Scoala doctorala in domeniul Stiinte medicale

Cu titlu de manuscris
C.Z.U: 616.1.943:622.4.53.54

Tacu Lilia

ROLUL TNF-a TN PATOGENIA CARDIOMIOPATIEI
DOXORUBICINICE

312.01. Fiziologie si fiziopatologie

Rezumatul tezei de doctor in stiinte medicale

Chisinau, 2023



Teza a fost elaborata la catedra de Fiziopatologie si fiziopatologie clinica, Universitatea de Stat de

Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”

Conducitor stiintific:
Lutan Vasile
dr. hab. st. biol., prof. univ.

Conducator prin cotutela:

Ciobanu Lucia
dr. hab. st. med., conf. cercet.

Membrii comisiei de Tndrumare:

Cobet Valeriu

dr. hab. st. med., prof. univ.,
Todiras Mihai

dr. hab. st. med., conf. cercet.
Moraru lon

dr. st. med., conf. cercet.

semnatura

semnatura

semnatura

semnatura

semndatura

Sustinerea va avea loc la 05.07.2023, ora 14:00, in incinta I[P USMF ” Nicolae Testemitanu”, bd.
Stefan cel Mare si Sfant, 165, biroul nr. 205, in sedinta Comisiei de sustinere publica a tezei de
doctorat, aprobata prin decizia Consiliului Stiintific al Consortiului proces verbal nr.2 din

28.03.2023

Componenta Comisiei de sustinere publica a tezei de doctorat:

Presedinte:

Vovc Victor

dr. hab. st. med., prof. univ.,
Secretar:

Cabac-Pogorevici Irina

dr. st. med., conf. univ.,

Membrii:

Lutan Vasile

dr. hab. st. biol., prof. univ.,
Visnevschi Anatolie

dr. hab. st. med., prof. univ.,
Referenti oficiali:

David Lilia,

dr. hab. st. med., conf. cercet.,
Ciobanu Nicolae,

dr. hab. st. med., prof. cercet.,
Cobet Valeriu,

dr. hab. st. med., prof. univ.

Autor
Tacu Lilia

semnatura

semnatura

semnatura

semnatura

semnatura

semnatura

semnatura

semnatura

© Tacu Lilia, 2023



CUPRINS

REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARIL ........cocooovetiieisiieeereceeeeeesesis s 4
1.  METODOLOGIA CERCETARIL........cococsviueiirerinsicesisesissessssessssessissesassenssassessssssssessenenanans 8
1.1. Caracteristica generala si proiectarea volumului esantionului ...........ccccoeviiiiiiciiiicnnn, 8
1.2, Metodele A€ CEITEIAIE ........ccueiiiieeiiiiee e 8
2. SINTEZA CAPITOLELOR ..ottt 10
2.1. Paternul bazal al cordului perfuzat in regim fiziolOgiC..........cccccvevviierieie e, 10
2.2. Reactivitatea cordului la efort cu volum si rezistentd in afectarea doxorubicinica ........ 11
2.3. Impactul ischemie-reperfuzie in afectarea doxorubicinica a cordului.........c.cccoevvvrnennen. 14
2.4. Raspunsul inotrop al cordului izolat la actiunea stimulilor naturali...........cc.ccoevennenne. 15
2.5. Fenomenul coronarian Gregg si Vanhoutte ..........coccovviiiiiiiiiiiiiiciiese i, 17

2.6. Evaluarea in vitro a efectelor antagonistului TNF-o asupra cardiotoxicitatii

(00D o] (1] o o1 11T AR OTRRO 20
CONCLUZI GENERALE ...ttt ettt 29
RECOMANDARI PRACTICE ......ocoiuiieieieeeeeeeeesev ettt en st as st as s sasanse s s e, 30
BIBLIOGRAFIE (SELECTIVA) .....oiiiiieeiceeieieeeeseetssee s esee s ssses s sss s s s s 31
LISTA PUBLICATIILOR SI MANIFESTARILOR STIINTIFICE.........ccocvovvevireeeiieenseeeenenean, 32



REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta problemei abordate. Doxorubicina (Dx), ca remediu
antineoplastic, se impune prin actiune farmacologica dihotomica: pe o parte demonstreaza o
eficientd antitumorald notabila in tratamentul pacientilor cu leucemie acuta si cronicd, limfoame,
sarcoame si cancer de san, iar pe de alta parte poseda o cardiotoxicitate manifestd, care deja la o
dozi cumulativi medie (500-550 mg/m?) afecteazi in plan morfofunctional miocardul, inducand
o insuficientd cardiacd severd iminentd cardiomiopatiei dilatative, definita si ca cardiomiopatie
doxorubicinica (CMPDx) sau cardiomiopatie antraciclinica. Astfel, la circa 15% din pacientii
oncologici eligibili la administrarea Dx tratamentul respectiv este sistat premergator din cauza
repercusiunilor fatale ce deriva din cardiotoxicitatea preparatului (insuficientd cardiaca severa,
aritmii cardiace, stop cardiac). O alta parte din pacientii oncologici, care nu refuzd administrarea
antraciclinei, este nevoitd s reduca 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. Mai mult, evolutia ICC poate avea loc destul de repede, termenele minimale
anuntate, fiind 1-2 luni [1]. Sub acest aspect este inteligibil faptul, ca riscul de deces al pacientului
oncologic care administreazd Dx este dublu mai mare, acesta derivand din hazardul procesului
neoplazic si insuficienta cardiomiopatica. Prin urmare, CMPDx este o paradigma exemplara de
obiectiv interdisciplinar in medicina actuald, desemnand valente egale si deziderate de alerta atat
in oncologie, cat si cardiologie, la care noima se impune oportun cercetarea comuna a problemei.
La ora actuala este recunoscuta relevanta domeniului Cardiologie - Oncologie, care consemneaza
0 colaborare intre cardiologi si oncologi tintita spre diagnosticul cdt mai timpuriu al
cardiotoxicitatii Dx si atingerii dozei cumulative terapeutice a antraciclinei fara riscul eminent de
dezvoltare a CMPDx [2].

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 si a mecanismelor patogenetice iminente, care pot se devind o tinta
importantd de diagnostic, cat si de influentare terapeutica.

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 [3, 4]:

- inhibitia topoizomerazei tipul II, replicdrii 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 respiratiel mitocondriale si beta-oxidarii acizilor grasi,
rezultaind in declinul energetic al miocardului, asociat de micsorarea raportului
creatinfosfat/creatin, formand astfel, o preconditionare pentru apoptoza si necroza
cardiomiocitelor;

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

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

Un mecanism inerent cardiotoxicitdtii Dx si care prezintd interes prin faptul ca integreaza
interfata fiziopatologica clasica a dishomeostaziei circulatorii in 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 cd Dx stimuleaza eliberarea TNF-a de catre macrofagele
miocardului murin in maniera dependentd de doza antraciclinei. Celulele miocardul intact al
soriceilor si sobolanilor, inclusiv cardiomiocitele, nu expreseaza TNF-a [5].

