglare heterometrica
a cordului, realizata prin cresterea presiunii de umplere a atriului sting (PUAS) de la valoarea
minima, 5 cm col.H20 pana la valoarea maximad, 25 cm col.H20, punctul de referinta fiind nivelul
optim de umplere, 15 cm col.H.O. Modificarea PUAS s-a efectuat pe fondalul mentinerii constante
a nivelului presiunii de rezistenta in estuarul aortei — 80 cm col.H20. De mentionat, ca aprecierea
capacitatii de reglare heterometrica a cordului s-a bazat pe analiza caracterului modificarii indicilor
functiei de pompa imprimis in contiguitate cu indicii relaxdrii diastolice la nivelele PUAS
depreciate, iar la nivelele elevate — si indicii contractilitatii miocardului.

Proba de efort cu rezistentd este o oportunitate de estimare a capacitdtii de reglare
homeometricd a cordului, realizata prin cresterea presiunii in estuarul de aortd de la nivelul de
confort (80 cm col.H20) pana la nivelul de 120 cm col.H20. In cadrul acestei probe este importanta
analiza corelatiei intre capacitatea de mentinere a valorilor adecvate a parametrilor functiei de
pompa si performantele contractile ale miocardului.

2. Proba de evaluare a raspunsului inotrop al miocardului. Esenta acestei probe de efort
impune aprecierea fezabilitdtii cresterii presiunii sistolice a VS pe fondalul actiunii factorilor
naturali capabili sa induca efect inotrop pozitiv, cum ar fi NE, Ang II si ET-1. Administrarea lor in
perfuzat in diferite concentratii, cuprinse in diapazonul 107-10" M, s-a efectuat pe modelul cordului
izolat perfuzat in conditii de confort fiziologic (PUAS — 15 cm col.H2O si presiunea estuarului aortic
— 80 cm col.H20). Aprecierea inotropismului miocardului s-a bazat pe evidentierea raportului intre
sporul PSVS si al indicilor functiei de pompa in varful actiunii acestor factori neuroendocrini.
Totodata, este importantd dinamica indicilor diastolei, precum si a FCC, drept un indicator al

raspunsului cardiac cronotrop.
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3. Proba de evaluare a activitatii cardiace n conditii de carentd energetica. Aceasta proba are
menirea sd evidentieze mecanismele de decompensare a agravarii insuficientei cardiace in deficit
energetic, modelat prin reducerea continutului glucozei din perfuzat de la 5,5 mM pana la un nivel
critic pentru cordul ce efectueaza un lucru exterior (1,5-2,5 mM). Estimarea dinamicii valorii DC,
PTDVS, PSVS, +dP/dTmax si -dP/dTmax este oportund in decelarea legitatilor functionale
scontate.

2.3. Prelucrarea statistica a materialului cifric
Materialul cifric obtinut a fost procesat in vederea aprecierii valorii semnificatiei statistice a
diferentei valorilor indicilor functionali intre loturi, utilizdnd programul Microsoft Excell
(Statistica), GraphPad Prism 8.0:
e ADC versus martor
e ADC + Am-TNF-a versus martor
e ADC +Am-TNF-a versus ADC
Pentru estimarea veridicitatii devierilor indicilor functionali ai cordului izolat intre loturi s-au
determinat:

e valoarea mediei (M);

devierea standard (DS);

mediana (Me);
e valoarea percentilei 25 (p25) si a percentilei 75 (p75);
e valoarea minimd (Min) si maxima (Max).
Valoarea p<0,05 apreciata conform criteriului t-Student a fost considerata statistic
semnificativa. Materialul cifric expus in tabele contine M+DS, Me, p25 si p75, Min si Max precum

si valoarea p expusa pana la sutimi de miimi.
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3. PARTICULARITATILE FUNCTIONALE ALE CORDULUI INERENTE
CARDIOTOXICITATII DOXORUBICINEI SI EFECTELE ANTAGONISTULUI TNF-a

Perfuzia cordului izolat in regim izovolumic si 1n regim de lucru exterior utilizata drept
metoda de cercetare a functiei ventriculului stang si a reactivitatii sistemului coronarian permite
estimarea rezervelor functionale native ale miocardului gratie aplicarii dozate a diferitor probe de
efort hemodinamic si neuroendocrin iminente paternului clinic al sistemului cardiovascular. Prin
modelarea acestor probe de efort este oportuna si evaluarea cu precizie stiintificd efectele
tratamentului antiinflamator prin administrarea pe perioada actiunii doxorubicinei a antagonistului
TNF-a (anticorpul monoclonal, Am- TNF-a).

Astfel, intr-un protocol experimental comun au fost jalonate seriile de perfuzie a cordului
izolat pentru a aduce la apel abilitatea acestuia de a raspunde adecvat la: modificarea presiunii de
umplere a AS si cresterea rezistentei periferice (presiunea in estuarul aortei); Cresterea graduald a
volumului VS; epizodul de ischemie-reperfuzie; actiunea factorilor inotropi naturali; actiunea

factorilor cu impact asupra fenomenului coronarian Gregg.

3.1. Reactivitatea cordului la efort cu volum si rezistenta in afectarea doxorubicinica

Efortul cu volum si rezistentd reprezinta pentru cord o conditie hemodinamica de declansare
a sistemelor intrinseci responsabile de reglarea heterometrica si homeometrica. Pentru a decela
capacitatea reala de reglare am estimat paternul bazal al cordului perfuzat in regim fiziologic, cand
PUAS egaleaza 15 cm col.H20, iar rezistenta aortica — 80 cm col.H20 (tabelul 1).

Tabelul 1. Valoarea indicilor functiei de pompa a cordului (M£DS)

Indice Lot P

Martor (n=9) Dx (n=9)

Jetul aortic, ml/min (M£DS) 21,5+2,13 12,8+1,64 <0,001

Mediana (P25-P75) 22 (20-23) 13 (12-14) (1,5646E-07)

Min -Max 18-24 9-14

-% vs martor 40,47%

Fluxul coronarian, ml/min (M£DS) 15,9+1,45 10,8+1,3 <0,001

Mediana (P25-P75) 16 (15-17) 11 (10-12) (0,00014)

Min-Max 13-18 9-12

-% vs martor 31,65%

Debitul cardiac, ml/min (M£DS) 37,4%3,05 23,6+2,19 <0,001

Mediana (P25-P75) 38 (35- 40) 24 (22-25) (6,36E-08)

Min-Max 32-41 20-25

-% vs martor 36,9%
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Cardiotoxicitatea Dx iminentd dozei cumulative a antraciclinei de 16 mg/kg pe perioada de 2
saptamani s-a impus prin deprecierea concludenta a functiei de pompa. Indicele principal in acest
sens, debitul cardiac, s-a redus fata de martor cu 36,9%, fapt care a fost asociat cu declinul jetului
aortic cu peste 40%. Fluxul coronarian de asemenea a demonstrat un recul semnificativ egal cu
31,65%. Periclitarea functiei de pompa a ventriculului stang deriva inteligibil din incompetenta
functiei contractile si relaxarii diastolice a miocardului.

Rezultatele obtinute au aratat ca sistola VS este compromisa in Dx, inclusiv la noima fazei

izovolumice (tabelul 2).

Tabelul 2. Valoarea indicilor contractilitatii a cordului (MzDS)

Indice Lot P

Martor (n=9) Dx (n=9)

PSVS, mm Hg (M+DS) 143,5+3,66 106,2+5,7 <0,001

Mediana (P25-P75) 143,4 (142-145) 106 (101-111) (6,34E-10)

Min-Max 138-149 100-114

-% vs martor 25,99%

+dP/dT max, mm Hg/sec (MDS) 8565+239 6320+297 <0,001

Mediana (P25-P75) 8540 (8440- 6325 (6090-6540) (2,58E-07)

Min-Max 8680) 5800-6690

-% vs martor 8245-9010 -26,21%

Indicele Veragut, 1/sec (M£DS) 137,3+6,54 101,6+4,47

Mediana (P25- P75) 139 (132- 143) 101 (98- 104) <0,001

Min-Max 128-145 96-109

-% vs martor 26% (1,47E-06)

Indicele Sonnenblick,1/sec (M+DS) 104,2+8,01 81,4+6,17 0,0002

Mediana (P25-P75) 107 (97-111) 81 (77-83)

Min-Max 93-114 74-92

-% vs martor 21,9%

Indicele Opie, mm Hg x sec/1000 41,4445,57 26,0£5,98 <0,001

(M£DS) (5,4007E-06)

Mediana (P25-P75) 41 (36-46) 27 (21-30)

Min-Max 34- 48 18- 35

-% vs martor 37,26%

FCC, 1/min (M£DS) 289+9,82 245%11,56 <0,001

Mediana (P25-P75) 288 (282-298) 250 (232-252) (3,64E-07)

Min-Max 274- 300 228- 259

-% vs martor 15,22%

TC, mm Hg x ml/min (M£DS) 5367+330 25061124 <0,001

Mediana (P25-P75) 5225 (5125- 2505 (2390-2580) (1,2E-08)

Min-Max 5560) 2345-2675

-% vs martor 5020-5930 53,31%

Nota: PSVS - presiunea sistolicd a ventriculului stang; +dP/dT max — viteza maximd a contractiei
izovolumice a cordului; FCC — frecventa contractiilor cardiace; TC — travaliul cardiac.
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Indicele principal, care caracterizeaza veritabil capacitatea contractild a miocardului este
presiunea sistolica a ventriculului stang (VS), care in lotul cu doxorubicina este cu circa 26% sub
nivelul martor. Conceptul functional al sistolei cardiace consolideaza rolul fazei izovolumice in
atingerea unei presiuni intraventriculare suficiente de a asigura o ejectie adecvatad rezistentei
periferice. Cardiotoxicitatea doxorubicinei s-a impus prin diminuarea semnificativa cu 26,21% a
valorii +dP/dT max, indicele cheie privind fezabilitatea contractiei izovolumice a cordului.

Parametrii functionali ai ventriculului, cum sunt PSVS si +dP/dT max, determina valoarea a
2 indici reprezentativi ai sistolei cardiace: (1) indicele Veragut, care semnifica valoarea presiunii
VS la momentul dezvoltarii vitezei maxime in faza izovolumica si (2) indicele Sonneblick, care
semnificd valoarea presiunii VS ce corespunde vitezei medii a contractiei izovolumice.

In lotul cu Dx valoarea indicelui Veragut s-a estimat semnificativ diminuat cu 26% fati de
valoarea martor, iar indicele Sonneblick este subiacent parametrului martor cu 21,9%.

Deprecierea PSVS in contiguitate cu diminuarea debitului cardiac a conditionat in lotul cu Dx
reducerea travaliului cardiac cu peste 53%. Acest indice functional global este recunoscut drept un
predictor veritabil al handicapului contractil al miocardului ce rezultd in declinul functiei de pompa
si dezvoltarii insuficientei cardiace.

Diminuarea debitului cardiac la actiunea repetatd a Dx este datoratd nu numai sistolei
compromise, dar si valorii scazute a frecventei contractiilor cardiace (FCC) cu 15,32%. Echilibrul
dintre FCC s1 PSVS demonstreaza rezervele functionale ale miocardului si este reprezentat, inclusiv
in cercetarile clinice, de indicele Opie. Valoarea acestuia in lotul cu Dx este cu 37,26% depreciat
fatd de prototipul martor.

Asadar, deja in conditii de perfuzie a cordului izolat corespunzatoare confortului fiziologic
cardiotoxicitatea Dx se manifesta prin perturbarea notabild a functiei de pompa a VS si a capacitatii
contractile.

In acest context este important de mentionat si afectarea diastolei (tabelul 3).
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Tabelul 3. Valoarea indicilor relaxirii diastolice a cordului (M+DS)

Indice Lot P

Martor (n=9) Dx (n=9)

PTDVS, mm Hg (M£DS) 4,7+0,77 11,9+0,97 <0,001

Mediana (P25-P75) 4,9 (3,9-5,2) 11,6 (11,5-12,8) (3,92E-07)

Min-Max 3,6-5,7 10,5- 13

+% vs martor 153%

-dP/dT max, mm Hg/sec (MzDS) 6710+182 5049+171 <0,001

Mediana (P25 - P75) 6680 (6565-6850) 5050 (4870- 5170) (2,42E-11)

Min - Max 6480- 6975 4855-5275

-% vs martor -24,75%

SD, mm Hg/ml (M+DS) 29,8+4,18 62,5+3,51 <0,001

Mediana (P25- P75) 32,3 (25,8 -33,4) 60,5 (60,2- 65,3) (6,77E-11)

Min- Max 24,9- 34,3 58,2- 67,8

+% vs martor +109,73%

PPTVS, mm Hg (M£DS) 0,78+0,11 1,53+0,13 <0,001

Mediana (P25-P75) 0,72 (0,71- 0,87) 1,59 (1,44- 1,62) (2,02E-07)

Min-Max 0,65- 0,95 1,31-1,72

+% vs martor 97%

Nota: PTDVS - presiunea telediastolica a ventriculului stdng; -dP/dT max — viteza maxima a relaxarii
izovolumice a cordului; SD- stiffnes diastolic; PPTDVS — presiunea protodiastolica.

Unul din cei mai informativi indicii ai functiei lusitrope a cordului, PTDVS, a crescut in lotul
cu Dx de 2,53 ori (ie, cu 153%). Presiunea VS a fost majorata nu numai la finele diastolei, dar si in
faza ce conecteazd sfarsitul sistolei cu inceputul diastolei. Astfel, presiunea protodiastolica s-a
decelat cu 97% peste nivelul martor, fapt ce se asociaza cu declinul PSVS.

Calitatea diastolei se estimeazd in plan functional potrivit capacitatii VS de a asigura un
gradient cat mai mare intre presiunea atriului stang si presiunea VS pentru o umplere adecvata si
rapida a cavitdtii ventriculare. Sub acest aspect este de mentionat ca faza relaxarii diastolice a
cordului este determinanta in vederea atingerii acestui gradient. Viteza maxima a relaxarii diastolice
(-dP/dT max) a cordului in afectiunea doxorubicinica a miocardului este semnificativ depreciata
fatd de prototipul martor cu 24,75%. Prin urmare, o particularitate functionala importanta a cordului
inerenta cardiotoxicitatii Dx este perturbarea contractilitatii si relaxarii izovolumice, faze care prin
entitatea lor conceptuald demarca dimensiunea rezervelor functionale ale miocardului.

Predictorul relevant al rigiditatii diastolice este indicele stiffness-ului diastolic, care este
dependent de raportul dintre incrementul presiunii pe perioada diastolei si volumul umplere a VS.
Valoarea acestuia in lotul cu Dx este mai mult decat 2 ori majorat (+109,73%) comparativ cu

indicele martor. Substratul fiziopatologic al cresterii stiffness-ului diastolic este determinat de mai
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multi factori, cum ar fi deficitul energetic si incarcatura cardiomiocitelor cu calciu, incompetenta
pompelor de calciu (in primul rdnd, SERCA 2a), cresterea matricei extracelulare, periclitarea
conexiunii intre proteinele fibrilare ale matricei cu structurale senzoriale ale sarcomerului, etc.

Rigiditatea diastolei este un factor ce compromite nu numai umplerea cavitatii ventriculului
stang si, respectiv, relatia lungime-fortd (ie, mecanismul Starling), dar si perfuzia coronariana
dependentd de complianta miocardului in faza de relaxare. In deosebi calitatea relaxarii diastolice
este importantd pentru circuitul coronarian din bazinul subendocardic format din retea densa de
arteriole cu calibrul sub 200 mkm, care dispun de o medie musculard bine dezvoltatd si sunt de
asemenea usor supuse remodeldrii vasculare. Mai mult, intre perfuzia coronariand si stresul
miocardic existd o relatie reciproca, astfel, cd si elevarea presiunii coronariene datorata cresterii
fluxului coronarian are actiune detrimentald asupra relaxarii diastolice [1].

Perfuzia cordului izolat dupa metoda Langendorff permite aprecierea raportului umplere-
presiune al VS in asociere cu atestarea dinamicii fluxului coronarian (FC) in cadrul cresterii graduale
a volumului de umplere a ventriculului stang. Tn acest context am estimat rata de modificare a
PTDVS si a FC in conditiile de crestere a volumului VS cu 0,5 ml de la nivelul bazal de 0,2 ml
(tabelul 4).

Impactul cresterii graduale a volumului de umplere a VS asupra dinamicii PTDVS este diferit
ntre loturi, ludnd Tn considerare faptul ca initial volumul a fost similar (0,2 ml), iar PTDVS a fost
calibrata la nivelul de 14 mm Hg. In lotul martor elevarea PTDVS pe palierul cresterii volumului
VS de la 0,2 pana la 0,4 ml s-a constata intr-un diapazon de 7-51%. Cardiotoxicitatea doxorubicinei
a crescut incrementul PTDVS pana la 95,8%, fapt ce a condus la un decalaj semnificativ de 30% al
indicelui la finalul testului: 27,4+4,06 vs 21,2+2,75 mm Hg.

Pe fondul unei elevéri mai mari a presiunii telediastolice a VS 1n lotul cu Dx s-a urmarit si o
depreciere mai concludenta a fluxului coronarian. Comparativ cu prototipul martor declinul FC in
cadrul dublarii volumului de umplere a VS a fost cu 46% mai mare (45,33 vs 31,21%), iar reculul

final al valorii absolute a FC a constituit 21,65% (7,6£2,02 vs 9,7£1,17 ml/min) (tabelul 4).
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Tabelul 4. Dinamica presiunii telediastolice si a fluxului coronarian la cresterea graduala a
volumului de umplere a ventriculului stang (M+DS)

Indici Lot Initial Volumul de umplere a ventriculului stang
VUVS=0, al cordului izovolumic
0,20 ml 025ml | 0,30ml 0,35 ml 0,40 ml
PTDVS, Martor
mmHg | MzDS 14,0 15,1+0,83 | 16,4+0,97 * | 17,8+1,32* | 21,2+2,75**
Me 15,3 16,7 17,5 22,5
P25 14,3 15,9 17,1 18,9
P75 15,8 17,2 18,6 23,4
+% 7 17 27 51
Dx
M=DS 14,0 15,741,62 | 17,2+1,28* | 20,5+2,11 * 27,4+4,06 **
Me 16,5 17,1 20,1 25,1
P25 13,9 16,7 18,6 24,3
P75 17,8 18,3 22,5 31,2
+% 12 22 46 95,8
p 0,389 0,185 0,025 0,009
FC, Martor
ml/min M=DS 13,741,06 | 12,4+1,37 * | 11,0+1,11 ** 9,7£1,17 **
Me 14,0 14,1 12,6 10,5 10,1
P25 12,8 11,1 10,4 9,2
P75 14,7 13,6 11,4 10,4
-% 3% 13% 22% 31%
Dx
M+DS 14,0 13,1+1,68 | 11,2+16* 9,3+1,51 7,6£2,02 **
Me 13,9 10,6 8,7 8,3
P25 11,5 10,1 8,3 5,8
P75 14,6 12,9 10,4 9,5
-% 6% 20% 34% 45%
p 0,238 0,121 0,014 0,011

Nota: VUVS — volumul de umplere a ventriculului stang; +/-% - devierile relative ale indicilor comparativ cu
valoarea lor initiala; PTDVS — presiunea telediastolica a ventriculului stang; FC - fluxului coronarian; p —
semnificatia discrepantei versus indicele respectiv martor; * p — < 0,05 versus valoarea initiald; ** — p<0,01
versus valoarea initiala.

Asadar, periclitarea relaxarii diastolice 1n lotul cu Dx a fost confirmat si pe modelul de
perfuzie retrograda a cordului, fapt ce este un predictor notabil al cardiotoxicitétii Dx si, respectiv,
o dovada suplimentard asupra rolului disfunctiei diastolice in declinul functiei de pompa.

Dereglarile functionale ale cordului izolat perfuzat in regim de confort fiziologic au devenit

mai accentuate Tn cadrul probelor de efort hemodinamic.
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Unul din paternele de efort al presarcinii care necesita o angrenare prompta a rezervelor
functionale este reducerea presiunii de umplere a atriului stang (PUAS). La nivelul minimal al
PUAS racordat la optiunile tehnico-metodologice a sistemului de perfuzie (5 cm col.H20)
cardiotoxicitatea doxorubicinica s-a impus printr-o inrautatire mai evidenta a indicilor functionali

ai cordului izolat perfuzat in regim de lucru (tabelul 5).

Tabelul 5. Indicii functionali ai cordului izolat la nivelul minimal al PUAS (M+DS)

Indice Lot P
Martor (n=9) Dx (n=9)

Jetul aortic, ml/min 5,7£1,26 1,6+0,65 (-71,93% vs martor) | <0,001
Mediana (P25-P75) 6 (5-6,5) 1,5 (1-1,8) (8,374E
Min -Max 3-7 1-3 -05)
PSVS, mm Hg 109,6+10,9 78,6+£13,92 (-28,3% vs martor) | <0,001
Mediana (P25-P75) 103 (101-121) 87 (65-89) (0,0002
Min -Max 98-125 62-94 5)
+dP/dT max, mm Hg/sec 82251498 6181+348 (-25,3% vs martor) | <0,001
Mediana (P25-P75) 8250 (7900-8640) 6100 (5890-6540) (1,4E-
Min —Max 7300- 8815 5780-6710 05)
Indicele Veragut, 1/sec 129,2+11,6 88,9+7,7 (-31,2% vs martor) | <0,001
Mediana (P25-P75) 136 (117-139) 92 (81-94) 6,58E-
Min -Max 115-141 78-99 05
PPTVS, mm Hg 0,22+0,05 0,48+0,09 (+119% vs martor) | <0,001
Mediana (P25-P75) 0,19 (0,18-0,27) 0,47 (0,41-0,56) 9,47E-
Min -Max 0,16-0,28 0,36-0,58 06
-dP/dT max, mm Hg/sec 7966+365 5356+309 (-32,77% vs martor) | <0,001
Mediana (P25-P75) 8100 (7700-8270) 5290 (5165-5560) 8,63E-
Min —Max 7355-8455 4935-5900 07
PTDVS, mm Hg 2,2+0,34 3,9+0,53 (+78% vs martor) <0,001
Mediana (P25-P75) 2,2 (2-2,5) 3,9 (3,5-4,2) 4,25E-
Min —Max 1,7-2,8 3,2-4,8 05

Nota: PUAS - presiunea de umplere a atriului stang; PSVS — presiunea sistolica a ventriculului stang;
+dP/dT max - viteza maxima a contractiei izovolumice a cordului; -dP/dT max - viteza maxima a relaxarii
izovolumice a cordului; PPTVS — presiunea protodiastolica a ventriculului stang; PTDVS — presiunea
telediastolica a ventriculului stang.

Astfel, decalajul indicelui principal al functiei pompa, jetului aortic, fata de martor a crescut
cu 78%: de la 40,47% in regimul fiziologic de perfuzie pani la 71,93%. In valori absolute
parametrul dat se noteaza ca 1,6+0,1 vs 5,7+0,3 ml/min. Capacitatea de adaptare a cordului la
declinul umplerii VS este in mod ultimativ determinatd de functia lusitropd si, in primul rand, de
faza relaxarii izovolumice. Indicele de baza ce caracterizeaza aceasta faza, -dP/dTmax, s-a majorat

Tn ambele loturi, dar incrementul a fost mult mai mic cu 63,16% Tn cardiotoxicitatea Dx: 7 vs 19%.
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Drept urmare reculul indicelui a avansat de la 24,81% pana la 32,77%, iar valoarea gradientului
presiunii de umplere, estimat dupa presiunea protodiastolica (0,48+0,04 vs 0,22+0,02 mm Hg), este
subiacenta prototipului martor mai mult ca dublu. Chiar la umplerea minimala a ventriculului stang,
cardiotoxicitatea Dx a excelat printr-o presiune telediastolica net crescuta cu 78%: 3,9+0,19 vs
2,2+0,15 mm Hg, fapt ce indica asupra periclitarii functiei lusitrope.

Performanta contractild a VS 1n aceasta proba de efort cu volum este dependenta de volumul
telediastolic (fezabilitatea mecanismului Frank-Starling), iar faza contractiei izovolumice, potrivit
dinamicii +dP/dTmax, nu are un aport similar relaxarii izovolumice. Spre deosebire de cresterea
valorii -dP/dTmax, velocitatea maxima de contractie a fost in declin in ambele loturi, iar decalajul
s-a redus la cote medii de 5%: 25,5 vs 26,21%. Presiunea sistolicd dezvoltatd de VS ramane
semnificativ diminuata fatd de martor cu 28,3%.

Proba de efort cu volum maxim de umplere a VS, reprodusa prin elevarea PUAS pana la 25
cm col.Hz20 a evidentiat si a confirmat concludent incompetenta relaxarii diastolice sub actiunea
cardiotoxicd a Dx. In conditiile perfuziei cordului izolat in regim de lucru la valoarea maximi a
presiunii atriului stang (25 cm col.H20) umplerea VS este facilitatd, dar indicele rigiditatii
miocardului sau stiffness-ul diastolic este determinant in vederea atingerii unui volum telediastolic
al VS iminent optimizarii legitatii lungime-forta (ie, mecanismul Starling). Remarcabil pentru
aceasta proba de efort este evident cresterea PTDVS, care a fost mai pronuntatd in lotul cu Dx.
Valoarea finala a indicelui in varful probei a fost cu 190% mai mare comparativ cu martor si acest
decalaj maxim estimat intre loturi semnifica concludent gradul de periclitare a functiei lusitrope a
cordului (tabelul 6).

Valoarea stiffness-ului diastolic a crescut in cadrul majorarii PUAS la cote mai mari in lotul
cu Dx fatd de martor in medie cu 44%, astfel ca decalajul a devenit de 156%.

