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Ipoteza de lucru si obiectivele generale

Plagile cutanate sunt categoric o problema de mare interes medical avand in vedere frecventa
mare cu care acestea pot fi intalnite in practica terapeuticd, de la leziuni traumatice pana la leziuni
chirurgicale. Vindecarea lor este n general un proces relativ indelungat chiar daca nu sufera
complicatii si necesitd multe zile, uneori chiar sdptamani pana la vindecare.

Prezenta lucrare a pornit de la unele date de literaturd Veronica J. Moulin si colab [1,2] care
aratd ca la nivelul plagilor cutanate potentialul electric al celulelor de la marginile plagii este
constant, pe cand potentialul in interiorul plagilor este variabil. Aceasta face ca intre marginile si
interiorul plagii sa se instaleze o diferentd de potential care variaza pe parcursul procesului de
vindecare. Aceasta diferentd de potential poate determina migrarea celulelor in campul electric
astfel creat ceea ce ar putea avea importanta in procesul de vindecare a plagilor cutanate [1-4].

Cu siguranta celulele migreaza in campul electric datorita faptului cd au un anume potential
electric membranar. Acest potential electric este datorat migrarii unor ioni prin canalele ionice
corespunzatoare, ceea ce genereazd curenti electrici transmembranari, respectiv, curenti
depolarizanti prin canalele de sodiu si canalele de calciu si curenti repolarizanti prin canalele de
potasiu [1,2,5-7].

Blocarea canalelor ionice diminueaza intensitatea acestor curenti ionici transmembranari
ceea ce este de natura sa modifice potentialul electric membranar al celulelor si sa influenteze
viteza cu care acestea migreaza in campul electric si pe cale de consecinta, durata procesului de

vindecare a plagilor.

Metodologia generala a cercetarii

Studiile prezentate in aceastd Icrare au utilizat practic o singura metoda de cercetare,
respectiv evaluarea evolutiei in timp a unor leziuni standard produse la sobolani.

S-a lucrat pe sobolani masculi rasa Wistar cu greutatea initiald cuprinsd intre 230 si 300
grame. Sobolanii au fost achizitionati INCDM (Institutul National de Cercetare-Dezvoltare
Medico-Militard) Cantacuzino. Animalele au fost aduse in Laboratorul Disciplinei de
Farmacologie din cadrul Facutatii de Medicind a Universitatii de Medicind si Farmacie Carol

Davila, cu cel putin 48 de ore inainte de inceperea experimentului si au fost tinute pe toata perioada



experimentului in conditii standard,respectiv hrana si apa ad libitum, temperatura ambianta 21-
23° C, iluminare artificiala 12 ore/zi (8.00-20.00).

Sobolanii au fost cazati cate unul in cusca si au avut acces ad libitum la apa si hrana pe
toatd durata experimentului. De asemenea conditiile de mediu au fost constante pe toatd durata
experimentului (luminozitate, temperatura, umiditate). Numarul total de sobolani lucrati a fost 196
si au fost impartiti In loturi de cat 8-10 animale pe lot, in functie de experiment.

Toate experimentele au fost efectuate cu respectarea normelor de etice prevazute de
Directiva Europeana 63/2010 si Legea 206 din 27 mai 2004. Toate protocoalele au fost aprobate
de Comisia de Eticd a Cercetarii Stiintifice a Universitatii de Medicind si Farmacie Carol Davila
si de catre Agentia Nationald Sanitar Veterinara si pentru Siguranta Animalelor (ANSVSA), iar
experimentele s-a derulat sub supravegherea Comisiei de Bunastare a animalelor de laborator din
U.M.F. Carol Davila.

Substante
Substantele utilizate au fost :
Amiodarona — Clorhidrat de Amiodarond hameln 50 mg/ml concentrat pentru solutie
injectabild/perfuzabild, SC. hameln rds s.r.o
Nimodipina - Nimotop 10 mg/50 ml solutie perfuzabilda SC BAYER AG
Ketamina 50mg/ml solutie injectabila PANPHARMA GmbH
Xilazina 2% solutie injectabila, BIOVETA
Alcool benzilic — solventul amiodaronei, LABBOX
Alcool etilic — solventul nimodipinei, Prodvinalco
Apa distilata
Ser fiziologic
Betadina
S-au efectuat dilutii succesive, concentratiile solutiilor utilizate fiind urmatoarele:
- Pentru amiodarona: 200 000 nM
2000 nM
200 nM
- Pentru nimodipina: 10 000 nM
1000 nM
200 nM


https://sticlarielaborator.com/marca_labbox.htm

In experimentul numarul 1 si 2 s-au administrat cele 3 concentratii de amiodaroni si alcool
benzilic comparativ cu un lot care nu a primit nimic. In experimentul numarul 3 s-au administrat
cele 3 concentratii de nimodipina si alcool benzilic, comparativ cu un lot care nu a primit nimic.
In experimentul numarul 4 s-au administrat amiodarona in concentratie de 200 nM, nimodipina
in concentratiec de 2000 nM si alcool etilic, compataiv cu un lot care nu a primit nimic. in
experimentul numdrul 5 s-au administrat amiodarona in concentratie de 200 nM, nimodipind in
concentratie de 2000 nM administrate simultan si secvential, comparativ cu un lot martor.

Aparatura

Aparatura utilizata a fost :

Seringi de 2ml, Sml si 10 ml

Pipeta monocanal Isolab

Flacoane de sticla de 100ml

Bisturiu chirurgical de unica folosinta tip numarul 11

Dermatom de biopsie de uz veterinar de tip punch biopsy, Kai Industries co. Itd

Sabloane de carton

Comprese sterile

Marker negru

Aparat de ras de unica folosinta

Pensa Chirurgicala Tissue 3:4, 14 Cm

Aparat de fotografiat DSLR Canon (zoom optic 3X; 24,1 megapixeli)

Laptop Dell cu Windows 10 si Office 10

Mod de lucru

Au fost efectuate 5 experimente succesive.

In ziua 0 a fiecarui experiment, sobolanii au fost anesteziati cu un cocktail format din
ketamina 100 mg/kg si xilazina 2% astfel: fiecare sobolan a fost injectat cu 91 mg/kge ketamina
s1 9.1 mg/kgc xilazina.

