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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta problemei cercetate. Torsiunea ovariana (TO) reprezintd o
afectiune rara, dar severa, cu o prevalenta de 2,7% [1] - 3% [2], pana la 6% [3]. La moment se afla
pe locul cinci in cadrul urgentelor ginecologice chirurgicale [1] si poate fi intalnita la orice varsta,
marea majoritate a cazurilor inregistrandu-se la femei de varsta reproductiva [4]. Este o urgenta
medicala care afecteaza 4,9/100.000 din populatia de sex feminin cu varsta cuprinsa intre 1-20 ani
[5]. Aproximativ 80% dintre cazuri apar in perioada de varsta reproductiva [2], iar 20% dintre
cazuri apar in timpul sarcinii [6]. Incidenta maladiei in timpul sarcinii in datele literaturii variaza
de la aproximativ 1-10 la 1000 [7] pana la 1 la 5000 de sarcini [2] si apare mai frecvent in primul
trimestru, la pacientele care au urmat tratament pentru infertilitate pentru procedura de fertilizare
in vitro (FIV) sau stimulare ovariana [8], aceasta fiind o cauza a cresterii incidentei maladiei [9].

Torsiunea ovariana este definitd ca rotatia partiala sau totald in jurul axei sale vasculare a
trompei uterine, a ovarului sau a ambelor [5], cu obstructie a fluxului venos, limfatic si arterial,
avand ca si consecinta modificari ischemice, care pot determina necroza ovariana [5, 8]. Chiar
dacd principalul factor de risc in aparitia maladiei sunt formatiunile de volum ovariene, s-a
observat ca si ovarele sanatoase pot fi implicate in procesul patologic [4], iar aceasta, probabil, are
loc din cauza laxitatii ligamentare excesive, a spasmului tubar sau a modificarilor presiunii
intraabdominale la varsta neonatala si prepubertara [10]. S-a constatat ca la pacientele cu varsta
sub 15 ani in mai mult de 50% de cazuri ovarele torsionate sunt normale [4, 5], pe cand la femeile
adulte afectiunea este frecvent determinatd de prezenta unor anomalii ovariene (teratom,
endometriom, chisturi, sindrom de hiperstimulare ovariana, etc.) [11].

Diagnosticul corect este foarte important pentru femeile de varsta reproductiva, mai ales ca
manifestarile clinice ale bolii sunt nespecifice [12], iar interventia medicului poate fi intarziata din
aceastd cauza [5]. Tratamentul intarziat din cauza unui diagnostic gresit poate duce la complicatii
precum pierderea ovarelor, cu efecte negative asupra fertilitatii [5, 12]. Daca nu se intervine
chirurgical, pot aparea tromboflebite, hemoragii, infectie [13], peritonita [12, 13] si moarte [5, 12].
Managementul traditional in torsiunea ovariana presupune ovarectomie, in timp ce managementul
conservator include detorsionarea segmentului rasucit. Daca torsiunea ovariana este diagnosticata
sl tratatd precoce prin manevra de detorsionare, perspectivele pastrarii fertilitatii sunt favorabile
[14], restabilirea unei circulatii sangvine adecvate fiind scopul interventiei chirurgicale care se
efectueaza [15]. Astfel, TO, fiind o urgenta chirurgicala, necesita diagnostic si tratament imediat
pentru a evita diferite complicatii grave [5] si pentru a diminua incidenta infertilitatii [12, 13, 15],
care constituie o problema importantd de sanatate publica, pentru care diagnosticul si tratamentul
sunt invazive, costisitoare si stresante [16].

Conform cercetarilor anterioare [14, 15, 17, 18], in torsiunea ovariana SRO (speciilor
reactive ale oxigenului) le revine un rol major in afectarea tisulara cauzata de I/R
(ischemie/reperfuzie). Deci, in pofida avantajului de conservare a organului, detorsionarea
anexelor torsionate poate avea consecinte negative cauzate de fenomenul reperfuziei. In diferite
studii s-a aratat ca in timpul procesului de detorsionare o cantitate excesiva de oxigen molecular
este furnizatd tesuturilor si se produc cantitati mari de SRO, care sunt implicate in deteriorarea
tesuturilor [15, 17, 18]. Potrivit datelor literaturii, leziunea de reperfuzie a fost bine documentata
in alte organe decét n ovar. Totusi, exista publicatii care indica faptul ca expunerea ovarelor la
I/R este insotita de stres oxidativ si cd administrarea anumitor substante reduce gradul de vatamare
si ajuta la o recuperare mai rapida [15, 17, 18]. Astfel, leziunile prin fenomenul I/R din TO necesita
0 buna cunoastere, monitorizare si o strategie terapeutica care ar reduce efectele negative ale SRO
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asupra ovarelor, asigurand buna lor functionare dupa manevra de detorsionare si impiedicand
aparitia complicatiilor.

Scopul cercetarii a fost studierea modificarilor metabolice cauzate de ischemie/reperfuzie
in torsiunea/detorsiunea ovariana experimentalda pentru evidentierea indicilor specifici de
diagnostic ai leziunilor tisulare ovariene si argumentarea Strategiilor de tratament care ar reduce
leziunile de reperfuzie.

Obiectivele cercetarii:

1. Determinarea particularitatilor metabolice ale leziunilor cauzate de ischemie/reperfuzie la
nivelul ovarelor in torsiunea/detorsiunea ovariana experimentala.

2. Studiul expresiei biochimice sangvine a leziunilor prin ischemie/reperfuzie cauzate de
torsiunea/detorsiunea ovariana.

3. Identificarea corelatiilor modificarilor biochimice sangvine cu cele tisulare in torsiunea/
detorsiunea ovariana experimentala.

4. Evaluarea metodei de reperfuzie controlata asupra indicilor biochimici tisulari si sangvini
in torsiunea/detorsiunea ovariana experimentala.

Metodologia cercetarii stiintifice

S-a efectuat un studiu preclinic, experimental, respectand toate rigorile stiintifice si
principiile etice de cercetare institutionald, nationale si internationale. Cercetarea a fost efectuata
pe sobolani albi de laborator (Rattus albicans), modelandu-se torsiunea ovariana, cu
detorsiune/reperfuzie ulterioara, inclusiv aplicandu-se si tehnica de reperfuzie controlata (modelul
on-off). Pentru realizarea obiectivelor tezei, au fost investigate omogenatele tesutului ovarian si
serul sangvin pentru aprecierea indicilor metabolici ai ischemiei, stresului oxidativ si sistemului
antioxidant. A fost obtinut avizul pozitiv al Comitetului de Etica a Cercetarii pentru realizarea
studiului: proces verbal nr. 27, la nr. 24, din data de 08.02.2016.

Noutatea si originalitatea stiintifica a rezultatelor obtinute

Cercetarea a relevat date importante cuprinzand indicii metabolismului ce asigurd
functionarea celulelor ovariene in conditii de ischemie provocatd. Au fost apreciate modificarile
biochimice care au loc in torsiunea/detorsiunea ovariana experimentala, profunzimea dereglarilor
st reflectarea lor sangvind. S-au dozat indicii afectdrii ischemice, ai stresului oxidativ si de
protectie antioxidantd atat la nivel tisular, cat si sangvin, cu determinarea prezentei corelatiilor
sangvino-tisulare ale parametrilor evaluati.

