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1. SCOPUL $I OBIECTIVELE CERCETARII

Stresul oxidativ reprezinta deopotriva un mecanism fiziopatologic si o tinta
terapeutica in patologiile metabolice. Cu toate acestea, complexitatea surselor si a tipurilor
de specii reactive de oxigen (SRO) implicate, precum si contributia acestora in diferitele
patologii, este departe de a fi elucidata.

Monoamino-oxidaza (MAQO), cu 2 izoforme, MAO-A si MAO-B, este o flavin-
dehidrogenaza localizata la nivelul membranei mitocondriale externe care este implicata in
catabolismul neurotransmitatorilor si al aminelor biogene si alimentare, proces in care se
produce in mod constant peroxid de hidrogen (H.O,) drept produs secundar de reactie.
Inhibitorii MAO au fost introdusi in terapia bolilor neuropsihiatrice inca de la jumatatea
secolului trecut. Tn ultimele 2 decenii, a fost evidentiat rolul stresului oxidativ asociat cresterii
activitatii/expresiei MAO in patogeneza afectiunilor cardio-metabolice.

Metforminul este medicamentul de prima linie pentru tratamentul diabetului zaharat
de tip 2 (DZ2). Asociatia Americana de Diabet recomanda metforminul ca terapie preventiva
la pacientii cu obezitate, prediabet, precum si la persoanele < 60 de ani cu factori de risc
multipli. Medicamentul are efecte pleiotrope, printre care cel antioxidant — care a fost
investigat pe scara larga, fara ca mecanismele celulare si moleculare sa fie pe deplin
elucidate. Nu exista date in literatura de specialitate cu privire la o posibila interactiune intre
metformin si stresul oxidativ asociat MAO la nivel cardiac si vascular, in contextul patologiei
cardiometabolice, pe modele animale sau la om.

Cercetarile ultimelor decenii au identificat elementele figurate din sangele periferic, in
principal trombocitele, drept o sursa de mitocondrii perfect functionale, accesibila in mod
repetitiv prin metode minim invazive. Evaluarea in dinamica a dis/functiei mitocondriale a
elementelor circulante poate servi drept oglinda a dis/functiei bioenergetice la nivel de organ
cu potential rol diagnostic, prognostic si de evaluare a raspunsului terapeutic. Pe de alta
parte, existd un interes crescut la ora actuald pentru dezvoltarea de compusi farmacologici
care au mitocondria drept tinta terapeutica si permit sustinerea functiei mitocondriale
respiratorii intr-o multitudine de entitati patologice. Un astfel de compus este succinatul
permeabil, NV118. Nu existd date in literatura de specialitate cu privire la posibilitatea
sustinerii functiei mitocondriale trombocitare la pacientii cu patologii cardiovasculare care
necesita interventii chirurgicale pe cord deschis si respectiv, bypass cardiopulmonar.

Scopul prezentei teze de doctorat a constat in evaluarea efectelor cardio- si
vasculoprotectoare a doi agenti farmacologici, clasic (Metforminul) si nou (succinatul
permeabil — NV118), pe un model experimental de obezitate si prediabet induse prin dieta
hipercalorica la sobolan si respectiv, pe probe vasculare si sanguine prelevate de la pacienti
cu patologie cardiovasculara si indicatie de chirurgie pe cord deschis cu bypass
cardiopulmonar.

Obiectivele specifice au fost realizate in cadrul a 3 studii originale:

I. Primul studiu, efectuat pe probe cardiace (tesut ventricular) prelevat de la sobolani
cu obezitate indusa prin dieta hipercalorica de tip ,cafeteria”, a fost destinat evaluarii
efectelor metforminului asupra expresiei si a stresului oxidativ mediat de
monoamino-oxidazd (MAO) in vederea contributiei la elucidarea mecanismelor
cardioprotectiei.

