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INTRODUCERE

Scurt istoric: Medicii au inceput sa observe relatia dintre alimentatie si diabet Tn
secolul al XIX-lea, cand a aparut diabetul zaharat de tip 2. Prima sursa de informatii provine
din papirusul egiptean Ebers din anul 1550 i.Hr., care descrie simptome precum setea
excesiva si urinarea frecventa.

In jurul anilor 1920, s-a descoperit cd pancreasul secretd o substantd numita
insulind, care ajuta la reglarea nivelurilor de zahar din sange. Aceasta descoperire a deschis
noi cai de tratament pentru diabetul cu insulina. Mai tarziu, in anii 1950, diabetul zaharat de
tip 2 a fost descris ca o varianta diferita de diabetul de tip 1, care apare atunci cand celulele
producatoare de insulind din pancreas sunt complet distruse. Diabetul de tip 1 are alte
caracteristici si are loc atunci cand celulele producatoare de insulind din pancreas sunt
complet distruse.

Problematica: Deoarece este asociat atat cu bolile cardiovasculare, cat si cu boala
hepatica grasa non-alcoolica, diabetul zaharat de tip 2 este o parte importanta a sindromului
metabolic, care pune in pericol functia si integritatea sistemului cardiovascular, precum si
sistemul digestiv ca urmare a tratamentului cronic pe care il primesc pacientii. Rezistenta la
insulina si hiperglicemia cronica sunt factori decisivi pentru bolile cardiovasculare, cum ar fi
bolile coronariene, hipertensiunea arteriald si accidentele vasculare cerebrale. Disfunctia
endoteliala, inflamatia cronica si modificarile functionale si structurale la nivel visceral cresc
riscul de ateroscleroza si evenimente cardiovasculare. Este important de notat ca
metforminul poate duce la simptome digestive inconfortabile, cum ar fi disconfort, greata si
diaree. Cu toate acestea, unele efecte secundare sunt de obicei minore si trecatoare si nu
devin persistente, problemele pot aparea atunci cand se aplica un tratament cronic cu
afectare la nivel hepatic sau la pacientii care au deja probleme la nivel digestiv.

Perspective: O mai buna intelegere a efectelor metforminei si diabetului zaharat de
tip 2 asupra sistemelor cardiovasculare si gastrointestinale poate ajuta la descoperirea
potentialelor complicatii. Din punct de vedere farmacologic, vom examina mecanismele
moleculare presupuse implicate in efectul pe care metformina il are asupra hepatocitelor
umane - HepaRG, precum si in HT -29 si HCT-116, doua linii celulare de cancer colorectal si
o linie celulara sanatoasa de colon, CCD-841 CoN. Va fi examinata din punct de vedere
clinic relatia dintre efectele asupra sistemului cardiovascular si nivelurile diferite de fibroza
hepatica la pacientii cu diabet zaharat de tip 2 si steatoza hepatica non-alcoolica.



PARTEA GENERALA

1. GENERALITATI ALE DIABETULUI ZAHARAT DE TIP 2

1.1. SCURTA ISTORIE A DIABETULUI

Diabetul de tip 2 (DT2) este o afectiune medicala cronica caracterizata prin rezistenta
organismului la insulina produsa de pancreas si prin niveluri ridicate de glucoza in sange.
Aceasta afectiune a fost descrisa pentru prima data in secolul al 2-lea 1.Hr. in Egiptul Antic(1).

in secolul al 17-lea, medicul englez Thomas Willis a descris simptomele diabetului si
a observat prezenta zaharului in urind, dand astfel numele de diabet zaharat. in secolul al
19-lea, cercetatorii au inceput sa studieze pancreasul si rolul sau in reglarea glicemiei.
Astazi, DT2 este o afectiune medicala raspandita in intreaga lume, afectand milioane de
oameni. Tratamentul pentru DT2 implica de obicei modificari ale stilului de viata, cum ar fi
alimentatia sanatoasa si exercitiile fizice regulate, impreunad cu medicamente care ajuta la
reducerea nivelurilor de glucoza din sange. Cercetarile continua sa ofere noi perspective
asupra cauzelor si tratamentului DT2, cu scopul de a imbunatati calitatea vietii pacientilor si
a reduce complicatiile asociate cu aceasta boala(2).

Tratametul DT2 in zilele noastre a devenit tot mai la indemana, fiind o boala comuna,
dar care are efecte devastatoare asupra intregului organism pe o perioada indelugata de
timp si in cele din urma duce la complicatii macroangiopate si microangiopate.

Tratamentul DT2 poate implica schimbari ale stilului de viata, cum ar fi pierderea in
greutate, alimentatia sanatoasa si exercitiile fizice regulate. Medicamentele, inclusiv insulina,
pot fi, de asemenea, utilizate pentru a controla nivelul de zahar din sédnge. Este important ca
pacientii cu DT2 sa isi monitorizeze nivelul glicemic si sa efectueze controale regulate cu
medicul lor pentru a preveni complicatiile pe termen lung ale bolii, cum ar fi afectiuni ale
sistemului renal, ocular si cardiovascular.

1.2. DIABETUL ZAHARAT: DEFINITIE, CLASIFICARE S| DIAGNOSTIC

Definitie: diabetul zaharat este o afectiune medicala cronica caracterizata de niveluri
ridicate de glucoza in sange, cunoscuta sub denumirea de hiperglicemie. Hiperglicemia
severa poate cauza simptome precum poliurie (urinare frecventa), polidipsie (sete excesiva),
scadere In greutate inexplicabila, tulburari vizuale si susceptibilitate la infectii. in cazurile
grave, hiperglicemia poate duce la complicatii precum cetoacidoza sau sindromul
hiperosmolar non-cetoacidotic, care pot duce la risc de deces.