Gradul de crestere a indicilor functiei pompa este o apreciere veritabila a fezabilitatii
adaptarii cordului la efort cu volum majorat. De notat in acest context, ca sporul debitului cardiac
sial jetului aortic Tn lotul cu Dx a fost sub incrementul martor. Drept urmare, valorile acestor indici
au devenit cu 10 si, respectiv 12% mai mici comparativ cu prototipul martor, iar reculul relativ al

acestora a marcat 40,26 si, respectiv 45,25%.
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Tabelul 6. Indicii functionali ai cordului izolat la nivelul maximal al PUAS (M£DS)

Indice Lot P

Martor (n=9) Dx (n=9)

Jetul aortic, ml/min 30,5+2,69 16,7+2,35 (-45,25% vs martor) | <0,001

Mediana (P25-P75) 31 (29-32) 16 (15-19) 1,1555E-

Min —Max 26-34 14-20 05

Debitul cardiac, ml/min 54,4+4.4 32,545,6 (-40,26% vs martor) <0,001

Mediana (P25-P75) 56 (50-59) 32 (29-34) 1,07E-05

Min —Max 49-60 26-45

PSVS, mm Hg 178,5+9,2 129,6+8,25 (-27,40%) <0,001

Mediana (P25-P75) 177 (174-185) 128 (123-137) 1,1E-05

Min —Max 163-192 117-139

TC, mm Hg x ml/min 9710+516 43424251 (-55,39% vs martor) <0,001

Mediana (P25-P75) 9680 (9525-10155) 4305 (4125-4600) 1,22E-09

Min —Max 8900-10300 4040-4610

+dP/dT max, mm Hg/sec 8865+522 6364+367 (-28,2% vs martor) <0,001

Mediana (P25-P75) 9025 (8395-9295) 6260 (6100-6560) 4,56E-07

Min —Max 8190-9490 5865-6920

-dP/dT max, mm Hg/sec 7553+436 5288+414 (-29,99% vs martor) <0,001

Mediana (P25-P75) 7360 (7295-7890) 5115 (4930-5625) 2,13E-05

Min —Max 6900-8220 4835-5910

PTDVS, mm Hg 6,8+0,7 19,7+2,9 (+190% vs martor) <0,001

Mediana (P25-P75) 6,7 (6,2-7,3) 21,2 (17,3-22,3) 8,22E-07

Min —Max 5,8-7,8 15,6-22,9

SD,mm Hg/ml 38,5+4,3 98,3+6,6 (+156% vs martor) <0,001

Mediana (P25-P75) 39,6 (36,7-41,5) 97,6 (92,4-103,6) 5,77E-08

Min —Max 31,8-43,4 90,8-106,6

Nota: PUAS - presiunea de umplere a atriului stang; PSVS — presiunea sistolica a ventriculului stang; TC —
travaliul cardiac; +dP/dT max - viteza maxima a contractiei izovolumice a cordului; -dP/dT max - viteza
maxima a relaxarii izovolumice a cordului; PTDVS — presiunea telediastolica a ventriculului stang; SD -

stiffness-ul diastolic.

Umplerea mai mare a cavitatii VS faciliteaza dezvoltarea presiunii sistolice. Cu toate acestea

decalajul PSVS intre Dx si martor ramane semnificativ si se atestata la cota de 27,40%.

Un indice integral care caracterizeaza fezabilitatea reglarii heterometrice a cordului este

travaliul cardiac, apreciat drept produsul presiunii sistolice si debitul cardiac. Valoarea acestuia in

proba de efort cu volum se reduce si mai mult fatd de martor si noteazd un recul de 55,29%.

Remarcabil, cd indicii relaxdrii si contractiei izovolumice a cordului (-dP/dTmax si

+dP/dTmax) nu au crescut semnificativ in ambele loturi pe fondul elevarii PUAS, iar diferenta lor

ramane semnificativa, reculul constituind 29,99% si, respectiv, 28,22%.
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Asadar, proba de efort cu volum a evidentiat un patern fiziopatologic important al
cardiotoxicitatii doxorubicinei in plan functional, si anume:

e Periclitarea functiei de pompa a cordului la umplere minima a VS datoritd compromiterii
fazei de relaxare izovolumica, ce se impune printr-un spor mai mic al valorii -dP/dTmax,
predictorul important fiind jetul aortic si velocitatea maxima de relaxare a miocardului.

e Periclitarea functiei de pompa a cordului la umplere maxima a VS datorita stiffness-ului
diastolic crescut, ce a limitat o umplere a VS iminenta optimizarii legitatii lungime-forta,
predictorul important fiind travaliul cardiac.

Diastola este o fazd a ciclului cardiac care consuma nu mai putin de 1/3 din energia totala
pusa la dispozitia miocardului de cdtre mitocondrii in cadrul glicolizei. Energia obtinutd in cadrul
beta-oxidarii acizilor grasi este utilizatd pentru faza sistolica a ciclului cardiac. Tn contextul rolului
decisiv al relaxarii izovolumice a cordului (faza cea mai energodependenta a relaxarii diastolice)
in procesul de adaptare a acestuia la declinul returului venos spre inimd am estimat dinamica
comparativa intre loturi a jetului aortic si a valorii -dP/dTmax pe perioada de perfuzie (30 min) a
cordului fara glucoza, sursa principald de energie pentru cordul izolat perfuzat cu solutia Krebs
(tabelul 7).

Tabelul 7. Dinamica jetului aortic si a indicelui -dP/dTmax in perfuzia fira glucoza (MxDS)

Perfuzia cu solutia Krebs fara glucoza, min
0 (initial) | 10 \ 20 \ 30
.. Loturi
Indici “martor | Dx Martor Dx Martor | Dx | Martor | Dx
JA, 21,5+ 12,8+ | 17,5+3,3 | 6,6+2,6* | 8,8+3,8 0 0 0
ml/min 2,6 1,3
Mediana 22 13 18 5 11
P25 19 12 16 45 6
P75 23 14 20 9 12
P <0,001 <0,001
vs initial -18,6% | -48,44% | -58,6%
-dP/ 6710+ | 5045+ 6025+ 4010+ 4670+ | 2780+ | 3480+ | 2075+
dTmax 337 326 367 244 227 176 246 230
Mediana 6825 5225 6085 4020 4700 2885 3545 2135
P25 6640 4780 5760 3850 4520 2615 3295 1890
P75 6960 5275 6220 4235 4820 2895 3670 2285
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
vs initial -10,21% | -20,52% | -30,4% | -45% | -48% | -59%

Nota: JA — jet aortic; -dP/dTmax — velocitatea relaxarii izovolumice (mm Hg/sec);
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Sistarea glucozei din perfuzat a condus la o perturbare rapida si notabild, in deosebi in lotul
cu Dx, a functiei pompd a VS si a relaxdrii izovolumice a cordului. Astfel, deja dupa 10 min de
perfuzie a cordului izolat fara glucoza jetul aortic s-a redus Tn lotul cu Dx cu peste 48%, comparativ
cu decrementul martor numai de 18,6%. Drept urmare, discrepanta JA, identificata initial de
40,47%, s-a majorat pana la 62,3%. Dupa 20 min de perfuzie a cordului izolat fara glucoza inimile
expuse actiunii cardiotoxice a doxorubicinei nu mai puteau asigura jetul aortic, desi presiunea in
estuarul aortei era fixat la nivelul fiziologic (80 cm col.H20). Indicele martor s-a redus cu 58,6%
si s-a estimat la valoarea absoluta medie de 8,8 ml/min. Evident, ca dupa 30 min de perfuzie fara
glucoza si in lotul martor jetul aortic a fost egal cu zero.

Declinul velocitatii relaxdrii izovolumice a cordului a fost corelativ cu deprecierea jetului
aortic, fapt ce confirma incd o data rolul important al acestei faze in reglarea functiei pompd a VS.
Cardiotoxicitatea Dx a excelat printr-o reducere mai evidenta a valorii -dP/dTmax. Dupa 10 min
de perfuzie fara glucoza decrementul indicelui a fost dublu mai mare comparativ cu martor: 20,5%
vs 10,2%, fapt ce a determinat cresterea reculului parametrului de la 24,81% pana la 33,45%.

Dupa 20 minute de perfuzie fara glucoza, cand jetul aortic era in lotul cu Dx egal cu zero,
diferenta velocitatii relaxarii izovolumice a cordului a crescut pana la 40,48% datoritd unui declin
relativ mult mai important al -dP/dTmax versus martor: 45% vs 30,4%.

Aceiasi discrepanta medie de 40% a valorii -dP/dTmax intre loturi s-a mentinut si dupa 30
min de perfuzie a cordului fara glucoza, fapt ce demonstreaza o epuizare totald a rezervelor
energetice ale diastolei si ale functiei pompa.

Asadar, asigurarea compromisa cu energie glicolitica a diastolei poate fi estimata drept un
factor de periclitare a relaxarii diastolice izovolumice in conditii de umplere redusi a VS. In
umplere facilitata (cresterea pre-sarcinii), factorii intrinseci ai miocardului responsabili de cresterea
stiffness-ului diastolic pericliteaza realizarea eficienta a mecanismului Starling si cresterea
corespunzatoare a indicilor functiei pompa.

Filogenetic ventriculul stang este predispus la contractie, iar nativitatea functionald a
fenotipului contractil este guvernatd de genele care asigurd, in primul rand, hipertrofia
cardiomiocitelor In contextul activarii neuroendocrine si cresterii rezistentei vasculare periferice
(eg, in hipertensiunea arteriald). Cu toate aceste, adaptarea activitatii cardiace la cresterea rapida a
rezistentei este o sarcind dificild a VS si impune angrenarea sistemului intrinsec de declansare a

reglarii homeometrice, care clasic are la baza fenomenul von Anrep ce impune stimularea
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contractiei miocardului prin eliberarea locald a norepinefrinei (NE), sustinuta ulterior pe o perioada
scurtd de timp de fenomenul Bowditch (relatia frecventa-fortd). Intrucat reglarea homeometrica
prin entitatea sa conceptuala nu beneficiaza de mecanismul Starling, cresterea fortei de contractie
in efortul cu rezistenta este bazata pe cresterea in sistold a concentratiei ionilor de calciu, iar
asigurarea unui turnover adecvat al acestora 1n sistold-diastold reprezintd un proces
energodependent. Oricare depreciere a contractiei miocardului in efortul cu rezistenta conduce la
declinul functiei de pompa, severitatea careia este in raport direct cu gradul post-sarcinii si,
respectiv, tempoul ei de instalare.

Pe modelul cordului izolat perfuzat in regim de lucru testul de efort cu rezistentd a fost
reprodus prin cresterea presiunii in estuarul aortei de la 80 pand la 120 cm col.H20 1n conditiile
mentinerii constante a PUAS la nivelul de confort fiziologic (ie, 15 cm col.H20). Gradul maxim al
post-sarcinii s-a modelat prin clamparea totald a aortei, iar volumul jetului aortic este pompat in
sistemul coronarian, care dispune de un grad inalt de rezistenta, mai ales daca rigiditatea diastolica
este crescuta.

Rezultatele studiului au aratat, cd cardiotoxicitatea doxorubicinei se manifesta prin afectarea
adaptarii cordului la cresterea rapida a post-sarcinii inerenta presiunii in estuarul aortei de 120 cm
col.H20 (tabelul 8). Cresterea rapida a presiunii aortice pana la nivelul de 120 ¢cm col.H20 a
inrdutatit notabil raportul indicilor intre loturi stabilit in regimul fiziologic de perfuzie. Jetul aortic,
indicele principal care caracterizeaza fezabilitatea adaptarii functiei pompa a cordului izolat in efort
CU post-sarcina s-a micsorat in lotul cu Dx cu 68% mai mult, comparativ cu decrementul martor.
Drept consecinta, decalajul indicelui intre loturi a crescut de la 40,47% pana la 55%. Acest recul
este subclasat doar de JA atestat in efortul cu umplerea minima a VS (71,93%). Reducerea marcata
a jetului aortic a fost cauza principala a micsordrii debitului cardiac, care in varful probei a
consemnat in lotul cu Dx doar 55,82% din valoarea martor. Diferenta debitului cardiac de asemenea
a crescut comparativ cu regimul de perfuzie in confort fiziologic in medie cu 20%: 44,18 vs 36,9%.
Totodata, fluxul coronarian in aceasta proba s-a redus comensurabil cu devierea martor, fapt ce
indica un aspect important si anume, rezistenta in sistemul coronarian in cadrul post-sarcinii de 120

cm col.H20 este mai mica decat presiunea in estuarul aortei in ambele loturi.
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Tabelul 8. Valoarea indicilor functionali ai cordului izolat in post-sarcina crescuta (M+DS)

Indice Lot P

Martor (n=9) Dx (n=9)

Jetul aortic, ml/min 15,8+2 7,1+1,5 (-55% vs martor) <0,001

Mediana (P25-P75) 16 (15-17) 7 (6-8) 3,92E-05

Min-Max (13-19) (5-9)

DC, ml/min 29,2+£3,5 16,3+2,2 (-44,18% vs martor) <0,001

Mediana (P25-P75) 29 (27-32) 17 (14-18) 3,44E-05

Min-Max (24-34) (13-19)

PSVS, mm Hg 182,7+7,4 120,345,2 (-34,2% vs mator) <0,001

Mediana (P25-P75) 181 (179-190) 123 (116-125) 1,72E-08

Min-Max (173-193) (114-126)

Ind. Opie, mm Hg x sec/1000 52,6+3,6 30,1+3,3(-42,8% vs martor) <0,001

Mediana (P25-P75) 52 (50-56) 31 (27-33) 2,62E-06

Min-Max (48-58) (25-34)

Indicele Veragut, 1/sec 158,8+9,2 110,8+7(-30,2% vs martor) <0,001

Mediana (P25-P75) 158 (155-165) 114 (104-115) 4,61E-08

Min-Max (144-173) (103-120)

FCC,1/min 299+7 250£7(-16,4% vs martor) <0,001

Mediana (P25-P75) 299 (296-305) 251 (243-256) 1,17E-07

Min-Max (287-307) (241-260)

PSIVS,mm Hg 85,845,1 39,6+5,2(-53,9% vs martor) <0,001

Mediana (P25-P75) 87 (82-89) 41 (35-44) 1,11E-08

Min-Max (78-92) (32-47)

Nota: DC — debit cardiac; PSVS — presiunea sistolica a ventriculului stang; FCC — frecventa contractiilor
cardiace; PSIVS — presiunea sistolei izotonice a ventriculului stang

Capacitatea VS de a dezvolta in sistola o presiune adecvata cresterii post-sarcinii, indiferent
ca este promovatd de fenomenul Anrep, raspunsul inotrop la actiunea factorilor neuroendocrini sau
mecanismul Bowditch, reprezinta conditia principala a reglarii homeometrice a cordului. Presiunea
sistolica a VS este indicatorul cheie al estimarii adaptarii cordului izolat la cresterea post-sarcinii,
care a elevat in ambele loturi, dar incrementul martor a fost net superior: 39,2 mm Hg vs 14,10 mm
Hg. Sporul relativ al indicelui comparativ cu valoarea lui inregistratd in regimul fiziologic de
perfuzie a fost in lotul cu Dx dublu depreciat: 14 vs 28%. Astfel, in varful probei decalajul PSVS
fatd de martor a crescut de la 25,99% pana la 34,2%.

Deprecierea contractiei miocardului Tn majorarea post-sarcinii s-a manifestat in impactul
cardiotoxic al Dx si prin reducerea marcatd a presiunii sistolice izotonice, deci a presiunii care
asigurd ejectia perfuzatului in tubul aortic. Diferenta a atins in varful probei 53,9% (39,6%7,7 vs

85,8+6,5 mm Hg) si astfel s-a corelat veritabil cu declinul jetului aortic egal cu 55%. In conditii
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clinice presiunea sistolei izotonice nu poate fi estimatd prin metoda de ecocardiografie, de aceea
functia sistolicd a VS in cadrul hemodinamicii centrale poate fi apreciata doar prin PSVS si timpul
de accelerare a contractiei sistolice. In plan fiziopatologic presiunea sistolei izotonice influenteaza
in mod concludent si in proportie inversa timpul de ejectie, care la randul lui este o variabila
importanta a indicelui Tei, recunoscut drept un indice de evaluare incipienta a disfunctiei cardiace.

Remarcabil, ca adaptarea rapida a cordului izolat la cresterea post-sarcinii se realizeaza nu
numai prin elevarea PSVS, dar si pe fondalul majorarii FCC, ceea ce este o paradigma autentica a
fenomenului Bowditch declansat in contiguitate cu fenomenul von Anrep. Frecventa contractiilor
cardiace a crescut cu 5 batai/min in lotul cu Dx si cu 10 bataymin in lotul martor in conditiile cand
decalajul parametrului inainte de reproducerea probei de efort cu rezistenta era semnificativ si
constituia 15,22% sau 39 batai/min. Gradul de crestere a FCC in cadrul efortului hemodinamic este
un indicator veritabil al rezervei functionale a sistolei.

Elevarea PSVS si cresterea FCC sunt elementele cardinale ale interfetei fiziopatologice a
cordului in procesul de adaptare a lui la majorarea rapidd a post-sarcinii si aceasta relatie poate fi
tratatd in plan functional prin indicele Opie, care este produsul dintre PSVS si FCC. Valoarea
acestui parametru deja in regimul fiziologic de perfuzie era semnificativ diminuata in lotul cu Dx,
iar in proba de efort cu rezistentd reculul a crescut incd cu 15%, determinand in varful probei o
diferenta mai mare de 42,8%: 30,1+3,3 vs 52,6+3,6 mm Hg x min/1000.

Un alt indice, care caracterizeazd integral raspunsul cordului izolat la conotatia cresterii
PSVS si FCC 1n efort cu rezistenta este indicele Veragut, acesta avand o relatie cu indici respectivi
in cadrul fazei de contractie izovolumica (presiunea sistolica care corespunde Vvitezei maxime de
contractie). Valoarea indicelui Veragut a crescut in ambele loturi, dar analogic dinamicii PSVS
incrementul lotului cu Dx a fost net diminuat fati de martor: 4 vs 13%. In varful probei decalajul
ntre loturi a crescut pana la 30,2%.

In acest context este importantd dinamica nu numai a velocitatii contractiei izovolumice, dar
si a velocitatii relaxarii izovolumice a cordului, deci: +dP/dTmax si -dP/dTmax. Remarcabil, ca
valoarea decalajului relativ al acestor indici intre loturi pe palierul elevarii graduale a presiunii
aortice se constata la un raport incremental, ambii indici avand o dinamicad ascendenta in cadrul
probei de efort.

Acest fapt indica rolul velocitatii contractiei izovolumice in reglarea homeometrica a

cordului, dar totodata, justifica si aportul fiziopatologic al relaxarii izovolumice. Altfel spus, cordul
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tinde pe parcursul elevarii graduale a presiunii in estuarul aortei sa activeze diastola pentru a
asigura un volum de umplere mai mare a VS la mentinerea returului venos constant spre inima
pentru a utiliza relatia lungime-forta, care este parghia intrinsecd cea mai slab dependenta de
aprovizionarea energeticd a miocardului. Luand in vedere caracterul dinamicii +dP/dTmax si -
dP/dTmax Tn loturi trebuie de mentionat ca aceasta legitate este relevanta si pentru ADC si poate
deci fi estimata drept un mecanism compensator de adaptare a cordului in efort cu rezistenta, desi
rata de crestere a acestor parametrii este subiacenta lotului martor.

Cresterea PSVS pe fundalul elevarii presiunii aortice se datoreaza cresterii presiunii intra-
coronariene, aceasta din urmd avand, dupd cum se stie, o influenta detrimentald asupra functiei
lusitrope a miocardului. Tn efortul de rezistenta reprodus prin clamparea aortei diferenta FC, PSVS
si a PTDVS intre ADC si martor a fost maximala (tabelul 9).

Tabelul 9. Valoarea indicilor functionali ai cordului in clamparea aortei (M+DS)

Indice Lot Presiunea in estuarul aortic
Pani la clampare Clamparea aortei
FC, Martor, n=9 15,8+1,6 28,216,5
ml/min Me (P25-P75) 16 (15-16) 28 (25-31)
(M£DS) Min-Max 13-18 24-33
Dx, n=9 11,1+2,9 (-29,75% vs martor) | 16,5+3,7 (-41,5% vs martor)
Me (P25-P75) 12 (11-13) 16 (14-19)
Min-Max 6-14 12-22
p =0,009078 = 0,00055
PSVS, Martor, n=9 142,3+5,3 181,8+6,6
mm/Hg Me (P25-P75) 143 (138-145) 181 (176-186)
(M£DS) Min-Max 135-150 174-192
Dx, n=9 107,5%3,9 (-24,46% vs martor) | 123,3+5,2(-32% vs martor)
Me (P25-P75) 108 (104-110) 123 (120-126)
Min-Max 102-113 117-132
P <0,001 (4,36E-07) <0,001 (5,4E-10)
PTDVS, Martor, n=9 4,8+0,7 6,70,7
mm/Hg Me (P25-P75) 5 (4,4-5,4) 6,9 (6,3-7,3)
(M£DS) Min-Max 3,8-5,6 5,5-7,8
Dx, n=9 12,1+0,6 (+152% vs martor) | 19,4+0,8 (+190% vs martor)
Me (P25-P75) 12 (11,6-12,6) 19,4 (18,8-20,1)
Min-Max 11,4-13 18,2-20,6
P <0,001 (2,8E-09) <0,001 (1,2E-09)

Nota: FC — fluxul coronarian; PSVS — presiunea sistolica a ventriculului stang; PTDVS - presiunea
telediastolica a ventriculului stang.

61



Entitatea acestei probe de efort consta in faptul ca tot volumul de perfuzat este pompat de
ventriculul stang in sistemul coronarian, iar valoarea fluxului coronarian reprezinta, astfel, indicele
principal de estimare. Fezabilitatea functionald a cordului izolat in cadrul efortului maxim este
dependenta de 3 factori cheie:

e Complianta sistemului coronarian la noima reactivitatii vasculare dependente de flux si de
endoteliul vascular.

e Complianta diastolica, care trebuie sa asigure o relaxare adecvata a miocardului in conditii
cand volumul de perfuzie coronariana creste, iar pe de alta parte ascensiunea rigiditatii
diastolice impuse sd nu limiteze viteza volumetrica a FC.

e C(Capacitatea contractild a miocardului necesard pompdrii perfuzatului in sistemul
coronarian, care dispune de o rezistentd periferica in crestere odata cu realizarea sistolei
cardiace si, totodata, este direct dependenta de stiffness-ul diastolic.

Valoarea fluxului coronarian in varful probei de efort maxim este semnificativ mai mic cu
41,5% 1n lotul cu Dx comparativ cu indicele martor. Acest decalaj rezultd din incrementul redus al
FC fatd de parametrul estimat inaintea clamparii aortei: 49% vs 79% 1in lotul martor. Respectiv,
decalajul initial de 29,75% intre loturi s-a majorat pana la 41,5%.

Reducerea perfuziei coronariene mediata de impactul cardiotoxic al Dx este in efortul cu
clamparea aortei, potrivit datelor obtinute, legatd pe o parte de deprecierea functiei contractile a
miocardului, iar pe de altd parte de rigiditatea diastolica crescuta.

In primul rand, valoarea initiald crescuti a stiffness-ului diastolic compromite ascensiunea
FC 1n cadrul probei, sustenabilitatea acestui fenomen fiind determinata si de elevarea mult mai
importanta a presiunii telediastolice a VS. Astfel, PTDVS a crescut cu 61%, ceea ce este cu peste
50% mai concludent fatd de sporul martor, estimat al cota de 40%. Drept consecinta, decalajul
initial al PTDVS de 152% s-a majorat in varful probei pana al 190%.

Valori crescute ale PTDVS pe fondalul majorarii vitezei volumetrice a FC indica asupra unei
rezistente coronariene mai mari, care necesitd o activare mai concludentd a contractiei sistolice
tradusa prin elevarea PSVS. Cresterea presiunii VS dezvoltata in sistola a fost in lotul cu Dx notabil
mai slaba: 15,8 vs 39,5 mm Hg in lotul martor. Diferenta initiald de 24,46% a crescut pana la 32%
n varful probei cu clamparea aortei.

Asadar, proba cu rezistenta maxima a evidentiat particularitati functionale importante ale

cardiotoxicitatii doxorubicinei: (1) rigiditatea diastolica crescuta pericliteazd complianta

62



coronariana si reduce perfuzia coronariana si (2) cresterea vitezei volumetrice a fluxului coronarian
exacerbeaza relaxarea diastolici a miocardului. In acest context este conceptual importanti
reactivitatea functiei lusitrope a cordului in conditiile elevarii presiunii coronariene, reprodusa in
cercetarea noastra prin cresterea presiunii estuarului aortei de la 80 cm col.H20 (nivelul bazal) pana
la 120 cm col.H20 pe fondalul valorii initiale a PTDVS (14 mm Hg) a cordului izolat izovolumic

egald in ambele loturi (tabelul 10).

Tabelul 10. PTDVS in cresterea presiunii coronariene a cordului izolat izovolumic (M£DS)

Presiunea coronariana a cordului izolat izovolumic (cm col. H2O)
Lot
80 100 120
Martor (n=9) (M+DS) 14 15,6+2,2 16,3+1,4
Mediana (P25-P75) 16 (14-17) 16,6 (15,8-17,2)
Min-Max 12-19 13,6-18
Dx (n=9) (M£DS) 14 18,3+1,1 (+18% vs martor) 19,8+2 (+22% vs martor)
Mediana (P25-P75) 18 (17,6-19,5) 19,2 (18,3-21,7)
Min-Max 16,8-20 17,4-22,8
p 0,009823 0,004009

Nota: PTDVS - presiunea telediastolica a ventriculului stang; DX — lotul cu doxorubicina.

Aceastd proba de efort se referd la legitatea presiune coronariana-compliantd diastolica si
este un test veritabil in aprecierea fezabilitatii functiei lusitrope a cordului prin dinamica presiunii
telediastolice a VS.

Rezultatele obtinute au aratat, ca elevarea presiunii de perfuzie retrogradd a cordului
izovolumic deja cu 25% (de la 80 pana la 100 cm col.H20) a condus in lotul cu Dx la o crestere a
PTDVS mai mare cu 159% fata de martor: 31% vs 12%. Astfel, apare un decalaj semnificativ al
indicelui intre loturi de 18%: 18,3+1,1 vs 15,6+2,2 mm Hg.

Elevarea presiunii coronariene cu 50% (de la 80 pana la 120 cm col.H20) a determinat
majorarea PTDVS cu 41%, comparativ cu incrementul indicelui martor de 17%, iar decalajul
parametrului intre loturi a atins cota de 22%: 19,842 vs 16,3+1,4 mm Hg.