Il. Al doilea studiu, efectuat pe probe vasculare (inele de artera mamara interna)
prelevate de la pacienti coronarieni supusi interventiilor chirurgicale de



revascularizare (bypass aorto-coronarian) a constat in evaluarea efectelor
metforminului asupra expresiei sintetazelor oxidului nitric (NO) si a stresului oxidativ
mediat de angiotensina 2 (Ang2) in vederea contributiei la elucidarea mecanismelor
vasculoprotectiei.

lll. Al treilea studiu, efectuat pe trombocite izolate din sédngele venos al pacientilor
coronarieni si/sau valvulari supusi interventiilor chirurgicale pe cord deschis, a fost
destinat evaluarii efectelor unui compus nou de tip succinat permeabil, NV118,
asupra functiei mitocondriale respiratorii, pre-si post bypass cardiopulmonar.

Tema aleasa, investigarea mecanismelor protectiei cardiovasculare pe model animal
si la om, are un caracter translational si se inscrie in directiile de cercetare ale Centrului de
Cercetare Translationalda si Medicina Sistemelor din cadrul Departamentul Il $tiinte
functionale — Disciplina de Fiziopatologie, in cadrul caruia am fost afiliat in calitate de
doctorand, precum si in cele stipulate in Strategia de cercetare a Universitatii de Medicina si
Farmacie ,Victor Babes” din Timisoara.

Rezultatele studiilor cuprinse in Partea speciala a tezei sunt prezentate succint in
continuare:

2. Contributii la elucidarea efectului cardioprotector al metforminului:
interactiunea cu MAO pe un model experimental de obezitate indusa prin dieta

In ultimul deceniu, o multitudine de date experimentale si clinice au sustinut existenta
"cardiomiopatiei asociate obezitatii", o entitate patologica asociaté obezitatii (si sindromului
metabolic) si care se dezvoltd independent de prezenta bolilor cardiace (hipertensiune
arteriala, boala coronariand) ce induc cardiopatie. Ca atare, este necesara identificarea
mecanismelor ce stau la baza aparitiei acesteia, inclusiv a rolului disfunctiei mitocondriale in
contextul stresului metabolic, precum si a unor abordari farmacologice capabile sa o
atenueze. Metforminul, medicamentul de prima linie al DZ tip 2, recent indicat pentru efectul
benefic si la pacientii cu obezitate si supraponderali, are efecte terapeutice complexe,
pleiotrope.

Studiul de fata a avut drept scop investigarea unui nou mecanism cardioprotector al
metforminului, respectiv interactiunea cu MAO in contextul obezitatii induse experimental.

Lotul de studiu a inclus sobolani masculi Wistar (Institutul Cantacuzino, Bucuresti)
carora li s-a administrat zilnic, timp de 24 de saptamani (lotul obez, n = 8), hrana
hipercalorica (continut nutritional - 5,2 kcal/g) pe langa hrana standard. Lotul martor
(non-obez, n = 8) a primit hrana standard de laborator (2,5 kcal/g).

Glicemia si greutatea corporala au fost monitorizate ca markeri ai tulburarilor
metabolice.

Tesutul ventricular prelevat de la sobolani obezi si non-obezi a fost si incubat (12 h,
37°C) in mediul de cultura de crestere a celulelor endoteliale suplimentat cu 0,1% albumina
serica bovina, in prezenta vs. absenta metforminului (M, 10 uM) sau a inhibitorilor MAO:
clorgilind (Clorg, inhibitor ireversibil al MAO-A) si selegilina (Seleg, inhibitor ireversibil al
MAO-B, 10 pM). Ulterior, tesutul a fost utilizat pentru masuratori ale nivelului de SRO



(spectrofotometrie si microscopie confocald) si respectiv, evaluarea expresiei genice i
proteice a MAO (RT-PCR si imunofluorescenta).

