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Rezumat
Scopul studiul nostru consta in evidentierea modificarilor histologice la nivelul
ficatului in hipertensiunea portald experimentald, demonstrand aparitia de leziuni
specifice stress-ului nitro-oxidativ generat de prezenta speciilor reactive ale
oxigenului, anionul peroxinitrit rezultat avind grave efecte citotoxice.
Materiale §i metodda: am creat un model experimental de tipul SupraHepatic —
Inferior Vena Cava Ligation - SH-IVCL la sobolani adulti de rasa Wistar cu
greutatea de 180 +/- 20 g. La 30 zile de la interventia operatorie are loc sacrificarea
animalelor de experientd. S-au recoltat fragmente de ficat care au fost prelucrate
pentru examinarea i fotografierea la microscopul optic si microscopul electronic de
transmisie.
Rezultate: la cea de-a doua laparatomie se constatda hepatomegalie, ascitd moderata
in cavitatea peritoneald, edem la nivelul tubului digestiv infradiafragmatic. La
microscopul optic se remarcda stazd vascularda pericentrolobular i infiltrat
limfoplasmocitar in jurul venelor hepatice. Microscopia electronicd pune in evidentd
incluziuni lipidice si mitocondrii modificate structural, omogene, cu stergerea
intregii structuri.
Discutii: degradarea structurald a mitocondriilor este sugestiva pentru existenta
stress-ului nitro-oxidativ. In conditii de stress oxidativ accentuat, oxidul nitric nu are
doar efecte benefice ci §i efecte nocive semnificative, interactionand rapid cu anionul
superoxid O2.- rezultand anionul peroxinitrit ce determind moartea celulara prin
inducerea necrozei §i apoptozei.
Concluzii: terapia hipertensiunii portale trebuie sa urmdreasca cresterea
ului oxidativ, prin administrarea de antioxidanti. Datoritd aparitiei precoce a
leziunilor hepatocitare care genereaza fibrozd, aceste metode terapeutice trebuie
folosite cat mai rapid.

Cuvinte cheie:hipertensiune portald experimentald, stres nitro-oxidativ,
oxid nitric, peroxinitrit, apoptoza.
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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:

In conditii fiziologice, aproximativ 20% din fluxul
sanguin de repaus perfuzeaza ficatul, 1/3 fiind adus de
artera hepatica proprie iar 2/3 de vena porta, presiunea
portala fiind joasd, de aproximativ 10 — 15 cm coloana
de H20 [1]. In final, sdngele ajunge intr-un pat capilar
unic — capilarele sinusoide; acestea sunt extrem de
permeabile datorita prezentei fenestratiilor si au
contact amplu cu suprafata hepatocitelor prin
intermediul spatiilor perisinusoidale descrise de Disse.
Sistemului venos port i lipsesc valvulele, deci orice
obstacol intre atriul drept si venele splanhnice
determind transmiterea retrogradd a unei presiuni
crescute.

Presiunea portala (Pp) depinde de fluxul sanguin
hepatic (F) in proportie de aproximativ 40% si de

rezistenta patului vascular (R) 60% si poate fi
exprimatd prin urmatoarea formula:
APp=F xR

Clasic, aparitia hipertensiunii portale in ciroza hepatica
a fost atribuita cresterii pasive a rezistentei de Tnaintare
a sangelui la nivelul patului vascular hepatic datorita
modificarilor morfologice induse de fibroza in spatiile
portale. Studii recente au demonstrat insd existenta a
inca doud mecanisme fiziopatologice:

- cresterea fluxului sanguin prin vasodilatatie
splanhnica;

- vasoconstrictia activa, dinamica si reversibila la nivel
hepatic, responsabila in proportie de 30 — 40% pentru
cresterea rezistentei vasculare intrahepatice [2].
Elementele contractile la nivelul patului vascular
hepatic sunt celule miofibroblastice [3] ce contin
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actind o specifica fibrelor musculare netede, localizate
atat la nivel sinusoidal cat si extrasinusoidal:

- celulele hepatice stelate (celulele Ito) activate —
pericitele din spatiile perisinusoidale ale caror
prelungiri inconjura capilarul sinusoid;

- celulele musculare netede din peretii ramificatiilor
interlobulare ale venei porte;

- miofibroblastii din septurile conjunctive neo-formate
ce comprima vasele din nodulii de regenerare.

Desi majoritatea acestor celule miofibroblastice au
origine locald, preponderent din celulele hepatice
stelate, o parte pot proveni si din celule stem
mezenchimale ale maduvei hematogene [4].