Asadar, cardiotoxicitatea Dx exceleaza cert prin periclitarea diastolei, fapt dovedit in cadrul
probelor de efort hemodinamic, reproduse pe cordul izolat perfuzat in regim de lucru (eg, umplerea
minimald a VS, inclusiv in conditia de excludere a glucozei din perfuzat, clamparea aortei) si cordul
izolat izovolumic (eg, relatia volum telediastolic-presiune telediastolica si relatia presiune

coronariand-presiune telediastolica a VS).
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Un impact sever asupra calitatii diastolei este impus in conditii de ischemie acutd a
miocardului promovat imprimis prin actiunea penuriei energetice si acidozei, iar in ischemia
cronica prin remodelarea MEC, in primul rand, activarea fibroblastelor si sinteza exagerata de
colagen fibrilar de tip I si de tip III.

Impactul ischemic acut poate fi reprodus in vitro prin sistarea subtotald sau totala a perfuziei
coronariene a cordului izolat izovolumic. Pentru estimarea tolerantei cordului la ischemie am
modelat ischemia totald sau globald pe o perioada de 30 min, utilizind drept predictor dinamica
PTDVS, valoarea initiald a careia a fost egald in loturi si calibrata la nivelul de 14 mm Hg. Totodata,
este de mentionat ca impactul ischemiei subtotale sau totale este sustinut si agravat in reperfuzie
(redresarea partiald sau completd a perfuziei coronariene), astfel ca semnificatia fiziopatologica a
ischemiei si reperfuziei este consemnata in entitatea de impact ischemie-reperfuzie sau sindromul
ischemie-reperfuzie (autentic in toate organele vitale). Presiunea telediastolica si presiunea
sistolica a VS sunt predictori importanti privind estimarea fezabilitatii cordului de restabilire a
activitdtii functionale in reperfuzie, care este compromisa prin instalarea excesului de calciu in
cardiomiocite pe fondalul deficitului energetic, acidozei, stresului oxidativ, precum si a raspunsului
inflamator iminent.

In cercetarea noastra reperfuzia a fost reprodusi prin restabilirea completi a perfuziei
coronariene fara recirculatie la nivelul de pana la ischemie, deci 80 cm col.H.0O, iar indicii PTDVS
s1 PSVS au fost evaluati la diferite perioade ale reperfuziei cu durata totala de 45 min.

Toleranta miocardului la actiunea ischemiei totale, cat si la actiunea reperfuziei a fost
concludent afectata la animalele expuse actiunii cardiotoxice a Dx (tabelul 11).

Deja la o estimare timpurie a impactului ischemic PTDVS in lotul cu Dx a crescut la valori
semnificativ mai mari comparativ cu prototipul martor. Astfel, la min 5 decalajul indicelui intre
loturi constituia 32%, iar la min 10 - 43%. La sfarsitul perioadei de ischemie (min 30) valoarea
PTDVS a crescut de 4,55 ori fata de nivelul pre-ischemic (14 mm Hg), ce este mult peste

incrementul relativ martor egal cu 166%. Decalajul indicelui intre loturi a crescut pana la 53%.
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Tabelul 11. Valoarea PTDVS (mm Hg) a cordului izovolumic in ischemie-reperfuzie

(MzDS)

Lot Ischemie (min) Reperfuzie (min)

5 10 20 30 5 10 30 45
Martor, 16,3+ 27,2+ | 36,2+ | 41,7+ | 36,3t 27,9+ | 20,7+ 14,9+
n=9 1,09 1,6 1,9 6,1 10,7 5,6 4,5 2,5
M+DS
Mediana 16,2 26,3 35,6 44 31 29 18,3 14
P25 15,8 26,1 34,7 37 26 22 17 13
P75 17,5 28,3 38 46 47 32 25,2 17
Min 14,8 25,8 33,8 52 25 20 15,7 12
Max 17,7 30,2 39 59 49 36 26 19
Dx, n=9 21,5+ 38,8+ | 55,6+ 63,7+ | 58,2+ | 46,5+ | 30,6% 22,8+
M+DS 1,3 2,2 2,7 7,4 9,9 7,3 6,9 5,8
Mediana 21,9 38,2 56 64 53 45 29,4 21
P25 20,4 37,3 53 57 51 40 25 18
P75 22,4 40 58 71 70 53 38 29
Min 19,6 36,7 52 55 50 38 22 15,7
Max 23 43 59 74 72 57 40 30
p vs martor | <0,001 | <0,001 | <0,001 | <0,001 | 0,0019 | 0,0021 | 0,0080 | 0,0017

Nota: PTDVS - presiunea telediastolica a ventriculului sting; Dx — lotul cu doxorubicina. p - semnificativ

(p<0,05) vs indicele pre-ischemic.

Perioada de reperfuzie s-a manifestat inteligibil prin micsorarea PTDVS in ambele loturi,
dar cardiotoxicitatea Dx s-a impus printr-o reducere mult mai limitata a indicelui, astfel, ca la toate
estimarile cronologice efectuate pe perioada de reperfuzie diferenta era semnificativa. La min 5 al
reperfuziei decalajul PTDVS a constituit 61%, acesta fiind chiar mai mare comparativ decalajul
inerent minutului 30 de ischemie. Declinul estompat al PTDVS in lotul cu Dx a determinat un
decalaj marcant al indicelui de 67% si la min 10 de reperfuzie. Discrepanta devine mai mica la min
30 de reperfuzie, cand indicele a depasi nivelul martor cu 48%.

La finele perioadei de reperfuzie PTDVS martor a atins valoarea medie de 14,9 mm Hg, care
semnificativ nu se deosebea de valoarea initiald, pre-ischemicia (14 mm Hg). in lotul cu
doxorubicind presiunea telediastolica a VS a ramas cu 63% peste nivelul pre-ischemic, iar
comparativ cu indicele martor diferenta a constituit 53%.

Remarcabil, ca incrementul relativ al PTDVS in afectarea doxorubicinica fatd de martor la
sfarsitul ischemiei (53,4%) a fost practic egal cu decalajul indicelui decelat la sfarsitul reperfuziei,

53,1% (figura 9). Aceasta similitudine indica asupra afectarii iIn masura echidistanta a rezistentei
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miocardului la ischemie si capacitatii cordului de recuperare a functiei lusitrope 1n conditiile

redresarii totale a fluxului coronarian.
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Figura 9. Dinamica PTDVS (mm Hg) in ischemie si reperfuzie in ambele loturi

Prin urmare, contractura ischemica a miocardului, estimatd dupa valoarea PTDVS, este la
animalele expuse la actiunea cardiotoxicd a Dx veritabil mai mare, fapt ce este in contiguitate cu
dinamica indicelui cordului izolat perfuzat in conditii de deficit energetic prin excluderea glucozei
din solutia Krebs. Sub acest aspect, putem aduce la apel incompetenta sistemelor intrinseci de
control al homeostaziei calciului in cardiomiocite, dat fiind ca excesul cationului reprezinta
mecanismul principal al contracturii ischemice a miocardului, precum si a perturbarii diastolei in
carenta energetica.

Episoadele de ischemie repetate sunt o conditie de instalare a miocardului siderat, precum si
a miocardului hibernat. Reperfuzia miocardului naturala sau indusa de remedii coronarodilatatoare
poate fi asociata de o redresare completa a functiei contractile (eg, miocardul siderat) sau restabilire
incompletd, fapt ce se va manifesta prin paternele de disfunctie contractila (eg, hipokinezie,
diskinezie, akinezie), mai ales dacd prin durata cumulativd mare a ischemiei s-a extins spatiul
fibrozei reactive a miocardului.

Astfel, fezabilitatea restabilirii contractiei sistolice a miocardului in perioada de reperfuzie
este un indiciu de valoare privind asigurarea adecvata a functiei pompa. Afectiunea doxorubicinica

se caracterizeaza printr-o marja limitata de restabilire a PSVS (tabelul 12).
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Tabelul 12. Dinamica PSVS (mm Hg) a cordului izovolumic in reperfuzie (M£DS)

Lot Initial Reperfuzie (min)
(pre-ischemie) 15 25 35 45

Martor, (n=9) 139+10 74+8,3 92+10 103+17,7 12510
Me (P25-P75) | 141 (128-147) | 71(68-81) | 94 (83-101) | 113(84-117) | 121 (119-134)
Min-Max 125-149 65-87 80-106 78-120 112-139
Dx, (n=9) 96+9 52+11 61+10 73+13 81,5+8,8
Me (P25-P75) 94 (98-05) 50 (45-62) | 57 (63-69) 65 (62-87) 83 (72-89)
Min-Max 85-108 34-67 49-76 60-90 71-94
p vs martor <0,001 0,003 0,0005 0,00166 <0,001

Nota: PSVS - presiunea sistolica a ventriculului stang; Dx — lotul cu doxorubicina

Valoarea reculului PSVS in ADC fatd de martor stabilitd la min 15 de reperfuzie creste

progresiv pana la min 45 de reperfuzie: de la 22 mm Hg pana la 43,5 mm Hg (figura 10).
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Figura 10. Dinamica PSVS (mm Hg) a cordului izovolumic in reperfuzie (M+DS)

La al 45-lea min de reperfuzie valoarca PSVS ramane semnificativ superioara valorii pre-

ischemice cu 15% si se estimeazad subiacent nivelului martor cu 35,2%. Acesta din urma insa a

atins un nivel, fara discrepanta semnificativa, comparativ cu nivelul pre-ischemic.
Un decalaj similar privind PSVS intre loturi pe perioada de reperfuzie s-a decelat si la al 25-

lea min, cand indicele lotului cu Dx constituia doar 67% din indicele martor. Plauzibil de admis,

ca in perioada tardiva de reperfuzie cuprinsa intre 25-45 min, impactul excesului de calciu si al

paradoxului de oxigen (ie, activarea stresului oxigen) se promoveaza la cote maxime.
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3.2. Raspunsul inotrop al cordului izolat la actiunea stimulilor naturali

Inotropismul miocardic reprezintd in conceptul clasic proprietatea cordului de a raspunde
prin modificarea fortei de contractie in sistola la actiunea deferitor stimuli naturali (sau endogeni)
si exogeni (eg, remedii farmacologice) in contiguitate cu modificarea frecventei contractiilor
cardiace. Dacd aceste performante cresc, atunci se relateazd despre efect inotrop pozitiv si,
respectiv, efect cronotrop pozitiv. In cadrul relatiei inverse se noteaza efect negativ, deci
micsorarea valorii PSVS in varful stimularii cordului, asociata cu reducerea parametrilor functiei
de pompa. Important de mentionat, cd raspunsul inotrop negativ al miocardului poate avea un
caracter reversibil in conditiile cand se asigurd un reviriment functional al cordului la conotatia
masurilor de cardioprotectie sau de corectare a performantelor contractile si diastolice ale cordului
afectat. Elementul cheie intracelular al inotropismului miocardic este reprezentat de fenomenul
turnover-ului calciului ,,diastola-sistola”, astfel, ca oricare stimul endogen sau exogen care conduce
la cresterea concentratiei calciului in sarcoplasma pe perioada sistolei cordului determina efect
inotrop pozitiv, acompaniat de sporul volumului bataie si, respectiv, a debitului cardiac.

1n reglarea homeostaziei sistemului cardiovascular un rol deosebit 1l au stimulii naturali ce
induc efect inotrop pozitiv, printre care in mod deosebit se anuntd catecolaminele, angiotensina 11
(Ang I1) si endotelina 1 (ET-1). Acesti factori neuroendocrini promoveaza realizarea efortului fizic
si mintal la noima reactivitatii cardiovasculare, iar in plan fiziopatologic meritd o atentie deosebita
data fiind elevarea nivelurilor lor circulante odata cu declansarea insuficientei cardiace (IC). Mai
mult decét atét, severitatea IC este in raport direct cu continutul seric al acestor factori, considerati
drept predictor veritabil al prognosticului evolutiei clinice si functionale a pacientului cu IC de
oricare origine.

Sub acest aspect am estimat caracterul raspunsului inotrop al cordului izolat perfuzat in regim
de lucru la administrarea norepinefrinei (NE), Ang II si ET-1 in concentratie de 107M, considerata
in conditii in vitro drept fiziologica.

Pentru aprecierea fezabilitatii raspunsului inotrop al cordului izolat au fost angrenati mai
multi indici functionali ai ventriculului stang (VS), printre care obligatoriu: presiunea sistolica a
VS (PSVS), debitul cardiac (DC) si frecventa contractiilor cardiace (FCC).

Actiunea norepinefrinei s-a impus in lotul cu Dx prin efect inotrop pozitiv si efect cronotrop

pozitiv (tabelul 13).
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Tabelul 13. Efectele norepinefrinei asupra indicilor functionali ai cordului izolat (M£DS)

Indice Lot Initial NE (107 M)
PSVS, Martor 142,8+8,6 186,8+10 (+30,8% vs initial)
mm Hg Me (P25-P75) 146 (135-150) 182 (180-196)
Min-Max 132-153 174-200
Dx 105,7+11,4 109,713 (+3,8% vs initial)
Me (P25-P75) 112 (94-115) 118 (104-120)
Min-Max 92-119 88-122
P <0,001 <0,001
FCC, Martor 285+8,5 30949 (+8,4% vs initial)
1/min Me (P25-P75) 289 (280-290) 313 (301-317)
Min-Max 268-295 295-319
Dx 244+9,8 272+9,5 (+11,5% vs initial)
Me (P25-P75) 241 (237-256) 269 (265-282)
Min-Max 233-258 261-287
P <0,001 <0,001
DC, Martor 36,7+2,4 45,3+3,8 (+23,4% vs initial)
ml/min Me (P25-P75) 36 (35-39) 47 (42-48)
Min-Max 33-40 40-50
Dx 22,7+3,9 26,34 (+15,9% vs initial)
Me (P25-P75) 23 (20-25) 26 (24-28)
Min-Max 16-29 19-33
P <0,001 <0,001

Nota: PSVS — presiunea sistolica a ventriculului stdng; FCC — frecventa contractiilor cardiace; DC- debitul
cardiac.

Analiza caracterului raspunsului cardiac evidentiazd fenomenul de disociere a efectului
inotrop si cronotrop la noima ratei de crestere a contractilitatii miocardului si a ritmului cardiac.
Astfel, efectul cronotrop a fost similar modificarii FCC martor in varful stimularii, incrementul
parametrului fiind de 28 bat/min (11,5%) si, respectiv, 24 bat/min ( 8,4%). In acelasi timp sporul
PSVS a fost mult mai mic decat incrementul martor: 4 mm Hg (3,8%) vs 44 mm Hg (30,8%).

Desi efectul cronotrop al cordului la actiunea NE s-a stabilit in lotul cu Dx chiar la un nivel
mai superior in raport cu cel martor, sporul debitului cardiac a fost mult inferior. Drept dovada,
este de mentionat cresterea DC in varful stimularii simpatice a cordului cu 3,6 ml/min (15,9%)
comparativ cu incrementul martor de 8,6 ml/min (23,4%). Astfel, diferenta initiala a debitului
cardiac de 38% a crescut pana la 42% in varful stimularii si aceastd depreciere evident se datoreaza
ineficientei raspunsului inotrop. Norepinefrina eliberata de terminatiunile simpatice
intramiocardice este categoric importantd pentru cord in vederea promovarii fenomenului von

Anrep 1n cadrul adaptarii la efort cu rezistentd, actiunea bioaminei fiind mediata preponderent de
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receptorii adrenergici beta-1 atriali (in primul rand expresati pe celule cardiace din nodul sino-
atrial) si receptorii adrenergici beta-1 ventriculari. Efectul cronotorp pozitiv al NE a fost pastrat,
iar diminuarea efectului inotrop pozitiv poate fi determinata de micsorarea expresiei receptorilor
adrenergici beta-1 ventriculari si/sau de incapacitatea cardiomiocitelor de a controla turnover-ul
calciului activat pe fondalul unei adanciri a carentei energetice la stimularea simpatica. Micsorarea
expresiei receptorilor adrenergici beta-1 ventriculari este cunoscuta in IC drept o consecinta a
,feed-back”-ului negativ al acestora in conditiile activarii simpatic-adrenergice ca o componenta
cheie a activarii neuroendocrine declansata de hipoperfuzia tesuturilor periferice si a organelor
vitale. La administrarea blocantelor beta-adrenergice, dimpotriva, expresia receptorii adrenergici
beta-1 ventriculari creste, inclusiv pe fondalul elevarii nivelurilor catecolaminelor, si acest
fenomen este o cauza importanta a sistarii treptate dupa diferite indicatii a tratamentului pentru a
evita repercusiunile activarii unui numar majorat de receptori beta-1 cardiaci.

Deci, disocierea efectului inotrop si cronotrop la actiunea NE este o particularitate
importantd a inotropismului miocardic in cardiotoxicitatea doxorubicinei si poate fi un mecanism
important in perturbarea adaptarii cordului la cresterea rapida a rezistentei periferice. Cu toate
acestea, mentinerea raspunsului cronotrop poate fi un mecanism important in promovarea
fenomenului Bowditch la cresterea rapida a post-sarcinii, cand stimularea receptorii mecanici
intramurali in conditii de incordare a miocardului va conduce la eliberari marcante ale NE.

Efectele Ang Il asupra cordului au fost mai atenuate in ambele loturi, atat la noima efectului

inotrop, cét si a raspunsului cronotrop (tabelul 14).
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Tabelul 14. Efectele Ang Il asupra indicilor functionali ai cordului izolat (M£DS)

Indice Lot Initial Ang Il
PSVS, Martor 143,3+6,1 158,545,3 (+11% vs initial)
mm Hg Me (P25-P75) 147 (138-148) 159 (155-162)
Min-Max 136-150 150-167
Dx 106,2+9,4 109,1+12,9 (+3% vs initial)
Me (P25-P75) 112 (97-113) 117 (104-119)
Min-Max 95-117 88-122
P <0,001 <0,001
FCC, Martor 286+9 300+£6,5 (+5% vs initial)
1/min Me (P25-P75) 289 (280-292) 299 (298-302)
Min-Max 268-295 288-310
Dx 245+9,3 255+6,8 (+4% vs initial)
Me (P25-P75) 242 (237-256) 254 (250-261)
Min-Max 235-258 247-265
P <0,001 <0,001
DC, Martor 36,8+1,8 42,7+2,6 (+16% vs initial)
ml/min Me (P25-P75) 37 (35-38) 43 (40-44)
Min-Max 34-39 39-46
Dx 22,9+1,9 25,1+2,2 (+10% vs initial)
Me (P25-P75) 23 (22-24) 25 (24-26)
Min-Max 20-25 22-28
P <0,001 <0,001
Nota: Ang Il — angiotensina IlI; PSVS — presiunea sistolica a ventriculului stang; FCC — frecventa

contractiilor cardiace; DC- debitul cardiac.

Particularitatile de baza evidentiate in aceasta proba pot fi descrise in 3 postulate cheie:

1. Sporul PSVS in varful actiunii Ang II este inferior incrementului martor (3 vs 11%), dar
decalajul este, totusi, mai mic comparativ cu stimularea simpatica prin NE a cordului (3,8 vs
30,8%). Deci, efectul inotrop pozitiv al Ang II este pe modelul de cord izolat de sobolan subiacent
efectului indus prin NE. Decalajul PSVS la stimularea cordului cu Ang Il a crescut de la 25,9%
(valoarea initiald sau bazald) pana la 31,2%.

2. Efectul cronotrop in ambele loturi se deceleaza mai slab comparativ cu efectul cronotrop
al NE, dar diferenta potrivit sporului relativ al FCC, este in favoarea paternului martor.

3. Rata cresterii DC in ambele loturi este mai mica fata de incrementul indicelui notat la
stimularea simpaticd a cordului, dar analogic actiunii NE sporul indicelui a fost inferior celui
martor (10 vs 16%), fapt ce a condus la cresterea decalajului in varful probei de la 37,8% péana la

41,2%.
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Cresterea nivelului circulant al Ang II in cadrul evolutiei IC este strans legata de activarea
primara a sistemului simpatic-adrenergic si al sistemului renina-angiotensina-aldosteron.

Actiunea inotropa a ET-1 asupra cordului afectat este slab cunoscuta, dar prezinta un interes
notabil Tn contextul faptului, ca ET-1 este recunoscuta la ora actuala ca cel mai potent agent natural
vasoconstrictor. Actiunea ET-1 s-a manifestat prin particularitéti distincte vizavi de actiunea NE si
a Ang Il (tabelul 15).

Tabelul 15. Efectele ET-1 asupra indicilor functionali ai cordului izolat (M£DS)

Indice Lot Actiunea ET-1 (107 M)
Initial Stimulare
PSVS, Martor 141,7+4,3 177,3+426 (+25,1% vs initial)
mm Hg Me (P25-P75) 141 (138-146) 178 (174-180)
Min-Max 136-147 171-183
Dx 104,9+7,6 95,4+6,6 (-9,1% vs initial)
Me (P25-P75) 110 (97-111) 94 (91-99)
Min-Max 96-112 86-107
P <0,001 <0,001
DC, Martor 36,9+3,3 42,7+4,8 (15,7% vs initial)
ml/min Me (P25-P75) 38 (35-39) 44 (40-45)
Min-Max 31-41 33-49
Dx 23,6+3,9 21,5+4,1 (-9% vs initial)
Me (P25-P75) 25 (22-26) 23 (20-24)
Min-Max 17-28 15-26
P <0,001 <0,001
PTDVS Martor 4,9+0,7 6,1£1,8 (+24,5% vs initial)
mm Hg Me (P25-P75) 5 (4,6-5,4) 6 (4,8-8)
Min-Max 3,6-5,8 4-9
Dx 12,52 17,713 (+41,6% Vs initial)
Me (P25-P75) 12 (11-14) 18 (15-20)
Min-Max 10-16 14-22
P <0,001 <0,001

Nota: ET-1 — endotelina 1; PSVS — presiunea sistolica a ventriculului stang; FCC — frecventa contractiilor
cardiace; DC- debitul cardiac; Dx — lotul cu doxorubicina.

Rezultatele obtinute aduc la apel 3 particularitati importante.

In primul rand, rispunsul inotrop al cordului in afectiunea doxorubicinicd este compromis.
Spre deosebire de cordul martor, care s-a manifestat prin efect inotrop pozitiv, data fiind cresterea
valorii PSVS in varful stimularii cu 25,1%, in lotul Dx PSVS s-a redus cu 9,1%, ceea ce

consemneaza efectul inotrop negativ. Drept urmare, debitul cardiac a crescut in cazul efectului
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inotrop pozitiv cu 15,7%, iar deprecierea DC fata de valoarea initiald cu 9% este inerenta efectului
inotrop negativ.

Tn al doilea rand, ET-1 a crescut rigiditatea diastolici in ambele loturi, fapt ce ar fi o
repercusiune iminenta efectului oligopeptidului de a creste concentratia de calciu 1n cardiomiocit,
dar spre deosebire de catecolamine nu stimuleaza analogic functia lusitropa a miocardului. Totusi,
in lotul cu Dx valoarea PTDVS a crescut mai considerabil 1n varful stimulérii, cu circa 70% mai
mult comparativ cu incrementul martor: 41,6% vs 24,5%.

In al treilea rand, pentru actiunea ET-1 nu este caracteristic un efect cronotrop notabil, iar
FCC a crescut pana la 4,6% fata de nivelul initial, atat in lotul martor, cat si in lotul cu Dx. Efectele
detrimentale ale ET-1 s-au manifestat in mod deosebit in contextul adaptarii cordului la efort cu
volum si rezistenta, precedata de actiunea oligopeptidului, intrucat ambele probe solicita de la
miocard angrenarea parghiilor intrinseci ale capacitatii de contractie si relaxare.

Odata ce ET-1 pericliteaza relaxarea diastolica a cordului Tn lotul animalelor expuse
impactului cardiotoxic al Dx este conceptual importanta actiunea ET-1 asupra capacitatii de
adaptare a cordului la efort cu volum si rezistentd, care dupa cum s-a demonstrat mai sus, este
compromisi. Pretratarea cordului cu ET-1 (107 M) a afectat pregnant functia de pompi a cordului
izolat 1n conditii de reducerea presiunii de umplere a atriului stdng pana la valoarea minima egala

cu 5 cm col.H2O (tabelul 16).

Tabelul 16. Efectul ET-1 asupra adaptarii cordului izolat la efort cu volum minimal (M+DS)

Indice Initial: efort cu volum fiara ET-1 | Efort cu volum precedat de ET-1
Martor Dx Martor Dx
JA, ml/min 5,7+0,7 1,6+0,33 4,1+0,5 0
Me (P25-P75) 5,7 (5-5,8) 1,5 (1,4-1,7) 4,1 (4,3-4,5)
Min-Max 4,7-6,8 1,2-2,2 3,4-5,2
p vs martor p<0,001
PPDVS, mm Hg 0,22+0,03 0,48+0,06 0,27+0,03 0,69+0,05
Me (P25-P75) 0,23 (0,19-0,24) | 0,44 (0,40-0,45) | 0,28 (0,25-0,3) | 0,69 (0,66-0,72)
Min-Max 0,18-0,25 0,42-0,58 0,22-0,32 0,62-0,77
+44% vs initial
+23% vs initial | +156% vs martor

p vs martor p<0,001 p<0,001

Nota: ET-1 —endotelina 1; JA — jetul aortic; PPDVS — presiunea protodiastolica a ventriculului stang, DX —
lotul cu doxorubicina.
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Jetul aortic in lotul cu Dx nu a mai fost asigurat de catre VS in conditiile de perfuzie a codului
izolat in regim fiziologic. Sub acest aspect trebuie de mentionat, ca ET-1 a crescut presiunea
protodiastolica a VS mult mai esential fata de martor: 44 vs 23%. Decalajul indicelui intre loturi a
crescut cu 31%: de la 119% péana la 156%.

ET-1 actioneazd nefavorabil asupra functiei pompa si relaxarii diastolice, ce s-a stabilit si In
cadrul probei de efort cu volum de umplere majorat a VS. Astfel, pretratarea cordului izolat cu ET-

1 aredus rata de crestere a DC in conditiile cresterii presiunii atriului stang pana la valoarea maxima

de 25 cm col.H20 (tabelul 17).