Diabetul zaharat este o afectiune caracterizata prin patru tipuri principale: diabetul de
tip 1, diabetul de tip 2, diabetul gestational si diabetul asociat altor afectiuni(3).

Hiperglicemia cronica poate afecta si diferite tesuturi si viscere ale corpului, cum ar fi
ochii, rinichii, nervii, inima si vasele de sange, cauzand leziuni si disfunctii pe termen lung.
DT2 poate fi cauzat de tulburari ale secretiei sau actiunii insulinei, sau poate fi asociat cu
factori de risc precum stilul de viatd sedentar, obezitatea si factorii genetici. Tratamentul
diabetului zaharat implicd de obicei modificari ale stilului de viatd, medicamente si
monitorizarea regulata a nivelului de glucoza din sange(3).



Tabel 1 Criterii de diagnostic diferential intre diabetul de tip 1 si de tip 2

Caracteristici Diabet tip 1 Diabet tip 2
Cauze Prezenta Human Leucocyte Defect in secretia de insulina
Antignen (HLA)
Prevalenta in cazul populatiei 5%-10% 90%
diabetice
Varsta debutului Sub 30 de ani Peste 40 de ani
Istoric familial Asociere slaba cu aparitia bolii Asociere puternica cu aparitia
bolii
Obezitate Rar Frecvent (60-90%)
Cetoacidoza Frecventa Rar
Secretia de insulina Absenta Canitati diferite de insulina
Simptome » poliurie * poliurie moderata
+ fatigabilitate + fatigabilitate
* polidipsie  diagnosticat frecvent la
» scadere in greutate examene uzuale
» cetoacidoza

1.3. TIPURI DE TRATAMENT IN DIABETUL ZAHARAT DE TIP 2

Complexitatea tratamentului diabetului a crescut in ultimii ani, odata cu introducerea
de noi agenti hipoglicemianti. Metformina raméne prima alegere de monoterapie in
majoritatea cazurilor, dar existd mai multe optiunipentru terapia combinatd multipla(4). in
plus, combinatile de trei agenti hipoglicemianti orali sunt utilizate frecvent. Terapia cu
insulina este de obicei inceputa cu o dozare o data pe zi cu insulina cu actiune indelungata.
In cazul in care insulina bazald nu mai este suficients, tratamentul poate fi intensificat cu
adaugarea de insulina cu actiune scurta in timpul meselor sau combinarea insulinei bazale
cu agenti hipoglicemianti pe cale orala reducatori de glucoza pe cale orala sau analogi ai
peptidei asemanatoare glucagonului (GLP)-1(5). Alegerea celui mai bun medicament
hipoglicemiant necesita luarea Tn considerare nu numai a eficacitatii sale in reducerea
nivelului de glucoza din sénge, ci si a unor aspecte, prin prrofilul de eficacitate al fiecarui
medicament si factorii economici ar trebui, de asemenea, sa fie luati in considerare:
tratamentul modern pentru diabetul de tip 2 ar trebui sa aiba ca scop controlul nivelurilor de
glucoza din sénge aproape de normal.

2. GENERALITATI CU PRIVIRE LA UTILIZAREA METFORIMINEI

2.1 METFORMINA, SCURTA ISTORIE, UTILIZARE, INTERACTIUNI

Metformina (dimetilbiguanida) a devenit cel mai utilizat medicament oral de scadere
a glicemiei la nivel mondial fiind indicate de prima linie si preferat pentru gestionarea
diabetului de tip 2(23). Metformina fiind foarte eficienta in scaderea HbA1c si cu un efect de
pierdere in greutate, fara sa creasca riscul de hipoglicemie. Prima aparitie a fost in anul
1918 fiind un medicament traditional pe baza de plante cunoscuta ca si liliacul francez sau
ruta caprei, pe denumirea stiintifica - Galega officinalis care s-a dovedit bogat in
guanidina(4). Derivatii de guanidina, metformina nefiind inclusa, au fost sintetizati, iar unii au
fost utilizati pentru a trata diabetul intre anii 1920 si 1930, fiind intrerupti din cauza toxicitatii
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dar si a disponibilitatii crescute a insulinei. Redescoperitd in anii 1940 Tn cdutarea unui
medicament antimalaric, metformina s-a dovedit utila in tratarea gripei cand reusea sa scada
uneori glicemia. Aceasta proprietate a fost urmarita de medicul francez Jean Sterne, care a
raportat pentru prima data utilizarea metforminei in tratamentul diabetului zaharat in 1957.

Metformina poate fi descrisa mai exact ca antihiperglicemiant, mai degraba decat
hipoglicemic, spre deosebire de sulfoniluree, metformina nu proavoaca hipoglicemie clinica,
chiar si atunci cand este administrata in doze mari. Aceasta este de foarte multe ori
administrata in combinatie cu o sulfoniluree la pacientii care nu reusesc sa atinga un control
glicemic bun. Terapia combinata de metformina cu sunfoniluree s-a dovedit ca scade
glicemia bazala cu concentratii de pana la 20% mai mult decat o terapie singulara cu
sulfoniluree. Obiectivul cheie in aproape toate programele de tratament este ameliorarea
hiperglicemiei, care in realitate este doar o un simptom al metabolismului afectat al glucozei
in tesuturile sensibile la insulina, impreuna cu supraproductia de glucoza realizata de ficat,
desi tratamentul ar trebui personalizat si adaptat pentru a se potrivi nevoilor individuale,
exista anumite obiective primare, care stau la baza tratamentului tuturor pacientilor cu diabet
zaharat de tip 2. Dupa cum este descris in raportul European NIDDM Policy Group
(EURNIDDM-PG), aceste obiective sunt(27):

e ameliorarea simptomelor

e prevenirea si ameliorarea complicatiilor acute

e prevenirea si ameliorarea complicatiilor cronice

e evitarea factorilor care predispun la mortalitate

e controlul oricaror tulburari insotitoare

e imbunatatirea calitatii vietii
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Figura 1. Cai de abordare in tratamentul diabetului zaharat de tip 2



