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1. INTRODUCERE

Boala coronariana ischemica ramane o importanta cauza de deces datorata infarctului
miocardic acut in tarile cu venituri mici si mijlocii si totodata de dizabilitate datorata insuficientei
cardiace progresive in tarile dezvoltate. Fenomenul central ce sta la baza patogenezei sale este
reprezentat de leziunea asociata ischemiei/reperfuziei (I/R) miocardice. Revascularizarea a fost
stabilitd Tn mod inechivoc ca singura terapie de rutina capabila sa reducad marimea infarctului si
sa Tmbunatateasca prognosticul pacientilor. Cu toate acestea, reperfuzia este considerata o
"sabie cu doua taisuri", deoarece induce ea insasi moartea unei populatii de cardiomiocite
anterior viabile sau asa-numita "leziune letala de reperfuzie”. In consecint&, descoperirea unor
strategii capabile de reducerea leziunii miocardice asociate reperfuziei, in vederea limitarii
marimii infarctului reprezinta actualmente "Sfantul Graal” atat pentru cercetatorii din domeniul
preclinic cat si pentru clinicieni.

Preconditionarea ischemica (PCl), fenomenul in care episoade scurte de ocluzie
coronariana alternate cu reperfuzie protejeaza miocardul fatd de o perioada ulterioara de
ischemie prelungita, este unanim considerata drept cea mai eficienta strategie mecanica care
reduce marimea infarctului experimental. La baza protectiei oferite de PCl sta generarea
minima de specii reactive ale oxigenului (SRO) in timpul ciclurilor scurte de ischemie si/sau
reperfuzie, fara ca sursele de SRO sa fie pe deplin elucidate.

I/R acuta se intalneste si in patologia renala iar atenuarea leziunii renale postischemice
constituie deopotriva o directie prioritara de cercetare. Leziunea renala acuta se datoreaza in
principal hipoperfuziei (cauze prerenale) si este totodata o complicatie frecventa dupa by-pass-
ul coronarian, fiind favorizata de prezenta comorbiditatilor de tipul diabetului zaharat. Reperfuzia
este esentiala atat pentru a restabili functia renald cat si pentru a limita necroza tubulara acuta,
dar in timpul primelor minute de reperfuzie, asistam la amplificarea modificarilor ischemice
initiale cat si la aparitia de noi leziuni induse, ca si in cazul cordului, direct de reperfuzie.

Cunostintele in domeniul fiziopatologiei leziunii induse de I/R au fost semnificativ
completate in ultimele 3 decenii prin dovezile incontestabile privind rolul esential pe care
mitocondriile il joaca n acest proces, fapt valabil mai ales pentru inima si rinichi, organe cu un
metabolism aerob crescut. Mitocondriile sunt considerate deopotriva sursele si tintele leziunilor
determinate de I/R, precum si principalii efectori in secventa de semnalizare a strategiilor
cardioprotectoare. Prin urmare, sustinerea functiei mitocondriale in contextul I/R acute de organ
(inima, ficat, rinichi) reprezintd in prezent una dintre cele mai investigate directii terapeutice.
Disfunctia mitocondriala la reperfuzia post-ischemica este in mare parte datorata
supraproductiei de radicali liberi ai oxigenului. Lantul respirator de la nivelul membranei
mitocondriale interne este clasic considerat drept sursa majora de SRO. Cu toate acestea, n
ultimii ani, au fost identificate noi surse de SRO, cum este monoamino oxidaza (MAO) de la
nivelul membranei mitocondriale externe.