Tabelul 17. Efectul ET-1 asupra adaptarii cordului izolat la efort cu volum maximal

(M£DS)
Indice Initial: efort cu volum fira ET-1 Efort cu volum precedat de ET-1
Martor Dx Martor Dx
DC, ml/min 54,4+3,6 32,529 51,3+4,2 28,6+2,6
Me (P25-P75) 56 (50-59) 32 (29-34) 52 (48-56) 27 (26-30)
Min-Max 49-60 26-45 45-56 24-42
p <0,001 <0,001
PTDVS, 6,8+0,52 19,7+2,9 7,50,7 24,8+3,4
Me (P25-P75) 6,7 (6,2-7,3) | 21,2 (17,3-22,3) 7,7 (7-8) 24 (23-28)
Min-max 5,8-7,8 15,6-22,9 6,5-8,5 20-29
p <0,001 <0,001

Nota: ET-1 — endotelina 1; DC - debitul cardiac; PTDVS — presiunea telediastolica a ventriculului stang;
Dx — lotul cu doxorubicina

In proba de efort cu cresterea volumului de umplere a VS debitul cardiac si PTDVS sunt
indicii principali de estimare a fezabilitatii functionale privind adaptarea cordului. Potrivit entitatii
fiziologice a probei cu volum valoarea acestor indici a crescut in ambele loturi. Astfel, DC a crescut
in lotul martor cu 47,43%, iar in lotul cu Dx rata incrementului a fost mai mica, constituind 37,71%.
Pe de alta parte, elevarea PTDVS martor a masurat 38,78%, aceasta fiind considerabil mai mare in
afectarea doxorubicinica — 54,4%, fapt ce indica asupra capacitatii relaxarii diastolice depreciate.
Pe fondul pretratarii cu ET-1 raspunsul cordului a fost mai limitat, cu precadere in lotul cu Dx.
Rata cresterii DC s-a redus cu 43,8% (de la 37,71 pana la 21,19%), pe cand in lotul martor ea a
urmat un declin numai de 17,73% (de la 47,43% pana la 39,02%). Acest fenomen este determinat
de alterarea mai pronuntata a diastolei de catre ET-1 Tn lotul cu DX, deoarece PTDVS a elevat cu

98,4%, pe cand n lotul martor sporul indicelui a constituit 53,06%. Drept consecinta valoarea
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absoluta medie a PTDVS in afectarea doxorubicinica a devenit de circa 3,3 ori mai mare

comparativ cu cea din lotul martor (24,8 vs 7,5 mm Hg).

Asadar, ET-1 afecteaza si mai evident adaptarea cordului izolat in lotul cu Dx la efort cu
volum minimal si maximal, iar un mecanism notabil n acest sens este exacerbarea diastolei,
atestatd prin cresterea in varful probelor de efort a presiunii protodiastolice si a presiunii
telediastolice a VS. Actiunea stimulatorie a ET-1 asupra cordului este determinata cu precadere de
cresterea influxului de calciu in cardiomiocite pe fondalul activarii receptorilor ETA expresati pe
sarcolemd. Incompetenta sistemelor de control al turnover-ului calciului in sistola-diastola,
datorata in primul rand deficitului energetic, fapt dovedit si in cadrul perfuziei cordului izolat fara
glucoza, devine si mai concludentd la actiunea ET-1, conducand efectiv la acumularea intracelulara
excesiva a cationilor in diastold. Pentru a decanta conexiunea intre ET-1 si calciu am evaluat
comparativ caracterul modificarii PTDVS la stimularile respective ale cordului izolat perfuzat in

regim fiziologic (tabelul 18).

Tabelul 18. Modificarea PTDVS la actiunea ET-1 si a surplusului de calciu (M+DS)

Lot ET-1(107 M) Calciu (3,0 mM)
Initial Varf Initial Varf

Martor (n=9) 4,9+0,7 6,1+1,8 4,8+0,7 6,9+0,9
Me (P25-P75) 5 (4,6-5,4) 6 (4,8-8) 5(4,4-5,3) 7 (6,1-8)
Min-Max 3,6-5,8 4,0-9,0 3,8-6,0 5,5-8

+24,5% vs initial +44% vs initial
Dx (n=9) 12,52 17,7+3 12,4+0,8 21,2426
Me (P25-P75) 12 (11-14) 18 (15-20) 12,5 (12-13) 20 (19-24)
Min-Max 10-16 14-22 11-13,2 18-25

+41,6% vs initial +71% vs initial
P <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Nota: ET-1 — endotelina 1; PTDVS — presiunea telediastolica a ventriculului stang; Dx — lotul cu
doxorubicina.

Important de mentionat, ca proba Cu calciu reprodusa prin majorarea concentratiei cationului
pana la 3,0 mM a condus la elevarea PTDV'S 1n ambele loturi, dar sporul relativ a fost mai pronuntat
in lotul cu Dx: 71 vs 44%. Ca consecintd, valoarea indicelui in varful stimulirii cu Ca®* a
demonstrat un decalaj fatd de martor mai mare cu 31% comparativ cu diferenta estimata initial,

deci Tnaintea probei: 208 vs 159%.
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Astfel, inducerea unei incarcaturi excesive de calciu a demonstrat pe o parte rolul acesteia in
afectarea diastolei, cat si rolul actiunii negative a ET-1 asupra functiei lusitrope a cordului, iar pe
de alta parte ineficienta pompelor ionice instalata sub impactul cardiotoxic al Dx.

Endotelina 1 este, totusi, un factor cu efect inotrop pozitiv, fapt demonstrat in lotul martor
prin cresterea presiunii sistolice a VS cu 25,1% in varful actiunii oligopeptidului, aceasta fiind
asociatd de majorarea debitului cardiac cu 15,7%. Odata ce actiunea nemijlocita a ET-1 a produs
efect inotrop negativ a cordului in lotul cu Dx, este important de a evidentia daca preconditionarea
cu ET-1 va influenta adaptarea ulterioara a cordului la efort cu rezistenta.

Pretratarea cordului cu ET-1 a compromis esential capacitatea de adaptare a cordului izolat
perfuzat in conditiile elevarii rapide a rezistentei periferice prin cresterea presiunii in estuarul aortei

pand la 120 mm Hg (tabelul 19).

Tabelul 19. Efectul ET-1 asupra adaptarii cordului izolat la efort cu rezistenta (M+DS)

Indice Efort cu rezistenta fara ET-1 Efort cu rezistenta precedat de ET-1
Martor (n=9) Dx (n=9) Martor (n=9) Dx (n=9)
PSVS, 176,4+7,1 126,3+5,12 172,8+5,4 111,57
Me (P25-P75) 174 (171-181) 127 (122-130) 173 (168-177) 110 (106-119)
Min-Max 167-188 118-133 166-180 103-120
+22,9%vs initial | +20,4%vs initial | +20,4%vs initial | +6,3%vs initial
p <0,001 <0,001
DC, 29,2429 16,3+3,4 25,4424 11,4+2.8
Me (P25-P75) 30 (27-31) 17 (16-19) 25 (24-27,4) 11 (9-13)
Min-Max 25-30 11-21 22-29 8-16
-21,92%pvs initial | -30,93%pvs initial | -32,08%vs initial | -51,7%vs initial
p 0,001 <0,001

Nota: ET-1 — endotelina 1; PSVS — presiunea sistolicd a ventricului stang; DC — debitul cardiac; initial —
valoarea indicelui atestatd inainte de cresterea rezistentei aortice; DX — lotul cu doxorubicina.

Rata de crestere a PSVS in efortul cu rezistenta fara pretratare cu ET-1 nu s-a manifestat
notabil diferit Intre loturi: (20,4% in lotul cu Dx vs 22,9% martor). Totusi, reculul indicelui atins
n varful probei de efort cu rezistenta a fost semnificativ de 28,4% (126,3£11,5 vs 176,4+11,3 mm
Hg). Céand elevarea presiunii aortice s-a reprodus pe fondalul actiunii ET-1, capacitatea de
contractie a miocardului in lotul cu Dx s-a redus mult mai considerabil. Astfel, rata incrementului
PSVS in lotul martor s-a depreciat de la 22,9% pana la 20,4%, iar in lotul cu Dx — de la 20,42%
pana la 6,29%. Sub acest aspect este de mentionat, cd decalajul valorii absolute a PSVS intre loturi

a crescut de la 28,4% pana la 35,47%.
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Periclitarea capacitatii de contractie sub actiunea ET-1 in lotul cu Dx s-a manifestat prin
diminuarea mult mai insemnata a DC la elevarea presiunii in aortd. Astfel, deprecierea DC in lotul
martor a constituit 32,08%, iar in afectiunea doxorubicinica — 51,7%. Drept urmare debitul cardiac
n lotul cu Dx s-a estimat depreciata cu 55,12% in raport cu indicele martor.

Asadar, actiunea ET-1 s-a manifestat prin efect inotrop negativ in afectiunea doxorubicinica
a cordului si s-a impus prin epuizarea capacitdtii de adaptare a miocardului la efort cu volum si
rezistentd. Mai mult, odata ce si in lotul martor pretratarea cordului izolat cu ET-1 a condus la
diminuarea incrementului PSVS in conditiile presiunii aortice maxime si, respectiv, la cresterea
decrementului debitului cardiac putem aduce la apel faptul, ca ET-1 nu este un element al
homeostaziei cardiace in vederea adaptarii cordului la efort cu rezistenta. Posibil, aportul principal
la aceastd noima a ET-1 in homeostazia circulatorie este determinat de efectul vasoconstrictor
puternic pentru facilitarea mentinerii presiunii de perfuzie a organelor vitale adecvata si potrivita

Unul din stimulii principali de crestere a nivelului circulant al ET-1, prin eliberarea
oligopeptidului din endoteliocite, precum si din rezervele interstitiului miocardic, este micsorarea
stresului hemodinamic iminenta episoadelor de ischemie. In acest context este importanta actiunea
ET-1 asupra contracturii ischemice a miocardului, cat si asupra fezabilitatii restabilirii functiei
lusitrope a cordului pe perioada reperfuziei.

Pretratarea cu ET-1 a cordului izolat izovolumic afectat prin Dx a periclitat mai considerabil,
comparativ cu paternul martor, toleranta miocardului la actiunea ischemiei (30 min) si a reperfuziei

(45 min), atestata prin aprecierea presiunii telediastolice a VS (tabelul 20).
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Tabelul 20. Valoarea PTDVS a cordului izovolumic in ischemie si reperfuzie (M+DS)

Lot Ischemie, 30 min Reperfuzie, 45 min

Devierile ET-1 Devierile ET-1
(%) (%0)

Martor Fara ET-1 41,7+£3,7 14,9+0,9

Me (P25-P75) 40(38-45) 15(14,2-15,7)

Min-Max 38-47 13,7-16

ET-1 + martor 46,6+6,8 +11,8% vs 20,2427 +35,6% vs initial

Me (P25-P75) 48(42-51) initial 20(19-22)

Min-Max 40-53 17-25

Dx Fara ET-1 63,7+5,2 22,8+3

Me (P25-P75) 63(59-69) p<0,001 vs 23(20-26)

Min-Max 58-71 martor 19-26

ET-1+ Dx 77,2+7,8 +21,2% vs 35,745,9 +56,6% vs initial

Me (P25-P75) 79(75-81) initial 38(33-41) p<0,001 vs

Min-Max 59-86 p<0,001 vs martor

martor

Nota: PTDVS — presiunea telediastolica a ventriculului stang; Me- mediana; P25-P75 — percentila 25 si 75;

Dx — Doxorubicina; ET-1 — endotelina 1.

Valoarea PTDVS la min 30 de actiune a ischemiei a crescut in Dx cu 21,2%, daca ischemia

s-a reprodus pe fondalul pretratarii cordului izovolumic cu ET-1. De remarcat, ca in lotul martor

sporul PTDVS in conditii similare a constituit doar 11,8%. Astfel, ET-1a crescut decalajul PTDVS

dintre Dx si martor apreciat la min 30 de actiune a ischemiei de la 52,76% pand la 65,67%.

Totodatd, ET-1 a periclitat restabilirea functionald a miocardului in reperfuzie in ambele loturi data

fiind elevarea PTDVS. Totusi, incrementul indicelui a fost mai mare in lotul cu Dx: 56,6 vs 35,6%.

Drept urmare valoarea PTDVS estimata la min 45 de reperfuzie a crescut in Dx fatad de martor cu

76,73% (incrementul initial a constituit 53,02%).

Important de mentionat ca ET-1 a periclitat mai concludent capacitatea de restabilire a

diastolei Tn timpul reperfuziei, astfel ca decalajul cresterii PTDVS in ADC fata de control la min

45 de reperfuzie este de 77% vs decalajul de 66% iminent impactului ischemic (figura 11).
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Figura 11. Valoarea PTDVS a cordului izovolumic in ischemie si reperfuzie la pretratarea cu
ET-1

Astfel, preconditionarea cordului cu ET-1 afecteaza toleranta miocardului vizavi de impactul
ischemic, conducand la dezvoltarea unei contracturi a miocardului mai pronuntata, iar gradul de
elevare a presiunii telediastolice a V'S in lotul cu Dx este superior. De asemenea fezabilitatea ,,iesirii
cordului” din contractura ischemica pe perioada de reperfuzie este depreciata, iar incrementul PTDVS
datorat preconditionarii ischemice cu ET-1 este cu 59% mai mare comparativ cu sporul martor.

In plus, preconditionarea cordului inainte de impactul ischemie-reperfuzie prin actiunea ET-1 a

perturbat si mai tare in lotul cu Dx restabilirea capacitatii contractile a miocardului estimatd prin

dinamica PSVS (figura 12).
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Figura 12. Efectul pretratarii ischemice a cordului izolat izovolumic cu ET-1 (+ET-1) asupra

restabilirii presiunii sistolice a VS n lotul cu Dx Tn perioada de reperfuzie
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Astfel, la min 45 de reperfuzie PSVS a atins un nivel semnificativ mai mic cu 16%: 68+4,9 vs
81+6,3 mm Hg. In lotul martor, preconditionarea cordului cu ET-1 valoarea finali a PSVS de
asemenea s-a redus, dar la o cotd mai inferioara, doar cu 6,4%: 117+7,7 vs 125+8,4 mm Hg. In rezultat,
reculul PSVS la min 45 de reperfuzie pe fondalul actiunii ET-1 s-a majorat de la 35,2% pana la 41,9%.

Asadar, evaluarea inotropismului miocardic in afectarea doxorubicinicd a evidentiat
particularitati importante in plan fiziopatologic:

1. Actiunea NE se impune prin disocierea efectului pozitiv inotrop si cronotrop, iar deprecierea
raspunsului inotrop a conditionat un spor semnificativ mai mic al debitului cardiac in varful stimularii
simpatice a cordului.

2. Actiunea ET-1 exceleazd prin efect inotrop negativ, manifestat prin micsorarea PSVS in
varful stimuldrii, asociatd de reducerea debitului cardiac. Cordul izolat martor a raspuns la actiunea
ET-1 prin efect inotrop pozitiv.

3. Pretratarea timp de 30 sec a cordului izolat cu ET-1 a periclitat capacitatea de adaptare a
acestuia la efort cu volum si rezistentd, precum si toleranta miocardului la impactul ischemie-
reperfuzie, unul din mecanismele plauzibile fiind cresterea excesului de calciu detrimentala asupra

functiei lusitrope.

3.3. Reactivitatea coronariana in afectarea doxorubicinica a cordului: fenomenul
coronarian Gregg si fenomenul Vanhoutte

Reactivitatea coronariand consemneaza in conceptul clasic raspunsul total al sistemului
coronarian la actiunea diferitor factori cu actiune vasodilatatoare sau constrictoare, manifestat astfel,
prin coronarodilatare si cresterea fluxului coronarian sau corespunzdtor coronaroconstrictie i
deprecierea FC. Modelul de perfuzie a cordului izolat izovolumic permite evaluarea reactivitatii
coronariene anume prin decelarea incrementului sau decrementului FC. Tn cadrul manevrelor
interventionale aplicate la pacientii cu boala coronariand reactivitatea coronariana este apreciata si
prin modificarea calibrului arterelor coronariene la infuzia dozatd cu predilectie a acetilcolinei,
adenozinei, dobutaminei etc.

Prezenta unui sistem autonom de control al perfuziei coronariene independent de functia de
pompa a VS si, respectiv, a volumului bataie a fost dovedita pentru prima data de catre savantul
canadian Donald Gregg la mijlocul secolului XX, care a raspuns la o intrebare principiala si

inexplicabild la acel timp de cardiologii clinicieni: absenta simptomelor anginoase la pacientii cu
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insuficientd cardiaca severd cu o rezistenta joasa la efortul fizic. Acest sistem autonom angreneaza
substante locale cu efect coronarodilatator care faciliteaza perfuzia miocardului la intrarea unui volum
redus in trunchiul coronarian datorata IC. Ulterior, s-a demonstrat ih acest sens rolul cheie al
acetilcolinei (Ach), adenozinei si bradikininei, eliberarea carora conduce nu numai la dilatarea
arterelor coronariene, dar si la contracararea notabild a efectului coronaroconstrictor al norepinefrinet,
Ang II si ET-1. Prin urmare, entitatea functionald a fenomenului coronarian Gregg consemneaza
fezabilitatea raspunsului coronarian (atat la noima calitativa, cat si cantitativd) in urma actiunii
factorilor vasotropi. La sfarsitul secolului XX apanajul conceptual al fenomenului coronarian Gregg
sau al reactivitdtii coronariene este substantial completat prin evidentele ce au dovedit rolul
endoteliului vascular si al oxidului nitric (NO) in promovarea controlului perfuziei coronariene.
Afectarea ateroscleroticad a endoteliului si carenta de NO reprezinta cauza principala a periclitarii
efectului coronarodilatator al Ach, adenozinei si bradikininei asociatd de potentarea efectului
coronaroconstrictor al NE, Ang II si ET-1. Astfel, se consolideaza entitatea reactivitatii vasculare
periferice, precum si a reactivitatii coronariene dependente de endoteliu sau mediate de NO. Sub acest
aspect este implementatd testul functional de estimare a reactivitdtii vasculare dependente de
endoteliu, markerul iminent fiind incrementul relativ al diametrului arterei brahiale la restabilirea
fluxului sanguin sistat mecanic pe o perioadd medie de 5 min, iar testul neinvaziv a fost definit ca
relaxarea arterei brahiale mediate de flux. Semnificatia diagnostica a acestuia consta in estimarea
precoce a disfunctiei endoteliale, incrementul relativ al diametrului arterei brahiale devine mai decat
11%.

Totodata, cercetarile efectuate pe modele de vase izolate (coronariene, cerebrale, femurale, etc.)
au dovedit abilitatea unor substante de a declansa efect vasodilatator si in conditiile de leziune a
endoteliului sau de blocare a sintezei oxidului nitric. Mecanismul de hiperpolarizare a miocitelor
netede vasculare este parghia cheie de promovare a efectului vasodilatator independent de endoteliu,
acesta fiind propriu in parte actiunii bradikininei prin intermediul receptorilor B2, precum si
adenozinei prin intermediul receptorilor Karp. Totusi, un interes deosebit este acordat agentilor
naturali, care relaxeaza vasele predilect prin mecanismul de hiperpolarizare bazat pe activarea
canalelor de potasiu din sarcolemd, cum ar fi in primul rdnd peroxidul de hidrogen (H202) si
epoxieicosatrienii 11,12 (EET-11,12).

Efectul vasorelaxant al EET-11,12 a fost in premiera cercetat pe mai multe modele de vase

izolate VVanhoutte, care a demonstrat concludent abilitatea acestui derivat al acidului arahidonic,
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metabolizat prin intermediul citocromului P450, de a relaxa media muscularad pe fondalul leziunii si
disfunctiei endoteliale induse. Astfel, acest fenomen de mare consideratie fiziopatologica, in deosebi
pentru creier i inimd, a imbracat sintagme de fenomenul Vanhoutte.

Cardiotoxicitatea doxorubicinei induce, dupa cum s-a relatat mai sus, o remodelare structurala
si metabolica a miocardului, care compromite fezabilitatea functionald, insuficienta cardiaca devenind
mai accentuatd in efortul hemodinamic si neuroendocrin, iar sub actiunea ET-1 are loc exacerbarea
functiei lusitrope si dezvoltarea raspunsului inotrop negativ in varful stimularii. Totodata, afectarea
relatiilor volum de umplere-presiune telediastolica-flux coronarian, presiune coronariana-presiune
telediastolica, cat si reducerea mai concludenta a fluxului coronarian la clamparea aortei, comparativ
cu lotul martor, sugereaza perturbarea reactivititii coronariene in impactul cardiotoxic al
doxorubicinei.

In acest context am evaluat fezabilitatea fenomenului coronarian Gregg la actiunea factorilor
naturali vasotropi, precum si a fenomenului Vanhoutte la actiunea EET-11,12.

Factorul principal in controlul perfuziei cu actiune constitutiva este acetilcolina. Pe modelul
cordului izolat izovolumic perfuzat fara recirculatie la presiunea aortica de 80 cm col. H2O am estimat
fluxul coronarian si rezerva functionala coronariand (RFC) in varful actiunii Ach in concentratia de la

107 M pani la 10° M (tabelul 21).

Tabelul 21. Fluxul coronarian (ml/min) si RFC (%) la actiunea acetilcolinei (M+DS)

Lot FC bazal FC (ml/min) la actiunea acetilcolinei (M)
107 10° 10°
Martor 13,440,7 14,9+0,4 16,5+0,7 17,34+0,8
Me (P25-P75) | 13,1(12,9-14) | 15 (14,7-15,2) 16,7 (16,4-17) 17,5 (17-17,8)
Min-Max 12,5-14,4 14,2-15,5 15,1-17,2 16,1-18,4
RFC=11,19% RFC=23,13% RFC=29,10%
Dx 12,740,7 13,240,7 14,2+0,8 14,840,9
Me (P25-P75) | 12,8 (12,3-13) | 13,5(13-13,6) 14,2 (13,9-14,9) 14,9 (14,2-15,6)
Min-Max 11,6-13,8 12-14,2 12,7-15 13,4-16
RFC=3,94% RFC=11,81% RFC=16,54%
p 0,063909 <0,001 <0,001 0,00013

Nota: RFC — rezerva functionald coronariana; FC — fluxul coronarian; Me — mediana; P25-P75 — intervalul
dintre percentila 25 si 75; DX — lotul cu doxorubicina.

De mentionat ca valoarea initiala sau bazala a FC a fost in ambele serii egald in medie cu 13
ml/min. Stimularea parasimpatica a cordului a determinat cresterea FC direct raportata la concentratia

Ach, dar RFC a fost semnificativ mai mica in lotul cu Dx. In concentratia minimala a Ach (107M)
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rata cresterii FC constituia doar 36% din RFC martor, iar reculul valorii absolute a fluxului coronarian
a devenit semnificativ, notand 11,41%. Odata cu majorarea concentratiei Ach a crescut si reculul FC
atestat in varful stimuldrii: 13,94% la concentratia de 10° M si 14,45% la concentratia de 10° M.
Rezerva functionald coronariand estimatd la actiunea Ach in aceste 2 concentratii s-a decelat
depreciata cu 48,94% si, respectiv, 43,17%.

Asadar, cardiotoxicitatea doxorubicinei se manifestd si prin afectarea reactivitdtii coronariene
dependente de endoteliu, doveditd pe modelul de perfuzie retrogradd a cordului izolat, care nu
realizeaza lucru exterior la actiunea Ach. Aceasta evidenta este categoric importantd, intrucat actiunea
constitutivd a Ach reprezinta repera axiala si nativa a fenomenului coronarian Gregg. Ineficienta
sistemului endotelial de productie a NO din L-arginina este conceptual importanta si la noima actiunii
benefice a oxidului nitric asupra remodelarii miocardului si matricei extracelulare, precum si asupra
mortii celulare (ie, apoptoza, piroptoza, autofagie, etc.), care este o parghie patogeneticd notabila a
impactului cardiotoxic al doxorubicinei.

Cresterea perfuziei coronariene la solicitarile de efort hemodinamic sau neuroendocrin este
asigurata de factorii metabolici cum ar fi adenozina (Ad) si bradikinina (BK), care deriva respectiv din
sistemul kinin-calikrein si metabolizarea moleculelor de ATP, iar efectul coronarodilatator al acestora
nu este totalmente dependent de endoteliu, deci de NO. Remarcabil, cd RFC iminenta actiunii Ad si
Bk in concentratia de 10°M este mai mare comparativ cu indicele decelat in testul cu Ach: 32,83% si
30,6% vs 29,1% (tabelul 22).

Tabelul 22. Fluxul coronarian (ml/min) si RFC (%) la actiunea adenozinei si bradikininei

(MzDS)
Lot Actiunea adenozinei (mol) Actiunea bradikininei (mol)
107 10° 107 10°
Martor 14,5+1,2 17,8+2,2 14,6+1,6 17,5£1,5
Me (P25-P75) | 15 (13,6-15,6) 18,6 (16-19) 15 (13-16) 17,8 (17-18)
Min-Max 12,8-16 14-21 12,6-16,9 15-20
RFC=8,2% RFC=32,8% RFC=8,96% RFC=30,6%
Dx 13,4+0,9 14,5+1,8 13,5+0,97 14,4+1,7
Me (P25-P75) | 13,5(12,6-14) | 14,4 (13,1-15,4) 13,2 (12,8-14) 14 (13,5-15)
Min-Max 12-14,9 12,3-18 12,4-15 12,7-18
RFC=5,5% RFC=14,2% RFC=6,3% RFC=13,4%
p 0,11912 <0,001 0,16019 0,0024

Notéd: RFC —rezerva functionala coronariand; DX — lotul cu doxorubicind; Me — mediana.
In concentratia de 107 M rezerva functionald coronariand este superioard in cazul stimularii

parasimpatice a cordului. In lotul cu doxorubicind RFC inerenta actiunii bradikininei concentratia de
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10° M este semnificativ diminuati fatd de martor cu 56,25%, iar la actiunea Ad reculul constituie
56,84%. Luand in considerare faptul, ca Bk si Ad sunt factorii metabolici principali ce determina
cresterea fluxului coronarian, solicitatd de activitatea functionald crescutd a miocardului, putem
admite ca in afectarea doxorubicinicd a cordului deprecierea RFC la actiunea lor limiteaza rezervele
functionale ale miocardului in efortul hemodinamic si neuroendocrin.