M. Argun si colab. (2016) au decelat n acest context, ca sub actiunea Dx timp de 2 saptamani
miocardul rozatoarelor expreseaza progresiv. TNF-a, iar nivelul expresiei citokinei
proinflamatoare este in corelare directd cu doza cumulativa a antraciclinei [6].

Important de mentionat de asemenea, cd expresia TNF-a sub actiunea Dx se atestd si n
peretele arterelor coronariene, fapt care influenteazd notabil activitatea procesului inflamator si
nativitatea functionald a endoteliului si, respectiv, raspunsul vascular endoteliu dependent, deci
medita prin NO si PGI,. Afectarea inflamatorie a endoteliului arterelor coronariene este un
mecanism important in declansarea si promovarea remodelarii coronariene dupa stresul mecanic
angioplastic, iar inhibitia TNF-o s-a dovedit intr-un studiu al nostru anterior a fi capabila sa
amelioreze reactivitatea coronariand compromisa in cordul cu disfunctie diabetogena [7].
Antagonistul TNF-a s-a remarcat de asemenea, potrivit dinamicii presiunii telediastolice a VS,
prin actiune reconfortanta asupra tolerantei miocardului in impactul ischemie-reprerfuzie.

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-P), reglarea in jos a Ca-ATP-azei a reticulului sarcoplasmic (SERCAZ2a), 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. In plus, TNF-a posedi per se efect depresiv asupra contractiei miocardului
si de declansare a apoptozei celulare pe cale extrinseca [8].

Astfel, este inteligibila cercetarea posibilitatii de reducere a cardiotoxicitatii Dx prin inhibitia
TNF-0, 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,).

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

1. Evaluarea particularitétilor reactivitatii de efort a cordului izolat la actiunea repetata a
doxorubicinii.

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

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

4. Evaluarea efectului Am-TNF-a asupra tolerantei miocardului la ischemie-reprerfuzie la
actiunea repetata a doxorubicinii.

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

Noutatea stiintifica si originalitatea cercetirii. 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 premiera
beneficiul atenudrii inflamatiei sistemice prin administrarea antagonistului TNF-a asupra
ameliorarii reactivitatii cardiace si coronariene la diferite genuri 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 vizeaza aportul interdependent al fazelor de relaxare si
contractie izovolumicd a cordului n vederea reglarii homo- si heterometrice a cordului in
suprasolicitarea cu rezistenta si, respectiv, cu volum. Este dovedit un mecanism de periclitare a
adaptdrii urgente a cordului afectat prin Dx la suprasolicitari hemodinamice, determinat de
micsorarea 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 afectdrii 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-a de a ameliora capacitatea functionald a cordului de adaptare la
efort hemodinamic si neuroendocrin. Este evidentiata relaxarea izovolumica a cordului drept tinta
de estimare si corectare a regldrii heterometrice la efort cu volum, precum si contractia
izovolumica a cordului drept tintd de estimare si corectare a regldrii 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-o prin administrarea
Am-TNF-a are actiune reconfortantd 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 Tn 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 cercetarii au fost prezentate, analizate,
discutate si aprobate la mai multe foruri stiintifice nationale si internationale: 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; 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; Al 6-lea Congres al Societatii de Cardiologie din Moldova, 2020; Congresul
Aniversar 75 Ani de la fondarea USMF ,Nicolae Testemitanu”, 2020; Congresul Asociatiei
Europene ,,Ritm Cardiac” (European Heart Rythm Association), 2021; Congresul Societatii
Europene de Cardiologie, 2022, ,,Frontiers in Cardiovascular Biomedicine”; Al 61-lea Congres al
Societatii Romane de Cardiologie, 2022, Congresul SEC ,,Frontiers in cardiovascular biomedicine,
Budapesta, 29.04.2022.

Publicatii la tema tezei. Au fost publicate 33 de lucrari stiintifice la subiectul tezei, dintre
care o publicatie in revista din baze de date internationale (SCOPUS, IFCiteScore2018: 1,145), 8
articole in reviste din Registrul National al revistelor de profil, categoria B, precum Buletinul
Academiei e Stiinte a Moldovei si Moldovan Journal of Health Sciences (Revista de Stiinte ale
Sanatatii dinMoldova), 12 abstracte in lucrarile conferintelor nationale si internationale, precum
European Journal of Heart failure, Revista Roména e Cardiologie si Culegere de rezumate
stiintifice ale studentilor, rezidentilor si tinerilor cercetatori; 12 participari cu comunicdri orale si
postere la forumuri stiintifice nationale si internationale.

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

Cuvinte cheie: cardiotoxicitate doxorubicinica, TNF-a, cord izolat, efort hemodinamic,
inotropism miocardic, reactivitate coronariand, fenomen Gregg, fenomen Vanhoutte.



1. METODOLOGIA CERCETARII
1.1. Caracteristica generala si proiectarea volumului esantionului

Cercetarea este una preclinicd, experimentald, care a fost realizata in cadrul proiectului
institutional In Laboratorul stiintific Cardiologie interventionala IMSP Institutul de Cardiologie

Pentru a realiza scopul si obiectivele trasate au fost formate 3 loturi echivalente la numar,
fiecare constituind din 18 sobolani albi de rasa Ratta Albicans, de aceeasi masa (200-300mg) si
varsta (10-12 luni): Lotul I martor au constituit animalele intacte; Lotul Il — animalele cu afectare
doxorubicinica si Lotul Il cu tratament prin Am-TNF-a, aplicat pe fondalul administrarii
doxorubicinii.

Modelul cordului intact a fost realizat prin administrarea 2 saptamani i/peritoneal solutie
fiziologica. Afectarea doxorubicinica a miocardului iminenta cardiomiopatiei doxorubicinice S-a
reprodus la sobolanii albi prin administrarea i/p a doxorubicinei (Dx) (solutie de 2%, Ebeve
Pharma, Austria) in doza cumulativa 16 mg/kg in 2 saptamani (2 injectari/per saptamana in doza
de o prizda 4,0 mg/kg), fiind cunoscuta capacitatea cumulativa a antraciclinei (eliminarea din
organism sau un clearence redus), model utilizat si de alti cercetatori [6]. Pentru aprecierea
efectului atenudrii inflamatiei asupra cardiotoxicitatii doxorubicinii, antagonistul TNF-a (Am-
TNF-0) s-a administrat i/peritoneal zilnic pe parcursul a 2 saptamani, deci pe perioada de
administrare a Dx in dozi de prizd — 5,0 mg/kg. In calitate de Am-TNF-a s-a utilizat pulberea
remediului liofilizat Remikeid (Infliximab). Animalele au fost sacrificate prin eutanasie dupa 2
saptamani de la ultima injectie a solutiei fiziologice, a Dx si a Am-TNF-a.