Monoamino oxidazele sunt enzime mitocondriale cu 2 izoforme, MAO-A si B, care
genereaza constant peroxid de hidrogen (H,O,) ca produs secundar al degradarii aminelor
biogene (ex, catecolaminele, crescute in I/R) si respectiv, a neurotransmitatorilor. Pe langa rolul
binecunoscut in sistemul nervos, MAO au fost descrise 1n ultimul deceniu drept surse
importante de SRO care contribuie la leziunile de I/R la nivelul sistemului cardiovascular si al
rinichiului, inhibitia lor fiind protectoare in ambele conditii. Important, inhibitorii MAO sunt deja n
uzul clinic pentru tratamentul afectiunilor neuropsihiatrice si ar fi astfel, imediat disponibili pentru
tratamentul patologiei cardiovasculare si renale, in conditiile demonstrarii eficacitatii lor la om.
Ipoteza potrivit careia SRO eliberate de catre MAO contribuie la protectia tisulard determinata
de preconditionare nu a fost investigata pana in prezent.



Trebuie insa precizat ca strategiile/tratamentele care imbunatatesc functia mitocondriala
nu au efect asupra inflamatiei care contribuie si ea semnificativ la leziunile din I/R acuta. in
acest sens, ATP-ul extracelular si semnalizarea purinergica asociata au fost recent descrise
drept noi tinte terapeutice in ischemica acuta a mai multor organe, inclusiv inima si rinichi.
Celulele necrotice din zonele ischemiate elibereaza cantitati mari de ATP, care se leaga ulterior
de 2 tipuri majore de receptori de suprafatd (P,X si P.Y). Studii recente sustin rolul
cardioprotector al modularii purinergice. Intr-adevar, in contextul I/R, ATP si UTP care
actioneaza asupra receptorilor P,Y au indus un efect antiinflamator semnificativ si mai
important, au demonstrat capacitatea de a modula direct viabilitatea cardiomiocitelor.
Receptorul P,Y1;, implicat in semnalizarea inracelulara a procesului inflamator, a fost mai putin
investigat in ceea ce priveste I/R si cardioprotectia. De asemenea, patul vascular in prezenta
aterosclerozei, prototipul de inflamatie cronica cu grad redus, este o altd tintd terapeutica
importanta in care modularea receptorilor P,Yq; ar putea fi benefica.

Cuvinte cheie: ischemie/reperfuzie, monoamino oxidaza, preconditionare, disfunctie
mitocondriala, specii reactive de oxigen, semnalizare purinergica.

2. SCOPUL CERCETARII

Prezentul studiu a urmarit in primul rdnd caracterizarea contributiei SRO eliberate de
catre MAO la PCI cardiaca si renala. In conformitate cu paradigma actualad potrivit careia
productia minima de SRO este esentiald pentru declansarea protectiei oferite de PCI, ipoteza
de lucru a fost ca inhibitorii MAO ar interfera cu efectul protector al acesteia.

Tn al doilea rand, posibilitatea de a proteja inima si vasele prin modularea purinergica in
contextul hipoxiei/reoxigenarii si a inflamatiei a fost investigata ulterior.

Lucrarea si-a propus sa descrie noi aspecte cu privire la mecanismele PCI si respectiv,
ale modularii purinergice ce vor putea contribui la dezvoltarea unor abordari terapeutice
capabile sa protejeze inima si rinichii impotriva leziunilor induse de ischemie/reperfuzie.

Obiectivele specifice au fost urmatoarele:

1. Evaluarea efectului inhibitiei MAO in contextul PCI asupra dimensiunii infarctului si
recuperarii functionale a inimilor izolate de sobolan supuse I/R globale.

2. Evaluarea efectului inhibitiei MAO in contextul PCI asupra functiei respiratorii si
productiei de H,O, a mitocondriilor renale izolate precum si a modificarilor morfologice
renale dupa un episod de I/R in vivo la sobolan.

3. Caracterizarea efectului modularii receptorilor purinergici asupra cardiomiocitelor AC16
supuse protocoalelor de hipoxie/reoxigenare.