2.2. UTILIZAREA TERAPEUTICA A METFORMINEI IN PREDIABET Sl
PREVENIREA DIABETULUI

Metformina este un medicament frecvent utilizat pentru tratarea diabetului de tip 2,
dar poate fi folosit si pentru a preveni diabetul la persoanele cu prediabet. Prediabetul este o
afectiune in care nivelul glicemiei este mai mare decéat cel normal, dar nu suficient de ridicat
pentru a fi diagnosticat ca diabet.

Metformina actioneaza prin reducerea productiei de glucoza in ficat si prin cresterea
sensibilitatii celulelor organismului la insulind care este un hormon utilizat pentru a muta
glucoza din sénge in celule si a o utiliza ca sursa de energie. Aceste actiuni ajuta la controlul
nivelului de glucoza din sange si la prevenirea diabetului.

Defecte ale metabolizarii glucozei care stau la baza tipului 2 diabetul incep cu multi
ani Tnainte de diagnosticarea diabetului. Secretia crescuta de insulina compenseaza initial
prezenta rezistentei la insulind, totusi, o pierdere progresiva a masei celulelor b si a limitelor
functiei celulelor b prin capacitatea pancreasului de a mentine o glicemie normala prin
cresterea secretiei de insulina. Manifestarile precoce ale disglicemiei prediabetice reprezinta
unul sau ambele dintre :

+ toleranta redusa la glucoza , in care controlul glicemiei postprandial este afectat,

dar glicemia a jeun este normala;

« alterarea glicemiei a jeun, este o crestere cronica care apare in absenta unei

deteriorari a controlului postprandial al glucozei.

Tabelul 2 prezinta criteriile de diagnostic acceptate de obicei pentru diagnosticul
prediabetului pe baza masuratorilor indicelui glicemic. Un simplu test de sénge este suficient
pentru a diagnostica alterarea glicemiei a jeun, n timp ce un test oral de toleranta la glucoza
de 75 g (TTGO) este necesar pentru diagnosticul de scadere a tolerantei la glucoza.

2.4. ACTIUNI CELULARE SI MOLECULARE ALE METFORMINEI

Metformina este solubila in apa si este disponibila sub forma de clorhidrat de
metformina, care este forma sa utilizatd in mod obisnuit Th medicamente. Formula chimica a
clorhidratului de metformina este C4H11N5 « HCI.

Metformina este in prezent medicamentul de prima linie pentru tratarea diabetului de
tip 2 si este prescris la cel putin 120 de milioane de oameni din intreaga lume. Este
considerat un agent anti-hiperglicemiant deoarece scade concentratia de glucoza din sange
in diabetul zaharat de tip 2 fara a provoca hipoglicemie severa. Metformina este, de
asemenea, descrisa frecvent ca un sensibilizant la insulind, ceea ce duce la o reducere a
rezistentei la insulind si la o scadere semnificativa a nivelurilor de insulina plasmatica
postprandiala. imbunété’girea sensibilitatii la insulind de catre metformina ar putea fi atribuita
efectelor sale pozitive asupra expresiei receptorului de insulina si activitatii tirozin kinazei. in
plus, metformina isi poate exercita partial actiunile metabolice benefice prin modularea mai
multor componente ale axei incretinei. Dovezile din studiile clinice si modelele animale
sugereaza ca principala functie a metforminei este de a scadea productia hepatica de
glucoza, in principal prin inhibarea gluconeogenezei. Au fost propuse mai multe mecanisme
pentru a explica aceasta actiune inhibitorie, inclusiv modificari ale activitatilor enzimatice sau
o reducere a captarii hepatice a substraturilor gluconeogenice. Actiunea preferentiala a
metforminei Tn hepatocite se datoreaza predominantei expresiei transportorului de cation
organic 1 (OCT1), care s-a dovedit ca faciliteaza absorbtia celulara a metforminei. Mai mult,



s-a constatat ca acumularea de metformina in ficat este mai mare decét in alte tesuturi,
atingand concentratii micromolare mari in zona periportala(34)

Metformina inhibd gluconeogeneza hepaticd si imbunatateste sensibilitatea la
insulina prin activarea AMPK. Este important de mentionat cd metformina a demonstrat
inhibarea gluconeogenezei hepatice in absenta AMPK. Schimbarile de stare redox si
microbiota intestinala, precum si secretia de GLP-1 de céatre metformina, au fost implicate in
mecanismele independente de AMPK pentru reducerea nivelului de glucoza. AMPK: kinaza
activata de AMP, GLP-1: peptide asemanatoare glucagonului tip(35). Aceasta proprietate
unica a metforminei determind o scadere a oxidarii NADH, pomparea protonilor in
membrana mitocondriala interioara si rata consumului de oxigen. in cele din urma, acest
lucru duce la o reducere a gradientului de protoni si o scadere a sintezei de ATP condusa
de protoni din ADP si Pi(36).



