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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei cercetate

Torsiunea ovariana reprezinta o afectiune rara, dar severa, cu o prevalenta de 2,7% [1-3]-
3% [4, 5], pana la 6% [6]. La moment, se afla pe locul cinci in cadrul urgentelor ginecologice
chirurgicale [1, 3] si poate fi intalnita la orice varsta, marea majoritate a cazurilor inregistrandu-se
la femei de varsta reproductiva [7]. Este o urgentd medicala care afecteaza 4,9/100.000 din
populatia de sex feminin cu varsta cuprinsa intre 1-20 ani [8-10]. Aproximativ 80% dintre cazuri
apar in perioada de varsta reproductiva [5], iar 20% dintre cazuri apar in timpul sarcinii [1].
Incidenta maladiei in timpul sarcinii in datele literaturii variaza de la aproximativ 1-10 la 1000
[11] pana la 1 la 5000 de sarcini [5, 12], 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 [12], aceasta fiind o cauza a cresterii incidentei maladiei [13, 14].

Torsiunea ovariana este definita ca rotatia partiala sau totala in jurul axei sale vasculare a
trompei uterine, a ovarului sau a ambelor [10, 15], cu obstructie a fluxului venos, limfatic si
arterial, avand ca si consecintd modificari ischemice, care pot determina necroza ovariana [10, 12,
16]. Chiar daca 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 [7, 17], iar aceasta,
probabil, are loc din cauza laxitatii ligamentare excesive, a spasmului tubar sau a modificarilor
presiunii intraabdominale la varsta neonatala si prepubertara [18]. S-a constatat ca la pacientele cu
varsta sub 15 ani in mai mult de 50% de cazuri ovarele torsionate sunt normale [7, 10], pe cand la
femeile adulte afectiunea este frecvent determinata de prezenta unor anomalii ovariene (teratom,
endometriom, chisturi, sindrom de hiperstimulare ovariana, etc.) [4].

Diagnosticul corect este foarte important pentru femeile de varsta reproductiva, mai ales ca
manifestarile clinice ale bolii sunt nespecifice [17, 19, 20], iar interventia medicului poate fi
intarziata din aceasta cauza [10].

Cea mai frecventa acuzd in torsiunea ovariand este durerea. Localizarea acesteia este 1n
cadranul abdominal inferior [4, 10, 17], putand fi constanta sau intermitenta [5, 10]. Alte simptome
care pot fi observate, pe langa cresterea temperaturii corpului, sunt greata si voma [4, 10, 17],
sangerarea vaginala [10, 21], sugerand medicului o gama foarte variata de alte posibile diagnostice.

Tratamentul Intirziat din cauza unui diagnostic gresit poate duce la complicatii precum
pierderea ovarelor [10, 19, 22], cu efecte negative asupra fertilitatii [10, 19, 23, 24]. Daca nu se
intervine chirurgical, pot aparea tromboflebite, hemoragii, infectie [16, 25], peritonita [16, 19, 25]
si moarte [10, 19]. Managementul traditional in torsiunea ovariana presupune ovarectomie, in timp
ce managementul conservator include detorsionarea segmentului rasucit [26-28]. Daca torsiunea

ovariand este diagnosticata si tratatd precoce prin manevra de detorsionare, perspectivele pastrarii
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fertilitatii sunt favorabile [28], restabilirea unei circulatii sangvine adecvate fiind scopul
interventiei chirurgicale care se efectucaza [15, 24]. Astfel, TO, fiind o urgenta chirurgicala,
necesita diagnostic si tratament imediat pentru a evita diferite complicatii grave [10, 21, 29-34] si
pentru a diminua incidenta infertilitatii [19, 24, 25, 35], care constituie o problema importanta de
sanatate publica, pentru care diagnosticul si tratamentul sunt invazive, costisitoare si stresante [36].
Cu toate acestea, inlaturarea ischemiei poate fi insotita de daune celulare si tisulare suplimentare
din cauza intensificarii formarii SRO in momentul restabilirii fluxului sangvin si amplificarii
stresului oxidativ. Este bine cunoscut faptul ca reluarea circulatiei Sangvine spre un organ, dupa o
perioada de timp in care aceasta a fost intrerupta, poate fi mai daunatoare decat ischemia propriu-
zisa. In tesutul ischemic reoxigenat se produc intens radicali liberi, rezultand leziuni de reperfuzie
[21, 28, 30-34, 37-39].

Conform cercetarilor anterioare [21, 28, 32-33], in torsiunea ovariana speciilor reactive ale
oxigenului le revine un rol major in afectarea tisulara cauzata de I/R.

Deci, in pofida avantajului de conservare a organului, detorsionarea anexelor torsionate
poate avea consecinte negative cauzate de fenomenul reperfuziei. in diferite studii s-a aritat ¢a in
timpul procesului de detorsionare, o cantitate excesivd de oxigen molecular este furnizata
tesuturilor si se produc cantitati mari de SRO, care sunt implicate in deteriorarea tesuturilor [13,
24, 26, 29-34, 38, 40-51].

Conform datelor literaturii, leziunea de reperfuzie a fost bine documentata in alte organe
decat in ovar. Totusi, exista anumite publicatii care indica faptul ca expunerea ovarelor la I/R este
insotita de stres oxidativ si ca administrarea anumitor substante, pana la eliminarea blocajului
ischemic sau imediat dupd, reduce gradul de vatamare si ajuta la o recuperare mai rapida [13, 24,
26, 29-34, 38, 40-50, 52].

Astfel, leziunile prin fenomenul I/R din TO necesita 0 buna cunoastere, monitorizare si o
strategie terapeutica care ar reduce efectele negative ale SO 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 experimentala 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 ovariand 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 ovariand 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 aplicindu-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 Etici a Cercetarii pentru realizarea
studiului: proces verbal nr. 27, la nr. 24, din data de 08.02.2016.

Locatia desfasurarii cercetarii: Catedra de biochimie si biochimie clinica si Laboratorul de
biochimie ale USMF ,,Nicolae Testemitanu”.

Noutatea si originalitatea stiintifica a rezultatelor obtinute

Cercetarea a relevat date importante cuprinzand indicii metabolismului ce asigura
functionarea celulelor ovariene in conditii de ischemie provocata. Au fost apreciate modificarile
biochimice care au loc in torsiunea/detorsiunea ovariana experimentala, profunzimea dereglarilor
si reflectarea lor sangvind. S-au dozat indicii afectarii ischemice, ai stresului oxidativ si de
protectie antioxidanta 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.

Aprobarea rezultatelor stiintifice

Rezultatele cercetarii 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”, Chisinau, Moldova, 12-14 mai 2016;
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Conferinta Stiintificd Anuald IMU a tinerilor specialisti ,,Performante §i 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”, Chisinau,
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 Ceha, 27-29 martie 2018;
7th International Medical Congress for Students and Young Doctors MedEspera, USMF
“Nicolae Testemitanu”, Chisinau, Moldova, 3-5 mai 2018;
Zilele Universitatii si Conferinfa stiinfifica anuala 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;
VIl 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 si 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.

Cuvinte cheie: torsiune ovariana experimentald, leziuni prin ischemie/reperfuzie, reperfuzie

controlata, stres oxidativ, specii reactive ale oxigenului, sistem antioxidant
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1. METABOLISMUL OXIDATIV IN TORSIUNEA/DETORSIUNEA OVARIANA

1.1. Stresul oxidativ si sistemul reproducitor feminin

1.1.1. Stresul oxidativ si principalele mecanisme de producere a SRO

Stresul oxidativ (SO), care a fost introdus ca si concept in medicind in 1985 [53] este un
fenomen cauzat de un dezechilibru intre producerea si acumularea de SRO 1in celule si tesuturi, si
capacitatea unui sistem biologic de a detoxifica aceste produse reactive [54]. Mai mult, SO poate
fi definit ca dezechilibrul caracteristicilor redox ale unui anumit mediu celular, cu producere
excesiva a speciilor reactive de oxigen si/sau a speciilor reactive de azot, sau poate fi datorat unui
deficit de antioxidanti endogeni [55], un antioxidant fiind o molecula care are capacitatea de a
preveni sau a incetini oxidarea macromoleculelor [56], permitdnd radicalilor liberi sa
indeplineasca functii biologice utile fara daune colaterale [57].

In general, prooxidantii pot fi divizati in doua grupe: radicali si non-radicali [58, 59], durata
de viata a acestora fiind diferitd, si reactivitatea lor nu intotdeauna coreland cu toXicitatea.
Nocivitatea prooxidantilor depinde de pH-ul mediului, de prezenta altor specii reactive, dar si de
locul unde s-au format [58].

Electronii atomilor si moleculelor ocupa regiuni de spatiu cunoscute sub numele de orbitali.
Fiecare orbital poate avea maximum doi electroni. Daca un orbital contine un singur electron, se
spune ca respectivul electron este nepereche [60]. Radicali sunt acei prooxidanti care contin cel
putin 1 electron nepereche in scheletul din jurul nucleului atomic, fiind capabili de existentd
independenta [58, 59], si care sunt extrem de activi in reactii chimice cu alte molecule [61]. Astfel,
molecula care este atacatd de radicali isi pierde electronul si devine un radical liber in sine,
incepand o cascada de reactii in lant care dauneaza in final celulei vii [59, 62]. Un dezechilibru
intre producerea intensa de radicalii liberi si cantitatea de antioxidanti care i-ar putea neutraliza,
va avea ca rezultat leziuni oxidative ale proteinelor, lipidelor, acizilor nucleici [56, 63] si
carbohidratilor [56].

Speciile reactive de oxigen si alti radicali sunt implicati intr-o mare varietate de fenomene
biologice si maladii, influentand diferite reactii biochimice si manifestari clinice. Este cunoscut
faptul ca SRO sunt generate in cadrul proceselor importante din celule cu consum de O2 [64].
Astfel, celulele care traiesc in conditii aerobe se confrunta intotdeauna cu paradoxul oxigenului,
care consta in faptul ca celulele utilizeaza oxigenul ca sa-si mentina viata, insa, cu toate acestea,
SRO, cu potential efect lezional, sunt produse din oxigen [65].

Orice compus, inclusiv si oxigenul, care poate accepta electroni este un oxidant. In contrast,

o substanta care doneaza electroni este un reducator. Astfel de reactii, numite reactii redox, sunt
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baza a numeroase procese care au loc in celule. Echivalentele termenilor oxidant si reducator din
chimie, pentru sistemele biologice respectiv sunt prooxidant si antioxidant [58].

Multi radicali sunt instabili si foarte reactivi. Acestia pot dona un electron sau pot accepta
un electron de la alte molecule, comportandu-se, deci, ca oxidanti sau reducatori [66].

Deoarece in celule lantul respirator mitocondrial este principalul sistem care consuma
oxigen, in conditii fiziologice majoritatea SRO sunt produse de catre acesta [67]. Deci, sursa
majora a SRO este localizatd in mitocondrii, unde pierderea de electroni in lantul respirator
determina generarea anionului superoxid (O27) [68, 69]. Oz~ este 0o SRO relativ stabila si are o
rata scazuta de interactiune cu componentele biologice [58], fiind transformat de enzima superoxid
dismutaza in peroxid de hidrogen (H20>) [66].

Unul dintre mecanismele care intensifica SO este explicat prin reactiile Fenton si Haber-
Weiss care genereaza radicalul hidroxil, care este foarte reactiv, comparativ cu alte SRO:

Fe™?+ Hy0, — Fe™ + -OH + OH™ (reactia Fenton)

027+ H202 —» OH™ + Oz + *OH (reactia Haber-Weiss) [58, 64].

Astfel, pentru a participa in reactia Fenton, fierul trebuie s fie in forma sa redusi. insi, la
un pH fiziologic acesta este, in mare parte, oxidat. Conversia de la forma oxidata la cea redusa
poate avea loc cu participarea antioxidantilor, cum ar fi acidul ascorbic. Ascorbatul, atunci cand
este prezent in adiacenta metalelor de tranzitie, le reduce si le face susceptibile de a intra in reactia
Fenton. Deci, in astfel de conditii, ascorbatul poate actiona si ca un agent prooxidant, si poate
determina producerea de radicali care ar putea spori leziunile oxidative [58].

De asemenea, in mitocondrii anionul superoxid poate interactiona cu oxidul nitric pentru a
forma peroxinitritul, un radical foarte instabil, care are o reactivitate mult mai mare [62],
modificand diferite molecule organice: O2~ + NO- — ONOO™ [62, 70, 71]. Se cunoaste faptul ca
peroxinitritul protonat (ONOOH) are o reactivitate similara cu cea a radicalului hidroxil [70].

Se considera ca un factor favorizant pentru producerea de ONOO™ 1l reprezinta faptul ca
reactia dintre Oz~ si NO- are loc de 3-4 ori mai rapid, comparativ cu transformarea Oz~ de catre
Cu/Zn-SOD, una dintre principalele enzime antioxidante [53].

Astfel, un alt radical liber care poate intensifica leziunile oxidative este NO-, iar acesta,
interactiondnd cu anionul superoxid, determind producerea de peroxinitrit, care, la randul sau,
modifica chimic diferite molecule, inclusiv aminoacizi, acizi nucleici si proteine [53]. Avand un
electron fara pereche, NO-, care este un radical liber extrem de reactiv, poate deteriora celulele si
tesuturile [72]. Totusi, datele literaturii de specialitate referitor la efectele NO- sunt controversate,
asa cum unii cercetatori considera ca oxidul nitric este 0 molecula importanta de semnalizare
celulara care participd inclusiv la modularea protectiei impotriva deteriorarii oxidative [15, 70].

Rolul NO- in patologia vasculara a fost investigata si elucidata inclusiv de cercetatori autohtoni
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[73, 74], care au reliefat efectele de vasodilatare, regenerare endoteliala, inhibarea chemotaxiei
leucocitare si a aderarii plachetare [73].

Pe langa efectele citotoxice ale NO-, sunt mentionate si efecte benefice ale acestuia,
precizandu-se ca aceasta molecula poate actiona ca un antioxidant, fiind capabil sa inhibe reactiile
de peroxidare in lant a lipidelor [70].

Oxidul nitric, care este considerat o specie reactiva de azot datoritd continutului acestui
element, este sintetizat in timpul conversiei enzimatice a L-argininei in L-citrulina de catre nitric
oxid sintaza (NOS) [72, 75]. Este bine studiata activitatea nitric oxid sintazelor la nivelul ovarelor
si este evidentiat si rolul benefic al NO- in diferite procese fiziologice [76]. Se cunosc trei forme
ale acestei enzime: neuronala, endoteliala si inductibild. Dintre cele trei izoenzime ale NOS, NOS
endoteliala si NOS inductibild sunt exprimate in ovar [67]. Se cunoaste faptul ca aceste enzime au
nevoie de NADPH pentru sinteza NO-. Cercetatorii au aratat ca activitatea suntului pentozo-fosfat,
generator de NADPH, si activitatea enzimei GO6PDH coreleaza cu producerea de NO- [77].

O alta cale de producere a NO- este prin reducerea nitritului cu implicarea enzimei XO [78-
81], enzima care apare in perioada de ischemie si isi manifesta activitatea la reperfuzie [82].
Reducerea nitritului de catre XO este intensificatd de conditii specifice, cum ar fi conditii de
hipoxie [78, 79], anoxie si acidoza [79].

Sursa de SRO pot fi si celule inflamatorii, cum ar fi macrofagele si neutrofilele [67]. Celulele
fagocitare pot genera si ele specii reactive de oxigen, cu implicarea activd a enzimei NADPH
oxidaza, utilizand NADPH si oxigen molecular, dupa cum este aratat in figura 1. Enzima este
formata din nucleul catalitic, responsabil de producerea anionului superoxid, fiind reprezentat de
flavocitocromul b558, care este format de subunitatile transmembranare gp91phox si p22phox.
Celelalte subunitati: p40phox, p47phox, p67phox si GTP-aza RAC, in celulele inactive sunt
localizate in citoplasma, iar in celulele stimulate de mediatori ai inflamatiei sunt translocate la

miezul catalitic si au rol reglator [83].
20, 20,

MEMBRANE

NADPH
p67phox

CYTOSOL

Figura 1. Structura si activitatea NADPH oxidazei, conform lui Gardiner G.J., et al. [83]
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Recent s-a aratat ca NADPH oxidaza este sintetizatd in multe tesuturi si celule, fiind
cunoscute 5 subtipuri. S-a dovedit ca NADPH oxidaza 1 este prezenta in ovarele si ovocitele
animalelor experimentale, iar NADPH oxidaza 2 este cea care apartine celulelor fagocitare [44].

O alta enzima produsa de neutrofile si macrofage, care genereaza SRO, este mieloperoxidaza
[45, 51]. Atunci cand neutrofilele sunt activate si degranulate, enzima este eliberata in spatiul
extracelular, avand o capacitate inalta de a deteriora tesutul gazda [84]. MPO catalizeaza reactia
dintre peroxidul de hidrogen si clor [45, 51], si are ca rezultat formarea acidului hipocloros [45,
51, 71], care este un compus toxic. Se cunoaste faptul ca acidul hipocloros poate fi implicat in
formarea radicalului hidroxil, cu consecinte negative [45, 51]. MPO 1isi manifesta activitatea in
conditii fiziologice in tesuturile sdnatoase, iar o activitate excesiva a enzimei le poate deteriora
[46]. Astfel, MPO este considerata un oxidant si reprezinta un indicator al infiltrarii tesutului cu
neutrofile [85], fiind o enzima despre care se cunoaste ca intensifica stresul oxidativ in numeroase
patologii [84]. Aceasta a fost studiatd, inclusiv, in contextul ischemiei/reperfuziei din torsiuneca
ovariana [45, 51]. In prezent, se considerd ci determinarea activititii MPO este un marker util

pentru aprecierea infiltrarii tesuturilor cu neutrofile [86].

1.1.2. Mecanisme de protectie antioxidanta

Expunerea continua la numeroase surse care induc SO a dus la dezvoltarea la nivel celular a
unui sir de mecanisme de protectie impotriva metabolitilor reactivi [87].

Nivelul SRO poate fi controlat de catre sistemul antioxidant care include o serie de enzime
antioxidante (superoxid dismutaza, catalaza, glutation peroxidaza, etc.) si compusi nonenzimatici
(glutationul, vitamina C, vitamina E, etc.) [88].

Asa cum anionul superoxid este initial produs de o mare varietate de surse, neutralizarea
acestuia are o importanti deosebita pentru fiecare celula. In acest proces sunt implicate superoxid
dismutazele: Mn-SOD si Cu/Zn-SOD [88]. La om sunt prezente trei forme ale superoxid
dismutazei. SOD1 este localizata in citoplasma, SOD2 — in mitocondrie, iar SOD3 se afla
extracelular. SOD1 si SOD3 contin cupru si zing, in timp ce SOD2 are mangan in centrul activ
[66]. Acestea dismuteaza anionul superoxid, asa cum este aratat in reactia urmatoare:

20, + 2H" — O, + H20; [89].

Ulterior, peroxizii de hidrogen sunt descompusi de catre catalazd in molecule de apa si
oxigen [66]. Aceste enzime fac parte din prima linie de aparare in lupta cu SRO, iar biosinteza lor
pare sa fie dependenta de nivelul de Oz~ [88]. Exista cercetari care indica faptul ca izoenzimele
SOD pot atenua leziunea cauzata de ischemie/reperfuzie, in timp ce alte rapoarte au pus la indoiala

eficienta lor in asigurarea unei protectii antioxidante eficiente [90].
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In neutralizarea H,O, mai este implicatd si enzima glutation peroxidaza, care utilizeaza
pentru aceasta glutation redus [91]. Aceasta este o enzima seleniu-dependentd, fiind considerata
una dintre cele mai importante enzime antioxidate cu rol in prevenirea peroxidarii lipidelor
membranare [92]. La mamifere, GPO, impreuna cu superoxid dismutazele si catalazele, face parte
din sistemul antioxidant enzimatic care limiteaza toxicitatea SRO, participand la reciclarea lor
[91]. Actiunea principalelor enzime antioxidante este ilustrata in figura 2 [93].

GSH este oxidat in timpul dezintoxicarii peroxidului de hidrogen. Pentru a mentine
eficacitatea antioxidanta a GSH, glutationul oxidat (GSSG) trebuie din nou convertit in glutation
redus (GSH) [24]. Acest proces este realizat de glutation reductaza (GR), o enzima NADPH-
dependenta [24, 71, 94], NADPH-ul fiind furnizat celulelor in primul rand in urma actiunii enzimei
glucozo-6-fosfat dehidrogenaza [95, 96]. G6PDH este o enzima care sustine activitatea sistemului
antioxidant, participand la regenerarea antioxidantilor oxidati, asigurand celulele cu echivalenti
reducatori, si anume cu NADPH [58]. Concomitent, cercetarile au relevat ca izoenzimele izocitat
dehidrogenazei NADP*-dependente au un rol deosebit in prevenirea intensificarii stresului
oxidativ, prin asigurarea cu NADPH atat la nivel mitocondrial [97], cat si citoplasmatic [98]. Asa
cum G6PDH este absentd in mitocondrii, se considerd ca izocitrat dehidrogenaza NADP*-

dependenta este cruciala pentru asigurarea echilibrului redox mitocondrial [97].

oxid nitric

peroxinitrit
"N::O :0:
o: o
oxigen anion peroxid de hidrogen
e |-0H
.(j:é:H
radical hidroxil
e | +H’
apa oxigen
H:O:H + -0:0" «—H H:O:'H
CAT api

Figura 2. Schema producerii diferitor specii reactive de oxigen si inlaturarea acestora de
citre enzime antioxidante, modificata de noi dupa Reiter R.J., et al. [93]
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Molecula de glutation este foarte importanta in procesul de protectie impotriva radicalilor
liberi, fiind un antioxidant puternic ce preintdmpina oxidarea biomoleculelor [94], protejand
grupele -SH ale proteinelor [58, 99] si prevenind includerea ionilor de cupru in reactia Haber-
Weiss [58]. De asemenea, GSH poate interactiona cu NO’, complexul format urmand a fi degradat
de sistemul tioredoxinei. Acest tiol se gaseste in cantitati mari intracelular, 85-90% aflandu-se in
citoplasma, iar in spatiul extracelular — in concentatii mici [94].

O altd enzima care utilizeaza glutation pentru a-si desfasura efectele metabolice este
glutation-S-transferaza [100]. GST leaga substantele straine de gruparea —SH a cisteinei din
glutation, neutralizand, astfel, regiunile electrofile si protejand celulele de efectele nocive ale
substantelor ddunatoare [24]. Concomitent, GST este responsabila de procesul de S-glutationilare,
ca raspuns la stresul oxidativ. Aceasta este o modificare posttranslationald caracterizatd prin
conjugarea glutationului cu proteine tinta. Acest fenomen este reversibil, oferindu-i celulei un sir
dinamic de evenimente reglatoare. Prin acest proces se adauga un lant lateral cu trei aminoacizi
[100], glutationul fiind structura formata din acid glutamic, cisteina si glicina [94], iar in acest fel
proteinei i se introduce o0 sarcina negativa (datorita acidului glutamic). Ca urmare, are loc protectia
impotriva deteriorarii oxidative suplimentare si/sau alterarea conformatiei proteice care afecteaza
functia si/sau localizarea celulara a acestora. Proteinele identificate pana acum, ca fiind
susceptibile de S-glutationilare, pot fi divizate in sase grupuri: citoscheletice, glicolitice/ale
metabolismului energetic, kinaze si cai de semnalizare, ale homeostaziei calciului, enzime
antioxidante si proteine ce asigura foldingul [100]. Reactia de S-glutationilare este prezentata in
figura 3 [101].

r -

Protein S-glutathionylation /_S,=
Protein—5H g Protein—S5——s5 ./ o

De-glutathionylation =.8
o

——
glutathione part
Glutathionylated Protein

Figura 3. S-glutationilarea proteinelor, dupa Chen W., et al. [101]

Ceruloplasmina, o proteina plasmatica de faza acuta [84, 102], este o oxidaza care contine
90% din cuprul din plasma. Activitatea sa de feroxidaza este foarte importanta, deoarece oxideaza
Fe?* la Fe®", care este preluat de transferini si, astfel, se impiedica participarea Fe?* la generarea

radicalilor hidroxil [84]. De asemenea, ceruloplasmina este considerata a fi un inhibitor fiziologic
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al mieloperoxidazei, fiind demonstrata interactiunea dintre acestea in plasma. Acest proces de
inhibare este posibil din cauza interactiunii electrostatice intre cele doud proteine, aceasta fiind

datorata naturii cationice a MPO si anionice a ceruloplasminei [84, 102].

1.1.3. Modificari patologice induse de SRO

SRO determina leziuni directe ale celulelor [20]. Efectele negative ale SRO se realizeaza
prin urmatoarele mecanisme: peroxidare lipidicd, modificari ale proteinelor, oxidarea ADN-ului,
in special a celui mitocondrial, si deschiderea canalelor ionice [64].

SRO interactioneazd cu macromoleculele, capturandu-le electronii si interferand cu

activitatea biologica a acestora [21].

Antioxidant
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Figura 4. Procesul de peroxidare al lipidelor, conform Ayala A., et al. [103]

Acizii grasi polinesaturati din membranele celulare fac aceste structuri vulnerabile la stres
oxidativ. Peroxidarea lipidelor este un proces ce are loc in etape, asa cum este aratat in figura 4
[103]. Se cunoaste faptul ci propagarea in lant duce la degradarea membranelor. In prima etapa
(1) este sustras un atom de hidrogen, deoarece prezenta legaturii duble in adiacentd face ca legatura
dintre carbon si hidrogen sa fie slaba, iar hidrogenul sa poata fi usor indepartat de la molecula.
Ulterior, radicalul ramas, datoritd rearanjamentului structurii moleculare, formeaza o diena
conjugata, care poate fi inclusa in transformari, cdnd O2 este in concentratii suficiente (2), care sa

propage procesul de peroxidare, formandu-se un radical care va sustrage un alt atom de hidrogen
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de la acidul gras vecin (3). Astfel, se favorizeaza o reactie in lant, implicand lipidele membranare
nesaturate. La finalul procesului, toate lipidele nesaturate din membrane pot fi peroxidate, iar
hidroperoxizii lipidici pot fi descompusi in aldehide sau formeaza endoperoxizi ciclici si alti
compusi [58]. Antioxidantii pot intrerupe acest proces (4), donand un hidrogen radicalului lipidic,
care va fi transformat intr-un non-radical, si, astfel, putand fi blocata reactia de propagare [103].

Peroxizii lipidici isi exercitd efectele toxice prin doud mecanisme generale. Deoarece
lipidele sunt responsabile pentru mentinerea integritdtii membranelor celulare, peroxidarea intensa
a lipidelor modifica compozitia, structura, dinamica si ansamblarea membranelor. Ca si compusi
extrem de reactivi, peroxizii lipidici rezultati sunt, de asemenea, capabili sa stimuleze producerea
suplimentard de SRO sau sa se degradeze in compusi reactivi capabili sa modifice ADN-ul si
proteinele [104]. Unul dintre acesti compusi ce apare ca rezultat al peroxidarii membranelor
biologice este DAM. Ea este utilizata ca indicator pentru estimarea leziunilor provocate de speciile
reactive de oxigen [105], atat in vivo, cat si in vitro [106]. DAM este considerabil crescuta in
afectiunile prin I/R si se crede ca aceasta ar provoca deteriorarea integritatii si permeabilitatii
membranei celulare [106]. La fel, se considera ca DAM si dienele conjugate sunt substante
citotoxice si mutagene [54].

Proteinele, de asemenea, sunt molecule susceptibile de a fi modificate in conditii de stres
oxidativ [107]. Acestea pot fi modificate reversibil si ireversibil. Modificarile reversibile ale
proteinelor, cum ar fi S-glutationilarea, S-nitrozarea si sulfoxidarea metioninei, pot avea un rol
dublu, si anume de protectie impotriva oxidarii ireversibile si de modulare a functiei proteice
(reglare redox). Printre modificarile ireversibile, cu pierderea activitatii biologice, se mentioneaza
carbonilarea proteinelor, detectarea compusilor proteici carbonilici fiind recunoscuta ca un indice
al stresului oxidativ in celulele afectate [108]. Acestia se formeaza prin clivarea oxidativa a lantului
proteic, dar si prin alte cdi, cum ar fi dezaminarea oxidativa a lizinei si a acidului glutamic [109].

Superoxid anionul este considerat o SRO relativ stabila si are o rata scazuta de interactiune
cu componentele biologice, care, totusi, poate cauza oxidarea proteinelor si a altor macromolecule
[58]. Modificarile oxidative ale proteinelor, pe langa faptul ca deregleaza functionarea adecvata a
celulei, mai pot determina dobandirea unei functii toxice, cu actiune negativa si asupra altor
macromolecule [110]. Toate acestea, impreuna cu peroxidarea lipidelor si distrugerile enzimatice,
pot participa la aparitia altor radicali mult mai reactivi, care amplifica stresul oxidativ [58].

Printre indicii de laborator care sunt studiati in contextul modificarilor oxidative ale
proteinelor sunt produsii proteici de oxidare avansata (PPOA) si albumina ischemic modificata
(AIM).

O cantitate crescutd de SRO induce modificari in structura proteinelor, transformandu-le in

particule patologice numite PPOA, care sunt derivati modificati oxidativ ai fibrinogenului,
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albuminei si lipoproteinelor. PPOA pot fi detectati in conditii fiziologice, in concentratii scazute,
in sangele persoanelor sandtoase [111]. Intensificarea modificarii oxidative a proteinelor si
cresterea concentratiei PPOA sunt confirmate de multe investigatii experimentale in diferite stari
patologice, in special, in acele in care este implicat stresul oxidativ [112].

S-a stabilit ca principala enzima responsabila de formarea PPOA este mieloperoxidaza din
neutrofile, iar acidul hipocloros (HCIO) si cloramina (NH2Cl) transforma direct proteinele in
PPOA [111].

Astfel, PPOA se formeaza ca rezultat al reactiei dintre oxidantii clorinati si proteinele
plasmatice. Acest grup de molecule modificate includ ditirozina, pentozidina si produse proteice
care contin grupa carbonil [113, 114]. Ele sunt recunoscute ca markeri ai leziunilor oxidative ale
proteinelor, intensificarii stresului oxidativ si inflamatiei [111, 115], asa cum cercetarile au relevat
faptul ca aceste molecule de proteine modificate au efect proinflamator si prooxidativ [116]. Exista
cercetari care au demonstrat ca PPOA-urile sunt, de asemenea, capabile s amplifice producerea
de SRO. Acecasta se realizeaza printr-un mecanism care implica NAD(P)H oxidaza, care este
activata de catre PPOA prin calea dependenta de proteinkinaza C, astfel, ducand la o generare
excesiva de superoxid intracelular [115]. Unii cercetatori considera PPOA-urile o clasa de
mediatori inflamatori, deoarece au capacitate de inducere a citokinelor proinflamatorii si a
moleculelor de adeziune [117].

Albumina este o0 proteina care este modificata in urma interactiunii cu SRO, in situatii ce
presupun stari de ischemie/reperfuzie si acidoza, cauzandu-i schimbari structurale care ii descresc
capacitatea de a fixa unele metale, cum ar fi cupru, nichel si cobalt. Aceasta noua structura formata
poartd denumirea de albumind ischemic modificatda [118, 119] si este un marker aprobat al
ischemiei in patologia cardiaca [118, 120]. Cercetatori emeriti autohtoni au dezvoltat un protocol
de dozare a acesteia care nu este costisitor si ar putea fi folosit in oricare laborator din tara [121].
Exista studii care arata ca stresul oxidativ in TO intensifica producerea AIM [29, 119, 122-126].

Un alt biomarker ce poate fi identificat in conditii de stres oxidativ este cunoscut sub
denumirea de AGE. AGE-urile sunt un grup de molecule heterogene care apar ca rezultat al reactiei
neenzimatice dintre carbohidratii reducatori si gruparile amino ale lipidelor, ADN-ului si, in
special, a proteinelor [109, 127] cu timp de injumatatire mare. Acest proces are loc in timpul
metabolismului normal, dar este si mai pronuntat in conditii de hiperglicemie, hiperlipidemie si
stres oxidativ. Reactia de glicare poate fi insotita de o oxidare care duce la formarea de produse de
glicoxidare. Carboximetil valina si pentozidina sunt printre cei mai cunoscuti AGE rezultati in
urma glicoxidarii [109].

Principalul rol in lezarea ADN-ului il are radicalul hidroxil. In concentratii fiziologice

anionul superoxid si peroxidul de hidrogen nu modifica acizii nucleici. Principalele leziuni care
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apar in urma actiunii SRO sunt: rupturi ale lanturilor, modificarea bazelor azotate, deteriorarea
dezoxiribozei, pierderea purinelor, precum si deteriorarea sistemului de reparare al ADN-ului [58].
In conditiile unui lant transportator de electroni mitocondrial disfunctional este afectat, in special,
ADN-ul mitocondrial, datorita localizarii sale in apropiere [128].

Un exces de SRO poate provoca, de asemenea, eliberarea de Ca?*, care are ca rezultat
modificarea permeabilitatii mitocondriale, cu o instabilitate a membranei miocondriale si incetarea
producerii de ATP [21]. Concomitent, destabilizarea membranelor mitocondriale cauzate de
peroxidarea lipidelor permite influxul de molecule nespecifice mici, ceea ce duce la tumefierea si

apoptoza matricei mitocondriale [128].

1.1.4. Actiunea fiziologica a SRO la nivelul sistemului reproducator feminin

Literatura de specialitate ofera unele dovezi referitor la faptul ca stresul oxidativ influenteaza
intreaga perioada reproductiva a unei femei si menopauza [72].

La nivelul sistemului reproducator feminin, SRO pot avea implicatii atat fiziologice, cat si
patologice. Intelegerea mecanismelor prin care acestea se produc si cunoasterea efectelor acestora
ar putea ajuta la preintampinarea patologiilor ginecologice soldate cu infertilitate [129].

Ovarul este un organ in care se produc SRO 1in cantitati mari in diferite procese metabolice,
mai ales in stadiile finale ale foliculogenezei, cat si la ovulatie [130]. Ovulatia este legata de nivelul
de hormon luteinizat (LH), iar studiile au demonstrat ca expunerea la LH creste nivelul SRO in
foliculii ovarieni. Studiile in vitro au atestat ca suprimarea SRO prin actiunea SOD impiedica
ovulatia [131].

S-a constatat ca in sistemul reproducator feminin, SRO si antioxidantii indeplinesc roluri
fiziologice pe parcursul foliculogenezei, maturdrii ovocitelor, regresiei luteale si fertilizarii [132],
1ar producerea crescutd de SRO este datoratd metabolismului activ si steroidogenezei,
mentionandu-se faptul ca tesutul se afla intr-o0 stare de stres oxidativ continuu [67]. S-a stabilit ca
0 anumita cantitate de SRO, in limite fiziologice, este necesard pentru dezvoltarea adecvata a
ovocitelor si se sugereaza ca ar putea fi utilizata ca marker pentru ovocitele sanatoase aflate in curs
de dezvoltare [130]. Maturarea ovocitelor, in etapa finald a foliculogenezei, este insotita de
cresterea SRO [67]. In aceste conditii, pentru mentinearea stirii redox, ovarul dispune de enzime
antioxidante, precum SOD, CAT, GPO, etc. [130].

Un alt efect al SRO asupra sistemului reproducator feminin, evidentiat de catre cercetatori,
este actiunea acestora asupra steroidogenezei. S-a stabilit ca steroidogeneza din ovare este inhibata
de catre oxidul nitric, acesta reducand nivelul de progestron [133]. Activitatea NO- este legata de
stimularea guanilat ciclazei si de cresterea concentratiei de GMPc. De asemenea, NO- isi exercita

efectele prin atasarea la gruparea prostetica hem a enzimelor. Astfel, NO- se poate lega direct de
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aromataza Passo, 0 enzima cheie in steroidogeneza [76], inhiband activitatea citocromului Paso
[134].

S-a constatat ca producerea de progesteron si estradiol este redusa atunci cand se adauga
peroxid de hidrogen la o cultura de celule luteale, care au fost stimulate cu gonadotropina corionica
umana. Cercetatorii au concluzionat ca peroxidul de hidrogen scade steroidogeneza atat
dependenta de AMPc, cat si non-AMPc dependenta [72]. De asemenea, radicalii superoxizi, care
sunt generati in citoplasma si in mitocondrii ca urmare a metabolismului normal si steroidogenezei
din timpul dezvoltarii foliculare, au un efect inhibitor asupra steroidogenezei [65].

in contextul metabolismului ovarian, existi dovezi clare ci NAD(P)H oxidaza,
mieloperoxidaza si NOS, si produsele acestora, care includ superoxid anionul, acidul hipocloros,
si, respectiv monoxidul de azot, declanseaza raspunsurile citotoxice ale sistemului imunitar [21].

SRO joaca un rol important in fosforilarea si activarea proteinkinazelor. Deci, SO activeaza
proteinele fosforilate, acestea fiind implicate in reglarea ciclului celular. S-a stabilit ca inhibarea
acestor cascade de transductie de catre antioxidanti, cum ar fi SOD, poate Tmpiedica progresia
ciclului celular [21].

Toate mecanismele mentionate arata faptul ca ovarele sunt organe in care au loc modificari
fiziologice importante cu implicarea speciilor reactive de oxigen, iar un anumit nivel al stresului

oxidativ este esential pentru buna lor functionare.

1.2. Mecanisme biochimice ale dezvoltarii leziunilor prin ischemie/reperfuzie

Conform datelor literaturii, procesul de torsiune/detorsiune ovariana presupune leziune prin
I/R [13, 24, 26, 29-34, 38, 40-51]. Inca nu este pe deplin clar care ar fi durata ischemiei pe care
ovarul o poate tolera [135], asa cum studiile precedente au stabilit ca anume conditii hipoxice sunt
create in timpul foliculogenezei si acestea sustin ovulatia [136-138].

Cercetarile anterioare, efectuate pe organe care pot fi supuse procesului de torsionare, au
aratat ca severitatea afectérii histologice ischemice depinde de doi factori importanti, si anume, de
durata si de gradul torsiunii [139].

In faza ischemica, leziunea anoxica incepe si se produci odati cu reducerea producerii ATP-
ului de catre mitocondrii. Datoritd deficientei energetice, au loc dezechilibre ale homeostaziei
intracelulare a ionilor, activarea hidrolazelor si cresterea esentiald a permeabilitatii membranelor
celulelor. Concomitent, pH-ul citoplasmatic scade, iar viteza glicolizei si acumularii lactatului, si
eliberdrii H* din lizozomii deteriorati creste [140]. LDH catalizeaza transformarea piruvatului in
lactat, iar activitatea enzimei este considerata un punct de control cheie al glicolizei anaerobe.