Au fost formulate ipoteze privitor la conditiile care favorizeaza rezistenta ovarelor la
ischemie, conexiunea dintre modificarile metabolice tisulare si cele sangvine. A fost identificat un
spectru de indici de laborator din serul sangvin cu valoare diagnostica in TO, dar si de monitorizare
dupa detorsiune. Au fost propuse anumite interventii terapeutice, pentru un rezultat cat mai eficient
al tratamentului chirurgical al TO cu pastrarea ovarelor.

Studiul a aprofundat cunostintele referitor la metabolismul ovarian in torsiunea ovariana
dupa reperfuzia simpla si cea controlata.

Semnificatia teoretici a lucrarii. Cercetarea noastra a relevat date importante referitor la
metabolismul ovarian in conditii fiziologice si in sindromul de ischemie/reperfuzie din cadrul
torsiunii ovariene, apreciindu-se efectele reperfuziei clasice si a celei controlate.

Valoarea aplicativii a cercetiirii. In studiul nostru au fost aplicate metode de investigatie
de laborator care au asigurat obtinerea rezultatelor de precizie 1nalta care ne-au permis
lactat dehidrogenaza-piruvat) in diagnosticul diferentiat al torsiunii oOvariene, cat si in
monitorizarea rezultatelor tratamentului (dialdehida malonica, produsii proteici de oxidare
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avansata, produsii finali de glicare avansatd). Evaluarea comparativa a modificarilor metabolice
din tesutul ovarian si serul sangvin dupa detorsiunea clasica si cea on-off a reliefat avantajul
reperfuziei controlate in prevenirea intensificarii leziunilor tisulare induse prin stres oxidativ in
tratamentul chirurgical al TO cu pastrarea ovarelor, aplicarea metodei respective facandu-se usor
si nefiind necesare costuri suplimentare.

Implementarea in practica — in procesul didactic universitar si postuniversitar la Catedra
de biochimie si biochimie clinica a USMF “Nicolae Testemitanu”.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele cercetdrii au fost prezentate, analizate,
discutate si aprobate la mai multe foruri stiintifice nationale si internationale: 6th International
Medical Congress for Students and Young Doctors MedEspera, USMF “Nicolae Testemitanu”,
Chisindu, Moldova, 12-14 mai 2016; Conferinta Stiintifica Anuala IMU a tinerilor specialisti
Performante si perspective in urgente medico-chirurgicale”, Institutul de Medicina Urgenta,
Chisinau, Moldova, 20 mai 2016; Zilele Universitatii si Conferinta stiintifica anuald consacrata
aniversarii a 90-a de la nasterea ilustrului medic si savant Nicolae Testemitanu, USMF “Nicolae
Testemitanu”, Chisindu, Moldova, 18-20 octombrie 2017; Annual Young Medical Scientists'
Conference 2017, Bogomolets National Medical University, Kiev, Ucraina, 27-29 octombrie
2017; IBC — SOFIA 2017, 2nd INTERNATIONAL BIOMEDICAL CONGRESS of SOFIA 2017,
Medical University — Sofia, Bulgaria, 17-19 noiembrie 2017; Conferinta ,,Biological markers in
fundamental and applied biology. From theory to practice”, European Scientific Center
"Biomarker", or. Brno, Republica Ceha, 10 ianuarie 2018; Conferinta ,,Modern technologies of
diagnostics and monitoring of therapy in experimental, clinical medicine and pharmacy”,
European Scientific Center "Biomarker", or. Brno, Republica Ceha, 15 ianuarie 2018; Conferinta
stiintifico-practica ,,Theoretical and practical aspects of the use of biological markers in
fundamental and applied medicine and biology”, European Scientific Center "Biomarker", or.
Praga, Republica Cehd, 27-29 martie 2018 (cu acordarea grantului pentru publicarea
rezultatelor: https://escbm.org/page/view/grants); 7th International Medical Congress for
Students and Young Doctors MedEspera, USMF “Nicolae Testemitanu”, Chisinau, Moldova, 3-5
mai 2018; Zilele Universitatii si Conferinta stiintifica anuald a cadrelor stiintifico-didactice,
doctoranzilor, masteranzilor, rezidentilor si studentilor, USMF “Nicolae Testemitanu”, Chisinau,
Moldova, 18 octombrie 2018 si 17 octombrie 2019; VI Bukovinian International Medical
Congress, BIMCO 2019, Bukovinian State Medical University, Cernauti, Ucraina, 2-5 aprilie
2019; VII Bukovinian International Medical Congress, BIMCO 2020, Bukovinian State Medical
University, Cernauti, Ucraina, 7-10 aprilie 2020.

Publicatii la tema tezei. Au fost publicate 19 lucrari stiintifice la subiectul tezei, inclusiv 7
articole, dintre care 2 in reviste din baze de date internationale (SCOPUS, IFcitescore2019: 0,6 s1 Web
of Science, IFisi: 0,8), 3 articole in reviste din Registrul National al revistelor de profil, categoria
B, inclusiv 1 articol in Moldovan Journal of Health Sciences (Revista de Stiinte ale Sanatatii din
Moldova), 2 articole in culegeri internationale si 12 teze in lucrarile conferintelor si congreselor
stiintifice nationale si internationale.

Volumul si structura tezei. 143 de pagini care includ: lista abrevierilor, lista figurilor, lista
tabelelor, introducere, 3 capitole, concluzii generale, recomandari practice, bibliografie, informatii
privind valorificarea rezultatelor cercetarii, 3 anexe, declaratia privind asumarea raspunderii.

Cuvinte cheie: torsiune ovariana experimentala, leziuni prin ischemie/reperfuzie, reperfuzie
controlata, stres oxidativ, specii reactive ale oxigenului, sistem antioxidant


https://escbm.org/page/view/grants

CONTINUTUL TEZEI

1. METABOLISMUL OXIDATIV IN TORSIUNEA/DETORSIUNEA OVARIANA

Capitolul 1 prezinta o sinteza a literaturii de specialitate, avand drept scop evidentierea
acelor aspecte care sa reliefeze actualitatea cercetirii efectuate. In subcapitolul 1 sunt reflectate
mecanismele de aparitie si exacerbare a stresului oxidativ, influenta acestuia asupra sistemului
reproducator feminin, modificarile patologice induse de speciile reactive de oxigen, markerii
biochimici care sunt sugestivi pentru leziuni oxidative, cat si mecanismele de protectie
antioxidanta. In subcapitolul 2 sunt descrise mecanismele biochimice ale dezvoltirii leziunilor prin
ischemie/reperfuzie, care pot duce la deteriorari celulare si tisulare ireversibile. In subcapitolul 3
sunt expuse date referitor la fenomenul de postconditionare ischemica (Pcl), care ar avea un efect
benefic, diminuand producerea SRO si, in acest fel, reducand leziunile de reperfuzie.

2. MATERIALE SI METODE DE STUDIU iN TORSIUNEA OVARIANA
EXPERIMENTALA

2.1. Modelul experimental. Cercetarea este una preclinica, experimentala, care a inclus 70
de sobolani albi de laborator (Rattus albicans) de la vivariul USMEF ,Nicolae Testemitanu”,
femele, cu masa corporala 180-265 grame, de varsta reproductiva (6-12 luni), divizate aleator in 7
loturi (Lt): martor, control si 5 loturi cu torsiune ovariana, in corespundere cu protocolul cercetarii.
Interventiile chirurgicale au fost efectuate in conditii sterile si cu anestezie generala
(intraperitoneald) cu sol. ketamini hidroclorid 10% (Calypsol®, Gedeon Richter, Ungaria), 50
mg/kg. Timpul oportun pentru efectuarea interventiei chirurgicale a fost considerat momentul cand
sobolanii rdimaneau nemiscati in pozitie supind. Pielea abdominald a fost dezinfectatd cu sol. lod
povidoni 100 mg/mL (Betadine®, Egis Pharmaceuticals PLC, Ungaria) si barbieriti. Procedura
chirurgicald a durat aproximativ 15 minute. Tuturor sobolanilor le-a fost efectuata laparotomie 2-
2,5 cm — incizie verticala in portiunea inferioara a abdomenului, care sa permitd accesul la ovare.