PARTEA SPECIALA

4. STUDIUL EXPERIMENTAL

4.1. INTRODUCERE - CONTEXT EXPERIMENTAL

Diabetul zaharat de tip 2 se caracterizeaza prin hiperglicemie si dislipidemie ca
urmare a incapacitatii celulelor § din insule de a secreta insulind. Aceasta patologie a
devenit o povara pentru societatea moderna din cauza exploziei numarului de cazuri la nivel
mondial si a leziunilor multiviscerale(45). Observatiile clinice au aratat ca speranta de viata
scazuta a pacientilor diabetici nu este legata doar de complicatiile vasculare si de afectiunile
renale, ci si de afectarea hepatica. Cele mai frecvente complicatii hepatice asociate cu
diabetul sunt ciroza hepatica si carcinomul hepatocelular(46).

In aceleasi timp partea de afectare hepatica poate fi asociata cu sindromul metabolic
care reprezinta o asociere de anomalii metabolice care determina cresterea riscului de
aparitie si a evenimentelor de tip cardiovascular. Prevalenta sindromului metabolic la
pacientii cu hipertensiune arteriala este foarte mare.

Studiile in vitro si in vivo au scos la iveala potentialele efecte antitumorale ale
metforminei, iar medicamentul este in prezent testat intr-o serie de studii clinice (52).

Cancerul colorectal (CCR) are una dintre cele mai mari incidente in randul
cancerului, ocupand locul trei la nivel global. Cu 950.000 de decese estimate in 2020 de
catre studiul GLOBOCAN, CCR se situeaza pe locul al doilea in ceea ce priveste
mortalitatea prin cancer (53).

4.2. OBIECTIVELE CERCETARII

Obiectivele principale ale acestei teze, au fost sa determinam complicatiile diabetului
si a metforminei asupra sistemului cardiac si cel digestiv. Actiunea asupra sistemului digestiv
am incercat sa o observam prin studii in vitro si anume actiunea metforminei in cele mai
discutate zone si anume asupra liniei celulare de hepatocite dar si actiunea acestuia asupra
celulelor canceroase de colon si o linie celulara de colon sanatos, pentru a intelege mai
bine efectele biologice ale acesteia, au fost examinate atat morfologia celulara, cat si
impactul acesteia asupra nucleelor. In cazul efectului asupra liniei celulare de hepatocite a
fost de a evalua efectul in vitro si in ovo al metforminei folosind cinci concentratii (0,5, 1, 1,5,
2 si 2,5 mM). Astfel, in vitro, efectul exercitat de metformin asupra liniei celulare de
hepatocite - HepaRG, a fost evaluat in ceea ce priveste viabilitatea, morfologia celulara,
influenta asupra structurilor si numarului de nuclee si mitocondrii si asupra capacitatii de
migrare celulara. In ovo, biocompatibilitatea si potentialul iritant si antiiritant al metforminei
au fost evaluate prin utilizarea testului cu membrana corioalantoida de pui (HET-CAM).

Am efectuat experimente la nivel celular pentru a evalua modul in care metformina
actioneaza. In continuare, am dorit s& investiggm impactul diabetului asupra dezvoltarii
sistemului cardiovascular, asa ca am efectuat studii pe un grup de pacienti. Obiectivul nostru
a fost sa examinam daca existd o legatura intre disfunctia subclinica cardiacad stanga,
diferitele grade de boala hepatica grasa non-alcoolicda (NAFLD) si prezenta sindromului
metabolic la pacientii diagnosticati cu diabet zaharat de tip 2.



4.3. MATERIALE SI METODE
4.3.1. EFECTUL METFORMINEI ASUPRA LINIEI CELULARE DE HEPATOCITE

4.3.1.1. Reactivi
Clorhidrat de metformina, solutie de tripsina-EDTA, tampon fosfat salin (PBS),

dimetilsulfoxid (DMSO), ser fetal de vitel (FCS), penicilind/streptomicing, insulina din
pancreasul bovin, hidrocortizon 21-hemisuccinat de sodiu si reactivul MTT [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliu bromura] au fost achizitionate de la Sigma Aldrich,
Merck KgaA (Darmstadt, Germania). Mediile de cultura celulara, Wiliam's E Medium
(Gibco™; 12551032) au fost achizitionate de la Gibco, Waltham, Massachusetts, SUA). Toti
reactivii au fost analitic puri si adecvati pentru utilizarea in culturi celulare.

4.3.1.2. Cultura celulara
Efectul Metforminei asupra hepatocitelor a fost studiat in linia celulara HepaRG

furnizata de Gibco sub forma de flacoane congelate - HepaRG ™ Cells (numar de catalog:
HPRGC10). Linia celulara a fost cultivata in mediu specific de cultura, reprezentat de mediul
E al lui William care contine 4 yg/mL insulind din pancreasul bovin, 5 yM Hidrocortizon 21-
hemisuccinat de sodiu, 10% FCS si amestec de 1% penicilina (100 U/mL)-streptomicina
(100 pg/mL). In timpul experimentului, celulele au fost mentinute la o temperatura standard
(37°C) si 5% CO2 .

4.3.1.3. Evaluarea viabilitatii celulare A
Metoda MTT a fost utilizatd pentru a determina viabilitatea celulara. In acest scop,

celulele au fost cultivate in placi cu 96 de godeuri, intr-un numar de 1x104 celule / gode.
Dupa ce au atins o confluenta de aproximativ 90%, celulele au fost stimulate cu cinci
concentratii diferite de Metformin (0,5, 1, 1,5, 2 si 2,5 mM) pentru doua intervale de timp, de
24 si 72h. Concentratile de testare ale clorhidratului de metformin au fost preparate in
mediul de culturd. Dupd aceste intervale de timp, mediul de stimulare a fost indepartat si
inlocuit cu mediu proaspat (100 uL/poci). In fiecare gode s-au addugat 10 pL de reactiv
MTT, iar placile au fost plasate intr-un incubator la 37 °C timp de 3 ore.