In conditii normale endoteliul vascular compenseazi
cresterea fluxului sanguin si vasoconstrictia activa prin
producerea oxidului nitric (NO). NO este o substanta
hidrofoba care, din cauza masei moleculare mici, poate
traversa membranele celulare fard a avea nevoie de
canale sau receptori specifici. Intracelular activeaza
guanilat ciclaza solubilda i creste concentratia
guanozin  3-5 (cGMP),
producand in final vasodilatatie prin expulzarea Ca2+
de la nivelul citosolului. NO este produs prin
oxigenarea unui aminoacid, L-arginina, pand la N-
hidroxil-arginina care, ulterior, tot prin oxidare va fi
transformata in citrulind, eliberandu-se o molecula de
NO. Reactia este catalizatd de enzima NO sintetaza
(NOS) care prezinta trei izoforme:

- tipul T sau NOS activa la nivel neuronal (nNOS),
citosolubila;

- tipul IT sau NOS inductibilda (iNOS), de asemenea
citosolubila, a fost identificata initial la nivelul
macrofagelor dar este prezentd si in hepatocite; este
activata de prezenta citokinelor proinflamatorii (cum

monofosfatului  ciclic

ar fi factorul de necroza tumorald o - TNFa) dar
genereaza cantitati mai reduse de NO comparativ cu
celelalte forme;

- tipul IIT sau NOS activd la nivel endotelial (eNOS),
fixata  membranar, patrunderea
intracelulard a Ca2+.

In ciroza hepatici hipoxemia precum si cresterea
inflamatiei si a fibrozei (prin stress-ul hepatocitelor la
deformare — shear-stress) duc la scdderea productiei
endoteliale de NO [5].
concentratiile prostanoidelor cu
vasoconstrictoare — metaboliti ai acidului arahidonic
rezultati sub actiunea ciclooxigenazei — cum ar fi
tromboxanul A2 si prostaglandina H2 [6]. Acest
dezechilibru intre factorii endogeni vasodilatatori si

stimulata  de

Concomitent  cresc
actiune

vasoconstrictori este cunoscut sub numele de
,disfunctie endoteliala” si a fost intens studiat in
fiziopatologia hipertensiunii arteriale si a insuficientei
cardiace. De aceea tratamentul de ultimd ord in
hipertensiunea portala

urmareste cresterea
specifica corectarii disfunctiei endoteliale, cum ar fi
statinele [7].

Scopul studiul nostru constd 1n evidentierea
modificarilor histologice precoce la nivelul ficatului in
hipertensiunea portala experimentald demonstrand
aparitia de leziuni specifice stress-ului nitro-oxidativ
generat de prezenta speciilor reactive ale oxigenului
(ROS - reactive oxygen species). in conditii de stress
oxidativ accentuat, NO nu are doar efecte benefice
controland tonusul si permeabilitatea vasculara,
adeziunea celulard si aderenta plachetard [8, 9]ci si
efecte nocive semnificative, interactionand rapid cu
ROS si in special cu anionul superoxid O2.- rezultand
anionul peroxinitrit [10] ce determina moartea celulara
prin inducerea necrozei si apoptozei.

Materiale si metoda.

Am creat un model experimental de tipul
SupraHepatic — Inferior Vena Cava Ligation - SH-
IVCL la sobolani adulti de rasd Wistar cu greutatea de
180 +/- 20 g.

Sobolanii au fost anesteziati prin inhalare de eter,
efectul fiind potentat de injectarea intramusculard de
ketamind, pentru analgezie folosindu-se algocalmin
administrat tot intramuscular.

Dupa celiotomia mediana am evidentiat venele
suprahepatice si vena cava inferioara la nivelul carora
am aplicat un clip metalic strins moderat. inchiderea
peretelui abdominal s-a facut printr-un surjet iar la
piele am folosit fire separate.

La 30 zile de la intervenfia operatorie se reface
celiotomia sub anestezie cu ketamind si se sacrifica
animalele de experientd. Intraoperator se constata ficat
cu lobi mariti de volum, ascitd moderata in cavitatea
peritoneald, edem la nivelul tubului digestiv
infradiafragmatic. S-au recoltat fragmente de ficat care
au fost prelucrate pentru examinarea si fotografierea la
microscopul optic prin colorarea cu hematoxilin-
eozind. Pentru examenul de microscopie electronica,
dupa prelevare, ficatul animalelor de experienta a fost
fixat initial in solutie tamponatd de glutaraldehida
1,5%; ulterior fragmente de 1 mm3 au fost spilate 1n
solutie tampon fosfat 0,1 molar cu pH 7,4 si apoi au
fost postfixate timp de 90 de minute in solutie

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



Al Xll-lea Congres al Societéatii Romane de Anatomie, Cluj-Napoca 9 - 11.06.2011

tamponatd de tetraoxid de osmiu 1%. Fragmentele
incluse in ragind sinteticd §i contrastate cu citrat de
plumb si acetat de uranil au fost examinate la un
microscop electronic de transmisie Philips.

Rezultate:

Studiul de microscopie opticd a pus in evidenta
prezenta unui discret infiltrat inflamator in jurul venei
centrolobulare asociat cu accentuat proces distrofic

pericentrolobular.
NG PT T

inflamator. Accentuat proces distrofic
pericentrolobular.