Sobolanilor din loturile martor (Ltz) si control (Lt2) nu le-a fost provocata ischemia ovarelor.
Celor din lotul martor li s-a colectat sange din aorta abdominala si li s-au prelevat ovarele. Celor
din lotul de control li s-a ldsat cavitatea abdominala deschisa pentru o perioada de 15 min., dupa
care aceasta a fost inchisa, urmata peste 3 ore de reanestezierea subiectilor, laparotomie repetata
pentru colectarea ovarelor si a sangelui din aorta abdominala.

In celelalte loturi de cercetare (Lts — Lt7) animalelor li s-a modelat torsiunea ovariana pentru
o perioada de 3 ore. Ischemia ovariana a fost provocata prin rasucirea anexei de 3 ori in directia
acelor de ceasornic, fiind fixata de peretele abdominal prin aplicarea suturii cu fir de matase 3/0,
urmata de inchiderea peretelui abdominal prin aplicarea de suturi cu fir de matase 3/0. Ulterior,
dupa 3 ore, animalele au fost reanesteziate si supuse urmatoarelor manevre, in dependenta de lotul
din care faceau parte, dupa cum urmeaza: lotul 3 — laparotomie si colectarea materialului biologic;
lotul 4 — laparotomie cu detorsiune ovariana si inchiderea peretelui abdominal prin aplicarea de
suturi cu fir de matase 3/0, iar peste 1 ora reanestezierea animalelor, efectuarea laparotomiei cu
prelevarea materialului biologic; lotul 5 — laparotomie pentru inlaturarea torsiunii cu aplicarea
metodei controlate de reperfuzie, apoi, inchiderea peretelui abdominal prin aplicarea de suturi cu
fir de matase 3/0, dupa care, peste 1 ora, animalele au fost reanesteziate, efectuata laparotomie si
colectat materialul biologic; lotul 6 — laparotomie cu detorsionarea ovarelor si inchiderea peretelui
abdominal prin aplicarea de suturi cu fir de matase 3/0, iar peste 24 ore reanestezierea sobolanilor,
efectuarea laparotomiei si colectarea materialului biologic; lotul 7 — laparotomie pentru inlaturarea
torsiunii cu restabilirea circulatiei sangvine prin aplicarea metodei on-off, apoi, inchiderea
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peretelui abdominal prin aplicarea de suturi cu fir de matase 3/0, dupa care, peste 24 ore, animalele
au fost reanesteziate, efectuata laparotomie si prelevat materialul biologic.

Metoda de reperfuzie controlata (on-off) a presupus ca pe vasele anexei ovariene sa se aplice
0 pensd atraumatica, dupa care ovarul a fost detorsionat. Apoi, in primele 2 minute, pana la
restabilirea deplina a circulatiei sangvine, s-a deschis si s-a inchis (on-off) aceasta pensa, cu un
interval de 10 secunde pentru fiecare manevra, pentru a permite restabilirea graduala a circulatiei
sangvine. Ulterior pensa a fost inlaturata, permitand reluarea completa a fluxului sangvin.

Toate animalele au fost eutanasiate sub anestezie dupa prelevarea materialului biologic.

2.2. Pregatirea materialului biologic si investigatii biochimice

2.2.1. Pregatirea materialului biologic pentru studiu

Pentru confirmarea modelului de torsiune ovariana ales, aleator din fiecare lot a fost selectat
pentru evaluare histopatologica cate un ovar, care a fost plasat in sol. formalind 10% si expediat
pentru investigare In cadrul Catedrei de morfopatologie a USMF “Nicolae Testemitanu”. S-a
examinat prezenta edemului interstitial, congestiei vasculare, hemoragiei si infiltratiei leucocitare.

Sangele prelevat a fost plasat in eprubete pentru 30 minute, pentru a i se permite coagularea,
ulterior centrifugat la 1500 rot/min timp de 10 minute, iar serul a fost pastrat in tuburi Eppendorf
in congelator, la -40°C, pana la examinarea biochimica. Tesutul ovarian a fost omogenizat in
solutie tampon fosfat 0,1 M (pH=7,4), astfel incat dilutia finala a omogenatului sa fie 1:10, apoi
centrifugat timp de 15 minute, la 4°C, 3000 rot/min. Supernatantul a fost plasat in tuburi Eppendorf
si pastrat in congelator la temperatura de -40°C pana la investigatie. Pentru dozarea glutationului,
tesutul ovarian a fost omogenizat n sol. 5% acid sulfosalicilic in raport de 1:5. Omogenatele
ovariene au fost pregatite in conditii specifice (folosindu-se gheatd) care s permitd aprecierea
ulterioard a activitdtii enzimatice.

2.2.2. Investigatii biochimice. Toate investigatiile biochimice au fost efectuate dupa metode
adaptate pentru spectrofluorimetrul cu microplaci Synergy HI (Hydrid Reader) (BioTek
Instruments, SUA) si spectrofotometrul Power Wave HT (BioTek Instruments, SUA) ale
Laboratorului de biochimie al USMF “Nicolae Testemitanu”. Au fost evaluati indicii ischemiei:
lactatul si lactat dehidrogenaza-lactat (LDH-L) conform instructiunilor seturilor ELITechGroup
(Franta), lactat dehidrogenaza-piruvat (LDH-P) conform instructiunilor seturilor standard DAC-
SpectroMed (R. Moldova), albumina ischemic modificata (AIM) [19]; indicii stresului oxidativ:
dialdehida malonica (DAM) [20], derivatii oxidului nitric (DNO) [21], produsii proteici de oxidare
avansata (PPOA) [22], produsele finale de glicare avansata (AGE) [23]; markerii sistemului
antioxidant: superoxid dismutaza (SOD) [24], catalaza (CAT) [25], glutation peroxidaza (GPO)
[26], glutation-S-transferaza (GST) [27], glutation reductaza (GR) [28], glutationul total (GT)
[29], glutationul redus (GSH) [30], glutationul oxidat (GSSG) — dupa formula GSSG=GT-GSH,
ceruloplasmina (CP) [21]; alti indici ai metabolismului: glucozo-6-fosfat dehidrogenaza
(G6PDH) [21], izocitrat dehidrogenaza citoplasmatica NADP*-dependenta (ICDH) [21], proteina
totala — conform instructiunilor setului ELITechGroup (Franta).

2.3. Analiza statisticd a rezultatelor s-a efectuat utilizand pachetul software SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences), versiunea 23.0, aplicand testele: Kolmogorov-
Smirnov, Shapiro-Wilk, testul lui Levene, One-Way Anova cu Tukey, Welch’s Anova cu Games-
Howell, coeficientul de corelatie al rangurilor Spearman.