Conceptual bradikinina meritd o atentie deosebitd in reglarea perfuziei coronariene in
insuficienta cardiaca pe palierul expresiei inductibile a receptorilor B1 expresati pe miocitul neted
coronarian. Altfel spus, in conditii fiziologice bradikinina exercitd efectul coronarodilatator prin
intermediul receptorilor endoteliali, B2. Activarea acestora conduce la eliberarea de NO care rezulta
in relaxarea mediei musculare gratie formarii GMP-ului ciclic ce conduce la 3 evenimente cardinale:

1. Diminuarea influxului ionilor de calciu in sarcoplasma.

2. Activarea fosfatazei lanturilor usoare ale miozinei, enzima care defosforileaza aceste
filamente groase in detrimentul formadrii legaturilor actind-miozina, determinand astfel relaxarea
miocitului neted coronarian.

3. Activarea canalelor de potasiu sirelaxarea prin hiperpolarizare (acest mecanism are o pondere
minimala).

In insuficienta cardiaci asociati ca reguld de remodelarea si disfunctia endoteliald, miocitul
neted coronarian incepe sa expreseze receptorii B1 pentru bradikinind. Se considera ca citokinele pro-
inflamatoare sunt factorii importanti in declansarea si promovarea acestui fenomen. Rolul activarii
raspunsului inflamator al miocardului In promovarea cardiotoxicitdtii doxorubicinei este abordat n
baza a mai multor evidente (imprimis experimentale), cercetarea ciruia reprezinta, de altfel, si
obiectivul de fond al acestei cercetari. Sub acest aspect am estimat caracterul modificarii efectului
coronarodilatator al bradikininei in conditiile de inhibitie a receptorilor endoteliali B2 prin
administrarea in perfuzatul cordului izolat izovolumic a antagonistului lor specific, HOE-140.

Rezultatele obtinute au aratat, ca blocarea cu HOE-140 a receptorilor endoteliali B2 a diminuat
efectul coronarodilatator al bradikininei estimat pe cordul izolat izovolumic, rata micsorarii fiind

considerabil mai importanta in lotul martor (figura 13).
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Figura 13. Modificarea RFC (%) la actiunea bradikininei pe fondalul blocarii receptorilor B2
prin HOE-140

Astfel, RFC in lotul martor pe fondalul blocarii receptorilor endoteliali B2 s-a micsorat cu
82,36%: de la 30,642,1 pana la 5,4+0,6%. In lotul cu doxorubicini deprecierea RFC a fost cu 58,38%
mai mica si constituit un decrement de 34,28%: de la 13,39+1,3% péna la 8,8+0,8%. Astfel, in varful
probei, RFC, dimpotriva, devine in lotul cu Dx semnificativ mai mare cu 63% fata de indicele martor,
desi masura o valoare depreciatad cu 56,25% vs martor, cand bradikinina a actionat fara HOE-140.

Fenomenul obtinut are o mare semnificatie fiziopatologica, iar analiza comparativa a efectelor
detectate in loturi evidentiaza 2 aranjamente cruciale:

1. Cardiotoxicitatea doxorubicinei induce expresia receptorilor miocitari B1, intrucét actiunea
bradikininei pe fondalul blocarii receptorilor endoteliali B2 s-a redus la o cota mult mai mica fata de
martor (55,46%), datoritd contracararii efectului de antagonizare B2 prin mecanismul de
hiperpolarizare iminent activarii receptorilor B1. Acest fenomen inerent insuficientei cardiace este
tratat In contextul disfunctiei endoteliale si carentei de NO drept un patern de remodelare benefica a
arterelor coronariene. Pe de alta parte factorii ce asociaza evolutia si exacerbarea IC, cum ar fi
raspunsul inflamator, activarea stresului oxidativ, activarea neuroendocrind, ischemia si hipoxia sunt
si factori care declanseaza si promoveaza expresia receptorilor B1 pentru bradikinind. Prin urmare,
indirect, dar destul de plauzibil este aportul patogenetic al inflamatiei in geneza manifestarilor
functionale ale cardiotoxicitatii doxorubicinei. Ulterior acest postulat va fi demonstrat prin prisma
beneficiului functional al antagonistului TNF-o administrat la sobolanii in timpul actiunii cardiotoxice

a Dx.
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2. Deprecierea cu peste 8/10 a RFC in lotul martor pe fondalul antagonizérii receptorilor
endoteliali B2 confirmad conceptul care coroboreaza relevanta, ca intr-un cord neafectat expresia
receptorilor miocitari B1 este infima si poate fi neglijata in contextul exegezei fenomenului coronarian
Gregg.

Evidentele obtinute vizavi de efectul coronarodilatator al bradikininei superior in lotul cu
doxorubicind pe fondalul antagonizarii receptorilor B2 indicd asupra rolului concludent al
mecanismului de hiperpolarizare n reglarea perfuziei coronariene a cordului afectat, care a fost
confirmat si la actiunea peroxidului de hidrogen si a epoxieicosatrienelor 11,12 in 2 concentratii, 10"
*M i 10° M (tabelul 23).

Acesti 2 factori activeaza canalele de potasiu si prin stimularea iesirii cationului din miocitul
neted coronarian provoaca hiperpolarizare, sistarea influxului cationilor de calciu si in consecinta

e wy e

corectare sau control cantitativ sunt la ora actuala in cercetare.

Tabelul 23. Rezerva functionali coronariana la actiunea H>O> si EET-11,12 (M+DS)

Lot H20, (mol) EET-11,12 (mol)
10 10° 10 10°

RFC(%) Martor 14,9+1 15,7+2,2 14,1+0,7 14,7+1
Me (P:25-75) 15 (14-16) | 15,2(14,2-16) | 14,2 (14-14,8) | 14,7 (14,4-15)
Min-Max 13,8-16,2 14-21 13-15 13,2-16,2
RFC (%) Dx 15,7+1,2 16,2+0,9 14,3+1 15,1+1,3
Me (P:25-75) 15,2 (15-16,4) | 16 (16-17) 14 (13,6-15) | 14,7 (14-16)
Min-Max 14,6-18 15-17 13-16 13,5-17

p 0,06361 0,44361 0,789 0,54433

Nota: H,O, — peroxidul de hidrogen; EET-11,12 — epoxieicosatriene; RFC — rezerva functionald coronariana;
Dx — lotul cu doxorubicind; Me- mediana; P:25-75 — intervalul dintre percentila 25 si 75.

Fenomenul crucial depistat constd in faptul cd RFC in lotul cu Dx la actiunea H20> sau EET-
11,12 nu diferd semnificativ de indicele martor. Mai mult, la ambele concentratii ale agentilor RFC
este chiar superioard valorii martor cu pana la 6%. Totodata, este important de mentionat, ca rezerva
functionala coronariand atestata in lotul cu Dx la actiunea H202 sau EET-11,12 este practic egala cu
RFC stabilita la actiunea acetilcolinei si bradikininei in concentratia similard de 10° M. Deci, actiunea
coronarodilatatoare a H20> si a EET-11,12 mediata prin mecanismul de hiperpolarizare reprezinta o
posibilitate relevanta de compensare a fenomenului coronarian Gregg endoteliu dependent compromis

in cardiotoxicitatea Dx. Daca, peroxidul de hidrogen, fiind un radical liber de oxigen, este apreciat in
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acest sens cu multa rezerva, data fiind stiuta actiunea negativa a acestuia asupra cordului sub mai
multe aspecte, atunci epoxieicosatrienele meritd o atentie serioasd. Semnificatia conceptuald
principala este cd fenomenul Vanhoutte nu este periclitat in afectarea doxorubicinica a cordului, iar
de alta parte, poate neechivoc aduce beneficii in protectia cordului la actiunea antraciclinelor.
Fenomenul Vanhoutte se proiecteazd nu numai pe efectele vasculare benefice, dar are si
conotatii importante tisulare. Astfel, epoxieicosatrienele sunt substante biologic active cu actiune
antioxidanta, antiapoptoticd, citoprotectoare, etc. Sub acest aspect este importanta evaluarea tolerante1
miocardului la impactul ischemice-reperfuzie, cand cordul izolat este pretratat cu EET-11,12, atét la
noima preconditionarii (ie, nainte de ischemie), cat si postconditiondrii (ie, in timpul reperfuziei) la
concentratia finald de 10~ M. Potrivit dinamicii PTDVS pe perioada de ischemie, pretratarea cordului
izolat cu EET-11,12 timp de 60 sec n lotul cu Dx a condus la reducerea valorii PTDVS, in deosebi

importanta la perioada tardiva (figura 14).
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Figura 14. Dinamica PTDVS in perioada de ischemie pe fondalul pretratarii cordului cu EET-
11,12
Astfel, la min 20 de ischemie PTDVS se estimeazd semnificativ diminuata cu 19,43% fata de
indicele martor: 44,8+3,7 vs 55,6+2,7 mm Hg, dar ramane totusi semnificativ superioarda valorii
martor cu 24%: 44,8+3,7 vs 36,2+1,9 mm Hg.
La finele actiunii ischemiei (min 30) PTDVS atestata in cazul pretratarii cordului izolat cu EET-

11,12 este de asemenea semnificativ mai mica versus indicele Dx cu 17,43%: 52,6+4,2 vs 63,7+7,4
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mm Hg. In acelasi timp diferenta fatd de indicele martor rimane Semnificativa: 52,6+4,2 vs 41,7+6,1
mm Hg.

Efectul antiischemic al epoxieicosatrienelor este o fatetd importanta a efectelor lor citoprotector
si antioxidant. Remarcabil, cd si in cadrul postconditionarii cordului izolat izovolumic cu EET-11,12

restabilirea functiei lusitrope a cordului a fost notabil imbunatatita pe perioada reperfuziei (figura 15).
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Figura 15. Efectul postconditionarii cordului izolat cu EET-11,12 asupra restabilirii PTDVS in
perioada de reperfuzie

Redresarea circuitului coronarian pe fondalul infuziei EET-11,12 in concentratia de 10 M s-a
impus printr-o restabilire mai concludenta a valorii PTDVS, care la toate punctele cronologice de
estimare a fost subiacentd nivelului atestat in lotul cu Dx fara postconditionare. Mai mult decat atét,
la min 45 de reperfuzie diferenta a devenit semnificativa, constituind 27,64%: 16,5+1,5 vs 22,8+1,4
mm Hg. La finele reperfuziei decalajul PTDVS fatd de valoarea martor a fost superioara (10,74%),
dar aceasta diferenta s-a inclus in marja erorii admisibile.

Evidentele obtinute certificd beneficiul eicosatrienelor asupra tolerantei cordului afectat prin
doxorubicind vizavi de impactul ischemie-reperfuzie si, totodatd, rolul mecanismului de
hiperpolarizare a miocitului coronarian in limitarea contracturii ischemice a miocardului, precum si
in ameliorarea diastolei pe perioada redresdrii partiale sau totale a fluxului coronarian. Acest beneficiu
al EET-11,12 poate fi un mecanism important in vederea limitarii zonei miocardului siderat si hibernat
n episoadele de ischemie si reperfuzie a miocardului si, deci, a riscului de perturbare a contractiei
cardiace in baza fenomenelor de akinezie, diskinezie si/sau hipokinezie. In plus, metabolizarea

acidului arahidonic miocardic prin intermediul citocromului P450 se anunta un mecanism redutabil
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de cardioprotectie la actiunea cardiotoxica a doxorubicinei, evidenta care are conotatie conceptuala,
precum si o valentd de demarcare a unei tinte terapeutice bazata pe dovezi la pacientii oncologici
tratati cu antracicline.

Fenomenul coronarian Gregg impune de asemenea si raspunsul coronarian la actiunea agentilor
naturali cu efect vasoconstrictor. In acest context am evaluat caracterul modificirii fluxului coronarian
al cordului izolat izovolumic la actiunea ET-1 si Ang II.

Tn baza datelor obtinute ce demonstreazi periclitarea relaxirii coronariene dependente de
endoteliu, iar pe de altd parte mentinerea efectului coronarodilatator mediat prin mecanismul de
hiperpolarizare, am estimat rolul blocarii selective a canalelor Kca responsabile de hiperpolarizarea
endoteliocitului si a miocitului neted vascular la actiunea celui mai potent agent vasoconstrictor, ET-

1, prin infuzia in perfuzat a apaminei (tabelul 24).

Tabelul 24. Modificarea fluxului coronarian la actiunea ET-1 pe fondalul apaminei (M+DS)

Lot FC la stimulare
ET-1 ET-1 ET-1(5x107 M) +
(5x107 M) (5x10 M) Apamini(5x107 M)

Martor 11,5+0,8 11,3+0,8 10,9+0,8
Me (P25-75) 11,7 (11-12) 11,3 (10,8-11,7) 11 (10,4-11,4)
Min-Max 10,2-12,5 10-12,3 9,6-12
-% vs initial -15,4% -16,9% -19,85%
Dx 10,9+1,9 9,7+1,4 9,2+1,5
Me (P25-75) 11 (9-12,6) 10 (8,4-11) 9 (8,1-10)
Min-Max 8,0-13 7,6-11,7 7,0-12
-% vs initial -15,5% -24,8% -28,78%

p 0,43885 0,01904 0,02182

Nota: ET-1 — endotelina 1; FC — fluxul coronarian; Me- mediana; P25-P75 — percentila 25 si 75; Dx — lotul cu
doxorubicina;

Actiunea ET-1 in 2 concentratii (5x107 si 5x10° M) asupra cordului izolat s-a impus in ambele
loturi prin reducerea FC, aceasta fiind mai pronuntata in lotul cu Dx, in deosebi la concentratia mare
a oligopeptidului: 24,8 vs 16,9%.

Dacd ET-1 in concentratia de 5x107 M actioneazi pe fondalul pretratirii cordului izolat
izovolumetric cu apamind, atunci diminuarea FC devine mai concludenta: in lotul martor cu 12,89%

(19,85 vs 15,4%), iar in lotul Dx cu 18,57% (28,78 vs 15,5%). Prin urmare, decrementul FC iminent
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actiunii ET-1 a crescut in lotul cu Dx pe fondalul blocarii canalelor Kca cu 85,7%, iar in lotul martor
doar cu 28,9%.

Fenomenul decelat are o importanta semnificatie fiziopatologica, intrucat este in contiguitate cu
particularitatea actiunii bradikininei asupra fluxului coronarian pe fondalul antagonistului receptorilor
endoteliali B2. Astfel, perturbarea fenomenului coronarian Gregg dependent de endoteliu este in
cardiotoxicitatea doxorubicinei compensata prin angrenarea mai consistentd a coronarorelaxarii prin
mecanismul de hiperpolarizare. Drept dovada sunt autentice 3 evidente obtinute pe cordul izolat
izovolumic:

1. Activarea mecanismului de hiperpolarizare la actiunea bradikininei prin blocarea receptorilor
B2 determina un flux coronarian mai mare comparativ cu FC martor.

2. Anihilarea mecanismului de hiperpolarizare la actiunea ET-1 prin aplicarea apaminei
determind o coronaroconstrictie mai mare fata de paradigma martor.

3. Rezerva functionald coronariand inerentd actiunii peroxidului de hidrogen si
epoxieicosatrienelor mediata de hiperpolarizarea mediei musculare este peste valoarea martor.

Evident, ca att in plan teoretic, cat si aplicativ este importanta elucidarea mecanismelor prin
care este potentatd relaxarea coronariand endoteliu independenta in deranjamentele endoteliale ce

asociaza evolutia IC in general si Tn particular cardiotoxicitatea doxorubicinei.

3.4. Evaluarea in vitro a efectelor antagonistului TNF-a asupra cardiotoxicititii doxorubicinei

Ipoteza de lucru privind cercetarea efectelor plauzibile ale antagonistului TNF-a, anticorpului
monoclonal specific (Am-TNF-a) asupra reactivitatii cordului si a sistemului coronarian, periclitata
prin impactul cardiotoxic al doxorubicinei este fundamentata inteligibil de mai multe evidente care au
tangente pertinente, cum ar fi:

e Orice injurie a miocardului declanseazd un raspuns inflamator local si sustenabil, care
influenteaza in mod direct si indirect prognosticul evolutiei IC. In acelasi timp injuria miocardului
secundard actiunii doxorubicinei este imprimis determinata nu numai de apoptoza, dar si de alte
paterne fiziopatologice ale mortii celulare, cum ar fi autofagia, piroptoza si necroza, care au actiuni
pro-inflamatoare notabile. Cercetérile fundamentale au demonstrat, cd miocardul sobolanilor incepe

sa expreseze TNF-a proportional dozei de Dx administrata [2, 4, 24, 47].
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e Administrarea statinelor [126] in modelele experimentale de afectare antraciclinica a cordului
se manifesta prin efect cardioprotector, iar miocardul murin cu expresie transgenica diminuata a Toll-
like receptorilor de tip 2 si 4 tolereaza mai puternic actiunea cardiotoxica a doxorubicinei.

In interfata patogenetica a raspunsului inflamator miocardic TNF-a are un rol lider alaturi de
alte citokine pro-inflamatoare, cum ar fi IL-1p, IL-8, IL-18, etc. Pentru a demarca si confirma
relevanta mecanismului inflamator in evolutia cardiotoxicitatii Dx in alt lot de sobolani am administrat
AmM-TNF-a zilnic pe fondalul actiunii doxorubicinei timp de 2 saptdmani (doza de o priza 5,0 mg/kg).
in ambele loturi (lotul cu Dx si lotul cu Dx+Am-TNF-a) animale au fost sacrificate dupa 10 zile de la
ultima injectie (efectul cumulativ caracteristic antraciclinelor).

Pentru a demonstra efectele Am-TNF-o asupra cordului izolat am utilizat acelasi protocol
experimental, in special probele de efort ce vizeaza reactivitatea cardiaca si reactivitatea sistemului
coronarian, in care concludent s-au evidentiat particularitatile functionale ale cardiotoxicitatii Dx.

Actiunea antagonistului TNF-a pe perioada dezvoltarii afectarii doxorubicinice a miocardului
s-a manifestat prin ameliorarea functiei cordului izolat perfuzat in regim de lucru la valori fiziologice

ale umplerii VS si ale presiunii in estuarul aortei (tabelul 25).
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Tabelul 25. Indicii functionali ai cordului izolat in regim fiziologic de lucru (M+DS)

Indici Loturi
(n=9) (n=9) Dx (n=9) Dx+ pl p2 p3
Martor Am-TNF-a
JA, ml/min 21,5+2,1 12,8+1,6 16,9+1,0 <0,001 | <0,001 | <0,001
Me 22 13 17,4
P25-P75 20-23 12-14 16,2-17,7
Min-Max 18-24 9-14 15,2-18
DC, ml/min 37,443 23,6+2,2 29,8+1,9 <0,001 | <0,001 | <0,001
Me 39 24 30,9
P25-P75 35-40 22-25 28,5-31
Min-Max 32-41 20-26 26-31
PSVS,mm Hg 143,5+3,7 106,2+5,7 129,3+4,4 <0,001 | <0,001 | <0,001
Me 143,4 106 129
P25-P75 142-145 101-111 125-133
Min-Max 138-149 100-114 124-137
PTDVS, 4,7+0,8 11,9+0,9 7,8+0,8 <0,001 | <0,001 | <0,001
Me 4,9 11,6 7,4
P25-P75 3,9-5,2 11,5-2,8 7,3-8,5
Min-Max 3,6-5,7 10,5-13 6,6-9,1
FCC, 1/min 289+10 245+12 26618 <0,001 | <0,001 | <0,001
Me 288 250 268
P25-P75 282-298 232-252 259-273
Min-Max 274-300 228-259 255-278
SD,mm Hg/ml 29,8+4,2 62,5+4,4 41,1421 <0,001 | <0,001 | <0,001
Me 32,3 60,5 41,2
P25-P75 25,8-33,4 60,2-65,3 39,4-42,7
Min-Max 24,9-34,3 58,2-67,8 38,6-44,2
+dP/dT max, 8565+239 6320+297 72204245 <0,001 | <0,001 | <0,001
Me 8500 6325 7400
P25-P75 8400-8680 6090-6540 7040-7465
Min-Max 8245-9010 5800-6690 6900-7480
-dP/dT max, 6710+182 5045+168 62801171 <0,001 | <0,001 | <0,001
Me 6680 5050 6305
P25-P75 6565-6850 4870-5710 6215-6400
Min-Max 6480-6975 4855-5275 5980-6475

Nota: JA — jetul aortic; DC — debitul cardiac; PSVS — presiunea sistolica a ventricului stang; PTDVS — presiunea
telediastolica a ventricului stdng; FCC — frecventa contractiilor cardiace; SD — stifnes diastolic; +dP/dTmax —
viteza maxima de contractie; ; -dP/dTmax — viteza maxima de relaxare; p1 — semnificatia discrepantei Dx vs
martor; p2 — semnificatia discrepantei Dx+Am-TNF-avs Dx; p3 - semnificatia discrepantei Dx+Am-TNF-a
Vs martor

Un beneficiu functional cheie al actiunii Am-TNF-a consta in cresterea semnificativa a indicilor
functiei de pompa: a jetului aortic cu 32%, iar a debitului cardiac cu 27%. Cu toate acestea valoarea

acestor parametri raimane subiacentad valorii martor. Remarcabil, cd PSVS s-a majorat cu 22% pe
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fondalul micsorarii presiunii telediastolice cu 38,1% si a rigiditatii diastolice (stiffness-ul diastolic)
cu 34,24%. Deci, Am-TNF-a a ameliorat considerabil relaxarea diastolica, facilitind prin aceasta
umplerea VS si realizarea mecanismului Frank-Starling. Important de mentionat ca componenta de
baza a diastolei, relaxarea izovolumica s-a ameliorat notabil, data fiind cresterea semnificativa cu 25%
a valorii -dP/dT max pana la o diferenta nesemnificativa fatd de martor, egald in medie cu 6,41%.

Perturbarea relaxarii izovolumice a cordului afectat prin Dx s-a decelat a fi o conditie cheie ce
compromite adaptarea cordului la efort cu volum, in special la efortul cu umplerea minima a VS,
reprodusd prin micsorarea PUAS péand la 5 cm col.H20. Actiunea Am-TNF-o s-a manifestat prin
cresterea semnificativa a jetului aortic cu 88% fata de Dx si acest beneficiu s-a asociat cu majorarea
semnificativa a velocitatii relaxarii izovolumice a cordului cu 27% (tabelul 26).

Tabelul 26. Indicii functionali ai cordului izolat la umplerea minima a VS (M+DS)

Indici Loturi
Martor Dx (n=9) Dx+ pl p2 p3
(n=9) Am-TNF-a
(n=9)
JA, ml/min 5,741,3 1,6£0,7 3,0+0,8 <0,001 | 0,0042 | <0,001
Me 6 1,5 2,8
P25-75 5-6,5 1-1,8 2,4-3,6
Min-Max 3-7 1-3 2,1-4
-dP/dT max, mm 7966+366 5356+309 6798+705 | <0,001 | <0,001 | 0,00138
Hg/sec
Me 8100 5290 7070
P25-75 7700-8270 5165-5560 6400-7345
Min-Max 7355-8455 4935-5900 5675-7675
PPDVS, mmHg 0,22+0,05 0,48+0,09 0,31+0,06 | <0,001 |<0,001 | 0,01296
Me 0,19 0,47 0,34
P25-75 0,18-0,27 0,41-0,49 0,26-0,37
Min-Max 0,16-0,28 0,36-0,58 0,23-0,39

Nota: JA — jetul aortic; PPDVS — presiunea protodiastolica; Me — mediana; pl — semnificatia discrepantei Dx
Vs martor; p2 — semnificatia discrepantei Dx+Am-TNF-a vs DX; p3 - semnificatia discrepantei Dx+Am-TNF-
o vs martor

O confirmare Insemnata a imbunatatirii diastolei iminenta atenudrii inflamatiei a fost micsorarea
semnificativa a presiunii protodiastolice cu 35,42%, precum si micsorarea semnificativd a presiunii
telediastolice si stiffness-ului diastolic in proba de efort cu umplerea maxima a VS (presiunea atriului
stang egala cu 25 cm col.H20), corespunzator cu 43,15% si 44,46%.

In efortul cu PUAS travaliul cardiac este un indice integral, care caracterizeaza fezabilitatea

adaptarii cordului la efort prin cresterea returului venos spre inima. Pe fondalul atenuarii inflamatiei
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valoarea acestui indice a crescut semnificativ cu 43%: de la 6186+497 pana la 4342+317 mm Hg x
ml/min. Acest spor este similar cu rata de micsorare a nivelului PTDVS si a valorii stiffness-ului
diastolic, fapt ce indica ca diastola este o tintd a actiunii reconfortante a antagonistului TNF-a, iar pe
de alta parte confirma conexiunea patogenetica intre functia lusitropa si functia pompa a VS.