Hipoxia poate fi sesizata de celule, astfel incat acestea vor suferi adaptari metabolice pentru a
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compensa aportul inadecvat de Oz. O adaptare majora intracelulara la hipoxia severa este trecerea
de la fosforilarea oxidativa la glicoliza ca principal mijloc de generare a ATP-ului [141].
Prejudiciul total adus tesutului in conditii de I/R este constituit din doua parti: daunele
produse de ischemie si leziunile induse de reperfuzie. Se cunoaste faptul ca ischemia unei anumite
regiuni a corpului poate provoca deteriorari tisulare din cauza lipsei de oxigen si nutrienti [128].
Astfel, leziunea ischemicd apare din cauza unui dezechilibru intre cerintele energetice si
capacitatea de producere a energiei necesare pentru sustinerea diferitor activitati metabolice [13],

iar reperfuzia prin detorsiune protejeaza ovarul de injuria ischemica [27].

v
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sangvin arterial ~| siraspuns inflamator sever

Figura 5. Etapele desfasurarii procesului lezional in afectiuni caracterizate prin ischemie si
reperfuzie, adaptata de noi dupa Rodriguez-Lara S.Q., et al. [62]

Desi restabilirea fluxului sangvin este esentiald pentru a preveni leziunile tisulare ireversibile
[142], reperfuzia poate duce la un raspuns, care poate spori prejudiciul tisular [46, 85, 99, 142-
144], agravand leziunile cauzate doar de ischemie [51, 142-145]. Afectarea tesutului ovarian in
perioada de reperfuzie este conditionata de mai multi factori, inclusiv de inflamatie, infiltrarea cu
leucocite, generarea radicalilor liberi ai oxigenului si cresterea cantitatilor dialdehidei malonice
[85]. In timpul reperfuziei tesutului ischemic s-a observat o producere crescuti de peroxinitrit,
oxid nitric, peroxid de hidrogen, radical hidroxil si anion superoxid. Acestia provoaca leziuni
celulare, in mod deosebit, prin peroxidarea lipidelor din membranele mitocondriale si celulare
[106]. Etapele desfasurarii procesului lezional in afectiuni caracterizate prin ischemie si reperfuzie

sunt ilustrate in figura 5 [62].
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Aceste date Tnregistrate n ultimii ani sunt in contradictie cu datele mai vechi ale literaturii.
Astfel, intr-o cercetare efectuata pe torsiunea ovariana in 1998, parametrii biochimici si histologici
studiati nu au relevat efecte adverse ale reperfuziei [135].

Scopul principal al tratarii ischemiei este nu doar de a restabili circulatia sangvina, dar si de
a imbunatati perfuzia tisulard. Dupa perioada de ischemie, cand fluxul sangvin este restaurat si
mentinut, se intdlneste un nou proces patologic numit leziune de reperfuzie, care provoaca mai
multe grade de afectare tisulara. Deteriorarea totala pe care o suporta tesutul este suma leziunilor
cauzate atat de ischemie, cat si de reperfuzie, iar prevenirea cumularii acestora creste succesul
oricarui tratament [13, 29-34, 40, 41, 51].

Leziunea cauzatd de I/R este o stare patologica, implicata intr-un numar mare de maladii,
care poate duce la moartea celulelor. Reperfuzia, dupa ischemie, este necesard pentru a asigura
necesarul de substante nutritive, inclusiv de oxigen. Totusi, la reintroducerea oxigenului in tesutul
ischemizat se produc SRO care inrautatesc leziunile deja existente. Spre exemplu, s-a demonstrat
deja ca dupa 3 ore de ischemie urmate de o ora de reperfuzie in tesuturi schimbarile histologice
lezionale sunt mult mai grave decat cele observate dupa 4 ore de ischemie fara reperfuzie [142,
143]. S-a raportat ca o situatie de I/R provoaca inflamatie acuta odata cu cresterea citokinelor
inflamatorii, in special TNFa (factorul de necroza tumorala alfa) [28, 38], IL-1 (interleukina-1) si
IL-6 (interleukina-6) [143]. Astfel, se intensifica infiltrarea cu neutrofile, care vor produce
mediatori inflamatori, inclusiv SRO [28, 38, 146].

Ocluzia fluxului de sange cu Inlaturarea ulterioara a acesteia este cunoscutd prin faptul cd
sporeste producerea de SRO, care depaseste capacitatea de protectie a sistemului antioxidant
endogen, avand ca rezultat deteriorarea tisulara [128]. Acest fapt a fost demonstrat inclusiv in
studii nationale pe rinichi [147] si ficat [148], cercetatorii masurand radicalii liberi prin metoda
rezonantei paramagnetice de spin, indicii peroxidarii lipidice si enzimele antioxidante, si
confirmand intensificarea SO [147, 148].

Afectarea I/R se caracterizeaza prin cresterea producerii de oxidanti, adeziune leucocitara
endoteliala, cresterea permeabilitatii microvasculare, agregare trombocitara, leucocitara, activarea
complementului, scaderea relaxarii dependente de endoteliu [142] si inflamatie [44].

in timpul ischemiei si reperfuziei, schimbarile in structura si functia multor enzime
contribuie, de asemenea, la agravarea stresului oxidativ si a inflamatiei. Printre cele mai importante
in literatura sunt mentionate xantina oxidaza si NADPH oxidaza [44].

In mitocondrii, in conditii fiziologice, cea mai mare parte a oxigenului este redusa la H,O de
catre citocrom € oxidaza. Astfel, in mod normal, electronii sunt transferati prin lantul transportator
de electroni mitocondrial pentru reducerea oxigenului la apa, insa este posibil, in anumite conditii,

sa fie implicati in producerea de SRO [149]. Superoxid anionul este generat inclusiv si in procesul
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de reperfuzie, doar ca in cantitdti mai mari [150]. Se evidentiaza faptul ca producerea masiva de
SRO in timpul reperfuziei este secundara scurgerii de electroni in special de la complexele I si 111
din lantul transportator de electroni mitocondrial [149]. In acelasi timp, interactiunea dintre
superoxid si oxidul nitric genereaza peroxinitrit, care, la randul sdu, va fi implicat In reducerea
respiratiei mitocondriale datorita nitrarii complexelor I si IV, reducand astfel consumul respirator
de oxigen. In aceasti situatie, hiperoxigenarea tisulard va determina producerea suplimentard de
SRO [128]. Concomitent, un fenomen evidentiat in literatura de specialitate in conditii de hipoxie
este scaderea activitatii mai multor enzime mitocondriale, incluzand citocrom oxidaza si superoxid
dismutaza (Mn-SOD) [70].

In situatii de hipoxie se reduc ratele fosforilarii oxidative, iar nivelul de ATP descreste,
deoarece este utilizat [151]. Epuizarea ATP-ului induce activarea canalelor de K* sensibile la ATP
(Kate) mitocondriale. Activarea Katp mitocondriale duce la influxul de K* in matricea
mitocondriala si la efluxul de H. Acest fenomen accelereaza transportul de electroni in lantul
respirator cu o crestere a producerii speciilor reactive [62].

Exista cercetari care au demonstrat prezenta canalelor Katp la nivelul celulelor tesutului
ovarian, totusi, fara vreo evidenta clara a prezentei acestora la nivelul membranelor mitocondriale
[152]. Sunt publicatii care sustin faptul ca in membrana celulara a ovocitelor Karp sunt mentinute
inchise de cantititi fiziologice sau ridicate de ATP intracelular. In situatii de hipoxie, cand are loc
reducerea concentratieci de ATP din celule, aceste canale scapa de inhibitie, provocand
hiperpolarizarea membranei. Aceasti hiperpolarizare inhiba canalele de Ca?* voltaj-dependente si
previne supraincircarea intracelulard cu Ca®* [153], acest fapt putind fi viizut ca un mecanism
protector in conditiile in care energia celulara este redusa semnificativ.

In acelasi timp, epuizarea ATP-ului duce la acumularea de AMP, adenozinei, inozinei,
hipoxantinei si inhibarea activitatii Na*/K* ATP-azei, pompa ATP-dependentd, care mentine
gradientul fiziologic al acestor ioni la nivelul membranei celulare. Scaderea activitatii pompelor
ionice ATP-dependente determina o crestere a cantitatii ionilor de calciu si sodiu in celule, cu
efecte negative [37], inclusiv edemul celulei in perioada de ischemie [154]. Astfel, leziunea
ischemica apare din cauza unui dezechilibru intre cantitatea de energie care este produsa si
necesitatile celulei [13].

In timpul ischemiei apar o serie de modificari in celuld, care includ activarea antiportului
Na*/Ca?" si a canalelor de Ca®" de tip L, care induc o crestere a cantititii de Ca®" citoplasmatic
[62]. In literatura de specialitate se precizeazi ci deteriorarea majora a tesutului care apare in
timpul leziunii I/R este secundara influxului de calciu in celula, iar rezultatele incurajatoare care
au fost obtinute in tesuturi in urma administrarii blocantelor canalelor de calciu, cu scopul
prevenirii leziunii I/R, sprijina aceasta afirmatie [48, 49, 155].

25



Intensificarea glicolizei anaerobe in timpul ischemiei duce la acumularea progresiva de
protoni si acid lactic. Celulele incearca sa corecteze acidoza prin intensificarea antiportului
Na*/H*, H" fiind scos extracelular, respectiv, ele incarcandu-se cu Na* [156]. Astfel, efluxul de H*
produce un influx de Na*, crescand concentratia de sodiu in citoplasma [62].

Asa cum excesul de Na* nu poate fi inlaturat din celula prin intermediul Na*/K* ATP-azei,
din cauza deficitului important de ATP, surplusul de Na* va fi scos in afara celulei prin antiportul
Na*/Ca?*, avand, in schimb, ca rezultat, majorarea concentratiei citoplasmatice de Ca?* [62, 156].
Ca?* citoplasmatic duce la contractia citoscheletului, la activarea fosfolipazei A, [143] si la
eliberarea acidului arahidonic si cresterea nivelului metabolitilor sai, cum ar fi prostaglandine,
leucotriene si tromboxani, care vor determina adeziune si infiltrare cu neutrofile a tesuturilor, si
agregare plachetard. Odata ajunse in tesuturi, neutrofilele produc cantitati mari de SRO, care
conduc la stres oxidativ [71, 143].

In acelasi timp, concentratia crescuta de Ca®* citoplasmatic si hipoxia vor creste
permeabilitatea membranei mitocondriale, cu umflarea mitocondriilor si eliberarea citocromului
¢, care activeaza o cale de semnalizare care implica caspazele 1 si 9, ce induce apoptoza celulara.
Pe de alta parte, cresterea Na* va produce edem celular, care va deteriora membrana plasmatica,
avand ca rezultat moartea celulelor prin necroza [140].

Concentratia crescuta de calciu citoplasmatic determina transformarea enzimei xantin
dehidrogenaza in xantin oxidaza, prin mecanism proteolitic [82]. Forma xantin dehidrogenaza este
predominanta in tesuturi in conditii fiziologice si catalizeaza oxidarea hipoxantinei cu formare de
xantina, si oxidarea xantinei cu formare de acid uric [157].

Diferenta intre xantin dehidrogenaza si xantin oxidaza se refera la acceptorul de electroni:
xantin dehidrogenaza are ca si cofactor NAD" si oxidarea substratului regenereaza NADH, in timp
ce XO utilizeazd xantina si hipoxantina, si Oz, ceea ce duce la formarea de acid uric [158],
superoxid [158-160] si peroxid de hidrogen [159, 160]. Astfel, hipoxantina acumulata in perioada
de ischemie, sub actiunea XO, este transformata in xantina, concomitent crescand esential si
producerea de anioni superoxid de indatd ce oxigenul este reperfuzat. Se considerd cad acest
mecanism std la baza initierii generarii leziunilor oxidative in perioada reperfuziei, dupd cum este
aratat in figura 6 [161].

Hipoxantina si xantina sunt substraturi pentru enzima XO. Acestea sunt rezultatul degradarii
ATP-ului. Pentru metabolizarea acestora la acid uric este necesar oxigenul molecular, care este
furnizat iTn momentul restabilirii fluxului sangvin. Aceasta transformare are loc concomitent cu
generarea superoxidului ca un produs secundar. Deci, aceasta reactie nu apare decat dupa

furnizarea necesarului de oxigen in timpul reperfuziei [161, 162].
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De asemenea, concentratia citoplasmatica de calciu ridicatd activeaza canalele de K*
mitocondriale sensibile la calciu (mtKca), crescand influxul de K* in matrice. Concomitent, Ca®*
in exces activeaza nitric oxid sintaza mitocondriala (MtNOS), ceea ce duce la cresterea nivelului
de NO- [62]. Astfel, se presupune ca in situatii de hipoxie, in mitocondrii, mecanismul producerii
SRO implica si oxidul nitric care ar inhiba citocrom ¢ oxidaza [62, 159]. Blocarea complexului IV
al lantului respirator va determina micsorarea ATP-ului [62], concomitent, cu reducerea in amonte
de oxidaza terminald (citocrom c oxidaza) a oxigenului ramas la anionul superoxid [159].
Epuizarea ATP-ului induce activarea canalelor mitocondriale de K* sensibile la ATP (Katp
mitocondriale), ceea ce va spori influxul de K* in matricea mitocondriala si efluxul de H. Aceasta
schimbare va accelera transportul de electroni in lantul respirator, care, la randul sau, va produce
mai multe SRO si SRN [62].
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Figura 6. Mecanisme biochimice ale leziunii I/R, modificata de noi dupa Francischetti I., et al.
[161]

Superoxidul poate ataca centrele Fe-S din lantul transportator de electroni mitocondrial si,
astfel, provoci reducerea Fe®* si eliberarea Fe?*, transportatorii de electroni devenind
disfunctionali. Se cunoaste faptul ci ioni Fe?* pot participa in reactia chimici Fenton, prin care
peroxidul de hidrogen poate fi transformat in radical hidroxil, care este mai nociv pentru proteinele
celulare si lipidele membranare [149].

Mai mult decat atat, superoxidul reactioneaza rapid cu oxidul nitric pentru a genera, in

special, peroxinitrit [62, 157]. O complicatie a acestei reactii poate fi afectare procesului de
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vasodilatatie indus de NO-, in special in conditii de ischemie, cand activitatea NOS este scazuta
[157].

Un alt mecanism prin care se reliefeaza faptul ca mitocondriile au un rol central in
dezvoltarea leziunilor de reperfuzie este ca odata cu restabilirea pH-ului, intensificarea stresului
oxidativ si supraincarcarea cu calciu, se induce deschiderea brusca a porilor de tranzitie a
permeabilitdtii mitocondriale (MPTP), megacanale de inaltd conductanta care sunt localizate in
site-urile de contact intre membranele mitocondriale interna si externa. Cand sunt deschise, mPTP
permit comunicarea intre citoplasma si matricea mitocondriala. Desi pH-ul scazut in timpul
ischemiei Tmpiedica deschiderea mPTP, formarea excesiva de SRO la debutul reperfuziei este
esentiala pentru deschiderea lor si agravarea leziunilor existente, datoritd modificarii profunde si
ireversibile a homeostaziei energetice celulare. Formarea de pori duce la cresterea permeabilitatii
mitocondriale la ioni si molecule cu greutatea moleculara pana la 1,5 kDa si la colapsul
potentialului membranei mitocondriale. Aceasta este urmata rapid de epuizarea ATP-ului si a
NAD"-ului, de eliberarea calciului mitocondrial acumulat, de umflarea matricei si ruperea
membranei mitocondriale externe, care, la randul sau, are ca rezultat eliberarea factorilor
proapoptotici si inhibarea fluxului de electroni prin lantul transportator de electroni cu moarte
celulara [163].

Un alt mecanism patogenetic al leziunii tisulare in timpul reperfuziei este considerat a fi
acumularea neutrofilelor activate care produc specii reactive de oxigen [45, 50, 51, 164-166],
concomitent cu o scadere a activitatii enzimelor antioxidante [99, 167].

Se cunoaste ca activitatea crescutd a leucocitelor polimorfonucleare care ajung in regiunea
ischemicd in cantitati mari joacd un rol important in leziunile de reperfuzie. Acestea elibereaza
substante proinflamatorii in tesuturile supuse I/R, in literatura de specialitate precizandu-se ca
simptomele inflamatiei in tesutul ovarian ischemic devin mai severe odata cu restabilirea fluxului
sangvin [46].

S-a demonstrat ca activitatea mieloperoxidazei, enzima produsa de neutrofile si macrofage,
este crescuta in tesutul ovarian supus ischemiei/reperfuziei [45, 51]. MPO creste formarea unui
oxidant toxic care poate afecta tesuturile, si anume a acidului hipocloros (HOCI), prin oxidarea
ionilor de clorura cu peroxid de hidrogen. Aceste informatii din literaturd indica faptul cd leziunea
I/R va scadea odata cu inhibarea producerii de MPO din polimorfonucleare [46].

Deci, activarea celulelor fagocitare in timpul I/R determina o producere suplimentara de
SRO. Acest proces implica neutrofilele circulante care migreaza spre zonele de tesut lezate [46],
ele dispunand de NADPH oxidaza 2. Spre deosebire de NADPH oxidaza 2, NADPH oxidaza 1,

care este localizata in ovare, stimuleaza direct expresia TNF-a. Acest lucru sugereaza ca NADPH
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oxidaza 1 poate avea, de asemenea, efecte importante asupra raspunsului inflamator acut,
inducand, de asemenea, apoptoza celulelor in timpul I/R [44].

Totodata, in conditii de stres oxidativ se reduce activitatea enzimelor antioxidante [168]. S-
a constatat ca o cantitate crescutd de SRO are efecte negative asupra diferitor molecule
antioxidante, cum ar fi GSH [41], SOD [41, 168] si catalaza [168] din diferite tesuturi [147, 148,
168], inclusiv si din ovare [41].

In perioada post-I/R, SRO sunt produse in cantititi mari, iar mecanismele de apirare
antioxidante ale organismului sunt compromise [106]. Deoarece tesutul ischemic primeste un aport
excesiv de oxigen molecular in timpul reperfuziei, afectiunea ischemica acuta este agravata de
produsele stresului oxidativ, inclusiv de radicalii liberi si speciile reactive de oxigen, care,
peroxidand lipidele, vor afecta permeabilitatea membranelor celulare si vor perturba integritatea
celulelor [15, 106].

Astfel, daca actiunea daunatoare a SRO ar putea fi limitata, leziunea prin I/R ar putea fi

evitata sau redusa [169].

1.3. Fenomenul de postconditionare ischemica

In literatura este mentionat fenomenul de postconditionare ischemica ca unul benefic [71,
143, 170-176], care ar putea diminua producerea SRO si, in acest fel, s-ar reduce leziunile de
reperfuzie [170, 172, 174]. Pcl a fost definita ca ,,scurte perioade de ischemie care alterneaza cu
scurte perioade de reflux, aplicate la debutul reperfuziei, dupa o ischemie prelungiti” [128]. In
prezent, in functie de intervalul de timp dupa care este aplicata, Pcl poate fi clasificata in rapida si
intarziata. Pcl rapida se efectueazd in cateva secunde pand la cateva minute, in timp ce Pcl
intarziata se considera de la cateva ore pana la 2 zile dupa reperfuzie [177].

Principalii mediatori si efectori implicati in mecanismele Pcl sunt: mPTP, NO", adenozina,
canalele Katp (canalele de K* dependente de ATP) si kinaza de pro-supravietuire [178]. De
asemenea, in literatura de specialitate se mentioneaza ca efectul protector al Pcl poate fi datorat
unei scaderi in generarea de SRO, protectiei integritatii mitocondriale, diminuarii raspunsului
inflamator, cu reducerea acumularii de neutrofile in regiunea afectata si scaderea adeziunii lor la
endoteliul vascular ischemic, inclusiv cu atenuarea disfunctiei endoteliale a vasului implicat in
procesul patologic, evenimente care apar, in mod obisnuit, in I/R [174].

Se sugereaza ca producerea abundentd de SRO in faza initiala a reperfuziei este un factor
important in patogeneza leziunii tisulare, iar Pcl actioneaza in acest stadiu, reducand, probabil,
cantitatea de SRO sintetizata prin introducerea treptata a oxigenului in tesut [179].

Conditia esentiala pentru un rezultat favorabil ar fi interventia in primele minute din

momentul restabilirii circulatiei. Studiile au aratat ca se poate de redus marimea infarctului datorat
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fenomenului I/R, daca pana la restabilirea completa a fluxului sangvin, se aplica scurte perioade
de ischemie, urmate de scurte perioade de perfuzie tisulard, permitandu-se restabilirea graduala a
circulatiei sangvine [171, 172]. S-a constatat ca dupa o ischemie prelungita, in diferite experimente
efectuate pe mai multe specii de animale, episoadele scurte de intrerupere a fluxului sangvin, la
debutul reperfuziei, au redus esential dimensiunea leziunii [156].

In reperfuzia precoce, o intrerupere temporard a respiratiei mitocondriale poate preveni
generarea exagerata de anion superoxid si peroxinitrit, poate reduce oxidarea tiolilor si inactivarea
permanenta a enzimelor, sau este implicata in inhibarea deschiderii mPTP [180].

Deci, unul dintre factorii care determina moartea celulelor dupa I/R este legat de deschiderea
mPTP [180]. Producerea excesiva de SRO 1in primele minute ale revascularizarii [170] si
supraincircarea cu Ca?* vor declansa deschiderea mPTP [170, 181]. Aceasta va determina colapsul
potentialului membranei, decuplarea lantului respirator si efluxul citocromului ¢ si a altor factori
proapoptotici, care pot duce la apoptoza sau necroza. Se sugereaza ca reducerea producerii de SRO
prin fenomenul de postconditionare ar fi responsabila de intarzierea deschiderii mPTP [170] si,
astfel, reducerea dimensiunilor leziunilor. Concomitent, s-a constatat cd NO- poate influenta diferit
activitatea mitocondriilor, in dependentd de concentratia sa. O concentratie ridicatd de NO-
deschide mPTP, in timp ce nivelurile fiziologice favorizeaza inchiderea mPTP [180]. Totusi,
datele referitoare la implicarea mPTP in procesul patologic sunt contradictorii. Atunci cand
deschiderea mPTP a fost blocatd farmacologic cu ciclosporind A nu S-a reusit reducerea
dimensiunii infarctului la unele specii de animale, pe cand la altele a avut un efect favorabil. Studii
recente sugereaza ca deschiderea mPTP si rolul sdu In moartea celulelor indusa de reperfuzie este
dependenta de durata ischemiei [176].

Se considera ca activarea canalelor Katp prin intermediul receptorilor adenozinici este
responsabila de un alt mecanism protector al reperfuziei controlate [99]. Pcl are ca efect majorarea
nivelului de adenozina endogend in primele momente ale reperfuziei. Deoarece se intarzie
epurarea adenozinei, cresc, in mod evident, concentratiile intravasculare ale acesteia. Se presupune
ca retinerea adenozinei intravasculare are proprietdti antineutrofilice, interactiunea cu receptorii
adenozinici reducand aderenta endoteliala si infiltrarea tesutului cu leucocite polimorfonucleare,
astfel, diminuandu-se si cantitatea de SRO. Se sugereaza ca adenozina poate influenta activitatea
kinazelor de supravietuire, eliberarea de citokine, producerea oxidului nitric si activarea canalelor
Katp [182]. A fost deja stabilit ca aceste canale Katp sunt prezente in membranele celulare ale
diferitor organe [173], existand studii care confirma prezenta lor si in membranele celulelor
ovariene [136, 152, 153]. in momentul in care aceste canale se deschid, fluxul de Ca?* descreste
[99], concentratia crescuta a acestui ion fiind responsabila de o serie de procese fiziopatologice in

afectiuni caracterizate prin I/R, mentionate mai sus, care pot agrava leziunile celulelor.
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In literatura de specialitate se sugereazi ci rezultatele Pcl depind de durata aplicrii si de
specia animalelor expuse tratamentului [178]. Astfel, Pcl nu a fost in masura sa minimizeze sau sa
previna lezarea tesutului intestinal la sobolanii supusi ischemiei si procesului de reperfuzie, atunci
cand s-au utilizat cinci cicluri, cu o durata de 30 de secunde fiecare [179]. Pcl s-a aratat ca este
capabila sa reduca producerea de DAM, biomarker al lezarii lipidelor, si sa intensifice activitatea
enzimelor antioxidante, precum SOD, CAT si GPO, comparativ cu reperfuzia tisulard obisnuita
[183].

In ultimii ani, in literatura de specialitate, au aparut citeva publicatii cu date referitor la
cercetarile experimentale in torsiunea ovariana cu aplicarea Pcl, care au identificat un efect
favorabil in cazul utilizarii diferitor modele de reperfuzie controlata [85, 99, 184-186]. Aceste
studii au evaluat un numdr redus de parametri biochimici, fard a fi in totalitate clarificate
mecanismele ce ar asigura efectul protector al Pcl la nivel ovarian.

Astfel, putem conchide ca un rol important in maladiile caracterizate prin I/R il are stresul
oxidativ. Restabilirea fluxului sangvin, chiar daca este esentiala pentru asigurarea supravietuirii
organului afectat, poate determina o agravare a leziunilor initiale prin intensificarea producerii de
specii reactive de oxigen.

Modificarile metabolice cauzate de ischemie/reperfuzie in torsiunea/detorsiunea ovariana, la
moment, sunt incomplet elucidate, iar o crestere a incidentei maladiei in ultimii ani [13, 14] impune
aprofundarea cercetarilor fundamentale pentru optimizarea diagnosticului, dar si a tratamentului
chirurgical, atunci cand se doreste pastrarea ovarelor.

Asa cum ovarul este un organ in care au loc dinamic procese fiziologice insotite de stres
oxidativ, nu este clar stabilit care este intensitatea SO care poate induce o afectare ireversibila.

Postconditionarea ischemicd este un mecanism propus de cercetatori pentru prevenirea
afectarii prin I/R, inclusiv in tratamentul TO, insa fara o deslusire completda a mecanismelor ce ar
sta la baza asigurarii protectiei la nivel ovarian.

In acest context, deosebit de importanti este studierea modificirilor metabolice cauzate de
ischemie/reperfuzie in torsiunea/detorsiunea ovariand experimentala pentru evidentierea indicilor
specifici de diagnostic ai leziunilor tisulare ovariene si argumentarea Strategiilor de tratament care

ar reduce consecintele nefaste ale reperfuziei.
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2. MATERIALE S| METODE DE STUDIU iN TORSIUNEA OVARIANA
EXPERIMENTALA

2.1. Modelul experimental

Cercetarea este una preclinica, experimentald, efectuata pe animale de laborator, respectand
toate rigorile stiintifice si principiile etice de cercetare institutionala, nationale si internationale.
Protocolul experimental a fost aprobat prin avizul favorabil al Comitetului de Etica a Cercetarii al
USMF ,,Nicolae Testemitanu” din data de 08.02.2016.

2.1.1. Animale de laborator si loturi de cercetare

Studiul a inclus 70 de sobolani albi de laborator (Rattus albicans) de la vivariul USMF
,»Nicolae Testemitanu”, femele, cu masa corporala 180-265 grame, de varsta reproductiva (6-12
luni), care au fost divizate aleator in 7 loturi: 1 lot martor, 1 lot de control si 5 loturi cu torsiune
ovariand, in corespundere cu protocolul cercetarii, dupa cum este prezentat in figura 7. Numarul
de sobolani necesar a fost stabilit iIn conformitate cu normele internationale de utilizare a
animalelor 1n studii experimentale [187]. Astfel, fiecare lot de cercetare, conform principiului celor
3 R [188, 189], a fost constituit din 10 sobolani pentru ca rezultatele studiului sa fie stiintific
veridice [187, 190].

Animalele au fost tinute in conditii standard de vivariu, cu acces liber la hrana si apa.

Descrierea loturilor de studiu (Lt)

Lt: — lot martor — sobolani supusi doar laparotomiei pentru prelevarea ovarelor si a sangelui
din aorta abdominala.

Ltz — lot de control — animale expuse laparotomiei pentru mentinerea cavitatii abdominale
deschise pentru o perioada de 15 min., cu inchiderea ei ulterior si cu laparotomie repetata peste 3
ore pentru recoltarea ovarelor si colectarea sangelui din aorta abdominala, fara provocarea
ischemiei in ovare. Lotul de control a fost inclus in cercetare cu scopul de a identifica daca
interventia chirurgicald induce modificari serice sangvine sau tisulare ovariene ale indicilor
metabolici ai ischemiet, stresului oxidativ si sistemului antioxidant inclusi in lista de evaluare.

Ltz — lot doar cu torsiune ovariana (ischemie ovariana) — laparotomie, rasucirea anexelor in
directia acelor de ceasornic de 3 ori, inchiderea cavitatii abdominale, iar peste 3 ore, laparotomie
repetatd pentru prelevarea materialului biologic pentru studiu.

Lts — lot cu torsiune/1 ora detorsiune ovariana (ischemie/l ora reperfuzie simpld) —
laparotomie, rasucirea anexelor in directia acelor de ceasornic de 3 ori, inchiderea cavitatii

abdominale, apoi, peste 3 ore, laparotomie repetata, detorsionarea anexelor, inchiderea cavitatii
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abdominale, dupa care, peste 1 ord, laparotomie si colectarea materialului biologic pentru
cercetare.

Lts — lot cu torsiune/l ora detorsiune ovariana controlatd (ischemie/l ora reperfuzie
controlata sau on-off) — laparotomie, rasucirea anexelor in directia acelor de ceasornic de 3 ori,
inchiderea cavitatii abdominale, iar peste 3 ore, laparotomie repetata cu detorsionarea anexelor si
reperfuzie controlata prin tehnica on-off, dupa care, peste 1 ora laparotomie pentru prelevarea
ovarelor si a sangelui din aorta abdominala.

Lts — lot cu torsiune/24 ore detorsiune ovariana (ischemie/24 ore reperfuzie simpld) —
laparotomie, rasucirea anexelor in directia acelor de ceasornic de 3 ori, inchiderea cavitatii
abdominale, apoi, peste 3 ore, laparotomie repetata, detorsionarea anexelor, inchiderea cavitatii
abdominale, ulterior, peste 24 ore, laparotomie cu recoltarea ovarelor si colectarea sangelui din
aorta abdominala.

Ltz — lot cu torsiune/24 ore detorsiune ovariana controlata (ischemie/24 ore reperfuzie
controlata sau on-off) — laparotomie, rasucirea anexelor in directia acelor de ceasornic de 3 ori,
inchiderea cavitatii abdominale, apoi, peste 3 ore, laparotomie repetata cu detorsionarea anexelor
si reperfuzie controlata prin metoda on-off, dupa care, peste 24 ore laparotomie pentru prelevarea

materialului biologic pentru studiu.

70 de sobolani

el BN

10 sobolant; 10 sobolani; 10 sobolani; 40 de sobolani supusi
Lotul 1 (martor, Lotul 2 (control, Lotul 3 (torsionarea torsiunii/detorsiunii
animale intacte) doar laparotomie) ovarelor pentru 3 ore) ovariene

20 de sobolani cu detorsiune 20 de sobolani cu detorsiune
(reperfuzie) simpla (reperfuzie) controlata (on-off)
10 sobolani; 10 sobolani; 10 sobolani; 10 sobolani;
Lotul 4 (1 ora Lotul 6 (24 ore Lotul 5 (1 ora Lotul 7 (24 ore
reperfuzie simpla) reperfuzie simpla) reperfuzie on-off) reperfuzie on-off)

Figura 7. Repartizarea animalelor de laborator in loturi de cercetare
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2.1.2. Procedura chirurgicala

Interventiile chirurgicale au fost efectuate in conditii sterile si cu anestezie generala.
Animalele au fost anesteziate prin administrare intraperitoneald a sol. ketamina hidroclorid 10%
(Calypsol®, Gedeon Richter, Ungaria), 50 mg/kg. Pe parcursul procedurii chirurgicale animalele
au respirat spontan. Timpul oportun pentru efectuarea interventiei chirurgicale a fost considerat
momentul cand sobolanii rdmaneau nemiscati in pozifie supind. Pielea abdominald a fost
dezinfectati cu sol. Iod povidond 100 mg/mL (Betadine®, Egis Pharmaceuticals PLC, Ungaria) si
barbierita. Animalele au fost pozitionate in decubit dorsal. Procedura chirurgicala a durat
aproximativ 15 minute. Tuturor sobolanilor le-a fost efectuata laparotomie 2-2,5 cm — incizie
verticald in portiunea inferioara a abdomenului, care sa permita accesul la ovare. Sobolanilor din
loturile martor (Lt1) 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 lasat 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 (Lt — Lt7) animalelor li s-a modelat torsiunea ovariand pentru
o perioada de 3 ore. Ischemia ovariana a fost provocata prin rasucirea anexei de 3 ori in directia
acelor de ceasornic. Pentru mentinerea acesteia si pentru a preintdmpina detorsionarea, dupa
rasucire, anexa a fost fixatd de peretele abdominal prin aplicarea suturii cu fir de matase 3/0.
Manevra de torsionare a fost urmata de inchiderea peretelui abdominal prin aplicarea de suturi cu
fir de matase 3/0. Ulterior, dupd 3 ore, animalele au fost reanesteziate si supuse urmatoarelor
manevre, in dependentd de lotul din care faceau parte, dupa cum urmeaza: lotul 3 — laparotomie
cu recoltarea ovarelor si colectarea sangelui din aorta abdominala; lotul 4 — laparotomie cu
inldturarea torsiunii ovariene si inchiderea peretelui abdominal prin aplicarea de suturi cu fir de
matase 3/0, iar peste 1 ora reanestezierea animalelor, efectuarea laparotomiei cu prelevarea
ovarelor si colectarea sangelui din aorta abdominala; lotul 5 — laparotomie pentru inlaturarea
torsiunii cu reluarea perfuziei prin metoda controlata, 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, colectate ovarele si sange din aorta abdominala; 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 pentru recoltarea ovarelor
si colectarea sangelui din aorta abdominala; lotul 7 — laparotomie pentru inldturarea torsiunii cu
restabilirea circulatiei sangvine prin aplicarea metodei on-off, apoi, inchiderea peretelui abdominal
prin aplicarea de suturi cu fir de matase 3/0, dupa care, peste 24 ore, animalele au fost reanesteziate,

efectuata laparotomie cu prelevarea ovarelor si a sangelui din aorta abdominala.
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Metoda de reperfuzie controlata (on-off) a presupus ca pe vasele anexei ovariene sa se aplice
o pensa atraumatica, dupa care ovarul a fost detorsionat. Ulterior, in primele 2 minute, pana la
restabilirea deplina a fluxului sangvin, 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.
Dupa aceasta etapa pensa a fost inlaturata, permitand reluarea completa a fluxului sangvin.

Administrarea de analgezice oral sau parenteral in perioada postoperatorie initiala nu a fost
facutd pentru ca acestea ar fi putut induce modificarea parametrilor biochimici cu obtinerea de
rezultate neveridice. S-a aplicat anestezic local, lidocaina gel, pe linia de sutura.

Toate animalele au fost eutanasiate sub anestezie, imediat dupa prelevarea materialului

biologic pentru cercetare.

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. formalina 10% si expediat
pentru investigare in cadrul Catedrei de morfopatologie a USMF “Nicolae Testemitanu”. Toate
probele au fost codate, morfopatologul necunoscand protocolul experimental. S-a examinat
prezenta edemului interstitial, congestiei vasculare, hemoragiei si infiltratiei leucocitare [191], asa
cum ischemia ovariana se caracterizeaza printr-o crestere a dimensiunii organului, hemoragie si
congestie venoasa, iar odata cu procedeul de detorsionare se constata si infiltrarea cu neutrofile
[47]. Astfel, chiar de la debutul torsiunii, cercetatorii au observat reducerea fluxului venos, marirea
ovarului, edemul si hemoragia interstitiala [192]. Rezultatele noastre au aratat modificari la nivelul
ovarelor, care au confirmat modelarea corecta a torsiunii ovariene (figura 8 si figura 9).

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 in sol. 5% acid sulfosalicilic in raport de 1:5. Omogenatele
ovariene au fost pregatite in conditii specifice (folosindu-se gheatd) care sd permita aprecierea
ulterioara a activitatii enzimatice.

Toate investigatiile biochimice au fost efectuate dupa metode adaptate pentru

spectrofluorimetrul cu microplaci Synergy H1 (Hydrid Reader) (BioTek Instruments, SUA) si
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spectrofotometrul Power Wave HT (BioTek Instruments, SUA) ale Laboratorului de biochimie al
USMF “Nicolae Testemitanu”.

Figura 9. Congestie vasculara si hemoragie in ovar (hematoxilind-eozina)
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2.2.2. Dozarea indicilor ischemiei

Dozarea lactatului a fost efectuata cu setul standard ELITechGroup (Franta), dupa metoda
enzimatica-colorimetrica. Principiul determinarii lactatului se bazeaza pe reactiile de oxidare ale
acestuia cu implicarea enzimelor lactat oxidaza si peroxidaza cu obtinerea unui compus
(chinonimina) ce poate fi identificat utilizandu-se lungimea de unda de 550 nm. Calculul cantitatii
de lactat a fost exprimat in mmol/L pentru ser si mmol/g.prot. pentru omogenat.

Determinarea activitatii lactat dehidrogenazei (EC 1.1.1.27) s-a realizat cu seturile standard
ELITechGroup (Franta) pentru LDH-L si DAC-SpectroMed (R. Moldova) pentru LDH-P. LDH-
L are capacitatea de a utiliza L-lactatul pentru a-1 transforma in piruvat, conform reactiei: L-lactat
+ NAD" — Piruvat + NADH + H™. Reactia are loc in prezenta NAD" care se reduce la NADH +
H™, concomitent cu cresterea absorbantiei, care se estimeaza spectrofotometric (340 nm), ceea ce
coreleaza cu activitatea enzimei. LDH-P se estimeaza dupa principiul diminudrii absorbtiei
NADH, detectata la 340 nm, conform reactiei: Piruvat + NADH + H" — Lactat + NAD™, ceea ce
este proportional activitatii enzimei. Activitatea LDH-L si LDH-P a fost exprimata in U/L pentru
ser si U/g.prot. pentru omogenat.

Cantitatea albuminei ischemic modificate a fost identificata conform metodei descrise de
Gudumac V. si Tagadiuc O. [121]. Determinarea are la baza proprietatea albouminei de a lega ionii
de cobalt (Co?"), care scade in conditii de ischemie si care poate fi evaluati prin misurarea
absorbantei spectrofotometric la 492 nm. Calculele nivelului de AIM au fost facute dupa curba de
calibrare a solutiei standard de CoCly, construita in baza dilutiilor succesive si exprimate in pmol/L

pentru ser, si pmol/g.prot. pentru omogenat.