3. MODIFICARI BIOCHIMICE iN ISCHEMIA/REPERFUZIA OVARIANA

3.1. Impactul interventiei chirurgicale asupra markerilor biochimici studiati

Evaluarea impactului interventiei chirurgicale asupra parametrilor biochimici nu a relevat
diferente statistic semnificative Intre valorile masurate in serul sangvin si in omogenatul ovarian
intre loturile martor (animale intacte) si control (animale supuse doar interventiei chirurgicale).
Exceptie au fost nivelurile de AIM si CP din serul sangvin. S-a identificat majorarea AIM (figura
3) cu aproximativ 4% (p=0,003) si CP cu aproape 9% (p=0,028) (figura 12). Astfel, rezultatele
studiului modificarilor markerilor biochimici pot fi analizate fara a lua in considerare impactul
interventiei chirurgicale, cu exceptia analizei schimbarilor valorilor AIM si CP in serul sangvin.

3.2. Modificarea indicilor metabolici in ischemia ovariana

In cercetarea noastra ne-am propus sa identificim modificirile metabolice ale deteriorarii
structural-functionale a ovarelor torsionate si mecanismele de compensare, precum si elucidarea
potentialului preventiv al tehnicii on-off de restabilire a circulatiei sangvine in organ.

Am stabilit ca torsiunea ovariand, odatd cu blocarea completd a fluxului sangvin, a
intensificat metabolismul anaerob, a crescut producerea de SRO, a indus modificarea oxidativa a
diferitor molecule si a redus activitatea de protectie antioxidanta a unor enzime din tesutul ovarian.

1 o =
100 #H #iH HiHH 0
80 s y o 0
60 B BRP [ A
40 P00
3
martor control | I/1 ora RS I/1oraRC 124 0re RS 1/24 ore RC
Lactat (%) 100 101 138 136 135 102 111
mDH-P (%) 100 98 130 139 140 132 139
LDH-L (%) 100 99 91 92 93 84 85

Figura 1. Modificirile nivelului lactatului si activitatii LDH-P si LDH-L
in omogenat in torsiunea ovariani experimentali
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200 B Fokk
#iH FxA Hit#
150 . e prm 5
H#HtH
100 (173
P90 =
*
n ##
50 #H# H -
vy Ppp
0
martor control | 1/1 orda RS 1/1 ora RC 1124 ore RS 1/24 ore RC
Lactat (%) 100 102 166 220 219 187 208
m | DH-P (%) 100 99 120 136 135 120 128
LDH-L (%) 100 101 75 75 94 77 84

Figura 2. Modificérile nivelului lactatului si activitatii LDH-P si LDH-L
in serul sangvin in torsiunea ovariana experimentala
Nota (pentru figura 1 si 2): | — ischemie; RS — reperfuzie simpld; RC — reperfuzie controlata (on-off); LDH-
P — lactat dehidrogenaza-piruvat; LDH-L — lactat dehidrogenaza-lactat. Diferenta statistic semnificativa
comparativ cu: lotul martor (*), control (%), I (%), I/1 ora RS (#), I/1 ord RC (¢), 1/24 ore RS (%), 1/24 ore RC
(D): *, #3PB o j, D_ p<0105’ **1 ##1 661 [3[3, °P, fj1 oD __ p<0,01’ ***, ###’ 565’ BBB’ PP, jjj' DOD __ p<0’001

Astfel, la animalele din lotul experimental expus ischemiei ovariene s-a constatat
majorarea in omogenat a cantitatii de lactat cu aproape 38%, p=0,000, si a activitatii LDH-P cu
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30%, p<0,001 (figura 1). Deci, este evident faptul declansarii in celule a mecanismelor de adaptare
in conditiile Intreruperii alimentarii cu oxigen, oxidarea anaerobad a glucozei asigurand energia
necesara supravietuirii. Modificari similare ale markerilor ischemiei au fost consemnate si in serul
sangvin, unde s-a apreciat o marire a valorilor lactatului cu aproape 66%, p<0,001 (figura 2),
activitatii LDH-P cu 20%, p=0,002 (figura 2), iar cantitatea de AIM detectata fiind mai mare cu
aproximativ 19%, p<0,001 (figura 3), comparativ cu lotul martor.

150 ® martor
! ® control
100 Ml
H1/1 ora RS
50 MI/1 ora RC
4 1/24 ore RS
0
AlIM ser (%) AIM omogenat (%)
Figura 3. Albumina ischemic modificata (AIM) in torsiunea ovariana experimentala
Nota: | — ischemie; RS — reperfuzie simpla; RC — reperfuzie controlatd (on-off). Diferenta statistic

semnificativa comparativ cu: lotul martor (*), control (%), I (3), I/1 ora RS (¥), I/1 orda RC (?), 1/24 ore RS (),
|/24 Ore RC (D): *! #1 61 [31 (P’ f1 b — p<01051 **1 ##1 681 BB! (P(P’ J]" oo — p<01011 ***’ ###1 5881 BBﬁ, (PQD(P, '[[rl oD — p<01001

Datele inregistrate sugereaza necesitatea evaludrii atente a unei paciente cu acuze la dureri
abdominale inferioare pentru excluderea torsiunii ovariene atunci cand lactatul, LDH-P si/sau AIM
serice sunt Tnalte.

150 Hmartor 200 & martor
@control @control
100 |l 150 |l
@l/1oraRS ||100 @1/1 ord RS
50 ul/1 ora RC 50 I/l ora RC
/24 ore RS oo u1/24 ore RS
0 u1/24 ore RC 0 '* u1/24 ore RC
DNO ser (%) DNO omogenat (%) PPOA ser (%)PPOA omogenat (%)
Figura 4. Derivatii oxidului nitric (DNO) Figura 5. Produsii proteici de oxidare avansata
in torsiunea ovariani experimentala (PPOA) in torsiunea ovariana experimentali
Nota: | — ischemie; RS — reperfuzie simpla; RC — reperfuzie controlatd (on-off). Diferenta statistic

semnificativd comparativ cu: lotul martor (*), control (), I ), I/1 ora RS (?), I/1 orda RC (), /24 ore RS (),
|/24 ore RC (D): *l #1 61 ﬁ1 (Pl J\1 P — p<01051 **1 ##1 651 ﬁBy (P(P, J:rl oo — p<01011 ***l ###l 555, Bﬁﬁ, (PQD(P, fff, oL — p<01001

Totodatd, in omogenatul sobolanilor lotului doar cu TO s-a remarcat un consum al DNO,
fiind determinate valori ale acestora cu aproape 11% mai mici decét in lotul martor, p=0,003
(figura 4). Presupunem cd DNO au fost implicati in producerea de oxid nitric.

Rezultatele studiului nostru sugereaza ca rezistenta ovarelor la ischemie ar putea fi datorata

Concomitent, s-a observat ca ischemizarea ovarelor, fara reperfuzie, a intensificat formarea
de DAM, AGE si PPOA, care sunt cunoscute ca markeri ai leziunilor oxidative. Astfel, in
omogenat s-au distins niveluri mai mari de DAM — cu 23%, p<0,001 (figura 7), de AGE — cu 19%,
p=0,031 (figura 6), si o tendinta de crestere a PPOA, marcata prin cantitati mai mari cu aproximativ
26%, p>0,05 (figura 5), comparativ cu lotul martor. In serul sangvin al animalelor doar cu TO au
fost determinate valori crescute ale DAM — cu 8%, p<0,001, (figura 7), ale PPOA — cu aproape
21%, p=0,007 (figura 5), AGE-ul mentinandu-se la niveluri apropiate celor din lotul martor,
p>0,05 (figura 6). Rezultatele obtinute confirma faptul ca afectiunea este insotita de amplificarea
stresului oxidativ, iar una dintre abordarile terapeutice ar trebui sa fie orientata si asupra diminuarii
formarii de radicali liberi, chiar pana la interventia de detorsionare.
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250 H martor 160 H martor
200 ®control 1:8 ® control
150 |l 100 |
@]/1 ora RS 80 @I/1 oraRS
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o " wlRdoreRS || 49 t;:t ul/24 ore RS
ul240re RC || 20 T e 1/24 ore RC
0 0 .
AGE ser (%) AGE omogenat (%) DAM ser (%) DAM omogenat (%)
Figura 6. Nivelul produsilor finali de glicare Figura 7. Nivelul dialdehidei malonice (DAM)
avansata (AGE) in loturile de cercetare in torsiunea ovariana experimentala
Nota: | — ischemie; RS — reperfuzie simpla; RC — reperfuzie controlata (on-off). Diferenta statistic

semnificativa comparativ cu: lotul martor (*), control (%), I (¥), I/1 ora RS (¥), I/1 orda RC (?), 1/24 ore RS (),
|/24 ore RC (’0): *, #’ 8’ [3, ®, f D _ p<0,05’ **1 ##1 861 ﬁB, °P, jf, DO _ p<0’01, ***’ ###, 558, BBB, P00, fff’ DOD __ p<0,001