Dupa acest timp, s-a adaugat solutia de solubilizare intr-un volum de 100 pL/put, iar
placile au fost incubate timp de 30 de minute la temperatura camerei, ferite de lumina.
Ulterior, masurarea absorbantelor la doua lungimi de unda de 570 si 630 nM a fost efectuata
cu ajutorul Cytation 5 (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, SUA).

4.3.1.4 Morfologia celulara

Pentru a determina posibilele efecte induse de Met in ceea ce priveste morfologia Si
confluenta celulelor HepaRG, s-a efectuat o evaluare microscopica prin fotografierea
celulelor sub iluminare in camp luminos dupa intervalul de timp de 24 si 72 de ore. Imaginile
au fost analizate cu ajutorul software-ului Gen5 ™ Microplate Data Collection and Analysis
Software (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, SUA).

4.3.1.5 Imunofluorescenta
Pentru vizualizarea prin imunofluorescenta a componentelor celulare, HepaRG a fost

cultivata in placi de 12 godeuri, in numar de 1x105 celule/godeu, iar dupa ce a atins o
confluenta corespunzatoare, de aproximativ 90%, a fost stimulata timp de 72 h cu Metformin
(0,5, 1, 1,5, 2si 2,5 mM).



Dupa 24 h, celulele au fost spalate cu PBS rece ca gheata, apoi au fost fixate cu
paraformaldehida 4% prin mentinerea la temperatura camerei timp de o ora.
Permeabilizarea celulelor a fost realizata cu Triton X 2% in PBS.

Apoi, s-a folosit o solutie de 30% FBS in 0,01% Triton X timp de o ora pentru a bloca
actiunea Triton X 2%. Celulele au fost incubate la 4 °C peste noapte cu anticorpul Anti-COX
IV marker mitocondrial (ab33985) la o dilutie. de 1: 500 pentru vizualizarea mitocondriilor.

A doua zi, anticorpul primar a fost spalat cu solutie de Triton X 0,01% in PBS si s-a
adaugat anticorpul secundar specific pentru markerul mitocondrial COX IV - Donkey Anti-
Goat IgG H&L (Alexa Fluor® 488 - ab150129), iar placa a fost pastrata timp de 2 ore la
temperatura camerei si protejatd de lumina. Dupa acest timp, s-a adaugat colorarea cu 4 ',
6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) pentru a vizualiza nucleele. Imaginile au fost apoi realizate
cu Cytation 1 si prelucrate cu ajutorul software-ului Gen5 ™ Micro-plate Data Collection and
Analysis Software (BioTek® Instruments Inc., Winooski, VT, SUA).

4.3.1.6 Testul de vindecare a ranilor
Testul de vindecare a ranilor (scratch) a fost utilizat pentru a evalua efectul

metforminei asupra migrarii celulelor. In acest scop, celulele au fost cultivate in placi Corning
cu 24 de godeuri (1x105 celule/ gode) si s-a facut o zgarietura automata in mijlocul fiecarui
gode cu ajutorul instrumentului AutoScratch ™ Wound Making Tool furnizat de BioTek®
Instruments Inc., Winooski, VT , SUA, conform recomandarilor producatorului. Celulele au
fost apoi stimulate cu cele cinci concentratii de Metformin (0,5, 1, 1,5, 2 si 2,5 mM) pentru un
interval de 24 de ore. Fotografile (marire 4x) au fost realizate atat la inceputul
experimentului (Oh), cat si dupa finalizarea stimularii (24h) cu ajutorul Cytation 1 si au fost
procesate cu ajutorul Gen5 ™ Microplate Data Collection and Analysis Software (BioTek®
Instruments Inc., Winooski, VT, SUA). Efectul metforminei asupra migrarii celulelor a fost
cuantificat prin calcularea ratei de migrare, exprimata in procente, folosind formula descrisa
mai sus (71).

4.3.1.7 Testul membranei corioalantoide (CAM)
Oudle de gaina (Gallus gallus domesticus) obtinute de la un fermier local au fost

utilizate pentru a evalua efectul metforminei asupra plexului vascular. Acestea au fost
dezinfectate cu alcool 70% (V/V) si, dupa ce s-a notat data pe ele, au fost introduse in
incubator, in conditii standard de temperatura (37°C) si umiditate, in pozitie orizontala. Ouale
au fost apoi pregatite pentru experiment, dupa cum urmeaza:

in a 4-a zi de incubatie, la nivelul cochiliei s-a facut o perforatie prin care s-a extras
un volum de 7 ml de albumen, pentru a favoriza desprinderea membranei de coaja interna a
oului; In a 5-a zi, s-a taiat o fereastra la nivelul superior al oului, pentru a permite
vizualizarea membranei corioalantoice. Fereastra decupata a fost apoi acoperita cu banda
adeziva, iar ouale au fost plasate in incubator pana in ziua in care a inceput experimentul.

4.3.1.8 Testul oualor de gaina - membrana corioalantoida (HET-CAM)
S-a aplicat metoda Testul oualor de gaina (HET-CAM) pentru a evalua

biocompatibilitatea si potentialul iritant la nivel vascular. Experimentul a fost efectuat in a 9-a
zi de incubatie.