Tn cadrul formarii 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: Replacement,
Reduction, Refinement.

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

Pentru eutanasia animalelor in toate cele 3 loturi s-a utilizat solutia de tiopental de sodiu, 0,4
g/kg) administratd i/peritoneal. Dupa eutanasierea animalului de laborator cutia toracica a fost
sectionatd pe linia longitudinala a sternului, iar cordul preluat a fost plasat rapid in solutia
fiziologici rece (temperatura 0-3° C) pentru incetinirea progresivi a contractiilor cardiace pani la
contractii cardiace solitare slabe cu frecventa de circa 5 b/min.

1.2. Metodele de cercetare

Experimentele s-au efectuat pe modelul de perfuzie a cordului izolat izovolumic dupa
metoda Langendorff si in regim de lucru exterior dupa metoda Neely-Rovetto. Pentru a determina
indicii functionali, Tn cavitatea VS s-a introdus senzorul mecanic conectat la sistemul computerizat
de inregistrare a parametrilor in timp real (Biomedical Data Acquisition System, Bio-Shell,
Australia) sau la inscriptorul Linearcorder MARK WR3101 (Hugo Sachs Electronik, Germania).
Indicii functionali au fost fixati in protocolul experimental.

Perfuzia cordului izolat izovolumic realizata dupa modelul clasic Langendorff permite
evaluarea: tolerantei miocardului la actiunea ischemiei globale si reperfuziei; a raspunsului
sistemului coronarian la actiunea factorilor naturali sau medicamentosi cu proprietati
vasorelaxante si vasoconstrictoare; a fenomenului coronarian Gregg; a fenomenului Vanhoultte,
care exceleazd prin efectul de vasorelaxare endoteliu independenta al epoxieicosatrienelor
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(derivati ai acidului arahidonic), care este important in conditiile alterarii si disfunctiei endoteliului
vascular; a 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, deci impactul hipertensiunii coronariene
asupra stiffness-ului diastolic al miocardului [9].

Probele de efort reproduse pe modelul de cord izolat perfuzat in regim de lucru, dupa metoda
Neely-Rovetto, au avut drept scop evaluarea fezabilitatii reglarii hetero- si homeometrice in efort
hemodinamic, eficientei raspunsului inotrop la actiuni neuroendocrine, a reactivitatii cardiace la
efort, precum si a caracterului adaptarii cordului la perfuzie in conditii de carenta energetica [10].

Proba de efort hemodinamic sau proba de efort cu volum si rezistenta a fost realizata prin
cresterea presiunii de umplere a atriului staing (PUAS) de la valoarea minima, 5 cm col.H20 pana
la valoarea maxima, 25 cm col.H20, punctul de referinta fiind nivelul optim de umplere, 15 cm
col.H20. Modificarea PUAS s-a efectuat pe fondalul mentinerii constante a nivelului presiunii de
rezistenta in estuarul aortei — 80 cm col.H2O. Aprecierea capacitatii de reglare heterometrica a
cordului s-a bazat pe analiza caracterului modificarii indicilor functiei de pompa imprimis
impreund cu indicii relaxarii diastolice la nivelele PUAS depreciate, iar la nivelele elevate — si
indicii contractilitdtii miocardului. Proba de efort cu rezistentd a fost 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. Tn cadrul acestei probe este estimati capacitatea de reglare homeometrica a cordului,
analiza corelatiei intre capacitatea de mentinere a valorilor adecvate a parametrilor functiei de
pompa si performantele contractile ale miocardului.

Proba de evaluare a raspunsului inotrop al miocardului a fost realizata prin administrarea in
perfuzat a factorilor naturali capabili sd induca efect inotrop pozitiv, cum ar fi NE, Ang II si ET-
1, in diferite concentratii, cuprinse in diapazonul 107-10" M, pe modelul cordului izolat perfuzat
in conditii de confort fiziologic (PUAS — 15 cm col.H20 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,
s-a estimat s1 dinamica indicilor diastolei, precum si a FCC, drept un indicator al raspunsului
cardiac cronotrop.

Proba de evaluare a activitatii cardiace in conditii de carenta energetica a fost modelata prin
reducerea continutului glucozei din perfuzat de la 5,5 mM pana la un nivel critic. Estimarea
dinamicii valorii DC, PTDVS, PSVS, +dP/dTmax si -dP/dTmax este oportunad in decelarea
legitatilor functionale scontate.

Consideratii etice. In studiu s-a tinut cont de normele internationale ale eticii medicale,
stabilite prin Declaratia Internationala a Drepturilor animalelor si documentele autohtone
relevante, privind numdrul animalelor, pdstrarea lor si modelarea experimentelor. Proiectul
cercetdrii a primit aviz pozitiv de la Comitetul de Etica a Cercetdrii al USMF “Nicolae
Testemitanu”™ (proces verbal nr. 40, din data 27.12.2016).

Analiza statistica a datelor. Procesarea statistica a materialului cifric obtinut s-a realizat
prin utilizarea programului Microsoft Excel (Statistica) si GraphPad Prism 8.0. Datele obtinute au
fost calculate prin utilizarea statisticelor descriptive (media, mediana, abaterea intercuantilica,
minimum si maximum, devierea standard). Semnificatia statisticd a rezultatelor fiind considerata
cand valoarea lui p< 0,05. Reprezentarea graficd a materialului a fost efectuat prin constructia
graficelor box-plot, diagrame cu bare si diagrame lineare.
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2. SINTEZA CAPITOLELOR

Perfuzia cordului izolat in regim izovolumic si in 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 stiintifica efectele
tratamentului antiinflamator prin administrarea pe perioada actiunii doxorubicinei a antagonistului
TNF-a (anticorpul monoclonal, Am- TNF-a).

2.1. Paternul bazal al cordului perfuzat in regim fiziologic

Pentru a estima capacitatea reala de reglare am estimat paternul bazal al cordului perfuzat in
regim fiziologic, cand presiunea in atriu stdng (PUAS) egaleaza 15 cm col.H2O, iar rezistenta
aortica — 80 cm col.H20 (tabelul 1).

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

Indice Lot p

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

Jetul aortic, ml/min (MxDS) 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%

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.

In acest context este important de mentionat si afectarea diastolei (tabelul 2). 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 conecteaza
sfarsitul sistolei cu inceputul diastolei. Astfel, presiunea protodiastolica s-a decelat cu 97% peste
nivelul martor, fapt ce se asociaza cu declinul PSVS. Viteza maxima a relaxarii diastolice (-dP/dT
max) a cordului in afectiunea doxorubicinicd a miocardului este semnificativ depreciatd fata de
prototipul martor cu 24,75%.
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Tabelul 2. 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 (M+DS) 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 telediastolicd a ventriculului stang; -dP/dT max — viteza maxima a relaxarii
izovolumice a cordului; SD- stiffness diastolic; PPTDVS — presiunea protodiastolica.