Noi nu am identificat schimbari statistic semnificative (p>0,05) in omogenat in lotul cu
torsiune ovariand ale activitatii CAT (figura 8), GR si GPO (figura 9), G6PDH si ICDH (figura
11), cu exceptia scdderii statistic semnificative a SOD — cu 24%, p=0,002 (figura 8) sia GST —cu
36%, p<0,001 (figura 9). Se pare cd diminuarea reactiei de dismutare a anionului superoxid in
perioada de ischemie este una dintre verigile patogenice care induce aparitia de leziuni oxidative
tisulare consemnate in cercetarea noastra. In acelasi timp, protectia antioxidanti tisulara in aceasta
perioada este sustinutd de catre CAT, GR, GPO, G6PDH si ICDH, care si-au mentinut activitatea
similara cu cea stabilita in lotul martor. Suplimentar, am sesizat o tendinta de crestere a consumului
de glutation total si glutation redus de cétre celulele ovariene, valorile acestora fiind mai mici cu
aproximativ 13%, respectiv cu 23%, p>0,05 (figura 10) dupa TO comparativ cu lotul martor, ceea
ce ar atesta raspunsul compensator, protector al celulelor ovariene expuse unor concentratii inalte
de radicali liberi, prin amplificarea mecanismelor de neutralizare glutation-dependente.

120
100
80
60
40
20
0 martor control I/1 orda RS I/1 orda RC 1/24 ore RS I/24 ore RC
4 SOD omogenat (%) 100 82
@ CAT omogenat (%) 100 98 95 87 83 84 92
#S0D ser (%) 100 97 96 95 93 99 98
a8 CAT ser (%) 100 102 91 90 98 91 97

Figura 8. Activitatea superoxid dismutazei (SOD) si catalazei (CAT) din serul sangvin si
omogenatul ovarian in torsiunea/detorsiunea ovariana experimentali

Nota: | — ischemie; RS — reperfuzie simpla; RC — reperfuzie controlatda (on-off). Diferentd statistic

semnificativa comparativ cu: lotul martor (*), control (%), I (¥), I/1 ora RS (), I/1 orda RC (9), 1/24 ore RS (%),

|/24 ore RC (D): *l #1 51 ﬁv (P, ’r b — p<01051 **1 ##1 561 ﬁBl (P(P, J:rs oo — p<01011 ***! ###l 5551 BBB! (PQD(P’ "Ira oD — p<0|001-
Totodatd, dupd modelarea torsiunii ovariene, GR, enzimad importantd in reciclarea

glutationului, si-a majorat activitatea in ser cu aproape 25%, p=0,045 (figura 9), iar CP a crescut

cu aproximativ 7%, p<0,001 (figura 12), ceea ce sugereazd implicarea acestora in mentinerea

echilibrata a strii redox a organismului in conditii de ischemie provocata.
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Deci, activitatea antioxidanta este relativ adaptata in TO, insa deficientele in activitatea SOD
din tesut impun evaluarea unor strategii de tratament cu antioxidanti ce sunt capabili sa capteze
SRO, posibil, astfel, reducand-se si leziunile oxidative.

3.3. Influenta tipului de reperfuzie asupra biomarkerilor evaluati in torsiunea ovariana

Asa cum tratamentul conservator al TO prevede detorsionarea anexei pentru restabilirea
fluxului sangvin, s-a efectuat o analizd comparativd a rezultatelor obtinute in loturile cu
reperfuzie pentru a aprecia utilitatea metodei propuse de reperfuzie controlatd in reducerea
leziunilor oxidative.

S-a constatat ca tipul de reperfuzie nu a avut un impact esential asupra intensitatii proceselor
anaerobe din tesutul ovarian, asa cum dupa 1 ora de la restabilirea fluxului sangvin au fost masurate
cantitati de lactat si o activitate a LDH-P similare cu cele din perioada de ischemie, p>0,05. Insa,
dupd 24 ore de la detorsiune a fost observatd diminuarea nivelului de lactat din omogenat,
consemnandu-se valori apropiate de cele din lotul martor, p>0,05 (figura 1). Preluarea lactatului
din ovare dupa revascularizarea acestora ar putea explica cresterile serice consemnate (figura 2) si
modificarile corespunzatoare tisulare din cercetarea noastra (figura 1). Odata cu trecerea timpului
(dupa 24 ore) s-a remarcat o tendintd de descrestere serica a cantitatii de lactat (figura 2), in
conditiile mentinerii activitatii enzimei LDH-P din tesutul ovarian la un nivel apropiat de cel din
lotul expus doar torsiunii ovariene, p>0,05 (figura 1), ceea ce poate atesta restabilirea capacitatii
ovarelor de a utiliza lactatul si alte substrate energetice datoritd reactivarii proceselor de oxidare
aeroba.

Tipul de reperfuzie si durata acesteia nu au avut o influenta semnificativa asupra AIM (figura
3) din tesutul ovarian, reliefandu-se doar o tendintd de crestere, mai exprimata in loturile cu
reperfuzie simpla vs. loturile cu reperfuzie controlatd: cu 22% vs. 15% dupa 1 ora si cu 18% vs.
13% dupa 24 ore comparativ cu lotul martor, p>0,05. Insi, in serul sangvin valorile acestui
biomarker s-au majorat statistic semnificativ cu aproape 22% vs. 12% dupa 1 ora, respectiv cu
20% vs. 13% dupa 24 ore comparativ cu lotul martor, p<0,001. Concomitent, inregistrarea unui
nivel seric mai mic al AIM in loturile on-off comparativ cu lotul expus doar TO, p<0,05, si
mentinerea valorilor acestui indice in ambele loturi cu detorsiune simpla apropiate celor din lotul
doar cu ischemie ovariana, p>0,05, este dovada faptului cd manevra on-off reduce afectarea
albuminei si-i asigurd o capacitate mai inalti de a fixa Co?" decat in conditii de reperfuzie simpl.