In cazul probelor ventriculare recoltate de la lotul de control (CTL), izoforma MAO-A
a fost mai abundenta comparativ cu MAO-B (Fig. 1). Douazeci si patru de saptamani de
dieta obezogena a determinat o expresie crescuta a ambelor izoforme ale MAO la nivelul
cordului murin (Fig. 1).
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Figura 1. Expresia proteica a MAO-A si MAO-B la nivelul cordului de sobolan obez (OB) si martor (CTL), (CTL-MAO-
Avs. OB-MAO-A, CTL-MAO-A vs. CTL-MAO-B, CTL-MAO-B vs. OB-MAO-B; *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001).

Dieta obezogena a indus si cresterea productiei cardiace de H,O, determinata
spectrofotometric (tehnica FOX). Acest efect a fost atenuat prin incubarea ex vivo a probelor
ventriculare cu ambii inhibitori MAO-A si MAO-B (clorgilina si respectiv, selegilind, 10 uM, 12
h) - Fig. 2.
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Figura 2. Evaluarea spectrofotometricé a H202 in prezenta sau absenta inhibitorilor MAO (Clorg - clorgilina, Seleg -
selegilina, 10 uM), n=4, ANOVA si posthoc Bonferroni (CTL vs. OB, OB vs. OB+Clorg, OB vs. OB+Seleg; **P < 0,001).

Expunerea acuta in vitro la metformin a fost capabild sa reduca expresia genica a
ambelor izoforme, MAO-A (Fig. 3A) si respectiv, MAO-B (Fig. 3B) la nivelul tesutului
ventricular izolat de la sobolani obezi (OB) si nu a avut niciun efect pe esantioanele
prelevate de la lotul martor (CTL).
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Figura 3. Metforminul a redus expresia ARNm al MAO-A (A) si MAO-B (B) la nivelul cordului ventricular izolat de la sobolanii
obezi. CTL-control, OB- obezi, M- metformin (CTL vs. OB, OB vs. OB+Clorg, OB vs. OB+Seleg; **P < 0,01, **P < 0,001).

De asemenea, metforminul a fost capabil s& reduca nivelul de stres oxidativ, asa
cum a fost evidentiat atat la evaluarea spectrofotometrica (tehnica FOX, Fig. 4) cét si in
microsopie confocala (coloratia cu DHE, Fig. 5).
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Figura 4. Metforminul a redus stresul oxidativ la nivelul cordului ventricular izolat de la sobolani obezi la evaluarea
spectrofotometrica; CTL- control, OB- obezitate, M- metformin, n=4. (CTL vs. OB, OB vs. OB+M; **P < 0,01, **P < 0,001).
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Figura 5. Metforminul a redus stresul oxidativ la nivelul cordului ventricular izolat de la sobolani obezi la

coloratia cu DHE; CTL- control, OB- obezitate, M-

metformin, n=4. (CTL vs. OB, OB vs. OB+M; ***P <

0,001).



3. Contributii la elucidarea efectului vasculoprotector al metforminului:
interactiunea cu sintetazele oxidului nitric la nivelul arterei mamare interne

Studiul de fatd a avut drept scop investigarea investigarea, ca mecanism
vasculoprotector al metforminului la om, modularea expresiei sintetazelor oxidului nitric,
dupa stimularea cu angiotensina 2 (Ang2) a fragmentelor de artera mamara interna
prelevate de la pacienti cu boald coronariana supusi interventiei de by-pass aorto-
coronarian.

Studiul pilot a inclus 7 pacienti spitalizati la Institutul de Boli Cardiovasculare din
Timisoara, cu indicatie de revascularizare, avand ca diagnostice principale: angina pectorala
stabild, angina pectorald instabild, infarct miocardic, boald coronariana trivasculara (si
diagnostice secundare: boala aterosclerotica a arterelor carotide, regurgitare
mitrala/tricuspidiana, hipertensiune  arteriala, insuficienta  cardiaca NYHA I,
hipercolesterolemie).