A alta fatetd importantd a actiunii Am-TNF-a este cresterea capacitatii VS de a dezvolta
presiune 1n efortul cu rezistentd, reprodusa prin elevarea presiunii in estuarul aortei pana la nivelul de
120 cm col.H2O (tabelul 27). Presiunea sistolica maxima a VS si presiunea sistolei izotonice sunt
indicii de baza de estimare a fezabilitatii adaptarii cordului la efort cu rezistentd. Sub actiunea Am-
TNF-a valoarea acestora s-a majorat semnificativ cu 22% si, respectiv, 40%. O atentie deosebitd
meritd cresterea semnificativa cu 14% a indicelui +dP/dT max fatd de valoarea de referinta atestata in
lotul cu Dx, fapt ce semnifica activarea contractiei izovolumice a cordului, efect important si in
contextul faptului cunoscut, ca expresia crescutd a TNF-a exercitd efect cardiodepresiv asupra
miocardului. Drept consecinta, atenuarea inflamatiei a conditionat cresterea semnificativa a valorii

jetului aortic si a debitului cardiac in proba de efort cu rezistenta cu 49% si, respectiv, 34% (tabelul
27).
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Tabelul 27. Indicii functionali ai cordului izolat in efort cu rezistenta (M+DS)
Indici Loturi
Martor Dx Dx+Am- pl p2 p3
(n=9) (n=9) TNF-a (n=9)
JA, ml/min 15,8+2 7,1+1,5 10,6+2,3 <0,001 | 0,0046 | 0,0022
Me 15 7 12
P25-P75 15-17 6-8 9-12
Min-Max 13-19 5-9 7-13
DC, ml/min 29,2+3,5 16,3+2,2 21,834 <0,001 | 0,0069 | 0,0004
Me 29 17 22
P25-P75 27-32 14-18 19-24
Min-Max 24-34 13-19 17-26
PSVS, mmHg 182+7 120+5 146+9 <0,001 | <0,001 | <0,001
Me 181 123 142
P25-P75 179-190 116-125 142-151
Min-Max 171-193 114-126 131-156
PSIVS, mmHg 86+5 40+5 56+5 <0,001 | <0,001 | <0,001
Me 87 41 59
P25-P75 82-89 35-44 51-60
Min-Max 78-92 32-47 48-61
+dP/dTmax, 9887+1039 6835+672 77544503 <0,001 | 0,0223 | 0,0012
mmHg/sec
Me 9865 6660 7800
P25-P75 8990-10635 6265-7300 7655-8105
Min-Max 8865-11756 5900-7850 6930-8275

Nota: JA — jetul aortic; DC — debitul cardiac; PSVS — presiunea sistolica a ventricului stang; PSIVS — presiunea
sistolei izotonice a ventricului stang; +dP/dTmax — viteza maxima de contractie; Me — mediana; P25-P75 —
intervalul dintre percentila 25 si 75; pl — semnificatia discrepantei Dx vs martor; p2 —semnificatia discrepantei
Dx+Am-TNF-a vs Dx; p3 - semnificatia discrepantei Dx+Am-TNF-a vs martor

Beneficul Am-TNF-a este in deosebi important la noima probei cu clamparea aortei. Adaptarea
cordului la acest efort maximal de rezistentd, recunoscut ca ,,cdlcaiul lui Ahile” solicita realizari
optime ale: (1) relatiei presiune coronariana-presiune telediastolica, (2) relatiei stiffness diastolic-
volum de umplere a VS si (3) volum telediastolic-presiune telediastolica. Actiunea Am-TNF-a a
condus la cresterea semnificativa a fluxului coronarian pe fondalul unei elevari semnificativ mai mici
aPTDVS.

Drept dovada este de relatat, ca fluxul coronarian in lotul administrarii Am-TNF-a pe perioada
actiunii Dx a atins la clamparea aortei o valoare cu 30% mai mare comparativ cu indicele lotului cu
Dx: 21,4+2,1 vs 16,5%1,7 ml/min. Decalajul FC fata de martor s-a redus in varful probei cu 41,87%:
de la 41,49% (lotul cu Dx) pana la 24,12% (lotul Dx + Am-TNF-a).
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Cresterea vitezei volumetrice a FC conduce la elevarea PTDVS, evidenta caracteristica relatiei
presiune coronariand-presiune telediastolica si atestata in toate cele 3 loturi. De remarcat cd pe
fondalul clampdrii aortei rata de elevare a PTDVS 1n lotul cu Dx egalad cu 61% a fost redusa cu 23%
n lotul Dx+Am-TNF-a, care s-a decelat la cota de 47%. Valoarea medie a PTDVS a devenit cu
21,65% mai mica: 15,2 vs 19,4 mm Hg.

Rezultatele obtinute in cadrul acestei probe de efort aplicate cordului izolat perfuzat in regim de
lucru exterior demonstreaza beneficiul Am-TNF-a asupra diastolei, care a fost confirmat si pe codul
izolat izovolumic in proba majorarea presiunii coronariene de la 80 pana la 120 cm col.H20 (figura

16).
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Figura 16. Relatia presiune coronariani-presiune telediastolici a cordului izolat izovolumic

Administrarea Am-TNF-a s-a impus prin micsorarea notabild a pantei de elevare a PTDVS a
cordului izolat izovolumic pe fondalul cresterii graduale a presiunii coronariene. De mentionat ca
inaintea reproducerii probei de efort presiunea telediastolica a VS a fost in toate cele 3 loturi calibrata
la un nivel egal, 14 mm Hg.

PTDVS in lotul cu Dx a crescut cu 42%: de la 14 pana la 19,8+1,5 mm Hg. Inhibitia inflamatiei
prin Am-TNF-o a redus aceasta ratd pana la 12,4%, data fiind elevarea PTDVS la nivelul presiunii
coronariene de 120 cm col.H20 pana la 17,4+1,3 mm Hg.

Prin urmare, ameliorarea sub actiunea Am-TNF-o relatiei presiune coronariana-presiune

telediastolica a cordului izolat izovolumic este in contiguitate stransd cu datele probei de efort

96



hemodinamic prin clamparea aortei a cordului izolat perfuzat in regim de lucru. Deci, putem aduce la
apel consecutivitatea evenimentelor fiziopatologice: cresterea vitezei volumetrice a FC si, respectiv,
a presiunii coronariene conduce la elevarea PTDVS in baza stiffnessul-ui diastolic majorat, fapt ce
rezulta ulterior in cresterea rigiditatii diastolice a miocardului ce limiteaza perfuzia coronariana.

Stiffness-ul diastolic este o entitate fiziopatologica ce caracterizeaza fezabilitatea diastolei, iar
nivelul PTDVS este valoarea de cuantificare a severitatii stiftness-ului si, deci, a perturbarii functiei
lusitrope a cordului, privind umplerea cavitatii ventriculului stang.

Un criteriu important de apreciere in vitro a nativitatii functionale a diastolei este relatia volum
diastolic-presiune diastolica. Aceasta relatie este periclitata, dupa cum s-a demonstrat mai sus in lotul
cu Dx, potrivit dinamicii PTDVS la cresterea volumului de umplere a atriului stang. Actiunea Am-

TNF-o a imbundtatit notabil relatia volum diastolic-presiune diastolica, dat fiind cd rata de elevare a

PTDVS a fost subiacenta dinamicii lotului cu Dx (figura 17).
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Figura 17. Dinamica PTDVS la cresterea graduala a volumului de umplere a ventriculului
stang
Rata de crestere a PTDVS pe fondalul actiunii Am-TNF-a s-a redus cu 22.9% fatd de indicele
din lotul cu Dx pe palierul majorarii volumului de umplere a VS de la 0,2 pana la 0,4 ml: 74 vs 96%.
La punctul final de estimare (volumul de umplere egal cu 0,4 ml) reculul PTDVS a devenit
semnificativ, marcand o medie de 11,3%: 24,3+1,4 vs 27,4+1,6 mm Hg. Totusi, comparativ cu

indicele martor decalajul raiméane semnificativ, atestat la cotd de 15%.
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O crestere mai limitatd a PTDVS secundara cresterii induse a volumului VS in cadrul perfuziei
retrograde a cordului izolat indicd asupra diminudrii rigiditatii diastolice a miocardului.

Este important de mentionat, cd acest mecanism este responsabil de micsorarea vitezei
volumetrice a fluxului coronarian, intrucat este valabila si relatia inversa, care evidentiaza dependenta
perfuzia miocardului de complianta lui diastolica.

Atenuarea inflamatiei prin administrarea Am-TNF-a a diminuat declinul FC in cadrul cresterii

graduale a volumului de umplere a ventriculului stang (figura 18).
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Figura 18. Dinamica fluxului coronarian la cresterea graduala a volumului de umplere a
ventriculului stéang

In toate loturile valoarea initiala a fluxului coronarian a cordului izolat perfuzat retrograd prin
aortd a fost, ca si in cazul valorii PTDVS, egala in toate loturile, masurand in medie 14 ml/min.

Deprecierea FC in lotul cu Dx pe perioada dublarii volumului de umplere a VS (de la 0,2 pana
la 0,4 ml) a constituit 45,72%.

Sub actiunea Am-TNF-a rata micsordrii FC s-a redus cu 20,32% si s-a stabilit la o cotd de
36,43%, iar valoarea absoluta a indicelui s-a notat semnificativ superioara cu 18% fata de indicele din
lotul cu Dx: 8,9+0,5 vs 7,6+0,5 ml/min.

Sistemul de reglare a functiei lusitrope a cordului este o parte componentd a interfetei
miocardului ce orchestreazd toleranta lui la actiunea ischemie-reperfuzie si care angreneaza
evenimente legate de controlul metabolismului energetic, paradoxului de calciu si al stresului oxidativ.
Sub acest aspect este important de mentionat ca rdspunsul inflamator declansat in perioada de

ischemie este augmentat in perioada de reperfuzie, fenomen declansat de infiltrarea neutrofilelor in
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miocard si autofagia polimorfonuclearelor manifestata prin iesirea materialului pro-inflamator in
matricea extracelulara. Toleranta miocardului la actiunea ischemie-reperfuzie in impactul cardiotoxic
al doxorubicinei este considerabil depreciatd, un fenomen inteligibil, ludnd in considerare
preconditionarea inflamatoare iminenta injuriei antraciclinice a miocardului. Administrarea Am-TNF-
a pe perioada actiunii cardiotoxice a Dx a crescut rezistenta miocardului fatd de impactul ischemiei si
reperfuziei.

Astfel, valoarea PTDVS a fost semnificativ mai micd, comparativ cu indicele din lotul cu Dx,
pe toata perioada ischemiei (tabelul 28).

Tabelul 28. Dinamica PTDVS a cordului izolat izovolumic pe perioada ischemiei (M+DS)

Lot Ischemie (min)

5 10 20 30
Martor, 16,3+1,0 27,2+1,6 36,2+1,9 41,7+6,1
Me 16,2 26,3 35,6 44
P25-P75 15,8-17,5 26,1-28,3 34,7-38 37-46
Min-Max 14,8-17,7 25,8-30,2 33,8-39,2 32-49
Dx, 21,5+1,3 38,8+2,2 55,6+2,7 63,7+7,4
Me 21,9 38,2 56 64
P25-P75 20,4-22,4 37,3-40 53-59 57-71
Min-Max 19,6-23 36,7-43 52-59 55-74
p <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Dx +Am-TNF, 18,8+1,7 30,1+1,4 44,725 51,4421
Me 18 30,2 45,3 50,4
P25-P75 17,8-19 29,8-31 42,5-46,1 49,75-53,25
Min-Max 17-22 27-32 41-48 48,9-54
p 0,00869 0,01413 <0,001 0,00185
pl 0,00121 <0,001 <0,001 0,00211

Nota: PTDVS — presiunea teledoastolica a ventricului stdng Notd: Me- mediana; P25-P75 — intervalul intre
percentila 25 si 75; p — semnificatia discrepantei vs martor; pl — semnificatia discrepantei vs Dx

Deja la perioada incipienta a impactului ischemic (min 5) efectul Am-TNF-a s-a impus prin
deprecierea valorii PTDVS cu 12,56%. Acest recul creste pe perioada ischemiei si la min 30 al
acesteia valoarea PTDVS s-a decelat cu 19,30% mai mica fata de Dx, dar, totusi, rimane semnificativ
superioara nivelului martor cu 24%.

Datele obtinute au aratat ca incrementul absolut al valorii PTDVS atestat intre perioada
ischemiei de 5 si 30 min a fost in lotul cu tratament cu 9,6 mm Hg mai mic, comparativ cu Dx: 32,6
vs 42,2 mm Hg, ceea ce consemneaza un recul relativ de 22,5%.

Pe fundalul actiunii Am-TNF-a valoarea PTDVS estimata pe perioada ischemiei in ADC s-a

redus progresiv pana la un recul de 19,3% stabilit 1a min 30 de ischemie (figura 19).

99



-19,3%

Hm Lotul Control
mm | otul Dx

-12,56%

BN Lotul Dx+AMTNF-a

PTDVS, mm Hg

5 min 10 min 20 min 30 min

Ischemie

Figura 19. Efectul Am-TNF-a asupra tolerantei ischemice a miocardului estimata prin
dinamica PTDVS in ischemie

Micsorarea contracturii ischemice a miocardului estimatd prin dinamica PTDVS indica asupra
unor rezerve functionale si metabolice mai concludente ale miocardului sub actiunea Am-TNF-a si
acest efect reconfortant a fost confirmat si in perioada de reperfuzie, care se caracterizeaza prin
impactul de oxigen si calciu. Atenuarea inflamatiei prin administrarea Am-TNF-a a excelat printr-0
restabilire mai evidentd a relaxarii diastolice a cordului izolat izovolumic in conditiile redresarii
fluxului coronarian (tabelul 29).

Tabelul 29. Dinamica PTDVS a cordului izolat izovolumic pe perioada reperfuziei (MDS)

Lot Reperfuzie (min)

5 10 30 45
Martor, 36,3+10,7 27,945,6 20,7+4,5 14,9425
Me 31 29 18,3 14
P25-P75 26-47 22-32 17-25,2 13-17
Min-Max 25-49 20-36 15,7-26 12-19
Dx, 58,2+9,9 46,5+7,2 30,6+6,9 22,845,7
Me 53 45 29,4 21
P25-P75 51-70 40-53 25-38 18-29
Min-Max 50-72 38-57 22-40 15,7-30
p 0,0019 0,0021 0,008 0,00173
Dx +Am-TNF, 44,1422 40,2+2,7 22,7+2,7 16,3+2,2
Me 45 41 24 16
P25-P75 42-46 38-42 10-25 15-18
Min-Max 41-47 37-44 19-26 13-20
p 0,0789 0,0011 0,3474 0,2233
pl 0,0012 0,0192 0,005 0,00743

Nota: PTDVS — presiunea telediastolica a ventricului stdng p — semnificatia discrepantei vs martor; pl —

semnificatia discrepantei vs Dx
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Remarcabil, cé la finele perioadei de reperfuzie valoarea PTDVS se estimeaza cu 28,5% mai

joasd comparativ cu Dx (p=0,00743) si nu difera semnificativ fata de martor (figura 20).
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Figura 20. Efectul Am-TNF-a asupra tolerantei ischemice a miocardului estimati prin
dinamica PTDVS in reperfuzie
De mentionat, ca si restabilirea PSVS a cordului izolat izovolumic pe perioada reperfuziei a
fost amelioratd sub actiunea Am-TNF-a (tabelul 30).

Tabelul 30. Dinamica PSVS a cordului izolat izovolumic pe perioada reperfuziei (M+DS)

Lot Initial (pani la Reperfuzie (min)
ischemie) 25 35 45

Martor 139+10 92,4+10 103+18 125+10
Me (P25-P75) 141 (128-147) 94 (83-101) 113 (84-117) 121 (119-134)
Min-Max 125-149 80-106 78-120 112-139
Dx 96+9 61,1+10 73+13 81+9
Me (P25-P75) 94 (88-105) 57 (53-69) 65 (62-87) 83 (72-89)
Min-Max 85-108 49-76 60-90 71-94
D <0,001 <0,001 0,00166 <0,001
Dx+Am-TNF-a 11143,2 72449 89+7 10648
Me (P25-P75) 111 (108-113) 75 (68-77) 91 (83-96) 104 (99-114)
Min-Max 106-116 65-77 81-98 97-117
D <0,001 0,00154 0,03332 0,00578
pl 0,0384 0,02745 0,01439 <0,001

Nota: PSVS — presiunea sistolica a ventricului stang Me- mediana; P25-P75 — intervalul intre percentila 25 si
75; p — semnificatia discrepantei vs martor; pl — semnificatia discrepantei vs Dx
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Dovada principald a acestui beneficiu a constat In faptul, cd PSVS a atins valoarea initiala,
atestatd inaintea actiunii ischemiei (reculul de 4,51% este nesemnificativ). In lotul cu Dx valoarea
PSVS ramane semnificativ sub nivelul initial cu 15,63%.

Rezistenta miocardului la ischemie si reperfuzie este indispensabild de capacitatea cordului de
a controla in maniera energodependenta turnover-ului calciului, excesul caruia in cardiomiocite se
dezvoltd in ischemie si excedd in reperfuzie. Cresterea concentratiei de Ca?* in perfuzat pani la 3,0
mM a condus la cresterea PTDVS 1n toate loturile, nivelul maxim al indicelui fiind decelat in lotul cu
Dx (decalajul vs martor egal cu 208%). In lotul cu Am-TNF-a valoarea de varf a PTDVS a atins o
cotd semnificativ mai mica cu 32,55%: 14,3+1,36 vs 21,2+2,28 mm Hg (figura 21).
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Figura 21. Valoarea PTDVS la stimularea cordului izolat cu calciu (3,0 mM)

Totodata, nivelul de stimulare al PTDVS a ramas semnificativ majorat comparativ cu indicele
martor cu 108%: 14,3+1,36 vs 6,9+0,93 mm Hg.

Calciul este factorul intracelular cheie care promoveaza inotropismul miocardic la actiunea
agentilor neuroendocrini naturali sau agentilor farmacologici. Cardiotoxicitatea doxorubicinica a
excelat prin disocierea efectului inotrop si cronotrop la actiunea norepinefrinei (NE), precum si prin
efectul inotrop negativ la actiunea endotelinei 1 (ET-1), asociat de reducerea debitului cardiac. Sub
actiunea Am-TNF-a raspunsul inotrop al cordului izolat perfuzat in regim de lucru s-a ameliorat
notabil, iar stimularea cordului cu ET-1 a condus, spre deosebire de efectul inerent Dx, la aparitia

raspunsului inotrop pozitiv (tabelul 31).
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Tabelul 31. Raspunsul inotrop al cordului izolat la actiunea ET-1 (M+DS)

Indice Lot Initial ET-1 (10" M)
PSVS, Martor (M£DS) 141,744 177,3+4,2 (+25,1%)
mm Hg Me (P25-P75) 141 (138-146) 178 (174-180)
Min-Max 136-147 171-183
Dx(M=DS) 104,9+7,6 95,4+6,6 (-9,1%)
Me (P25-P75) 110 (97-111) 94 (91-99)
Min-Max 96-112 86-107
Dx+Am-TNF-a (M£DS) 127,7£5,3 138,5+6,5 (+8,5%)
Me (P25-P75) 129 (126-131) 139 (135-143)
Min-Max 119-136 129-147

pl (Dx vs martor) <0,001 <0,001

p2 (Dx+Am-TNF-o vs martor) <0,001 <0,001

p3 (Dx+Am-TNF-a vs Dx) <0,001 <0,001

DC, ml/min | Martor (MDS) 36,9+3,3 42,7+4,8 (+15,7%)
Me (P25-P75) 38 (35-39) 44 (40-45)
Min-Max 31-41 33-49
Dx (M+DS) 23,6+3,9 21,5+4,1 (-9%)
Me (P25-P75) 25 (22-26) 23 (20-24)
Min-Max 17-28 15-26
Dx+Am-TNF-a (MDS) 28,7+3,5 32,8+4,5 (+14,3%)
Me (P25-P75) 29 (16-31) 33 (30-35)
Min-Max 24-34 27-39

pl (Dx vs martor) <0,001 <0,001

p2 (Dx+Am-TNF-a vs martor) 0,00286 <0,001

p3 (Dx+Am-TNF-o vs Dx) 0,02285 0,00731

Nota: ET-1 —endotelina 1; PSVS — presiunea sistolica a ventriculului stang; DC — debitul cardiac; Me- mediana;
P25-P75 — intervalul intre percentila 25 si 75; +/-% - devierile relative fatd de indicele pana la stimulare (ie,
initial)

Astfel, rata de crestere a PSVS la actiunea NE s-a majorat de 2,56 ori (de la 3,8% pana la 9,7%)
cu toate ci nivelul initial al indicelui era mai mare. In varful stimularii simpatice PSVS s-a atestat cu
29% mai mare. Frecventa contractiilor cardiace a crescut pand la cota medie comparativa cu FCC din
lotul cu Dx: 279 vs 272 1/min. Deci, disocierea efectului inotrop si cronotrop iminenta actiunii NE a
fost considerabil atenuatd, iar optimizarea raspunsului inotrop-cronotrop a condus la o crestere
semnificativ mai mult ca dublu a debitului cardiac (DC): 32,3 vs 15,9%. Drept consecinta decalajul
initial al DC de 6,4 ml/min (29%) a crescut in varful stimuldrii pand la 12,2 ml/min (47%). Beneficiul
decantat privind raspunsul cordului izolat la actiunea NE este important, intrucat evolutia insuficientei

cardiace (IC) deja la faza precoce este asociata de activarea sistemului simpatic-adrenergic. Mai mult,
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activarea simpatica este o conditie omniprezenta in efortul fizic si/sau mental, care agraveaza evolutia
IC, iar nivelul circulant al NE este un predictor prognostic.

Un efect deosebit de insemnat al actiunii Am-TNF-a este inversia efectului inotrop negativ in
efect inotrop pozitiv la actiunea ET-1, care s-a manifestat prin cresterea valorii de stimulare a PSVS
cu 8,5%, fapt ce a fost acompaniat de majorarea DC la o rata similara lotului martor: 14,3% vs 15,7%.
Raspunsul cronotrop de asemenea a fost similar efectului martor, data fiind cresterea FCC la cotele
respective: 4,2 vs 4,6%.

In contextul beneficiului coronarian al EET-11,12 atestat in lotul cu Dx (ie, fenomenul
Vanhoutte) este important raspunsul inotrop al cordului izolat la actiunea ET-1 pe fondalul pretratarii
lui cu epoxieicosatriene, precum si caracterul modificdrii acestuia sub actiunea Am-TNF-a. Dupa cum
s-a relatat mai sus preconditionarea cordului izolat cu ET-1 afecteazd toleranta miocardului la
ischemie-reperfuzie, iar preconditionarea, cat si postconditionarea cordului cu EET-11,12,
dimpotriva, a ameliorat dinamica PTDVS si PSVS pe perioada ischemiei si reperfuziei. Pretratarea
cordului izolat perfuzat in regim de lucru cu EET-11,12 a scos in evidentd un beneficiu valoros al
epoxieicosatrienelor, si anume aparitia raspunsului inotrop pozitiv in varful stimularii cordului cu ET-

1in lotul cu Dx (tabelul 32).
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Tabelul 32. Raspunsul inotrop al cordului izolat la actiunea ET-1 pe fondalul pretratarii cu
EET-11,12 (M£DS)

Indice Lot Stimulare Incrementul
vs bazal
PSVS Martor 180,5+6,9 27%
mm Hg Me (P25-P75) 180 (176-187)
Min-Max 172-190
Dx 115,7+5,2 10,3%
Me (P25-P75) 116 (114-120)
Min-Max 108-122
Dx+Am-TNF-a 144,746 14%
Me (P25-P75) 145 (141-150)
Min-Max 136-151
pl (Dx vs martor) <0,001
p2 (Dx+Am-TNF-o vs martor) <0,001
p3 (Dx+Am-TNF-o vs Dx) <0,001
DC Martor 43,8+6,2 19%
mi/min Me (P25-P75) 41 (39-49)
Min-Max 36-52
Dx 27,9143 18%
Me (P25-P75) 28 (24-30)
Min-Max 22-35
Dx+Am-TNF-a 35,845,6 25%
Me (P25-P75) 36 (30-41)
Min-Max 30-43
pl (Dx vs martor) <0,001
p2 (Dx+Am-TNF-a vs martor) 0,02038
p3 (Dx+Am-TNF-a vs Dx) 0,00289

Nota: ET-1 — endotelina 1; EET-11,12 — epoxieicosatriene; PSVS — presiunea sistolicd; DC — debitul cardiac;
Nota: Me- mediana; P25-P75 — intervalul intre percentila 25 si 75

Premedicatia cu EET-11,12 a condus la dezvoltarea raspunsului inotrop pozitiv al cordului
manifestat prin cresterea PSVS cu 10,3%, precum si a DC cu 18%. Actiunea Am-TNF-a a ameliorat
raspunsul cordului la stimularea lui cu ET-1 si, totodata, a potentat concludent beneficiul EET-11,12
vizavi de inotropismul cordului afectat prin doxorubicina.

Desiactiunea EET-11,12 s-a impus prin cresterea PSVS si DC 1n varful stimularii cordului izolat
cu ET-1 valoarea sporului acestor indici 1n lotul cu Dx a rdmas inferioard incrementului stabilit in
lotul Dx+Am-TNF-a (figura 22). Astfel, sporul PSVS 1in lotul cu tratament a fost cu 36% mai mare
(14 vs 10,3%), iar sporul DC superior cu 38% (25 vs 18%).
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Figura 22. Modificarea PSVS si DC in stimularea cordului cu ET-1 pe fundalul actiunii EET-
11,12

Fenomenul decantat indica rolul inflamatiei in patogenia unui patern fiziopatologic crucial al
cardiotoxicitatii Dx, efectul inotrop negativ al cordului la actiunea ET-1, iar pe de altd parte
semnificatia biologica a EET-11,12 tradusa prin capacitatea lor de a ameliora inotropismul miocardic.
In acest context este conceptual importanti legitura intre fenomenul coronarian Vanhoutte si influenta
EET-11,12 asupra raspunsului inotrop al cordului pe fondalul actiunii Am-TNF-a ori altfel spus, Am-
TNF-a moduleaza fenomenul Vanhoutte. Aplicarea in vitro a EET-11,12 pe modelul cordului izolat
izovolumic nu a condus la modificarea rezervei functionale coronariene inerenta actiunii EET-11,12
(10° M) in lotul cu Dx+Am-TNF-a, acest fenomen fiind stabilit si pentru alt agent cu efect de

hiperpolarizare a mediei musculare a arterelor coronariene, H>O> (tabelul 33).
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Tabelul 33. Rezerva functionala coronariani la actiunea EET-11,12 si H2O>

Indice Lot EET-11,12 (10°mol) H20; (10°mol)

RFC Martor 14,741 15,7+2,2

(%) Me (P:25-75) 14,7 (14,4-15) 15,2 (14,2-16)
Min-Max 13,2-16,2 14-21

RFC Dx 15,1+1,3 16,2+0,9

(%) Me (P:25-75) 14,7 (14-16) 16 (16-17)
Min-Max 13,5-17 15-17,6

RFC Dx+Am-TNF-a 15,2409 16,3+0,4

(%) Me (P:25-75) 15,2 (15-15,6) 16,4 (16,2-16,5)
Min-Max 14,2-16 15,4-16,8

pl (Dx vs martor) 0,54433 0,44361

p2 (Dx+Am-TNF-a vs martor) 0,14748 0,46111

p3 (Dx+Am-TNF-ao vs Dx) 0,90669 0,91662

Nota: EET-11,12 — epoxieicosatriene; H,O, — peroxid de hidrogen; RFC- rezerva functionala coronariana; Dx
— lotul cu doxorubicind; Dx+Am-TNF-o — lotul cu doxorubicind si anticorp monoclonal catre TNF- a; Me-
mediana; P25-P75 — intervalul intre percentila 25 si 75

Astfel, valoarea RFC in lotul animalelor expuse la impactul cardiotoxic al Dx pe fondalul Am-
TNF-a este practic egald cu indicele atestat in lotul cu Dx: 14,7+1 vs 15,1+1,3%. Valoarea ambilor
indici este superioard valorii martor, dar diferenta este micad si nesemnificativa. Prin urmare, efectul
Am-TNF-a de potentare a capacitatii EET-11,12 privind inotropismul miocardului stimulat de ET-1
este dispensabil de fenomenul VVanhoutte, promovat prin mecanismul de hiperpolarizare.