Rezultatele studiului DNO (figura 4) in loturile cu reperfuzie din TO ne-a sugerat rolul dual
al oxidului nitric (NO"), efectele sale posibil fiind dependente atat de concentratia acestuia, cat si
a altor radicali, cum ar fi anionul superoxid. In conditiile in care sunt produse cantititi mari de
anion superoxid cu depdsirea capacitatilor enzimelor antioxidante din prima linie de a asigura o
protectie eficientd, NO- ar avea un potential lezional sporit datoritd implicérii in formarea de
peroxinitrit si nu de DNO. Nivelul DNO din omogenatul animalelor din loturile cu 1 ora reperfuzie
s-a modificat nesemnificativ comparativ cu lotul martor, p>0,05, posibil din cauza implicarii NO
mai mult in producerea de peroxinitrit decat de DNO. In aceste loturi, totusi, DNO au crescut
comparativ cu lotul expus doar ischemiei, dar fard vreo semnificatie statistica in lotul cu reperfuzie
simpla, p>0,05, si statistic semnificativ in cel cu reperfuzie controlata, p=0,001. Acest fapt
reliefeaza incda o data efectul protector al reperfuziei on-off, confirmat printr-un consum mai
exprimat al NO" pentru formarea de DNO, probabil reducandu-se astfel cantitatea de peroxinitrit
generat. Odata cu restabilirea functionalitatii enzimelor antioxidante, dupa 24 ore, s-a majorat si
cantitatea de DNO din tesut, statistic semnificativ comparativ cu lotul cu ischemie ovariana, atat
dupa reperfuzia simpla, p<0,001, cat si dupa reperfuzia on-off, p=0,006, ceea ce poate fi apreciat
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ca o utilizare mai scazuta a oxidului nitric pentru producerea de peroxinitrit comparativ cu perioada
initiald (dupa 1 ora). Una dintre strategiile terapeutice care ar trebui dezvoltate in viitor ar trebui
orientate spre reducerea nivelului de anion superoxid. Un nivel scazut al acestui radical ar Insemna
sl 0 cantitate mai mica de peroxinitrit generat, respectiv cu diminuarea leziunilor tesuturilor.

Metoda de reperfuzie controlata vs. reperfuzie simpla a avut un efect favorabil asupra
diminuarii modificarilor oxidative ale diferitor molecule, relevand avantajul tehnicii de
detorsionare on-off. Insa, trebuie si precizim ca doar aplicarea manevrei on-off nu poate sa
combata toate evenimentele oxidative care sunt legate de momentul restabilirii circulatiei sangvine
din tesutul ovarian si manifestate, in special, la distanta (dupa 24 ore). Astfel, dupa 1 ora de la
reperfuzia controlata am inregistrat o tendinta de crestere a AGE cu 24%, p>0,05, care a trecut de
pragul semnificatiei statistice peste 24 ore, fiind masurate cantitati mai mari cu 49%, p<0,001,
comparativ cu lotul martor. Totodata, nivelul de AGE consemnat dupa 24 ore a fost semnificativ
mai mare, inclusiv comparativ cu lotul doar cu TO, p<0,01 (figura 6). Majorari statistic
semnificative in omogenat au fost notate si pentru PPOA — cu aproximativ 48%, p=0,001, dupa 1
ord, respectiv cu 69% — dupa 24 ore, p<0,001, peste valorile inregistrate in lotul martor, care, insa,
dupa 1 ora au fost apropiate de cele din lotul cu ischemie ovariana, observandu-se doar o tendinta
de majorare — cu 17%, p>0,05, pe cand dupa 24 ore, cresterea a fost cu aproape 34%, p=0,009,
peste nivelul lotului doar cu ischemie ovariana (figura 5). Concomitent, cantitatea de DAM
masurata in tesutul ovarian dupa aplicarea tehnicii on-off a fost cu aproximativ 22% dupa 1 ora,
respectiv cu 24% dupa 24 ore, p<0,001, peste valorile determinate in lotul martor, insa apropiate
de cele din lotul cu ischemie, p>0,05 (figura 7), ceea ce dovedeste capacitatea reperfuziei
controlate de a preveni intensificarea peroxidarii lipidelor dupa restabilirea circulatiei sangvine in
ovarul ischemizat. In acelasi timp, reperfuzia simpla a tesutului ovarian, expus ischemiei pentru o
perioada de 3 ore, a demonstrat exacerbarea lezdrii oxidative, fapt confirmat prin marirea
cantitatilor de DAM — cu 41% dupa 1 ord, respectiv cu 44% dupa 24 ore, p<0,001 (figura 7), de
PPOA — cu 66% dupa 1 ora, respectiv cu 70% dupa 24 ore, p<0,001 (figura 5), de AGE — cu 80%
dupa 1 ora, respectiv cu 96% dupa 24 ore, p<0,001 (figura 6), peste nivelurile lotului martor,
depasind statistic semnificativ inclusiv valorile stabilite in lotul de animale expuse doar ischemiei
ovariene, p<0,05.

in ambele loturi cu detorsiune controlati in serul sangvin am observat un nivelul de PPOA
mai mic decat in lotul de animale doar cu TO, p<0,01, si foarte apropiat celui din lotul martor,
p>0,05 (figura 5). Suplimentar, a fost inregistrata si o tendinta de crestere a GSSG din ser cu 29%
dupa 1 ord, respectiv cu aproape 40% dupd 24 ore de la aplicarea postconditionarii ischemice,
p>0,05, comparativ cu lotul martor, insa fara a depasi valorile notate in lotul doar cu ischemie
ovariana, p>0,05 (figura 10). Concomitent, cantitatea de DAM sericd dupa 1 ord de la
detorsionarea on-off a fost apropiata de cea din lotul cu TO, p>0,05, in ambele loturi indicele
peroxidarii lipidelor fiind cu aproximativ 8% mai mare, p<0,001, comparativ cu valorile
consemnate in lotul martor, si, ajungand la un nivel apropiat celui din lotul de referintd (martor)
dupa 24 ore, diferentele fiind nesemnificative, p>0,05 (figura 7).

Chiar daca cantitatea de AGE serica a fost statistic semnificativ mai mare in loturile cu
reperfuzie controlata comparativ atat cu lotul martor (cu 46% dupa 1 ora, respectiv cu 37% dupa
24 ore), cat si cu cel doar cu ischemie ovariand (cu 42% dupa 1 ora, respectiv cu 33% dupa 24
ore), p<0,001, fara a se observa vreo ameliorare evidentd, totusi, comparativ cu loturile cu
reperfuzie simpla, valorile AGE au fost in descrestere dupa tehnica on-off, p<0,01 (figura 6), ceea
ce releva avantajul Pcl.
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Dupa reperfuzia simpla aceste schimbari caracterizate prin cresteri ale nivelurilor serice ale
indicilor biochimici ai leziunilor oxidative au fost mult mai exprimate decat dupa tehnica on-off.
Astfel, PPOA-ul s-a marit cu peste 26% in ambele loturi, p<0,01 (figura 5), AGE-ul — cu 54%
dupa 1 ora, respectiv cu 62% dupa 24 ore, p<0,001 (figura 6), iar DAM-ul — cu 18% dupa 1 ora,
respectiv cu 15% dupa 24 ore, p<0,001 (figura 7), comparativ cu lotul martor, fiind peste valorile
notate 1n lotul doar cu TO. Prin urmare putem reliefa faptul ca in tratamentul TO detorsionarea cu
reluarea circulatiei sangvine este absolut necesara atunci cand se doreste pastrarea organului, insa
aceasta nu este eficienta pentru preintdmpinarea afectarii oxidative a diferitor molecule.