Dupa instalarea anesteziei generale sobolanul a fost amplasat pe masa de lucru si 1 s-a epilat
o portiune de tegument din zona dorsala — la aproximativ 1 cm de scapuld. Epilarea a fost realizata
astfel: mai intai s-a tuns blana sobolanului cu o foarfeca iar apoi cu ajutorul unor aparate de ras de
unica folosintd — cate unul pentru fiecare sobolan — a fost indepartat parul restant din zona dorsala

aleasd pentru producerea leziunii. Suprafata epilata a fost de aproximativ 4 X 4 cm.



In primul experiment in mijlocul zonei epilate a fost pusi o bucati de carton (un pitrat - 1
X lcm) si i s-a trasat conturul cu ajutorul unui marker de culoare neagra. Apoi intreaga zona epilata
a fost dezinfectata cu betadina.

Cu ajutorul unui bisturiu s-a efectuat o incizie in toatd grosimea tegumentului (pana la
paniculul carnosus) de-a lungul conturului trasat cu markerul. Cu ajutorul unei pense s-a indepartat
tegumentul din zona marcata. Zona leziunii ob{inuta prin excizia tegumentului a fost dezinfectata
cu betadind. Apoi sobolanul a fost amplasat in cugcd. Revenirea completa din anestezie s-a realizat
dupa aproximativ 30 de minute [8,41,42].

In urmitoarele experimente pentru a scidea deviatia standard, incepand cu urmatoarele
experimente, in locul leziunilor patrate cu latura de 10 mm efectuate cu bisturiul asa cum am
procedat in experimentul numarul 1, am produs leziuni cutanate cu ajutorul unui dermatom de
biopsie de uz veterinar de tip punch biopsy produs de catre Kai Industries co. Itd, care produce
leziuni circulare standard cu diametru de 8 milimetri. In experimentul numarul 2 s-au produs céte
3 leziuni la fiecare animal, respectiv una la nivelul cefei, una la nivel dorsal si una la nivel caudal.
In experimentele 3, 4 si 5 s-au produs numai leziuni dorsale si caudale, fara leziunile de la nivelul
cefei [9].

A doua zi (ziua 1 a fiecdrui experiment) s-a masurat suprafata fiecdrei leziunii la fiecare

sobolan (un exemplu este prezentat in figura nr.4.1)

Fig. 4.1. Tipuri de leziuni efectuate in prima zi a experimentului



Pe baza acestor masuratori, animalele au fost impartite pe loturi de cate 8-10 animale pe lot,
in functie de experiment, astfel incat suprafata medie si deviatiile standard sa fie cat mai apropiate
posibil intre loturi.

Substantele de testat au fost administrate incepand din ziua 1 de experiment (ziua 2 post-
excizie tegumentara), in primele 3 zile avand loc etapa inflamatorie a procesului de cicatrizare.
Din ziua 4 post-excizie incepe etapa de proliferare iar administrarea substantelor incepand din
aceastd zi a urmarit analiza efectului substantelor de cercetat asupra fazei proliferative a
cicatrizarii. Substantele au fost administrate cu ajutorul unor seringi de 5 ml (fard ac).
Administrarea substantelor a fost efectuata de de 2 ori pe zi (dimineata la 7:00 a.m. si seara la 6
p.m) prin aplicatii locale — cate 2.5 - 3 ml/leziune/aplicatie astfel incat intreaga suprafata a leziunii
sa fie acoperitd complet si relativ uniform. Administrarea substantelor s-a efectuat pana in ziua a
15-a (inclusiv) cu exceptia ultimului experiment in care plagile s-au vindecat in 12 zile [8,9].

Animalele au fost urmarite pana la vindecarea completd. Deasemenea, a fost evaluatd si
variatia greutdtii sobolanilor prin cantdrirea lor din 2 in 2 zile. La fiecare animal s-a masurat
suprafata fiecérei leziuni in zilele 1,3,5, 7, 12 si 15 [8,9].

Pentru masurarea suprafetei leziunii, fiecare sobolan a fost amplasat pe o bucata de carton
(pe care au fost desenate diferite repere — patrate de dimensiuni 5 X 5 cm) si s-au marcat cateva
repere ale pozitiei sobolanului (repere ce au fost aceleasi si pentru urmatoarele masuratori). Pentru
fiecare sobolan s-a folosit cate un carton pe care a fost notat numarul sobolanului. La o inaltime
de 40 de cm fata de zona dorsala a fost amplasat un aparat foto DSLR Canon (zoom optic 3X; 24,1
megapixeli). Pentru realizarea tuturor fotografiilor au fost folosite aceleasi setari ale aparatului si
aceleasi conditii (aceeasi Indlfime, aceeasi pozitie a sobolanului — cu leziunea localizata in centrul
imaginii, rigla amplasatd langd sobolan, zoom optic), respectiv la momentul t;- ziua 1 de la
practicarea leziunii, t> - ziua 3, t3 - ziua 5, t4.ziua 7, ts -ziua 9, te - ziua 12, t7.ziuva 15 [8,9]. La
finalul experimentului, sobolanii au fost eutanasiati cu un cocktail format din diazepam si
ketamina.

Masurarea suprafetei a fost realizatd cu ajutorul programului Imagel. Pentru scalare s-a
masurat numarul de pixeli/cm in conditiile de fotografiere mentionate mai sus. S-a folosit o scald
de 300 pixeli/cm iar pentru toate masuratorile ariei leziunii s-a folosit un zoom de 50%. Pentru

fiecare leziune s-au efectuat 5 masuratori pentru minimalizarea erorii umane Intrucat delimitarea



ariei leziunii a fost facutd manual. Dimensiunea finala a ariei leziunii a fost reprezentata de media
celor 5 masuratori.
Prelucrarea rezultatelor
Parametrul principal analizat a fost durata medie a vindecarii plagilor la fiecare lot, la
primul experiment sau 3 parametri secundari la urmatoarele experimente.
Pe langa acesta au fost analizati si 2 parametri secundari, respectiv scdderea procentuald a
suprafetelor lezionale si viteza medie procentuala pe zi a suprafetelor lezionale [8,9].
Pentru fiecare sobolan si moment al masuratorii s-au calculat urmatorii parametrii:
a) Parametrul principal - durata vindecarii plagilor masurata in zile
b) Parametri secundari
1. Scaderea procentuald a suprafetei raportatd la valoarea suprafetei initiale, dupa

formula

s =3"% 4100
St1

unde S reprezintd scaderea procentuald a suprafetei masuratd in procente, Sy reprezinta

suprafata initiald masurata in pixeli, iar S;reprezinta suprafata la momentul masurarii, in pixeli.