4. Evaluarea contributiei receptorilor purinergici P,Y;; la modularea functiei vasculare pe
un model murin de inflamatie indusa prin injectarea de lipopolizaharid.

|. Evaluarea efectului inhibitiei MAO in contextul PCI asupra dimensiunii infarctului si a
recuperarii functionale a inimilor izolate de sobolan supuse unui protocol de I/R globala

Acest studiu a avut ca scop sa investigheze daca H,O, eliberat de MAO contribuie la
efectul cardioprotector indus de PCI clasica. In acest scop am evaluat efectul administrarii a doi
inhibitori MAO (pargilind pentru MAO-B si clorgilina pentru MAO-A) pe durata episoadelor PCI la
nivelul inimilor izolate de sobolan (masculi si femele) supuse unui protocol de I/R globala in
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prezenta vs. absenta PCIl, cu evaluarea marimii infarctului experimental si a recuperarii
functionale la reperfuzie drept parametri ai cardioprotectiei.

In cazul lotului de sobolani masculi am demonstrat ca PCl a imbunatatit semnificativ
contractilitatea miocardica si relaxarea, respectiv parametrii LVDP, + dLVP/dt max si - dLVP/dt
max. In mod neasteptat, administrarea de pargilina si clorgilina inaintea protocolul PCI a indus o
imbunatatire suplimentara a functiei contractile (dar nu si a relaxarii) (Fig. 1).

-

2

S
]

-]
S
1

Figura 1. Grafice reprezentand
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@
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“““ 0.001; **, P <0.01; *, P < 0.05.

-dLVP/dt max (% baseline)

Ctrl IPC  Parg+lPC Clorg+IPC

Rezultate similare au fost obtinute si la lotul de femele (Fig. 2). Toti cei trei parametri
functionali au fost imbunatatiti atunci cand pe durata protocolului de PCIl a fost asociata
pargilina sau respectiv, clorgilina. Spre deosebire de masculi, administrarea de pargilina (dar nu
si de clorgilind) impreuna cu PCI la femele a imbunatatit semnificativ si relaxarea miocardica.

" B. o
A1DD— r ' ‘“;'100 ' — 1 '
[] = ek
% R iﬁ ,L.'% Figura 2. Grafice reprezentand
E &1 g ﬁ - recuperarea postischemica functionala
8 40 £ = contractila la 30 min de reperfuzie
‘ém_ § : % pentru inimile sobolanilor femele. (A)
- o 3 : . Recuperarea presiunii dezvoltate de
IPC  Parg+IPC Clorg+IPC et IPC Parg#lPC Clorg+lPC ventriculul ~ stang  (left  ventricular
developed pressure - LVDP). (B)
c. o 0t — . Recuperarea index-ului de
%80_ - *é contractilitate .+dLVP/c.it max. (C)
g — _ Recuperarea index-ului de relaxare
& 60 g% = —dLVP/dt max. *** P < 0.001; **, P <
§ w0l S 0.01; *, P < 0.05.
7 o ; ;
Ctrl IPC  Parg+IPC Clorg+IPC

in ceea ce priveste marimea infarctului, o reducere semnificativa a fost obtinuta la toate
loturile preconditionate comparativ cu cele martor (Fig. 3). Contrar premisei initiale (abolirea
protectiei anti-infarct induse de PCI Tn prezenta inhibitorilor MAQO), asocierea oricaruia dintre
inhibitorii MAO la protocolul de PCI nu a determinat o crestere a ariei de necroza fata de inimile
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preconditionate, indiferent de sexul animalelor, sugerand ca inhibarea MAO nu interfera cu
protectia anti-infarct a PCI in cazul inimilor izolate. Totusi, aceste rezultate nu pot fi extrapolate
episoadelor mai lungi de ischemie globalad sau protocoalelor de I/R in vivo (unde trombocitele
sunt o sursa importanta de MAO).

A. 1004 B. 1004
L osn{ T - = ! L o N : ! . . s
ot — bt — Figura 3. Evaluarea dimensiunii ariei de
i = ' 3" £ infarct Tn protocolul de ischemie/
= w0 = _ reperfuzie globald pentru grupul de
s S ol gE masculi (A) si respectiv femele (B). **, P
< o < R <0.01; *, P <0.05.