Remarcabil, ca actiunea Am-TNF-a n-a condus nici la modificarea efectului coronarodilatator
al peroxidului de hidrogen mediat de asemenea prin mecanismul de hiperpolarizare. Rezerva
functionala coronariand in acest lot este superioara valorii lotului cu Dx, dar decalajul este mic si
nesemnificativ: 16,3+0,4 vs 16,2+0,9%. Ca si in cazul actiunii EET-11,12 RFC din ambele loturi nu
difera statistic veritabil de prototipul martor.

Deci, in afectarea doxorubicinica a cordului coronarodilatarea mediatd prin hiperpolarizarea
mediei musculare este un mecanism compensator de reglarea a RFC, iar atenuarea inflamatiei nu
influenteaza efectul iminent actiunii EET-11,12 si H2O». La aceastd noima este important efectul Am-
TNF-a asupra reactivitatii coronariene endoteliu dependente, care conform relatarilor expuse mai sus
este notabil compromisa in lotul cu Dx si este asociata de augmentarea efectului coronaroconstrictor
al agentilor naturali, cum ar fi ET-1. Apanajul conceptual, privind fiziologia si fiziopatologia reglarii
perfuziei miocardului, aduce la apel semnificatia ambelor paterne implicate: mecanismul vasodilatator

dependent de endoteliu (ie, mediat prin oxidul nitric) si mecanismul vasodilatator endoteliu
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independent (ie, mediat prin mecanismul de hiperpolarizare a miocitului neted coronarian).
Rezultatele obtinute au aritat, ci Am-TNF-a creste perfuzia miocardului la actiunea Ach (10° M),
factorul principal de control constitutiv al fluxului coronarian, argumentele bazate pe estimarea

incrementului FC la stimulare (tabelul 34).

Tabelul 34. Fluxul coronarian al cordului izolat izovolumic la actiunea acetilcolinei (M+SD)

Lot FC (ml/min)

Initial Ach (10° M)
Martor, (n=9) 13,4+0,7 17,340,8 (+30% vs initial)
Me (P25-P75) 13,1 (12,9-14) 17,5 (17-17,8)
Min-Max 12,5-14,4 16,1-18,4
Dx, (n=9) 12,7+0,7 14,840,9 (+17% vs initial)
Me (P25-P75) 12,8 (12,3-13) 14,9 (14,2-15,6)
Min-Max 11,6-13,8 13,4-16
Dx+ Am-TNF-a, (n=9) 12,9+0,3 15,940,6 (+24% vs initial)
Me (P25-P75) 13 (12,6-13) 16 (15,7-16,4)
Min-Max 12,5-13,4 14,8-16,7
pl (Dx vs martor) 0,06390 <0,001
p2 (Dx+Am-TNF-a vs martor) 0,08475 0,0023
p3 (Dx+Am-TNF-a vs Dx) 0,672696 0,01683

Nota: FC- fluxul coronarian; Me- mediana; P25-P75 — intervalul intre percentila 25 si 75

Remarcabil, ca actiuneca Am-TNF-a s-a impus prin cresterea rezervei functionale coronariene
cu 42% fatd de RFC iminenta afectiunii doxorubicinice a cordului (24 vs 17%). Decalajul fluxului
coronarian In varful stimularii cu Ach devine semnificativ comparativ cu indicele lotului Dx, depasind
valoarea acestuia cu 1,1 ml/min. Totodata, este de mentionat, ca FC inerent actiunii Ach ramane
semnificativ depreciat fatd de indicele martor (15,9+0,6 vs 17,3+0,8 ml/min). Datele obtinute
demonstreaza ca actiunea Am-TNF-a a condus si la cresterea semnificativi a RFC in raspunsul

metabolitilor de 5x10° M (tabelul 35).
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Tabelul 35. Rezerva functionala coronariani (%) la actiunea adenozinei si bradikininei

Lot RFC (%)
Adenozini (5x10° M) Bradikinini(5x10° M)

Martor, (n=9) 30£3,5 27,3£3,5
Me (P25-P75) 31 (28-33) 28 (25-29)
Min-Max 25-35 23-34
Dx, (n=9) 13+1,3 13+2,1
Me (P25-P75) 13 (12-14) 13 (11-15)
Min-Max 11-15 10-34
Dx+ Am-TNF-a, (n=9) 23+2,1 22,3£3,7
Me (P25-P75) 23 (21-25) 22 (19-26)
Min-Max 20-26 18-27
pl (Dx vs martor) <0,001 <0,001
p2 (Dx+Am-TNF-a vs martor) 0,00246 0,02372
p3 (Dx+Am-TNF-a vs Dx) <0,001 <0,001

Nota: RFC — rezerva functionalad coronariana; Me- mediana; P25-P75 — intervalul intre percentila 25 si 75

Valoarea RFC atestata la actiunea adenozinei a crescut semnificativ cu 77% (2342 vs 13+1,3%),
iar Tn raport cu indicele martor reculul s-a decelat la cota de 23% (p=0,002). Efectul coronarodilatator
al bradikininei de asemenea a crescut concludent sub actiunea antagonistului TNF-o, data fiind
majorarea RFC cu 72%. Totusi fata de indicele martor RFC ramane semnificativ depreciatd cu 17%.

In plan conceptual este important faptul, ci odatid cu ameliorarea reactivititii coronariene
mediatd de endoteliu in lotul cu Am-TNF-a s-a redus si cota implicarii receptorilor B1 in promovarea
efectului coronarodilatator al bradikininei caracteristica cardiotoxicitatii doxorubicinei. Astfel, RFC
la actiunea BK pe fondul blocarii receptorilor B2 prin HOE-140 s-a redus cu 21,6%: de la 8,8+0,8%
pani la 6,9+£0,6%, iar incrementul FC atestat la stimularea cordului cu Br (5x10® M) fira premedicatie

a crescut cu peste 50% (tabelul 36).
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Tabelul 36. Rezerva functionala coronariana la inhibitia receptorilor B2

Lot Stimularea cordului cu bradikinini (5x10° M)
RFC (%) - HOE-140 RFC(%)+ HOE-140

Martor, (n=9) 27,33,5 5,4+0,6
Me (P25-P75) 28 (25-29) 5,4 (4,9-6)
Min-Max 23-34 4,4-6,1
Dx, (n=9) 13+2,1 8,8+0,8
Me (P25-P75) 13 (11-15) 8,9 (8,2-9,2)
Min-Max 10-16 7,8-10
Dx+ Am-TNF-a, (n=9) 22,3+3,7 6,9+0,8
Me (P25-P75) 22 (19-26) 6,8 (6,1-7,7)
Min-Max 18-27 6-7,9
pl (Dx vs martor) <0,001 <0,001
p2 (Dx+Am-TNF-a vs martor) 0,02372 0,00298
p3 (Dx+Am-TNF-a vs Dx) <0,001 <0,001

Nota: RFC — rezerva functionald coronariana; Me- mediana; P25-P75 — intervalul intre percentila 25 si 75;
HOE-140 — blocantul receptorilor B2 ai bradikininei

Astfel, caracterul modificarii RFC la blocarea receptorilor B2 este similar paternului martor si
trece 1n evidentd aranjamente fiziopatologice importante din punct de vedere conceptual:

e Cardiotoxicitatea Dx exceleaza prin cresterea expresiei receptorilor miocitari Bl ai
bradikininei, determinand astfel ponderea mecanismului de hiperpolarizare in promovarea efectului
coronarodilatator al nonapeptidului. In lotul martor relatia este inversa, mecanismul dependent de
endoteliu fiind lider in promovarea coronarodilatarii.

e Atenuarea inflamatiei pe perioada disfunctiei cardiace secundare actiunii doxorubicinei prin
administrarea antagonistului TNF-o diminueaza coronarodilatarea mediatd de hiperpolarizare,
confirmand prin acesta un postulat vehiculat in fiziopatologia insuficientei cardiace, potrivit caruia
injuria cordului pe fondalul raspunsului inflamator accentuat si disfunctiei endoteliale conduce la
cresterea expresia receptorilor B1, fenomen tratat inteligibil drept o propensiune de compensare a
reactivitatii coronariene dependente de endoteliu periclitate.

® Cresterea ponderii implicarii oxidului nitric In contextul fenomenului coronarian Gregg sub
actiunea Am-TNF-a se coreleaza autentic cu cresterea semnificativa a RFC la actiunea acetilcolinei
si reprezintd o fatetd importanta a eficientei tratamentului anticitokinic privind cardiotoxicitatea Dx,
mai ales cad antagonistul TNF-o n-a perturbat efectul coronarodilatator al peroxidului de hidrogen si

epoxieicosatrienelor, mediat prin mecanismul de hiperpolarizare.
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Per ansamblu, beneficiile functionale ale Am-TNF-a demonstrate in vitro pe modelele de
perfuzie a cordului izolat (izovolumic si in regim de lucru) evidentiaza rolul inflamatiei in declansarea
si promovarea cardiotoxicitatii Dx, iar pe de alta parte fundamenteaza si justifica perspectiva atenuarii

acesteia prin tratamentul anticitokinic.
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SINTEZA REZULTATELOR OBTINUTE

Doxorubicina este o antraciclina cu cea mai inalta eficientd anti-neoplazica in tratamentul unor
tipuri de cancer (eg, cancer de san, leucemii, limfoame), dar care poseda un efect cardiotoxic notabil
chiar Tn doze submaximale (<500 mg/m?), conditionand deregliri morfofunctionale iminente unei IC
severe si rapid progresive. Prima relatare privind ADC si riscul evolutiei IC congestive la pacientii
oncologici tratati cu Dx indiferent de varsta si gender a fost facutd inca in anul 1979 de catre Von
Hoff DD [122]. Incidenta inaltd a ADC (sunt date care anuntd o rata de pana al 48%), precum si
carenta in solutionarea aspectelor de diagnostic precoce si, in mod special, de profilaxie primara si
secundara au marcat aceastd problema ca un deziderat de alerta atat in oncologie, cat si in cardiologie.
Ineficienta prevenirii si tratdrii IC severe cu riscul fatal iminent rezultantd din cardiotoxicitatea Dx
reprezinta o cauza de reducere a dozei sau chiar de sistare a terapiei antraciclinice a cancerului n
detrimentul efectului neoplazic scontat.

Actualmente este intemeiatd relevanta unei ramuri noi in medicina, Cardiologie-Oncologie,
care angreneaza eforturile comune ale specialistilor directionate spre cercetarea mecanismelor ADC
si elaborarea algoritmului de predictie, prognostic si tratament patogenetic [123]. Pe parcursul a mai
mult de 4 decenii cardiotoxicitatea Dx a fost studiata in cadrul unui numar mare de cercetari clinico-
experimentale la conotatia evidentierii componentelor algoritmului ce defineste entitdtile fenomenului
de cardiotoxicitate indusa de diferite noxe sau factori cardiotoxici, cum ar fi: manifestarile functionale
iminente, markerii inerentelor morfologice, metabolice si de predictie a evolutiei IC, mecanismelor
de declansare si exacerbare a cardiotoxicitatii la noima elaborarii profilaxiei patogenetice primare si
secundare [124].

Conceptul fiziopatologic al afectiunii cardiace de oricare origine angreneazd o interfata
patogenetica care include relatii interdependente concludent dovedite intre stresul oxidativ, inflamatie,
activarea metaloproteinazelor (MMP) matricei extracelulare (MEC) si a fibroblastelor, moartea
celulara si hipertrofia cardiomiocitelor intacte, carenta energetica, incarcatura cu calciu si periclitarea
sintoniei sistola-diastold, perturbarea fenomenului coronarian Gregg dependent de NO in detrimentul
remodelarii arterelor subepicardice, etc. [63, 125, 126, 127]. Cu referire la afectiunea doxorubicinica
a cordului (ADC) este de mentionat semnificatia apanajului conceptual bazat predilect pe urmatoarele
repere patogenetice: activarea stresului oxidativ si a MMP intracelulare, activarea fibroblastelor
interstitiale si inhibitia MMP matricei extracelulare, moartea celulara prin apoptoza, piroptoza,

feroptoza in asociere cu inhibitia topoizomerazei II si a metabolismului energetic al cardiomiocitului.
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Prin urmare, rolul inflamatiei in evolutia ADC este tratatd mult mai precar, fapt ce impune imperativ
necesitatea studiilor suplimentare clinice si fundamentale proiectate pe decantarea aportului
inflamatiei In promovarea cardiotoxicitatii Dx.

Sub acest aspect a fost initiat si realizat studiul experimental directionat spre aprecierea in vitro
a modificdrilor functionale ale cordului induse de Dx, inclusiv pe fondalul atenuarii inflamatiei prin
actiunea anticorpului monoclonal specific catre TNF-o (AM- TNF-a). Citokina pro-inflamatoare
TNF-a este vizata drept un factor cheie privind promovarea raspunsului inflamator, inclusiv
diseminarea acestuia la noima instalarii inflamatiei sistemice sau cronice. Actiunea pleiotropa a TNF-
a exceleaza prin diverse efecte biologice, cum ar fi declansarea apoptozei celulare pe cale extrinseca,
stimularea expresiei moleculelor de adeziune intercelulard, inhibitia nitric oxid sintazei endoteliale,
iar n careul sistemului cardiovascular nivelul circulant elevat al citokinei se coreleaza cu severitatea
afectiunilor ischemice ale miocardului, gradul disfunctiei pompa a ventriculului stang si al leziunilor
aterosclerotice ale arterelor periferice si coronariene [128]. Astfel, au fost formate 3 loturi, a céte 18
sobolani: Lotul 1 — martor, format din animale intacte; Lotul 2 — afectiunea doxorubicinica a
miocardului sau lotul de referinta; Lotul 3 - afectiunea doxorubicinica a miocardului influentata de
actiunea AM-TNF-a, modelul de atenuarea a inflamatiei pe perioada dezvoltarii ADC.

Modelul de ADC s-a reprodus la sobolanii albi de laborator (ratta albicans) intretinuti in conditii
ad libitum prin administrarea i/p a Dx in doza cumulativa de 16 mg/kg timp de 2 saptamani (doza de
o prizd 4 mg/kg), acesta fost utilizat si de alti autori [16, 29, 130].

In lotul 3, sobolanii in paralel cu administrarea Dx au primit zilnic pe perioada de 2 siptamani
i/p AM-TNF-a in doza de o priza 5,0 mg/kg.

Particularitatile functionale ale cardiotoxicitatii Dx, precum si ale actiunii AM-TNF-a asupra
ACD s-au evaluat in vitro, utilizdnd modelul de perfuzie a cordului izolat izovolumic si de perfuzie
in regim de lucru [120, 121]. Indicii ventriculului stang (VS) au fost estimati prin intermediul
sistemului computerizat de Tnregistrare a parametrilor functionali in timp real (Biomedical Data
Acquisition System, Bio-Shell, Australia) sau a inscriptorului Linearcorder MARK WR3101 (Hugo
Sachs Electronik, Germania).

Pentru a estima in mod concludent capacitatea antagonistului TNF-a de a influenta benefic
evolutia ADC si, astfel, de a justifica aportul fiziopatologic al inflamatiei in evolutia cardiotoxicitatii
Dx functia VS a fost cercetata in diferite probe de efort hemodinamic (ie, reglarea homo- si

heterometricd a cordului, toleranta la ischemie-reperfuzie) si neuroendocrin (eg, inotropismul
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miocardic la stimularea acestuia cu factori naturali inotropi pozitivi). Totodata, o fatetd deosebitd a
cercetarii a fost marcatd de aprecierea fezabilitatii fenomenului coronarian Gregg dependent de
endoteliu si a fenomenului coronarian Vanhoutte dependent de mecanismul de hiperpolarizare a
mediei musculare.

Rezultatele studiului au demonstrat ca ADC inerentd modelului de actiune cardiotoxicad a Dx 1n
doza cumulativa de 16 mg/kg se impune printr-o periclitare notabila a performantelor functionale ale
VS, astfel, ca deja n regim fiziologic de perfuzie a cordului izolat indicii principali ai functiei de
pompd, ai contractiei sistolice si relaxarii diastolice sunt semnificativ deviati de la valorile martor.
Astfel, in mod deosebit se impune micsorarea debitului cardiac cu 36,9% si a presiunii sistolice a
ventriculului stang (PSVS) cu 26% pe fondalul elevarii presiunii telediastolice a VS (PTDVS) cu
168%. Indicii integrali ce caracterizeaza performantele contractilitdtii miocardului, cum ar fi, indicele
Opie, indicele Veragut si indicele Sonneblick sunt depreciati cu pana la 37,26%, iar travaliul cardiac,
parametru ce angreneaza valoarea PSVS si a debitul cardiac constituie mai putin de 47% din nivelul
martor. Pentru ADC este caracteristic periclitarea concludenta a functiei lusitrope a miocardului
manifestata prin cresterea rigiditatii diastolice sau a stiffness-ului diastolic cu 109,7%.

Micsorarea compliantei diastolice a miocardului este in conexiune directd cu cresterea
procesului de fibrogeneza declansate de Dx prin activarea fibroblastelor interstitiale si inhibitia MMP
interstitiale. Totodata, carenta energetica a cardiomiocitelor care deriva din cardiotoxicitatea Dx este
un mecanism important in perturbarea homeostaziei calciului cu acumularea acestuia in sarcoplasma.
Carenta energetica compromite si mai mult eliminarea calciului diastolic Tn reticulul sarcoplasmic in
conditiile diminudrii activitatii SERCAZ2a, iar cresterea densitdtii microfilamentelor nesarcomerice
(asa numita reteaua microtubulard) ca rezultat al leziunilor prioritare a proteinelor citoscheletice ale
sarcomerului de catre MMP intracelulare majoreaza stiffnes-ul diastolic pasiv al miocardului [130,
131].

Afectarea diastolei limiteazad umplerea cavitatii VS in detrimentul realizdrii adecvate a
mecanismului Starling, fapt ce are drept repercusiune deprecierea contractilitatii miocardului si
declinul functiei de pompa.

Dereglarea relaxarii diastolice a miocardului este evidentiata si la pacientii oncologici tratati cu
Dx, care demonstreaza reducerea fractiei de ejectie a VS si, respectiv, simptomele clinice a IC. Astfel,
meta-analiza a 13 studii care insuma per total 892 de paciente cu cancer al sanului tratate cu

antracicline a decelat micsorarea timpurie a raportului velocitatea E/velocitatea A deja la o doza
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cumulativi a remediului de 400 mg/m? [132]. Cresterea dozei cumulative a antraciclinei s-a manifestat
prin progresarea declinului fractiei de ejectie si a evolutiei IC congestive severe.

Important de mentionat ca periclitarea diastolei in studiul nostru s-a manifestat prin micsorarea
semnificativa cu 24,8% a vitezei maxime a relaxarii miocardului (-dP/dTmax), fapt ce indica asupra
afectarii fazei relaxarii izovolumice a cordului. Aceasta faza a ciclului cardiac este insemnata in plan
functional pentru fezabilitatea functionalda a miocardului, intrucat asigurd instalarea rapida a
gradientului de presiune intre VS si atriul stdng necesar umplerii adecvate a cavitatii VS in diastola si
este determinata de capacitatea pompelor ionice de a controla eficient turnover-ul ionilor de calciu
[133, 134]. Remarcabil in acest context este efectul actiunii acute a Dx asupra relaxarii izovolumice
a cordului relatat de catre B. Pelagato et al (2015), care au demonstrat cd o singurd injectare
sobolanilor Wistar a Dx in doza de 20 mg/kg a conditionat cresterea timpului relaxarii izovolumice a
cordului izolat perfuzat dupa metoda Langendorff cu 22% [135]. In acelasi timp, autorii au stabilit
prin ecocardiografie cresterea diametrului telesistolic a VS (DTSVS) cu 14% in contiguitate cu
micsorarea fractiei de scurtare a VS cu 13,6%, rezultdnd in reducerea debitului cardiac cu 29%.

Cresterea DTSVS semnificd deprecierea performantelor contractile ale miocardului, fapt ce
poate fi cauzat atit de ineficienta mecanismului Starling consecutiva afectdrii umplerii cavitatii VS,
precum si de perturbarea contractilitatii native a miocardului. Afectarea masindriei contractile a
miocardului In ADC este determinatd de mai multi factori, cei mai importanti dintre care se anunta a
fi reducerea cotei mortii cardiomiocitelor, incompetenta contractiei izovolumice, expresia redusd a
lanturilor grele de miozina, carenta energeticd, activarea MMP intracelulare care degradeaza
proteinele scheletice si contractile ale sarcomerului [136, 137, 138].

Evolutia ADC 1in studiul nostru s-a impus prin diminuarea vitezei maxime de contractie a
miocardului (+dP/dTmax) cu 26,2%, fapt ce evidentiaza afectarea fazei contractiei izovolumice a
cordului, care analogic relaxarii izovolumice este o faza care influenteaza notabil functia de pompa a
VS. Tn cadrul acestei faze se dezvoltd rapid presiunea intraventriculari necesara pentru o ejectie
adecvat raportata la cerintele periferice hemodinamice si metabolice.

Similar rezultatelor noastre, M. Xu et al (2018) au raportat date functionale vizavi de ADC
reprodusd la sobolani prin administrarea Dx in doza cumulativa de 14 mg/kg timp de 7 sdptamani,
potrivit carora cardiotoxicitatea Dx exceleaza prin afectarea precoce atat a relaxarii izovolumice, cat
si a contractiei izovolumice a cordului, iar ameliorarea metabolismului energetic determina cresterea

valorii -dP/dTmax si +dP/dTmax [139]. Valoarea indicelui Tei, care reflecta timpul relaxarii si
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contractiei izovolumice a cordului, cat si timpul ejectiei se estimeaza drept un predictor
ecocardiografic precoce veritabil al disfunctiei cardiace la pacientii oncologici ce administreaza Dx
[69, 140].

Aportul fazelor izovolumice ale cordului este crucial in reglarea activitatii acestuia in diferite
suprasolicitari hemodinamice si neuroendocrine, iar in ADC am decelat rolul lor in agravarea IC
iminente cardiotoxicitatii Dx. Astfel, in testul de efort cu umplerea minimald a ventriculului stang s-
a constatat cresterea reculului valorii jetului aortic cu 78% (de la 40,47% pana la 71,93%).
Exacerbarea functiei de pompa a VS s-a produs pe fondalul deprecierii si mai concludente a relaxarii
izovolumice a cordului manifestata prin cresterea reculului -dP/dTmax cu 41% (de la 24,8% pana la
34,8%). Presiunea minimald de umplere a atriului sting este un efort ,,greu” pentru un cord cu
afectarea relaxarii diastolice, astfel, ca aportul fazei izovolumice de relaxare devine un factor ultimativ
in umplerea adecvatd a VS, necesard mentinerii jetului aortic. Incompetenta functionala a diastolei
poate cauza declinul notabil al functiei de pompa a VS chiar si al unui cord cu rezerve contractile
prezervate.

In efortul cu umplere maxima a VS realizarea mecanismului Starling (legea lungime-forta) este
facilitatd, dar eficienta lui poate fi limitatd de rigiditatea diastolici crescuta. Intr-adevir in ADC
majorarea debitului cardiac a fost subiacentd incrementului martor si s-a impus printr-o crestere mai
mare a PTDVS si a stiffness-ului diastolic cu pana la 25,7%.

Cresterea postsarcinii sau testul de efort cu rezistentd este cea mai mare provocare privind
reglarea activitatii cardiace (ie, reglarea homeometrica), dat fiind faptul ca in cadrul adaptarii la
aceasta suprasolicitare sunt angrenate mecanisme energodependente, cum ar fi mecanismul von Anrep
si mecanismul Bowditch. In modelul nostru de ADC cresterea presiunii in estuarul aortei cu 50% (de
la 80 pana la 120 cm col.H20) s-a impus prin cresterea reculului valorii +dP/dTmax de la 26% pana
la 32%, fapt ce s-a asociat cu un declin mai concludent al PSVS, indicelui Opie, indicelui Veragut si
al indicilor functiei de pompa ai VS. Prin urmare in ADC afectarea contractiei izovolumice a cordului
compromite adaptarea cordului la efort cu rezistenta.

Un model de efort care solicitd angrenarea in sintonie a diastolei si sistolei este perfuzia cordului
izolat Tn conditii de clampare a aortei, cand tot jetul aortei este pompat in sistemul coronarian ce
creeazd o rezistentd periferica suplimentara. Pe de alta parte, hipertensiunea coronariana care rezulta

din ejectia perfuzatului In sistemul coronarian actioneaza detrimental asupra relaxarii diastolice [141,
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142, 143]. Incrementul PTDVS fata de martor a crescut cu 25%, iar decrementul fluxului coronarian
s-a majorat cu 40%.

Prin urmare, cardiotoxicitatea Dx se impune prin periclitarea reglarii hetero- si homeometrice
a cordului, iar afectarea relaxarii si contractiei izovolumice sunt mecanismele de baza care limiteaza
adaptarea cordului la efort cu volum si rezistenta.

Administrarea antagonistului TNF-o (Am-TNF-a) a ameliorat in plan functional fazele
izovolumice ale cordului, fapt ce a condus la un reviriment notabil al capacitatii cordului de a se adapta
la efort cu volum si rezistentd. Pe de altd parte, aceasta restabilire confirma aportul relaxarii si
contractiei izovolumice in reglarea reactivitatii de efort hemodinamic a cordului, precum si rolul
inflamatiei In promovarea cardiotoxicitatii Dx.