2. Viteza de scadere procentuala zilnica a suprafetei leziunii dupa formula

V=(2E22100) : [(¢ + 1) — €]

t

unde V reprezinta viteza de scadere procentuala pe zi a suprafetei masurata in %/zi, St
reprezintd suprafata leziunii la momentul t, masuratd in pixeli, St+1 reprezinta suprafata leziunii la
momentul t+1 masurata in pixeli, iar t reprezintd momentul masurarii suprafetei exprimat in numar
de zile de la debutul experimentului.

3. Aria de sub curba de evolutie a suprafetei lezionale in timp dupa formula
ASC = Z?zl(Stx + Styin) @

Unde ASC reprezintd aria de sub curba de evolutie a suprafetei lezionale in timp masurata
in pixeli x zile, Stx reprezintd suprafata masuratd in pixeli la momentul tx, iar tx reprezintda
momentul masurarii in zile.

Pentru prelucrarea rezultatelor s-a utilizat programul Microsoft Excel. Pentru fiecare lot al
experimentelor s-au calculat mediile si deviatiile standard la fiecare parametru la fiecare moment

al masurdtorii. Semnificatia statistica a difentelor pentru fiecare experiment a fost cercetata prin



testul T-Student. S-a considerat ca diferentele intre loturi pentru fiecare moment al masuratorii,
sunt semnificative statistic daca p <0.05 pentru parametrul principal. Pentru parametri secundari
s-a aplicat metoda Bonferroni pentru a nu se produce o inflatie de risc alfa [8,9].

Practic valoarea de 0.05 a fost Impartita la numarul de parametri secundari plus numarul 1
provenit de la parametri secundari si s-a considerat cd diferentele intre loturi sunt semnificative
statistic daca p este mai mic decét valoarea rezultata din aceasta impartire. In fapt, pentru parametri
secundari s-a considerat ca diferentele sunt semnificative statistic daca p<0.02 pentru primul
experiment in care au fost numai 2 parametri secundari si p<0.01 in experimentele urmatoare Tm

care au fost cate 3 parametri secundari [8,9].

Rezultate

Pentru a verifica aceasta ipoteza, ntr-un prim experiment s-a studiat influentarea procesului
de vindecare a unor plagi cu suprafatd de 100 mm2 de catre amiodarona in 3 concentratii respectiv
o concentratie de 200 nM care blocheaza exclusiv canalele de potasiu, o concentratie de 2000 nM
care blocheaza canalele de potasiu cat si canalele de calciu si o concentratie de 200 000 nM care
blocheaza canalele de potasiu, canalele de calciu si canalele de sodiu.

In ceea ce priveste vindecirii plagilor (parametrul principal), numai amiodarona in doza
mica a inregistrat o scddere semnificativa statistic fata de lotul netratat, respectiv 19,57 zile la
amiodarond in concentratie mica fatd de 27,17 zile la lotul netratat [8].

In principiu amiodarona in doza mici a scizut durata necesara vindecirii plagilor cu
aproximativ 8 zile, reprezentdand 27.97% din durata necesara vindecdrii plagilor la lotul netratat.

Avand in vedere ipoteza de lucru, putem presupune ca blocarea canalelor de potasiu
accelereaza vindecarea plagilor in conditiile noastre experimentale, reprezentata prin scaderea
timpului necesar vindecarii plagilor.

Aceasta presupune cd blocarea canalelor de potasiu favorizeazd vindecarea plagilor tinand
seama ca doza medie care pe langa canalele de potasiu blocheaza si canalelor de calciu si doza
mare, care pe langa canalele de potasiu blocheaza si canalele de calciu si de sodiu, nu au avut efect
semnificativ statistic, putem presupune ca atat blocarea canalelor de calciu cat si blocarea canalelor

de sodiu antagonizeaza efectul blocarii canalelor de potasiu [8].
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Ipoteza pare sa fie logica deoarece curentul de potasiu este un curent repolarizant, iar
curentii de calciu si de sodiu sunt curenti depolarizanti. Este foarte probabil ca blocarea curentului
de potasiu care este repolarizant sa fi crescut potentialul membranar si in felul acesta sa fi accelerat
migrarea celulelor in cAmpul electric. In aceste conditii, blocarea curentilor depolarizanti a scizut
potentialul membranar crescut prin blocarea canalelor de potasiu si a antagonizat In acest fel
efectul favorabil al blocrii canalelor de potasiu. Intradevar asa pare sa se fi derulat evenimentele
si In experimentul nostru, pentru ca efectul amiodaronei in concentratie mare asupra vindecarii
plagilor a fost mai putin intens decat efectul amiodaronei in concentratie medie. Diferentele nu
sunt insa semnificative statistic.

Parametri secundari utilizati respectiv scaderea procentuala a suprafetelor lezionale
raportat la suprafata initiald si viteza de scadere procentuald zilnica a suprafetelor lezionale
incearca sa evalueze prin ce mecanisme blocarea canalelor ionice au influentat vindecarea plagilor.

In ceea ce priveste suprafata lezionald, aceasta a scazut progresiv de la o determinare la alta
pentru toate loturile. Cea mai rapida scadere a fost pentru lotul tratat cu amiodarona in concentratie
micd, diferentele fiind semnificative semnificative statistic fatd de lotul netratat la toate
determindrile, cu exceptia momentului t4 cand nu s-au inregistrat diferente semnificative statistic
fata de lotul martor. Si amiodarona in concentratie mare a Inregistrat diferente semnificative
statistic fata de lotul martor, dar numai la momentul ts.