) Ctrl IPIC Pargl-i-IPC Clorg+IPC } Ctrl IF‘IC Pargl+IPC Clorg+lPC
Concluzii:

1. Inhibitia MAO asociata preconditionarii ischemice Tmbunéatateste recuperarea functiei
contractile a inimilor izolate de sobolan la reperfuzia postischemica, probabil prin efectul
favorabil al cresterii disponibilitatii de catecolamine la nivelul miocardului socat.

2. Inhibitia MAO asociata preconditionarii ischemice nu a interferat cu protectia antinecrotica a
PCI, efect care, impreuna cu imbunatatirea contractilitatii la reperfuzia postischemica ar
putea fi privite drept benefice pentru pacientii in convalescenta dupa episoade de I/R acuta.

II. Evaluarea efectului inhibitiei MAO in contextul PCI asupra functiei respiratorii si
productiei de H,O, a mitocondriilor renale izolate precum si a modificarilor morfologice
renale dupa un episod de I/R in vivo la sobolan.

Obiectivele acestui studiu au fost de a analiza modificarile functiei respiratorii si a
producerii de H;O, la nivelul mitocondriilor renale precum si modificarile structurale renale dupa
administrarea in vivo a celor doi inhibitori de MAO, pargilind si clorgilind, concomitent cu un
protocol de PCI pe modelul de I/R renala in situ la sobolan.

In acest scop, au fost necesare standardizarea modelului de inducere a leziunii de I/R
renald acuta in vivo, precum si a tehnicii de izolare a mitocondriilor renale, deoarece acestea au
fost implementate in premiera in universitatea noastra. Un episod de 40 de minute de ischemie
urmat de o reperfuzie cu durata de 15 minute a determinat alterarea importanta a morfologiei
renale normale, cu aplatizarea epiteliului tubular cortical, distensia lumenului tubular, necroza
izolata si parcelara a epiteliului tubular si vacuolizare importanta a celulelor epiteliale tubulare si
hiperemia capilarelor peritubulare. Tn continuare am standardizat tehnica de izolare a
mitocondriilor renale la reperfuzia postischemica in vederea studiilor de respirometrie de inalta
rezolutie. Asa cum era de asteptat, protocolul de I/R a determinat o scadere severa a respiratiei
active evaluatd ca OXPHOS si a raportului controlului respirator (RCR, Stadiul 3/Stadiul 4) in
cazul mitocondriilor energizate cu substratele complexului | si Il ale lantului respirator. Stadiul 4
respirator, un indicator al nivelului respiratiei decuplate a inregistrat o crestere semnificativa in
cazul mitocondriilor ischemiate fatd de cele martor. De asemenea, integritatea membranei
mitocondriale externe a fost alterata la lotul supus I/R, spre deosebire de cel de control.

n continuare am evaluat efectul inhib&rii MAO Tn asociere cu un protocol de PCI asupra
functiei respiratorii si a productiei de H,O, la nivelul mitocondriilor izolate la reperfuzia
postischemica, precum si asupra modificarilor histologice renale. Studiile de respirometrie au
aratat ca in cazul mitocondriilor energizate cu glutamat/malat (substratele complexului 1), PCI a
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indus o imbunatatire semnificativa a respiratiei active fata de lotul supus protocolului de I/R, un
efect care a fost diminuat in mod semnificativ (reducerea OXPHOS si a RCR) de catre
tratamentul cu pargilina si clorgilind (Fig. 4). De remarcat este faptul ca pargilina a indus o
depreciere mai putin semnificativa a respiratiei mitocondriale comparativ cu clorgilina.
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Rezultate comparabile au fost obtinute pentru mitocondriile energizate cu substratul
complexulului Il (succinat) si anume PCI a cauzat o imbunatatire semnificativd a OXPHOS si
RCR (versus lotul cu I/R), efect diminuat mai ales in prezenta pargilinei (dar si a clorgilinei). PCI
a atenuat decuplarea mitocondriilor indusa de protocolul de ischemie, atat ca si terapie
individuala céat si in prezenta pargilinei. Interesant, efectul de decuplare indus de I/R nu a fost
modificat atunci cand protocolul de PCI a fost asociat cu clorgilina (Fig. 5).