2.2.3. Determinarea indicilor stresului oxidativ

Dozarea dialdehidei malonice s-a efectuat conform procedeului descris de I"anaktnonosa JIIT.
si coaut. [193], modificat de Gudumac V. si coaut. [194]. Principiul metodei are la baza
identificarea spectrofotometrica a complexului trimetinic rezultat in urma interactiunii acidului
tiobarbituric cu dialdehida malonica [194]. Cantitatea de DAM a fost exprimata in pmol/L pentru
ser s1 umol/g.prot. pentru omogenat.

Identificarea derivatilor oxidului nitric a fost realizata conform procedeului descris de
Mertennckas B.A. si 'ymanoBa H.T'. [195], si modificat de Gudumac V. si coaut. [196]. Principiul
metodei se bazeaza pe deproteinizarea materialului biologic colectat, reducerea nitratilor in nitriti,
prelucrarea cu reactivul Griss a supernatantului si masurarea densitdtii optice a produsului.
Calculul cantitatii DNO s-a bazat pe curba de calibrare, construita in baza dilutiilor succesive ale
solutiei standard de nitrit de sodiu [196] si a fost exprimata in umol/L pentru ser si pmol/g.prot.

pentru omogenat.
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Dozarea produsilor proteici de oxidare avansata s-a efectuat conform procedeului lui
Capeillere-Blandin C., si coaut. [197], modificat de Gudumac V. si coaut. [198]. PPOA pot fi
identificate spectrofotometric datorita absorbantei specifice la 340 nm. Calculele cantitatii de
PPOA s-au facut dupa curba de calibrare a sol. standard de cloramina-T (0-100 umol/L), construita
in baza dilutiilor succesive si au fost exprimate in pmol/L pentru ser si pmol/g.prot. pentru
omogenat, echivalente de cloramina-T.

Produsele finale de glicare avansata (AGE) pentozidine-like s-au apreciat in conformitate
cu procedeul descris de Séro L. si coaut. [199], care se bazeaza pe masurarea intensitatii
fluorescentei la 330/emisia 390 nm. Rezultatul calculelor a fost exprimat in pg/L pentru ser si

ug/g.prot. pentru omogenat.

2.2.4. Aprecierea markerilor sistemului antioxidant

Activitatea superoxid dismutazei (EC 1.15.1.1) a fost determinata conform procedeelor
descrise de Martromun B.H. si coaut. [200] si Jyoununa E.E. si coaut. [201], modificate de
Tagadiuc O. si coaut. [202]. Activitatea SOD s-a evaluat indirect, in baza aprecierii gradului de
inhibare a transformarii sarii de tetrazoliu nitroblue (NBT) 1n nitroformazan, cantitatea caruia a
fost dozata spectrofotometric (540 nm). Inhibitia acestui proces depinde de activitatea SOD [202].
Activitatea SOD a fost exprimata in unitati conventionale (u.c.) pentru ser, iar pentru omogenat
rezultatul obtinut a fost raportat la 1 gram de proteina (u.c./g.prot.).

Activitatea catalazei (EC 1.11.1.6) a fost determinata conform procedeului mentionat de
Koposrox M.A. si coaut. [203], modificat de Baciu E. si Nastas 1. [204]. CAT are capacitatea de a
scinda peroxidul de hidrogen cu formarea apei si O2. H2O> interactioneaza cu molibdatul de
amoniu si formeaza un compus de culoare galbena. Micsorarea cantitatii de H.O> ca rezultat al
descompunerii acestuia de catre enzima, determinad si un anumit grad de decolorare a solutiei, care
se determina spectrofotometric la 410 nm [204]. Activitatea CAT a fost exprimata in micromoli
pe secunda la 1 litru de ser (umol/s/L), iar pentru omogenat rezultatul obtinut a fost raportat la 1
gram de proteina (umol/s/g.prot.).

Activitatea glutation peroxidazei (EC 1.11.1.9) s-a determinat pe baza testului optic
Warburg, conform procedeului descris de Wendel A. [205], modificat de Tagadiuc O. si coaut.
[206], masurandu-se absorbanta la 340 nm la intervale de timp prestabilit. Activitatea GPO se
masoara in ser in micromoli de glutation redus pe secunda la un litru de ser sangvin (umol/s/L),
iar in omogenat in nanomoli de glutation redus pe secunda la un gram de proteina (nmol/s/g.prot.).

Activitatea glutation-S-transferazei (EC 2.5.1.18) a fost dozata conform procedeului descris
de Habig W.H. si coaut. [207], modificat de Tagadiuc O. si coaut. [208], avand la baza capacitatea

GST de a cataliza reactia de condensare a GSH cu 1-clor-2,4-dinitrobenzenul, cu formarea unui
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compus ce se determina spectrototometric la 346 nm si a carui cantitate este proportionala cu
activitatea GST, care a fost exprimata in nanomoli pe secunda la un litru de ser sangvin (nmol/s/L)
pentru ser, si nanomoli pe secunda la un gram de proteina (nmol/s/g.prot.) pentru omogenat.

Dozarea activitatii glutation reductazei (EC 1.6.4.2) s-a efectuat conform metodei descrise
de Biacosa C.H. si coaut. [209], modificatda de Gudumac V. si coaut. [210], avand la baza testul
optic Warburg. Principiul metodei consta in masurarea consumului de NADPH, utilizat de GR
pentru a reduce GSSG, observat prin micsorarea absorbantei la 340 nm. Activitatea enzimei a fost
exprimata in micromoli de GSSG ce a fost transformat in GSH intr-o secunda la un litru de ser
sangvin (umol/s/L), iar in omogenat in nanomoli de GSSG ce a fost transformat in GSH intr-0
secunda la un gram de proteina (nmol/s/g.prot.).

Determinarea glutationului total s-a facut conform procedeului descris de Akerboom T.P. si
coaut. [211], modificat de Andronache L. si coaut. [212]. Metoda are la baza formarea compusului
colorat dintre GSH si acidul ditiobisnitrobenzoic (DTNB) in mediul de reactie ce contine NADPH,
identificat la 405 nm in dependenta de timp. Calculele se fac conform curbei de calibrare construita
in baza solutiei standard stock de 10 mM GSH [212]. Rezultatele se exprima in nanomoli la litru
(nmol/L) pentru ser si picomoli la un gram de proteind (pmol/g.prot.) pentru omogenat.

Nivelul glutationului redus s-a identificat conform procedeului propus de Mortensen E.
[213], modificat de Andronache L. si coaut. [214]. Principiul metodei este bazat pe interactiunea
in mediu alcalin a GSH cu ionii de cian si nitroprusiatul, ceea ce duce la formarea unui compus
complex de culoare rosie-violeta, intensitatea coloratiei fiind direct proportionald concentratiei de
glutation redus in materialul biologic studiat. Calculul se efectueaza dupa curba de calibrare
construitd in baza dilutiilor solutiei standard stock de glutation redus [214]. Rezultatele se exprima
in nanomoli la litru (nmol/L) pentru ser si picomoli la un gram de proteind (pmol/g.prot.) pentru
omogenat.

Cantitatea de glutation oxidat (GSSG) s-a determinat dupa formula:

GSSG = glutationul total — glutationul redus.

Ceruloplasmina s-a determinat conform procedeului descris de Colb V.G. si Camishnicov
V.S. [215], modificat de Gudumac V. si coaut. [196], care are la baza reactia de oxidare a p-
fenilendiaminei la un compus colorat in albastru-violet, cantitatea caruia coreleaza cu cantitatea
ceruloplasminei si a carei densitate optica a fost masurata la 530 nm. Calculele se efectueaza in

baza curbei de calibrare [196] si se exprima in miligrame la un litru de ser (mg/L).

2.2.5. Evaluarea altor indici ai metabolismului
Determinarea activitatii glucozo-6-fosfat dehidrogenazei (EC 1.1.1.49) s-a efectuat conform

procedeului descris de Kouetos I'.A. [216] cu unele modificari introduse de Gudumac V. si coaut.
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[196]. Procedeul se bazeaza pe capacitatea G6PDH de a transforma glucozo-6-fosfatul in 6-fosfo-
gluconolactond, in prezenta NADP®, care se reduce la NADPH + H*. Cresterea absorbtiei la 340
nm a fost determinata spectrofotometric si Coreleaza cu activitatea enzimei [196], care a fost
exprimatd in nmol de NADPH + H* format timp de 1 secunda la 1 litru de ser (nmol/s/L) pentru
ser si la 1 gram de proteina (nmol/s/g.prot.) pentru omogenat.
conform recomandarilor lui Gudumac V. si coaut. [196]. Principiul metodei are la baza cresterea
densitatii optice a solutiei in urma intensificarii producerii de NADPH + H*, ca rezultat al
decarboxilarii oxidative a izocitratului, conform reactiei: izocitrat + NADP* — a-cetoglutarat +
CO2 + NADPH + H". Cresterea densitatii optice s-a estimat spectrofotometric la 340 nm si este
proportionald cu activitatea enzimei [196], care a fost exprimata in nmol de NADPH + H* format
timp de 1 secunda la 1 litru de ser (nmol/s/L) pentru ser si la 1 gram de proteina (nmol/s/g.prot.)
pentru omogenat.

Continutul de proteina totala a fost identificata conform instructiunilor tehnice ale setului
standard al companiei ELITechGroup (Franta), conform metodei biuretice, utilizand lungimea de
unda de 546 nm. Cantitatea proteinei totale a fost exprimata in grame de proteina la 1 litru de ser

sangvin (g/L) si miligrame de proteina la 1 gram de tesut (mg/g).

2.3. Tehnologii informationale si procedee de analiza statistica a rezultatelor

Studierea situatiei la moment la subiectul tezei de doctorat in literatura stiintifica
internationala a fost facutd accesandu-se urmatoarele baze: Google scholar, inclusiv baze de date
cu profil medical: HINARI, ARDI, OARE, Global Library of Women’s Medicine, utilizadndu-se
cuvintele cheie: ovarian torsion, adnexal torsion, torsion, ovary, ischemia/reperfusion injury,
ischemia, reperfusion, oxidative stress, reactive oxygen species, nitric oxide, ischemic
postconditioning, controlled reperfusion, lactate, lactate dehydrogenase, ischemia modified
albumin, advanced oxidation protein products, advanced glycation end products, glutathione,
glucose-6-phosphate dehydrogenase, isocitrate dehydrogenase, ceruloplasmin.

Teza a fost redactata folosindu-se programul Microsoft Word 2013.

Graficele incluse 1n teza au fost realizate cu ajutorul programului Microsoft Excel 2013.

Prelucrarea statistica a rezultatelor investigatiilor biochimice s-a efectuat utilizand pachetul
software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), versiunea 23.0. Pentru crearea
tabelelor cu rezultatele cercetarii, cu scopul procesarii statistice ulterioare, s-a utilizat programul
Microsoft Excel 2013.

Analiza a presupus, In prima etapa, alegerea testelor potrivite pentru identificarea

diferentelor statistic semnificative intre loturile de studiu [190]. Astfel, datele initial au fost testate
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cu scopul de a aprecia daca acestea au distributie gaussiana sau nu. Teste de normalitate aplicate
au fost Kolmogorov-Smirnov si Shapiro-Wilk, iar datele evaluate pentru care p>0,05 au fost
apreciate ca avand distributie normala, iar cele la care p<0,05 au fost considerate ca nu sunt
distribuite gaussian. Cu telul de a facilita interpretarea distributiei, pentru fiecare grup de variabile
au fost construite histogramele corespunzatoare, iar ulterior au fost create boxplot-uri, identificand
prezenta sau absenta valorilor extreme.

Asa cum unele teste statistice de evaluare a diferentelor dintre mai multe loturi de cercetare
presupun ca abaterea standard calculata in diferite loturi, pentru anumite variabile, sa nu fie foarte
diferita, s-a aplicat testul lui Levene, iar rezultatele acestuia au fost interpretate astfel: un p>0,05
a confirmat faptul ca loturile nu au abateri standard diferite, iar un p<0,05 a indicat faptul ca acestea
difera.

In urma analizei rezultatelor obtinute la testele de mai sus, s-a decis ca diferentele intre loturi,
pentru diferite variabile cercetate, sa fie studiate utilizind One-Way Anova (atunci cand p>0,05
dupa aplicarea testelor de verificare a normalitatii si abaterii standard) si Welch’s Anova (in
situatia cand p<0,05 dupa utilizarea testului lui Levene).

Cu scopul etalarii diferentelor intre loturi, s-au aplicat testele post-hoc pentru comparatii
multiple: Tukey dupa One-Way Anova si Games-Howell dupa Welch’s Anova. Pragul de
semnificatie stabilit a fost p<0,05.

S-a decis prezentarea datelor ca medie aritmetica + eroarea mediei (M £ m).

Pentru a se stabili daca este vreo legatura de dependentd intre fenomenele cercetate din serul
sangvin si omogenatul ovarian, s-a utilizat coeficientul de corelatie al rangurilor (Spearman).

Valoarea lui p<0,05 a fost considerata statistic semnificativa.
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3. MODIFICARI BIOCHIMICE iN ISCHEMIA/REPERFUZIA OVARIANA

3.1. Impactul interventiei chirurgicale asupra markerilor biochimici studiati in
ischemia/reperfuzia produsa de torsiunea/detorsiunea ovarelor

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 constituit nivelurile de AIM si CP din serul sangvin. S-a identificat majorarea AIM cu

aproximativ 4% (p=0,003) si CP cu aproape 9% (p=0,028) (tabelul 1).

Tabelul 1. Rezultatele evaludrii indicilor biochimici in loturile martor si control

Lotul

Variabila martor control P

ser, mmol/L 3,014+0,095 3,071+£0,122 >0,05

Lactat omogenat, mmol/g.prot. 2,893+0,089 2,918+0,076 >0,05
ser, U/L 136,383+2,430 134,862+5,142 | >0,05

LDH-P omogenat, U/g.prot. 25,677+0,885 25,054+1,714 >0,05
ser, U/L 283,417+18,005 285,325+9,660 | >0,05

LDH-L omogenat, U/g.prot. 54,181%0,853 53,367£1,249 | >0,05
ser, umol/L 402,370+2,732 418,472+1,854 | 0,003

AIM omogenat, pmol/g.prot. 14,233+0,458 14,251+0,733 >0,05

ser, pumol/L 77,991+1,307 76,934+1,177 | >0,05

PNO omogenat, pmol/g.prot. 15,941+0,306 16,164+0,480 >0,05

ser, pumol/L 26,415+1,028 26,474+120 >0,05

PPOA omogenat, pmol/g.prot. 5,695+0,246 5,804+0,373 >0,05
ser, pg/L 224,913+6,490 225,262+4,143 | >0,05

AGE omogenat, pg/g.prot. 37,930+0,882 38,580+0,596 >0,05

ser, pmol/L 11,763+0,161 12,180+£0,093 | >0,05

DAM omogenat, pmol/g.prot. 2,317+0,072 2,375+0,036 >0,05

ser, u.c. 1294,017+26,853 1251,282+19,035 | >0,05

SODb omogenat, u.c./g.prot. 317,339+13,243 315,585+1,627 | >0,05

ser, umol/s/L 11,351+0,599 11,531+0,106 >0,05

CAT omogenat, pmol/s/g.prot. 32,423+2,151 31,899+0,728 >0,05

ser, umol/s/L 1,624+0,106 1,768+0,128 >0,05

GPO omogenat, nmol/s/g.prot. 344,498+7,316 344,364+14,163 | >0,05
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ser, umol/s/L 2,303+0,150 2,359+0,036 >0,05

GR omogenat, nmol/s/g.prot. 220,639+6,822 216,383+8,833 | >0,05
ser, nmol/s/L 84,147+1,019 82,010+1,378 >0,05

GsT omogenat, nmol/s/g.prot. 76,018+1,222 76,412+2,94 >0,05
ser, nmol/L 200,916+4,549 209,124+10,151 | >0,05

et omogenat, pmol/g.prot. 51,913+1,034 51,214+3,021 >0,05
ser, nmol/L 146,484+5,311 145,357+12,048 | >0,05

GSH omogenat, pmol/g.prot. 32,171+0,397 32,198+0,873 >0,05
ser, nmol/L 54,432+7,649 63,767+5,515 >0,05

G356 omogenat, pmol/g.prot. 19,742+1,210 19,015+2,753 >0,05
ser, nmol/s/L 24,852+2.,426 23,445+2,421 >0,05

G6PDH omogenat, nmol/s/g.prot. 7,316+0,765 6,746+0,335 >0,05
ser, nmol/s/L 77,371+4,955 76,433+2.525 >0,05

|CDH omogenat, nmol/s/g.prot. 8,572+0,141 8,48+0,393 >0,05
CP ser, mg/L 396,718+2,109 432,762+8,760 | 0,028

Nota: LDH-P — lactat dehidrogenaza-piruvat; LDH-L — lactat dehidrogenaza-lactat; AIM —
albumina ischemic modificatd; DNO — derivatii oxidului nitric; PPOA — produsi proteici de
oxidare avansata; AGE — produsi finali de glicare avansata; DAM — dialdehida malonica; SOD —
superoxid dismutaza; CAT — catalaza; GPO — glutation peroxidaza; GR — glutation reductaza; GST
— glutation-S-transferaza; GT — glutation total; GSH — glutation redus; GSSG — glutation oxidat;
G6PDH — glucozo-6-fosfat dehidrogenaza; ICDH — izocitrat dehidrogenaza citoplasmatica
NADP*-dependentd; CP — ceruloplasmina; p — pragul de semnificatie.

Rezultatele inregistrate atesta ca interventia chirurgicald, efectuatd conform protocolului
aprobat (capitolul 2, pag. 34), are o influentd minima asupra indicilor de laborator evaluati in
cercetarea noastra. 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. Influenta torsiunii/detorsiunii ovariene asupra indicilor ischemiei

Torsiunea ovariana experimentala a indus modificarea anaeroba a metabolismului cu o
crestere a cantitatii de lactat.

In omogenatul ovarian rezultatele notate nu au prezentat diferente statistic semnificative ale
cantitatii de lactat in lotul de control comparativ cu lotul martor, p>0,05. Valorile acestuia
inregistrate in serul sangvin in lotul martor si lotul de control nu au fost semnificativ statistic
diferite, p>0,05 (tabelul 1).
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Figura 10. Modificarile nivelului lactatului si activitatii LDH-P si LDH-L
in omogenatul ovarian in torsiunea/detorsiunea ovariana experimentala
Nota: | — ischemie; RS — reperfuzie simpla; RC — reperfuzie controlata (on-off); LDH-P — lactat
dehidrogenaza-piruvat; LDH-L — lactat dehidrogenaza-lactat.
Diferenta statistic semnificativa comparativ cu:
lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** —p<0,001;
lotul control: * — p<0,05; # — p<0,01; #* — p<0,001;
lotul ischemie: ¢ — p<0,05; % — p<0,01; % — p<0,001;
lotul ischemie/1 ora reperfuzie simpla: P — p<0,05; # — p<0,01; ¥ — p<0,001;
lotul ischemie/1 ora reperfuzie controlata: ¢ — p<0,05; * — p<0,01; ¢»» — p<0,001,;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie simpla: / — p<0,05; ¥ — p<0,01; ' — p<0,001;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie controlata: » — p<0,05; » — p<0,01; »» — p<0,001.

Odata cu torsionarea ovarelor cantitatea de lactat s-a majorat atat in omogenat (figura 10),
cu aproximativ 38% (de la 2,893+0,089 mmol/g.prot. pana la 4,002+0,214 mmol/g.prot., p=0,006),
cat si in ser (figura 11), cu aproape 66% (de la 3,014+0,095 mmol/L pana la 5,029+0,139 mmol/L,
p<0,001) comparativ cu nivelul consemnat in lotul martor. Totusi, 0 corelatie a cresterii cantitatii
de lactat in ser si tesut 1n lotul cu ischemie nu a fost identificata (rs=0,333, p=0,347) (tabelul A1.1).

Inlaturarea ischemiei si restabilirea fluxului sangvin, cu un aport semnificativ de oxigen si
substante nutritive, nu a mai determinat cresterea lactatului in tesutul ovarian, acesta modificandu-
se neesential la reperfuzia simpla de 1 ord (3,93340,124 mmol/g.prot.) si reperfuzia controlatd de
1 ora (3,907+0,046 mmol/g.prot.) fata de cantitatea inregistratd dupa perioada de ischemie
(4,002+0,214 mmol/g.prot.), p>0,05. Totusi, dupa 24 ore de reperfuzie simpla s-a constatat o
descrestere a valorilor acestui indice (pana la 2,957+0,041 mmol/g.prot., p<0,001) comparativ cu

loturile care au fost expuse reperfuziei de 1 ora. Dupa 24 ore de reperfuzie controlata cantitatea de
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lactat din omogenat s-a diminuat statistic semnificativ (pana la 3,222+0,181 mmol/g.prot.,

p=0,047) comparativ cu lotul care a fost expus doar reperfuziei on-off de 1 ora (figura 10).
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Figura 11. Modificarile nivelului lactatului si activitatii LDH-P si LDH-L
in serul sangvin in torsiunea/detorsiunea ovariana experimentala
Nota: | — 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: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** —p<0,001;
lotul control: # — p<0,05; # — p<0,01; ** — p<0,001;
lotul ischemie: 3 — p<0,05; % — p<0,01; %5 — p<0,001;
lotul ischemie/1 ora reperfuzie simpla: f — p<0,05; # — p<0,01; B — p<0,001;
lotul ischemie/1 ora reperfuzie controlata: ¢ — p<0,05; *° — p<0,01; **¢ — p<0,001;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie simpla: J — p<0,05; 7 — p<0,01; ' — p<0,001;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie controlata: » — p<0,05; » — p<0,01; > — p<0,001.

Nivelul lactatului in ser dupa 1 ora de reperfuzie atat simpla, cat si controlata a crescut cu
aproximativ 120% comparativ cu lotul martor (de la 3,014+0,095 mmol/L pana la 6,632+0,089
mmol/L, respectiv 6,590+0,106 mmol/L, p<0,001), iar comparativ cu lotul de sobolani supusi doar
torsiunii ovariene cresterea a fost de circa 31% (de la 5,029+0.139 mmol/L pana la 6,632+0,089
mmol/L in lotul cu 1 ora reperfuzie simpla, respectiv pana la 6,590+0,106 mmol/L in lotul cu 1
ora reperfuzie controlatd, p<0,001). La distanta, dupa 24 ore de la restaurarea circulatiei sangvine
s-a observat o tendintd de micsorare a cantitatilor inregistrate initial, dupa 1 ora de reperfuzie, acest
fapt fiind mai evident la reperfuzia simpla (pana la 5,633+0,364 mmol/L, p>0,05) decat la

reperfuzia on-off (pana la 6,254+0,301 mmol/L, p>0,05), aceasta descrestere a valorilor lactatului
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in loturile cu reperfuzie de 24 ore nefiind statistic semnificativd comparativ cu loturile cu
reperfuzie de 1 ora (figura 11).

Doar in lotul de control s-a determinat o corelatie moderat pozitiva (rs=0,673, p=0,033) intre
nivelul lactatului din serul sangvin si omogenatul ovarian, pe cand in celelalte loturi experimentale
lipseste semnificatia statistica (tabelul A1.1).

Lactatul este sintetizat de enzima lactat dehidrogenaza P (LDH-P). Studiul nostru nu a
identificat diferente intre valorile activitatii LDH-P-ului din omogenatul ovarian intre loturile
martor si control, p>0,05 (tabelul 1). Torsiunea ovariana a intensificat activitatea enzimei in tesut,
inregistrandu-se 0 majorare a LDH-P cu aproximativ 30% (de la 25,677+0,885 U/g.prot. pana la
33,443+0,636 U/g.prot., p<0,001) comparativ cu lotul martor. Reperfuzia atat simpla, cat si
controlata de 1 ora si 24 ore a modificat statistic nesemnificativ LDH-P-ul in omogenat comparativ
cu lotul de animale expus doar ischemiei ovariene, p>0,05. Totusi, comparativ cu lotul martor
valorile s-au mentinut inalte in toate loturile cu reperfuzie, diferentele fiind statistic semnificative
doar in lotul cu reperfuzie controlata de 1 ora, in care activitatea LDH-P a fost mai mare cu aproape
40% (de 1a 25,677+0,885 U/g.prot. pana la 35,891+2,338 U/g.prot., p=0,02) (figura 10).

Activitatea LDH-P din serul sangvin din loturile martor si control nu a fost statistic
semnificativ diferita, p>0,05 (tabelul 1). Ischemia ovariana a indus o majorare a activitatii enzimei
in ser cu aproximativ 20% (de la 136,383+2,430 U/L pana la 163,254+4,584 U/L, p=0,002).
Reperfuzia postischemie de 1 ora a sporit LDH-P-ul in ser, in cea simpla cu aproape 36% (de la
136,383+2,430 U/L pana la 185,562+14,058 U/L, p>0,05), iar in cea controlatd cu 35% (de la
136,383+2,430 U/L pana la 184,379+5,441 U/L, p<0,001) comparativ cu lotul martor. Astfel, s-a
constat ca doar in cazul aplicarii tehnicii on-off majorarea activitatii enzimei a fost veridica
(p<0,001) (figura 11).

Comparativ cu lotul expus doar ischemiei ovariene cresterea activitatii LDH-P serice a fost
de aproximativ 13% in ambele loturi cu 1 ora reperfuzie (de la 163,254+4,584 U/L pana la
185,562+14,058 U/L in cea simpla, p>0,05, respectiv pana la 184,379+5,441 U/L in cea on-off,
p>0,05). La 24 ore de reperfuzie activitatea enzimei a fost in descrestere fata de valorile inregistrate
dupa 1 ora de la restabilirea fluxului sangvin cu aproximativ 13% in lotul cu reperfuzie simpla (de
la 185,562+14,058 U/L pana la 163,085+£12,417 U/L, p>0,05), activitatea determinata fiind
apropiata de cea observata 1n lotul expus doar ischemiei ovariene, si CU aproape 6% mai mica in
lotul cu reperfuzie controlata (de la 184,379+5,441 U/L pana la 174,239+5,932 U/L, p>0,05).

Doar in lotul martor s-a determinat o corelatie puternic negativa (rs=-0,815, p=0,004) intre
nivelul activitatii LDH-P din serul sangvin si omogenatul ovarian, pe cand in celelalte loturi

studiate lipseste semnificatia statistica (tabelul A1.1).
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Lactatul poate fi transformat in piruvat, in conditiile in care enzima lactat dehidrogenaza L
(LDH-L) isi intensifica activitatea. Nu au fost constatate diferente statistic semnificative intre
activitatea LDH-L masurata in omogenatul ovarian intre loturile martor si control, p>0,05 (tabelul
1). Ischemia ovariand a redus LDH-L-ul, consemnandu-se o micsorare a activitatii enzimei in tesut
cu aproape 9% comparativ cu lotul martor (de la 54,181+0,853 U/g.prot. pana la 49,184+1,920
U/g.prot., p>0,05). Reperfuzia atat simpla, cat si controlata de 1 orda a modificat nesemnificativ
activitatea LDH-L din omogenat comparativ cu lotul cu ischemie, p>0,05 (figura 10).

La 24 ore de reperfuzie atat simpla, cat si controlata LDH-L-ul a continuat sa descreasca in
omogenat comparativ cu lotul cu ischemie, p>0,05. Aceasta reducere a activitatii enzimei a fost
notatd inclusiv comparativ cu loturile cu 1 ora reperfuzie, dar diferenta inregistrata a fost fara
semnificatie statistica, p>0,05. In acelasi timp, comparativ cu lotul martor, diminuarea activitatii
a fost mai pronuntatd in lotul cu 24 ore de reperfuzie simpla cu aproximativ 16% (de la
54,181+0,853 U/g.prot. pana la 45,467+0,817 U/g.prot., p<0,001) decat in cel cu 24 ore de
reperfuzie controlatid (de la 54,181+0,853 U/g.prot. pana la 46,048+2,522 U/g.prot., p>0,05)
(figura 10).

Nu s-au inregistrat diferente semnificative intre activitatea LDH-L din serul sangvin in lotul
de control comparativ cu lotul martor, p>0,05 (tabelul 1). La inducerea torsiunii ovariene valorile
enzimei au descrescut in ser comparativ cu lotul martor cu aproximativ 25% in lotul cu ischemie
ovariana (de la 283,417+18,005 U/L pana la 212,619+7,373 U/L, p=0,04) si lotul cu reperfuzie
simpla de 1 ora (de la 283,417+18,005 U/L pana la 212,956+6,282 U/L, p=0,039), cu doar 6% in
lotul cu reperfuzie controlatd de 1 ora (de la 283,417+18,005 U/L pana la 267,148+4,308 U/L,
p>0,05), cu aproape 23% in lotul cu reperfuzie simpla de 24 ore (de la 283,417+18,005 U/L pana
la 219,463+3,320 U/L, p>0,05), si cu 16% in lotul cu reperfuzie controlatd de 24 ore (de la
283,417+18,005 U/L pana la 238,201+11,762 U/L, p>0,05). Comparativ cu lotul cu ischemie
ovariana, in ser s-a atestat o sporire a LDH-L-ului in loturile cu reperfuzie controlata cu
aproximativ 26% la 1 ora (de la 212,619+7,373 U/L pana la 267,148+4,308 U/L, p<0,001),
respectiv cu aproape 12% la 24 ore (de la 212,619+7,373 U/L pana la 238,201+11,762 U/L,
p>0,05), ceea ce nu s-a observat in loturile cu reperfuzie simpla (figura 11).

Nu s-au identificat corelatii semnificative statistic intre activitatea LDH-L din serul sangvin
si omogenatul ovarian in loturile de studiu (tabelul A1.1).

Torsiunea pediculului vascular ovarian determina scaderea fluxului sangvin arterial si
obstructia drendrii venoase si limfatice, ducand la ischemie ovariana [12, 16]. In acest sens, este
important de mentionat faptul cd ovarul are un dublu aport de sange:

(1) din artera ovariana (care isi are originea din aorta abdominald), aflata in ligamentul

infundibulopelvic, care se extinde de la peretele lateral pelvin la ovar, si
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(2) din ramura ovariana a arterei uterine (care isi are originea din artera iliaca interna),
continuta in ligamentul utero-ovarian, si care leaga ovarul cu uterul. Astfel, torsiunea ovariana
apare atunci cand ovarul se rasuceste implicand suporturile sale ligamentare (atat ligamentul
infundibulopelvic, cat si ligamentul utero-ovarian) [4].

Odata cu diagnosticarea torsiunii ovariene se propune detorsionarea anexei rasucite si
evaluarea reperfuziei tisulare pentru a preveni infertilitatea, chiar si in cazul tesuturilor cianotice
[45, 51]. Astfel, maladia include doua faze:

(1) timpul scurs pana la detorsiune, considerata ca perioada de ischemie si

(2) producerea speciilor reactive de oxigen dupa detorsiune, considerata ca perioadd de
reperfuzie [154].

Se cunoaste faptul ca in TO dificultatile de diagnostic prelungesc timpul dintre debutul
simptomelor si tratament. Dupa confirmarea maladiei este necesara o interventie imediata, iar
tratamentul conservator recomandat este prin detorsionarea ovarului [21], deoarece necroza
celulard apare inevitabil in cazul unei perioade extinse de anoxie (absenta de oxigen) sau hipoxie
severa (cand aportul de oxigen este scazut in raport cu necesitatea metabolica) [70].

Totusi, la moment Incd nu este clar care este perioada de ischemie pe care o poate tolera
ovarul, asa cum exista studii care au aratat viabilitatea acestuia si dupa 30 de ore de torsiune,
sugerandu-se ca schimbarile care ar determina leziuni importante sunt legate anume de restabilirea
circulatiei sangvine [186]. Este demonstrat ca toleranta hipoxica a diferitor tipuri de celule variaza
in functie de rata metabolicd, dar si de mecanismele de adaptare intrinseca ale tesutului [70].

Concomitent, Celik Kavak E. si coaut. (2018) mentioneaza ca torsiunea provoaca modificari
ischemice in ovar care pot fi demonstrate prin investigatii biochimice [27]. Astfel, rasucirea anexei
ovariene reduce fluxul sangvin cu majorarea cantitatii de acid lactic [47, 106] care poate fi detectat
in sange [47].

Substraturile metabolice, cum ar fi glucoza si oxigenul, sunt necesare pentru producerea de
ATP la nivel mitocondrial. Cand concentratia de oxigen este epuizata si glicoliza aeroba inceteaza,
celulele trec la metabolismul anaerob, determinand o crestere a producerii de acid lactic care
diminueaza pH-ul citoplasmatic [62].

Se pare ca modificarea pH-ului ar ajuta celulele sa supravietuiasca in conditii de ischemie,
conform unor date din literatura de specialitate [62]. Existd studii care evidentiaza faptul ca L-
lactatul ar reprezenta o molecula reglatoare importanta a metabolismului celulelor ovariene si nu
doar un produs final al unei cai metabolice, fiind sintetizat chiar si in timpul furnizarii adecvate de
oxigen. De asemenea, unele publicatii descriu faptul ca L-lactatul poate actiona ca o molecula de

semnalizare in diferite celule, incluzand si celulele tesutului ovarian [136].
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In acelasi timp, existd cercetari in afectiuni legate de fenomenul I/R care relateaza despre
faptul ca mentinerea unui pH scazut in tesutul ischemizat in momentul restabilirii circulatiei
sangvine ar avea un efect favorabil. Se considera ca reintroducerea lenta a oxigenului si persistenta
acidozei tisulare este unul dintre mecanismele prin care postconditionarea ofera beneficii [217],
comparativ cu reperfuzia simpla. Zhang G. si coaut. (2015) au remarcat faptul ca acidoza tisulara
locald pentru o perioada scurtd de timp si restabilirea graduala a nivelului local de oxigen pot fi
mediatori importanti ai postconditiondrii prin diferite mecanisme, posibil, si prin reducerea
cantitatii de SRO care este generata [217]. Deci, hiperlactemia observata in loturile experimentale
din cercetarea noastra ar putea fi vazuta ca un factor protector de diminuare a stresului oxidativ in
torsiunea ovariana in momentul revascularizarii, dar se pare ca tipul de reperfuzie nu influenteaza
procesul generarii lactatului asa cum dupd 1 ord de la restabilirea fluxului sangvin au fost
inregistrate cantitati similare in ambele loturi, p>0,05.

in perioada ischemici celula urmeaza ciile metabolismului anaerob, deoarece in mitocondrie
nu mai are loc fosforilarea oxidativa [71, 143]. Inhibarea fosforilarii oxidative din cauza lipsei
oxigenului, in conditiile unui flux sangvin intrerupt, nu permite degradarea piruvatului care a fost
produs in procesul de glicoliza. In conditii acrobe piruvatul ar fi fost transportat in mitocondrii si
transformat, sporind semnificativ randamentul glicolizei [218]. Astfel ca majorarea nivelului de
lactat in tesut este rezultatul oxidarii preferentiale a glucozei pe cale anaeroba [141].

In conditii de ischemie, cind practic este opritd alimentarea ovarului cu sange, lipsa
oxigenului face imposibild desfasurarea adecvata a proceselor aerobe, pana chiar la blocarea lor.
Una dintre cdile de producere a energiei in celule in conditii fiziologice este oxidarea aeroba a
glucozei cu formare de piruvat. La blocarea fluxului sangvin spre ovare, practic, acesta sunt lipsite
de substante nutritive si oxigen. Astfel, in conditii de ischemie, pentru mentinerea vietii, procesele
metabolice anaerobe devin intense, iar glucoza, ca substrat cu potential energetic, este oxidata
anaerob. Piruvatul obtinut si care nu mai poate fi transformat in procesele mitocondriale este supus
schimbadrilor pana la lactat, proces catalizat de enzima LDH-P, ceea ce a fost inregistrat in
cercetarea noastra. Cresterea statistic Semnificativa fata de lotul martor a valorilor lactatului in
situatiile de ischemie si ischemie/reperfuzie atat simpla, cat si controlata de 1 ora releva faptul
intensificarii proceselor anaerobe de producere a energiei in conditiile privarii ovarelor de oxigen.

Majorarea in ser de aproximativ doud ori a cantitatii de lactat in loturile experimentale
comparativ cu loturile martor si control sugereaza o stare de hiperlactemie ca raspuns la procesul
ischemic la care sunt expuse ovarele. O parte din acest lactat isi poate avea originea din ovare,
deoarece dupa reperfuzia de 1 ord, indiferent de metoda aplicatd, s-au observat cresteri statistic
semnificative ale concentratiei lactatului comparativ cu lotul cu ischemie cu aproape 31%,

p<0,001, sugerandu-se preluarea lactatului dupa revascularizarea ovarelor, respectiv cu majorarea
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acestuia in serul sangvin. Rezultate similare au inregistrat si Sahin C. si coaut. (2020) care au
raportat cresteri serice ale nivelului de lactat dupa 3 ore de torsiune ovariana comparativ cu lotul
de control, cu o continud majorare a valorilor dupa 3 ore de la restabilirea fluxului sangvin [219].

Totusi, dupd 24 ore de reperfuzie a fost observata o tendintd de descrestere serica a cantitatii
de lactat comparativ cu perioada initiala (dupa 1 ora de la restabilirea circulatiei). Aceasta poate fi
datorata faptului ca unele organe il pot capta din sange si-l pot oxida [220, 221], printre acestea
fiind si ficatul care are capacitatea de a prelua lactatul si de a-1 supune transformarilor in ciclul
Cori sau de a-1 utiliza pentru sinteza de ATP [221, 222].

Datele obtinute arata ca ischemia provoaca acumularea produselor metabolismului anaerob
manifestata prin cresterea lactatului, iar acest proces poate fi reversibil daca se restabileste
alimentarea cu sange.

In acelasi timp, modificari ale transportatorilor lactatului, acestia fiind proteine membranare
[221, 222], ar putea explica de ce lactatul s-a mentinut crescut in omogenatul sobolanilor expusi
torsiunii/detorsiunii ovariene, in special dupa 1 ora de la reoxigenare. O afectare a proteinelor
membranare in conditii de SO ar putea justifica rezultatele obtinute in tesutul ovarian. In momentul
in care intervin aceste modificari este foarte probabil sa se reduca capacitatea celulelor de a elibera
lactatul in sdnge, fapt care a si fost consemnat in studiul nostru prin niveluri mai mari de lactat in
ambele loturi cu 1 ora reperfuzie comparativ cu lotul martor, p<0,001 [221]. Totusi, Se pare ca
acest proces este reversibil, asa cum dupa 24 ore de la revascularizare in ambele loturi
experimentale concentratia de lactat s-a apropiat de cea masurata in lotul martor, diferentele fiind
nesemnificative, p>0,05.