In ceea ce priveste viteza zilnica de scidere a suprafetei lezionale, aceasta in general a
crescut in primele 7 zile, dupa care s-a mentinut relativ constanta. Cea mai mare viteza de scadere
zilnicd a suprafetei s-a constatat la lotul tratat cu amiodarona in concentratie mica, diferentele fiind
semnificative statistic fata de lotul netratat la momentul t>.

Si loturile tratate cu amiodarona in concentratie medie si mare au inregistrat viteze mai
mari de scadere procentuala zilnica a suprafetelor lezionale fata de lotul netratat, dar numai doza
medie de amiodarona a fost semnificativa statistic la mometul t3 .

Aceste rezultate aratd ca scurtarea duratei de vindecare a plagilor se produce printr-o
accelerare a vitezei de scadere a suprafetelor lezionale.

Faptul ca diferentele au fost semnificative statistic numai in anumite momente ale
madsuratorii, nu in toate, sugereazd cd pe parcursul vindecarii intervin mecanisme diferite de la o
etapa la alta si ca este posibil ca blocarea canalelor de potasiu sd favorizeze vindecarea plagilor

numai in anumite etape ale procesului, In functie de mecanismul intervenit in etapele respective.
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Ideea unor mecanisme diferite de la o etapa la alta in procesul de vindecare al plagilor este intarita
si de faptul ca in primele 7 zile ale procesului de vindecare, viteza medie zilnica procentuald a
crescut de la o determinare la alta, iar ulterior aceasta s-a mentinut relative constantd. Faptul ca in
analiza acestor parametri secundari si amiodarone in concentratie medie a avut efecte
semnificative statistic Tn anumite momente ale masuratorii, dar amiodarona in concentratie mare
nu a avut niciodata efecte semnificative statistic sugereaza ca blocarea canalelor de calciu
antagonizeaza numai partial efectul blocarii canalelor de potasiu. Efectul blocarii canalelor de
potasiu pare sa fie antagonizat complet numai prin blocarea concomitenta atat a canalelor de calciu
cat si a canalelor de sodiu.

Din punct de vedere statistic, exista desigur posibilitatea ca numarul mic de leziuni pe grup
de animale sa nu fi conferit o putere statistica suficientd pentru a decela diferente intre loturile
tratate cu diferite doze de amiodarona.

In aceste conditii s-a efectuat al 2 lea experiment in care s-a marit numarul de leziuni pe lot.
Practic la fiecare sobolan s-au efectuat cate 3 leziuni dorsale cu suprafete de 50.24 mm?.

In ceea ce priveste durata medie de vindecare a plagilor, parametrul principal, amiodarona
Tn concentratie mica a scazut aceasta duratd semnificativ statistic atat in analiza statistica a tuturor
leziunilor cat si in analiza stratificatd. Rezultatele sunt concordante cu cele din experimentul
precedent. Scaderea a fost de 2.17 zile in analiza tuturor leziunilor, de 2,87 zile pentru analiza
leziunilor dorsale si caudale cumulate si de 2,09 zile pentru leziunile de la ceafa. Aparent, aceasta
scurtare a timpului necesar vindecarii este mai micd decat cea constatata in experimentul precedent
n care scurtarea a fost de 7.4 zile. Aceasta se datoreaza, cu sigurantd, faptului ca leziunile din
experimentul precedent au fost mult mai mari decat leziunile din acest experiment, adica 100mm?
in experimentul precedent si 50,24 mm? in experimentul actual. Tn mod firesc, leziunile de
dimensiuni mai mari au nevoie de un timp mai lung pentru a se vindeca fatd de leziunile de
dimensiuni mai mici. Concret, leziunile practicate Tn experimentul precedent la lotul martor s-au
vindecat ntr-o perioada de timp de 27.17 zile, iar leziunile din acest experiment s-au vindecat la
lotul martor intr-o perioada de timp de 15.83 zile [11].

Analiza globald a leziunilor nu a scos in evidentd date diferite fatd de experimentul
precedent. Probabil aceasta se datoreaza unei dispersii mari datorata faptului cé leziunile de la
ceafa au avut o evolutie diferitd fata de leziunile dorsale si caudale. Analiza stratificata a aratat ca

in cazul leziunilor de la ceafa exista diferente semnificative statistic fata de lotul martor, la loturile
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tratate cu amiodarond in concentratie mica si medie. Trecand la leziunile caudale si dorsale exista
diferente semnificative statistic la loturile tratate cu amiodarond in concentratie mica si mare.

Aceste date confirma ipoteza acestui experiment conform careia blocarea canalelor de calciu
si blocarea canalelor de sodiu nu antagonizeazad complet blocarea canalelor de potasiu, ci numai
Ti diminueaza intensitatea.

Parametri secundari utilizati, respectiv scaderea procentuala a suprafetelor lezionale raportat
la suprafata initiala, viteza de scadere procentuald zilnica a suprafetelor lezionale si aria de sub
curba de evolutie a suprafetei lezionale in timp Incearca sa evalueze prin ce mecanisme blocarea
canalelor ionice au influentat vindecarea plagilor.

In ceea ce priveste sciderea suprafetelor lezionale, acestea au scizut cu un procent din
suprafata initiala progresiv crescator de la un moment al mdsuratorii la altul. Diminuarea
suprafetelor lezionale a fost cea mai mare la loturile tratate cu aiodarona in concentratie mica, dar
nu s-au putut inregistra diferente semnificative statistic fatd de lotul martor decét la momentul te.

Analiza evolutiei suprafetelor lezionale a leziunilor dorsale si caudale cumulate a ardtat la
fel ca mai sus, cea mai mare scadere a suprafetelor lezionale a fost inregistrata la doza mica de
amiodarona, diferentele fiind semnificative statistic fatd de lotul netratat la momentele ts si ts [11].

Spre deosebire de primul experiment, n cazul lezionilor dorsale si caudale si amiodarona in
concentratie medie a avut o evolutiei semnificativ statistic mai buna decat a lotului martor, cu
exceptia momentului ts.

Amiodarona in concentratie mare, a determinat deasemenea o evolutie mai buna a leziunilor
decat la lotul martor, dar diferentele au fost semnificative statistic numai in ultima perioada a
evolutiei acestora, Incepand cu momentul ts.