OXPHOS Stadiul 4
A R B.
600 e .+. 300 * -
— x
. | T Em - i
E E 400 — ] _é 200 ] %
57 — g i
:% :-% Eﬁﬁ
& € 200 = — 2 £ o pe
o~ = | o= ﬁ E
3 %ﬁ — 8 EE=—
0 = 0 T I'h'h' =
D P €& @ . . R
& & & & Figura 5. Grafice reprezentand
b respiratia dependenta de
c RCR 3/4 complexul Il: A. OXPHOS, B.
' * Stadiul 4, C. RCR
3 ek
=
e ek
2 e —
i
e
] : T
€ &
< sc"‘



PCI a indus o scadere semnificativa a productiei mitocondriale de H,O, comparativ cu
I/R indiferent de substratul utilizat. Acest efect nu a fost impietat cand pargilina sau clorgilina au
fost administrate in vivo anterior protocolului de PCI. In ciuda faptului c& ambii inhibitori MAO au
provocat disfunctie respiratorie mitocondriala, se stie ca o productie crescuta de SRO nu este
intotdeauna un efect secundar obligatoriu al alterarii functiei lantului respirator.

A. B.

Figura 6. Productia mitocondriala
de H,O, in prezenta substratelor: A.
Complexului | si B. Complexului I1.

pmol/mg prot/min
pmol/img prot/min

¢
o®
x

Protocolul de ischemie prelungitd cu durata de 40 de minute a indus, asa cum era de
asteptat, modificari structurale ale cortexului si medularei renale. Astfel, s-au observat
urmatoarele modificari histologice: hiperemia intensa a capilarelor glomerulare si peritubulare,
aplatizarea celulelor epiteliale tubulare cu vacuolizari citoplasmatice, pierderea marginii in perie,
distensie tubulara si necroza izolata a epiteliului tubular. Necroza a fost semnificativ redusa la
lotul cu PCI comparativ cu cel cu I/R.

Tn cazul loturilor tratate cu pargilina sau clorgilind s-a observat, de asemenea, hiperemia
intensa a capilarelor peritubulare si vacuolizarea pronuntatd a celulelor epiteliale tubulare.
Totusi, la aceste 2 loturi tratate cu inhibitori MAO modificarile morfologice au fost mai severe.
Astfel, descuamarea celulelor epiteliale tubulare, impreuna cu prezenta cilindrilor hialini
sugereaza aparitia necrozei tubulare acute. Mai mult, s-a constatat si prezenta necrozei
tubulare epiteliale parcelare la animalele tratate spre deosebire de lotul preconditionat unde s-
au observat doar necroza tubulara izolatd si o distensie tubularad usoara. Hiperemia mai
pronuntatd a capilarelor glomerulare si peritubulare descrisa in rinichii preconditionati este
sugestiva pentru o recuperare superioara a perfuziei renale in prezenta PCI; aceste aspecte au
disparut dupa administrarea inhibitorilor MAO. Aceste date sugereaza faptul ca inhibitia MAO Tn
contextul leziunii acute de I/R renala interfera cu protectia oferita de PCI.

Concluzii:

1. Modelul experimental de ischemie/reperfuzie renala acuta in vivo, implementat in premiera,
reprezintda un model reproductibil in vederea studierii strategiilor de protectie la nivel
preclinic.

2. lzolarea mitocondriilor corticale renale, o tehnica de asemenea pusa la punct in premiera,
permite studiul in vitro al functiei respiratorii mitocondriale in conditii normale si patologice,
de exemplu leziunea de I/R, precum si evaluarea unor interventii farmacologice.