LDH este cunoscutd a fi o enzimd intracelulard ce catalizeaza reactia de transformare a
piruvatului in lactat (LDH-P) sau a lactatului in piruvat (LDH-L). In dependenti de situatia
metabolicd a tesutului procesul poate fi indreptat spre formarea unuia dintre cei doi metaboliti.
Torsiunea ovariand, fiind o afectiune insotita de ischemie, amplifica activitatea LDH-P, reducand
actiunea LDH-L.

TO a sporit activitatea LDH-P, diminuand activitatea LDH-L, ceea ce indica despre
adaptarea metabolismului in situatia patologica conditionatd de evenimentele care au loc in
torsiunea ovariana. Aceasta ar putea fi un factor important care ar argumenta rezistenta ovarelor
la ischemie si refacerea mai rapida dupa expunerea la I/R comparativ cu alte tesuturi si organe.
Posibil ca mitocondriile celulelor ovariene nu sunt capabile sa asigure cantitatea de ATP necesara
unei bune functionari post-reperfuzie din cauza unor modificari la nivelul componentelor
complexelor lantului transportator de electroni care ar surveni in perioada de ischemie, descrise in
capitolul 1. In aceste conditii, LDH-P are rolul de a oxida NADH cu formarea de NAD*, care va

fi reutilizat in glicoliza, mentindnd functional acest proces, astfel asigurandu-se necesarul de
50



energie pentru supravietuirea celulelor pana la refacerea integrala a activitatii mitocondriale.
Descresterea activitatii enzimei LDH-L, generatoare de NADH, vine sa sustind aceasta ipoteza,
care, insa, necesita studii suplimentare pentru confirmare. Se pare ca dupa procedura I/R utilizarea
lactatului pentru a fi transformat in piruvat de catre LDH-L nu este metabolic avantajoasa, iar rolul
LDH-P ar fi de a mentine producerea de energie.

Concomitent, datele din literatura indica faptul ca SRO produse in mitocondrii in conditii de
hipoxie activeaza transcriptia genelor pentru enzimele glicolitice, ceea ce sugereaza ca SRO
mediaza legatura dintre nucleu si mitocondrii [97]. Deci, ischemia insotita de producere de radicali
liberi ar putea explica rezultatele inregistrate referitor la activitatea LDH-P care a fost mai mare
dupa 3 ore de ischemie ovariana cu aproape 30% in omogenat si cu aproximativ 20% in serul
sangvin comparativ cu cea notata in lotul martor, continuand sa creasca si in perioada de
reperfuzie. In acelasi timp, o activitate majoratd a enzimei in ser poate sugera si leziunea
membranelor celulare, iar augmentarea la reperfuzie poate indica amplificarea procesului de
deteriorare a membranelor.

Continuarea metabolismului anaerob dupa restabilirea fluxului sangvin in TO ar putea avea
mai multe explicatii: (1) lantul respirator si/sau membranele mitocondriale au fost afectate in
timpul ischemiei si este necesara o anumitd perioadd de timp pentru restabilirea functionala,
probabil si structurald, (2) posibil manipulatiile chirurgicale sa induca spasm vascular, iar (3)
reperfuzia sa nu fie completa, astfel incat sa nu fie asigurata oxigenarea tuturor celulelor la un
nivel optim, avind ca rezultat continuarea procesului de glicolizd anaeroba pentru obtinerea
necesarului de energie cu 0 majorare a lactatului.

Unii cercetatori admit faptul ca acidoza rezultata in urma ischemiei ar fi un factor favorizant
important care ar determina modificari ale structurii proteinelor din circulatia sangvind, inclusiv a
albuminei, modificandu-i capatul N-terminal, astfel incat sa impiedice fixarea cobaltului [118].

Maladiile caracterizate prin ischemie acutd sunt considerate urgente medicale, iar
tratamentul presupune, n primul rand, restabilirea circulatiei sangvine pentru a preveni necroza.
Totusi, cercetarile au sesizat faptul ca ischemia si, inclusiv, reperfuzia amplifica formarea SRO,
iar acestia modifica, la randul lor, diferite molecule, printre care si albumina plasmatica. Astfel,
schimbarile structurale ale acesteia ca si consecinta a SO vor determina formarea AIM. Exista
studii care au constatat ca AIM creste rapid dupa un proces ischemic [223-225].

In cercetarea noastrd, in omogenatul ovarian nu s-au determinat diferente statistic
semnificative ale nivelului de AIM 1in loturile experimentale. Totusi, s-a observat tendinta de
majorare a producerii de AIM dupa aplicarea manevrei de torsionare a ovarelor, inregistrandu-se
cresteri de circa 7% in lotul cu ischemie ovariand (de la 14,233+0,458 pmol/g.prot. pana la

15,274+0,284 pmol/g.prot., p>0,05), 22% in lotul cu 1 ord reperfuzie simpla (de la 14,233+0,458
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umol/g.prot. pana la 17,384+1,018 umol/g.prot., p>0,05), 15% in lotul cu 1 ord reperfuzie
controlata (de la 14,233+0,458 umol/g.prot. pana la 16,423+1,618 umol/g.prot., p>0,05), 18% in
lotul cu 24 ore de reperfuzie simpld (de la 14,233+0,458 pmol/g.prot. pana la 16,855+1,211
umol/g.prot., p>0,05) si 13% in lotul cu 24 ore de reperfuzie controlata (de la 14,233+0,458
umol/g.prot. pana la 16,106£1,154 pmol/g.prot., p>0,05) comparativ cu lotul martor (tabelul 2).
In loturile cu reperfuzie s-a constatat o sporire a AIM in tesutul ovarian cu aproape 14% in
lotul cu 1 ord reperfuzie simpld (de la 15,274+0,284 pmol/g.prot. pana la 17,384+1,018
umol/g.prot., p>0,05), 8% in lotul cu 1 ora reperfuzie controlata (de la 15,274+0,284 umol/g.prot.
pana la 16,423+1,618 pmol/g.prot., p>0,05), 10% in lotul cu 24 ore de reperfuzie simpla (de la
15,274+0,284 umol/g.prot. pana la 16,855+1,211 umol/g.prot., p>0,05) si aproximativ 5% in lotul
cu 24 ore de reperfuzie controlatd (de la 15,2744+0,284 pumol/g.prot. pana la 16,106+1,154
umol/g.prot., p>0,05) comparativ cu lotul care a fost supus doar ischemiei ovariene. S-a remarcat
faptul ca in loturile cu reperfuzie simpld generarea de AIM la nivel tisular a fost mai intensa

comparativ cu loturile cu repefuzie controlata, p>0,05 (tabelul 2).

Tabelul 2. Influenta torsiunii/detorsiunii ovariene asupra albuminei ischemic modificate
din serul sangvin si omogenatul ovarian

AIM
Loturi de studiu
ser, pmol/L omogenat, pmol/g.prot.
Martor 402,370+2,732 14,233+0,458
(100 %) (100%)
Control 418,472+1,854 14,251+0,733
(104%) ** (100%)
Ischemie 478,359+5,218 15,274+0,284
(119%) *** ### oo (107%)
Ischemie/1 ora reperfuzie 490,024+3,376 17,384+1,018
simpla (122%) *** ### 99 oo (122%)
Ischemie/1 ora reperfuzie 452,564+3,096 16,423+1,618
controlati (on-ff) (1129%) *** ### 5 pgp J17 (115%)
Ischemie/24 ore reperfuzie 483,370+1,550 16,855+1,211
simpla (120%) *** ### oo oo (118%)
Ischemie/24 ore reperfuzie 454,207+0,878 16,106+1,154
controlata (on-ff) (113%) *** ### 5 pgp 1T (113%)

Nota: AIM — albumina ischemic modificata.

Diferenta statistic semnificativd comparativ cu:

= lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** —p<0,001;

lotul control: # — p<0,05; # — p<0,01; #* — p<0,001;

lotul ischemie: 3 — p<0,05; % — p<0,01; % — p<0,001;

lotul ischemie/1 ora reperfuzie simpla: f — p<0,05; # — p<0,01; B — p<0,001,

lotul ischemie/1 ora reperfuzie controlata: ¢ — p<0,05; * — p<0,01; ¢»» — p<0,001;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie simpla: / — p<0,05; 7 — p<0,01; ' — p<0,001,;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie controlata: » — p<0,05; » — p<0,01; »» — p<0,001.
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In serul sangvin cantitatea de AIM a crescut semnificativ in lotul de control comparativ cu
lotul martor (de la 402,370+2,732 umol/L pana la 418,472+1,854 umol/L, p=0,003). Torsiunea
ovariana a sporit producerea de AIM cu aproximativ 19% comparativ cu lotul martor (de la
402,370+2,732 pmol/L pana la 478,359+5,218 pmol/L, p<0,001).

Comparativ cu lotul expus doar ischemiei ovariene nivelul seric al AIM consemnat a fost
semnificativ mai mic atat in lotul cu 1 ora reperfuzie controlata, p=0,01, cat si in cel cu 24 ore de
reperfuzie on-off, p=0,014. Reperfuzia simpla, insa, a mentinut inalte valorile AIM din ser,
observandu-se atat dupa 1 ora de reperfuzie, cét si dupa 24 ore cantitati apropiate celor masurate
in lotul doar cu ischemie ovariana, p>0,05.

In acelasi timp, cantitatea de AIM in loturile cu reperfuzie controlati a fost statistic
semnificativ mai mica comparativ cu loturile cu reperfuzie simpla, p<0,001, totusi, mentindndu-
se statistic semnificativ inalte comparativ atat cu lotul martor, p<0,001, cat si cu lotul de control,
p<0,001 (tabelul 2).

Nu au fost identificate corelatii intre cantitatea de AIM din serul sangvin si cea din
omogenatul ovarian (tabelul A1.1).

Rezultatul obtinut, referitor la faptul ca ischemia ovariand a determinat cresterea nivelului
seric al AIM, este in concordanta cu datele literaturii din domeniu [29, 119, 122]. La fel ca si in
studiul nostru, Aran T. si coaut. (2010) au identificat majorari serice ale AIM la animalele supuse
TO comparativ cu lotul de animale fara torsiune [122, 223]. Aceleasi raportari sunt facute de
Osmanagaoglu M.A. si coaut. (2012) care au obtinut valori statistic semnificativ mai mari ale AIM
serice in lotul cu torsiune ovariana comparativ cu lotul de control [29]. Yildirim A. si coaut. (2016)
au inregistrat valori inalte ale AIM in ser in lotul de sobolani expus fenomenului I/R prin
modelarea TO comparativ cu lotul de control, aratdnd ca existd si o corelatie pozitiva intre
schimbarile histopatologice care apar in ovar si nivelul seric al AIM, sugerand astfel ca severitatea
leziunilor ar putea fi apreciatd urmarind acest parametru [119, 223].

Exista, Insa, si cercetari in care rezultatele masurarii AIM sunt contrare celor obtinute de noi.
Astfel, Karatas Gurgun A. si coaut. (2017) nu au stabilit diferente statistic semnificative intre
nivelurile de AIM evaluate in ser in loturile de animale cu TO pentru o perioada de 4 ore, respectiv
24 de ore si lotul fara torsiune ovariana. Totusi, ei au consemnat faptul ca valorile AIM erau mai
mari in lotul cu 24 ore de torsiune ovariand decat in lotul de animale expuse TO pentru 4 ore si,
respectiv, fata de lotul de sobolani fara torsiune, concluzionand ca durata intreruperii fluxului
sangvin ar constitui un factor important in procesul de transformare a albuminei in AIM, iar o
perioada mai indelungata a ischemiei ar putea avea ca rezultat majorarea AIM, astfel incat sa treaca

de pragul semnificatiei statistice [123, 223].
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Valorile AIM inregistrate in studiul nostru in omogenatul ovarian nu au aratat diferente
statistic smnificative intre loturile experimentale, p>0,05. Totusi, a fost observatd o tendinta de
crestere la aplicarea torsiunii comparativ cu lotul martor. Aceasta majorare a AIM cu aproape 7%
dupa ischemia de 3 ore, urmata de o augmentare mai exprimata dupa reperfuzia simpla de 1 ora,
confirma faptul cd Intreruperea circulatiei sangvine induce modificari ale albuminei in asa fel incat
si-i descreascid capacitatea de a fixa Co?*, iar reperfuzia, prin amplificarea SO, contribuie la
intensificarea acestui proces, majorand nivelul de AIM detectata [223], SRO fiind cunoscute ca
molecule implicate activ in generarea de AIM [226].

Astfel, constatarile noastre corespund cu cele enuntate de alti cercetatori care au raportat
faptul ca reperfuzia simpld in TO este capabild sd agraveze leziunile initiale, produse doar de
ischemie, fenomen marcat prin cantitati mai mari de AIM [119, 124, 223]. Concomitent, putem
constata ca tipul de reperfuzie poate influenta producerea de AIM, asa cum in loturile la care a fost
aplicata manevra on-off cantitatea acesteia a fost mai mica decat in cele cu reperfuzie simpla.

Asa cum majorari ale AIM au fost observate si in alte afectiuni ischemice decat TO [224,
225], iar studiul nostru nu a relevat prezenta corelatiilor intre cantitatea de AIM din serul sangvin
si cea din omogenatul ovarian, o crestere sangvina a acestui parametru biochimic trebuie
intotdeauna evaluata in context clinic [223]. Guven S. si coaut. (2015), care au masurat AIM la
pacientele cu durere pelvin, au venit cu recomandarea ca atunci cand se determina niveluri inalte
de AIM in ser si exista suspiciunea clinicd de torsiune ovariand, medicii sa faca o laparoscopie
pentru a exclude aceastd patologie [125, 223], iar tratamentul sd fie efectuat prin inldturarea
torsiunii, asa cum analiza pe termen lung a cazurilor tratate prin detorsiune a relevat ca metoda
este sigura si poate salva ovarul [27].

Yeniocak S. si coaut. (2020) au publicat date care confirma cresterea serica a AIM la
pacientele cu torsiune ovariand. Acestia precizeaza ca nivelurile serice de AIM la bolnavele cu
patologie ovariana au fost semnificativ mai mari decat cele ale cazurilor clasificate drept dureri
abdominale nespecifice. In urma analizei efectuate acestia au concluzionat ci o majorare serici a
AIM la femeile care se prezinta la departamentul de urgentd cu dureri abdominale poate indica
cauza ischemica a acuzelor [126].

Cercetarea noastra reliefeaza faptul ca torsiunea ovariand induce modificari metabolice
caracterizate prin majorarea cantitatilor markerilor biochimici indicatori ai ischemiei tisulare atat
in ser, cat si in tesutul ovarian. De asemenea, intensificarea activitatiit LDH-P identificata de noi
pare sa fie unul dintre mecanismele care ar conferi rezistenta ovarelor la I/R.

Chiar daca studiul nostru nu a determinat prezenta corelatiilor intre indicii de laborator
studiati in toate loturile experimentale, AIM, LDH-P si lactatul din serul sangvin ar putea avea

utilitate in practica clinica pentru a fi evaluati atunci cand se presupune ischemie ovariana,
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investigatiile nefiind costisitoare si putand fi realizate in cadrul oricarui laborator din institutiile
medicale din tara.
Deci, o pacienta care ar acuza dureri abdominale inferioare si ar avea un nivel seric inalt de

lactat, LDH-P si/sau AIM ar trebui obligatoriu evaluata pentru excluderea torsiunii ovariene.

3.3. Modificarile indicilor stresului oxidativ in torsiunea/detorsiunea ovariana

Ischemia si reperfuzia pot duce la deteriorarea tesuturilor prin mai multe mecanisme,
inclusiv prin cresterea nivelului de SRO si prin producerea, si secretia mediatorilor inflamatori
[139]. Stresul oxidativ este capabil sa provoace leziuni tisulare care se pot finaliza cu necroza sau
apoptoza [44].

Se stie ca efectele ischemiei in diferite tesuturi sunt determinate de durata acesteia, iar multe
dintre leziunile rezultate apar in timpul stadiului de reoxigenare tisulard. Unul dintre procesele cu
impact semnificativ asupra homeostaziei celulare este producerea de radicali liberi ca rezultat al
stresului oxidativ, implicand doud evenimente fiziopatologice majore: ischemia urmata de
reperfuzie si procesul inflamator, care culmineaza cu modificari locale si/sau sistemice [145].

Asa cum NO- este un radical liber foarte instabil [227], timpul de injumatatire estimat al
acestuia in sange fiind de 1,8 milisecunde [228], determinarea directd a acestuia fiind foarte
dificila, s-a decis studierea derivatilor oxidului nitric (cantitatea totald de nitrat si nitrit) conform
protocolului Laboratorului de Biochimie al USMF ,,Nicolae Testemitanu” [196].

In cercetarea noastra nu au fost consemnate diferente intre cantitatea derivatilor oxidului
nitric (DNO) determinate in omogenatul ovarian si in serul sangvin intre loturile martor si control,
p>0,05 (figura 12).

In tesutul ovarian al animalelor care au fost expuse doar manevrei de torsiune s-a observat o
descrestere a cantitatii DNO cu aproximativ 11% (de la 15,941+0,306 umol/g.prot. pana la
14,177+0,189 umol/g.prot., p=0,003) comparativ cu lotul martor (figura 12).

Reperfuzia a determinat o intensificare a producerii DNO in tesut atit in loturile cu
reperfuzie de 1 ord, cat si in cele cu 24 ore de reperfuzie comparativ cu lotul expus doar ischemiei.
Astfel, au fost stabilite cresteri cu aproape 8% 1n lotul cu 1 ora reperfuzie (de la 14,177+0,189
umol/g.prot. pana la 15,254+0,518 umol/g.prot., p>0,05), 14% in lotul cu 1 ora reperfuzie on-off
(de la 14,177+0,189 umol/g.prot. pana la 16,178+0,312 pmol/g.prot., p=0,001), 28% in lotul cu
24 ore reperfuzie simpla (de la 14,177+0,189 umol/g.prot. pana la 18,108+0,420 pumol/g.prot.,
p<0,001) si cu aproximativ 24% in lotul cu 24 ore reperfuzie on-off (de la 14,177+0,189
umol/g.prot. pana la 17,503+0,641 pmol/g.prot., p=0,006).

Concomitent, la distanta (dupa 24 ore) in omogenatul ovarian S-au consemnat cantitati mai

mari ale DNO comparativ cu cele inregistrate in perioada initiala de reperfuzie (dupa 1 ord), cu
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aproximativ 19% in lotul cu 24 ore reperfuzie simpla comparativ cu lotul cu 1 ora reperfuzie simpla
(de la 15,254+0,518 umol/g.prot. pana la 18,108+0,420 pmol/g.prot., p=0,007) si cu aproape 8%
in lotul cu 24 ore reperfuzie controlata comparativ cu lotul cu 1 ora reperfuzie controlata (de la
16,178+0,312 pmol/g.prot. pand la 17,503+0,641 umol/g.prot., p>0,05).

120
100 —
80 —
60 —
40 —
20 —
0
DNO ser (%) DNO omogenat (%)
 martor 100 100
i control 99 101
M 97 89
MI/1 ora RS 107 96
MI/1 ora RC 103 101
u 1/24 ore RS 95 114
1 1/24 ore RC 99 110

Figura 12. Derivatii oxidului nitric din serul sangvin si omogenatul ovarian in
torsiunea/detorsiunea ovariana experimentala
Nota: | — ischemie; RS — reperfuzie simpla; RC — reperfuzie controlata (on-off); DNO — derivatii
oxidului nitric. Diferenta statistic semnificativa comparativ cu:
lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** —p<0,001;
lotul control: # — p<0,05; # — p<0,01; ** — p<0,001;
lotul ischemie: 3 — p<0,05; % — p<0,01; % — p<0,001;
lotul ischemie/1 ora reperfuzie simpla: f — p<0,05; # — p<0,01; B — p<0,001;
lotul ischemie/1 ora reperfuzie controlata: ¢ — p<0,05; *» — p<0,01; **¢ — p<0,001;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie simpla: J — p<0,05; ¥ — p<0,01; & — p<0,001;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie controlata: » — p<0,05; »> — p<0,01; > — p<0,001.

Torsiunea ovarelor a redus cu aproape 3% nivelul DNO 1in serul sangvin (de la 77,991+1,307
umol/L pana la 75,57542,263 umol/L, p>0,05) comparativ cu lotul martor (figura 12).

Comparand rezultatele obtinute in serul sangvin in loturile cu reperfuzie de 1 ora cu cele din
lotul martor, s-a constatat cresterea statistic semnificativd a DNO 1in lotul cu reperfuzie simpla,
unde s-a stabilit un nivel mai inalt al DNO cu aproximativ 7% (de la 77,991£1,307 pmol/L pana
la 83,201+0,654 pmol/L, p=0,041), iar in lotul cu reperfuzie on-off majorarea a fost de circa 3%,
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insa fara vreo semnificatie statistica (de la 77,991+1,307 umol/L pana la 80,256+1,551 umol/L,
p>0,05) (figura 12).

Reperfuzia a sporit producerea DNO 1in ser in perioada initiald (dupa 1 ora de reperfuzie),
cand au fost inregistrate cantitati mai mari. Astfel, comparativ cu lotul de sobolani expus doar
ischemiei ovariene s-a constatat o marire a DNO cu aproape 10% (de la 75,575+£2,263 umol/L
pana la 83,201+0,654 pmol/L, p>0,05) in lotul cu 1 ora reperfuzie simpla si cu 6% (de la
75,575+2,263 umol/L pana la 80,256+1,551 umol/L, p>0,05) in lotul cu reperfuzie on-off.

Cantitatea DNO inregistrata la distantd (dupa 24 ore de reperfuzie) in ser a fost apropiata de
cea masurata in lotul martor. Astfel, nu exista diferente statistic semnificative intre cantitatea DNO
determinatd in loturile cu 24 ore de reperfuzie si lotul martor, p>0,05.

in lotul cu 24 ore reperfuzie simpla s-a observat o diminuare statistic semnificativi a DNO
in ser cu aproximativ 11% (de la 83,201+0,654 pmol/L pana la 74,367+2,121 pmol/L, p=0,027)
comparativ cu lotul cu 1 ora reperfuzie simpla.

S-a determinat o corelatie puternic pozitiva (rs=0,722, p=0,018) intre nivelul DNO din ser si
omogenatul ovarian doar in lotul cu ischemie/1 ora reperfuzie simpla (tabelul A2.1).

Rolul oxidului nitric in afectiunile caracterizate prin ischemie/reperfuzie nu este clar stabilit
ca fiind unul benefic sau unul daunator. Unii autori au sugerat ca NO- exercita un efect favorabil
in afectiuni cu I/R ale diferitor organe, tesuturi si celule, iar alte studii nu raporteaza nici un efect
sau chiar indica o actiune daunatoare a NO- [227].

Radicalul NO- este produs in conditii fiziologice in ovare, iar efectele sale sunt mediate de
GMPc sau prin implicarea in stresul oxidativ [72]. NO- endogen este sintetizat din L-arginina intr-
o reactie de oxidare, catalizatd de enzimele nitric oxid sintaze [229]. In literatura sunt date care
confirmd faptul ca niveluri crescute de NO- si anion superoxid vor determina generarea de
peroxinitrit cu afectarea severa a celulelor, care poate sa duca chiar la moartea acestora [72]. Deci,
in conditiile unui stres oxidativ intens, In care anionul superoxid este sintetizat in cantitati mari,
NO- disponibil se poate reduce semnificativ, fiind utilizat in procesul patologic al formarii
peroxinitritului.

Concomitent, in vivo nitritul este considerat un produs al catabolismului NO- care ar putea
proteja tesutul expus ischemiei. Asa cum a fost precizat anterior, NO* poate fi inactivat datorita
interactiunii cu anionul superoxid, dar se poate si autoxida pana la nitriti si apoi la nitrati. Alte cai
de transformare a oxidului nitric pot fi mediate prin reactii de oxidare cu participarea metalelor
din structura unor proteine. S-a constatat ca proteina ceruloplasmina, care contine cupru, in conditii
fiziologice oxideaza rapid NO- cu producerea de nitriti. Pe langa reactia mediata de ceruloplasmina

si hemoglobina deoxigenata poate transforma rapid NO- in nitrati [229]. Deci, oxidul nitric poate
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fi transformat si in nitrati, si nitriti, care pot fi masurati, si pot oferi date indirecte despre producerea
de NO- in organism.

Cantitatea de nitrati si nitriti este utilizata pe scara larga ca un indice al activitatii enzimeli
nitric oxid sintaza [230]. Totusi, trebuie de precizat faptul ca aportul dietetic de nitrati si nitriti
contribuie, de asemenea, cu aproximativ 30-50% din fondul circulant al acestor anioni. Nitratii se
gasesc in multe alimente, in special in legumele cu frunze verzi. Nitratul ingerat este absorbit in
stomac si intestine, ulterior secretat in concentratii mari de glandele salivare, forméand asa-numita
circulatie enterosalivara a nitratului. Apoi, nitratul este redus la nitrit prin intermediul bacteriilor
facultativ anaerobe din cavitatea bucald, dupa care nitritul este inghitit ca parte a salivei si
reabsorbit la nivel intestinal. Cresterea preconizata a nitritului sistemic dupa ingerarea nitratului
nu este observata daca saliva nu este inghitita, dar expulzata [228].

In multe tipuri de celule nitric oxid sintaza inductibila este indusa de conditii hipoxice [70].
Tuncer A.A. si coaut. (2016) au facut o evaluare imunohistochimica a nitric oxid sintazei si au
remarcat 0 majorare a cantitdtii enzimei la nivelul ovarelor care au fost expuse torsiunii, si
detorsiunii [15]. Totusi, in conditii de ischemie, cand cantitatea de oxigen este redusa esential,
capacitatea nitric oxid sintazei de a genera NO- este compromisa din cauza lipsei oxigenului care
este unul dintre substraturile absolut necesare pentru buna functionare a enzimei [231]. In schimb,
reducerea nitritului la NO- ar putea fi o reactie importanta care sa explice modificarile cantitatii
DNO din cercetarea noastra, observandu-se reducerea acestora cu aproximativ 3% (p>0,05) in ser
si 11% (p=0,003) in omogenat dupa expunerea ovarelor torsiunii pentru o duratd de 3 ore. Deci,
rezistenta ovarelor la ischemie ar putea fi explicata prin capacitatea acestora de a utiliza DNO cu
scopul producerii de oxid nitric, despre care se stie ca este un reglator al functiei mitocondriale, in
concentratii nanomolare inhiband reversibil citocrom c¢ oxidaza, regland formarea SRO si
reducand eliberarea citocromului c, si, respectiv apoptoza [231].

Astfel, trebuie de precizat faptul ca citokinele proinflamatorii, conditiile de hipoxie si
acidoza pot induce in tesuturi, endoteliu si eritrocite expresia enzimei xantin oxido-reductaza care
poate utiliza nitritul pentru a produce oxidul nitric [228]. Astfel, cercetatorii au demonstat ca
nitritul este o moleculd de semnalizare intrinsecé care este redusd la NO- in timpul ischemiei si
care la reperfuzie limiteaza apoptoza si citotoxicitatea [231].

Lucrarea lui Waltz P. si coaut. (2015) prezinta date despre faptul ca in timpul ischemiei
nitritul mediaza citoprotectia prin inhibarea activitatii complexului I al lantului transportator de
electroni prin S-nitrozare, scazand astfel producerea de SRO si prevenind modificarile
permeabilitatiic membranelor mitocondriale, si eliberarea citocromului c, inclusiv, reducand

potentialele efecte daunatoare ale reperfuziei [228].
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In literatura de specialitate sunt date care confirma faptul ca producerea de oxid nitric si
peroxinitrit este accelerata in caz de ischemie urmata de reperfuzie [15]. Cercetatorii au stabilit ca
in prezenta oxidantilor, cum ar fi radicalii superoxid si peroxidul de hidrogen, NO- poate fi oxidat
la anionul peroxinitrit si dioxidul de azot, care vor intensifica leziunile oxidative [228].

Datele literaturii referitor la efectele NO- in contextul leziunii I/R sunt controversate, pe de
o parte sunt mentionate efectele citotoxice, pe de alta parte se sugereaza efectul benefic, protector
[70]. Aceste contradictii sunt cel mai probabil datorate faptului ca rezultatul actiunii NO- este
dependent de concentratia acestuia [64], iar o producere excesiva sau dimpotriva, o diminuarea a
sintezei in diverse conditii experimentale in diferite cercetari ar duce si la concluzii variate si
contradictorii.

Studiul experimental efectuat de Sakin O. si coaut. (2019) a scos in evidenta faptul ca NO-
este un vasodilatator puternic, avand un rol important in afectarea tisulard ovariana conditionata
de I/R. Acestia au concluzionat ca protectia mediata de NO- este datorata actiunii GMPc, deoarece
utilizand inhibitori ai fosfodiesterazei-5 (PDE-5), enzima care catabolizeaza GMPc, au observat
reducerea leziunilor provocate de ischemie/reperfuzie in ovare. O crestere a nivelului de GMPc
asigura o relaxare musculara treptatd si o majorare a fluxului sangvin spre tesut [232]. Rezultate
similare au inregistrat si Sahin C. si coaut. (2020). Ei au raportat faptul ca inhibitorii de PDE-5
faciliteaza acumularea de GMPc in celule. Aceastad crestere de GMPc, pe langa efectul
vasodilatator, ar atenua peroxidarea lipidelor si ar reduce activitatea NADPH oxidazei, una dintre
principalele surse SRO in conditii de stres oxidativ [219]. Deci, protectia mediata de NO- este
strans legata de nivelul de GMPc intracelular, iar o reducere a cantitatii acestui mesager secund ar
favoriza amplificarea leziunilor.

In literatura stiintifici sunt date care indica faptul cd micsorarea cantititii de glutation in
celulele endoteliale duce la o descrestere a sintezei NO-, iar acest efect este, probabil, legat de o
reducere nespecificd a capacitatii redox a celulelor [77]. Supraincarcarea celulelor cu SRO duce la
care se cunoaste cd lezeaza sever celulele. Scaderea disponibilitatii NO- duce la o redistribuire a
circulatiei in perioada de reperfuzie, cunoscut ca ,.fenomen non-reflux”, care conduce la
deteriorarea tesuturilor [143].

Similar cu unele date din literatura de specialitate [233] si in cercetarea noastra ischemia a
redus cantitatea DNO atat in ser, cat si in omogenat. Kobayashi J. si coaut. (2018) au indicat faptul
ca nivelurile de nitriti ai tesuturilor scad dupa 0 ischemie persistentd in ficat, inima si muschii
scheletului, indicand epuizarea nitritului in timpul ischemiei. Nitritul din tesut serveste ca un
rezervor si donator de NO- in conditii de hipoxie si acidoza, care are un rol important in protejarea

celulelor si tesuturilor in timpul Intreruperii circulatiei sangvine, inducand vasodilatatia, reducand
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consumul de oxigen prin inhibarea complexelor mitocondriale I, IV si V, deschizand canale de K*
dependente de ATP, prevenind eliberarea citocromului ¢ si blocand deschiderea mPTP. Exista
studii care au demonstrat ca nitritul administrat oral, intraperitoneal sau intravenos atenueaza
leziunile induse de I/R asupra inimii, creierului, rinichilor si ficatului. Acest lucru sugereaza faptul
ca nitritii endogeni confera tolerantd la ischemie. Prin urmare, administrarea profilactica de nitriti
poate fi eficienta in protejarea tesuturilor de I/R [233]. Concomitent, putem presupune ca rezistenta
ovarelor la ischemie ar putea fi datorata capacitatii acestora de a utiliza eficient DNO, asa cum am
observat ca acestia sunt consumati dupd manevra de torsionare, cantitatea lor scazand semnificativ
in omogenat comparativ cu lotul martor.

Kobayashi J. si coaut. (2018) sustin faptul ca nitritul protejeaza tesuturile hipoxice impotriva
leziunilor de reperfuzie, limitand generarea de SRO prin S-nitrozilarea subunitatii ND3 a
complexului 1, care devine susceptibila la aceasta modificare numai in timpul ischemiei [233].

Totusi, nu toate studiile raporteazd diminuarea DNO 1n conditiile unei torsiuni ovariene.
Ergun Y. si coaut. (2010) au constatat majorareca DNO 1in lotul cu animale expus doar torsiunii
ovariene atat in ser, cat si in tesut comparativ cu lotul de animale fara TO [234]. Acest fapt poate
fi datorat diferentelor ce existd intre cercetarea noastra si cea a lui Ergun Y. si coaut. (2010) legate
de procedura de torsionare. In cercetarea noastra ischemia ovarian a fost provocati prin rasucirea
anexei de 3 ori in directia acelor de ceasornic, ceea ce constituie aproximativ 1080°, pe cand in
cealalta lucrare este mentionat ca rotirea anexei a fost realizata la 360°. Shalev J. si coaut. (2001)
au aratat prin masurari ale fluxului sangvin la Doppler ca acest grad de torsionare nu este insotit
de intreruperea definitivd a fluxului sangvin [235]. Deci, o torsionare de 360° nu ar opri
alimentarea cu oxigen a tesutului. In aceste conditii, enzima NOS, dispunand de oxigen, va
produce oxid nitric, concomitent crescand st DNO.

O explicatie a cresterii cantitatii DNO 1in serul sangvin si omogenatul ovarian constatata dupa
1 ora de reperfuzie atat simpla, cat si controlata comparativ cu lotul de animale expuse doar
ischemiei ovariene din cercetarea noastra ar putea fi cd nitric oxid sintazele isi intensifica
activitatea. Unii cercetatori presupun ca un rol important in acest proces il are fenomenul de
vasoconstrictie, indus de o intensificare a activitatii sistemului nervos simpatic dupa procedura de
torsiune/detorsiune, cu o reducere a fluxului sangvin spre tesuturi si organe. Aceasta ipoteza a fost
postulatd de Tuncer A.A. si coaut. (2016), care in felul acesta au argumentat cresterea cantitatii de
nitric oxid sintazd (NOS) in ovarul contralateral celui expus torsiunii/detorsiunii ovariene [15].
Astfel, dupa restabilirea fluxului sangvin spre ovare se asigura si necesarul de oxigen pentru
enzima NOS care va genera oxid nitric, crescand concomitent si cantitatea substantelor derivate

din acest radical liber.
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In studiul nostru observim majorarea DNO in omogenatul ovarian mai exprimat la distanti
(dupa 24 ore) decat in perioada initiala (dupa 1 ord) de la restabilirea fluxului sangvin. Rezultate
similare au fost inregistrate de Beyazit F. si coaut. (2018), care au raportat cresteri ale DNO 1n
tesutul ovarian dupa aplicarea torsiunii ovariene pentru 3 ore si detorsiunii pentru 6 ore comparativ
cu lotul de animale fara torsiune [236]. Alte cercetari au aratat ca si o perioada de reperfuzie de 3
ore a fost suficientd pentru a induce producerea statistic semnificativd a DNO in tesutul ovarian
[237]. Este foarte probabil ca in perioada initiala de revascularizare NO- sa fie consumat pentru
producerea de peroxinitrit si intensificarea leziunilor oxidative, iar odata cu trecerea timpului sa
diminueze producerea de anion superoxid, respectiv cu micsorarea cantitatii de peroxinitrit, astfel
incat NO- sa fie transformat in DNO, a caror cantitate va creste.

Noi am constatat faptul ca dupa 1 ora de la restabilirea fluxului sangvin atat in tipul simplu,
cét si controlat de reperfuzie cantitatea DNO in omogenat s-a modificat statistic nesemnificativ
comparativ cu lotul martor, presupunand ca in prima faza a reperfuziei NO- ar fi preponderent
implicat in generarea de peroxinitrit, asa cum restabilirea circulatiei sangvine este insotita si de
intensificarea producerii de anion superoxid.

Unii cercetatori postuleaza faptul ca Pcl atenueaza efectele I/R prin reintroducerea treptata
a oxigenului in tesuturile ischemice si prin diluarea metabolitilor toxici. Cu toate acestea, s-a
descoperit ca Pcl activeaza calea RISK, cunoscuta ca si calea kinazei de salvare a leziunilor de
reperfuzie, care implica si semnalizarea mediata de NO-. Acest lucru a fost verificat prin studii de
inhibare farmacologicd a componentelor caii RISK si prin masurarea nivelurilor, si activitatilor
enzimatice ale nitric oxid sintazei endoteliale, si nitric oxid sintazei inductibile [233]. A fost
demonstrat in cercetari pe animale ca oxidul nitric endogen produs de nitric oxid sintaza
endoteliala este implicat in postconditionarea ischemica. Inhibarea farmacologica a activitatii
nitric oxid sintazei endoteliale a redus considerabil efectele protectoare ale postconditionarii. in
schimb, multe studii au demonstrat efectele citoprotectoare ale administrarii unui donator de oxid
nitric in primele minute de reperfuzie, desi acest efect al donatorilor de oxid nitric nu este observat
in mod constant. Se stie ca oxidul nitric activeaza guanilat ciclaza care duce la generarea de GMPc
si la activarea ulterioara a protein kinazei dependente de GMPc (PKG) [237], care, probabil asigura
protectia la aplicarea reperfuziei controlate prin intarzierea normalizarii pH-ului celular datorita
inhibarii PKG-dependente a pompei Na'/H* [239]. Inserte J. si coaut. (2013) au demonstrat ca
postconditionarea ischemica si cresterea semnalizarii GMPC/PKG dependenta de NO- se datoreaza
si formarii unor cantitati reduse de anion superoxid la debutul reperfuziei, cu diminuarea oxidarii
tetrahidrobiopterinei, cofactor necesar pentru activitatea enzimei NOS, ceea ce reduce decuplarea
NOS si creste disponibilitatea NO- [239].
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Astfel, NO- poate avea un rol dual in afectiuni caracterizate prin I/R, iar efectele sale ar putea
fi dependente atat de concentratia acestuia, cit si a altor radicali. In conditiile in care sunt produse
cantitati mari de anioni superoxid cu depasirea capacitatilor enzimelor antioxidante din prima linie
de a asigura o protectia eficientd, NO- ar avea un potential lezional sporit datorita implicarii in
formarea de peroxinitrit. Putem presupune ca o functionare adecvata a enzimelor antioxidante cu
neutralizarea radicalului superoxid ar avea efecte benefice evidente prin asigurarea unei
tisulare, inclusiv in momentul reperfuziei. Deci, 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 Tnsemna si o cantitate mai mica de peroxinitrit care se genereaza, respectiv cu
diminuarea injuriilor tesuturilor.

Leziunea cauzata de ischemie/reperfuzie este cunoscutd ca fenomenul in timpul caruia are
loc deteriorarea celulelor unui organ cauzata de hipoxie, care este paradoxal exacerbatd dupa
restabilirea aproviziondrii cu oxigen. Acest proces este unul dinamic care implicd doua faze
interdependente, si anume, afectarea ischemica locala si leziunea de reperfuzie mediatd de
inflamatie. Acest concept a fost demonstrat in mai multe sisteme si organe, cum ar fi sistemul
nervos central, ficatul, inima, plamanul, intestinul, muschiul scheletic si rinichii [227].