Analiza statisticd a evolutiei leziunilor de la ceafa nu a decelat practic diferente semnificative
statistic.

In ceea ce priveste viteza medie procentuald de scidere zilnici a suprafetelor lezionale,
asemandtor cu cele constatate In experimentul precedent, aceasta a crescut progresiv in primele 7
zile, dupa care s-a mentinut relativ constanta. Analiza pe toate leziunile a aratat Insa ca au existat
numai unele momente la care s-au inregistrat diferente semnificative statistic fata de lotul martor,
la fiecare din cele 3 concentratii utilizate.

In ceea ce priveste aria de sub curba de evolutie a suprafetei lezionale in timp la toate

leziunile cumulate, acestea au scdzut semnificativ statistic fatd de lotul martor la toate dozele de

13



amiodarond, cea mai mare scadere fiind inregistratd la lotul tratat cu concentratie micd de
amiodarond. Analiza statificatd nu a oferit informatii suplimentare atit pe leziunile caudale si
dorsale cumulate, respectiv pentru leziunile de la ceafd, loturile de amiodarond nu au inregistrat
diferente semnificative statistic.

Aceste date arata ca scurtarea duratei de vindecare a plagilor este datoratd accelerarii
vitezei de vindecare a acestora, dar ca, cel putin aparent, blocarea diferitelor tipuri de canale ionice
are efect numai in anumite perioade ale procesului de vindecare. Cel putin aparent, pe baza
rezultatelor de mai sus, blocarea canalelor de potasiu favorizeaza vindecarea in anumite perioade,
blocarea canalelor de calciu Tn alte perioade, iar blocarea canalelor de sodiu in alte perioade.

Intrucat blocarea concomitenti a canalelor de potasiu si de calciu scurteazi semnificativ
statistic durata vindecarii plagilor s-a pus problema daca si blocarea exclusiva a canalelor de calciu
influenteaza procesul de vindecare a plagilor.

Intrucat si blocarea canalelor de calciu concomitent cu blocarea canalelor de potasiu
favorizeaza vindecarea plagilor, s-a pus problema daca blocarea exclusiva a canalelor de calciu
are un asemenea efect. Astfel a fost facut al 3 lea experiment, unde s-a lucrat pe sobolani carora li
s-au practicat leziuni cu suprafatd de 50.24 mm? ulterior au fost tratati cu nimodipini in 3
concentratii, o concentratie de 200nM care blocheaza exclusiv canalele de calciu de tip L, o
concentratie de 1000 nM care blocheaza atat canalele de calciu de tip L cat si canalele de calciu
de tip T si o concentratie de 10 000 nm care blocheaza canalele de calciu de tip L, canalele de
calciu de tip T si receptorii canabinoizi CB1.

In ceea ce priveste durata vindecarii leziunilor,parametrul principal, nimodipina in
concentratie medie a scazut aceasta durata de la 17,33+6,37 zile la lotul martor, pana la 14,8+5,6
zile, adica 2,53 zile. Daca facem o comparatie privind scurtarea duratei vindecarii plagilor in cele
3 experimente prezentate pand acum situatia se prezinta astfel:

- In cazul leziunilor de mari dimensiuni din primul experiment, durata necesara vindecarii
plagilor de la 27,17+5,19 zile la 19,57+3,05 zile, adica s-a redus cu 7,6 zile, ceea ce reprezinta o
reducere de 27,97%.

- In cazul leziunilor de dimensiuni mici, amiodarona in concentratie mici a redus durata
vindecarii plagilor de la 17,3742,19 zile la 14,5042,19 zile, adica s-a redus cu 2,87 zile, ceea ce

reprezinta o reducere de 16,52%.
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- In cazul leziunilor de dimensiuni mici tratate cu nimodipina, doza medie de nimodipina a
redus durata vindecarii plagilor de la 17,33+6,37 zile la 14,845,6 zile, adica s-a redus cu 2,53 zile,
ceea ce reprezintd o reducere de 14,59 %.

Aceste date sugereaza cd blocarea canalelor de potasiu favorizeaza vindecarea plagilor cu
atdt mai mult cu ct suprafata e mai mare. Cand leziunile au avut o suprafati de 100mm? reducerea
timpului necesar vindecirii pligilor a fost de 27,97%, iar cand leziunile au fost de 50.24mm?,
reducerea timpului vindecarii plagilor a fost de 16,52%.

Si blocarea canalelor de calciu favorizeazd vindecarea plagilor in conditiile noastre
experimentale, aceasta se intdmpld numai blocind concomitent si canalele de calciu de tip L si
canalele de calciu de tip T, deoarece numai nimodipina in concentratie medie a avut un efect
semnificativ statistic. Nimodipina in concentratie mica, care blocheaza numai canalele de calciu
de tip L, nu a avut efect semnificativ statistic. Desigur cd este greu de precizat daca efectul
favorabil constatat la doza medie de nimodipind se datoreaza blocarii exclusive a canalelor de
calciu de tip T sau blocdrii concomitente a ambelor tipuri de canale de calciu. Totusi faptul ca
blocarea selectiva a canalelor de calciu de tip L nu a avut un efect semnificativ statistic ne face sa
credem cd efectul constatat este datorat exclusiv blocérii canalelor de calciu de tip T.

Intrucat in cazul blocirii canalelor de potasiu, pe leziuni de dimensiuni mici, sciderea
duratei necesare vindecarii plagilor a fost de 16,52%, iar in cazul blocarii canalelor de calciu de
tip T scaderea acestei durate a fost de 14,59%, sugereaza ca efectul blocarii canalelor de potasiu
este mai intens decat blocarii canalelor de calciu de tip T.

Parametri secundari utilizati, respectiv scaderea procentuala a suprafetelor lezionale raportat
la suprafata initiala, viteza de scadere procentuald zilnica a suprafetelor lezionale si aria de sub
curba de evolutie a suprafetei lezionale in timp Incearca sa evalueze prin ce mecanisme blocarea
canalelor ionice au influentat vindecarea plagilor.