Prin urmare, o particularitate functionald importanta a cordului inerenta cardiotoxicitatii Dx
este perturbarea contractilitatii si relaxdrii izovolumice, caracterizatd prin indicele rigiditatii
diastolice sau 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
decét 2 ori majorat (+109,73%) comparativ cu indicele martor.

2.2. Reactivitatea cordului la efort cu volum si rezistenta in afectarea doxorubicinici

Efortul cu volum si rezistenta reprezinta pentru cord o conditie hemodinamica de declansare
a sistemelor intrinseci responsabile de reglarea heterometrica si homeometrica.

Proba de efort cu volum este o oportunitate de estimare a capacitatii de reglare heterometrica
a cordului, realizatd prin cresterea presiunii de umplere a atriului stang (PUAS) de la valoarea
minima, 5 cm col.H20 péana la valoarea maxima, 25 cm col.H20 (tabelul 3).

Umplerea mai mare a cavitatii VS faciliteazd dezvoltarea presiunii sistolice. Cu toate acestea
decalajul PSVS intre Dx si martor raimane semnificativ si se atestatd 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 fata de martor si noteaza un recul de 55,29%. In aceastd probi de
efort creste PTDVS, care a fost mai pronuntata in lotul cu Dx, valoarea carui in varful probei a
fost cu 190% mai mare comparativ cu martor, ce semnifica gradul de periclitare a functiei lusitrope
a cordului. Valoarea stiffness-ului diastolic a crescut in cadrul majorarii PUAS la cote mai mari in
lotul cu Dx fata de martor in medie cu 44%, astfel cd decalajul a devenit de 156%. Indicii relaxarii
si contractiei izovolumice a cordului (-dP/dTmax si +dP/dTmax) nu au crescut semnificativ n
ambele loturi pe fondul elevarii PUAS, iar diferenta lor raméane semnificativa, reculul constituind
29,99% si, respectiv, 28,22%. Sporul debitului cardiac si al jetului aortic in lotul cu Dx a fost sub
incrementul martor ce demonstreaza o depreciere a capacitatii de adaptare a cordului la efort cu

11



volum majorat. 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%.
Tabelul 3. Indicii functionali ai cordului izolat in presarcina crescuta (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-05

Min —Max 26-34 14-20

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 97104516 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: TC — travaliu cardiac; +dP/dT max — viteza maxima a contractiei izovolumice a cordului; SD-
stiffness diastolic; PTDVS - presiunea telediastolica a ventriculului stang.

Asadar, proba de efort cu volum a evidentiat un patern fiziopatologic important al
cardiotoxicitdtii doxorubicinei in plan functional, si anume: periclitarea functiei de pompa a
cordului la umplere minima a VS datoritd compromiterii fazei de relaxare izovolumicd si
periclitarea functiei de pompa a cordului la umplere maxima a VS datorita stiffness-ului diastolic
crescut, ce a limitat o umplere a VS iminentd optimizarii legitdtii lungime-forta, predictorul
important fiind travaliul cardiac.

Proba de efort cu rezistentd este o oportunitate de estimare a capacitatii de reglare
homeometrica a cordului, realizata prin cresterea presiunii in estuarul de aorta de la nivelul de
confort (80 cm col.H20) pana la nivelul de 120 cm col.H2O (tabelul 4). Jetul aortic, indicele
principal care caracterizeaza fezabilitatea adaptarii functiei pompa a cordului izolat in efort cu
post-sarcind s-a micsorat in lotul cu Dx cu 68% mai mult, comparativ cu decrementul martor.
Drept consecintd, decalajul indicelui intre loturi a crescut de la 40,47% pana la 55%. Reducerea
marcata a jetului aortic a fost cauza principald a micsorarii debitului cardiac, care in varful probei
a consemnat n lotul cu Dx doar 55,82% din valoarea martor. Totodata, fluxul coronarian in aceasta
proba s-a redus vadit fata de lotul martor, fapt ce indica un aspect important si anume, rezistenta
n sistemul coronarian n cadrul post-sarcinii de 120 cm col.H20 este mai mica decat presiunea in
estuarul aortei n ambele loturi.
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Tabelul 4. Valoarea indicilor functionali ai cordului izolat in post-sarcina crescutia (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 29,2135 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+7,4 120,3+5,2 (-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 85,8+5,1 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; FCC- frecventa contractiilor cardiace; PSIVS - presiunea sistolica a ventriculului
stang; PSIVS — presiunea sistolei izotonice a ventriculului stang.

Presiunea sistolicd a VS este indicatorul cheie al estimdrii adaptdrii 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 inregistrata in
regimul fiziologic de perfuzie a fost in lotul cu Dx dublu depreciat: 14 vs 28%. Astfel, Tn varful
probei decalajul PSVS fatd de martor a crescut de la 25,99% pana la 34,2%.

Deprecierea contractiei miocardului in majorarea post-sarcinii s-a manifestat in impactul
cardiotoxic al Dx si prin reducerea marcata 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%. Remarcabil,
ca adaptarea rapida a cordului izolat la cresterea post-sarcinii se realizeaza nu numai prin elevarea
PSVS, dar si pe fondalul majorarii FCC ce a crescut cu 5 batai/min in lotul cu Dx si cu 10 batai/min
in lotul martor in conditiile cand decalajul parametrului inainte de reproducerea probei de efort cu
rezistenta era semnificativ si constituia 39 batai/min. Gradul de crestere a FCC in cadrul efortului
hemodinamic este un indicator veritabil al rezervei functionale a sistolei.

Pe contul cresterii PSVS si FCC, a crescut si 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 rezistenta reculul a crescut incd cu 15%,
determinand 1n varful probei o diferentd mai mare de 42,8%: 30,1+3,3 vs 52,6+3,6 mm Hg x
min/1000. Un alt indice, care caracterizeaza integral raspunsul cordului izolat la conotatia cresterii
PSVS si FCC in efort cu rezistenta este indicele Veragut, acesta avand o relatie cu indici respectivi
in cadrul fazei de contractie izovolumica (presiunea sistolicd care corespunde vitezei maxime de
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contractie). Valoarea indicelui Veragut a crescut in ambele loturi, dar analogic dinamicii PSVS
incrementul lotului cu Dx a fost net diminuat fata de martor: 4 vs 13%. In varful probei decalajul
intre loturi a crescut pana la 30,2%.