PPOA-urile sunt o familie de compusi proteici oxidati, care sunt formati prin reactia
proteinelor plasmatice cu oxidanti clorurati. In vivo, generarea de oxidanti clorurati este o
caracteristicd a celulelor fagocitare care poseda mieloperoxidazd, singura enzima care este
capabila sa produca un oxidant de acest tip [115].

In cercetarea noastra nu au fost stabilite diferente statistic semnificative intre cantitatile de
PPOA obtinute in loturile martor si control atat in omogenat, cat si in ser, p>0,05 (figura 13).

Torsiunea ovariand a indus intensificarea producerii de PPOA in tesut cu aproximativ 26%
(de la 5,695+0,246 pumol/g.prot. pana la 7,183+0,495 pmol/g.prot., p>0,05) comparativ cu lotul
martor. Reperfuzia atat simpla, cat si controlatda a amplificat sinteza de PPOA, astfel cd in
omogenat au fost inregistrate majorari cu aproape 66% in lotul cu 1 ora reperfuzie simpla (de la
5,695+0,246 pumol/g.prot. pana la 9,434+0,236 pumol/g.prot., p<0,001), 48% in lotul cu 1 ora
reperfuzie controlata (de la 5,695+0,246 pmol/g.prot. pana la 8,401+£0,407 pmol/g.prot., p=0,001),
70% in lotul cu 24 ore reperfuzie simpla (de la 5,695+0,246 umol/g.prot. pana la 9,660+0,125
umol/g.prot., p<0,001), 69% in lotul cu 24 ore reperfuzie controlatd (de la 5,695+0,246
umol/g.prot. pana la 9,617+0,130 pmol/g.prot., p<0,001) comparativ cu lotul martor (figura 13).
Astfel, se observa ca reperfuzia on-off nu a prevenit cresterea PPOA in omogenatul ovarian.

Comparativ cu lotul cu ischemie ovariand s-a atestat o majorare a PPOA 1in tesut cu

aproximativ 31% in lotul cu 1 ora reperfuzie simpla (de la 7,183+0,495 pmol/g.prot. pana la
62



9,434+0,236 pmol/g.prot., p=0,016), 17% in lotul cu 1 ora reperfuzie on-off (de la 7,183+0,495
umol/g.prot. pana la 8,401+£0,407 pmol/g.prot., p>0,05) si, respectiv cu 34% in loturile cu 24 ore
reperfuzie atat simpla (de la 7,183+0,495 pmol/g.prot. pana la 9,660+0,125 pmol/g.prot.,
p=0,008), cat si controlata (de la 7,183+0,495 pumol/g.prot. pana la 9,617+0,130 umol/g.prot.,
p=0,009).
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| control 100 102
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Figura 13. Produsii proteici de oxidare avansata din serul sangvin si omogenatul ovarian in
torsiunea/detorsiunea ovariana experimentala

Nota: | — ischemie; RS — reperfuzie simpla; RC — reperfuzie controlata (on-off); PPOA — produsii

proteici de oxidare avansata. Diferenta statistic semnificativa comparativ cu:

= lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** —p<0,001,

lotul control: # — p<0,05; # — p<0,01; #* — p<0,001;

lotul ischemie: 8 — p<0,05; % — p<0,01; % — p<0,001;

lotul ischemie/1 ora reperfuzie simpla: P — p<0,05; # — p<0,01; P — p<0,001;

lotul ischemie/1 ora reperfuzie controlata: ¢ — p<0,05; *» — p<0,01; **¢ — p<0,001;

lotul ischemie/24 ore reperfuzie simpla: J — p<0,05; ¥ — p<0,01; & — p<0,001;

lotul ischemie/24 ore reperfuzie controlata: » — p<0,05; »> — p<0,01; > — p<0,001.

Torsiunea ovariana a crescut cantitatea de PPOA in serul sangvin cu peste 20% (de la
26,415+1,028 umol/L pana la 31,885+0,734 pumol/L, p=0,007) comparativ cu lotul martor.
Evaluarea atat dupa 1 ora, cat si dupa 24 ore a reperfuziei simple a aratat o sporire a sintezei PPOA

in ser cu aproape 27% (de la 26,415+1,028 pmol/L pana la 33,412+1,092 pmol/L, p=0,003),
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respectiv 26% (de la 26,415+1,028 umol/L pana la 33,234+0,598 umol/L, p=0,001) comparativ
cu lotul martor. Reperfuzia on-off nu a determinat majorari statistic semnificative ale PPOA in
serul sangvin comparativ cu lotul martor, p>0,05 (figura 13).

Comparativ cu lotul cu ischemie ovariana in loturile cu reperfuzie simpla s-au consemnat
valori mai mari ale PPOA in ser cu doar 4% (de la 31,885+0,734 umol/L pana la 33,412+1,092
umol/L dupa 1 ora, p>0,05, respectiv pana la 33,234+0,598 pmol/L dupa 24 ore de reperfuzie,
p>0,05).

In loturile cu reperfuzie controlata s-a inregistrat o reducere statistic semnificativa a cantitatii
de PPOA in ser comparativ cu lotul expus doar ischemiei ovariene cu aproape 13% dupa 1 ora,
respectiv cu 17% dupa 24 ore (de la 31,885+0,734 umol/L pana la 27,824+0,495 umol/L dupa 1
ora, p=0,005, respectiv pana la 26,580+0,569 pmol/L dupa 24 ore, p<0,001).

in loturile cu reperfuzie controlati comparativ cu loturile cu reperfuzie simpla au fost notate
valori statistic semnificativ mai mici de PPOA 1in serul sangvin cu aproape 17% dupa 1 ora (de la
33,412+1,092 pmol/L in lotul cu 1 ora reperfuzie simpla pana la 27,824+0,495 umol/L in lotul cu
1 ora reperfuzie controlata, p=0,007), respectiv cu 20% mai mici dupa 24 ore (de la 33,234+0,598
umol/L in lotul cu 24 ore reperfuzie simpla pana la 26,580+0,569 pumol/L in lotul cu 24 ore
reperfuzie cotrolata, p<0,001).

A fost identificatd o corelatie puternic negativa (rs=-0,770, p=0,009) intre cantitatea de
PPOA din serul sangvin si omogenatul ovarian doar in lotul cu ischemie/24 ore reperfuzie
controlata (tabelul A2.1).

Se cunoaste ca leziuni noi apar in timpul reoxigenarii din cauza amplificarii sintezei SRO de
catre celulele epiteliale, endoteliale, trombocite, cat si de catre leucocitele activate care ajung in
zona afectatd [140]. Ozlem K. si coaut. (2018) precizeaza faptul cd in torsiunea ovariana
neutrofilele vor infiltra organul si vor intensifica sinteza de SRO [43], printre care si SRO
clorurate, cu majorarea ulterioard a PPOA.

Melekoglu R. si coaut. (2018), studiind parametrii histopatologici in ischemia/reperfuzia
ovariand, au confirmat infiltarea cu leucocite polimorfonucleare a tesutului ovarian supus
procedurii I/R [165]. Celik Kavak E. si coaut. (2018) in cercetarea lor au aratat o crestere statistic
semnificativa a numarului de celule inflamatorii in ovarele supuse I/R comparativ atat cu lotul de
animale fara TO, cat si cu lotul de animale expuse doar TO pentru 3 ore [27]. Astfel, un eveniment
important dupa detorsiune, pe langa faptul cd se asigura restabilirea fluxului sangvin, esentiala
pentru a preveni necroza, este faptul ca se predispun ovarele unui proces inflamator, care poate
agrava leziunile deja existente, cauzate doar de ischemie.

Se cunoaste faptul ca ischemia induce modificari tisulare care odata cu reperfuzia face

organul sa fie mai susceptibil la inflamatie. Astfel, dupa reperfuzie, neutrofilele acumulate duc la
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eliberarea de SRO, respectiv la stres oxidativ [28]. Activitatea crescuta a leucocitelor
polimorfonucleare, care ajung in numar mare in regiunea ischemica, are un rol important in
deteriorarea celulara postreperfuzie [46].

Sunt date care indica faptul ca gradul de leziune postreperfuzie a fost asociat cu gradul de
activare a neutrofilelor si infiltrarea de catre acestea a tesuturilor [46].

Studiile in vitro au aratat ca o sursa de PPOA poate fi expunerea albuminei la acidul
hipocloros, iar formarea PPOA fiind corelata cu concentratia de oxidant clorurat adaugat, ceea ce
a si dus la concluzia ca PPOA-urile rezulta din interactiunea dintre oxidanti si proteinele
plasmatice [115]. Totusi, modificarile structurale ale albuminei pot duce la formarea atat de PPOA,
cat si de AIM. Cercetatorii evidentiaza faptul ca PPOA sunt generate prin mecanism proinflamator,
pe cand AIM sunt mai degraba un produs final al stresului oxidativ [118].

Valori de referinta ale PPOA pentru subiectul sanatos nu sunt disponibile in literatura [114].

Au fost remarcate mai multe enzime care sunt implicate in procesul patologic, printre care
este si MPO. Aceasta genereaza oxidanti clorurati, care interactioneazd cu proteinele,
modificaindu-le structura si transformandu-le in PPOA [111]. In literatura este precizat faptul ci
neutrofilele produc leziuni tisulare insotite de inflamatie, care sunt legate de un nivel inalt al MPO,
iar o interventie care ar asigura o inhibare a producerii enzimei de catre PNL ar reduce semnificativ
prejudiciile determinate de I/R [46].

Importanta utilizarii anumitor substante cu efect antiinflamator cu scopul diminuarii
leziunilor I/R ovariene este reflectata in mai multe cercetari. Astfel, Osmanagaoglu M.A. si coaut.
(2012) au raportat diminuarea infiltrarii ovarelor cu celule proinflamatoare si reducerea leziunilor
oxidative dupa administrarea metilprednisolonului [29], iar Kumbasar S. si coaut. (2016) au
demonstrat ca metamizolul sodic poate diminua afectarea postreperfuzie a ovarelor [46].

Majorarea atat a expresiei genice, cat si a activitatii MPO in torsiunea ovariand a fost
confirmata de studiul efectuat de Kumbasar S. si coaut. (2016), care, concomitent, a observat si 0
crestere a PNL 1in tesutul ovarian al sobolanilor expusi fenomenului I/R comparativ cu lotul de
animale sandtoase [46]. O intensificare a activitatii MPO si o majorare a PNL in tesutul ovarian
supus I/R au fost identificate si in lucrarea publicata de Cadirci E. si coaut. (2010) [240]. Aceleasi
constatari au fost facute si de Yapca O.E. si coaut. (2014), aratand ca activitatea MPO sporeste
mai mult in tesutul ovarian expus I/R comparativ cu tesutul sanatos [24]. Concomitent, Ersoy G.S.
si coaut. (2016) au scos in evidenta faptul ca si dupa 24 ore de la restabilirea fluxului sangvin spre
un ovar ischemizat pentru 3 ore, activitatea MPO in tesut se mentine inalta semnificativ comparativ
cu lotul de animale fara torsiune ovariana [241]. Datele publicate de Sapmaz-Metin si coaut.

(2013) au aratat intensificarea activitatii MPO si in serul animalelor expuse torsiunii ovariene, cu
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0 continud majorare la aplicarea detorsiunii pentru o perioada de 24 ore. Totusi, diferentele
inregistrate intre loturile experimentale au fost statistic nesemnificative [242].

Deci, MPO prin actiunea sa este capabila sa genereze SRO care, 1n acelasi timp, vor mari si
nivelul de PPOA [111] chiar si dupa 24 ore de la inlaturarea torsiunii.

In cercetarea noastra, odati cu inducerea ischemiei ovariene a crescut cantitatea de PPOA
atat in ser, cu aproximativ 21%, cat si iIn omogenat, cu aproape 26% (figura 13), rezultatele noastre
fiind in concordanta cu datele din literatura de specialitate, Uyanikoglu H. si coaut. (2018) stabilind
nivelurile serice de PPOA mai mari la pacientele cu torsiune ovariana comparativ cu lotul de femei
sanatoase [192]. Aceasta majorare serica a PPOA sustine faptul ca torsiunea ovariana este insotita
de acumularea de neutrofile, intensificarea activitatii MPO, eliberare de oxidanti clorurati si
inflamatie. Aceasta explicd de ce In anumite cercetari experimentale au fost consemnate rezultate
favorabile in urma administrarii de substante cu efect antiinflamator in lotul de animale supuse
torsiunii ovariene comparativ cu alte loturi de animale cu torsiune, dar care nu au primit tratament
medicamentos, autorii constatand 0 reducere a infiltrarii organului cu PNL, respectiv si a semnelor
histologice ale inflamatiei [29, 46].

In studiul nostru am inregistrat cantititi mai mici cu aproape 20% (p<0,01) de PPOA in ser
in loturile cu reperfuzie controlata comparativ cu loturile cu reperfuzie simpla, ceea ce sugereaza
o diminuare a producerii de oxidanti clorurati la aplicarea manevrei on-off, aceasta, posibil, fiind
determinatd de implicarea unui numar mai mic de neutrofile in procesul patologic.

In literatura de specialitate, pe langa faptul ci PPOA sunt prezentate ca structuri proteice
modificate in rezultatul intensificarii stresului oxidativ, cu participarea PNL, mai sunt descrise si
ca niste compusi ce au actiuni negative directe, amplificand raspunsul inflamator [111, 221].
Referitor la acest aspect, Piwowar A. (2010) precizeaza ca PPOA deja formate pot interactiona cu
neutrofilele prin intermediul unor receptori specifici, cunoscuti ca RAGE. Aceasta va amplifica
activitatea MPO si NADPH oxidazei, care vor majora SRO, iar prin actiunea MPO si concentratia
de acid hipocloros produs, astfel accelerandu-se transformarea proteinelor in PPOA cu cresterea
cantitatii acestor produsi [111].

Un nivel seric mai mic al PPOA in loturile on-off comparativ cu loturile cu reperfuzie simpla
indica faptul ca s-ar putea de prevenit prin reperfuzia controlata atat aparitia leziunilor
suplimentare ale ovarelor, cat si afectarea altor organe si tesuturi situate la distantd de ovarul
afectat prin limitarea activarii neutrofilelor prin mecanism PPOA-RAGE-dependent. Prin urmare,
este foarte probabil ca aplicarea tehnicii on-off in managementul torsiunii ovariene s aiba un efect
protector asupra organelor si tesuturilor, reducand producerea de oxidanti clorurati si intensitatea

reactiilor inflamatoare in care sunt implicate PPOA [221].
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Dupa 1 ora de reperfuzie controlata cantitatea de PPOA in omogenatul ovarian a fost mai
mica comparativ cu cea masuratd dupa 24 ore de la restabilirea fluxului sangvin, acesta fiind un
indiciu al faptului ca manevra on-off ar avea o actiune protectoare in perioada initiald (dupa 1 ora).
Asa cum dupa 24 ore de la detorsionare nu se observa diferente statistic semnificative Intre valorile
PPOA din cele doua loturi experimentale, una dintre concluzii este ca singura, procedura on-off,
nu este capabild sd preintampine intru totul exacerbarea leziunilor oxidative [221], posibil,
impunandu-se 1n acest caz si administrarea concomitentd de substante cu proprietati antioxidante
sau antiinflamatoare, asa cum in mai multe cercetari experimentale s-au aratat efecte benefice in
urma utilizarii lor [29, 45, 46, 48, 242-244].

Asa cum a fost stabilit de Piwowar A. (2010), PPOA pot genera un raspuns inflamator,
interactionand cu receptorii RAGE [111] despre care se stie ca se afla si pe membranele celulelor
ovariene [245]. Astfel, cantitatile inalte de PPOA care au fost masurate dupa 24 ore de reperfuzie
in tesutul ovarian pot fi datorate unei intensificari a raspunsului inflamator din cauza interactiunii
PPOA, deja formate, cu RAGE 1in perioada initiala de dupa detorsiune (dupa 1 ord). Deci, s-ar
putea presupune existenta unui cerc vicios in care majorarea PPOA stimuleaza producerea altor
PPOA in tesut, care vor fi ulterior identificate dupa 24 ore de la detorsionarea ovarelor [221].

In literatura de specialitate sunt date care mentioneaza faptul ca nivelul proteinelor oxidate
reflectda echilibrul dintre rata de oxidare a proteinelor si rata de degradare a acestor molecule
oxidate. Acest echilibru este determinat de numerosi factori printre care sunt cei care duc la
formarea de SRO, pe de o parte, si cei legati de cantitatea si/sau activitatea proteazelor care
degradeaza proteinele modificate oxidativ [107]. Deci, mentinerea cantitatilor crescute de PPOA
si AIM dupa 24 de ore de reperfuzie in cele 2 loturi care au fost evaluate la distanta ar putea fi
datorata si vitezei diferite de degradare, in conditiile in care proteazele sunt de natura proteica,
astfel Incat sunt susceptibile si ele la deteriorare Tn momentul in care sunt expuse stresului oxidativ.

Deoarece rezultatele inregistrate nu au aratat corelatii intre cantitatea de PPOA din serul
sangvin si omogenat decat in lotul cu 24 ore reperfuzie controlata, schimbdrile care au loc in tesut
in torsiunea ovariand nu pot fi apreciate in baza nivelului de PPOA din ser, asa cum o descrestere
a PPOA 1in ser nu a fost insotita de o diminuare similara in tesut [221].

Datorita faptului cd nivelul de PPOA a fost mai mare in loturile cu reperfuzie simpla
comparativ cu loturile cu reperfuzie controlatd, putem considera cd manevra on-off, aplicata in
tratamentul torsiunii ovariene, ar putea reduce producerea de SRO, astfel preintampinand leziunile
suplimentare datorate restabilirii fluxului sangvin [221].

Nu au fost Inregistrate diferente statistic semnificative intre cantitatile de AGE obtinute in

loturile martor si control atat in ser, cat si in omogenat, p>0,05 (tabelul 3).
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Tabelul 3. Efectul torsiunii/detorsiunii ovariene asupra cantititii produsilor finali de
glicare avansata din serul sangvin si omogenatul ovarian

AGE
Loturi de studiu
ser, ng/L omogenat, pg/g.prot.

Martor 224,913£6,490 37,930+0,882

(100%) (100%)
Control 225,262+4,143 38,580+0,596

(100%) (103%)
Ischemie 231,387+3,563 45,056x1,707

(103%) BBB 000 [1F ooo (119%) * # BB 137 o0

Ischemie/1 ora reperfuzie 346,757+1,009 68,142+1,114
simpla (154%) *** ### 555 g0 J voo (180%%0) *** ### 355 voo
Ischemie/1 ora reperfuzie 328,763+3,299 46,917+5,896
controlata (on-off) (146%0) *** ### 555 pp 1T oo (124%)"
Ischemie/24 ore reperfuzie 363,473+3,754 74,175+1,463
simpla (162%) *** ### 355 B o9 vov (196%) *** ### 555 ¢ voo
Ischemie/24 ore reperfuzie 307,913+1,415 56,356+1,454
controlata (on-off) (137%) *** ### 555 BB 00 JIT (149%) *** ### 55 ppp 1y

Nota: AGE — produsi finali de glicare avansata. Diferentd statistic semnificativa comparativ cu:
= lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** —p<0,001;

= |otul control:* — p<0,05; *#* — p<0,01; *# — p<0,001;

= Jlotul ischemie: 3 — p<0,05; % — p<0,01; % — p<0,001;

= lotul ischemie/1 ora reperfuzie simpla: P — p<0,05; # — p<0,01; #% — p<0,001;

= |otul ischemie/1 ora reperfuzie controlata: ¢ — p<0,05; % — p<0,01; *»¢ — p<0,001;

= lotul ischemie/24 ore reperfuzie simpla: / — p<0,05; I — p<0,01; I — p<0,001;

» Jotul ischemie/24 ore reperfuzie controlata: » — p<0,05; »> — p<0,01; > — p<0,001.

Torsiunea ovariana a amplificat formarea de AGE in omogenat cu circa 19% comparativ cu
lotul martor, p=0,031. Reperfuzia simpla s-a remarcat ca un factor ce induce producerea de AGE,
care s-au majorat cu aproape 80% in lotul cu 1 ora reperfuzie, respectiv cu aproximativ 96% in
lotul cu 24 ore reperfuzie comparativ cu lotul martor, p<0,001 (tabelul 3).

La aplicarea manevrei on-off AGE au manifestat o tendintd de crestere in tesutul ovarian cu
aproape 24%, p>0,05, in lotul cu 1 ora reperfuzie si s-au majorat semnificativ cu aproximativ 49%,
p<0,001, in lotul cu 24 ore reperfuzie comparativ cu lotul martor. Reperfuzia s-a evidentiat prin
intensificarea generarii de AGE in tesutul ovarian, fenomenul fiind mai pronuntat in tipul simplu
decat in cel controlat, fapt confirmat de cresterile observate cu 80% Vvs. 24% dupa 1 ora, diferenta
intre loturi fiind, insa, statistic nesemnificativa, p>0,05, si, respectiv 96% Vvs. 49% dupa 24 ore,
p<0,001 (tabelul 3).

Ischemia ovarelor a marit nesemnificativ producerea de AGE cu o augmentare a cantitatilor
acestora in ser cu aproape 3% comparativ cu lotul martor, p>0,05. Reperfuzia a avut un efect mai

exprimat, Inregistrandu-se majorari semnificative. Astfel, AGE au crescut in ser cu aproximativ

54% in lotul cu 1 ora reperfuzie simpla, 46% in lotul cu 1 ora reperfuzie on-off, 62% in lotul cu 24
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ore reperfuzie simpla si 37% 1in lotul cu 24 ore reperfuzie on-off comparativ cu lotul martor,
p<0,001. In acelasi timp, s-a observat ci sporirea cantitatilor de AGE in loturile cu reperfuzie
simpla a fost mai pronuntatd comparativ cu cele cu reperfuzie controlata, dupa cum urmeaza: 54%
vs. 46% dupa 1 ora, diferenta atestata intre loturi fiind statistic semnificativa (p=0,004), respectiv
62% vs. 37% dupa 24 ore (p<0,001) (tabelul 3).

Comparativ cu lotul expus doar ischemiei ovariene dupa reperfuzie au fost consemnate
cresteri ale AGE in ser cu aproape 50% 1in lotul cu 1 ora reperfuzie simpla (de la 231,387+3,563
ug/L pana la 346,757+1,009 pg/L, p<0,001), 42% in lotul cu 1 ora reperfuzie controlata (de la
231,387+3,563 pg/L pana la 328,763+3,299 ug/L, p<0,001), 57% in lotul cu 24 ore reperfuzie
simpla (de la 231,387+3,563 pg/L pana la 363,473+3,754 ug/L, p<0,001) si cu aproximativ 33%
in lotul cu 24 ore reperfuzie controlata (de la 231,387+3,563 pg/L pana la 307,913+1,415 pg/L,
p<0,001).

S-a inregistrat o corelatic moderat negativa (rs=-0,661, p=0,038) intre nivelul de AGE din
ser si omogenat doar in lotul de control (tabelul A2.1).

AGE, numite si ,,glicotoxine”, sunt produse secundare ale reactiei Maillard, unde gruparea
carbonil a carbohidratilor interactioneaza non-enzimatic cu lipidele sau cu gruparea amino din
proteine. Concomitent, trebuie de precizat cd AGE-urile pot fi formate endogen de catre organism
sau pot avea origine exogena la fumatori sau prin aportul unor alimente care contin niveluri ridicate
de AGE, cum ar fi produsele fast-food [246].

Una dintre constatarile noastre este ca ischemia ovariana a indus formarea de AGE, fapt
confirmat printr-o majorare a acestui biomarker in toate loturile cu torsiune ovariana atat in Ser,
cat si in tesut. Rezultatele noastre sunt similare cu datele din literatura de specialitate unde se
raporteaza faptul ca stresul oxidativ si hipoxia accelereaza generarea de AGE [247].

Deci, maladia este insotita de amplificarea producerii SRO, asa cum cercetarile deja au
demonstrat legatura dintre intensificarea stresului oxidativ si generarea de AGE in diferite
patologii [109].

Detorsionarea ovarelor cu restabilirea circulatiei sangvine au avut ca rezultat marirea
concentratiilor de AGE atat in ser, cat si in omogenat, ceea ce indica faptul ca s-a amplificat stresul
oxidativ. Concomitent, rezultatele noastre au aratat niveluri de AGE mai mari in loturile cu
reperfuzie simpla comparativ cu cele carora li s-a aplicat manevra on-off. Deci, procesele oxidative
au fost mai putin exprimate prin postconditionarea ischemicd ovariana care a fost aplicatd in
primele secunde.

In acelasi timp, inregistririle noastre reliefeaz faptul ci aplicarea reperfuziei controlate este
benefica ovarului in etapa initiala de tratament, majorarea AGE fiind mai exprimata la distanta,

dupa 24 ore comparativ cu datele consemnate dupa 1 ora. Astfel, este evident faptul ca singura
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tehnica on-off nu este capabild sd asigure o protectie deplina si de duratd impotriva SO, fiind
necesare si alte actiuni terapeutice. Totusi, comparand concentratiile de AGE din loturile evaluate
la 24 ore dupa revascularizare, se observa o sinteza mai redusa in lotul cu reperfuzie on-off, ceea
ce scoate in evidentd avantajele metodei propuse, fard alte interventii, chiar si la distanta.

Asa cum AGE-urile isi pot exercita efectul prin doud cai diferite: calea independenta de
receptor, cu legarea acestora la matricea extracelulara in multe organe sau prin calea dependenta
de receptor, interactionand cu receptorul RAGE de la nivelul membranelor celulare [246], o
cantitate crescuta a acestora in serul sangvin poate conditiona aparitia unor modificari patologice,
la distantd de ovarul torsionat. Odata formate, AGE-urile pot deteriora structurile celulare printr-
0 serie de mecanisme, inclusiv prin formarea legaturilor incrucisate cu moleculele matricei
extracelulare, cat si prin interactiunea cu receptorii de pe suprafetele celulare, modificand astfel
functia celulelor cu care interactioneaza [247].

Deci, o producere scdzuta a acestor compusi in anumite loturi experimentale, pe langa faptul
ca indicd un SO mai putin exprimat, sugerecaza si o stare mai bund a organismului dupa
manipularile de detorsionare prin metoda on-off, fiind limitate expunerile patologice ale altor
celule la cantitdti mari de AGE.

Nu au fost inregistrate diferente statistic semnificative intre cantitatile de DAM la animalele
din loturile martor si control atat in ser, cat si in omogenat, p>0,05 (figura 14).

Ischemia ovariana a sporit generarea DAM, observandu-Se 0 majorare a acesteia in tesut cu
aproape 23% (de la 2,317+0,072 pmol/g.prot. pana la 2,839+0,062 pumol/g.prot., p<0,001)
comparativ cu lotul martor.

In omogenat a fost evident faptul ci leziunilor ischemice li se adaugd si leziunile de
reperfuzie simpla. Astfel, s-a stabilit o crestere a DAM cu aproximativ 15% in lotul cu 1 ora
reperfuzie simpla (de la 2,839+0,062 umol/g.prot. pana la 3,265+0,049 pumol/g.prot., p<0,001),
mentindndu-se valori crescute si dupa 24 ore cu aproape 17% (de la 2,839+0,062 pumol/g.prot.
pana la 3,333+0,081 umol/g.prot., p<0,001) comparativ cu lotul cu ischemie ovariana.

Atat dupa 1 ora, cat si dupd 24 ore de la restabilirea controlata a circulatiei Sangvine nu s-a
intensificat sinteza DAM 1n tesutul ovarian, aceasta mentinandu-se la nivelul celor obtinute in lotul
cu ischemie, p>0,05.

Torsiunea ovariand a majorat producerea de DAM in ser, intregistrandu-se o crestere a
acesteia in lotul cu ischemie cu aproximativ 8% (de la 11,763+0,161 pmol/L pana la 12,716+0,102
umol/L, p<0,001) comparativ cu lotul martor. Reperfuzia simpla a amplificat sinteza DAM,
sugerandu-se favorizarea factorilor ce intensifica stresul oxidativ. Astfel, in ser s-au determinat
cresteri cu aproape 18% in lotul cu 1 ora reperfuzie simpla (de la 11,763+0,161 umol/L pana la

13,928+0,120 pmol/L, p<0,001), 8% in lotul cu 1 ora reperfuzie on-off (de la 11,763+0,161
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umol/L pana la 12,716+0,159 umol/L, p<0,001), 15% in lotul cu 24 ore reperfuzie simpla (de la
11,763+0,161 umol/L pana la 13,571+0,189 pmol/L, p<0,001), cu exceptia lotului cu 24 ore
reperfuzie on-off pentru care s-a sesizat o diferenta de aproximativ 2%, fara semnificatie statistica
(de la 11,763+0,161 umol/L pana la 12,001+£0,094 umol/L, p>0,05) comparativ cu lotul martor
(figura 14).
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Figura 14. Cantitatea dialdehidei malonice din serul sangvin si 0omogenatul ovarian in
torsiunea/detorsiunea ovariana experimentali
Nota: | — ischemie; RS — reperfuzie simpla; RC — reperfuzie controlata (on-ff); DAM — dialdehida
malonica. Diferenta statistic semnificativa comparativ cu:
lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** —p<0,001;
lotul control: # — p<0,05; # — p<0,01; #* — p<0,001;
lotul ischemie: 3 — p<0,05; % — p<0,01; % — p<0,001;
lotul ischemie/1 ora reperfuzie simpla: P — p<0,05; # — p<0,01; ¥ — p<0,001;
lotul ischemie/1 ora reperfuzie controlata: ¢ — p<0,05; * — p<0,01; ¢»» — p<0,001;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie simpla: / — p<0,05; ¥ — p<0,01; ' — p<0,001;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie controlata: » — p<0,05; » — p<0,01; »» — p<0,001.

Comparativ cu lotul de animale care au fost expuse doar ischemiei ovariene, in serul sangvin
s-a observat o majorare a DAM cu aproape 10% in lotul cu 1 ora reperfuzie simpla (de la
12,716+0,102 umol/L péana la 13,928+0,120 umol/L, p<0,001). Dupa reperfuzia controlata de 1

ora nu au fost stabilite diferente statistic semnificative comparativ cu lotul doar cu ischemie
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ovariana, p>0,05, iar dupa 24 ore de reperfuzie controlata valorile DAM au fost mai mici cu
aproximativ 6% (de la 12,71640,102 umol/L pana la 12,001+0,094 umol/L, p=0,008). In acelasi
timp, dupa 24 ore de reperfuzie simpla s-au inregistrat cresteri ale DAM cu aproape 7% (de la
12,716+0,102 umol/L pana la 13,571+0,189 pumol/L, p=0,001) comparativ cu lotul cu torsiune
ovariana. Deci, TO a fost insotita de cresterea concentratieci DAM in ser, iar reperfuzia simpla a
sporit producerea acesteia. Reperfuzia prin aplicarea manevrei on-off s-a aratat a fi un factor
protector, fapt confirmat de cantitatile mai mici ale DAM masurate in ser in loturile cu reperfuzie
controlata comparativ cu loturile cu reperfuzie simpla, atat dupa 1 ora de reperfuzie, p<0,001, cat
si dupa 24 ore, p<0,001, fapt sustinut si prin restabilirea valorilor DAM serice specifice lotului
martor la animalele experimentale cu 24 ore reperfuzie on-off (figura 14).

S-a determinat o corelatie moderat pozitiva intre nivelul DAM din ser si omogenatul ovarian
in lotul cu 24 ore reperfuzie controlata (rs=0,681, p=0,03). In celelalte loturi nu s-a identificat vreo
corelatie a indicelui biochimic studiat (tabelul A2.1).

Se stie ca ischemia provoaca leziuni hipoxice, iar dupa detorsiune alimentarea cu singe poate
ameliora starea ovarului. Totusi, perioada de reperfuzie duce la producerea excesiva de specii
reactive de oxigen, astfel incat afectarii ischemice la nivel celular i se adauga si deteriorarea
cauzatd de intensificarea generarii de SRO [41].

Deoarece tesutul ischemic primeste o cantitate mare de oxigen molecular in timpul
restabilirii circulatiei sangvine, leziunea ischemica acuta este agravata de produsele stresului
oxidativ, inclusiv de radicalii liberi si speciile reactive de oxigen. Aceste molecule provoaca
peroxidarea lipidelor care afecteazd membranele si perturba integritatea celulelor [15].

Radicalii liberi ai oxigenului, a caror producere creste excesiv din diverse motive, afecteaza
lipidele din membrane care contin acizi grasi nesaturati mai mult decat alte biomolecule. Aceasta
interactiune va duce la cresterea permeabilitatii membranelor si la deteriorarea severa a celulelor
[24]. Lipidele membranare sunt structuri sensibile la stresul oxidativ, iar interactiunea lor cu SRO
determina cresterea produselor toxice, precum DAM [41]. Deci, concentratia crescuta a DAM
arata ca tesuturile au fost expuse stresului oxidativ [24].

DAM este un produs final stabil al peroxidarii lipidice si este, de asemenea, un indicator
semnificativ al afectarii tesutului dependenta de SRO [42], masurarea acesteia in fluidele si
tesuturile corpului fiind utilizata pentru a identifica prezenta leziunilor oxidative [15, 22].

Se cunoaste faptul cd oxidantii sunt generati in exces in timpul procesului de reoxigenare,
dar producerea de SRO poate creste, de asemenea, si in hipoxia celulard, cel mai probabil prin

implicarea complexelor lantului transportator de electroni [70].
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In mai multe cercetiri care au inclus studierea leziunii I/R din torsiunea ovariani s-au
detectat valori Tnalte ale DAM atat in serul sangvin [29, 43, 106, 154, 234], cat si in tesutul ovarian
[13, 22, 27-29, 40, 43, 106, 165, 234, 241, 248, 249] comparativ cu lotul de animale fara torsiune.

Sunt publicatii care au raportat cresteri ale DAM 1n tesutul ovarian torsionat. Osmanagaoglu
M.A. si coaut. (2012) au aratat cd ischemia ovariana pentru o perioada de timp mai scurtd decat
cea din protocolul nostru experimental, si anume de 2 ore, este capabila sa induca o modificare a
metabolismului astfel incat sa se intensifice procesul de peroxidare a lipidelor, cu o crestere a
DAM atat in tesut, cat si in serul sangvin [29]. Karapinar O.S. si coaut. (2017) au consemnat faptul
ca o ischemie ovariand de 3 ore aproape ca a dublat cantitatea de DAM in tesutul ovarian
comparativ cu lotul experimental fara TO [248]. Inclusiv, Celik Kavak E. si coaut. (2018) au
determinat o majorare statistic semnificativa a nivelului de DAM in omogenatul ovarian in lotul
cu animale expuse torsiunii ovariene pentru 3 ore comparativ cu lotul de control [27]. Acest fapt
este observat si de noi, masurand cantitati mai mari de DAM in omogenat in lotul cu torsiune
comparativ atat cu lotul martor, cat si control, p<0,001 (figura 14).

Aceste rezultate confirma faptul cd in timpul ischemiei ovarele au fost expuse stresului
oxidativ, iar peroxidarea lipidelor a fost intensa, indicand leziuni ale tesutului. Concomitent, datele
obtinute 1n cercetarea noastra aratd ca intensificarea stresului oxidativ este o verigd patogenetica
importantd a lezarii tisulare 1n torsiunea ovariana, care necesita interventie din partea medicului
pentru asigurarea unui echilibru redox si diminuarea actiunii negative a SRO atat asupra lipidelor,
cat si asupra altor molecule.

Evaluand efectele reperfuziei in TO, am constatat ca date similare celor obtinute de noi au
fost raportate de Kara M. si coaut. (2012) care dupa torsionarea ovarelor pentru o perioada de 3
ore si restabilirea fluxului sangvin pentru 1 ord au inregistrat majorari ale cantitdtii de DAM
tisulara [249], iar Ersoy G.S. si coaut. (2016), dupa ischemizarea ovarelor pentru o perioada de 3
ore si detorsionarea acestora pentru 24 ore, au constatat ca nivelul de DAM tisulard a crescut
semnificativ comparativ cu lotul fara TO [241].

Yildirim N. si coaut. (2018) au consemnat faptul ca TO induce marirea cantitatii de DAM in
tesut, iar detorsiunea intensifica stresul oxidativ cu agravarea leziunilor oxidative, reflectate prin
obtinerea unor valori mai mari de DAM dupa 3 ore de la revascularizare [13]. Aceleasi constatari
dupa 3 ore de la restabilirea fluxului sangvin au fost facute de Refaie M.M. si coaut. (2018), care
au mai observat diminuarea concomitenta a cantitatii de GSH si crestere a nivelului de DNO [237].
Nayki C. si coaut. (2018) au raportat majorarea statistic semnificativd a DAM tisulare dupa o
ischemie de 2 ore, urmata de o reperfuzie de 2 ore comparativ cu lotul de control [250].

In lucrarea lui Ozlem K. si coaut. (2018) sunt prezentate date care indica faptul ci si o durati

mai scurtd a ischemiei ovariene, de 1 ord conform protocolului experimental, cu o restabilire a
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circulatiei sangvine ulterior pentru 2 ore, este capabila sd inducd modificari oxidative ale lipidelor,
care s-a manifestat prin cresterea statistic semnificativa a cantititii de DAM atat in ser, cat si in
tesutul ovarian comparativ cu lotul de animale intacte [43].

Melekoglu R. si coaut. (2018) in lucrarea lor relateaza despre faptul cd detorsionarea
ovarelor este tratamentul recomandat atunci cand se doreste pastrarea functiei ovariene. Totusi,
acestia precizeaza ca 1n aceste conditii se impun masuri profilactice impotriva leziunilor I/R [165].

Asa cum unii cercetdtori au indicat ca celulele inflamatorii au un rol important in lezarea
tesutului ovarian [27, 46], este posibil ca o mare parte din cantitatea de DAM masuratd in
cercetarea noastra sa isi aiba originea din deteriorarea lipidelor membranare sub actiunea SRO
produse de catre enzimele de care dispun aceste celule proinflamatorii. Astfel, o tinta terapeutica
directd ar putea fi orientata anume spre diminuarea inflamatiei, care ar reduce si intensitatea
peroxidarii lipidelor, dupa cum sugereaza Osmanagaoglu M.A. si coaut. (2012) [29].

Lucrarea noastra scoate in evidentd faptul ca reperfuzia simpld dupa ischemie duce la
deteriorarea mult mai grava a tesutului comparativ doar cu leziunile cauzate de ischemie.