In ceea ce priveste parametrii secundari analizati, numai viteza de scadere procentuali
zilnica a inregistrat o diferenta semnificativa statistica la momentul ts pentru loturile tratate cu
nimodipina in concentratie medie i mare.

Avand in vedere cd si nimodipina favorizeaza vindecarea plagilor, nu numai blocarea
exclusiva a canalelor de potasiu prin amiodarond, s-a pus problema daca asocierea amiodaronei in
doza mica cu nimodipina in doza medie influenteaza favorabil vindecarea plagilor. Astfel ca a fost

facut al 4 lea experiment. S-a lucrat tot pe sobolani cirora li s-au practicat 2 leziuni de 50.24 mm?.
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Toate substantele utilizate au scurtat durata de vindecare a plagilor semnificativ statistic
fatd de lotul martor. Cel mai intens efect 1-a avut blocarea canalelor de potasiu prin amiodarona in
doza mica, cand scurtarea duratei de vindecare a plagilor a fost de 1,94 zile, adica o scurtare de
13,06%. Si blocarea concomitentd a canalelor de calciu de tip L si de tip T prin nimodipina in doza
medie a scurtat durata de vindecare a plagilor dar numai cu 0,18 zile, adica o scurtare de 1,21%.
Asocierea dintre amiodarona si nimodipina a scazut durata vindecarii plagilor cu 1,99 zile, adica
13,4%, valoare practic identica cu cea produsa de amiodarona in doza mica prin blocarea canalelor
de potasiu.

Este evident ca blocarea concomitenta a canalelor de potasiu, canalelor de calciu de tip L
si a canalelor de calciu de tip T nu aduce nici un beneficiu semnificativ fatd de blocarea exclusiva
a canalelor de potasiu.

Din experimentul anterior a rezultat cd numai blocarea canalelor de calciu de tip T
favorizeza vindecarea plagilor nu si blocarea canalelor de calciu de tip L.

Coroborand datele din toate experimentele prezentate pand acum e posibil asa cum se arata
in experimentul numarul 1, ca blocarea canalelor de calciu de tip L s antagonizeze partial blocarea
canalelor de potasiu, ceea ce probabil nu produce si blocarea canalelor de calciu de tip T. Aceasta
ar explica Intradevadr de ce nu s-a constatat nici un efect de sumatie. Parte din efectul blocarii
canalelor de potasiu a fost antagonizat prin blocarea canalelor de calciu de tip L la care s-a adaugat
efectul favorabil al blocarii canalelor de calciu de tip T.

Analiza parametrilor secundari a aratat ca durata scurtarii timpului de vindecare a plagilor
a fost produsa prin cresterea vitezei procentuale zilnice de evolutie a plagilor cu mentiunea cd in
ultima etapa a vindecdrii plagilor aceasta viteza a fost crescuta semnificativ statistic numai prin
blocarea canalelor de potasiu prin administrarea de amiodarona in doza mica.

In ceea ce priveste scaderea procentuald a suprafetelor lezionale, aceasta a fost crescutd
semnificativ statistic deferentiat in functie de perioada de evolutie a leziunilor; in prima parte a
procesului de vindecare s-au inregistrat deferente semnificative statistic fata de lotul martor numia
prin blocarea canalelor de calciu de tip T, numai prin administrarea nimodipinei, pe cand in a doua
parte a evolutiei plagilor s-au inregistrat diferente semnificative statistic fata de lotul martor numai
prin blocarea canalelor de potasiu prin administrare de amiodarona.

Este posibil ca in diferite faze de evolutie a procesului de vindecare al plagilor sa intervina

mecanisme functionale diferite in realizarea acestui proces. In aceste conditii, in prima faza a
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procesului de vindecare al plagilor ar putea interveni unele mecanisme care sunt accelerate prin
blocarea canalelor de calciu de tip T, iar in cea de-a doua parte a procesului de vindecare al plagilor
ar putea intervenii mecanisme care sunt accelerate prin blocarea canalelor de potasiu.

In aceste conditii s-a efectuat al 5 lea experiment in care s-a cercetat influentarea procesului
de vindecare al plagilor de catre amiodarond in concentratii care blocheaza exclusiv canalele de
potasiu si nimodipina in concentratii care blocheaza atat canalele de calciude tip L cét si canalele
de calciu de tip T in administrare secventiala, respectiv nimodipina in prima etapa, urmata de
amiodarona in cea de-a doua etapa a procesului de vindecare a plagilor comparativ cu asocierea
nimodipina-amiodarond in administrarea continud pe toata durata procesului de vindecare a
plagilor.

Toate substantele au determinat o scadere a duratei de vindecare a plagilor semnificative
statistic indiferent daca acestea au fost administrate separat, concomitent sau secvential. Scaderea
duratei vindecdrii plagilor a fost de 11,38% pentru amiodarond, 12,61% pentru nimodipina,
13,07% pentru asocierea celor doua substante si 14,23% pentru administrarea secventiald a celor
doua substante. Dupa cum se poate constata, cea mai mare scadere a duratei vindecarii plagilor a
fost Intradevar , conform ipotezei de lucru, la administrarea secventiala a celor doud substante, dar
diferentele intre administrarea secventiald si administrarea concomitenta nu sunt semnificative
statistic.

Analiza parametrilor secundari arata, ca si in experimentele precedente, ca aceasta scurtare
a duratei vindecarii plagilor este datoratd cresterii vitezei de scddere zilnice procentuale a
suprafetei lezionale. Acest parametru a fost insd semnificativ statistic numai pentru administrarea
secventiald a substantelor atat in cazul nimodipinei (momentul t4) cat si in cazul amiodaronei
(momentul ts). In ceea ce priveste aria de sub curba de evolutie a suprafetei lezionale in timp, acest
parametru a inregistrat diferente semnificative statistic fata de lotul martor numai in cazul
administrarii secventiala a celor doua substante.