Ang2 a determinat disfunctie vasculara prin cresterea contractilitatii si reducerea
relaxarii, iar metforminul a fost capabil sa atenueze aceste efecte, prin reducerea
contractilitatii (Fig. 6) si respectiv, cresterea relaxarii (Fig.7).
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Figura 6. Metforminul imbunatateste functia vasculara a inelelor de arterda mamara stimulate sau nu cu Ang2 prin
reducerea contractiei induse de fenilefrina (Phe). (n=7, *p<0,05)

Efectele benefice ale metforminului asupra functiei vasomotorii au fost observate
pentru toate inelele vasculare (stimulate sau nu cu Ang2), demonstrand activarea sistemului
renina-angiotensina local in arterele mamare interne recoltate de la pacientii cu boala
coronariana. Cu toate acestea, magnitudinea raspunsului a fost mai mare la lotul stimulat cu
Ang2.
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Figura 7. Metforminul imbunatateste functia vasculara a inelelor de arterd mamara stimulate sau nu cu Ang2 prin
cresterea relaxarii dependente de endoteliu induse de acetilcolina (Ach). (n=7, *p<0,05).

In prezenta L-NAME (inhibitorul eNOS), incubarea acutd cu Ang2 a amplificat
raspunsul contractil, dar aditia metforminului a fost capabila sa atenueze acest efect,
sugerand interferenta cu caile de semnalizare intracelulara responsabile de generarea NO
ca posibil mecanism de vasculoprotectie oferita de catre principalul medicament antidiabetic

utilizat la pacientii cu DZ tip 2 (Fig. 8).
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Figura 8. Metforminul imbunatateste functia vasculara a inelelor de artera mamara stimulate sau nu cu Ang2 prin
reducerea contractiei induse de Ang2 in prezenta L-NAME. (n=7, *p<0,05)

Incubarea segmentelor vasculare cu Ang2 a scazut semnificativ expresia eNOS (Fig.
9) si nNOS (Fig. 10) si, respectiv, a crescut expresia iINOS (Fig.11). Metforminul a fost
capabil sa inverseze toate aceste efecte.
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Figura 9. Metforminul moduleaza expresia izoformelor NOS la nivelul inelelor de artera mamara interna stimulate
sau nu cu Ang2: cresterea expresiei eNOS, scazuta de catre Ang2 la RT-PCR. (n=7, *P<0,05)
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Figura 10. Metforminul moduleaza expresia izoformelor NOS la nivelul inelelor de arterda mamara interna stimulate
sau nu cu Ang2: cresterea expresiei nNOS, scazuta de catre Ang2 la RT-PCR. (n=7, *P<0,05)
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Figura 11. Metforminul moduleaza expresia izoformelor NOS la nivelul inelelor de artera mamara interna stimulate
sau nu cu Ang2: scaderea expresiei iNOS, crescuta de catre Ang2 la RT-PCR. (n=7, *P<0,05)
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4. Contributii la elucidarea efectului protector al succinatului permeabil NV118
la nivelul respiratiei trombocitelor izolate de la pacientii supusi bypass-ului
cardiopulmonar

Prezentul studiu a avut ca scop evaluarea efectelor NV118 (diacetoximetil succinat)
asupra bioenergeticii trombocitelor prelevate de la un lot pilot de pacienti supusi chirurgiei
cardiace pe cord deschis, respectiv bypass-ului cardiopulmonar.

In studiu au fost inclusi 13 pacienti (4 M, 9F) spitalizati in cadrul Institutului de Boli
Cardiovasculare din Timisoara, fiind diagnosticati cu boala coronariana plurivasculara,
patologie valvulara sau ambele, cu indicatie de chirurgie cardiaca / bypass cardiopulmonar
(BPC).

Trombocitele au fost izolate din sangele venos colectat Thainte (inainte de
administrarea de heparina) si dupa CPB (in decurs de 10 minute dupa administrarea de
sulfat de protamina).