Lezarea ovarului in torsiunea ovariana incepe odatd cu hipoxia si ischemia ce afecteaza
tesutul, si aceasta este asociatd cu generarea de SRO. Concomitent, rezultatele obtinute de noi
sugereaza ca stresul oxidativ si inflamatia coopereaza in dezvoltarea leziunilor ovariene, ceea ce
corespunde cu datele din literatura [42].

In acelasi timp, s-a observat ci DAM este unul dintre cei mai investigati biomarkeri in
contextul leziunilor I/R. In mai multe studii recente DAM a fost utilizata pentru a evalua leziunile
tisulare induse de amplificarea stresului oxidativ in I/R ovariana [13, 22, 27-29, 40, 43, 106, 165,
234, 241, 248, 249].

Rezultatele evaluarii nivelului DAM din cercetarea noastra sunt in concordanta cu datele din
literatura de specialitate. Studiul nostru a confirmat faptul ca torsiunea ovariana este insotita de o
intensificare a stresului oxidativ in tesut.

Sunt mai multe publicatii care au reliefat faptul ca tratamentul torsiunii ovariene doar prin
manevra de detorsionare nu poate preveni peroxidarea lipidelor, fiind necesare interventii
terapeutice suplimentare care sa asigure protectia necesara [13, 22, 27-29, 40, 43, 106, 165, 234,
241, 248, 249].

Abordarile actuale pentru afectiunile caracterizate prin /R includ interventii farmacologice
si mecanice. Panad in prezent, abordarile mecanice (preconditionare, postconditionare si
preconditionare ischemica la distantd) s-au dovedit a fi cele mai promitatoare [62]. Fenomenul de
postconditionare ischemicd s-a dovedit a fi util in ischemia cardiacd, cand dupa o perioada de
ischemie continua, restabilirea fluxului sangvin se realizeaza treptat, aplicindu-se manevre care

includ perioade scurte de ischemie [171, 172]. Deci, in literatura de specialitate se remarca faptul
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ca revascularizarea treptata, etapizata este o abordare utila pentru a reduce leziunile I/R [85, 99,
184, 185].

In cercetarea lui Zhao Z.Q. si coaut. (2003), efectuati pe miocard, a fost consemnat efectul
benefic al fenomenului de postconditionare ischemica, care a fost asociat cu niveluri mai scazute
de DAM, sugerandu-se o diminuare a procesului de peroxidare lipidica si reducerea generarii de
radicali liberi ai oxigenului [171].

Intr-un studiu efectuat de Ingec M. si coaut. (2011), cu un model al reperfuziei controlate
similar cu cel utilizat in aceasta lucrare, cantitatea de DAM din tesutul ovarian a fost mai mare in
lotul de animale supuse ischemiei ovariene comparativ cu lotul de animale intacte. Cel mai Tnalt
nivel al DAM a fost notat in lotul la care s-a aplicat reperfuzia simpla, iar in lotul cu reperfuzie
controlata cantitatea acestui biomarker a fost similara cu cea din lotul de animale sanatoase [99].

Rezultatele lucrarii noastre sunt in concordanta cu rezultatele obtinute de catre alti
cercetatori, studiile lor relevand efectul benefic al diferitor forme de reperfuzie controlata in
prevenirea aprofundarii leziunilor ovariene [85, 99, 184, 185], cantitatea markerilor deteriorarii
tisulare fiind mai mica in loturile care au fost expuse manevrelor de reperfuzie controlatd
comparativ cu loturile la care reperfuzia a fost simpla.

In concluzie, tratamentul torsiunii ovariene prin detorsionare cu reperfuzie controlati a redus
leziunile oxidative tisulare induse de fenomenul I/R. Cu toate acestea, sunt necesare studii
suplimentare pentru a determina mecanismul exact prin care metoda on-off asigura protectie
tesutului ovarian dupa revascularizare.

Se cunoaste faptul cd Organizatia Mondiald a Sanatatii a definit un biomarker ca orice
substanta, structura sau proces care poate fi masurat in organism sau in produsele sale si care poate
influenta sau prezice incidenta rezultatului sau a bolii. Markerii stresului oxidativ indeplinesc
adesea prima parte a criteriilor (adica pot fi masurati) si multe studii sugereaza ca stresul oxidativ
poate influenta boala, dar pentru a fi un biomarker relevant din punct de vedere clinic trebuie
abordate si alte aspecte. Astfel, un biomarker util clinic ar trebui sa indeplineasca unul dintre
urmatoarele criterii: (1) este specific unei anumite boli (diagnostic), (2) are o valoare prognostica
si (3) coreleaza cu activitatea bolii. Acest lucru permite ulterior evaluarea eficacitatii tratamentului
[109].

Deci, la moment nu avem date suficiente pentru a face vreo recomandare de a utiliza
biomarkerii stresului oxidativ pentru diagnosticul torsiunii ovariene. Totusi, ei ar putea avea
utilitate pentru aprecierea intensitatii stresului oxidativ in TO, valorile de referinta pentru indicii

de laborator respectivi necesitand a fi determinate in studii ulterioare.
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3.4. Influenta torsiunii/detorsiunii ovariene asupra markerilor sistemului antioxidant

Leziunea ischemicd este datorata scaderii fluxului sangvin si livrarii insuficiente a
oxigenului cu acumularea substantelor finale ale metabolismul anaerob. Pe de alta parte, afectarea
postreperfuzie este legata direct de radicalii liberi sau de reducerea activitatii sistemelor
antioxidante celulare [99].

Radicalii liberi ai oxigenului au un rol esential in deteriorarea celulara din torsiunea
ovarianda. Majorarea cantitdtii de radicali liberi determina o scadere a rezervei ovariene prin
afectarea unitatilor foliculare, asa cum foliculii primordiali nu au capacitate de regenerare. Prin
urmare, riscul de infertilitate si menopauza precoce creste la femeile de varsta reproductiva atunci
cand ovarele se torsioneaza [25].

Cercetarile au aratat ca sistemul de aparare antioxidant, care include componente enzimatice
si neenzimatice, poate reduce producerea de radicali liberi si poate facilita neutralizarea radicalilor
liberi deja formati [85].

Efectele actiunii antioxidantilor depinde de concentratia lor, care este variabila atat in
fluidele, cat si in tesuturile organismului [21].

Nu au fost identificate diferente statistic semnificative intre activitatea superoxid
dismutazei (SOD) din loturile martor si control atat in omogenatul ovarian (figura 15), cat si in
serul sangvin (tabelul 4), p>0,05.

Modificarea activitatii SOD in tesutul ovarian a fost mult mai exprimata decat in ser. Astfel,
ischemia a indus o scadere semnificativd a activitatii enzimei cu aproximativ 24% (de la
317,339+13,243 u.c./g.prot. pana la 239,63+8,095 u.c./g.prot., p=0,002) comparativ cu lotul
martor. Reperfuzia controlata de 1 ord a mentinut activitatea enzimei aproximativ la nivelul celei
din perioada de ischemie, fiind redusa cu aproape 25% (de la 317,339+13,243 u.c./g.prot. pana la
239,239+2,909 u.c./g.prot., p=0,002) comparativ cu lotul martor. Dupa reperfuzia simpla de 1 ora
s-a determinat micsorarea in continuare a activitatii SOD cu aproximativ 29% comparativ cu lotul
martor (de la 317,339+13,243 u.c./g.prot. pana la 225,545+4,462 u.c./g.prot., p=0,001) (figura 15).

La distanta, dupa 24 ore de reperfuzie, in omogenatul ovarian a fost Sesizatd tendinta de
restabilire a activitatii SOD comparativ cu perioada initiala de reperfuzie. Astfel, dupa 24 ore de
reperfuzie simpla activitatea SOD era diminuatda cu aproape 18% (de la 317,339+13,243
u.c./g.prot. pana la 261,315+7,405 u.c./g.prot., p=0,03), iar in lotul cu reperfuzie on-off a fost
inregistratd o tendintd de reducere a activitatii enzimei cu aproximativ 15% (de la 317,339+13,243
u.c./g.prot. pana la 270,192+8,677 u.c./g.prot., p>0,05) comparativ cu lotul martor (figura 15).

Asadar, comparand rezultatele evaluarii activititii SOD in omogenatul ovarian al animalelor
din loturile cu reperfuzie s-a stabilit ca reperfuzia atat simpla, cat si controlata in faza initiala (dupa

1 ord) nu au ameliorat activitatea enzimei, dar dimpotriva, au redus-o cu 29% in tipul simplu,
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respectiv cu 25% 1in lotul cu modelul on-off comparativ cu lotul martor, p<0,05. Totusi, in faza
tardiva de reperfuzie (dupa 24 ore) atat in tipul simplu, cat si controlat diminuarea activitatii SOD
a fost mai putin exprimata decat dupa 1 ora, fiind notate valori mai mici comparativ cu lotul martor
cu doar 18% in lotul cu reperfuzie simpla, p<0,05, respectiv cu 15% in lotul on-off, p>0,05 (figura
15). Concomitent, comparativ cu lotul de animale expuse doar TO, in tesutul ovarian s-a observat
tendinta de descrestere a activitatii SOD dupa 1 ora de la detorsionare cu o majorare dupa 24 ore

de la reluarea circulatiei.

100
80
60
40
20
0
martor  control | I/lora 1/l ora 1/24 1/24
RS RC ore RS oreRC
= SOD (%) 100 99 76 71 75 82 85
m CAT (%) 100 98 95 87 83 84 92

Figura 15. Efectul torsiunii/detorsiunii ovariene experimentale asupra activitatii
superoxid dismutazei si catalazei din omogenatul ovarian
Nota: | —ischemie; RS — reperfuzie simpld; RC — reperfuzie controlata (on-off); SOD — superoxid
dismutaza; CAT — catalaza. Diferenta statistic semnificativa comparativ cu:
= lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** —p<0,001,;
= |otul control: * — p<0,05; *#* — p<0,01; *# — p<0,001;
= Jlotul ischemie: 3 — p<0,05; % — p<0,01; 3 — p<0,001;
= lotul ischemie/1 ora reperfuzie simpla: P — p<0,05; # — p<0,01; f% — p<0,001;
= |otul ischemie/1 ora reperfuzie controlata: ¢ — p<0,05; * — p<0,01; *»¢ — p<0,001;
= lotul ischemie/24 ore reperfuzie simpla: / — p<0,05; I — p<0,01; ¥ — p<0,001;
» Jotul ischemie/24 ore reperfuzie controlata: » — p<0,05; »> — p<0,01; > — p<0,001.

In modelul experimental studiat nu au fost atestate modificari statistic semnificative ale
activitatii SOD 1n serul sangvin al subiectilor din toate loturile. S-a inregistrat o tendinta de
diminuare a activitatii enzimei in limitele 1-7%, p>0,05 (tabelul 4).

Nu au fost identificate corelatii intre activitatea SOD din omogenat si cea din serul sangvin

in loturile experimentale (tabelul A3.1).
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Tabelul 4. Activitatea superoxid dismutazei si catalazei din serul sangvin in

torsiunea/detorsiunea ovariana

SOD, CAT,
Loturi de studiu u.c. numol/s/L
Martor 1294,017+26,853 11,351+0,599

(100%) (100%)
Control 1251,282+19,035 11,531+0,106

(97%) (102%)
Ischemie 1237,606+41,575 10,270+0,297

(96%) (91%) *
Ischemie/1 ora reperfuzie 1223,931+30,599 10,210+0,126
simpla (95%) (90%) ### o0
Ischemie/1 ora reperfuzie 1200+12,167 11,081+0,162
controlata (on-off) (93%) (98%)
Ischemie/24 ore reperfuzie 1285,470+31,292 10,375+0,398
simpla (99%) (91%)
Ischemie/24 ore reperfuzie 1264,957+47,740 11,006+0,202
controlata (on-off) (98%) (97%)

Nota: SOD - superoxid dismutaza; CAT — catalaza.

Diferenta statistic semnificativd comparativ cu:
= Jlotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** —p<0,001,;

lotul control: # — p<0,05; # — p<0,01; ** — p<0,001;
lotul ischemie: 3 — p<0,05; % — p<0,01; % — p<0,001;
lotul ischemie/1 ora reperfuzie simpla: f — p<0,05; # — p<0,01; B — p<0,001;

lotul ischemie/1 ora reperfuzie controlata: ¢ — p<0,05; ** — p<0,01; **¢ — p<0,001;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie simpla: J — p<0,05; 7 — p<0,01; ' — p<0,001;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie controlata: » — p<0,05; » — p<0,01; > — p<0,001.

Existd mai multe cercetari care au demonstrat o scadere a activitatii SOD in TO prin
procedura de ischemie/reperfuzie [27, 40, 41, 43, 85, 154, 165, 249].

Similar cu datele din literaturd [43] si in studiul nostru s-a observat reducerea activitatii
SOD in torsiunea ovariana atat in tesut, cat si in ser. Astfel, Ozlem K. si coaut. (2018) raporteaza
micsorari statistic semnificative ale activitatii SOD atat in serul sangvin, cat si in tesut chiar si in
urma expunerii animalelor la o ischemie ovariana de o durata mai scurta, de 1 ora conform
protocolului experimental, cu reperfuzie ulterioara pentru 2 ore [43] comparativ cu studiul nostru.
Deci, I/R diminueaza activitatea SOD, ceea ce poate favoriza cresterea cantitdtii de SRO
disponibile pentru interactiune cu diferite molecule, cu lezare ulterioara a lor [43].

Celik Kavak E. si coaut. (2018) au evidentiat faptul ca torsiunea/detorsiunea ovariana are
un efect mai exprimat asupra SOD din tesut decat doar torsiunea propriu-zisa, activitatea acesteia
reducandu-se, totusi, statistic nesemnificativ [27]. Date similare au fost raportate si de Kara M. si
coaut. (2012) care dupa ischemizarea ovarelor pentru o perioada de 3 ore si restabilirea fluxului
sangvin pentru 1 ora au inregistrat scaderi ale activitatii SOD tisulare comparativ cu lotul de
control [249].
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Ingec M. si coaut. (2011), studiind efectele reperfuziei controlate in TO, au inregistrat o
diminuare a activitatii SOD din tesutul ovarian in lotul de animale expuse ischemiei ovariene
comparativ cu lotul de animale sanatoase. Cel mai scazut nivel al activitatii SOD a fost consemnat
in lotul la care s-a aplicat reperfuzia simpla, iar in lotul cu reperfuzie controlatd activitatea enzimei
a fost similara cu cea din lotul de animale intacte [99]. In acelasi timp, si in cercetarea noastra a
fost remarcatd o descrestere statistic semnificativd a activitdtii SOD in omogenat odatd cu
torsionarea ovarelor comparativ cu lotul martor (p=0,002). Totusi, dupa 1 ora de la restabilirea
circulatiei sangvine s-a cOnstatat cd reperfuzia simpla a avut tendinta de a aprofunda diferenta
observata in activitatea enzimei comparativ cu lotul martor (p=0,001), iar reperfuzia controlata a
mentinut activitatea SOD la valorile lotului de animale expus doar torsiunii ovariane (p>0,05),
fiind, insa, mult redusa comparativ cu lotul martor (p=0,002). Inclusiv peste 24 ore s-a apreciat 0
activitate scazuta a SOD, comparativ cu lotul martor, totusi, in crestere comparativ cu loturile
evaluate dupa 1 ora de reperfuzie (figura 15). Rezultatul inregistrat dupa 24 ore de reperfuzie
simpla este In concordanta cu datele obtinute de alti cercetatori. Astfel, Ersoy G.S. si coaut. (2016)
raporteaza faptul ca dupa 24 ore de la restabilirea fluxului sangvin activitatea SOD in tesut este
redusa statistic semnificativ comparativ cu lotul de animale fara torsiune ovariana [241].

Studiul nostru reliefeaza faptul ca I/R din torsiunea ovariana a avut un efect negativ asupra
SOD tisulare, provocand un declin in activitatea acesteia, care s-a mentinut scazuta si dupa 24 ore
de la revascularizare, sugerand faptul ca aceastd enzima, care se afla in prima linie de protectie
antioxidanta, nu este capabila sa asigure singura apararea la un nivel corespunzator impotriva
SRO, astfel, inregistrandu-se leziuni oxidative marcate prin niveluri crescute de DAM, PPOA si
AGE. Exista chiar date care aratd ca si dupa 48 de ore de la restabilirea circulatiei sangvine
activitatea SOD din tesut a fost redusa comparativ cu lotul de control, totusi, fiind mai mare decat
dupa 1 ord de la detorsionare [251], indicand despre o refacere lentda a SOD, ceea ce sugereaza
necesitatea unei interventii cu scop de protectie a activitatii enzimelor antioxidante, chiar din
primele momente de la stabilirea diagnosticului.

Nu au fost stabilite diferente intre activitatea catalazei (CAT) din loturile martor si control
atat Tn omogenat (figura 15), cat si in ser (tabelul 4), p>0,05.

Ischemia nu a afectat activitatea CAT din tesutul ovarian, care s-a redus doar cu 5% (de la
32,423+2,151 pmol/s/g.prot. pana la 30,860+0,496 umol/s/g.prot., p>0,05) comparativ cu lotul
martor. Reperfuzia a accentuat tendinta de diminuare a activitatii enzimei cu aproximativ 13% in
lotul cu 1 ora reperfuzie simpla (de la 32,423+2,151 pmol/s/g.prot. pana la 28,041+1,793
umol/s/g.prot., p>0,05), 17% in lotul cu 1 orda reperfuzie controlata (de la 32,423+2,151
umol/s/g.prot. pana la 26,988+1,597 umol/s/g.prot., p>0,05), 16% in lotul cu 24 ore reperfuzie
simpla (de la 32,4234+2,151 pmol/s/g.prot. pana la 27,112+1,446 pmol/s/g.prot., p>0,05) si cu
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aproape 8% in lotul cu 24 ore reperfuzie controlatd (de la 32,42342,151 pmol/s/g.prot. pana la
29,934+2,158 umol/s/g.prot., p>0,05) comparativ cu lotul martor (figura 15).

In serul sangvin s-a remarcat tendinta de scidere a activitatii CAT la aplicarea manevrei de
torsionare a ovarelor. Comparativ cu lotul martor in lotul cu ischemie enzima si-a micsorat
activitatea cu aproape 9% si S-a mentinut redusa inclusiv in loturile cu reperfuzie simpla, p>0,05.
Reperfuzia controlata a ameliorat activitatea CAT in ser, valorile inregistrate fiind apropiate de
cele din lotul martor, p>0,05. Masurarea activitatii enzimei dupa 1 ora de la restabilirea fluxului
sangvin a aratat diferente statistic semnificative intre cele doua loturi, stabilindu-se o activitate
mai mare cu aproape 9% in lotul on-off comparativ cu lotul cu reperfuzie simpla (de la
10,210+0,126 umol/s/L pana la 11,081+£0,162 umol/s/L, p=0,008). La distanta (dupa 24 ore) s-a
observat aceeasi tendintd, activitatea CAT fiind mai mare in lotul cu reperfuzie controlatd
comparativ cu lotul cu reperfuzie simpla, insa fara vreo semnificatie statistica, p>0,05 (tabelul 4).

S-a identificat o corelatic moderat negativa (rs=-0,677, p=0,032) intre activitatea CAT din
ser si cea din omogenatul ovarian in lotul cu 1 ora reperfuzie controlata (tabelul A3.1).

Datele din literatura de specialitate legate de activitatea catalaziei in torsiunea ovariana
experimentald sunt contradictorii.

Similar cu datele inregistrate de noi, Karapinar O.S. si coaut. (2017) au consemnat faptul ca
o ischemie ovariana de 3 ore diminueaza activitatea CAT in tesut, aceasta reducandu-se si dupa
restabilirea fluxului sangvin ovarian [248]. Concomitent, Ozlem K. si coaut. (2018), Celik Kavak
E. si coaut. (2018) si Ugurel V. si coaut. (2017) in cercetdrile lor au relevat faptul ca torsiunea
ovariana modifica activitatea catalazei, micsorand-o esential [27, 43, 154]. Ozlem K. si coaut.
(2018) au aratat ca activitatea CAT scade atat in tesut, cat si in ser [43].

Celik Kavak E. si coaut. (2018) au consemnat faptul ca ischemia/reperfuzia are un efect
negativ asupra activitatii CAT din tesutul ovarian, activitatea acesteia reducandu-se statistic
semnificativ comparativ cu lotul de control [27].

Melekoglu R. si coaut. (2018) au scos 1n evidentd faptul ca tratamentul torsiunii ovariene,
doar prin manevra de detorsionare nu este suficienta sa asigure o activitate a CAT similara cu cea
din lotul de control sau poate chiar mai inalta pentru a garanta o protectie antioxidanta adecvata,
fapt confirmat printr-un nivel mai mare al DAM 1in lotul cu I/R comparativ cu lotul fara torsiune
ovariana [165].

Astfel, similar cu unele date din literatura [43] si in studiul nostru s-a observat ca activitatea
CAT se reduce in torsiunea ovariand atat in tesut, cat si in ser. Ozlem K. si coaut. (2018) au
inregistrat micsorari statistic semnificative ale activitatii CAT atat in ser, cat si in tesut chiar si in
urma expunerii animalelor la o ischemie ovariana de doar 1 ora, cu reperfuzie ulterioara pentru 2

ore [43] comparativ cu studiul nostru. Acest rezultat indica faptul ca I/R reduce activitatea CAT,
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ceea ce cauzeaza un dezechilibru care va determina amplificarea leziunilor oxidative, fapt
confirmat printr-un nivel statistic semnificativ mai mare al DAM 1n acest lot comparativ cu lotul
de animale intacte [43]. Bakan V. si coaut. (2009) au raportat ca si dupa 48 de ore activitatea CAT
din tesut se mentine scazutd comparativ cu lotul experimental fara TO, totusi, fiind mai mare decat
dupa 1 ora de la reperfuzie [251], ceea ce sugereaza ca restabilirea capacitatilor de functionare ale
enzimei la un nivel corespunzator celui de la animalele intacte poate sd necesite o perioada mai
mare de timp, impunandu-se, deci, implicarea altor enzime si molecule pentru asigurarea protectiei
antioxidante adecvate a ovarului. Concomitent, Bakan V. si coaut. (2009) au presupus ca
diminuarea activitdtii CAT si SOD din torsiunea ovariand experimentald ar putea fi datorate
epuizdrii enzimelor in timpul stresului oxidativ [251].

Existd, 1nsa, si publicatii care relateaza despre o crestere a activitatii CAT 1n tesutul ovarian
in loturile experimentale comparativ cu lotul de control [23, 47]. Totusi, in cercetarea lui Eryilmaz
O.G. si coaut. (2016) activitatea CAT, chiar daca mai mare decat in lotul fara torsiune, s-a redus
dupa reperfuzia de 3 ore comparativ cu lotul de animale care a fost expus doar ischemiei ovariene
[23].

Atasever M. si coaut. (2017) au constatat intensificarea activitatii CAT dupa aplicarea
ischemiei ovariene comparativ cu lotul de control, cu o continua augmentare si dupa restabilirea
fluxului sangvin [47]. Aceste rezultate sunt contrare celor consemnate in cercetarea noastra, unde
a fost observata tendinta de diminuare a activitatii enzimei atat in ser, cat si In omogenatul ovarian
si posibil sunt determinate de diferentele legate de protocolul experimental.

In studiul nostru s-a remarcat reducerea activitatii glutation peroxidazei (GPO) in
omogenat in toate loturile cu TO comparativ cu lotul martor, pe cand in ser, invers, tendinta a fost
de crestere (tabelul 5).

In tesutul ovarian nu s-au inregistrat diferente ale activititii GPO intre loturile martor si
control, p>0,05. Ischemia ovariana s-a manifestat printr-o tendinta de scadere a activitatii enzimei
cu aproape 12% comparativ cu lotul martor, p>0,05. Reperfuzia simpla a aprofundat diminuarea
activitatii GPO, care a ajuns la aproximativ 28% dupa 1 ora si 18% dupa 24 ore sub nivelul lotului
martor, p<0,001.

In loturile cu reperfuzie controlati s-a stabilit o micsorare a activititii GPO in tesut, mai
exprimat in perioada initiald (dupa 1 ord), fiind notate valori cu aproximativ 13% mai mici
comparativ cu lotul cu lotul martor, p>0,05.

In acelasi timp, s-au sesizat diferente ale activitatii enzimei in omogenat intre loturile cu
reperfuzie on-off de aproximativ 11% (de la 300,896+£14,606 nmol/s/g.prot. dupa 1 ord de
reperfuzie pana la 334,338+27,316 nmol/s/g.prot. dupa 24 ore de reperfuzie, p>0,05). Dupa 24 ore
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de reperfuzie on-off s-a observat tendinta de revenire a GPO la valorile inregistrate initial in lotul
martor, diferenta dintre acestea fiind de aproximativ 3%, p>0,05.

Interventia chirurgicald, de sine statator, si torsiunea ovarelor a indus o majorare statistic
nesemnificativd a activitdtiit GPO in serul animalelor experimentale cu 9% si, respectiv 7%
comparativ cu lotul martor, p>0,05.

GPO si-a sporit activitatea in ser dupa detorsionarea ovarelor, observandu-se majorari cu
aproape 23% 1in lotul cu 1 ord reperfuzie simpla, p>0,05, 22% 1in lotul cu 1 ord reperfuzie
controlata, p>0,05, cu 37% in loturile cu 24 ore reperfuzie simpla, p=0,042, si 24 ore reperfuzie
controlata, p>0,05, comparativ cu lotul martor. Concomitent s-a observat ca intensificarea
activitatii enzimei in ser a fost mai putin exprimata in perioada initiala de reoxigenare (dupa 1 ora)
in ambele loturi de cercetare comparativ cu cea inregistratd dupa 24 ore.

Totusi, diferenta activitatii serice a GPO, constatata intre loturile de cercetare cu reperfuzie,

a fost fara semnificatie statistica, p>0,05.

Tabelul 5. Actiunea torsiunii/detorsiunii ovariene asupra activitatii glutation
peroxidazei si glutation reductazei din serul sangvin si omogenatul ovarian

Loturi GPO GR
de studiu ser, omogenat, ser, omogenat,
pmol/s/L nmol/s/g.prot. pmol/s/L nmol/s/g.prot.
Martor 1,624+0,106 344,498+7,316 2,303+0,150 220,639+6,822
(100%) (100%) (100%) (100%)
Control 1,768+0,128 | 344,364+14,163 2,359+0,036 216,383+8,833
(109%) (100%) (102%) (98%)
Ischemie 1,732+0,076 | 301,422+23,393 2,879+0,048 206,262+3,067
(107%) (88%) (125%) * # (9496) B o 11
Ischemie/1 ora 1,992+0,142 246,743+5,633 2,851+0,035 183,305+5,140
reperfuzie simpla (123%) (72%) *** # (124%) ## (83%) ** 3
Ischemie/1 ora 1,978+0,16 300,896+14,606 | 2,678+0,127 178,904+6,790
reperfuzie on-off (122%) (87%) (116%) (81%) ** #5
Ischemie/24 ore 2,222+0,138 281,156+8,587 3,023+0,053 181,716+3,620
reperfuzie simpla (137%) * (829%) *** * (1319%) * ## (829%0) ** # 55
Ischemie/24 ore 2,222+0,265 | 334,338+27,316 | 2,900+0,085 197,576+8,169
reperfuzie on-off (137%) (97%) (126%) * #* (90%)

Nota: GPO — glutation peroxidaza; GR — glutation reductaza.
Diferenta statistic semnificativa comparativ cu:

lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** —p<0,001;

lotul control: # — p<0,05; # — p<0,01; #* — p<0,001;
lotul ischemie: 3 — p<0,05; % — p<0,01; %% — p<0,001;
lotul ischemie/1 ora reperfuzie simpla: f — p<0,05; # — p<0,01; B — p<0,001;

lotul ischemie/1 ora reperfuzie controlata: ¢ — p<0,05; ¢ — p<0,01; ¢»» — p<0,001,
lotul ischemie/24 ore reperfuzie simpla: J — p<0,05; ¥ — p<0,01; & — p<0,001;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie controlata: » — p<0,05; »> — p<0,01; > — p<0,001.
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A fost identificata o corelatie inalt negativa (rs=-0,806, p=0,005) intre activitatea GPO din
ser si cea din omogenatul ovarian doar in lotul cu 24 ore reperfuzie simpla (tabelul A3.2).

Datele din literatura de specialitate referitor la activitatea enzimelor antioxidante in conditii
de SO sunt contradictorii. Jo S.H. si coaut. (2001) mentioneaza faptul cd anumite enzime cheie
implicate 1n protectia antioxidanta, precum CAT, SOD si GPO, cresc in cantitate in situatii de stres
ca 0 masura compensatorie, datorita activarii factorului de transcriptie nuclear kB, care este activat
in urma expunerii la SRO [97].

Concomitent, alte publicatii relateaza despre faptul cad activitatea GPO diminueaza in
tesuturile care sunt supuse stresului oxidativ, inclusiv in situatii ce presupun ischemie/reperfuzie
ovariana [24, 27, 45, 51, 85, 165, 248], ceea ce este observat si in studiul nostru.

Similar cu datele inregistrate de noi, Karapinar O.S. si coaut. (2017) au consemnat faptul ca
o ischemie ovariana de 3 ore diminueaza activitatea GPO in tesut comparativ cu lotul de animale
fara TO, aceasta continuand sa se reduca si mai accentuat dupa restabilirea fluxului sangvin [248].

Celik Kavak E. si coaut. (2018) au inregistrat o activitate statistic semnificativ mai mica a
GPO din tesutul ovarian al animalelor lotului expus ischemiei/reperfuziei comparativ cu lotul de
control [27].

Rezultatele cercetarii noastre indica faptul ca una dintre cauzele intensificarii leziunilor in
torsiunea/detorsiunea ovariana ar putea fi explicata prin micsorarea activitatit GPO in omogenatul
ovarian, asa cum aceastd enzima are un rol deosebit in transformarea peroxizilor, impiedicand
formarea de produse toxice pentru componentele celulare [24].

Melekoglu R. si coaut. (2018), de asemenea, au consemnat diminuarea activitatii GPO 1n
ovarele animalelor expuse I/R, scotdnd in evidentd faptul ca managementul torsiunii ovariene
necesitd si alte interventii, iar doar restabilirea fluxului sangvin nu este suficientd sd asigure o
activitate a GPO similara cu cea din lotul de animale care nu au fost expuse TO sau poate chiar
mai inalta pentru a garanta o protectie antioxidanta optima, fapt confirmat printr-un nivel mai mare
al DAM in lotul cu I/R comparativ cu lotul fara interventie pe ovare. Concomitent, Melekoglu R.
si coaut. (2018) postuleazd cd asa cum DAM este unul dintre produsele finale ale peroxidarii
lipidelor, iar nivelul crescut al acesteia indica stres oxidativ, o activitate inaltd a SOD, CAT si GPO
ar sugera refacerea tesuturilor dupa deteriorarea oxidativa [165].

Cercetarea noastra releva faptul ca activitatea GPO in tesutul ovarian poate fi influentata de
tipul de reperfuzie. Efectele benefice ale tipului on-off sunt dovedite prin mentinerea activitatii
enzimei dupa 1 ord de reperfuzie aproape de nivelurile masurate dupa ischemia de 3 ore si
restabilirea in proportie de 97% dupa 24 ore. Contrar rezultatelor inregistrate in loturile on-off, in
cele cu reperfuzie simpla GPO se mentine scazuta, fiind consemnate valori sub cele masurate in

lotul doar cu ischemie ovariana chiar si dupa 24 ore de la revascularizare. Tendinta de crestere a
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activitatiic GPO in ser dupa detorsionare ar putea fi datoratd efectelor influxului de oxigen
molecular in conditiile amplificarii SO.

Nu au fost stabilite diferente statistic semnificative intre activitatea glutation reductazei
(GR) din loturile martor si control atat in omogenatul ovarian, cat si in serul sangvin din studiul
nostru, p>0,05 (tabelul 5).

Activitatea GR din tesutul ovarian a avut o tendintd de descrestere. Torsiunea ovariana a
diminuat activitatea GR cu circa 6%, comparativ cu lotul martor, p>0,05. Reperfuzia a accentuat
diferenta fata de lotul martor, observandu-se micsordri cu aproape 17% in lotul cu 1 ord reperfuzie
simpla, p=0,006, 19% in lotul cu 1 ora reperfuzie on-off, p=0,006, 18% in lotul cu 24 ore reperfuzie
simpa, p=0,003, si 10% 1n lotul cu 24 ore reperfuzie controlata, p>0,05 (tabelul 5).

Comparativ cu lotul expus doar ischemiei ovariene s-au distins reduceri importante ale
activitatiic GR din omogenat cu aproximativ 11% in lotul cu 1 ord reperfuzie simpla (de la
206,262+3,067 nmol/s/g.prot. pana la 183,305+5,140 nmol/s/g.prot., p=0,022), 13% in lotul cu 1
ora reperfuzie on-off (de la 206,262+3,067 nmol/s/g.prot. pana la 178,904+6,790 nmol/s/g.prot.,
p=0,036), 12% in lotul cu 24 ore reperfuzie simpla (de la 206,262+3,067 nmol/s/g.prot. pana la
181,716+3,620 nmol/s/g.prot., p=0,001) si mai putin evidenta in lotul cu 24 ore reperfuzie on-off,
unde s-a constatat o diminuare cu doar 4% (de la 206,262+3,067 nmol/s/g.prot. pana la
197,576+8,169 nmol/s/g.prot., p>0,05).

Torsiunea ovariana a intensificat activitatea GR in ser cu circa 25% comparativ cu lotul
martor, p=0,045. Reperfuzia simplé, in perioada initiald (dupa 1 ora), a mentinut activitatea GR
aproape la acelasi nivel cu cel din perioada de ischemie, p>0,05, Insd dupa 24 ore s-a constatat o
tendinta de majorare cu aproape 5% (de la 2,879+0,048 umol/s/L, pana la 3,023+0,053 umol/s/L,
p>0,05), aceasta crestere fiind statistic semnificativd comparativ cu lotul martor, dupa cele 24 ore
de reperfuzie simpla valorile inregistrate fiind cu aproximativ 31% mai mari, p=0,011 (tabelul 5).

In loturile cu reperfuzie controlati activitatea GR in ser manifesta o tendinti de crestere cu
aproape 16% dupa 1 ora, p>0,05, ulterior majorandu-se semnificativ dupa 24 ore cu aproape 26%,
p=0,047, comparativ cu lotul martor (tabelul 5). Totusi, comparativ cu lotul cu ischemie ovariana,
in perioada initiala (dupa 1 ord) s-a remarcat faptul cd activitatea enzimei S-a diminuat cu
aproximativ 7% (de la 2,879+0,048 pmol/s/L pana la 2,678+0,127 pmol/s/L, p>0,05), ca apoi,
dupa 24 ore sa fie inregistrate valori apropiate celor din lotul animalelor expuse doar torsiunii
ovariene, p>0,05.

Astfel, in serul sangvin s-a observat o activitate a GR mai mare in loturile cu reperfuzie
simpla comparativ cu loturile cu reperfuzie controlatd, atat in perioada initiala (dupa 1 ord): 24%

vs. 16%, cat si la distanta (dupa 24 ore): 31% vs. 26%. Concomitent, s-a consemnat o activitate
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mai mica a enzimei dupa 1 ora de la restabilirea fluxului sangvin (24% si 16%) comparativ cu
inregistrarile efectuate dupa 24 ore, care au evidentiat valori mai mari (31% si 26%) (tabelul 5).

Nu au fost identificate corelatii intre activitatea GR din ser si cea din omogenatul ovarian in
loturile de cercetare (tabelul A3.2).

Rezultatele noastre referitor la activitatea GR din serul sangvin si omogenat releva ca TO
intensifica activitatea enzimei in ser si o reduce in omogenat.

Rolul GR, enzimd dependenta de NADPH, este de a mentine eficacitatea antioxidanta a
glutationului, prin transformarea glutationului oxidat (GSSG) in glutation redus (GSH). Se
cunoaste cd GR are o activitate mai mare In tesutul sdnatos comparativ cu tesutul deteriorat si s-a
dovedit ca activitatea GR scade concomitent cu lezarea tesuturilor [24, 45].

Se stie ca ovocitele, celulele granuloase si celulele luteinice exprima un nivel ridicat de GR
[67]. In literatura de specialitate se mentioneaza faptul ca GR are o activitate mai mare in tesutul
ovarian care nu a fost expus fenomenului I/R comparativ cu loturile la care s-a efectuat torsiunea,
respectiv detorsiunea ovariana, activitatea enzimei scazand [24, 45, 51].

Reducerea activitatii GR din omogenat 1n cercetarea noastra poate fi asociata indirect cu o
afectare oxidativa intensd legatd de procesul de restabilire a circulatiei sangvine in tesutul
ischemizat, confirmand necesitatea impunerii unor masuri de diminuarea a SO in tratamentul
torsiunii ovariene. In acelasi timp, intuim ci activitatea GR serice ar putea fi influentati de cea a
GPO, observandu-se ca ambele cresc, sugerandu-se astfel existenta unor cai reglatoare comune
care ar asigura protectia impotriva leziunilor suplimentare a subiectilor expusi TO. Presupunem
ca reglarea activitatii serice a acestor doud enzime ar fi dependentd de nivelul de SRO, totusi,
aceasta ipoteza necesitd studii suplimentare pentru confirmare.

Nu au fost constatate diferente statistic semnificative in activitatea glutation-S-transferazei
(GST) din loturile martor si control atat in omogenat, cat si in ser, p>0,05, modificarea activitatii
enzimei din cercetarea noastra fiind ilustrata in figura 16.

In omogenatul ovarian s-a consemnat 0 micsorare a activititii GST odati cu torsionarea
ovarelor. Asadar, in lotul cu ischemie ovariana s-a stabilit descresterea activititii GST cu
aproximativ 36% (de la 76,018+1,222 nmol/s/g.prot. pana la 48,865+2,909 nmol/s/g.prot.,
p<0,001) comparativ cu lotul martor.