In toate aceste conditii putem aprecia ca ipoteza de lucru practic, se confirma. Nimodipina
actioneaza 1n prima etapa a procesului de vindecare prin blocarea canalelor de calciu de tip T, pe
cand amiodarona actioneaza in a doua etapa a procesului de vindecare prin blocarea canalelor de
potasiu. Analiza primelor doud experimente a scos in evidenta ca efectul blocarii canalelor de
potasiu este cu atit mai intens cu cat suprafata leziunilor este mai mare. Concret, asupra leziunilor

cu suprafatd de 100 mm2 durata vindecdrii plagilor a fost cu 27.97%, iar asupra leziunilor cu
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suprafatd de 50.24mm?2 durata vindecarii plagilor a fost scurtata cu 16.52%.

Datele din acest experiment au aratat insa ca blocarea canalelor de potasiu favorizeaza
vindecarea plagilor numai in a doua etapd a acestui proces cand viteza medie de scurtare zilnica s-
a mentinut relativ constanta, nu si in prima perioada in care viteza de scurtare a crescut progresiv,
perioada care are practic aceeasi durata de circa 7 zile indiferent de suprafata leziunilor. Aceasta a
doua perioada a avut o durata de 20.17 zile in cazul leziunilor de 100 mm?2 si de 8.83 zile 1n cazul
leziunilor cu suprafata de 50.24mm?2.

In aceste conditii, in cazul leziunilor mari, o scidere a duratei vindecarii plagilor de 7,4
zile reprezintd 37.67% din durata celei de-a doua etapd de vindecare a plagilor, iar in cazul
leziunilor mici o scadere a duratei vindecarii plagilor de 2,17 zile reprezinta 24,57%.

In aceste conditii, rezulta ca si in cazul in care scurtarea duratei vindecarii plagilor e
raportata la perioada in care amiodarona actioneaza prin blocarea exclusiva a canalelor de potasiu,
efectul este cu atat mai intens cu cat suprafata leziunilor este mai mare.

Asocierea amiodaronei la nimodipind antagonizeaza partial efectul nimodipinei in prima
perioada de evolutie a vindecarii plagilor, iar asocierea nimodipinei la amiodarona antagonizeaza
partial efectul amiodaronie in a doua perioadd de evolutie a vindecarii plagilor, probabil prin
blocarea canalelor de calciu de tip L.

In conditiile noastre experimentale pe baza rezultatelor de mai sus, putem aprecia ca cea
mai eficace modalitate de utilizare a substantelor de mai sus pentru a grabi procesul de vindecare
a plagilor este administrarea secventiala, initial de nimodipind si ulterior amiodarond. Pe langa
eficacitate aceasta modalitate de tratament ar putea avea si avantajul unor costuri mai mici. Faptul
cd prima etapa a procesului de vindecare a plagilor respectiv aceea de crestere prograsiva a vitezei
zilnice procentuale pare sa fie constantd, in jur de 7 zile indiferent de suprafata leziunilor si de
timpul necesar vindecdrii plagilor, permite in oarecare masurda o standardizare a terapiei
secventiale. Conform datelor rezultate in conditiile noastre experimentale, nimodipina ar trebui
administrata in primele 7 zile de evolutie a plagilor, urmata ulterior de amiodarona.

Este greu de spus insa dacd aceste date obtinute in conditiile noastre experimentale pot fi

extrapolate la om. Ideal ar fi sa se faca si studii clinice.
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Concluzii si contributii personale

Concluzii finale

1. Amiodarona in concentratie micd, care blocheaza numai canalele de potasiu a determinat
scurtarea duratei de vindecare a plagilor.

2. Amiodarona in doza medie, care blocheaza atat canalele de potasiu, cat si canalele de calciu
si amiodarona 1n dozd mare, care blocheaza canalele de potasiu, canalele de calciu si canalele de
sodiu nu a determinat o scurtare semnificativa statistic a duratei vindecarii plagilor.

3. Intr-un experiment in care prin mérirea numarului de leziuni pe lot s-a crescut puterea
testului, s-a constatat cd si amiodarona in concentratie medie, care blocheaza atat canalele de
potasiu cét si canalele de calciu, scurteaza semnificativ statistic durata vindecarii plagilor, dar
efectul este de intensitate mai mica decat cel prin blocarea exclusiva a canalelor de potasiu printr-
o concentratie mica de amiodarona.

4. Este posibil ca blocarea canalelor de potasiu care determind o crestere a potentialului
membranar, curentul de potasiu fiind un current repolarizant, sa fie antagonizat partial prin
blocarea concomitenta a canalelor de calciu, curentul de calciu fiind un curent depolarizant.

5. Efectul blocarii canalelor de potasiu asupra duratei vindecarii plagilor este cu atat mai
intens cu cit suprafata leziunilor este mai mare. In cazul leziunilor cu suprafata de 100 mm2 durata
vindecarii plagilor a fost scurtatad cu 27.97%, iar in cazul leziunilor cu suprafata de 50,24mm?2,
durata vindecarii plagilor a fost scurtatd cu 16.52%.

6. Nimodipina, in concentratie micd care blocheaza exclusiv canalele de calciu de tip L nu
influenteaza durata vindecarii plagilor.

7. Nimodipina in concentratie medie, care blocheaza atat canalele de calciu de tip L cat si
canalele de calciu de tip T scurteaza semnificativ statistic durata vindecarii plagilor.

8. Blocarea canalelor de calciu de tip T are efect favorabil asupra vindecdrii plagilor.

9. Asocierea nimodipinei in doza medie, care blocheaza atat canalele de calciu de tip L cat si
canalele de calciu de tip T, cu amiodarona in doza mica, care blocheaza exclusiv canalele de
potasiu, nu determind un efect de sumatie, desi fiecare din cele 2 medicamente administrate separat
scurteaza semnificativ statistic vindecarea plagilor.

10. Blocarea exclusiva a canalelor de calciu de tip L nu favorizeaza vindecarea plagilor, dar

este posibil sa diminueaza intensitatea efectului blocarii canalelor de potasiu.
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11. Analiza parametrilor secundari explicative, a aratat ca nimodipina are efecte semnificative
statistic numai in prima parte a perioadei de vindecare a plagilor, pe cand amiodarone are efecte
semnificative statistic numai in a doua parte a perioadei de vindecare a plagilor.