La moment nu avem date suficiente pentru a face vreo recomandare de a utiliza de sine
statator biomarkerii stresului oxidativ pentru diagnosticul torsiunii ovariene. Totusi, ei ar putea
completa spectrul de markeri de laborator aplicati in diagnosticul TO si a monitorizarii evolutiei
starii patologice, precum si a eficientei tratamentului aplicat, valorile de referinta pentru indicii de
laborator respectivi necesitand a fi determinate in studii ulterioare.
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martor control | I/1 ora RS I/1 ora RC 1124 0re RS 1/24 ore RC
# GPO omogenat (%) 100 100 88 72 87 82 97
®GR omogenat (%) 100 98 94 83 81 82 20
H GST omogenat (%) 100 101 64 74 82 50 73
uGPO ser (%) 100 109 107 123 122 137 137
u GR ser (%) 100 102 125 124 116 131 126
1 GST ser (%) 100 98 88 85 85 80 93

Figura 9. Activitatea glutation peroxidazei (GPO), glutation reductazei (GR) si
glutation-S-transferazei (GST) in torsiunea ovariana experimentala

Nota: | — ischemie; RS — reperfuzie simpla; RC — reperfuzie controlatd (on-off). Diferenta statistic
semnificativa comparativ cu: lotul martor (*), control (%), I (¥), I/1 ora RS (¥), I/1 ord RC (9), 1/24 ore RS (),
1/24 ore RC (°): *, #,8, B, ¢, J, » — p<0,05; **, # 3 BB oo [ oo n<(,01; *** ## 555 BBp oo MIJ oo — n<(),001.

Studiul nostru a identificat modificari in activitatea sistemului antioxidant ca rezultat al
detorsiunii ovarelor torsionate. Reperfuzia controlata vs. reperfuzia simpla s-a distins prin
faptul ca a mentinut activitatea unor enzime antioxidante din ovare la un nivel mai Inalt, precum
si cantitatea de glutation total si glutation redus, ceea ce a asigurat o protectie mai mare a tesutului
ovarian impotriva stresului oxidativ. Astfel, dupa 1 ora de la aplicarea tehnicii on-off in omogenat
s-a constatat mentinerea CAT (figura 8), GPO si GST (figura 9), GT (figura 10) si ICDH (figura
11) la un nivel apropiat de cel din lotul martor, p>0,05, consemnandu-se doar o tendinta de scadere,
pe cand activitatea GOPDH (figura 11) a avut o tendintd de crestere, insa fara a trece de pragul
semnificatiei statistice, p>0,05. In acelasi timp, s-a inregistrat o diminuare statistic semnificativa
a activitatii SOD cu aproape 25%, p=0,002, comparativ cu lotul martor, care, insd, a rdmas
apropiata de cea observata in lotul doar cu ischemie ovariana, p>0,05 (figura 8), si o reducere a
activitatii GR cu 19%, p=0,006, comparativ cu lotul martor, valorile fiind mai mici si decat cele
din lotul doar cu TO — cu 13%, p=0,036 (figura 9). Concomitent, a fost notat un consum al GSH,
nivelul sau fiind sub 28%, p<0,001, fatd de cel masurat in lotul martor, dar care nu a fost diferit
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comparativ cu cel din lotul doar cu ischemie ovariana, p>0,05 (figura 10), ceea ce reprezinta o
modificare adaptiva a activitatii sistemului antioxidant pentru asigurarea protectiei celulelor.

Dupa 24 ore de reperfuzie controlata activitatea CAT (figura 8), GPO (figura 9), G6PDH si
ICDH (figura 11) a ramas aproximativ la nivelul celei din lotul martor, p>0,05, si s-a observat
restabilirea activitatii SOD (figura 8) si a GR (figura 9), cifrele notate fiind apropiate de cele din
lotul martor, p>0,05, totusi, cu pastarea unui consum de GT si GSH, si o activitate a GST similare
cu cea din lotul de animale expuse doar ischemiei ovariene, p>0,05, valorile notate fiind pentru
GT cu 10%, p=0,012, pentru GSH cu 14%, p<0,001 (figura 10), si pentru GST cu 27%, p=0,04
(figura 9), mai mici comparativ cu lotul martor.

S-a stabilit ca reducerea activitatii GR in perioada initiald de reperfuzie controlata (dupa 1
ord) are consecinte nefavorabile asupra procesului de reciclare a glutationului din ovare, crescand
nivelul de GSSG cu aproape 29%, p=0,011 (figura 10) peste valorile lotului martor, ca odata cu
restabilirea activitatii GR, dupa 24 ore, si cantitatea de GSSG sa se micsoreze pana la un nivel
apropiat de cel din lotul martor si sub valorile lotului doar cu TO, p>0,05.
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Figura 10. Influenta torsiunii/detorsiunii ovariene asupra nivelului de glutation total
(GT), glutation redus (GSH) si glutation oxidat (GSSG)

Nota: | — ischemie; RS — reperfuzie simpla; RC — reperfuzie controlatd (on-off). Diferenta statistic
semnificativa comparativ cu: lotul martor (*), control (%), I (%), I/1 ord RS (?), I/1 ord RC (°), 1/24 ore RS (%),

1/24 ore RC (°): *, #,8, B, ¢, J, » — p<0,05; **, # 3 B oo [ oo n<(,01; *** ## 555 BBp ope MIJ oo — n<(),001.
Dupa reperfuzia simpla a tesutului ovarian nu a fost observata restabilirea activitatii SOD si
GR la nivelul considerat drept referinta (lotul martor) in cercetarea noastrd, asa cum am constatat
dupa aplicarea tehnicii on-off, majoritatea parametrilor evaluati dupa detorsionarea simpla
mentindndu-si valorile apropiate de cele din lotul doar cu ischemie ovariana chiar si dupa 24 ore
de la restabilirea fluxului sangvin (SOD, GPO, GST, GT, GSH). Astfel, comparativ cu lotul de
referintd (martor), Tn omogenatul animalelor din loturile cu reperfuzie simpa au fost observate
reduceri importante ale activitatii SOD atat dupa 1 ora, cu 29%, p=0,001, cat si dupa 24 ore, cu
18%, p=0,03 (figura 8), a GPO — cu 28% dupa 1 ora si 18% dupa 24 ore, p<0,001 (figura 9), a GR
— U 17% dupa 1 ora, p=0,006, respectiv cu 18% dupa 24 ore, p=0,003 (figura 9), a GST — cu 26%
dupa 1 ora, p=0,008, si 50% dupa 24 ore, p<0,001 (figura 9), si a cantitatii de GSH — cu 35% dupa
1 ora, p<0,001, respectiv cu 23% dupa 24 ore, p=0,002 (figura 10), cu o tendinta de crestere
concomitentd a nivelului de GSSG cu 39% dupa 1 ora, respectiv cu 10% dupa 24 ore, p>0,05
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(figura 10), marcandu-se si o majorare a activitatii G6PDH cu 45% dupa 1 ora, p>0,05, respectiv
cu 89% dupa 24 ore, p=0,023 (figura 11).

