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Rezumat 
Scopul studiul nostru constă în evidenţierea modificărilor histologice la nivelul 
ficatului în hipertensiunea portală experimentală, demonstrând apariţia de leziuni 
specifice stress-ului nitro-oxidativ generat de prezenţa speciilor reactive ale 
oxigenului, anionul peroxinitrit rezultat având grave efecte citotoxice. 
Materiale şi metodă: am creat un model experimental de tipul SupraHepatic – 
Inferior Vena Cava Ligation - SH-IVCL la şobolani adulţi de rasă Wistar cu 
greutatea de 180 +/- 20 g. La 30 zile de la intervenţia operatorie are loc sacrificarea 
animalelor de experienţă. S-au recoltat fragmente de ficat care au fost prelucrate 
pentru examinarea şi fotografierea la microscopul optic şi microscopul electronic de 
transmisie. 
Rezultate: la cea de-a doua laparatomie se constată hepatomegalie, ascită moderată 
în cavitatea peritoneală, edem la nivelul tubului digestiv infradiafragmatic. La 
microscopul optic se remarcă stază vasculară pericentrolobular şi infiltrat 
limfoplasmocitar în jurul venelor hepatice. Microscopia electronică pune în evidenţă 
incluziuni lipidice şi mitocondrii modificate structural, omogene, cu ştergerea 
întregii structuri. 
Discuţii: degradarea structurală a mitocondriilor este sugestivă pentru existenţa 
stress-ului nitro-oxidativ. În condiţii de stress oxidativ accentuat, oxidul nitric nu are 
doar efecte benefice ci şi efecte nocive semnificative, interacţionând rapid cu anionul 
superoxid O2.- rezultând anionul peroxinitrit ce determină moartea celulară prin 
inducerea necrozei şi apoptozei. 
Concluzii: terapia hipertensiunii portale trebuie să urmărească creşterea 
biodisponibilităţii hepatice a oxidului nitric în strânsă corelaţie cu scăderea stress-
ului oxidativ, prin administrarea de antioxidanţi. Datorită apariţiei precoce a 
leziunilor hepatocitare care generează fibroză, aceste metode terapeutice trebuie 
folosite cât mai rapid. 
 
 

Cuvinte cheie:hipertensiune portală experimentală, stres nitro-oxidativ, 
oxid nitric, peroxinitrit, apoptoză. 
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STRUCTURAL CHANGES OF LIVER CAUSED BY NITRO-OXIDATIVE 
STRESS IN EXPERIMENTAL PORTAL HYPERTENSION 
 

Abstract 
The aim of our study is to highlight histological changes of the liver in experimental 
portal hypertension, demonstrating the emergence of specific nitro-oxidative stress 
injuries. These lesions are generated by reactive oxygen species, the peroxynitrite 
anion having severe cytotoxic effects.  
Materials and methods: an experimental model of portal hypertension by 
suprahepatic - inferior vena cava ligation was created in adult Wistar rats. The 
animals were sacrificed 30 days after vascular clamping and liver samples were 
processed for optic and electronic microscopy. 
Results: at the second laparotomy, the liver was increased in volume, with a little 
amount of ascites in peritoneal cavity and edema of the digestive organs walls. In 
liver it stands out pericentrolobular vascular stasis and inflammatory 
lymphoplasmocystic infiltrate around the end of hepatic vein. The electronic 
microscopy study shows hepatocytes with lipid inclusions and mitochondria with 
homogenous astructural aspect and absence of cristae.  
Discussions: Structural degradation of mitochondria is an indicative for the 
existence of nitro-oxidative stress. Under conditions of increased oxidative stress, 
nitric oxide has not only beneficial effects but also significant adverse effects, quickly 
interacting superoxide, the resulting peroxynitrite anion promoting cell death by 
inducing necrosis and apoptosis. 
Conclusions: Portal hypertension therapy should aim to increase the bioavailability 
of nitric oxide in liver correlated with decreasing the oxidative stress by 
administration of antioxidants. Due to the early appearance of fibrosis resulting 
from hepatocyte injury, these therapeutic methods must be used as soon as possible. 
 
 Keywords:experimental portal hypertension, nitro-oxidative stress, nitric 
oxide, peroxynitrite, apoptosis. 