Reperfuzia de 1 ord a avut un efect pozitiv diminuand deferentele fata de lotul martor,
stabilindu-se o activitate a GST in tesut mai mica cu aproape 26% in lotul cu reperfuzie simpla (de
la 76,018+1,222 nmol/s/g.prot. pand la 56,412+3,95 nmol/s/g.prot., p=0,008), respectiv 18% in
lotul cu reperfuzie on-off (de 1a 76,018+1,222 nmol/s/g.prot. pana la 62,378+6,694 nmol/s/g.prot.,
p>0,05). S-a constatat faptul ca in lotul cu reperfuzie simpla activitatea GST a scazut mai mult

comparativ cu lotul cu reperfuzie controlata, p>0,05.
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Figura 16. Activitatea glutation-S-transferazei din serul sangvin si omogenatul ovarian in
torsiunea/detorsiunea ovariana experimentala
Nota: | — ischemie; RS — reperfuzie simpla; RC — reperfuzie controlata (on-off); GST — glutation-
S-transferaza. Diferenta statistic semnificativa comparativ cu:
= lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** —p<0,001,;
lotul control: # — p<0,05; # — p<0,01; ** — p<0,001;
lotul ischemie: 3 — p<0,05; % — p<0,01; % — p<0,001;
lotul ischemie/1 ora reperfuzie simpla: f — p<0,05; # — p<0,01; B — p<0,001;
lotul ischemie/1 ora reperfuzie controlata: ¢ — p<0,05; *» — p<0,01; **¢ — p<0,001;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie simpla: J — p<0,05; 7 — p<0,01; ' — p<0,001;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie controlata: » — p<0,05; »» — p<0,01; »™ — p<0,001.

Dupa 24 ore de reperfuzie simpla s-a observat descrestere a activitatii enzimei in tesut cu
aproape 50% (de la 76,018+1,222 nmol/s/g.prot. pana la 38,28+1,616 nmol/s/g.prot., p<0,001)
comparativ cu lotul martor, iar comparativ cu perioada initiala de reperfuzie simpla (dupa 1 ord)
enzima si-a diminuat activitatea cu aproximativ 32% (de la 56,412+3,95 nmol/s/g.prot. pana la
38,28+1,616 nmol/s/g.prot., p=0,015). Dupa 24 ore de reperfuzie controlatd s-a apreciat o scadere
a activitatii GST cu aproape 27% (de la 76,018+1,222 nmol/s/g.prot. pana la 55,525+5,291
nmol/s/g.prot., p=0,04) comparativ cu lotul martor. Astfel, este evident faptul ca reperfuzia simpla
vs. reperfuzia controlata a avut un efect de diminuare a activitatii GST 1in tesut, fenomen care a

luat amploare odata cu trecerea timpului si fiind mai pronuntat in tipul simplu de reperfuzie, fapt
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confirmat prin valori mai mici inregistrate la 1 ora dupa restabilirea fluxului sangvin cu 26% Vs.
18%, respectiv dupa 24 ore cu 50% vs. 27% comparativ cu lotul martor.

Torsiunea ovariand a micsorat activitatea GST in ser cu aproximativ 12% (de la
84,147+1,019 nmol/s/L pana la 73,603+2,161 nmol/s/L, p=0,01) comparativ cu lotul martor.

Reperfuzia dupa 1 ord atét in tipul simplu, cat si controlat a aprofundat declinul in activitatea
GST cu aproape 15% (de 1a 84,147+1,019 nmol/s/L pana la 71,397+2,336 nmol/s/L in tipul simplu,
p=0,004, si pana la 71,880+2,376 nmol/s/L in tipul controlat, p=0,006) comparativ cu lotul martor.

La distanta, dupa 24 ore de reperfuzie, s-au observat efecte opuse asupra activitatii GST in
dependenta de tipul de reperfuzie aplicat. Astfel, in tipul simplu activitatea a continuat sa scada cu
aproximativ 20% (de la 84,147+1,019 nmol/s/L pana la 67,055+2,531 nmol/s/L, p=0,001)
comparativ cu lotul martor, iar in lotul cu reperfuzie controlata dimpotriva, activitatea a crescut
comparativ cu ceea ce a fost notat dupa 1 ora de reperfuzie, inregistrandu-se diferente comparativ
cu lotul martor de doar 7% (de la 84,147+1,019 nmol/s/L pana la 77,944+0,824 nmol/s/L,
p=0,003).

Comparandu-se rezultatele obtinute in ser in loturile cu 24 ore reperfuzie s-a sesizat faptul
ca activitatea GST s-a ameliorat in lotul cu reperfuzie controlatd comparativ cu expunerea la
reperfuzia simpla, p=0,022.

Nu au fost identificate corelatii intre activitatea GST din serul sangvin si omogenatul ovarian
in loturile de cercetare (tabelul A3.2).

Exista publicatii in care s-a raportat ca activitatea GST a fost suprimata in leziunile tisulare
oxidative induse de ischemie [24, 45, 51, 164]. Unul dintre rolurile pe care le are GST este de a
lega substantele straine de gruparea —SH a cisteinei din glutation, neutralizandu-le astfel regiunile
electrofile si protejand celulele de efectele nocive ale acestora [24, 45]. Concomitent, GST poate
preveni unele modificari oxidative prin conjugarea reversibild a glutationului cu anumite proteine
prin procesul de S-glutationilare [100]. Deci, activitatea GST in diferite conditii metabolice este
dependenta de disponibilitatea glutationului.

Diminuarea activitatii GST in studiul nostru in loturile cu TO poate fi datorata epuizarii GSH
de catre alte enzime, cum ar fi GPO, sau scaderii activitatii GR din tesut.

In cercetarea noastri s-a evidentiat o tendintd de reducere a cantitatii glutationului total
(GT) din omogenat odata cu aplicarea torsiunii ovariene (tabelul 6). Astfel, in lotul cu ischemie s-
au inregistrat valori mai mici ale GT cu aproape 13% comparativ cu lotul martor, p>0,05. In
loturile cu reperfuzie simpla au fost consemnate cifre ale GT cu aproximativ 7% (dupa 1 ora),
respectiv cu 10% (dupa 24 ore) mai mici comparativ cu lotul martor, p>0,05. In loturile cu
reperfuzie controlata (on-off) descresterea GT a fost cu circa 6% (dupa 1 ora), p>0,05, respectiv

cu aproape 10% (dupa 24 ore), p=0,012, comparativ cu lotul martor.
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Nu au fost identificate diferente statistic semnificative intre nivelul GT din serul sangvin

intre loturile de cercetare, p>0,05. Totusi, a fost observata tendinta de crestere a cantitatii acestuia

dupa 24 ore de reperfuzie cu circa 14% in tipul simplu si cu aproximativ 6% in tipul on-off

comparativ cu lotul martor, p>0,05 (tabelul 6).

Tabelul 6. Influenta torsiunii/detorsiunii ovariene asupra nivelului de glutation total si
glutation redus din serul sangvin si omogenatul ovarian

GT GSH

Loturile de ser, omogenat, ser, omogenat,
studiu nmol/L pmol/g.prot. nmol/L pmol/g.prot.
Martor 200,916+4,549 | 51,913+1,034 | 146,484+5,311 32,171+0,397

(100%) (100%) (100%) (100%)
Control 209,124+10,151 | 51,214+3,021 | 145,357+£12,048 32,198+0,873

(104%) (99%) (99%) (100%)
Ischemie 206,124+9,245 | 45,265+2,572 | 127,328+4,765 24.841+2,571

(103%) (87%) (87%) (77%)
Ischemie/1 ora 197,633+4,059 | 48,356+3,002 | 119,440+4,182 20,934+0,42
reperfuzie simpla (98%) (93%) (82%) * (65%) *** ### oo
Ischemie/1 ora 199,822+2,651 | 48.607+0,481 129,582+4,522 23,055+0,644
reperfuzie on-off (100%) (94%) (89%) (72%) *** ### oo
Ischemie /24 ore 228,823+9,023 | 46,449+4,329 | 126,201+3,680 24,828+1,247
reperfuzie simpla (114%) (90%) (86%) (T7%) ** #
Ischemie/24 ore 212,407+6,805 | 46,633+0,804 | 136,342+3,921 27,552+0,595
reperfuzie on-off (106%) (90%) * (93%) (86%) *** ## BB 9o

Nota: GT — glutation total; GSH — glutation redus. Diferenta statistic semnificativa comparativ cu:

lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** —p<0,001;
lotul control: * — p<0,05; # — p<0,01; #* — p<0,001;
lotul ischemie: ¢ — p<0,05; % — p<0,01; % — p<0,001;
lotul ischemie/1 ora reperfuzie simpla: f — p<0,05; # — p<0,01; B — p<0,001;

lotul ischemie/1 ora reperfuzie controlata: ¢ — p<0,05; *° — p<0,01; **¢ — p<0,001;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie simpla: J — p<0,05; 7 — p<0,01; ' — p<0,001;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie controlata: » — p<0,05; » — p<0,01; > — p<0,001.

Nu au fost identificate corelatii intre cantitatea GT din serul sangvin si cea din omogenatul

ovarian in loturile experimentale (tabelul A3.2).

Glutationul este tiolul cu greutate moleculara mica predominant din celulele animale [94].

Cercetarile experimentale ale lui Avci V. si coaut. (2020) referitor la homeostazia tiol-disulfida

din torsiunea ovariana au consemnat reducerea cantitatii totale a tiolilor la expunerea ovarelor

torsiunii/detorsiunii comparativ cu lotul de control si cu lotul de animale doar cu torsiune ovariana

[25].

Similar cu datele din literatura de specialitate si in studiul nostru se observa o reducere a

cantitatii de GT disponibild tesutului ovarian la aplicarea I/R comparativ cu loturile de animale

care nu au fost expuse torsiunii ovariene. Nayki C. si coaut. (2018) au raportat diminuarea statistic
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semnificativa a GT tisular chiar si dupa o ischemie de 2 ore, urmata de o reperfuzie de 2 ore
comparativ cu lotul experimental fara TO [250]. Astfel, se constatd un consum al GT de catre
celulele ovariene.

Intr-o cercetare cu un model experimental asemanitor cu cel utilizat in aceasta lucrare s-au
determinat cantitati de glutation total tisulare mai mici in lotul cu ischemie comparativ cu lotul cu
animale sanatoase, iar cel mai mic nivel al acestui parametru a fost stabilit in lotul cu reperfuzie
simpla, pe cand in lotul cu reperfuzie controlatd nivelul era apropiat valorilor notate pentru lotul
cu animale intacte [99].

In studiul nostru TO a redus cantitatea de GT in omogenat, insi s-a observat ci tipul de
reperfuzie nu a influentat acest proces, asa cum nu au fost constatate diferente statistic
semnificative intre loturi nici dupa 1 ora, nici dupa 24 ore de la restabilirea fluxului sangvin,
utilizarea GT de citre celulele ovariene fiind similard in ambele forme de detorsionare. Totusi, a
fost consemnata tendinta de diminuare a nivelului de GT din tesut odatd cu trecerea timpului, asa
cum 1n loturile evaluate dupa 24 ore de reperfuzie acesta a fost mai mic decat dupa 1 ora, p>0,05.

Townsend D.M. (2009) reliefeaza faptul ca nivelul de glutation celular poate fi modificat de
enzima GST ca raspuns la producerea de SRO, fiind utilizat in procesul de S-glutationilare [100].
Astfel, un factor major care afecteaza homeostazia glutationului este utilizarea acestuia in reactii
de conjugare, in special de catre GST, iar un determinant important al raspunsului celular la stresul
oxidativ ar putea fi legat de cantitatea si forma glutationului, oxidat sau redus.

Tendinta de majorare a GT in ser observata in loturile experimentale dupa 24 ore de la
detorsionare ar putea fi datorata implicarii si reactiei altor organe la TO, cum ar fi ficatul, despre
care se stie cd joacd un rol central in homeostazia interorganicd a GSH, exportand o mare parte din
glutationul pe care il sintetizeaza in plasma [252].

Nu au fost stabilite diferente intre cantitatea de glutation redus (GSH) din loturile martor
si control atat in omogenat, cat si in ser, p>0,05 (tabelul 6).

In omogenat torsiunea ovariani a indus o tendintd de reducere a cantititii de GSH cu
aproximativ 23% comparativ cu lotul martor, p>0,05. Reperfuzia in perioada initiald, dupa 1 ora,
a continuat sa aprofundeze diferentele fatd de lotul martor, observandu-se descresterea cu circa
35% a nivelului de GSH 1in lotul cu reperfuzie simpla, p<0,001, si cu aproape 28% 1in lotul cu
reperfuzie on-off, p<0,001, comparativ cu lotul martor (tabelul 6). Comparativ cu lotul de animale
expus doar ischemiei ovariene, in loturile cu 1 ord reperfuzie s-a sesizat micsorarea GSH, mai
exprimat in lotul cu reperfuzie simpla, p>0,05.

Dupa 24 ore de reperfuzie, in tipul simplu, s-a constatat un nivel scazut de GSH in
omogenatul ovarian cu aproximativ 23%, p=0,002, iar in tipul on-off, cu 14%, p<0,001, comparativ

cu lotul martor (tabelul 6). Astfel, s-a identificat o utilizare ovariana mai intensa a GSH 1in loturile
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cu reperfuzie simpla vs. loturile cu reperfuzie controlata, consemnandu-se valori mai mici cu 35%
vs. 28% dupa 1 ora, respectiv cu 23% vs. 14% dupa 24 ore comparativ cu lotul martor.

Aceeasi tendinta de micsorare a cantitatii de GSH a fost stabilita si in ser, unde ischemia I-a
redus cu aproape 13% comparativ cu lotul martor, p>0,05. Ulterior, la reperfuzie GSH s-a mentinut
scazut, mai exprimat in loturile cu reperfuzie simpla decat in cele cu reperfuzie on-off. Astfel, in
loturile cu 1 ora reperfuzie, in tipul simplu GSH s-a micsorat cu aproximativ 18%, p=0,013, iar
in tipul controlat, cu aproape 11%, p>0,05, comparativ cu lotul martor. In loturile cu 24 ore
reperfuzie cantitatea GSH a fost mai mica cu circa 14% 1n tipul simplu, p>0,05, si cu aproape 7%
in tipul controlat, p>0,05, comparativ cu lotul martor (tabelul 6).

Asadar, in ser s-a remarcat efectul benefic al reperfuziei prin aplicarea manevrei on-off in
restabilirea nivelului de GSH, fapt confirmat de inregistrarile efectuate dupa reperfuzia simpla vs.
controlatd cand cantitatea GSH a fost mai mica cu 18% vs. 11% (dupa 1 ora) si 14% vs. 7% (dupa
24 ore) comparativ cu lotul martor.

Nu au fost stabilite corelatii intre cantitatea GSH din serul sangvin si cea din omogenat in
loturile de cercetare (tabelul A3.2).

GSH, fiind o0 molecula antioxidanta cu ajutorul careia poate fi evaluat potentialul de protectie
in conditii de stres oxidativ, a fost masurata in mai multe studii experimentale. S-a constatat ca
ischemia ovariana reduce cantitatea de GSH, acest fapt fiind amplificat de reperfuzie [99]. GSH,
ca antioxidant, reactioneaza cu peroxizii si radicalii liberi, transformandu-i in produse inofensive,
protejand astfel celulele impotriva posibilelor leziuni oxidative [45].

Se considerd ca un nivel ridicat de GSH arata vitalitatea celulelor in timp ce o scadere a
cantitatii de GSH arata slabirea si deteriorarea sistemului de aparare celulara [24].

Cercetarea efectuata de Melekoglu R. si coaut. (2018) a inregistrat date similare cu ale
noastre, unde cantitatea de GSH din tesutul ovarian s-a redus dupd expunerea ovarelor la
fenomenul 1/R [165]. in acelasi timp, Celik Kavak E. si coaut. (2018) au demonstrat ci atat
torsiunea, cét si torsiunea/detorsiunea sunt capabile sd reduca semnificativ cantitatea de GSH din
tesut [27]. Descresteri statistic semnificative ale nivelului de GSH tisular dupa 3 ore de ischemie
ovariana, urmate de 24 ore de reperfuzie simpla au fost notate si de Ersoy G.S. si coaut. (2016)
[241]. Astfel, in diferite publicatii stiintifice sunt raportate rezultate care arata un consum al GSH
in TO, ceea ce este observat si In urma analizei datelor noastre.

Una dintre cauzele micsorarii cantitatii tisulare de GSH 1in torsiunea ovariana ar putea fi
datorata interactiunii acestuia cu NO-, avand loc o reactie de S-nitrozilare cu formarea GSNO (S-
nitrozoglutation) [228]. Aceasta ipoteza este sustinuta de faptul ca in studiul nostru in tesutul
ovarian atat activitatea GPO, cat si cea a GST, care sunt enzime consumatoare de GSH, s-a redus

comparativ cu lotul martor, indicand ca principalul motiv al diminuarii GSH ar putea fi altul.
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Concomitent, aceastd teorie ar putea fi argumentata si de supozitia cd ovarele utilizeaza DNO
pentru a se proteja de efectele ischemiei, transformand intens nitritul in oxid nitric, care, la randul
sau, daca este in concentratii mari interactioneaza cu GSH, scazandu-i cantitatea.

Nu au fost stabilite diferente intre cantitatea de glutation oxidat (GSSG) masurata in
omogenat in loturile martor si control, p>0,05. Ischemia ovariand nu a determinat o majorare
semnificativa a GSSG in tesut comparativ cu lotul martor (19,742+1,210 pmol/g.prot. Vs.
20,423+2,324 pmol/g.prot., p>0,05). Reperfuzia in perioada initiala (dupa 1 ord) a amplificat
formarea GSSG cu aproximativ 39% in tipul simplu (de la 19,742+1,210 pmol/g.prot. pana la
27,421+2,753 pmol/g.prot., p>0,05) si cu aproape 29% in tipul controlat (de la 19,742+1,210
pmol/g.prot. pana la 25,552+0,562 pmol/g.prot., p=0,011) comparativ cu lotul martor. Dupa 24
ore de reperfuzie tendinta GSSG a fost de a scadea comparativ cu perioda initiald de reperfuzie.
Astfel, in lotul farda manevra on-off GSSG s-a mentinut crescut cu doar 10% (de la 19,742+1,210
pmol/g.prot. pana la 21,621+3,726 pmol/g.prot., p>0,05) comparativ cu lotul martor, iar in lotul la
care s-a aplicat tehnica on-off nivelul de GSSG a fost apropiat de cel inregistrat in lotul martor,
valorile fiind cu aproape 3% mai mici (19,742+1,210 pmol/g.prot. vs. 19,081+0,551 pmol/g.prot.,
p>0,05) (figural?).

Nu au fost remarcate diferente statistic semnificative intre cantitatea de GSSG din ser intre
loturile martor si control, p>0,05 (figura 17). Totusi, s-a observat o tendintd de crestere cu
aproximativ 17% (de la 54,432+7,649 nmol/L pana la 63,767+5,515 nmol/L) a GSSG in ser
datoritd interventiei noastre.

Ischemia a indus o tendinta de majorare a GSSG in ser, fiind notate valori cu aproape 45%
mai mari comparativ cu lotul martor (de la 54,432+7,649 nmol/L pana la 78,786+9,116 nmol/L,
p>0,05).

Dupa reperfuzia simpla de 1 ord s-a consemnat un nivel al GSSG mai mare cu circa 44%
(de la 54,432+7,649 nmol/L pana la 78,19242,959 nmol/L, p>0,05), iar dupa 24 ore, cu aproape
89% (de la 54,432+7,649 nmol/L pana la 102,622+9,856 nmol/L, p=0,017) comparativ cu lotul
martor.

Comparativ cu lotul de animale expus doar torsiunii ovariene, reperfuzia simpla de 1 ord a
mentinut cantitatea de GSSG la acelasi nivel, p>0,05, insa dupa 24 ore s-a evidentiat o augmentare
cu aproape 30% (de la 78,786+9,116 nmol/L pana la 102,622+9,856 nmol/L, p>0,05). Asadar, s-
a constatat ca reperfuzia simpla a sporit continutul de glutation oxidat in ser dupa 24 ore de la
restabilirea circulatiei sangvine, sugerand faptul ca procesele oxidative s-au amplificat dupa 1 ora

de la detorsiunea ovarelor.
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Figura 17. Nivelul glutationului oxidat din serul sangvin si Omogenatul ovarian in
torsiunea/detorsiunea ovariana experimentala
Nota: | —ischemie; RS — reperfuzie simpla; RC — reperfuzie controlata (on-off); GSSG — glutation
oxidat. Diferenta statistic semnificativa comparativ cu:
lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** —p<0,001;
lotul control: # — p<0,05; # — p<0,01; ** — p<0,001;
lotul ischemie: 3 — p<0,05; % — p<0,01; %% — p<0,001;
lotul ischemie/1 ora reperfuzie simpla: f — p<0,05; # — p<0,01; P — p<0,001;
lotul ischemie/1 ora reperfuzie controlata: ¢ — p<0,05; % — p<0,01; **¢ — p<0,001;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie simpla: J — p<0,05; 7 — p<0,01; ' — p<0,001;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie controlata: » — p<0,05; »» — p<0,01; »> — p<0,001.

Reperfuzia controlatd a avut un efect mai putin exprimat asupra producerii de GSSG 1n ser,
obtinandu-se valori cu circa 29% mai mari in lotul cu 1 ora reperfuzie on-off (de la 54,432+7,649
nmol/L pana la 70,240+4,349 nmol/L, p>0,05), respectiv cu 40% mai mari in lotul cu 24 ore
reperfuzie on-off (de la 54,432+7,649 nmol/L pana la 76,064+5,623 nmol/L, p>0,05) comparativ
cu lotul martor (figura 17). Astfel, in ser in loturile cu reperfuzie simpla s-a produs mai mult GSSG
comparativ cu loturile cu reperfuzie controlata, fapt sustinut de cresterile GSSG dupa 1 ora cu 44%
VS. 29%, respectiv dupa 24 ore cu 89% vs. 40% comparativ cu lotul martor.

Comparand rezultatele GSSG masurate in ser in loturile cu reperfuzie controlata cu cele din
lotul cu ischemie s-a observat o diminuare a proceselor oxidative in urma aplicarii manevrei on-

off, fapt sustinut de o reducere a cantitatii de glutation oxidat cu aproximativ 11% dupa 1 ora de
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reperfuzie (de la 78,786+9,116 nmol/L pana la 70,240+4,349 nmol/L, p>0,05) si cu aproape 4%
dupa 24 ore (de la 78,786+9,116 nmol/L pana la 76,064+5,623 nmol/L, p>0,05).

A fost identificata o corelatie puternic negativa intre cantitatea GSSG din ser si cea din
omogenatul ovarian (rs=-0,915, p<0,001) doar in lotul cu ischemie/24 ore reperfuzie controlata
(tabelul A3.2).

Exista cercetdri care aratd ca expunerea la hipoxie va induce scaderea activitatii enzimelor
antioxidante, precum si reducerea continutului de glutation celular. Astfel de modificari, care
reprezintd o reglare posibild adaptativa in hipoxie, ar predispune celulele la cresterea producerii
de SRO dupa reoxigenarea mitocondriilor [70].

GSH este o molecula care protejeaza celulele impotriva efectelor citotoxice ale radicalilor
liberi. Yayla M. si coaut. (2018) presupun ca reducerea activitatii SOD si a cantitatii de GSH in
ischemie si reperfuzie poate fi datoratd supraproducerii de anioni superoxid [44]. Sunt publicatii
care consemneaza faptul cd SRO scad antioxidantii naturali, precum glutationul (GSH) si
superoxid dismutaza, care se micsoreaza la aplicarea manevrelor I/R ovariene [40].

Reperfuzia dupa ischemie reduce nivelul de GSH [28, 45, 51] si este raportata ca provocand
daune severe tesutului ovarian [45, 51]. Inclusiv in cercetari efectuate pe oameni rezultatele
inregistrate sugereaza ca in caz de torsiune ovariand GSH este consumat de catre organism [192].
Oxidarea GSH si generarea de glutation oxidat (GSSG) sunt mentionate in literatura ca 0 dovada
a stresului oxidativ si a unui dezechilibru redox. In general, orice afectiune asociati cu producerea
de SRO va scadea nivelul de GSH [109], ceea ce este consemnat si in cercetarea noastra.

Se cunoaste faptul ca NADPH-ul este un cofactor esential pentru restabilirea glutationului
redus (GSH) din glutation oxidat (GSSG), care este cel mai abundent si important antioxidant din
celulele mamiferelor. Concomitent, NADPH-ul este utilizat pentru a transforma tioredoxina
oxidata in tioredoxina redusa, care, de asemenea, are un rol in sistemul de protectie antioxidanta
[98]. In literatura de specialitate au fost identificate rezultate care consemneaza faptul implicarii
glucozo-6-fosfat dehidrogenazei si izocitrat dehidrogenazei citoplasmatice NADP*-dependente in
producerea de NADPH in ovare [253]. Activitatea acestor enzime si, respectiv, producerea de
NADPH este diferita in diverse tesuturi, sugerandu-se posibilitatea existentei unei protectii sau
leziuni diferentiate dependenta de tipul tesutului [97].

Glucozo-6-fosfat dehidrogenaza este o sursa majora de NADPH celular care are rolul de a
diminua SO, crescand concentratia de GSH [97].

In cercetarea noastra nu au fost consemnate diferente intre activitatea glucozo-6-fosfat
dehidrogenazei (G6PDH) din loturile martor, control si ischemie ovariana atat in omogenat, cat

si in ser, p>0,05 (figura 18).
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Figura 18. Actiunea torsiunii/detorsiunii ovariene experimentale asupra activitatii
glucozo-6-fosfat dehidrogenazei din serul sangvin si omogenatul ovarian
Nota: | —ischemie; RS — reperfuzie simpla; RC — reperfuzie controlata (on-off); GGPDH — glucozo-
6-fosfat dehidrogenaza. Diferenta statistic semnificativa comparativ cu:
= lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** —p<0,001,;
lotul control: # — p<0,05; # — p<0,01; ** — p<0,001;
lotul ischemie: 3 — p<0,05; % — p<0,01; % — p<0,001;
lotul ischemie/1 ora reperfuzie simpla: f — p<0,05; # — p<0,01; B — p<0,001;
lotul ischemie/1 ora reperfuzie controlata: ¢ — p<0,05; % — p<0,01; **¢ — p<0,001;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie simpla: J — p<0,05; 7 — p<0,01; ' — p<0,001;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie controlata: » — p<0,05; »> — p<0,01; > — p<0,001.

Reperfuzia a modificat activitatea G6PDH, observandu-se tendinte de crestere a acesteia atat
in omogenat, cat si ser.

In omogenatul ovarian s-a constatat intensificarea activitatii enzimei in loturile cu reperfuzie
simpla comparativ cu ceea ce s-a consemnat in loturile cu reperfuzie controlata. Astfel, comparand
activitatea G6PDH din lotul martor cu cea din loturile cu reperfuzie, s-a evidentiat sporirea
activitdtii in toate loturile de cercetare, dupa cum urmeaza: cu aproximativ 45% in lotul cu 1 ora
reperfuzie simpla (de la 7,316+0,765 nmol/s/g.prot. pana la 10,610+1,294 nmol/s/g.prot., p>0,05),
11% in lotul cu 1 ora reperfuzie controlata (de la 7,316+0,765 nmol/s/g.prot. pana la 8,087+0,434
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nmol/s/g.prot., p>0,05), 89% in lotul cu 24 ore reperfuzie simpla (de la 7,316+0,765 nmol/s/g.prot.
pana la 13,804+1,491 nmol/s/g.prot., p=0,023) si cu doar 7% in lotul cu 24 ore reperfuzie
controlata (de la 7,316+0,765 nmol/s/g.prot. pana la 7,836+0,967 nmol/s/g.prot., p>0,05). Deci,
cresterile cu aproximativ 45%, respectiv 89% in loturile cu reperfuzie simpla comparativ cu 11%,
respectiv 7% in loturile on-off indica clar ca activitatea GOPDH este influentatd de modelul de
reperfuzie. Comparativ cu lotul de animale expus doar torsiunii ovariene s-a identificat o sporire
statistic semnificativd a G6PDH doar 1n lotul de animale cu 24 ore reperfuzie simpla (cu aproape
93%, de la 7,168+0,529 nmol/s/g.prot. pana la 13,804+1,491 nmol/s/g.prot., p=0,018), in celelalte
loturi cu reperfuzie consemnandu-se doar o tendintd de marire, p>0,05.

Analizandu-se rezultatele obtinute in ser in perioada initiala (la 1 ora dupa reperfuzie), s-a
consemnat o tendinta de majorare a activitatii GoPDH, mai exprimat in lotul cu reperfuzie simpla,
cu aproximativ 45% (de la 24,852+2,426 nmol/s/L pana la 36,106+2,620 nmol/s/L, p>0,05)
comparativ cu lotul martor. Dupa 24 ore de reperfuzie simpla activitatea G6PDH s-a mentinut
inalta, determinandu-Se 0 majorare statistic semnificativa cu aproape 62% (de la 24,852+2,426
nmol/s/L pana la 40,326+3,904 nmol/s/L, p=0,007) comparativ cu lotul martor si cu 59% (de la
25,321+2,634 nmol/s/L péana la 40,326+3,904 nmol/s/L, p=0,01) comparativ cu lotul doar cu
ischemie ovariana.

Nu au fost stabilite diferente statistic semnificative intre activitatea G6PDH din serul
animalelor din loturile cu reperfuzie controlata comparativ cu cea masurata in loturile martor si
ischemie, p>0,05. Comparand rezultatele notate in loturile cu reperfuzie simpla si controlata, s-a
remarcat faptul ca activitatea enzimei a fost mai intensd in loturile care nu au fost supuse procedurii
on-off. Diferenta respectiva a fost evidentd dupa 24 ore de la detorsiune, unde in lotul fara
interventie on-off s-au determinat valori aproape duble ale GGPDH comparativ cu cele masurate
in lotul cu 24 ore reperfuzie controlata (40,326+3,904 nmol/s/L vs. 23,914+3,385 nmol/s/L,
p=0,003).

Nu au fost inregistrate corelatii intre activitatea G6PDH din ser si cea din omogenatul
ovarian in loturile de cercetare (tabelul A3.1).

G6PDH, enzima reglatoare din calea pentozo-fosfatilor, produce NADPH pentru a sustine
reciclarea glutationului. Astfel, G6PDH catalizeaza conversia glucozo-6-fosfatului in 6-
fosfogluconolactona cu transformarea NADP* in NADPH. Activitatea acestei enzime este un
factor determinant important al raportului NADPH/NADP* din citoplasma care contribuie la
suplinirea sistemului antioxidant cu glutation redus, datorita actiunii enzimei GR. Totusi, prin
modificarea concentratieci de NADPH, activitatea G6PDH poate influenta si producerea de
superoxid de catre enzime ca NADPH oxidaza, nitric oxid sintaza si xantin oxidaza. Astfel, Hecker

P.A. si coaut. (2012) au remarcat ca o crestere a activitatii GOPDH va determina majorarea atat a
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NADPH, cét si a anionului superoxid, iar inhibarea enzimei va reduce atat cantitatea de NADPH,
cat si producerea de SRO [254]. Deci, este posibil ca una dintre cauzele aprofundarii leziunilor
oxidative din perioada de reperfuzie sa fie datorata intensificarii producerii de NADPH de cétre
GO6PDH ca raspuns la stresul oxidativ. Astfel, putem presupune ca implicarea mai multor substante
cu efect antioxidant care actioneaza prin diferite cai, blocand producerea de SRO si diminuand
necesitatea includerii excesive a G6PDH in asigurarea protectiei antioxidante ar aduce mai multe
beneficii decat stimularea propriu-zisa a activitatii de regenerare 8 NADPH-ului, despre care s-a
mentionat anterior ca poate fi utilizat de anumite enzime pentru sinteza de SRO.

Asa cum activitatea GO6PDH a fost mai mare in loturile cu reperfuzie simpla comparativ cu
celelalte loturi de cercetare, constatindu-se concomitent si 0 majorare a cantitatii de DAM, PPOA
si AGE, presupunem ca in torsiunea ovariand G6PDH este mai mult implicata in sustinerea
proceselor oxidative decat in asigurarea protectiei antioxidante. Ipoteza consumului de NADPH
de catre enzimele prooxidante in TO din cercetarea noastrd este sustinutd de faptul mentinerii
reduse a activitatii tisulare a GR dupa reperfuzie, posibil din cauza lipsei unei cantitati adecvate
de NADPH, cat si a majorarii cantitatii de GSSG.

Clasificarea izocitrat dehidrogenazelor este facuta in baza cofactorilor si localizarea lor
intracelulara. Astfel, sunt distinse urmatoarele izoenzime: citoplasmatica si mitocondriala NADP*-
dependente, si mitocondriala NAD*-dependenta [97, 98]. In studiul nostru am masurat activitatea
formei citoplasmatice. Decizia de a masura activitatea acestei enzime in TO a avut la baza
informatiile din literatura de specialitate care au aratat faptul cd ea este capabild sa protejeze
celulele de SO [255, 256], neexistand deficiente in a utiliza izocitrat dehidrogenaza ca un indicator
al potentialului redox al NADPH-ului liber citoplasmatic [257]. Asa cum principiul metodei are la
bazi cresterea densitatii optice a solutiei in urma intensificarii producerii de NADPH + H", ca
rezultat al decarboxilarii oxidative a izocitratului, 0 marire a densitatii optice este utilizata atat
pentru estimarea activitatii enzimei [196], cat si pentru evaluarea capacitatii acesteia de a genera
NADPH in conditii patologice specifice, cum ar fi torsiunea/detorsiunea ovariand experimentala.

Studiile au aratat ca NADPH-ul este un cofactor important in diferite cai de biosinteza si
participa inclusiv la regenerarea glutationului redus, care este 0 moleculd importanta ce asigura
protectia celulelor, preintampinand leziunile oxidative. In acelasi timp, s-a demonstrat faptul ci
izocitrat dehidrogenaza citoplasmatici NADP*-dependentd are un rol deosebit in reciclarea
eficienta a glutationului, iar celulele care dispun de cantitati mai mici de enzima sunt mult mai
sensibile la SRO, suferind peroxidari ale lipidelor si leziuni ale AND-ului [258].

Cercetarea noastra nu a relevat diferente statistic semnificative in activitatea izocitrat
dehidrogenazei citoplasmatice NADP*-dependente (ICDH) intre loturile experimentale atat in

omogenat, cat si in ser, p>0,05 (tabelul 7). Totusi, s-a observat tendinta de reducere a activitatii
96



enzimei odata cu torsionarea ovarelor si provocarea ischemiei. Reperfuzia a diminuat in continuare
activitatea ICDH, mai exprimat in perioada initiala de reperfuzie (dupa 1 ord) si dupa 24 ore de
reperfuzie simpld, mai putin in lotul cu 24 ore de reperfuzie controlata, insa diferentele constatate

au fost fara semnificatie statistica, p>0,05.

Tabelul 7. Activitatea izocitrat dehidrogenazei citoplasmatice NADP*-dependente din
serul sangvin si omogenatul ovarian in torsiunea/detorsiunea ovariani

ICDH

Loturi de studiu ser, nmol/s/L omogenat, nmol/s/g.prot.
Martor 77,371+4,955 8,572+0,141

(100%) (100%)
Control 76,433+2,525 8,48+0,393

(99%) (99%)
Ischemie 74,557+3,002 8,3+0,198

(96%) (97%)
Ischemie/1 ora reperfuzie 71,275+2,401 8,217+0,318
simpla (92%) (96%)
Ischemie/1 ora reperfuzie 72,682+2,903 8,154+0,073
controlata (on-off) (94%) (95%)
Ischemie/24 ore reperfuzie 71,744+3,428 8,091+0,275
simpla (93%) (95%)
Ischemie/24 ore reperfuzie 73,62+2.,62 8,482+0,227
controlata (on-off) (95%) (99%)

Nota: ICDH — izocitrat dehidrogenaza citoplasmatici NADP*-dependenta.
Fara diferente statistic semnificative intre toate loturile de studiu, p>0,05.

A fost stabilita o corelatie puternic negativa (rs=-0,707, p=0,022) intre activitatea ICDH din
ser si cea din omogenatul ovarian doar in lotul cu ischemie/1 ora reperfuzie controlatd (tabelul
A3.1).

Cercetarile experimentale efectuate pe rinichi de catre Kim J. si coaut. (2009) au consemnat
faptul ca I/R reduce semnificativ atat expresia, cat si activitatea ICDH, micsorand producerea de
NADPH si marind raportul dintre glutationul oxidat si glutationul total [98].

Similar cu datele din literaturd unde sunt raportate rezultatele actiunii I/R asupra ICDH [98]
st in studiul nostru au fost observate reduceri ale activitatii enzimei, totusi, nesemnificative. Una
dintre concluziile noastre legate de lipsa intensificarii activitatii ICDH in conditii de SO,
demonstrata deja prin cresterea markerilor leziunilor oxidative precum DAM, PPOA, cét si a
GSSG este ca aceasta enzima nu este in mod evident implicata in asigurarea protectiei celulare in
torsiunea ovariand. Kim J. si coaut. (2009) presupun chiar ca o reducere a activitatii ICDH ar putea
fi nu doar un rezultat al leziunii I/R, dar si o cauza a acesteia [98].

Contrar celor constatate de Flint A.P.F. si coaut. (1970), care au raportat o activitate mult

mai inalta in ovare a ICDH comparativ cu G6PDH [253], noi am obtinut valori in crestere pentru
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activitatea G6PDH odata cu aplicarea manevrelor care sunt responsabile de intensificarea SO atat
in omogenat, cat si in ser, iar activitatea ICDH fiind fara modificari semnificative intre loturile
experimentale. Aceasta poate fi sugestiv pentru faptul ca in torsiunea ovariand GO6PDH ar avea un
rol esential in asigurarea celulelor cu NADPH cu scopul suprimérii SO ca si consecintd a
fenomenului I/R, ceea ce ar necesita, probabil, si o asigurare cu substrat corespunzator, incluzand
administrarea de glucoza. Asa cum glucoza este utilizata in primul rand ca substrat energetic,
utilizarea ei in generarea de NADPH ar presupune mentinerea unor niveluri corespunzdtoare
plasmatice si celulare, astfel incat si sinteza de ATP sa aiba loc in concentratii ce ar permite 0
functionare adecvata. Deci, una dintre ipotezele care ar necesita verificare in cercetari ulterioare
este ca administrarea de glucoza in TO ar avea efect protector, reducand producerea SRO datorita
mentinerii activitatii G6PDH la un nivel optim necesitatilor celulelor.

In acelasi timp, o activitate mai mici a ICDH si G6PDH in anumite loturi de studiu ar putea
fi explicata prin faptul ca NADPH-ul produs de catre acestea actioneaza ca un inhibitor competitiv
[253], reducandu-le rata reactiei. Astfel, am presupune existenta unui lant de reactii in TO care ar
explica partial rezultatele consemnate, dupa cum urmeaza: 1) amplificarea SO cu 0 crestere a
cantitatii de SRO, 2) interventia sistemului antioxidant pentru neutralizarea acestora, concomitent
cu micsorarea nivelului de GSH si majorarea de GSSG, 3) includerea enzimelor generatoare de
NADPH cu amplificarea sintezei acestuia, ulterior, 4) cu o marire a GSH si micsorare a GSSG,
dar si 5) o inhibitie competitiva a ICDH si GOPDH, pe masura ce cantitatea de NADPH creste.