Respiratia mitocondriala a fost evaluata prin respirometrie de inalta rezolutie.

Compusul NV118 a determinat o crestere globala a parametrilor respiratori (exprimati
ca pmol x s”" x 2 x 10® celule) la nivelul trombocitelor izolate pre- (Fig. 12) si post- (Fig 13)
BPC.
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Figura 12. Respirometria mitocondriald trombocitara PRE-bypass cardiopulmonar in absenta vs. prezenta
succinatului permeabil NV118. A. Respiratia bazala. B. Respiratia non-fosforilanté C. Respiratia maxima decuplata
CI+CII. D. Respiratia maximé decuplata Cll. Datele sunt exprimate ca medie £ ESM a respiratiei corectate fata de
consumul residual de oxigen. *P < 0,5; ****P < 0,0001.
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Figura 1. Respirometria mitocondriala trombocitard POST bypass cardiopulmonar in absenta vs. prezenta
succinatului permeabil NV118. A. Respiratia bazala. B. Respiratia non-fosforilanta. C. Respiratia maxima decuplata
CI+CIl. D. Respiratia maximé decuplata Cll. Datele sunt exprimate ca medie £ ESM a respiratiei corectate fata de
consumul residual de oxigen. *P < 0,5; ***P< 0,0001; ****P< 0,0001.
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CONCLUZII

Scopul prezentei teze de doctorat, cu pronuntat caracter translational, a constat in

evaluarea efectelor cardio- si vasculoprotectoare a doi agenti farmacologici pe un model
animal si la om.

Obiectivele cercetarii au fost atinse prin derularea celor 3 studii originale descrise in

cadrul Partii speciale a tezei.

Finalizarea cercetarilor doctorale permite formularea urmatoarelor concluzii

generale:

1.

10.

11.

12.

13.

Izoformele MAO-A si MAO-B prezintd o expresie genica crescuta la nivel ventricular
si contribuie la stresul oxidativ cardiac in cazul sobolanilor cu obezitate indusa prin
dieta hipercalorica si cu prediabet, model experimental care mimeaza fidel principala
cauza a obezitatii in populatia infantila si adulta.

In cazul probelor ventriculare prelevate de la lotul martor, al sobolanilor non-obezi,
izoforma MAO-A a fost mai abundenta fata de MAO-B.

Dieta obezogena a indus si cresterea productiei de H,0,  efect care a fost atenuat
prin incubarea acuta ex vivo a probelor ventriculare cu inhibitorii izofomelor MAO-A,
clorgilina si respectiv, MAO-B, selegilina.

Acesti compusi nu au avut niciun efect in cazul lotului martor demonstrand ca in
conditii fiziologice activitatea enzimei nu determina stres oxidativ.

Expresia proteica a ambelor izoforme MAO este crescuta la nivelul cordului
sobolanilor cu obezitate si prediabet.

Metforminul a redus atat expresia genica cat si cea proteica ventriculara a
izoformelor MAO 1in cazul sobolanilor cu obezitate si prediabet si nu a avut niciun
efect in cazul animalelor din lotul martor.

Metforminul a redus stresul oxidativ evaluat la nivelul cordului sobolanilor obezi atat
prin metoda spectrofotometrica cat si prin microscopie confocala.

Efectul de reducere a stresului oxidativ este secundar scaderii expresiei MAO,
deoarece metforminul nu prezinta efect de scavenger al speciilor reactive de oxigen
(asa cum a fost demonstrat pentru catalaza).

Angiotensina 2 a determinat disfunctie vasculara obiectivatd prin cresterea
contractilitatii si reducerea relaxarii dependente de endoteliu la nivelul fragmentelor
de artera mamara interna prelevata de la pacientii cu boala coronariana supusi
interventiilor de revascularizare.

Metforminul in aplicare acuta in vitro a imbunatatit functia vasomotorie a inelelor de
artera mamara interna, prin scaderea contractilitatii si cresterea relaxarii.