In acest scop, Metformin a fost testata la 2 mM, la care s-au observat anterior cele
mai benefice efecte in vitro.

in paralel, au fost utilizate un martor negativ - H2 O si un martor pozitiv - 1%
dodecilsulfat de sodiu (SDS). Atat proba de testare, cat si cele doua controale au fost
aplicate pe membrana corioalantoida intr-un volum de 600 uL, astfel incat sa fie acoperita
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intreaga suprafatd a membranei. Modificarile observate la nivel vascular au fost: liza
vasculara (L), coagulare (C) si hemoragie (H). Aceste modificari au fost observate pentru o
perioada de 5 minute dupa aplicarea probelor, cu ajutorul unui stereomicroscop
(stereomicroscop Discovery 8, Zeiss, Gottingen, Germania), iar imaginile au fost realizate
(Axio CAM 105 color, Zeiss) inainte si dupa 5 minute de la aplicarea probelor.

Pentru a cuantifica potentialul efect iritant, s-a calculat scorul de iritatie (IS) cu

ajutorul formulei (71):
301 -H 301 -L 301 -C
+7 X +9 X

=5Xx
IS=5 300 300 300

unde H reprezinta hemoragia, L reprezinta liza vasculara, iar C reprezinta coagularea
intravasculara.

in functie de valoarea scorului de iritare, substantele pot fi clasificate in trei categorii,
dupa cum urmeaza:

Neiritant (IS =0 - 0,9);
Iritant (IS=1 - 8,9)
Iritant sever (IS = 9 - 21) (97).

4.3.1.9 Determinarea potentialului antiiritant
Pentru a determina potentialul efect antiiritant, oudle au fost pregétite asa cum s-a

descris anterior, iar metoda aplicatéd a fost cea descrisa mai sus (71) si adaptata la conditiile
noastre de laborator. Astfel, pentru a determina potentialul antiiritant, a fost testata
metformin la o concentratie de 2 mM, testatd anterior in testul HET-CAM, impreuna cu
controlul negativ reprezentat de H2 O. Probele au fost aplicate pe membrana corioalantoica
intr-un volum de 600 pL, iar apoi ouale au fost plasate in incubator pentru o perioada de 3
ore, astfel incat solutiile sa fie absorbite de membrana. Dupa acest timp, ouale au fost
tratate cu 300 pL de dodecil sulfat de sodiu (SDS) 1%, iar plexul vascular a fost examinat
pentru a se observa modificari similare celor observate anterior prin metoda HET-CAM (liza,
staza si hemoragie). Modificarile au fost observate pentru o perioada de 5 minute, fiind
realizate fotografii inainte si dupa aplicarea probelor. S-au urmarit aceiasi parametri din
testul HET-CAM (H, L si C), calculandu-se in final urmatorii parametri:

Hy = HL; (timpul de hemoragie dupa pretratarea cu Met 2 mM si adaugarea de 1% SDS /
SDS

timpul de hemoragie fara pretratarea cu Met 2 mM);

Ly = LL ; (timpul de liza vasculara dupa pretratarea cu Met 2 mM si adaugarea de 1%
SDS

SDS / timpul de liza vasculara fara pretratarea cu Met 2 mM);

Cy = CL ; (timpul de coagulare vasculara dupa pretratarea cu Met 2 mM si adaugarea de
SDS

1% SDS/timpul de coagulare vasculara fara pretratarea cu Met 2 mM).

4.3.2. EFECTUL METFORMINEI ASUPRA CELULELOR CANCEROASE DE COLON $I
O LINIE CELULARA DE COLON SANATOS

4.3.2.1. Reactivi

Clorhidratul de metformina pur din punct de vedere analitic, solutia de tripsina -
EDTA, tamponul fosfat salin (PBS), di-metilsulfoxidul (DMSO), serul fetal de vitel (FCS),
penicilina/streptomicina, MTT [bromura de 3 -(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazoliu] au
fost achizitionate de la Sigma Aldrich, Merck KgaA (Darmstadt, Germania). Eagle's Minimum
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Essential Medium (EMEM, ATCC ® 30- 2003™) si McCoy's 5a Medium Modified (ATCC®
30- 2007™) au fost achizitionate de la ATCC (American Type Culture Collection).

4.3.2.2. Cultura de celule

Linia celulara normala de colon CCD 841 CoN (CRL - 1790™) si liniile celulare
canceroase HCT 116 ( CCL- 247™) si HT-29 (HTB-38™) au fost achizitionate de la ATCC.
Celulele CCD 841 CoN au fost cultivate in EMEM suplimentat cu 10% FCS si 1% penicilina
(100 U/ml) - amestec de streptomicina (100 pyg/mL), in timp ce celulele HCT 116 si HT-29 au
fost cultivate Tn mediu modificat 5a al lui McCoy suplimentat cu 10% FCS si 1% penicilina
(100 U/mL) - amestec de streptomicina (100 pg/mL). Toate liniile celulare au fost mentinute
in conditii standard intr-un incubator, la 37°C si 5% CO2. &

4.3.2.3. Evaluarea viabilitatii celulare

Pentru a determina viabilitatea celulara a CCD 841 CoN, HCT 116 si HT-29, s-a
efectuat testul MTT la 72 h dupa tratamentul cu Met, conform urmatorului protocol [2, 3]. Pe
scurt, s-au insamantat placi cu 96 de godeuri cu 1 x 104 /200 pL de celule/gaita si, dupa ce
au ajuns la o confluenta de 90 %, s-au adaugat solut iile de testare a metforminului. S-a
preparat o solutie stoc de metforminului prin dizolvarea in apa pentru injectie, urmata de
prepararea a cinci concentratii diferite in medii de cultura: 5, 10, 25, 50, 75 mM . Dupa 72 de
ore, solutile de testare au fost inlocuite cu 100 pL de mediu de cultura proaspat, etapa
urmata de adaugarea a 10 uL de reactiv MTT. Placile au fost Iasate intr-un incubator la 37°C
timp de 3 h. Dupa timpul de incubatie, s-au adaugat 100 yL de solutie de solubilizare si
placile au fost lasate la temperatura camerei, la adapost de lumina. Absorbanta a fost citita
la 570 si 630 nm cu ajutorul instrumentului Cytation 5 (BioTek Instruments Inc., Winooski,
VT, Statele Unite). A doua lungime de unda a fost utilizata in cazul semnalelor de fond.