 
Introducere: 
În condiţii fiziologice, aproximativ 20% din fluxul 
sanguin de repaus perfuzează ficatul, 1/3 fiind adus de 
artera hepatică proprie iar 2/3 de vena portă, presiunea 
portală fiind joasă, de aproximativ 10 – 15 cm coloană 
de H2O [1]. În final, sângele ajunge într-un pat capilar 
unic – capilarele sinusoide; acestea sunt extrem de 
permeabile datorită prezenţei fenestraţiilor şi au 
contact amplu cu suprafaţa hepatocitelor prin 
intermediul spaţiilor perisinusoidale descrise de Disse. 
Sistemului venos port îi lipsesc valvulele, deci orice 
obstacol între atriul drept şi venele splanhnice 
determină transmiterea retrogradă a unei presiuni 
crescute. 
Presiunea portală (Pp) depinde de fluxul sanguin 
hepatic (F) în proporţie de aproximativ 40% şi de 

rezistenţa patului vascular (R) 60% şi poate fi 
exprimată prin următoarea formulă:  

Pp = F x R 

Clasic, apariţia hipertensiunii portale în ciroza hepatică 
a fost atribuită creşterii pasive a rezistenţei de înaintare 
a sângelui la nivelul patului vascular hepatic datorită 
modificărilor morfologice induse de fibroză în spaţiile 
portale. Studii recente au demonstrat însă existenţa a 
încă două mecanisme fiziopatologice: 
- creşterea fluxului sanguin prin vasodilataţie 
splanhnică; 
- vasoconstricţia activă, dinamică şi reversibilă la nivel 
hepatic, responsabilă în proporţie de 30 – 40% pentru 
creşterea rezistenţei vasculare intrahepatice [2]. 
Elementele contractile la nivelul patului vascular 
hepatic sunt celule miofibroblastice [3] ce conţin 
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actină  specifică fibrelor musculare netede, localizate 
atât la nivel sinusoidal cât şi extrasinusoidal: 
- celulele hepatice stelate (celulele Ito) activate – 
pericitele din spaţiile perisinusoidale ale căror 
prelungiri înconjură capilarul sinusoid; 
- celulele musculare netede din pereţii ramificaţiilor 
interlobulare ale venei porte; 
- miofibroblaştii din septurile conjunctive neo-formate 
ce comprimă vasele din nodulii de regenerare. 
Deşi majoritatea acestor celule miofibroblastice au 
origine locală, preponderent din celulele hepatice 
stelate, o parte pot proveni şi din celule stem 
mezenchimale ale măduvei hematogene [4]. 
În condiţii normale endoteliul vascular compensează 
creşterea fluxului sanguin şi vasoconstricţia activă prin 
producerea oxidului nitric (NO). NO este o substanţă 
hidrofobă care, din cauza masei moleculare mici, poate 
traversa membranele celulare fără a avea nevoie de 
canale sau receptori specifici. Intracelular activează 
guanilat ciclaza solubilă şi creşte concentraţia 
guanozin 3-5 monofosfatului ciclic (cGMP), 
producând în final vasodilataţie prin expulzarea Ca2+ 
de la nivelul citosolului. NO este produs prin 
oxigenarea unui aminoacid, L-arginina, până la N-
hidroxil-arginină care, ulterior, tot prin oxidare va fi 
transformată în citrulină, eliberându-se o moleculă de 
NO. Reacţia este catalizată de enzima NO sintetază 
(NOS) care prezintă trei izoforme: 
- tipul I sau NOS activă la nivel neuronal (nNOS), 
citosolubilă; 
- tipul II sau NOS inductibilă (iNOS), de asemenea 
citosolubilă, a fost identificată iniţial la nivelul 
macrofagelor dar este prezentă şi în hepatocite; este 
activată de prezenţa citokinelor proinflamatorii (cum 

ar fi factorul de necroză tumorală  - TNF) dar 
generează cantităţi mai reduse de NO comparativ cu 
celelalte forme; 
- tipul III sau NOS activă la nivel endotelial (eNOS), 
fixată membranar, stimulată de pătrunderea 
intracelulară a Ca2+. 
În ciroza hepatică hipoxemia precum şi creşterea 
inflamaţiei şi a fibrozei (prin stress-ul hepatocitelor la 
deformare – shear-stress) duc la scăderea producţiei 
endoteliale de NO [5]. Concomitent cresc 
concentraţiile prostanoidelor cu acţiune 
vasoconstrictoare – metaboliţi ai acidului arahidonic 
rezultaţi sub acţiunea ciclooxigenazei – cum ar fi 
tromboxanul A2 şi prostaglandina H2 [6]. Acest 
dezechilibru între factorii endogeni vasodilatatori şi 