Posibil ca in torsiunea ovariana fenomenul de inhibitie competitiva este mult mai exprimat
asupra ICDH decat asupra G6PDH.

Interventia noastra a determinat o majorare a ceruloplasminei (CP) cu aproape 9% in lotul
de control comparativ cu lotul martor (de la 396,718+2,109 mg/L, pana la 432,762+8,760 mg/L,
p=0,028) (figura 19).

Torsiunea ovariand a mentinut crescut nivelul CP, fiind Inregistrate valori cu aproape 7%
mai mari comparativ cu lotul martor (de la 396,7184+2,109 mg/L pana la 425,614+3,039 mg/L,
p<0,001).

Reperfuzia a indus activarea proceselor care au majorat statistic semnificativ CP in serul
sangvin cu aproximativ 16% in ambele loturi cu reperfuzie de 1 orad (de la 396,718+2,109 mg/L
pana la 460,1534+6,650 mg/L in tipul simplu de reperfuzie, p<0,001, si pana la 458,423+3,262
mg/L in tipul controlat, p<0,001). Dupa 24 ore de reperfuzie s-a observat mentinerea valorilor
inalte ale CP. Astfel, in lotul cu reperfuzie simpla s-a inregistrat un nivel al CP cu aproape 17%
mai mare decat in lotul martor (de la 396,718+2,109 mg/L pana la 465,27+5,334 mg/L, p<0,001),
iar in lotul cu reperfuzie controlata cu aproximativ 12% mai inalt (de la 396,718+2,109 mg/L pana
la 443,899+4,343 mg/L, p<0,001).
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A fost evidenta diferenta dintre cantitatea CP masurata in lotul cu ischemie si cea din loturile
cu reperfuzie. Astfel, comparativ cu lotul cu ischemie au fost inregistrate cresteri semnificative cu
aproximativ 8% in loturile cu 1 ora reperfuzie (de la 425,614+3,039 mg/L pana la 460,153+6,650
mg/L in tipul simplu, p=0,006, si, respectiv pana la 458,423+3,262 mg/L in tipul on-off, p<0,001),
cu aproape 9% in lotul cu 24 ore reperfuzie simpld (de la 425,614+3,039 mg/L péna la
465,27+5,334 mg/L, p<0,001), respectiv 4% 1in lotul cu 24 ore reperfuzie on-off (de la
425,614+3,039 mg/L pana la 443,899+4,343 mg/L, p=0,041). Nu au fost identificate diferente
statistic semnificative intre nivelul CP masurat in loturile cu reperfuzie simpla si cele cu reperfuzie

controlata atat dupa 1 ora, cat si dupa 24 ore de la restabilirea fluxului sangvin, p>0,05.
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Figura 19. Ceruloplasmina din serul sangvin in torsiunea ovariana experimentala
Nota: | — ischemie; RS — reperfuzie simpld; RC — reperfuzie controlata (on-off); CP —
ceruloplasmina. Diferenta statistic semnificativa comparativ cu:
lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** —p<0,001;
lotul control: * — p<0,05; # — p<0,01; #* — p<0,001;
lotul ischemie: ¢ — p<0,05; % — p<0,01; % — p<0,001;
lotul ischemie/1 ora reperfuzie simpla: P — p<0,05; # — p<0,01; ¥ — p<0,001;
lotul ischemie/1 ora reperfuzie controlata: ¢ — p<0,05; * — p<0,01; ¢»» — p<0,001;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie simpla: / — p<0,05; ¥ — p<0,01; ' — p<0,001;
lotul ischemie/24 ore reperfuzie controlata: » — p<0,05; » — p<0,01; »» — p<0,001.

Ceruloplasmina este 0 glicoproteina plasmatica care are mai multe caracteristici, cum ar fi
ca este o feroxidaza, participa in transportul cuprului, are proprietati antioxidante, activitate
antiinflamatoare, dar si proinflamatoare. Proprietatile antioxidante si antiinflamatoare sunt legate
de activitatea ceruloplasminei in calitate de feroxidazi, catalizand oxidarea Fe?* la Fe®* [259], care
este preluat de transferini si, astfel, se impiedica participarea Fe?* la generarea radicalilor hidroxil.
De asemenea, se presupune cd efectul antiinflamator al ceruloplasminei ar fi datorat actiunii
inhibitorii asupra producerii de acid hipocloros de catre MPO [84]. Acest proces de inhibare ar fi
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posibil din cauza interactiunii electrostatice dintre cele doua proteine, care ar avea loc datorita
naturii cationice a MPO si anionice a ceruloplasminei [84, 102]. Efectul proinflamator al
ceruloplasminei este asociat cu formarea radicalului hidroxil prin reactia de tip Fenton cu
participarea Cu?*, care este legat slab de CP [259].

CP este cunoscuta ca o proteina de faza acuta care creste de 2 sau chiar de 3 ori in afectiuni
inflamatoare [259]. Diferentele dintre nivelurile de CP inregistrate in loturile cu ischemie si
ischemie/reperfuzie au fost nesemnificative statistic (p>0,05) comparativ cu lotul de control,
totusi, comparativ cu lotul martor cantitatea de CP a fost statistic semnificativ mai mare (p<0,001),
ceea ce ne sugereaza ca interventia noastra induce activarea proceselor specifice care vor majora
concentratia de CP in ser [260].

Atasever M. si coaut. (2017) au constatat reducerea cantitatii de CP dupa aplicarea ischemiei
ovariene comparativ cu lotul de control [47], micsorare care a fost sesizata si in cercetarea noastra
(de la 432,762+8,760 mg/L pana la 425,614+3,039 mg/L, p>0,05). Insa, odata cu restabilirea
fluxului sangvin, fara vreo alta interventie terapeutica, Atasever M. si coaut. (2017) au remarcat o
crestere a CP in lotul cu I/R comparativ cu lotul expus doar ischemiei ovariene, dar fara a depasi
valorile consemnate in lotul de control [47], ceea ce este contrar rezultatelor noastre care au relevat
o majorare a CP in loturile cu I/R peste nivelurile masurate in lotul de control, p>0,05, diferenta
fiind mult mai evidentd comparativ cu lotul martor, p<0,001, si comparativ cu lotul de animale
expus doar ischemiei ovariene, p<0,05.

Fiind o proteina de faza acuta, valorile CP ar fi trebuit sa creasca semnificativ in loturile cu
torsiune si torsiune/detorsiune comparativ cu lotul de control [260], asa cum deja s-a observat in
studiu ca procesele inflamatorii sunt intense in aceste loturi, fapt demonstat prin cantitati mai mari
de PPOA masurate dupa aplicarea ischemiei ovariene si amplificate de restabilirea fluxului
sangvin. Astfel, presupunem ca ceruloplasmina a fost consumatd atat in timpul protectiei
antioxidante [260], cat si antiinflamatoare, asa cum in literatura de specialitate sunt date care indica
faptul ca mieloperoxidaza, enzima prooxidanta, si ceruloplasmina pot interactiona si forma
complexe care au fost observate in plasma si serul pacientilor care sufereau de afectiuni
inflamatoare [84]. Deci, una dintre ipotezele noastre este ca CP ar fi implicata in diminuarea SO
si inflamatiei In TO prin interactiunea cu MPO si reducerea actiunii nocive a acesteia.

Cercetarea noastra a remarcat reducerea protectiei antioxidante tisulare in urma expunerii
ovarelor torsiunii si, ulterior, reperfuziei, marcate prin valori mai mici in omogenat ale SOD, CAT,
GR, GPO, GST, GT, GSH, ICDH si cu o majorare a cantitatii de GSSG. Concomitent, s-a observat
ca nu in toate loturile experimentale este prezentd corelatia sangvino-tisulara a parametrilor
examinati, ceea ce nu ne permite sa facem concluzii favorabile referitor la prezenta unei

interdependente a fenomenelor care au loc in ovare cu expresia biochimica sangvina a acestora.
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Totodata, se pare ca CP are un rol important in TO prin influentarea procesului inflamator, iar
intensificarea activitatii tisulare a G6PDH 1in perioada de reperfuzie sa fie un trigger pentru

amplificarea leziunilor oxidative.

3.5. Sinteza rezultatelor studiului

In cercetarea noastrd 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.

Trebuie sd mentionadm cd pentru a stabili fara dubii daca schimbarile metabolice identificate
sunt induse de torsiunea ovariana, a fost inclus in studiu un lot suplimentar — de control. Animalele
acestui lot au fost supuse doar laparotomiei. Lipsa diferentelor statistic semnificative ale indicilor
de laborator masurati in loturile control si martor Tn omogenatul ovarian (tabelul 1, pag. 42) ne
permite sd conchidem ca laparotomia nu influenteaza markerii biochimici evaluati in tesutul
ovarian si schimbarile sunt produse de patologia cercetata.

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 (figura 20) si a redus activitatea de protectie antioxidanta a unor enzime din
tesutul ovarian (figura 21).

Astfel, la animalele din lotul experimental expus ischemiei ovariene s-a constatat
majorarea in omogenat a cantitatii de lactat cu aproape 38%, p=0,0006, si a activitatii LDH-P cu
30%, p<0,001 (figura 20), iar nivelul de AIM ramanand apropiat de cel din lotul martor, insa cu o
usoard tendinta de crestere, p>0,05 (tabelul 2, pag. 52). Deci, este evident faptul declansarii in
celule a mecanismelor de adaptare in conditiile intreruperii alimentarii cu oxigen, oxidarea
anaerobd a glucozei asigurand energia necesard 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 11, pag. 45), activitatii LDH-P cu 20%, p=0,002 (figura 11, pag.
45), iar cantitatea de AIM detectatd fiind mai mare cu aproximativ 19%, p<0,001 (tabelul 2, pag.
52), comparativ cu lotul martor. In acelasi timp, ischemia a redus semnificativ activitatea LDH-L
in serul sangvin cu aproape 25%, p=0,04 (figura 11, pag. 45) si nesemnificativ in omogenat cu
9%, p>0,05 (figura 10, pag. 44), comparativ cu lotul martor. Chiar daca nu au fost stabilite corelatii
sangvino-tisulare ale acestor indici studiati la modelarea TO, datele inregistrate sugereaza
necesitatea evaluarii atente a unei paciente cu acuze la dureri abdominale inferioare pentru
excluderea torsiunii ovariene atunci cand lactatul, LDH-P si/sau AIM serice sunt nalte.

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 decat in lotul martor, p=0,003
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(figura 20). Presupunem ca DNO au fost implicati in producerea de oxid nitric, iar rezistenta
ovarelor la ischemie ar putea fi datorata capacitatii acestora de a utiliza DNO cu scopul producerii
de NO’, despre care se stie ca este un reglator al functiei mitocondriale, in concentratii nanomolare

inhiband reversibil citocromul ¢ oxidaza, regland formarea de SRO si reducand eliberarea

lactat LDH-P DNO DAM AGE
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citocromului c, si apoptoza [231].
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Figura 20. Efectele ischemiei ovariene asupra nivelului de lactat,
DNO, DAM, AGE si activitatii LDH-P din omogenat
Nota: I — ischemie; LDH-P — lactat dehidrogenaza-piruvat; DNO — derivatii oxidului nitric; DAM
— dialdehida malonicd; AGE — produsi finali de glicare avansata. Diferenta statistic semnificativa
comparativ cu: lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001.

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 20), de AGE — cu
19%, p=0,031 (figura 20), si o tendinta de crestere a PPOA, marcata prin cantitati mai mari cu
aproximativ 26%, p>0,05 (figura 13, pag. 63), 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 14,
pag. 71), ale PPOA — cu aproape 21%, p=0,007 (figura 13, pag. 63), AGE-ul mentinandu-se la
niveluri apropiate celor din lotul martor, p>0,05 (tabelul 3, pag. 68). Rezultatele obtinute confirma
faptul ca afectiunea este insotitd de amplificarea stresului oxidativ, iar una dintre abordérile
terapeutice ar trebui sa fie orientata si asupra diminuarii formarii de radicali liberi, chiar pana la
interventia de detorsionare.

Unele enzime antioxidante studiate de noi in TO nu si-au modificat semnificativ activitatea
in tesut dupa 3 ore de ischemie, mentinandu-si functia apropiata de cea constatata in lotul martor,
totusi, insuficienta pentru a preveni dereglarile oxidative. Astfel, noi nu am identificat schimbari
statistic semnificative (p>0,05) in omogenat in lotul cu torsiune ovariana ale activitatii CAT, GPO,
GR, G6PDH si ICDH, cu exceptia scaderii statistic semnificative a SOD — cu 24%, p=0,002, si a

GST — cu 36%, p<0,001 (figura 21). Se pare ca diminuarea reactiei de dismutare a anionului
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superoxid in perioada de ischemie este unul dintre mecanismele care induce aparitia de leziuni
oxidative tisulare consemnate in cercetarea noastra. In acelasi timp, protectia antioxidant tisulara
in aceasta perioada este sustinuta de catre CAT, GR, GPO, G6PDH si ICDH, care si-au mentinut
activitatea similard cu cea stabilitd in lotul martor. Suplimentar, am sesizat o tendinta de crestere
a consumului de glutation total si glutation redus de catre celulele ovariene, valorile acestora fiind
mai mici cu aproximativ 13%, respectiv cu 23%, p>0,05 (tabelul 6, pag. 88) 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.
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Figura 21. Activitatea unor enzime antioxidante din omogenat in ischemia ovariana
Nota: I — ischemie; SOD — superoxid dismutaza; CAT — catalaza; GPO — glutation peroxidaza; GR
— glutation reductaza; GST — glutation-S-transferaza; GBPDH — glucozo-6-fosfat dehidrogenaza;
ICDH - izocitrat dehidrogenaza citoplasmatica NADP*-dependentd;. Diferenta statistic
semnificativa comparativ cu: lotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001.

Totodatd, dupd modelarea torsiunii ovariene, GR, enzima importantd in reciclarea
glutationului, si-a majorat activitatea in ser cu aproape 25%, p=0,045 (tabelul 5, pag. 82), iar CP
a crescut cu aproximativ 7%, p<0,001 (figura 19, pag. 99), ceea ce sugereaza implicarea acestora
in mentinerea echilibrata a starii redox a organismului in conditii de ischemie provocata, inclusiv
prin legarea ionilor de fier si prevenirea reactiei Fenton si a producerii subsecvente a SRO.

Deci, activitatea antioxidanta este relativ adaptatd 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.

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 cd tipul de reperfuzie nu a avut un impact esential asupra intensitdtii proceselor
anaerobe din tesutul ovarian, asa cum dupa 1 ora de la restabilirea fluxului sangvin au fost masurate

cantititi de lactat si o activitate a LDH-P similare cu cele din perioada de ischemie, p>0,05. Insa,
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dupa 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 10, pag. 44). Preluarea
lactatului din ovare dupa revascularizarea acestora ar putea explica cresterile serice consemnate
(figura 11, pag. 45) si modificarile corespunzatoare tisulare din cercetarea noastra (figura 10, pag.
44). Utilizarea lactatului in ciclul Cori pentru a fi transformat in glucoza si a sustine producerea
de energie [221, 222] de la nivel tisular pare sa fie una dintre modificarile adaptive pentru
asigurarea cu substrat energetic a celulelor, inclusiv a celor ovariene. Odata cu trecerea timpului
(dupa 24 ore) s-a remarcat o tendinta de descrestere sericd a cantitatii de lactat (figura 11, pag. 45),
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 10, pag. 44), ceea ce poate atesta restabilirea
capacitatii ovarelor de a utiliza lactatul si alte substrate energetice datorita reactivarii proceselor
de oxidare aeroba.

Tipul de reperfuzie si durata acesteia nu au avut o influentd semnificativa asupra AIM
(tabelul 2, pag. 52) din tesutul ovarian, reliefindu-se doar o tendinta de crestere, mai exprimata in
loturile cu reperfuzie simpla vs. loturile cu reperfuzie controlata: cu 22% vs. 15% dupa 1 ora si cu
18% vs. 13% dupi 24 ore comparativ cu lotul martor, p>0,05. Insa, 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 ca manevra on-off reduce afectarea
albuminei si-i asigurd o capacitate mai inalti de a fixa Co?" decat in conditii de reperfuzie simpl.

Metoda de reperfuzie controlata vs. reperfuzie simpla a avut un efect favorabil asupra
diminudrii modificarilor oxidative ale diferitor molecule, relevand avantajul tehnicii de
detorsionare on-off (figura 22). Insi, trebuie si precizim ci doar aplicarea manevrei on-off nu
poate sd combata toate evenimentele oxidative care sunt legate de momentul restabilirii circulatiei
sangvine din tesutul ovarian si manifestate, in special, la distantd (dupa 24 ore). Astfel, dupa 1 ora
de la reperfuzia controlatd 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 (tabelul 3, pag. 68).
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 tendintd de majorare — cu 17%, p>0,05, pe cand dupa 24 ore, cresterea a fost cu aproape
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34%, p=0,009, peste nivelul lotului doar cu ischemie ovariana (figura 13, pag. 63). 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 1n lotul martor,
insa apropiate de cele din lotul cu ischemie, p>0,05 (figura 14, pag. 71), 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 perioadd de 3 ore, a demonstrat exacerbarea lezarii oxidative, fapt
confirmat prin marirea cantitatilor de DAM — cu 41% dupa 1 ora, respectiv cu 44% dupa 24 ore,
p<0,001 (figura 14, pag. 71), de PPOA — cu 66% dupa 1 ora, respectiv cu 70% dupa 24 ore,
p<0,001 (figura 13, pag. 63), de AGE — cu 80% dupa 1 ora, respectiv cu 96% dupa 24 ore, p<0,001
(tabelul 3, pag. 68), 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 13, pag. 63). Suplimentar, a fost inregistrata si o tendinta de crestere a GSSG din
ser cu 29% dupa 1 ora, respectiv cu aproape 40% dupa 24 ore de la aplicarea postconditionarii
ischemice, p>0,05, comparativ cu lotul martor, insad fara a depasi valorile notate 1n lotul doar cu
ischemie ovariana, p>0,05 (figura 17, pag. 92). Concomitent, cantitatea de DAM serica dupa 1 ora
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 14, pag. 71).

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 ord, respectiv cu 33% dupa 24
ore), p<0,001, fard 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 (tabelul 3, pag.
68), ceea ce releva avantajul Pcl.

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 13, pag. 63), AGE-ul —
cu 54% dupa 1 ora, respectiv cu 62% dupa 24 ore, p<0,001 (tabelul 3, pag. 68), iar DAM-ul — cu
18% dupa 1 ora, respectiv cu 15% dupa 24 ore, p<0,001 (figura 14, pag. 71), comparativ cu lotul
martor, fiind peste valorile notate in lotul doar cu TO. Prin urmare putem reliefa faptul ca in

tratamentul TO detorsionarea cu reluarea circulatiei sangvine este absolut necesara atunci cand se
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doreste pastrarea organului, insd aceasta nu este eficientd pentru preintdmpinarea afectarii

oxidative a diferitor molecule.
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Figura 22. Modificari metabolice tisulare postreperfuzie in torsiunea ovariana
Nota: I — ischemie; RS — reperfuzie simpla; RC — reperfuzie controlata; DAM — dialdehida
malonica; AGE — produsi finali de glicare avansata; SOD — superoxid dismutaza; CAT — catalaza;
GPO - glutation peroxidaza; GR — glutation reductaza; GST — glutation-S-transferaza; GSSG —
glutation oxidat. Diferenta statistic semnificativa comparativ cu:
= Jlotul martor: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** —p<0,001;
= lotul ischemie: 3 — p<0,05; % — p<0,01; %% — p<0,001;
= |otul ischemie/24 ore reperfuzie simpla: / — p<0,05; ¥ — p<0,01; ' — p<0,001;
» Jotul ischemie/24 ore reperfuzie controlata: » — p<0,05; » — p<0,01; »> — p<0,001.

Studiul nostru a identificat modificari in activitatea sistemului antioxidant ca rezultat al
detorsiunii ovarelor torsionate. Reperfuzia controlatia vs. reperfuzia simpla s-a distins prin
faptul cd a mentinut activitatea unor enzime antioxidante din ovare la un nivel mai inalt, astfel
incat sa mentina nivelul de GSSG din omogenat la nivelul considerat de referinta (lotul martor),
ceea ce a asigurat o protectie mai mare a tesutului ovarian Tmpotriva stresului oxidativ, in mod
evident dupa 24 ore de la manevra de detorsionare (figura 22).

In acelasi timp, dupa 1 ord de la aplicarea tehnicii on-off in omogenat s-a constatat
mentinerea CAT (figura 15, pag. 77), GPO (tabelul 5, pag. 82), GST (figura 16, pag. 86), GT
(tabelul 6, pag. 88) si ICDH (tabelul 7, pag. 97) la un nivel apropiat de cel din lotul martor, p>0,05,
consemnandu-se doar o tendinta de scadere, pe cand activitatea GOPDH (figura 18, pag. 94) a avut
o tendintd de crestere, insa fira 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 ramas apropiata de cea observata in lotul doar cu ischemie
ovariana, p>0,05 (figura 15, pag. 77), 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 (tabelul

5, pag. 82). Concomitent, a fost notat un consum al GSH, nivelul sdu fiind sub 28%, p<0,001, fata
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de cel masurat in lotul martor, dar care nu a fost diferit comparativ cu cel din lotul doar cu ischemie
ovariand, p>0,05 (tabelul 6, pag. 88), ceea ce reprezintd o modificare adaptiva a activitatii
sistemului antioxidant pentru asigurarea protectiei celulelor.

Dupa 24 ore de reperfuzie controlata activitatea CAT, GPO (figura 22, pag. 106), G6PDH
(figura 18, pag. 94) si ICDH (tabelul 7, pag. 97) a ramas aproximativ la nivelul celei din lotul
martor, p>0,05, si s-a observat restabilirea activitatii SOD si a GR (figura 22, pag. 106), 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 (tabelul
6, pag. 88), si pentru GST cu 27%, p=0,04 (figura 22, pag. 106), mai mici comparativ cu lotul
martor.

S-a stabilit cad reducerea activitatii GR 1n 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 17, pag. 92) peste valorile lotului martor, ca
odata cu restabilirea activitatii GR, dupa 24 ore, si cantitatea de GSSG sa se micgoreze pana la un
nivel apropiat de cel din lotul martor si sub valorile lotului doar cu TO, p>0,05.

Dupa reperfuzia simpla a tesutului ovarian nu a fost observata restabilirea activitatii SOD si
GR la nivelul considerat drept referinta in cercetarea noastra (lotul martor), 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 15, pag. 77), a GPO — cu 28% dupa 1 ora si 18% dupa 24 ore, p<0,001 (tabelul
5, pag. 82), a GR — cu 17% dupa 1 ora, p=0,006, respectiv cu 18% dupa 24 ore, p=0,003 (tabelul
5, pag. 82), a GST — cu 26% dupa 1 ora, p=0,008, si 50% dupa 24 ore, p<0,001 (figura 16, pag.
86), si a cantitatii de GSH — cu 35% dupa 1 ora, p<0,001, respectiv cu 23% dupa 24 ore, p=0,002
(tabelul 6, pag. 88), cu o tendinta de crestere concomitenta a nivelului de GSSG cu 39% dupa 1
ora, respectiv cu 10% dupa 24 ore, p>0,05 (figura 17, pag. 92), 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 18,
pag. 94).

Activitatea CAT (figura 15, pag. 77) si ICDH (tabelul 7, pag. 97) nu a inregistrat modificari
semnificative in tesutul ovarian in studiul nostru, in loturile cu reperfuzie simpla, observandu-se
doar o tendintd de reducere, comparativ att cu lotul martor, cat si cu cel doar cu ischemie ovariana,
p>0,05.
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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 simpla comparativ cu lotul doar
cu ischemie ovariana, p<0,05 (tabelul 5, pag. 82). Asa cum eficacitatea antioxidanta a acestei
enzime depinde de NADPH, a carui sinteza pare sa nu aiba de suferit la restabilirea circulatiei
sangvine, fiind chiar observata o intensificarea a activitatiit GOPDH dupa 24 ore de la detorsiune
cu peste 93%, p=0,018, peste nivelul lotului doar cu TO (figura 18, pag. 94), presupunem un
consum tisular preferential al NADPH-ului de catre enzimele prooxidante.

Astfel, putem conchide cd asa cum activitatea G6PDH a fost mai mare in loturile cu
reperfuzie simpld comparativ cu celelalte loturi de cercetare, constatandu-se si o majorare a
cantitatii de DAM, PPOA si AGE, dupa detorsiunea ovariana G6PDH a fost mai mult implicata in
sustinerea proceselor oxidative, decat 1n asigurarea protectiei antioxidante, asa cum deja a fost
demonstrat ca NADPH-ul poate fi utilizat de catre NADPH oxidaze, nitric oxid sintaze (NOS)
pentru producerea de radicali liberi. Ipoteza consumului tisular de NADPH de catre enzimele
prooxidante in torsiunea/detorsiunea ovariand din cercetarea noastra este sustinutd de faptul
mentinerii reduse a activitatii tisulare a GR, cat si a majorarii cantitatii de GSSG, posibil din cauza
lipsei unei concentratii suficiente de NADPH.

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, vine sa sustina
protectia antioxidanta a organismului, in special datorita activitatii Sale de feroxidaza, impiedicand
participarea Fe?* la generarea radicalilor hidroxil [259]. In acelasi timp, este probabil ca o anumita
cantitate de CP sa fie consumata ca rezultat al interactiunii cu MPO [84], asa cum majorarea CP
in loturile cu reperfuzie nu a fost statistic semnificativd comparativ cu lotul de control (figura 19,
pag. 99).

Studiul nostru nu a stabilit vreo legatura reciproca intre modificarea concentratiei markerilor
sistemului antioxidant din tesutul ovarian si serul sangvin, ceea ce ne indica faptul ca expresia
biochimica serica a indicilor masurati nu este suficienta astfel incit sd fie recomandati de sine
statator in practica clinica cu scop de diagnostic sau evaluare a eficientei tratamentului.

Rezultatele studiului DNO (figura 12, pag. 56) in loturile cu reperfuzie din TO ne-a sugerat
rolul dual al 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 O~ cu
depasirea capacitdtilor enzimelor antioxidante din prima linie de a asigura o protectie eficienta,
NO- ar avea un potential lezional sporit datoritd implicdrii in formarea de peroxinitrit si nu de

DNO. Nivelul DNO din omogenatul animalelor din loturile cu 1 ora reperfuzie s-a modificat
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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 fara vreo semnificatie statisticad in lotul cu reperfuzie simpla,
p>0,05, si statistic semnificativ in cel cu reperfuzie controlatd, p=0,001. Acest fapt reliefeaza inca
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 ovariand, atat dupa reperfuzia
simpla, p<0,001, cat si dupa reperfuzia on-off, p=0,006, ceea ce poate fi apreciat ca o utilizare mai
scazuta a oxidului nitric pentru producerea de peroxinitrit comparativ cu perioada initiala (dupa 1
ord). Putem presupune cd o activitate adecvatd a enzimelor antioxidante cu neutralizarea
radicalului superoxid ar avea efecte benefice evidente prin asigurarea unei concentratii suficiente
de NO- care ar putea fi implicat in asigurarea protectiei celulare si tisulare, inclusiv in momentul
reperfuziei. Deci, 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
si o cantitate mai mica de peroxinitrit care se genereazd, respectiv cu diminuarea leziunilor
tesuturilor. Lipsa prezentei corelatiilor intre nivelul DNO din serul sangvin si omogenatul ovarian
in toate loturile experimentale ne arata ca nu exista o legatura evidenta intre fenomenele patologice
care implicd oxidul nitric, care au loc in tesut in TO si serul sangvin.

Cercetarea noastra reliefeazd faptul ca torsiunea ovariand induce modificari metabolice
caracterizate prin majorarea cantitdtii markerilor biochimici indicatori ai ischemiei tisulare atat in
tesutul ovarian, cat si in ser. Ischemia ovariana provoaca acumularea produselor metabolismului
anaerob, manifestata prin cresterea lactatului, iar acest proces poate fi reversibil daca se restabileste
alimentarea cu sange.

Lactatul, LDH-P si AIM serici sunt biomarkeri care ar putea fi utilizati la suspectarea
torsiunii ovariene pentru detectarea ischemiei, totusi, sunt necesare cercetari suplimentare pentru
a stabili valorile cut-off aplicabile subiectilor umani.

Rezultatele studiului nostru sugereaza ca rezistenta ovarelor la ischemie ar putea fi datorata
Posibil cd o administrare profilactica de substante medicamentoase pe baza de nitriti ar putea sa
protejeze ovarul impotriva leziunilor I/R. Aceasta ipoteza, insa, necesita studii ulterioare.

Concomitent, s-a constatat ca torsiunea ovariana este o patologie insotita de stres oxidativ,
in care leziunile oxidative se intensifica la restabilirea fluxului sangvin.

Cercetarea a scos in evidenta ca tratamentul torsiunii ovariene prin manevra de detorsionare,

obligatorie pentru pastrarea organului, agraveaza leziunile initiale produse doar de ischemie, fapt
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confirmat prin cresteri dupa reperfuzie a indicilor stresului oxidativ (PPOA, AGE, DAM), care pot
fi agravate de infiltrarea leucocitara si inflamatie, fapt confirmat prin cantitati crescute de PPOA
in loturile experimentale.

La moment nu avem date suficiente pentru a face vreo recomandare de a utiliza de sine
statator biomarkerii stresului oxidativ evaluati in studiul nostru 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 prin investigatii
ulterioare.

Rezultatele lucrarii noastre sunt in concordanta cu rezultatele obtinute de catre Ingec M. si
coaut. [99], cantitatea markerilor deteriorarii oxidative fiind mai mica dupa aplicarea manevrei de
reperfuzie controlatd comparativ cu reperfuzia simpla. Astfel, tratamentul torsiunii ovariene prin
detorsionare cu reperfuzie on-off a redus leziunile oxidative tisulare provocate de fenomenul I/R.
Cu toate acestea, sunt necesare evaludri aditionale pentru a identifica mecanismul exact prin care
metoda on-off asigura protectia tesutului ovarian dupa revascularizare.

Asa cum unii indici ai leziunilor oxidative (PPOA, AGE) in tesut au fost mai mici in perioada
initiala de reperfuzie controlata (dupd 1 ord), crescand cantitatea acestora la distanta (dupa 24 ore),
se impune necesitatea administrarii concomitente a unor substante cu efect antioxidant si/sau
antiinflamator, pentru a preveni exacerbarea leziunilor [29, 45, 46, 48, 242-244].

Mecanismele de aparare antioxidante ovariene au fost afectate Tn TO. Cercetarea noastra a
remarcat reducerea protectiei antioxidante tisulare in urma expunerii ovarelor torsiunii si, ulterior,
reperfuziei. Totusi, ameliorarea activitatii SOD si GR dupa manevra on-off, cu apropierea valorilor
acestora dupd 24 ore de cele de referintd (din lotul martor), comparativ cu reperfuzia simpla,
evidentiaza rolul benefic al reperfuzie controlate.

Concomitent, s-a constatat cd 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 sangvinad 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 indispensabila 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.
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CONCLUZII GENERALE

1. In torsiunea ovariani 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 in 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
si 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. Modificarile 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
masurarilor 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 functiet CAT, GPO

si GST.
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RECOMANDARI PRACTICE

1. Lucrarea noastrd poate fi o baza pentru extinderea cercetarilor referitoare la torsiunea
ovariana, iar modelul experimental de torsiune ovariana aplicat in studiul nostru este unul care
poate fi utilizat In cercetari experimentale similare.

2. Se recomanda utilizarea evaluarii activitatii LDH-P si a cantitatii lactatului, si AIM serice
in 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 markerilor cercetati in aceasta lucrare (DAM, PPOA, AGE) pentru
monitorizarea efectelor reperfuziei si/sau tratamentului medicamentos in evolutia torsiunii
ovariene.

4. Tehnica de reperfuzie controlata, propusa si testata n acest studiu, este recomandata a fi
utilizata 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
antioxidantd, 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 preintampind intru totul efectele negative ale reperfuziei,

impunandu-se si alte interventii de diminuare a stresului oxidativ si a consecintelor lui.
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Anexa 1. Analiza corelatiei dintre indicii ischemiei din serul sangvin si omogenatul ovarian
in torsiunea/detorsiunea ovariana experimentala

Tabelul A1.1. Rezultatele studiului corelatiei dintre indicii ischemiei din serul sangvin si
omogenatul ovarian in torsiunea/detorsiunea ovariana experimentala

Loturile de AlIM Lactat LDH-P LDH-L
studiu
Martor rs=0,103 rs=-0,503 rs=-0,815 rs=-0,321
p=0,777 p=0,138 p=0,004 p=0,365
Control rs=0,17 rs=0,673 rs=0,018 rs=0,335
p=0,638 p=0,033 p=0,960 p=0,343
Ischemie rs=-0,358 rs=0,333 rs=-0,455 rs=0,632
p=0,310 p=0,347 p=0,187 p=0,050
Ischemie/1 ora rs=0,333 rs=0,224 rs=-0,455 rs=0,055
reperfuzie simpla p=0,347 p=0,533 p=0,187 p=0,881
Ischemie/1 ora rs=0,252 rs=0,201 rs=-0,626 rs=-0,139
reperfuzie on-off p=0,483 p=0,578 p=0,053 p=0,701
Ischemie/24 ore rs=-0,213 rs=0,407 rs=-0,055 rs=0,103
reperfuzie simpla p=0,555 p=0,243 p=0,881 p=0,777
Ischemie/24 ore rs=-0,097 rs=-0,479 rs=-0,158 rs=-0,505
reperfuzie on-off p=0,789 p=0,162 p=0,663 p=0,137
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Anexa 2. Examinarea corelatiei dintre markerii stresului oxidativ din serul sangvin si
omogenatul ovarian in torsiunea/detorsiunea ovariana experimentala

Tabelul A2.1. Rezultatele studiului corelatiei dintre markerii stresului oxidativ din serul
sangvin si omogenatul ovarian in torsiunea/detorsiunea ovariana experimentala

Loturile de DAM DNO AGE PPOA
studiu
Martor rs=-0,401 rs=0,128 rs=-0,176 rs=-0,407
p=0,250 p=0,725 p=0,627 p=0,243
Control rs=-0,352 rs=-0,584 rs=-0,661 rs=0,358
p=0,319 p=0,077 p=0,038 p=0,310
Ischemie rs=-0,228 rs=-0,451 rs=0,176 rs=0,030
p=0,526 p=0,191 p=0,627 p=0,934
Ischemie/1 ora rs=0,214 rs=0,722 rs=0,042 rs=-0,503
reperfuzie simpla p=0,553 p=0,018 p=0,907 p=0,138
Ischemie/1 ora rs=0,302 rs=-0,152 rs=0,333 rs=0,224
reperfuzie on-off p=0,397 p=0,675 p=0,347 p=0,533
Ischemie/24 ore rs=-0,106 rs=-0,379 rs=-0,467 rs=0,309
reperfuzie simpla p=0,772 p=0,280 p=0,174 p=0,385
Ischemie/24 ore rs=0,681 rs=0,489 rs=-0,237 rs=-0,770
reperfuzie on-off p=0,03 p=0,151 p=0,510 p=0,009
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Anexa 3. Studiul corelatiei dintre markerii sistemului antioxidant din serul sangvin si
omogenatul ovarian in torsiunea/detorsiunea ovariana experimentala

Tabelul A3.1. Rezultatele studiului corelatiei dintre markerii sistemului antioxidant din
serul sangvin si Oomogenatul ovarian in torsiunea/detorsiunea ovariana experimentala (1)

Loturile de SOD CAT ICDH G6PDH
studiu
Martor rs=-0,182 rs=0,103 rs=-0,252 rs=0,414
p=0,614 p=0,777 p=0,483 p=0,235
Control rs=-0,073 rs=0,295 rs=-0,290 rs=-0,308
p=0,841 p=0,407 p=0,416 p=0,387
Ischemie rs=-0,383 rs=0,604 rs=0,043 rs=0,148
p=0,275 p=0,065 p=0,907 p=0,683
Ischemie/1 ora rs=0,444 rs=-0,024 rs=0,095 rs=0,542
reperfuzie simpla p=0,199 p=0,947 p=0,794 p=0,106
Ischemie/1 ora rs=0,529 rs=-0,677 rs=-0,707 rs=0,128
reperfuzie on-off p=0,116 p=0,032 p=0,022 p=0,724
Ischemie/24 ore rs=-0,043 rs=0,280 rs=0,07 rs=-0,234
reperfuzie simpla p=0,907 p=0,434 p=0,847 p=0,515
Ischemie/24 ore rs=-0,273 rs=-0,055 rs=-0,201 rs=-0,506
reperfuzie on-off p=0,446 p=0,881 p=0,577 p=0,135

Tabelul A3.2. Rezultatele studiului corelatiei dintre markerii sistemului antioxidant din
serul sangvin si omogenatul ovarian in torsiunea/detorsiunea ovariani experimentali (2)

Loturile de GT GSH GSSG GPO GST GR

studiu

Martor rs=0,255 | rs=-0,178 | rs=0,188 rs=-0,176 rs=-0,164 rs=0,188
p=0,476 | p=0,623 p=0,603 p=0,627 p=0,651 p=0,603

Control r=-0,491 | rs=0,049 | rs=0,055 rs=-0,345 | rs=-0,176 | rs=-0,432
p=0,150 | p=0,893 p=0,881 p=0,328 p=0,627 p=0,213

Ischemie rs=0,134 | rs=0,222 | rs=-0,309 rs=0,018 rs=0,042 rs=-0,018

p=0,713 | p=0,537 | p=0,385 | p=0,960 | p=0,907 | p=0,960

Ischemie/l ora | rs=-0,602 | rs=-0,335 | 1s=-0,224 | r=0,188 | r=-0,406 | rs=-0,406
reperfuzie simpld | p=0,066 | p=0,343 | p=0,5533 | p=0,603 | p=0,244 | p=0,244

Ischemie/1 ora rs=0,098 | rs=0,454 | rs=0,018 rs=0,030 rs=-0,37 rs=-0,321
reperfuzie on-off | p=0,789 | p=0,187 | p=0,960 p=0,934 p=0,293 p=0,365

Ischemie/24 ore rs=0,207 | rs=-0,198 | rs=0,358 r<=-0,806 | rs=-0,115 | rs=-0,188
reperfuzie simpla | p=0,567 | p=0,584 | p=0,310 p=0,005 p=0,751 p=0,603

Ischemie/24 ore rs=-0,515 | rs=-0,151 | rs=-0,915 rs=0,212 rs=-0,523 | rs=-0,345
reperfuzie on-off | p=0,128 | p=0,677 | p<0,001 p=0,556 p=0,121 p=0,328
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