Datele obtinute au fost exprimate ca procent (%) de celule viabile normalizate la
celulele de control.

4.3.2.4. Morfologia celulara

S-a efectuat o analiza microscopica pentru a identifica impactul pe care metformina I-
a avut asupra liniei celulare normale de colon CCD 841 CoN si asupra liniilor celulare de
cancer colorectal, HCT 116 si HT-29. Dupa acelasi interval de timp, celulele au fost
examinate sub iluminare in cdmp luminos cu ajutorul Cytation 1 (BioTek Instruments Inc.,
Winooski, VT, Statele Unite).

Pentru procesarea imaginilor realizate s-a utilizat Gen5 ™ Microplate Data Collection
and Analysis Software (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, Statele Unite).

4.3.2.5 Coloratia prin imunofluorescenta

Celulele au fost supuse imunomarcajului pentru a obtine noi informatii despre
mecanismul prin care metformina isi exercita efectul. In acest sens, s-a folosit Dapi pentru a
vizualiza nucleele celulelor (72).

Analiza a fost efectuata intr-o maniera similara cu cea descrisa anterior (73). Celulele
CCD 841 CoN, HCT 116 si HT-29 au fost insdmantate la o densitate de 1 x 105 celule/put n
placi cu 12 puturi si, dupa ce au atins o confluentad de 90%, au fost tratate cu 5 si 75 mM Met
timp de 72 h.

Dupa timpul de tratament dorit, celulele au fost spalate cu PBS rece si fixate cu
paraformaldehida 4%. Dupa ce au fost lasate 30 de minute la 4°C, acestea au fost spalate
din nou cu PBS.

Permeabilizarea a fost realizata cu o solutie de TritonX 2%, placa a fost lasata 30
min la temperatura camerei, dupa care s-a folosit TritonX 0,01% pentru spalarea celulelor
inainte de adaugarea solutiei de blocare. Cu solutia de blocare, celulele au fost |asate la 4°C
timp de 30 de minute, dupa care au fost spalate din nou cu TritonX 0,01%. Etapele finale
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constau in adaugarea a 300 pL/poci de colorant Dapi, mentinand placa timp de 15 minute la
4°C. Dupa spalarea celulelor cu PBS, imaginile au fost capturate cu microscopul inversat
Olympus 1X73 (Olympus, Tokyo, Japonia) si analizate cu software-ul cellSens Dimensions
v.17 (Olympus, Tokyo, Japonia).

4.3.2.6 Analiza statistica

Rezultatele sunt exprimate ca medii £ SD (deviatie standard), fiind aplicat testul
ANOVA cu o singura cale, urmat de post-testul de comparatie multipla Dunett’s. Software-ul
utilizat pentru analiza statistica a fost Graph - Pad Prism versiunea 9.4.0 pentru Windows
(GraphPad Soft- ware, San Diego, CA, SUA, www.graphpad.com). Diferentele semnificative
din punct de vedere statistic intre date sunt marcate cu * (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001;
****p < 0,0001).

4.3.3. EXPLORAREA INTERCONECTARI! DINTRE DISFUNCTIA CARDIACA STANGA
SUBCLINICA SI RIGIDITATEA HEPATICA LA PACIENTII CU SINDROM METABOLIC,
DIABET ZAHARAT S| STEATOZA HEPATICA GRASA NON-ALCOOLICA

4.3.3.1. Selectia subiectilor
Departamentele de cardiologie si medicina interna de la Universitatea de Medicina si

Farmacie Victor Babes din Timisoara, centre de asistentd medicala secundara, au realizat
aceasta cercetare observationala in perioada ianuarie 2021 - august 2022. Am recrutat
succesiv pacienti adulti cu MetS si fractie de ejectie LV (EF) =2 50% care au fost de acord sa
li se efectueze elastografia hepatica ca parte a evaluarii lor. Acestia au fost impartiti in doua
grupuri in functie de faptul dacd aveau sau nu diabet zaharat. In plus fati de 2D-traditional Si
STE a atriului stdng si a ventriculului stang, toti indivizii au fost supusi VCTE si CAP.
Participantii trebuiau sa aiba cel putin 18 ani si sa aiba MetS pentru a fi luati in considerare
pentru includerea in studiu. Criteriile de excludere au inclus: boala coronariana cunoscuta,
boala arteriala periferica, accident vascular cerebral, flutter/fibrilatie atriala, 1C cu FEVS
redusa (30 g/zi la barbati, >20 g/zi la femei), boli sistemice grave sau cancer.

fnainte de investigatiile cu ultrasunete cardiaca si hepatica, toti pacientii au fost
supusi unei analize a istoricului clinic, unui examen fizic complet, unei electrocardiograme de
repaus cu 12 derivatii si unor teste de laborator.

MetS a fost definit de parametrii IDF 2006 ca fiind obezitate centrala (circumferinta
taliei 2 80 cm la femei, 294 la barbati), impreuna cu oricare doua dintre urmatoarele cerinte:
tensiune arteriala sistolica de cel putin 130 mmHg sau tensiune arteriala diastolica de cel
putin 85 mmHg, sau tratament pentru hipertensiune arteriala (74), glucoza plasmatica la
jeun 2100 mg/dL sau tratament pentru diabet zaharat; nivel de trigliceride = 150 mg/dL sau
tratament pentru aceasta tulburare lipidica; nivel de colesterol cu lipoproteine cu densitate
mare < 40/50 mg/dL (barbati/femei)(74).