2.3.  Impactul ischemie-reperfuzie in afectarea doxorubicinica a cordului

Impactul ischemic acut poate fi reprodus in vitro prin sistarea subtotala sau totala a perfuziei
coronariene a cordului izolat izovolumic pe o perioada de 30 min, utilizand drept predictor
dinamica PTDVS, valoarea initiald a careia a fost egala in loturi si calibrata la nivelul de 14 mm
Hg. Dupa perioada de ischemie, perfuzia coronariana era reluata la noima conditiilor initiale (deci
80 cm col.H20) pe o perioada de 45 min, in cadrul careia se monitoriza in dinamica valoarea
PTDVS si PSVS, punctele de estimare fiind consemnate la min 10, 20, 30, 40 si 45. Presiunea
telediastolica si presiunea sistolica a VS sunt predictori importanti privind estimarea fezabilitatii
cordului de restabilire a activitatii functionale In reperfuzie, care este compromisa prin instalarea
excesului de calciu Tn cardiomiocite pe fondalul deficitului energetic, acidozei, stresului oxidativ,
precum si a raspunsului inflamator iminent. Toleranta miocardului la actiunea ischemiei totale, cat
si la actiunea reperfuziei a fost concludent afectata la animalele expuse actiunii cardiotoxice a Dx
(figura 1).
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Figura 1. Dinamica PTDVS (mm Hg) in ischemie si reperfuzie in ambele loturi

Deja la 0 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 fatd 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%.
Prin urmare, contractura ischemicd a miocardului, estimatd dupa valoarea PTDVS, este la
animalele expuse la actiunea cardiotoxicad 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 cd excesul cationului reprezinta
mecanismul principal al contracturii ischemice a miocardului, precum si a perturbarii diastolei in
carentd energetica.
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Afectiunea doxorubicinica se caracterizeaza printr-0 rata limitata de restabilire a PSVS.
Valoarea reculului PSVS in ADC fatd de martor stabilita 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 2).
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Figura 2. Dinamica PSVS (mm Hg) a cordului izovolumic in reperfuzie (M£DS)

La al 45-lea min de reperfuzie valoarea PSVS ramane semnificativ superioara valorii pre-
ischemice cu 15% si se estimeaza subiacent nivelului martor cu 35,2%. Acesta din urma insa a
atins un nivel, fara discrepantd 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. Este important de
mentionat 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.

2.4. Raspunsul inotrop al cordului izolat la actiunea stimulilor naturali

Inotropismul miocardic reprezinta 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. 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 bétaie si, respectiv, a debitului cardiac.

In reglarea homeostaziei sistemului cardiovascular un rol deosebit 7l au stimulii naturali ce
induc efect inotrop pozitiv: catecolaminele, angiotensina II (Ang II) si endotelina 1 (ET-1). Acesti
factori neuroendocrini promoveazd realizarea efortului fizic si mintal la noima reactivitatii
cardiovasculare, iar in plan fiziopatologic merita o atentie deosebita data fiind elevarea nivelurilor
lor circulante odata cu declansarea insuficientei cardiace (IC). Mai mult decat atat, 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,
al cordului izolat au fost angrenati mai multi indici functionali ai VS, printre care obligatoriu:
PSVS, debitul cardiac si FCC (tabelul 5).
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Tabelul 5. Efectele norepinefrinei asupra indicilor functionali ai cordului izolat (M+DS)

Indice Lot Initial NE (10" 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+11,4 109,7+13 (+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 244498 272%9,5 (+11,5% vs initial)
Me (P25-P75) 241 (237-256) 269 (265-282)
Min-Max 233-258 261-287
D <0,001 <0,001
DC, Martor 36,7+2,4 45,343,8 (+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 26,314 (+15,9% vs initial)
Me (P25-P75) 23 (20-25) 26 (24-28)
Min-Max 16-29 19-33
D <0,001 <0,001

Nota: FCC- frecventa contractiilor cardiace; DC — debit cardiac.

Analiza caracterului raspunsului cardiac evidentiaza fenomenul de disociere a efectului
inotrop si cronotrop la noima ratei de crestere a contractilitdtii 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 decét 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 stimuldrii simpatice a cordului cu 3,6 ml/min (15,9%)
comparativ cu incrementul martor de 8,6 ml/min (23,4%). Astfel, diferenta initiald a debitului
cardiac de 38% a crescut pana la 42% in varful stimularii si aceasta depreciere evident se datoreaza
ineficientei raspunsului inotrop.

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. 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 Il este subiacent efectului indus prin NE. Decalajul PSVS la stimularea
cordului cu Ang II a crescut de la 25,9% (valoarea initiald sau bazald) pana la 31,2%. 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. Rata cresterii DC a
fost inferior celui martor (10 vs 16%), fapt ce a condus la cresterea decalajului in varful probei de
la 37,8% pana la 41,2% (tabelul 6).
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Tabelul 6. Efectele Ang II asupra indicilor functionali ai cordului izolat (M+DS)

Indice Lot Initial Ang |1
PSVS, Martor 143,316,1 158,545,3 (+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
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
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 22,9119 * 25,1+2,2 (+10% vs initial) *
Me (P25-P75) 23 (22-24) 25 (24-26)
Min-Max 20-25 22-28
Nota: Ang Il — angiotensina Il; PSVS — presiunea sistolicd a ventriculului stang; FCC- frecventa

contractiilor cardiace; DC — debit cardiac, * - p< 0,001 versus valoarea martor.

Actiunea inotropa a ET-1 asupra cordului afectat este slab cunoscutd, dar prezintd un
interes notabil in contextul faptului, cd ET-1 este recunoscuta la ora actuala ca cel mai potent agent
natural vasoconstrictor. Actiunea ET-1 s-a manifestat prin particularitati distincte vizavi de
actiunea NE si a Ang II (tabelul 7).

Tabelul 7. Efectele ET-1 asupra indicilor functionali ai cordului izolat (M£DS)

Indice Lot Actiunea ET-1 (107 M)
Initial Stimulare

PSVS, Martor 141,7+4,3 177,34426 (+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

DC, ml/min | Martor 36,9+3,3 42,744,8 (15,7% vs initial)
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

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 12,542 * 17,743 (+41,6% vs initial) *
Me (P25-P75) 12 (11-14) 18 (15-20)
Min-Max 10-16 14-22

Nota: ET-1 endotelinal; PTDVS — presiunea telediastolica a ventriculului sting; PSVS — presiunea sistolica

a ventriculului stang; DC — debit cardiac; * - p< 0,001 versus valoarea martor.
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2.5. Fenomenul coronarian Gregg si 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 corespunzator coronaroconstrictie
si deprecierea FC. Prin urmare, entitatea functionala a fenomenului coronarian Gregg
consemneaza fezabilitatea raspunsului coronarian dependent de endoteliul vascular si al oxidului
nitric (NO). Afectarea aterosclerotica 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.