3. Protocolul de PCI, asa cum era de asteptat, a imbunatatit functia respiratorie a
mitocondriilor izolate la reperfuzia postischemica, a scazut productia de H,O, si a atenuat
modificarile structurale induse de I/R.
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4. Administrarea inhibitorilor MAO anterior episodului de PCI a dus la alterarea respiratiei
mitocondriale si la decuplarea acestora la reperfuzie, precum si la modificari importante ale
morfologiei renale.

lll. Caracterizarea efectului modularii receptorilor purinergici asupra cardiomiocitelor
AC16 supuse unui protocol de hipoxielreoxigenare

Scopul acestui studiu a fost acela de a evalua efectele modularii purinergice asupra
viabilitatii liniei de cardiomiocite AC16 supuse la doua tipuri de protocoale de
hipoxie/reoxigenare. Rezultatul principal al acestui studiu a fost ca ATP, actionand ca un ligand
pentru diferite clase de receptori purinergici, a indus o crestere dependenta de doza a viabilitatii
celulare, efect care a depins totodata si de tipul/severitatea leziunii hipoxice.

Primul obiectiv al studiului a fost de a evalua efectele unor concentratii crescande de
ATP (10 pM, 100 pM si 1 mM) asupra celulelor care fusesera supuse sau nu la
hipoxie/reoxigenare in camera hipoxica, in prezenta vs. absenta a 100uM suramina, un inhibitor
purinergic cu spectru larg (Fig. 7A). Administrarea a 10uM ATP nu a determinat o modificare
semnificativa a viabilitatii relative (VR) a celulelor hipoxiate nici singur nici in co-administrare cu
suramina (100 uM). Cu toate acestea, 100uM ATP a crescut considerabil VR a celulelor supuse
hipoxiei/reoxigenarii, efect complet inhibat de suramina. In cazul aplicarii unei concentratii mai
mari de ATP (1 mM), o imbunatatire semnificativa a VR a fost observata atat in cazul celulelor
hipoxiate cét si al celor martor; suramina a redus aceasta protectie pentru celulele hipoxiate, dar
nu si pentru cele de control.

Pentru a evalua daca aceste efecte pot fi recapitulate Tn cazul unui protocol diferit de
hipoxie, am utilizat Th acest sens stratificarea cu ulei mineral (Fig. 7B). Spre deosebire de
rezultatele mentionate mai sus, aplicarea primelor doua doze de ATP (10uM, 100uM) nu a
imbunatatit semnificativ VR a celulelor hipoxice sau a celor martor, indiferent de prezenta sau
absenta suraminei. Pe de altd parte, concentratia de 1mM ATP a crescut VR celulara atat a
lotului hipoxiat cat si a celui martor. Aditia suraminei a diminuat partial acest efect benefic
pentru celulele de control, dar nu si pentru lotul hipoxic.
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Deoarece administrarea de 100uM suramind nu a fost capabilda sa elimine complet
cardioprotectia indusa de 1 mM ATP, in continuare am recapitulat experimentele folosind o
doza mai mare (300 uM) de inhibitor purinergic In ambele conditii hipoxice. in cazul hipoxiei/
reoxigenarii induse cu ajutorul camerei hipoxice, rezultatele obtinute dupa adaugarea unei
concentratii mai mari de suramind nu au fost diferite fatd de cele obtinute folosind-o pe cea
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inferioara, indiferent de concentratia de ATP (Fig. 8A). Pentru hipoxia indusa prin stratificare cu
ulei mineral (Fig. 8B) au fost inregistrate rezultate similare cu cele din cazul concentratiei de
100pM suramina: nu a existat nici o diferenta semnificativa pentru 10 pM si 100 uM ATP, in timp
ce 1mM ATP a cauzat o crestere semnificativa a VR care nu a fost influentata de suramina (300

uM).
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Concluzie:

Stimularea purinergica creste viabilitatea cardiomiocitelor din linia AC16 supuse leziunii
de hipoxie/reoxigenare, efect dependent atat de concentratia de ATP cat si de tipul/severitatea
injuriei hipoxice.