Activitatea CAT (figura 8) si ICDH (figura 11) nu a inregistrat modificari semnificative in
tesutul ovarian in studiul nostru, in loturile cu reperfuzie simpla, observandu-se doar o tendinta de
reducere, comparativ atat cu lotul martor, cat si cu cel doar cu ischemie ovariana, p>0,05.
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0 martor control I/1 ora RS 1/1 ora RC 1/24 ore RS 1/24 ore RC

1 G6PDH omogenat (%) 100 189 107
@ ICDH omogenat (%) 100 99 97 96 95 95 99
#@G6PDH ser (%) 100 94 102 145 108 162 96
#ICDH ser (%) 100 99 96 92 94 93 95

Figura 11. Activitatea glucozo-6-fosfat dehidrogenazei (G6PDH) si izocitrat dehidrogenazei
citoplasmatice NADP*-dependente (ICDH) in torsiunea ovariani experimentala
Nota: | — ischemie; RS — reperfuzie simpla; RC — reperfuzie controlatd (on-off). Diferenta statistic
semnificativa comparativ cu: lotul martor (*), control (%), I (¥), I/1 ora RS (¥), I/1 orda RC (¢), 1/24 ore RS (),
1124 ore RC (°): *, %, 8,8, ¢, I, »— p<0,05; **, # 3 BB oo [I o0 _ n<(,01; ***, ## 355 BB oee, M1, oo — n<0,001.
Aprofundarea leziunilor oxidative ovariene constatate dupa detorsiunea simpla din
cercetarea noastrd ar putea fi datorate reducerii Insemnate a activitatii enzimei GR, consemnate
prin valori statistic semnificativ mai mici in loturile cu reperfuzie simpld comparativ cu lotul doar
cu ischemie ovariana, p<0,05 (figura 9). Asa cum eficacitatea antioxidantd a acestei enzime
depinde de NADPH, a carui sintezd pare sd nu aiba de suferit la restabilirea circulatiei sangvine,
fiind chiar observatd o intensificarea a activitatii GOPDH dupa 24 ore de la detorsiune cu peste
93%, p=0,018, peste nivelul lotului doar cu TO (figura 11), presupunem un consum tisular
preferential al NADPH-ului de catre enzimele prooxidante.

120
115
110 u CP (%)
105
100
95

martor control | I/Tora 1/1 ora 1/24 ore 1/24 ore
RS RC RS RC

Figura 12. Nivelul ceruloplasminei (CP) din serul sangvin in torsiunea ovariana
experimentala
Nota: | — ischemie; RS — reperfuzie simplda; RC — reperfuzie controlatd (on-off). Diferenta statistic
semnificativa comparativ cu: lotul martor (*), control (*), I (%), I/1 orda RS (®), I/1 ord RC (°), 1/24 ore RS (%),
1/24 ore RC (°): *, #,8, B, ¢, J, © — p<0,05; **, # 3 BB oo [ oo n<(,01; ***, ## 555 BBp oo MIS oo n<(),001.

Totodatd, se pare ca CP are un rol important in TO prin influentarea procesului patologic
dupa restabilirea circulatiei sangvine, iar cresterea sa statistic semnificativa in toate loturile cu
reperfuzie peste nivelul inregistrat in lotul doar cu ischemie ovariana, p<0,05 (figura 12), vine sa
sustind protectia antioxidanta a organismului.
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Tratamentul torsiunii ovariene prin detorsionare cu reperfuzie on-off a redus leziunile
oxidative tisulare provocate de fenomenul I/R. Cu toate acestea, sunt necesare evaluari aditionale
pentru a identifica mecanismul exact prin care metoda on-off asigura protectia tesutului ovarian
dupa revascularizare.

Concomitent, s-a constatat ca nu in toate loturile experimentale este prezentd corelatia
sangvino-tisulara a parametrilor examinati, ceea ce nu ne permite sd facem concluzii favorabile
referitor la prezenta unei interdependente absolute a fenomenelor care au loc in ovare cu expresia
biochimica sangvina a acestora.

Trebuie de luat in considerare faptul ca rezultatele inregistrate in studiul nostru sunt in urma
expunerii TO animalelor de laborator si este posibil ca unele constatari sa nu fie valabile si pentru
subiectii umani. Astfel, este indispensabild continuarea cercetarilor pe femei suspecte de TO cu
verificarea ipotezelor deja formulate in aceastd lucrare referitor la utilitatea unor parametri
biochimici studiati in diagnosticul si/sau monitorizarea evolutiei acestei stari patologice cu
repercusiuni severe asupra fertilitatii.

CONCLUZII GENERALE

1. In torsiunea ovariand metabolismul este adaptat conditiilor intreruperii fluxului sangvin,
fapt reflectat printr-un nivel tisular crescut de lactat (cu 38%, p=0,006) si o activitate intensa a
enzimei LDH-P (cu 30%, p<0,001), producerea energiei pe cale anaeroba sustinand functiile vitale
si supravietuirea celulelor. Cresterea consumului tisular de DNO (cu 11%, p=0,003) ar putea
conferi rezistentd ovarelor la ischemie.

2. Torsiunea ovariand induce amplificarea proceselor oxidative patologice 1n ovare si
afectarea structural-functionala a celulelor, exprimata prin majorarea DAM (cu 23%, p<0,001) si
AGE (cu 19%, p=0,031), sugestive pentru o exacerbare a producerii de radicali liberi.

3. Diminuarea capacitatii enzimei SOD (cu 24%, p=0,002) de a dismuta anionul superoxid
st reducerea activitatii GST (cu 36%, p<0,001) din ovarele torsionate ar fi factori responsabili de
crearea dezechilibrului caracteristic stresului oxidativ. Totusi, protectia antioxidanta tisulard in
aceastd perioada este sustinuta de catre CAT, GR, GPO, G6PDH si ICDH, care si-au mentinut
activitatea similara cu cea din lotul de martor.

4. Modificérile serice ale indicilor biochimici de laborator studiati nu sunt expresia
schimbarilor tisulare, dat fiind prezenta unui numar redus de corelatii sangvino-tisulare ale
parametrilor evaluati doar in anumite loturi de cercetare, ceea ce nu reprezinta un argument al
utilizarii lor pentru aprecierea schimbadrilor care au loc in tesut in torsiunea ovariand in baza
masurdrilor serice.

5. Reperfuzia controlatd comparativ cu cea simpla si-a demonstrat avantajul prin capacitatea
sa de a preveni intensificarea peroxidarii lipidelor din ovare dupa reluarea circulatiei sangvine
(DAM, p>0,05) si partial deteriorarea structurilor celulare (AGE), prin restabilirea activitatii
enzimelor SOD si GR, si a cantitatii de GSSG din omogenat la nivelul considerat de referinta
(martor), dupa 24 ore de la detorsionare, si prevenirea exacerbarii dereglarilor functiei CAT, GPO
si GST.

RECOMANDARI PRACTICE
1. Lucrarea noastra poate fi o bazad pentru extinderea cercetdrilor referitoare la torsiunea
ovariana, iar modelul experimental de torsiune ovariand aplicat in studiul nostru este unul veridic
si poate fi utilizat in cercetari experimentale similare.
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2. Se recomanda utilizarea evaludrii activitatii LDH-P, a cantitatii lactatului si AIM serice n
practica clinicd la suspectarea cauzei ischemice a durerilor abdominale inferioare, pentru
completarea indicilor ce fundamenteaza aplicarea laparoscopiei diagnostice ca “standard de aur”
pentru confirmarea diagnosticului de TO.

3. Se propune utilizarea DAM, PPOA si AGE pentru monitorizarea efectelor reperfuziei
si/sau tratamentului medicamentos in evolutia torsiunii ovariene.

4. Tehnica de reperfuzie controlatd, propusa si testata in acest studiu, este recomandata a fi
utilizatd 1n tratamentul chirurgical de conservare a ovarelor la pacientele cu torsiune ovariand, asa
cum aplicarea acesteia a aratat o diminuare a leziunilor oxidative si un grad mai inalt de protectie
antioxidanta, avand avantajul de a fi usor de aplicat si nefiind necesare costuri suplimentare.

5. La luarea deciziei terapeutice se recomanda sa se tina cont de faptul ca singura, metoda
on-off de detorsionare a organului nu preintampina intru totul efectele negative ale reperfuziei,
impunandu-se si alte interventii de diminuare a stresului oxidativ si a consecintelor lui.
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