vasoconstrictori este cunoscut sub numele de 
„disfuncţie endotelială” şi a fost intens studiat în 
fiziopatologia hipertensiunii arteriale şi a insuficienţei 
cardiace. De aceea tratamentul de ultimă oră în 
hipertensiunea portală urmăreşte creşterea 
biodisponibilităţii hepatice a NO utilizând medicaţie 
specifică corectării disfuncţiei endoteliale, cum ar fi 
statinele [7]. 
Scopul studiul nostru constă în evidenţierea 
modificărilor histologice precoce la nivelul ficatului în 
hipertensiunea portală experimentală demonstrând 
apariţia de leziuni specifice stress-ului nitro-oxidativ 
generat de prezenţa speciilor reactive ale oxigenului 
(ROS – reactive oxygen species). În condiţii de stress 
oxidativ accentuat, NO nu are doar efecte benefice 
controlând tonusul şi permeabilitatea vasculară, 
adeziunea celulară şi aderenţa plachetară [8, 9]ci şi 
efecte nocive semnificative, interacţionând rapid cu 
ROS şi în special cu anionul superoxid O2.- rezultând 
anionul peroxinitrit [10] ce determină moartea celulară 
prin inducerea necrozei şi apoptozei. 
Materiale şi metodă. 
Am creat un model experimental de tipul 
SupraHepatic – Inferior Vena Cava Ligation - SH-
IVCL la şobolani adulţi de rasă Wistar cu greutatea de 
180 +/- 20 g. 
Şobolanii au fost anesteziaţi prin inhalare de eter, 
efectul fiind potenţat de injectarea intramusculară de 
ketamină, pentru analgezie folosindu-se algocalmin 
administrat tot intramuscular.  
După celiotomia mediană am evidenţiat venele 
suprahepatice şi vena cavă inferioară la nivelul cărora 
am aplicat un clip metalic strâns moderat. Închiderea 
peretelui abdominal s-a făcut printr-un surjet iar la 
piele am folosit fire separate.  
La 30 zile de la intervenţia operatorie se reface 
celiotomia sub anestezie cu ketamină şi se sacrifică 
animalele de experienţă. Intraoperator se constată ficat 
cu lobi măriţi de volum, ascită moderată în cavitatea 
peritoneală, edem la nivelul tubului digestiv 
infradiafragmatic. S-au recoltat fragmente de ficat care 
au fost prelucrate pentru examinarea şi fotografierea la 
microscopul optic prin colorarea cu hematoxilină-
eozină. Pentru examenul de microscopie electronică, 
după prelevare, ficatul animalelor de experienţă a fost 
fixat iniţial în soluţie tamponată de glutaraldehidă 
1,5%; ulterior fragmente de 1 mm3 au fost spălate în 
soluţie tampon fosfat 0,1 molar cu pH 7,4 şi apoi au 
fost postfixate timp de 90 de minute în soluţie 
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tamponată de tetraoxid de osmiu 1%. Fragmentele 
incluse în răşină sintetică şi contrastate cu citrat de 
plumb şi acetat de uranil au fost examinate la un 
microscop electronic de transmisie Philips. 
Rezultate: 
Studiul de microscopie optică a pus în evidenţă 
prezenţa unui discret infiltrat inflamator în jurul venei 
centrolobulare asociat cu accentuat proces distrofic 
pericentrolobular.  

 
Fig. 1 Venă centrolobulară cu discret infiltrat 

inflamator. Accentuat proces distrofic 

pericentrolobular. 

Infiltratul inflamator este prezent şi la nivelul spaţiului 
porto-biliar, hepatocitele din vecinătate având 
accentuată distrofie granulo-vacuolară  

 
Fig. 2 

1 - Spaţiu porto-biliar cu infiltrat inflamator. 

2- Hepatocite cu distrofie accentuată granulo-

vacuolară. 

 
 

 Venele hepatice şi capilarele sinusoide sunt dilatate, 
procesele degenerative granulo-vacuolar fiind 
ubicuitare la nivelul lobulului hepatic  

 
Fig. 3 

1 - Venă hepatică dilatată. 

2 - Infiltrat granulo-vacuolar. 
 

 
Fig. 4 Intens proces degenerativ granulo-vacuolar la 

nivelul lobulului hepatic. 

Studiul de microscopie electronică a evidenţiat detalii 
ale stazei capilare interhepatocitare  

 

215Clujul Medical 2011; 84, Supl. 2 - Vol. 2

Al XII-lea Congres al Societății Române de Anatomie, Cluj-Napoca 9 - 11.06.2011



  
 

 

Fig. 5 Hepatocite cu stază capilară interhepatocitară. 