Efectul benefic al metforminului a fost prezent si la nivelul inelelor de artera mamara
martor (nestimulate cu Ang2), atestand activarea sistemului renind — angiotensina
local, vascular.

Raspunsul contractil la angiotensina 2 a fost amplificat ih prezenta L-NAME,
inhibitorul sintetazei endoteliale a oxidului nitric, iar incubarea cu metformin a atenuat
acest efect, sugerand interferenta cu cascada intracelulard de generare a NO ca
mecanism de vasculoprotectie.

Angiotensina 2 a determinat stres oxidativ obiectivat prin cresterea generarii de
peroxid de hidrogen la nivelul arterelor mamare interne umane.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

Metforminul a redus stresul oxidativ indus de A2 la nivelul inelelor de artera mamara
interna.

Metforminul a redus generarea de peroxid de hidrogen si la nivelul inelelor vasculare
martor (nestimulate cu Ang2), demonstrand astfel ca stresul oxidativ este prezent,
asociat cu disfunctia endoteliald, la nivelul arterelor mamare utilizate pentru
revascularizare.

Efectele cardio- si vasculoprotectoare ale metforminului, de ameliorare a disfunctiei
endoteliale si de reducere a stresului oxidativ ventricular si arterial, atat pe modelul
animal cat si la om, au fost realizate la o concentratie relevanta clinic, 10 uM fiind
valoarea minima a ferestrei plasmatice terapeutice.

Metforminul a modulat expresia genica a sintetazelor oxidului nitric la nivelul inelelor
de artera mamara interna, inducand:

o cresterea expresiei sintetazelor constitutive ale oxidului nitric, endoteliala (eNOS)
si neuronald (nNNOS), scazute de Ang2

o scaderea expresiei sintetazei inductibile a oxidului nitric (iNOS), crescuta de Ang

NV118, un compus de tip succinat permeabil celular de prima generatie, a
imbunatatit functia mitocondriala respiratorie a trombocitelor izolate de la pacientii cu
patologie valvulara si coronariana supusi chirurgiei pe cord deschis.

Efectul de crestere semnificativa a tuturor parametrilor respiratori ai trombocitelor in
prezenta NV118 a fost observat, indiferent de momentul prelevarii lor, pre- si post
bypass cardiopulmonar cu durata de 1,5 ore.

Contributiile originale constau in evaluarea in premiera a:

Interactiunii metformin-monoamino oxidaza la nivel cardiac pe un model animal
relevant de obezitate si prediabet induse la sobolan, specie care prezinta o distributie
similara cu cea de la om a izoformelor MAO la nivelul sistemului cardiovascular.

Interactiunii metformin-sintetazele oxidului nitric Tn conditiile stresului oxidativ mediat
de angiotensina 2 la nivel vascular, pe artere mamare interne prelevate de la pacienti
coronarieni in cadrul procedurii de revascularizare.

Efectelor succinatului permeabil la nivelul functiei mitocondriale respiratorii a
trombocitelor periferice izolate de la pacientii cu indicatie de chirurgie cardiaca pentru
patologie valvulara si/sau coronariand, anterior si dupa instituirea bypass-ului
cardiopulmonar.

Directiile viitoare de cercetare potentiale sunt urmatoarele:

Investigarea cailor de semnalizare intracelulara prin care metforminul atenueaza
stresul oxidativ cardiac indus de MAQ in contextul obezitatii.

Investigarea mecanismelor/céilor de semnalizare care stau la baza interactiunii
metformin-sintetazele oxidului nitric.

Investigarea capacitatii serului prelevat de la pacienti, pre- si post bypass
cardiopulmonar, de a induce disfunctie mitocondriald la nivelul trombocitelor izolate
de la voluntari sanatosi.

Investigarea efectelor succinatului permeabil asupra dis/functiei mitocondriale atriale
la nivelul probelor prelevate de la pacientii supusi chirurgiei cardiace.
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