Infiltratul inflamator este prezent si la nivelul spatiului
porto-biliar, hepatocitele din vecinatate avand
accentuata distrofie granulo-vacuolara

> o . P oy - o

A Wy 3 -
e o g ¥ 3 £

Fig. 2
1 - Spatiu porto-biliar cu infiltrat inflamator.
2- Hepatocite cu distrofie accentuatd granulo-

vacuolara.

Venele hepatice si capilarele sinusoide sunt dilatate,
procesele  degenerative  granulo-vacuolar  fiind
ubicuitare la nivelul lobulului hepatic
— g o

1 - Vena hepatica dilatata.

2 - Infiltrat granulo-vacuolar.

Fig. 4 Intens proces degenerativ granulo-vacuolar la

nivelul lobulului hepatic.

Studiul de microscopie electronica a evidentiat detalii
ale stazei capilare interhepatocitare

Li
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Fig. 5 Hepatocite cu staza capilara interhepatocitara.
Modificari discrete 1n citoplasma.

cu intens proces degenerativ vacuolar in citoplasma,
incluziuni lipidice

: ‘ﬁ - o -
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Fig. 6 Incluziuni lipidice multiple si distrofie
vacuolara.
fragmentarea reticulului endoplasmatic si mitocondrii
modificate structural, omogene, cu stergerea intregii

structuri

.,

Fig. 7

Intens proces degenerativ vacuolar 1n citoplasma.
Reticul endoplasmatic rugos fragmentat.

Mitocondrii omogene cu stergerea intregii structuri

£ Y

Fig. 8 Distrugerea membranelor si cristelor

mitocondriale.

Discutii:

Modificarile constatate in diminuarea fluxului venos
posthepatic de la nivelul ficatului sunt dominate de
stazd sinusoidala capilarda care duce la infiltrat
inflamator pericentrolobular cu aparitia de hepatocite
cu un grad accentuat de distrofie granulo-vacuolara si
procese degenerative [11].

Degradarea structurald a mitocondriilor este sugestiva
pentru existenta stress-ului nitro-oxidativ. in conditii
fiziologice nici O2.- si nici NO nu sunt citotoxice,
superoxidul fiind rapid inlaturat de superoxid
dismutaza, glutation peroxidaza si catalaza iar oxidul
nitric difuzand rapid la nivel tisular. In conditiile
stress-ului nitro-oxidativ din hipertensiunea portala,
combinarea NO cu anionul superoxid O2.- da nastere
anionului peroxinitrit care are o duratd de viatd mai
lungd comparativ cu ROS, actiondnd mai selectiv.
Patrunde in hepatocite prin canalele de anioni si
formeaza legaturi cu lipide, tioli, resturi de aminoacizi,
baze azotate si antioxidantii cu moleculda mica,
rezultand peroxidarea lipidelor, oxidarea proteinelor si
inactivarea enzimelor. Peroxinitritul reactioneaza
direct cu proteinele ce contin metale si in special fier,
oxidandu-1 de la forma redusa, bivalenta Fe2+, activa
biologic, la forma trivalentd Fe3+ si astfel modificad
proteine esentiale cum ar fi hemoglobina sau
citocromul c.

Actiunea sinergica a peroxinitritului si ROS scade
diferenta de potential transmembranar intern la nivel
mitocondrial prin distrugerea complexelor I si II ale
sistemelor de transport a electronilor din lantul
respirator, cu  oprirea  sintezei de  acid
adenozintrifosforic ~ (ATP) si  permeabilizarea
membranei externe, ceea ce duce la eliberarea de
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citocrom ¢ din mitocondrii §i activarea caspazelor,
mediatorii principali in declansarea apoptozei [12].
Concluzii:

Modificarile morfologice hepatice constatate 1n
modelul experimental SH-IVCL de hipertensiune
portala sunt in concordanta cu datele din literatura. Se
remarcd la nivelul ficatului aspecte de distrofie
hepatocelulard granulo-vacuolard si discretd incarcare
grasd, in special pericentrolobular, infiltrat inflamator
in jurul venelor suprahepatice si importante leziuni
mitocondriale.

Mitocondriile sunt atat sursa cat si tinta stresului
oxidativ in hipertensiunea portald si determina moartea
hepatocitelor prin declansarea apoptozei i necrozei,
ceea ce reprezintd un stimul pentru activarea celulelor
miofibroblastice.

Celulele
importanta rezistentd vasculara dinamica si reversibila
la nivel hepatic.

Terapia hipertensiunii portale trebuie sa urmareasca

miofibroblastice  activate  exercitd o

corelatie cu scaderea stress-ului oxidativ prin
administrarea de antioxidanti generali - carotenoizii,
N-acetil-cisteina, tocoferolul sau care tintesc specific
mitocondria - MitoQ — ubiquinond (coenzimd Q10)
conjugatd cu tetrafenilfosfoniu (TPP+). Datorita
aparitiei precoce a leziunilor hepatocitare care
genereazd fibroza, aceste metode terapeutice trebuie
folosite cat mai rapid.
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