Modificări discrete în citoplasmă. 

 cu intens proces degenerativ vacuolar în citoplasmă, 
incluziuni lipidice  

 
Fig. 6 Incluziuni lipidice multiple şi distrofie 

vacuolară. 

fragmentarea reticulului endoplasmatic şi mitocondrii 
modificate structural, omogene, cu ştergerea întregii 
structuri  

 
Fig. 7  

Intens proces degenerativ vacuolar în citoplasmă. 

Reticul endoplasmatic rugos fragmentat. 

Mitocondrii omogene cu ştergerea întregii structuri 

 
Fig. 8 Distrugerea membranelor şi cristelor 

mitocondriale. 

Discuţii: 
Modificările constatate în diminuarea fluxului venos 
posthepatic de la nivelul ficatului sunt dominate de 
stază sinusoidală capilară care duce la infiltrat 
inflamator pericentrolobular cu apariţia de hepatocite 
cu un grad accentuat de distrofie granulo-vacuolară şi 
procese degenerative [11]. 
Degradarea structurală a mitocondriilor este sugestivă 
pentru existenţa stress-ului nitro-oxidativ. În condiţii 
fiziologice nici O2.- şi nici NO nu sunt citotoxice, 
superoxidul fiind rapid înlăturat de superoxid 
dismutază, glutation peroxidază şi catalază iar oxidul 
nitric difuzând rapid la nivel tisular. În condiţiile 
stress-ului nitro-oxidativ din hipertensiunea portală, 
combinarea NO cu anionul superoxid O2.- dă naştere 
anionului peroxinitrit care are o durată de viaţă mai 
lungă comparativ cu ROS, acţionând mai selectiv. 
Pătrunde în hepatocite prin canalele de anioni şi 
formează legături cu lipide, tioli, resturi de aminoacizi, 
baze azotate şi antioxidanţii cu moleculă mică, 
rezultând peroxidarea lipidelor, oxidarea proteinelor şi 
inactivarea enzimelor. Peroxinitritul reacţionează 
direct cu proteinele ce conţin metale şi în special fier, 
oxidându-l de la forma redusă, bivalentă Fe2+, activă 
biologic, la forma trivalentă Fe3+ şi astfel modifică 
proteine esenţiale cum ar fi hemoglobina sau 
citocromul c. 
Acţiunea sinergică a peroxinitritului şi ROS scade 
diferenţa de potenţial transmembranar intern la nivel 
mitocondrial prin distrugerea complexelor I şi II ale 
sistemelor de transport a electronilor din lanţul 
respirator, cu oprirea sintezei de acid 
adenozintrifosforic (ATP) şi permeabilizarea 
membranei externe, ceea ce duce la eliberarea de 
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citocrom c din mitocondrii şi activarea caspazelor, 
mediatorii principali în declanşarea apoptozei [12]. 
Concluzii: 
Modificările morfologice hepatice constatate în 
modelul experimental SH-IVCL de hipertensiune 
portală sunt în concordanţă cu datele din literatură. Se 
remarcă la nivelul ficatului aspecte de distrofie 
hepatocelulară granulo-vacuolară şi discretă încărcare 
grasă, în special pericentrolobular, infiltrat inflamator 
în jurul venelor suprahepatice şi importante leziuni 
mitocondriale. 
Mitocondriile sunt atât sursa cât şi ţinta stresului 
oxidativ în hipertensiunea portală şi determină moartea 
hepatocitelor prin declanşarea apoptozei şi necrozei, 
ceea ce reprezintă un stimul pentru activarea celulelor 
miofibroblastice. 
Celulele miofibroblastice activate exercită o 
importantă rezistenţă vasculară dinamică şi reversibilă 
la nivel hepatic. 
Terapia hipertensiunii portale trebuie să urmărească 
creşterea biodisponibilităţii hepatice a NO în strânsă 
corelaţie cu scăderea stress-ului oxidativ prin 
administrarea de antioxidanţi generali - carotenoizii, 
N-acetil-cisteina, tocoferolul sau care ţintesc specific 
mitocondria - MitoQ – ubiquinonă (coenzimă Q10) 
conjugată cu tetrafenilfosfoniu (TPP+). Datorită 
apariţiei precoce a leziunilor hepatocitare care 
generează fibroză, aceste metode terapeutice trebuie 
folosite cât mai rapid. 
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