12. Administrarea secventiald a celor doud substante, respectiv nimodipina in prima etapa si
amiodarone in a doua etapa a procesului de vindecare a plagilor a avut un efect mai intens decat
administrarea concomitenta a celor doua substante pe toata durata de vindecare a plagilor.

13. Este posibil ca efectul favorabil al blocarii canalelor de calciu de tip T prin nimodipina in
prima etapa a perioadei de vindecare a plagilor sa fie diminuat prin blocarea canalelor de potasiu
de catre amiodarona.

14. Intrucat efectul nimodipinei se datoreazi blocirii canalelor de calciu de tip T, este posibil
ca afectul amiodaronei sa fie diminuat partial prin blocarea canalelor de calciu de tip L in cea de-
a doua etapd a procesului de vindecare a plagilor.

15. Din datele prezentate mai sus, rezultd ca blocantele canalelor ionice influenteaza procesul
de vindecare a plagilor.

16. Aceastd influentd se datoreaza foarte probabil modificarii potentialului electric al unor
celule si prin modificarea vitezei cu care migreaza in campul electric datorat diferentei de potential
electric care exista Intre marginile plagii si centrul plagii.

17. Foarte probabil in prima etapa a vindecarii plagilor migrarea acestor celule este accelerata
prin scaderea potentialului electric al celulelor ca urmare a blocarii canalelor de calciu de tip T.

18. Deasemenea foarte probabil, in a doua etapa a procesului de vindecare a plagilor migrarea
celulelor in campul electric este accelerata prin cresterea potentialului electric al celulelor ca
urmare a blocarii canalelor de potasiu.

19. Concluziile de la punctele 17 si 18 sunt in acord cu date de literatura care arata ca
potentialul electric la marginile plagii este constant, pe cand potentialul electric in interiorul plagii
este variabil pe durata procesului de vindecare a plagilor.

20. In conditiile noastre experimentale cea mai eficace modalitate de tratament al plagilor
cutanate s-a dovedit administrarea secventiald de nimodipind in prima etapa, urmatd de
amiodaronad in cea de-a doua etapa a procesului de vindecare a plagilor.

21. Din datele obtinute in conditiile noastre experimentale rezultd ca nimodipina ar trebui

administrata in primele 7 zile de tratament, urmata ulterior de administrarea amiodaronei.
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Contributii personale

1. Consideram ca ipoteza de lucru (capitolul ipoteza de lucru) conform careia blocarea
canalelor ionice influenteazd vindecarea plagilor prin influentarea potentialului membranar al
celulelor care migreaza intr-un camp electric a cérui existenta a fost demonstrata de alti autori este
originald deoarece nu a fost gasita in literatura de specialitate.

2. Considerdm ca ipoteza de mai sus a si fost demonstratd prin aceastd lucrare deoarece atat
blocarea canalelor de potasiu cat si blocarea canalelor de calciu de tip T a scurtat durata de
vindecare a plagilor in conditiile noastre experimentale (capitolul 8, 9 si 10).

3. Este pentru prima data in literatura de specialitate cand s-a demonstrat ca blocarea canalelor
de calciu de tip T favorizeaza vindecarea plagilor numai in primele 7 zile ale acestui proces, iar
blocarea canalelor de potasiu numai in etapa ulterioara (capitolul 10).

4. Este pentru prima oara in literatura de specialitate cand se studiaza efectul amiodaronei
asupra vindecdrii plagilor (capitolul 6, 7, 9 si 10)

5. Este pentru prima datd in literatura de specialitate cand se studiaza amiodarona in
concentratii diferite care blocheaza diferite canale ionice: canalele de potasiu, canalele de potasiu
si calciu, canalele de potasiu, calciu si sodiu (capitolul 6 si 7).

6. Este pentru prima data in literatura de specialitate cand se studiaza efectul nimodipinei
asupra vindecarii plagilor experimentale; alte blocante ale canalelor de calciu au fost studiate) (
capitolul 8)

7. Este pentru prima datd in literatura de specialitate cand se studiazd nimodipina in
concentratii diferite care blocheaza diferite canale ionice respectiv numai canalele de calciu de tip
L sau atat canalele de calciu de tip L cat si canalele de calciu de tip T (capitolul 8).

8.  Este pentru prima data in literatura de specialitate cand se demonstreaza cd numai blocarea
canalelor de calciu de tip T favorizeaza vindecarea plagilor nu si blocarea canalelor de calciu de
tip L ( capitolul 8, 9 si 10)

9. Este pentru prima datd in literatura de specialitate cand se studiaza administrarea de
blocante de canale de calciu de tip T prin nimodipina (in prima parte a procesului de vindecare)
urmatd de blocarea canalelor de potasiu prin amiodarond ( in a doua etapaa procesului de
vindecare) ( capitolul 10).

10. Cercetarile noastre experimentale au aratat pentru prima data in literatura de specialitate ca

cea mai eficientd modalitate de tratament al plagilor prin blocarea unor canale ionice este
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administrarea secventiald, in primele 7 zile a unor blocantede canale de calciu de tip T (in cazul
nostru nimodipind) urmate de blocarea canalelor de potasiu (in cazul nostru amiodarond) in a doua
perioada ( capitolul 10).

11. Rezultatele de la punctul 10 s-au bazat pe observatia ca la sobolan vindecarea plagilor se
produce 1n doua etape distincte, respectiv o prima etapa cu durata de circa 7 zile indiferent de
timpul necesar vindecarii plagilor urmata de o a doua etapa care incepe in a 8 a zi si se termina o
data cu vindecarea totald a plagilor indiferent cat de lung este acest proces (capitolul 6, 7, 9 si 10).

12. Este greu de spus daca aceasta observatie este extrapolabila la om; practic este de asteptat
ca si vindecarea plagilor la om sa se producad tot in doua etape dar nu stim cat de lunga e prima
etapa in conditii clinice ( capitolul 10).

13. Credem ca pentru extrapolarea rezultatelor noastre la om ar fi necesare studii clinice ale
plagilor cutanate umane ( capitolul 10).

14. Este pentru prima data in literatura de specialitate cand se lanseaza ipoteza unor studii
clinice privind accelerarea vindecarii plagilor prin administrarea topica secventiala de nimodipina

si amiodarona ( capitolul 10).
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