IV. Evaluarea contributiei receptorilor purinergici P,Y; la modularea functiei vasculare pe
un model murin de inflamatie indusa prin injectarea de lipopolizaharid

Prezentul studiu a avut ca scop evaluarea rolului semnalizarii purinergice in protectia
vasculara in cazul unui model experimental de disfunctie endoteliala acutd declansata de
inflamatia indusa prin lipopolizaharid (LPS). In acest scop, s-au efectuat experimente de
reactivitate vasculara in baie de organ iar productia de H,O, a fost evaluata la nivelul inelelor
aortice prelevate de la sobolani tratati sau nu cu o singura injectie de LPS i.p. (8 mg/kg).
Tratamentul acut cu LPS a modificat semnificativ reactivitatea segmentelor vasculare, respectiv
a crescut contractilitatea si a redus relaxarea vs. controale, dupa cum reiese din curba
contractilitatii la concentratii cumulative de fenilefrina si respectiv curba relaxarii dependente de
endoteliu la acetilcolina (Fig. 9A, B). Incubarea timp de 30 de minute cu agonistul P,Y11, NF546,
a cauzat o imbunatatire semnificativa a functiei vasculare. Acest efect a fost abolit de co-
tratamentul cu NF340, inhibitorul P,Y11, cu toate ca acest compus in administrare izolata nu a
avut nici un efect pe vasele tratate sau cele martor. Pentru a elucida daca efectele vasculare
dupa stimularea P,Y;; sunt o consecinta a imbunatatirii disponibilitatii oxidului nitric, am masurat
contractilitatea vasculara dupa incubare cu NF546, NF340, sau ambele, in prezenta inhibitorului
eNOS, L-NAME (10 uM/L). intr-adevar, rezultatele indica faptul ca in prezenta inhibitiei eNOS,
incubarea ex vivo cu NF546 a inelelor recoltate de la animalele tratate cu LPS a redus
semnificativ contractilitatea (Fig. 9C). Acest efect a fost impiedicat prin co-incubarea cu NF340;
NF340 in administrare singulara nu a influentat deloc contractilitatea la L-NAME. Aceste date
sugereaza ca activarea P,Y;; imbunatateste relaxarea dependentd de endoteliu dupa
tratamentul cu lipopolizaharid prin cresterea biodisponibilitatii oxidului nitric.
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In continuare am investigat dacd efectele P,Y;; sunt dependente de endoteliu.
Tratamentul ex vivo cu NF546 a redus semnificativ contractilitatea si a imbunatatit relaxarea
segmentelor vasculare izolate de la sobolani tratati cu LPS. In schimb, denudarea endoteliala
cu CHAPS a abolit complet efectele agonistului farmacologic asupra reactivitatii vasculare,
indicand faptul ca in contextul inflamatiei acute declansate prin LPS, imbunatatirea reactivitatii
vasculare prin activarea P,Y; necesita prezenta unui endoteliu indemn.

in scopul de a elucida daca ameliorarea functiei vasculare dupa activarea P,Y;; este
legatd de o modificare a productiei de SRO am evaluat, de asemenea, productia aortica de
H,0O,. Rezultatele au aratat ca eliberarea de H,O, de la nivelul segmentelor vasculare lezate a
fost aproape dubla vs. controale. Incubarea timp de 30 de minute cu NF546 a redus
semnificativ cantitatea de H,O, (Fig. 10A), ceea ce sugereaza ca diminuarea stress-ului oxidativ
este un alt mecanism posibil care sta la baza efectelor vasculare benefice dupa stimularea
P,Y11. Mai mult, am demonstrat ca agonistul P,Y1; nu actioneaza ca un scavenger de H,O, prin
compararea capacitatii antioxidante a NF546 cu cea a catalazei, scavenger-ul clasic al H,O,
(Fig. 10B).
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Figura 10. Efectul NFss asupra
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Concluzii:

1. Activarea receptorilor purinergici P,Y;; la nivelul inelelor aortice de sobolan
imbunatateste relaxarea endotelial-dependenta alteratda de tratamentul cu LPS prin
cresterea biodisponibilitatii oxidului nitric.