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. Efectul vasorelaxant al EET-11,12 a fost in
premiera cercetat pe mai multe modele de vase izolate Vanhoutte, care a demonstrat concludent
abilitatea acestui derivat al acidului arahidonic, metabolizat prin intermediul citocromului P450,
de a relaxa media musculard pe fondalul leziunii si disfunctiei endoteliale induse. Astfel, acest
fenomen de mare consideratie fiziopatologica, in deosebi pentru creier si inima, este numit
fenomenul Vanhoutte.

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 functionald coronarianda (RFC) in varful actiunii Ach in
concentratia de la 107" M pani la 10 M (tabelul 8).

Tabelul 8. 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 13,4+0,7 14,9+0,4 16,5+0,7 17,3+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 12,7+0,7 13,2+0,7 14,2+0,8 14,8+0,9
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

Asadar, cardiotoxicitatea doxorubicinei se manifestd si prin afectarea reactivitatii
coronariene dependente de endoteliu, dovedita pe modelul de perfuzie retrograda a cordului izolat,
care nu realizeazd lucru exterior la actiunea Ach. Aceasta evidentd este importantd, intrucat
actiunea constitutiva a Ach reprezinta repera principala a fenomenului Gregg.

Cresterea perfuziei coronariene la solicitarile de efort hemodinamic sau neuroendocrin este
asigurata de factorii metabolici cum ar fi adenozina (Ad) si bradikinind (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, ca 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 9).
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Tabelul 9. Fluxul coronarian (ml/min) si RFC (%) la actiunea adenozinei si bradikininei

(MzDS)
Lot Actiunea adenozinei (mol) Actiunea bradikininei (mol)
107 10° 10”7 10°
Martor 14,5%1,2 17,8+2,2 14,6x1,6 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

Nota: RFC — rezerva functionald coronariana; Me — mediana; P25-P75 — intervalul dintre percentila
25 i 75

In concentratia de 107 M rezerva functionala coronariana este superioara in cazul stimularii
parasimpatice a cordului. In lotul cu doxorubicini RFC inerenti actiunii bradikininei concentratia
de 10° M este semnificativ diminuati fati 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
determind cresterea fluxului coronarian, solicitatd de activitatea functionala crescutd a
miocardului, putem admite ca 1n afectarea doxorubicinica a cordului deprecierea RFC la actiunea
lor limiteaza rezervele functionale ale miocardului in efortul hemodinamic si neuroendocrin.

Semnificatia principald este ca fenomenul Vanhoutte nu este periclitat in afectarea
doxorubicinica a cordului, la baza caruia sta productia H2O> si a EET-11,12 in cordul mamiferilor,
metaboliti ai acidului arahidonic, cu efect coronarodilatator mediat prin mecanismul de
hiperpolarizare. Deci acest fenomen reprezintd o posibilitate relevantd de compensare a
fenomenului coronarian Gregg endoteliu dependent compromis in cardiotoxicitatea Dx. Efectul
coronarodilatator manifestat prin reglarea perfuziei coronariene a cordului afectat, a fost confirmat
si la actiunea peroxidului de hidrogen si a epoxieicosatrienelor 11,12 in 2 concentratii, 10° M si
10° M (tabelul 10).

Tabelul 10. Rezerva functionala coronariani la actiunea H202 si EET-11,12 (M£DS)

Lot H,02 (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 14,311 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: RFC - rezerva functionala coronariana H»O, — peroxidul de hidrogen; EET-11,12—

epoxieicosatrienelor; Me- mediana; P:25-75 — intervalul dintre percentila 25 si 75.

Fenomenul crucial depistat consta in faptul cd RFC in lotul cu Dx la actiunea H2O2 sau EET-
11,12 nu difera semnificativ de indicele martor. Mai mult, la ambele concentratii ale agentilor RFC
este chiar superioara valorii martor cu pana la 6%. Fenomenul Vanhoutte se proiecteaza nu numai
pe efectele vasculare benefice, dar are si conotatii importante tisulare. Astfel, epoxieicosatrienele
sunt substante biologic active cu actiune antioxidanta, antiapoptotica, citoprotectoare, etc. Sub
acest aspect este importanta evaluarea tolerantei miocardului la impactul ischemie-reperfuzie,
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cand cordul izolat este pretratat cu EET-11,12 timp de 60 sec, ceea ce a condus in lotul cu Dx la
reducerea valorii PTDVS, in deosebi importanta la perioada tardiva (figura 3).

804
704 — Lotul Martor
60 p<0,05 — Lotul Dx

50 — Lotul Dx+EET 11,12
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Figura 3. Dinamica PTDVS in perioada de ischemie pe fondalul pretratarii cordului cu
EET-11,12

Astfel, 1a min 20 de ischemie PTDVS se estimeaza semnificativ diminuata cu 19,43% fata

de indicele martor: 44,8+3,7 vs 55,6+2,7 mm Hg, dar raméane totusi semnificativ superioara valorii

martor cu 24%: 44,8+3,7 vs 36,2+1,9 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 4).
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Figura 4. Efectul postconditionarii cordului izolat cu EET-11,12 asupra restabilirii PTDVS
n 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 subiacenta nivelului atestat in lotul cu Dx fara postconditionare.

Evidentele obtinute certificd beneficiul epoxieicosatrienelor 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 redresarii partiale sau totale a fluxului coronarian.

2.6. Evaluarea in vitro a efectelor antagonistului TNF-a asupra cardiotoxicitatii
doxorubicinei
Orice leziune a miocardului declanseaza un raspuns inflamator local si sustenabil, care
influenteaza in mod direct si indirect prognosticul evolutiei IC. In acelasi timp leziunea
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miocardului secundara actiunii doxorubicinei induce diferite paterne ale mortii celulare, cum ar fi
autofagia, piroptoza si necroza, care au actiuni pro-inflamatoare notabile. Cercetarile
fundamentale au demonstrat, cd miocardul sobolanilor incepe sd expreseze TNF-a proportional
dozei de Dx administratd, ceea ce justifica efectele plauzibile ale antagonistului TNF-a,
anticorpului monoclonal specific (Am-TNF-a) asupra reactivitatii cordului si a sistemului
coronarian, periclitatd prin impactul cardiotoxic al doxorubicinei. In interfata patogenetici a
raspunsului inflamator miocardic TNF-a are un rol lider alaturi de alte citokine pro-inflamatoare,
cum ar fi IL-1p, IL-8, 1L-18, etc.

Pentru a demarca si confirma relevanta mecanismului inflamator in evolutia cardiotoxicitatii
Dx in alt lot de sobolani am administrat Am-TNF-a zilnic pe fondalul actiunii doxorubicinei timp
de 2 saptamani (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-a asupra cordului izolat am utilizat acelasi
protocol experimental, n special probele de efort ce vizeaza reactivitatea cardiaca si reactivitatea
sistemului coronarian, in care concludent s-au evidentiat particularitatile functionale ale
cardiotoxicitatii Dx.