Important de mentionat cd Am-TNF-a a redus rigiditatea diastolica a miocardului, data fiind
micsorarea cu 38,1% a PTDVS si cu 34,2% a stiffness-ului diastolic in conditii fiziologice de perfuzie
a cordului izolat perfuzat in regim de lucru. Valoarea -dP/dTmax si +dP/dTmax a crescut cu 15% si,
respectiv, cu 25%.

Beneficiul principal al acestor restabiliri functionale iminente actiunii Am-TNF-a s-a
manifestat Tn efort. Astfel, in efort cu volum minim de umplere a VS jetul aortic a crescut, comparativ
cu ADC, cu 88%, fapt ce s-a acompaniat cu majorarea semnificativa a vitezei relaxarii izovolumice a
cordului (-dP/dTmax) cu 27%. Ameliorarea diastolei sub actiunea Am-TNF-a poate fi rezultatul
reducerii fibrozei miocardului, datd fiind apreciatd conexiunea intre inflamatie si cresterea MEC
cauzati de activarea fibroblastelor si inhibitia MMP extracelulare [144, 145]. Intr-un miocard care la
moment nu este expus diferitor actiuni stresogene cota fibroblastelor constituie in medie 11% [145].
Sub actiunea mediatorilor inflamatiei (eg, IL-1, IL-6, TNF-a) rata fibroblastelor poate creste cu 50%
intr-un timp relativ scurt (3-5 zile) datorita proliferirii stimulata de factorii de crestere. Tn paralel cu
mediatorii inflamatiei Dx independent poate activa fibroblastele, conducand la cresterea fibrozei
reactive [78, 146]. Important de mentionat, cd acest efect este sustinut si prin actiunea inhibitoare a
Dx asupra metaloproteinazelor MEC.

Deci, actiunea Am-TNF-a reduce un mecanism patogenetic important al cardiotoxicitatii Dx:
fibroza interstitiald declansatd de mediatorii inflamatiei. Prin limitarea fibrozei miocardului se
amelioreazd umplerea VS, o preconditie importantd In reglarea heterometricd a cordului prin

antrenarea mecanismului Starling.
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Inflamatia declansatd de Dx creste rata mortii celulare prin apoptoza si piroptoza, altereaza
sarcolema si in special mitocondriile prin intermediul radicalilor liberi de oxigen, rezultdnd in
periclitarea metabolismului energetic, efecte care limiteaza rezervele contractile ale miocardului,
particularitate evidentiatd si de noi in efortul cu rezistentd. Antagonistul TNF-a a imbunatatit
adaptarea cordului in testul cu cresterea postsarcinii si clamparea aortei. Ca dovada este de mentionat
elevarea in cadrul acestui test a valorii PSVS cu 16% si a presiunii sistolei izotonice a ventriculului
stang cu 54% fata de indicii din lotul cu ADC. Drept urmare debitul cardiac si jetul aortic s-au majorat
cu 34% s, respectiv, 42%. Important este ca viteza contractiei izovolumice a cordului (+dP/dTmax)
a crescut semnificativ sub actiunea Am-TNF-a cu 14%. In clamparea aortei atenuarea inflamatiei a
condus la cresterea fluxului coronarian cu 30% pe fondalul reducerii PTDVS cu 23%. Contractilitatea
izometricd a miocardului este strans dependenta de nivelul de aprovizionare cu ATP a sarcomerelor
n vederea controlului riguros al turnover-ului calciului, afectat in ADC, iar modulatorul natural al
cationului, taurina, optimizeaza ambele functii, precum si cardiotoxicitatea doxorubicinei [100, 147].

Aditional la rezultatele noastre, rolul inflamatiei in contiguitate reciprocd cu activarea stresului
oxidativ si apoptoza celulara privind cardiotoxicitatea Dx poate fi consolidat si prin relatarea lui J.
Pan et al (2021), care au demonstrat rolul irizinei, o miokina, cu efect antiinflamator, antioxidant si
antiapoptotic [148]. Autorii au demonstrat ca pe fondalul reducerii expresiei citokinelor pro-
inflamatoare si a productiei radicalilor liberi de oxigen actiunea irizinei a ameliorat intr-un model
murin de ADC statusul morfo-functional al miocardului, precum si disfunctia endoteliala coronariana.
In plus, micsorarea fibrozei interstitiale s-a asociat cu ameliorarea performantelor contractile si a
functiei de pompa a cordului. Evolutia disfunctiei coronariene este declansata de inflamatie [149], dar
si inflamatia este sustinuta prin leziunile endoteliale. Inhibitia inflamatiei se impune prin beneficiu
asupra reactivitatii coronariene endoteliu dependente in afectiunea diabetogend a homeostaziei
circulatorii [150]

Un impact notabil asupra cordului care declanseaza leziuni ireversibile ale cardiomiocitelor si
are repercusiuni notabile privind dinamica disfunctiei diastolice si contractile a cordului este ischemia-
reperfuzia, tratatd in conceptul clasic ca ,,paradoxul de oxigen” si ,,paradoxul de calciu”. Urmarile
respective pot avea o gravitate deosebitd In ADC, data fiind activarea apriori a stresului oxidativ si
afectarea metabolismului calciului, manifestatd prin acumularea progresiva a cationului in
cardiomiocite. Tntr-adevir, reproducerea in vitro a sindromului ischemie-reperfuzie a condus la

elevarea cu 53% a PTDVS 1in ischemie (la min 30) si reperfuzie (la min 45) fata de indicele martor.
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Sub actiunea Am-TNF-a nivelul de survolare in dinamica ischemiei si a reperfuziei a PTDVS s-a
micsorat semnificativ cu 19,2-28,5%. Ameliorarea sindromului ischemie-reperfuzie in ADC prin
antagonizarea TNF-o s-a manifestat de asemenea prin ameliorarea restabilirii PSVS in conditiile
redresarii fluxului coronarian, fapt justificat prin elevarea semnificativa a acestui indice la min 45 de
reperfuzie cu 31%. In lotul ADC fara tratament anti-inflamator valoarea PSVS s-a restabilit doar pana
la 64,8% din nivelul martor. Remarcabil, ca atenuarea inflamatiei prin Am-TNF-a a condus n studiile
noastre anterioare fundamentale la ameliorarea sindromului ischemie-reperfuzie in afectiunea
diabetogend a cordului, precum si a restabilirii post-infarct a performantelor functionale ale VS [151,
152].

Actiunea ischemiei se impune prin infiltrarea neutrofilelor si monocitelor in miocard, care devin
o sursa importantd de eliberare a citokinelor pro-inflamatoare si a radicalilor liberi de oxigen,
determinand un aport notabil al inflamatiei si stresului oxidativ in evolutia repercusiunilor ischemiei
si ale reperfuziei, cum ar fi miocardului siderat si hibernat. Fezabilitatea reactivitatii coronariene
endoteliu dependente are un rol decisiv nu numai Tn restabilirea post-ischemica a cordului, dar si in
adaptarea acestuia in diferite suprasolicitari. Sub acest aspect am estimat reactivitatea coronariana
endoteliu dependenta si endoteliu independenta in ADC, utilizdnd modelul de perfuzie a cordului
izolat izovolumic.

ADC a excelat nu numai prin perturbari functionale ale miocardului, dar si prin periclitarea
fenomenului coronarian Gregg dependent de endoteliu. Astfel, In ADC rezerva functionala
coronariand (RFC) la actiunea acetilcolinei (Ach) in diferite concentratii este semnificativ micsorata
cu pana la 64,8% fatd de nivelul martor. Coronarodilatarea declansatda de stimularea parasimpatica
este mediatd predilect de oxidul nitric (NO) si prin urmare este indispensabild de functionalitatea
endoteliului coronarian. Reducerea RFC indica inteligibil asupra leziunilor endoteliale provocate de
Dx si acest postulat este in acord cu datele relatate de C. Galan-Arriola et al (2021), conform carora
actiunea cardiotoxica a antraciclinelor rezultd in afectarea microcirculatiei coronariene, care nu se
coreleaza cu disfunctia diastolica a miocardului [153]. Diminuarea RFC, in primul rand, la actiunea
Ach este un predictor veritabil al riscului evenimentelor cardiace majore, cum ar fi infarctul miocardic
acut si aritmiile cardiace [154]. Alterarea acutd a endoteliului coronarian prin impactul ischemie-
reperfuzie a compromis fenomenul Bowditch si a condus la micsorarea tolerantei miocardului la

acumularea rapida a calciului 1n efortul cu cresterea graduald a frecventei cardiace [155].
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Reglarea parasimpaticd a perfuziei coronariene este constitutivd, dar in conditii de stres
echilibreazi efectul coronarocosntrictor al norepinefrinei (NE). In efort hemodinamic, in special
determinat de cresterea postsarcinii reglarea perfuziei coronariene devine prioritard prin actiunea
factorilor metabolici, cum ar fi bradikinina (Bk) si adenozina (Ad). Efectul acestora este in parte
mediat de endoteliu. La stimularea cordului izolat izovolumic cu Ad in diferite concentratii, factorul
metabolic principal in reglarea perfuziei coronariene de efort, s-a urmarit micsorarea semnificativa a
RFC versus parametrul martor in limitele 56,9-68%.

Sunt remarcabile particularitatile reglarii coronariene in ADC de citre Bk. In primul rand, RFC
la actiunea Bk in concentratia de 10" M este cu 56 % depreciati fatd de indicele martor. In al doilea
rand, efectul coronarodilatator al Bk in afectiunea doxorubicinica a cordului este mediat, spre
deosebire de efectul martor, si de receptorii Bl expresati pe miocitul neted coronarian, evidenta
confirmata prin blocarea receptorilor endoteliali B2 prin HOE-140. Astfel, RFC in lotul martor la
actiunea Bk pe fondalul blocarii receptorilor B2 s-a redus cu 82,4%, iar in lotul cu ADC deprecierea
a fost mult mai micd — 34,3%. Drept urmare valoarea fluxului coronarian in ADC a devenit
semnificativ mai mare cu 53% comparativ cu indicele martor. Prin urmare, in cordul intact efectul
coronarodilatator al Bk este mediat prin receptorii endoteliali B2, iar pe masura evolutiei ADC Bk
dilata arterele coronariene si prin receptorii miocitari B1. Acest mecanism de reglare a perfuziei
coronariene poate fi estimat drept un mecanism compensator, dat fiind faptul ca este independent de
endoteliu si NO. Mai multe studii demonstreaza ca miocardul afectat expreseazad receptorii B1, iar
gradul expresiei se coreleaza direct cu severitatea insuficientei cardiace de oricare origind asociata cu
declinul functional al endoteliului coronarian [156, 157, 158]. Activarea receptorului B1 induce
hiperpolarizarea miocitului neted coronarian, fapt ce rezultd in relaxarea acestuia datorita sistarii
influxului de calciu in celula indiferent de continutul de NO.

Astfel, meritd atentie estimarea reactivitatii coronariene In ADC prin mecanismul de
hiperpolarizare care este propriu de asemenea peroxidului de hidrogen (H202) si EET-11,12, deci a
epoxieicosatrienelor [159]. RFC apreciata la actiunea acestor factori in diferite concentratii nu a diferit
in ADC de indicele martor si s-a constatat in diapazonul 14,9-16,2%. Sursa principald de formare a
H202 in miocard este aparatul mitocondrial, iar in afectiunile cardiace continutul lui creste ca o
consecintd a micsordrii expresiei catalazei, enzima sistemului antioxidant ce neutralizeaza acest
radical, fenomen atestat si in ADC [160, 161]. Pe de alta parte, peroxidul de hidrogen poate fi estimat

in cadrul evolutiei ADC si drept un factor ce amelioreaza perfuzia coronariana in conditiile periclitarii
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fenomenului coronarian Gregg mediat de NO. In acest context este important si efectul EET-11,12
asupra RFC in ADC, care s-a manifestat ca si in cazul actiunii peroxidului de hidrogen, prin
coronarodilatare similara nivelului martor (incrementul FC in varful stimularii s-a notat in limitele
14,1-15,1%). EET-11,12 sunt derivati ai acidului arahidonic metabolizat in reactia cu citocromul P450
si analogic peroxidului de hidrogen induce hiperpolarizarea miocitelor netede vasculare, iar
vasodilatarea prin actiunea lor a intrat in limbajul medicinii drept fenomenul Vanhoutte. Efectul
epoxieicosatrienelor in ADC se impune benefic si vizavi de impactul sindromului ischemie-
reperfuzie, dat fiind faptul cd preconditionarea si postconditionarea ischemica a miocardului cu EET-
11,12 a condus la micsorarea contracturii ischemice a miocardului si, totodata, la ameliorarea
restabilirii PTDVS si PSVS in perioada de reperfuzie [155].

Prin urmare H>O,si EET-11,12 sunt, in baza datelor obtinute, factori cu actiune benefica asupra
controlului intrinsec al homeostaziei coronariene in ADC si pot completa apanajul fiziopatologic
privind particularitatile reactivitatii coronariene in insuficienta cardiaca [163].

Atenuarea inflamatiei prin administrarea Am-TNF-a a ameliorat RFC dependenta de endoteliu.
Astfel, incrementul fluxului coronarian la actiunea Ach in diferite concentratii (107 - 10° M) a avut
un spor de la 26% pana la 107%. Si actiunea Ad s-a impus printr-o RFC majorata semnificativ cu
pana la 64% fata de ADC. In cadrul stimulirii cordului izolat cu Bk, inclusiv pe fondalul blocarii
receptorilor B2 cu HOE-140, s-au constat 2 beneficii evidente:

1 — cresterea rezervei functionale coronariene a crescut cu pana la 61%.
2 — efectul coronarodilatator al bradikininei mediat de receptorii B1 s-a depreciat doar cu 21,6%.

Deci, AmM-TNF-a a ameliorat performantele functionale ale miocardului si reactivitatea
coronariand mediata de NO, iar drept urmare aportul B1 in promovarea efectului coronarodilatator al
Bk s-a redus. Acest aranjament inca o data confirma autenticitatea cresterii expresiei receptorilor Bl
ai bradikininei odatd cu declansarea si avansarea afectiunii cardiace.

Actiunea Am-TNF-o n-a modificat rezerva functionald coronariand iminentd actiunii
peroxidului de hidrogen si a epoxieicosatrienelor. Deci, per ansamblu, Am-TNF-a a ameliorat
perfuzia coronariand si acest beneficiu se datoreaza pe o parte cresterii RFC dependente de NO, iar
pe de altd parte mentinerii efectului coronarodilatator al peroxidului de hidrogen si EET-11,12 la
nivelul martor. Fezabilitatea controlului functional de efort al sistemului coronarian in IC, inclusiv in
ADC, este determinatd nu numai de calitatea reglarii coronarodilatérii mediate de NO, dar si de nivelul

coronaroconstrictiei consecutive actiunii factorilor vasoconstrictori naturali, cum ar fi NE, Ang II si
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endotelinei 1 (ET-1). Sub acest aspect am decelat, ca efectul coronaroconstrictor al ET-1 este potentat
in ADC, astfel, ca decrementul fluxului coronarian in varful stimularii cordului izolat izovolumic este
cu peste 47% mai mare fatd de martor in concentratia oligopeptidului de 5x10° M. Interesant, ci in
concentratia ET-1 de 5x107 M rata de micsorarea a FC nu a fost diferitd de martor (15,5% vs 15,4%),
dar pe fondalul actiunii apaminei, blocantul selectiv al canalelor Kca responsabile de hiperpolarizarea
endoteliocitului si a miocitului neted vascular, decrementul FC in ADC este cu 45% peste martor
(28,78% vs 19,85%). Acest fenomen demonstreaza cu certitudine, ca in ADC sistemul intrinsec de
control al coronaroconstrictiei este bazat in mare masura pe mecanismul de hiperpolarizare inerent
receptorilor B1 ai bradikininei, peroxidului de hidrogen si EET-11,12. Plauzibil de admis, ca anume
acest mecanism asigura o coronaroconstrictie similard prototipului martor la actiunea ET-1 in
concentratie micd, chiar pe fondalul compromiterii fenomenului coronarian Gregg mediat de NO.

ET-1 este remarcata in homeostazia circulatorie prin efectul cardiac inotrop pozitiv, precum si
prin predictia agravarii IC, datd fiind corelarea robustd a nivelului circulant al oligopeptidului cu
gradul de severitate a disfunctiei VS.

In ADC actiunea ET-1 s-a impus prin raspuns inotrop negativ al cordului izolat perfuzat in
regim de lucru, astfel, ca PSVS s-a redus cu 9,1%, fapt ce a rezultat in micsorarea debitului cardiac
cu 9%. In lotul cu Am-TNF-a actiunea ET-1 s-a impus, ca si in lotul martor, prin efectul inotrop
pozitiv manifestat prin elevarea PSVS cu 8,5%. Drept consecinta debitul cardiac a crescut in varful
stimularii miocardului cu 14,3%.

O fateta deosebitd a evolutiei ADC este conexiunea intre efectul inotrop negativ al ET-1 si
aportul EET-11,12 in controlul perfuziei coronariene. Astfel, EET-11,12 asigura nu numai cresterea
RFC, dar si contracareaza efectele detrimentele ale ET-1 in cadrul cardiotoxicitatii Dx.  Important
de mentionat, ca premedicatia cordului izolat cu EET-11,12 a condus la aparitia rdspunsului inotrop
pozitiv la actiunea ET-1, iar PSVS si debitul cardiac au crescut cu 10,3 si, respectiv, cu 18%. Am-
TNF-a a potentat acest efect, conducand la o majorare si mai concludentd a acestor indici: PSVS a
elevat cu 14%, iar debitul cardiac cu 25%.

Asadar, atenuarea inflamatiei prin Am-TNF-a pe parcursul actiunii Dx reduce cardiotoxicitatea
antraciclinei, data fiind ameliorarea notabild a reactivitdtii de efort a cordului si a sistemului
coronarian [165, 166]. Totodatd, acest beneficiu aduce la apel rolul inflamatiei in patogenia
cardiotoxicitatii Dx si deschide noi perspective in studiul markerelor de predictie precoce a evolutiei

IC, precum si In elaborarea strategiei de tratament patogenetic.
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Aportul concludent al inflamatiei in promovarea cardiotoxicitatii Dx este argumentat si prin
beneficiul functional al statinelor (efectul antiinflamator este o componentad a actiunii pleiotrope)
administrate pacientilor oncologici tratati cu Dx, precum si prin beneficiul IL-10 depistat in vitro pe
cordul izolat Tn modelul experimental de ADC [167, 168].

Aceste rezultate sunt importante atat in plan conceptual, cat si practic, si in asociere cu datele
celor destul de putine studii centrate pe evaluarea rolului inflamatiei in cardiotoxicitatea Dx [169-173]
vor cataliza noi cercetari clinice si fundamentale Tn rezolvarea diferitor probleme din Cardiologie-
Oncologie vizavi de ADC. Sub acest aspect este mentionat efectul cardiotrop pozitiv al atenuarii
inflamatiei prin administrarea IL-10, atestat in diferite modele experimentale de insuficientd cardiaca
[174]. Actiunea IL-10 a condus la ameliorarea reglarii homo- si heterometrice a cordului izolat in
probele de efort hemodinamic, precum si a reactivitatii coronariene dependente de endoteliu. Prin
urmare, inflamatia se anuntd un mecanism cheie in interfata patogeneticd a insuficientei cardiace de
diferita origine. La aceasta conotatie este iminent si aportul inflamatiei in declansarea si promovarea
manifestarilor cardiovasculare la pacientii cu COVID-19 expusi impactului ,,furtunii citokinice”,
perpetuarea careia este concludent dependenta de actiunea endocrind a TNF-o. Reiesind din
rezultatele studiului nostru, este de admis efectul benefic al antagonistului acestei citokine in atenuarea
dishomeostaziei circulatorii la pacientii cu COVID-19. De asemenea datele noastre care demonstreaza
efectul cardioprotector si de reviriment al IL-10 vizavi de functia cordului periclitata in diferite
afectiuni experimentale ale miocardului justifica plauzibilitatea si acestei abordari terapeutice.

Per ansamblu cercetarea efectuatd intemeiaza necesitatea continuarii studiului in domeniul
Cardiologie-Oncologie la noima efectului cardiotoxic al doxorubicinei din perspectiva explorarii si
utilitate clinica si in alte maladii somatice. O alta directie ar fi evidentierea manifestarilor incipiente

ale cardiotoxicitatii Dx, utilizand modelul acut reprodus in vitro.
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CONCLUZII GENERALE
1. Cardiotoxicitatea doxorubicinii estimata in studiul nostru pe modelul perfuziei cordului izolat de
sobolan a excelat prin periclitarea contractilitatii miocardului, relaxarii diastolice si a functiei de
pompa a ventriculului stang, astfel cd devierile semnificative ale indicilor functionali explorati
fatd de nivelul martor s-au decelat in limitele 21,9-168%. Disfunctia cardiaca s-a asociat cu
afectarea reactivitatii coronariene, manifestatd prin reducerea rezervei coronariene la actiunea
acetilcolinei cu pana la 48,9%, cresterea aportului receptorilor B1 ai bradikininei in promovarea

fenomenului coronarian Gregg si prezervarea reactivitatii coronariene mediatd de mecanismul de
hiperpolarizare iminenta actiunii peroxidului de hidrogen si a epoxieicosatrienelor.

2. Afectarea reglarii cordului izolat in efort hemodinamic $i neuroendocrin este determinatd in
cardiotoxicitatea doxorubicinii de incompetenta relaxarii si contractiei izovolumice a cordului,
fapt ce s-a caracterizat prin declinul valorii indicelor —dP/dTmax si +dP/dTmax cu 25,3-32% in
umplere minimald a ventriculului stang si rezistenta maximala a estuarului aortei. De asemenea,
in plan patogenetic se impune importantd dezvoltarea raspunsului inotrop negativ al cordului la
actiunea ET-1, precum si periclitarea tolerantei miocardului in impactul ischemie-reperfuzie, data
fiind elevarea semnificativa a presiunii telediastolice cu 53% si deprecierea presiunii sistolice n
redresarea fluxului coronarian cu pana la 67%.

3. Atenuarea inflamatiei prin administrarea i/p zilnicd a antagonistului TNF-a (0,5 mg/kg) pe
perioada de 2 sdptdmani iminentd actiunii doxorubicinei (doza cumulativa de 16 mg/kg) a
diminuat concludent cardiotoxicitatea antraciclinei, datd fiind ameliorarea concludenta a
capacitatii de adaptare a cordului in efort hemodinamic, neuroendocrin si la actiunea ischemiei-
reperfuzie, fapt ce argumenteaza aportul inflamatiei in evolutia cardiotoxicitatii doxorubicinei si
actiunea ei peiorativa asupra rezervelor functionale ale miocardului.

4. Actiunea antagonistului TNF-a (Am-TNF-a) s-a impus prin cresterea semnificativa a valorii-
dP/dTmax cu 27% in efortul cu umplere minimala a atriului stang si a valorii +dP/dTmax cu 14%
in efortul cu rezistentd, fapt ce s-a asociat cu augmentarea functiei de pompa a ventriculului stang,
astfel ca jetului aortic a crescut cu 88% si 34% in efortul cu volum si, respectiv, in efortul cu
rezistenta. Ameliorarea diastolei este un beneficiu functional evident al actiunii Am-TNF-a si a
conditionat optimizarea relatiilor presiune coronariana-presiune telediastolica, precum si volum

telediastolic-presiune telediastolica.
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2. Un efect important al actiunii Am-TNF-a privind atenuarea cardiotoxicitatii doxorubicinice este
aparitia raspunsului inotrop pozitiv la stimularea cordului izolat cu ET-1 manifestat prin cresterea
presiunii sistolice si a debitului cardiac cu 8,5 si, respectiv, 14,3%, caracteristic inotropismului
negativ al miocardului inerent afectiunii doxorubicinice fira modularea inflamatiei, care s-a
manifestat prin micsorarea valorii acestor indici in varful stimuldrii in medie cu 9%.

3. Atenuarea inflamatiei prin antagonistul TNF-a a crescut rezerva functionald coronariand mediata
de endoteliu, astfel ca incrementul fluxului coronarian la actiunea acetilcolinei s-a majorat cu 42%.
Totodata este de mentionat cresterea ratei fluxului coronarian la actiunea bradikininei cu 72%,
efectul dat fiind bazat, spre deosebire de afectiunea doxorubicinicd, pe cresterea raportului de
aport al receptorilor B2/B1 in dilatarea coronariana a nonapeptidului. Acest beneficiu este in

contiguitate cu cresterea notabild a rezistentei miocardului la ischemie si reperfuzie.
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RECOMANDARI PRACTICE

1. Rezultatele obtinute in cadrul estimarii in vitro a particularitdtilor disfunctiei cordului vizavi de
cardiotoxicitatea doxorubicinei indicd asupra rolului incompetentei fazelor de relaxare si
contractie izovolumica a cordului in periclitarea adaptarii lui la efort hemodinamic si
neuroendocrin, astfel ca se recomanda:
A — Utilizarea in campul de activitate medicala Cardiologie-Oncologie a indicilor ecocardiografici
ce reflectd fezabilitatea acestor faze (eg, indicele Tei, timpul accelerarii si timpul decelarii, cat si
velocitatea —dP/dTmax si +dP/dTmax) drept predictori veritabili ai insuficientei cardiace precoce,
ca manifestare a cardiotoxicitatii doxorubicinei la pacientii tratati cu antraciclina.
B —Includerea in procesul didactic al studentilor la disciplina de fiziopatologie si al rezidentilor cu
specialitatea Cardiologie si Oncologie a entitdtii conceptuale ce vizeaza rolul inflamatiei in
declansarea si evolutia cardiotoxicitdtii doxorubicinice, precum si a particularitdtilor functionale
propice diagnosticului si prognosticului afectiunii cardiace.

2. Abordarea in cadrul desemnarii strategiei profilaxiei primare si secundare a perturbarilor
functionale ale miocardului inerente cardiotoxicitatii doxorubicinei a antagonistului TNF-a (ie,
Infliximab) cu scopul atenudrii rdspunsului inflamator si, respectiv, a disfunctiei cordului, fapt ce

va permite atingerea dozei cumulative curative a antraciclinei.
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