2. Efectul benefic al activarii P,Y1; necesita prezenta unui endoteliu indemn.

3. Activarea receptorilor purinergici P,Y;; atenueaza productia de SRO la nivelul
segmentelor vasculare modificate de tratamentul cu LPS.

4. Stimularea receptorilor vasculari purinergici P,Y;; restabileste reactivitatea vasculara
normald si reduce stress-ul oxidativ Tn contextul inflamatiei sistemice acute
experimentale declansate de administrarea de LPS, sugerand o noud abordare
terapeutica pentru managementul disfunctiei endoteliale.

CONTRIBUTII ORIGINALE

Contributiile originale pot fi rezumate dupa cum urmeaza:

1. Caracterizarea interactiunii inhibitorilor MAO cu cardioprotectia indusa de PCI la nivelul
inimilor izolate de sobolan: imbunatatirea recuperarii functiei contractile la reperfuzia
postischemica dar fara efect asupra marimii infarctului experimental in prezenta inhibitorilor
MAO.

2. Caracterizarea interactiunii inhibitorilor MAO cu protectia renala indusa de PCI pe modelul de
I/R acuta in situ: scaderea respiratiei mitocondriale si alterarea structurala a parenchimul renal
la reperfuzie.

3. Caracterizarea efectelor ATP asupra viabilitatii cardiomiocitelor supuse hipoxiei/reoxigenarii
in prezenta inhibitiei purinergice cu spectru larg.

4. Caracterizarea efectelor modulatorilor receptorului purinergic P,Y1; asupra disfunctiei
endoteliale pe un model de inflamatie acutad sistemica: Tmbunatatirea relaxarii endotelial-
dependente in conditiile stimularii receptorului.

Studiile  din  aceastd tezd au fost finantate prin  bursa  doctorala

POSDRU/159/1.5/S/136893 — DocMed.Net_2.0 si grant-ul intern universitar PII-C3-TC-2015-
15132-06 pentru tineri cercetatori.

14



LISTA ARTICOLELOR PUBLICATE

Teza de doctorat se bazeaza pe urmatoarele articole:

1. Danila Maria-Daniela, Privistirescu Andreea lonela, Mirica Silvia Nicoleta, Sturza Adrian,
Ordodi Valentin, Noveanu Lavinia, Duicu Oana Maria, Muntean Danina Mirela. Acute inhibition
of monoamine oxidase and ischemic preconditioning in isolated rat hearts: interference with
postischemic functional recovery but no effect on infarct size reduction. Canadian Journal of
Physiology and Pharmacology 2015; 93(9):819-25.

(Revista IS, IF: 1.77)

2. Danila Maria Daniela, Benoist Lauriane, Lefort Claudie, lvanes Fabrice, Muntean Danina
Mirela, Angoulvant Denis, Chadet Stéphanie. Modulation of purinergic receptors is protective
against hypoxia/reoxygenation in AC16 cardiomyocytes. Rev Chem (Bucharest) 2015; 66(12):
2118-2120.

(Revista ISI, IF: 0.81)

3. Danila Maria Daniela, Privistirescu Andreea, Scurtu lleana, Sturza Adrian, Noveanu Lavinia,
Duicu Oana Maria, Muntean Danina Mirela. Characterization of respiratory function of isolated
rat cortical renal mitochondria. Revista Romana de Medicina Veterinara 2015; 25(2):45-50.
(BDI, B+ cod revista 239)

15



		2016-10-31T11:43:52+0200
	Ramona-Emanuela Maghet