Actiunea Am-TNF-o pe perioada dezvoltarii afectarii doxorubicinice a miocardului s-a
manifestat prin ameliorarea functiei de pompa si a contractilitatii cordului izolat perfuzat in regim
fiziologic de lucru ale umplerii VS si ale presiunii in estuarul aortei (tabelul 11).

Tabelul 11. Indicii functiei de pompa ai cordului izolat in regim fiziologic de lucru (M+DS)

Indici Loturi
(n=9) Martor (n=9) Dx (n=9) Dx+ pl p2 p3
Am-TNF-a
JA, ml/min 21,5+21 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 37,4%3 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
FCC, 1/min 289+10 245+12 2668 <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
+dP/dT max, 8565+239 6320+297 7220+245 <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

Nota: JA — jetul aortic; DC — debitul cardiac; PSVS 0 — presiunea sistolica a ventriculului stang; FCC -
frecventa contractiilor cardiace; +dP/dT max — viteza maxima a contractiei izovolumice a cordului; pl —
semnificatia discrepantei Dx vs martor; p2 — semnificatia discrepantei Dx+Am-TNF-a vs Dx; p3 -
semnificatia discrepantei Dx+Am-TNF-o vs martor
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Un beneficiu functional cheie al actiunii Am-TNF-o constd 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 ramane subiacenta valorii martor. Remarcabil, ca si PSVS s-a majorat
cu 22% fata de lotul cu Dx.

Lotul tratat cu Am-TNF-a a demonstrat si o ameliorare considerabila a relaxarii diastolice,
pe fondalul micsordrii presiunii telediastolice cu 38,1% si a rigiditatii diastolice cu 34,24%,
facilitind prin aceasta umplerea VS si realizarea mecanismului Frank-Starling. Important de
mentionat cd componenta de baza a diastolei, relaxarea izovolumica s-a ameliorat notabil, data
fiind cresterea semnificativa cu 25% a valorii -dP/dT max péana la o diferenta nesemnificativa fata
de martor, egala in medie cu 6,41% (tabelul 12).

Tabelul 12. Indicii functiei de relaxare ai cordului izolat in regim fiziologic de lucru (M+DS)

Indici Loturi
(n=9) Martor (n=9) Dx (n=9) Dx+ pl p2 p3
Am-TNF-a
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
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, Me 6710+182 5045+168 6280171 <0,001 | <0,001 | <0,001
P25-P75 6680 5050 6305
Min-Max 6565-6850 4870-5710 6215-6400
6480-6975 4855-5275 5980-6475

O alta fatetd importantd a actiunii Am-TNF-a este cresterea capacitdtii VS de a dezvolta
presiune in efortul cu rezistentd, reprodusa prin elevarea presiunii in estuarul aortei pana la nivelul
de 120 cm col.H20 (tabelul 13).

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 16% si, respectiv, 54%. O atentie deosebita 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, cd expresia crescuta a TNF-o exercitd efect cardiodepresiv asupra miocardului.
Drept consecintd, atenuarea inflamatiei a conditionat cresterea semnificativa a valorii jetului aortic
si a debitului cardiac 1n proba de efort cu rezistentd cu 42% si, respectiv, 34%.
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Tabelul 13. Indicii functionali ai cordului izolat in efort cu rezistenta (M+DS)

Indicii Martor Dx Dx+Am-TNF- pl p2 p3
(n=9) (n=9) 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

pP25-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 21,8+3,4 <0,001 | 0,0069 | 0,0004

Me 29 17 22

pP25-P75 27-32 14-18 19-24

Min-Max 24-34 13-19 17-26

PSVS, mmHg 182+7 120+5 14649 <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 8615 4045 5645 <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 68354672 7754+503 <0,001 | 0,0223 | 0,0012

mmHg/sec

Me 9865 6660 7800

pP25-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 VS; PSIVS — presiunea sistolei
izotonice a ventriculului stang; +dP/dTmax — viteza maxima a contractiei izovolumice a cordului; pl —
semnificatia discrepantei Dx vs martor; p2 — semnificatia discrepantei Dx+Am-TNF-a vs Dx; p3 -
semnificatia discrepantei Dx+Am-TNF-a vs martor

Adaptarea cordului la acest efort maximal de rezistenta, recunoscut ca ,,calcaiul lui Ahile”
solicitd 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 a PTDVS.

Drept dovada este de relatat, ca fluxul coronarian in lotul administrariic 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).

Cresterea vitezei volumetrice a FC conduce la elevarea PTDVS, evidenta caracteristica
relatiei presiune coronariana-presiune telediastolica si atestata in toate cele 3 loturi. De remarcat
ca pe fondalul clamparii aortei rata de elevare a PTDVS in lotul cu Dx egala 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 5).
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Figura 5. Relatia presiune coronariani-presiune telediastolica a cordului izolat izovolumic
Administrarea Am-TNF-a s-a impus prin micsorarea notabila a pantei de elevare a PTDVS
a cordului izolat izovolumic pe fondalul cresterii graduale a presiunii coronariene. De mentionat
ca Tnaintea reproducerii probei de efort presiunea telediastolica a VS a fost Tn toate cele 3 loturi
calibratd 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 aceastd ratd pana la 12,4%, datd fiind elevarea PTDVS la
nivelul presiunii coronariene de 120 cm col.H2O pana la 17,4+1,3 mm Hg.

Deci, putem aduce la apel consecutivitatea evenimentelor fiziopatologice: cresterea vitezei
volumetrice a FC si, respectiv, a presiunii coronariene conduce la elevarea PTDVS 1n 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 stiffness-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 diastolicd. Aceasta relatie este periclitatd, dupa cum s-a demonstrat mai
sus n lotul cu Dx, potrivit dinamicii PTDVS la cresterea volumului de umplere a atriului stang.
Actiunea Am-TNF-o a imbunatatit notabil relatia volum diastolic-presiune diastolica, dat fiind ca
rata de elevare a PTDVS a fost subiacenta dinamicii lotului cu Dx (figura 6).
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Figura 6. Dinamica PTDVS la cresterea graduala a volumului de umplere a VS
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Rata de crestere a PTDVS pe fondalul actiunii Am-TNF-a s-a redus cu 22.9% fata 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 rdimane semnificativ, atestat la cotd de 15%.

O crestere mai limitata a PTDVS secundara cresterii induse a volumului VS Tn cadrul
perfuziei retrograde a cordului izolat indicd asupra diminuarii rigiditatii diastolice a miocardului.
Este important de mentionat, ca acest mecanism este responsabil de micsorarea vitezei volumetrice
a fluxului coronarian, intrucét 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 7).

p <0,05 vs Dx

154 — Lotul Control
E — Lotul Dx
= — Lotul Dx+Am-TNF-o.
SE
3=
S E  10-
x
=)
L

5 +—r—r—r—T—r—r—TrTr—r—rT—T—T

0.20 0.25 0.30 0.35 0.40

Volumul de umplere a VS, ml

Figura 7. Dinamica fluxului coronarian la cresterea graduala a volumului de umplere a
ventriculului stang

In toate loturile valoarea initiald a fluxului coronarian a cordului izolat perfuzat retrograd
prin aorta 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 micsorarii FC s-a redus cu 20,32% si s-
a stabilit la o cota 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 orchestreaza toleranta lui la actiunea ischemie-reperfuzie si care angreneaza
evenimente legate de controlul metabolismului energetic, paradoxului de calciu si al stresului
oxidativ. Toleranta miocardului la actiunea ischemie-reperfuzie Tn impactul cardiotoxic al
doxorubicinei este considerabil depreciatd, un fenomen inteligibil, ludnd in considerare
preconditionarea inflamatoare iminenta leziunii 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 mica, comparativ cu indicele din lotul cu
Dx, pe toata perioada ischemiei (figura 8). Pe fundalul actiunii Am-TNF-a valoarea PTDVS
estimatd pe perioada ischemiei in ADC s-a redus progresiv pand la un recul de 19,3% stabilit la
min 30 de ischemie.
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Figura 8. 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 (figura 9). Remarcabil, ca 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.
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Figura 9. Efectul Am-TNF-a asupra tolerantei ischemice a miocardului estimata prin
dinamica PTDVS in reperfuzie
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 ratad similara lotului martor: 14,3%
vs 15,7%. Raspunsul cronotrop de asemenea a fost similar efectului martor, datd fiind cresterea

FCC la cotele respective: 4,2 vs 4,6%.
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Tn 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 modificarii acestuia sub actiunea Am-
TNF-o. Dupa cum s-a relatat mai sus preconditionarea cordului izolat cu ET-1 afecteaza 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 evidenta
un beneficiu valoros al epoxieicosatrienelor, si anume aparitia rdspunsului inotrop pozitiv in varful
stimularii cordului cu ET-11n lotul cu Dx (figura 10). Astfel, sporul PSVS in lotul cu tratament a
fost cu 65% mai mare (14 vs 8,5%), iar sporul DC superior cu 32% (21 vs 16%).
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Figura 10. 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 alta parte
semnificatia biologica a EET-11,12 tradusd 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-
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TNF-a ori altfel spus, Am-TNF-a moduleazd fenomenul Vanhoutte. Remarcabil, cd toleranta
miocardului la impactul tahicardiei este indispensabila de fezabilitatea fenomenului Vanhoutte, iar
aceasta constatare aduce noi dovezi asupra unuia din cele mai comune procese patologice ale
miocardului: miocardul siderat si hibernat [11, 12].

Per ansamblu, beneficiile functionale ale Am-TNF-o demonstrate in vitro pe modelele de
perfuzie a cordului izolat (izovolumic si in regim de lucru) evidentiazd rolul inflamatiei in
declangarea si promovarea cardiotoxicitdtii Dx, iar pe de altd parte fundamenteaza si justifica
perspectiva atenudrii acesteia prin tratamentul anticitokinic. La aceasta noima este important
beneficiul atenuarii efectului TNF-a si in cadrul evolutiei insuficientei cardiace de diferite geneze
[13, 14], fapt ce aduce la apel anvergura aportului TNF-a Tn patogenia patologiei cardiace, inclusiv
determinatd de cardiotoxicitatea doxorubicinei.
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CONCLUZII GENERALE
Cardiotoxicitatea doxorubicinii estimata in studiul nostru pe modelul perfuziei cordului izolat
de sobolan a excelat prin periclitarea contractilitdtii 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, manifestata prin reducerea RFC la
actiunea acetilcolinei cu pana la 48,9%, cresterea aportului receptorilor B1 ai bradikininei in
promovarea fenomenului coronarian Gregg si prezervarea reactivitatii coronariene mediata de
mecanismul de hiperpolarizare iminenta actiunii peroxidului de hidrogen si a

epoxieicosatrienelor.

Afectarea reglarii cordului izolat in efort hemodinamic si neuroendocrin este determinata 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 sting si rezistenta maximald a estuarului aortei. De
asemenea, in plan patogenetic se impune importanta 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 in redresarea fluxului coronarian cu pana la 67%.
Atenuarea inflamatiei prin administrarea i/p zilnica a antagonistului TNF-a (0,5 mg/kg) pe
perioada de 2 saptdmani iminentd actiunii doxorubicinei (doza cumulativa de 16 mg/kg) a
diminuat concludent cardiotoxicitatea antraciclinei, datd fiind ameliorarea concludentd a
capacitdtii de adaptare a cordului in efort hemodinamic, neuroendocrin si la actiunea
ischemiei-reperfuzie, fapt ce argumenteaza aportul inflamatiei in evolutia cardiotixicitatii
doxorubicinei si actiunea ei peiorativa asupra rezervelor functionale ale miocardului.
Actiunea antagonistului TNF-o (Am-TNF-a) s-a impus prin cresterea semnificativa a valorii-
dP/dTmax cu 27% in efortul cu umplere minimald a atriului stang si a valorii +dP/dTmax cu
14% in efortul cu rezistentd, fapt ce s-a asociat cu augmentarea functiei de pompad a
ventriculului stang, astfel ca jetului aortic a crescut cu 88% si 34% in efortul cu volum si,
respectiv, in efortul cu rezistentd. 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.
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 fard modularea
inflamatiei, care s-a manifestat prin micsorarea valorii acestor indici In varful stimuldrii in
medie cu 9%.
Atenuarea inflamatiei prin antagonistul TNF-a a crescut rezerva functionald coronariand
mediatd 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 doxorubicinica, pe
cresterea raportului de aport al receptorilor B2/B1 in dilatarea coronariana a nonapeptidului.
Acest beneficiu este In contiguitate cu cresterea notabila a rezistentei miocardului la ischemie
si reperfuzie.
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RECOMANDARI PRACTICE

1. Rezultatele obtinute in cadrul estimarii in vitro a particularitatilor disfunctiei cordului vizavi
de cardiotoxicitatea doxorubicinei indicd asupra rolului incompetentei fazelor de relaxare si
contractie izovolumicd 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 entitatii conceptuale ce vizeaza rolul inflamatiei in
declansarea si evolutia cardiotoxicitatii doxorubicinice, precum si a particularitatilor
functionale propice diagnosticului si prognosticului afectiunii cardiace.

2. Abordarea in cadrul desemnarii strategiei profilaxiei primare si secundare a perturbarilor
functionale ale miocardului inerente cardiotoxicitatii doxorubicinice a antagonistului TNF-a
(ie, Infliximab) cu scopul atenuarii raspunsului inflamator si, respectiv, a disfunctiei cordului,
fapt ce va permite atingerea dozei cumulative curative a antraciclinei.
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