Diabetul a fost diagnosticat atunci cand glucoza plasmatica la jeun a depasit 126
g/mL, de doua ori in doua zile neconsecutive, cand hemoglobina glicata (HbA1c) a fost
26,5% sau cand pacientul primea un medicament hipoglicemiant oral si/sau insulina. La 4
din 15 pacientii cu prediabet (glucoza plasmatica la post 100-126 g/mL si HbA1c 5,7-6,4%)
au fost inclusi in grupul non-diabeticilor (74).

Hipertensiunea a fost diagnosticata atunci cand tensiunea arteriala a fost 2140/90
mmHg si/sau pacientul a luat medicamente pentru hipertensiune (75).
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4.3.3.2. Elastografia tranzitorie controlata prin vibratii (VCTE) si determinarea
parametrilor de atenuare controlata (CAP)
Acelasi investigator a efectuat VCTE dupa un post mai mare de 4 ore folosind un

instrument Fi-broScan® (EchoSens, Paris, Franta). Sonda de 3,5 MHz sau 2,5 MHz a fost
utilizatd in conformitate cu standardele europene(76). Cut-off-urile PAC utilizate pentru a
diferentia gradele de steatozé au fost urmatoarele: - CAP: S1 (usoard)-274 dB/m, S2
(moderata)-290 dB/m si S3 (severa)-302 dB/m (76). La fiecare pacient, examinatorul a
efectuat 10 masuratori ale rigiditatii hepatice (LSM), iar valoarea mediana a fost calculata.
Au fost considerate valide masuratorile cu o valoare mediana si un raport inter- val/mediana
cu interval intercuartil < 30%(77). LSM a fost exprimata in kilopascali (kPa).

Pragurile VCTE utilizate pentru a separa gradele de fibroza au fost: VCTE: F2: 8,2 kPa,
F3: 9,7 kPa si F4: 13,6 kPa (78). Acelasi cercetator a utilizat un osciloscop cu ultrasunete VIVID
5S, G.E. phased array cu o sonda de 3,5 MHz pentru ecocardiografia conventionala.

Diametrele si volumele camerelor cardiace au fost evaluate in conformitate cu
recomandarile Societatii Americane de Ecocardiografie (79). Volumele LV si LA au fost
calculate utilizand tehnica biplan Simpson din imaginile apicale cu 4 si 2 camere. Fractia de
ejectie a LV (FE) a fost determinata utilizdnd metoda Simpson. Functia diastolica a LV a fost
evaluata cu ajutorul ecografiei Doppler pulsat in imaginile apicale cu 4 si 2 camere, cu
volumul de proba plasat la extremitatea valvelor mitrale.

La terminarea undei T, care precede deschiderea valvelor mitrale, volumul maxim al
LA (LAVmax)a fost documentat in incidentele apicale cu 4 si 2 camere. Volumul minim al LA
(LAVmin) a fost evaluat in stadiile timpurii ale diastolei ventriculare, dupa complexul QRS,
imediat ce valvele mitrale s-au inchis. Volumul cerebral total al LA (tLASV) a fost calculat ca
diferenta intre LAVmax si LAVmin. Fractia de ejectie a LA (EF, %) a fost estimata cu ajutorul
formulei 100x [LAVmaxLAVmin])/LAVmax (80).

4.3.3.3. Ecografia de urmarire 2D (2D-STE)

Studiul echocardiografic a fost efectuat utilizand software-ul Vivid Echo PAC 201 (GE
Medical System) cu o rata de 60-90 cadre pe secunda. Pentru a obtine imagini apicale cu 4
si 2 camere, au fost capturate cel putin trei cicluri cardiace consecutive in timpul unei pauze
respiratorii. Analiza video a fost realizata ulterior, offline. Endocardul si epicardul atrial au
fost urmarite si ajustate mecanic de catre examinator. Software-ul a impartit atriul in sase
regiuni distincte. Tensiunea maxima a bazinului stang al atriului (LA-pool) a fost masurata
imediat inainte de deschiderea valvei mitrale, in timp ce tensiunea maxima a pompajului
sténg al atriului (LA-pompa) a fost masurata chiar inainte de unda P (conform figurii 11).
Rigiditatea atriului stdng (LA) a fost estimata utilizdnd raportul E/A impartit la tensiunea
maxima a bazinului stdng al atriului(81,82).

Pentru evaluarea deformarii miocardului ventricular, software-ul Echo PAC 201 a fost
setat la o frecventa de 70-80 cadre pe secunda (conform studiului 74). Programul a impartit
ventriculul in sase segmente distincte (conform figurii 12). Imaginile 2D-ST ale acestor sase
segmente au fost examinate n incidente apicale cu 4, 3 si 2 camere. Media valorilor obtinute
din cele 18 segmente investigate a fost utilizata pentru a calcula tensiunea longitudinala
globala maxima (GLS). Pacientii cu calitate scazuta a imaginilor ecocardiografice au fost
exclusi din analiza. Parametrii de referinta pentru diagnosticarea disfunctiei atriului stang au
fost urmatorii: valoare < 0,8 pentru raportul E/A si durata IVRT (intervalul de timp intre unda
A si unda E) > 100 ms pentru disfunctia diastolica a ventriculului stang (LV); fractiunea de
ejectie a ventriculului stang (FEVS) < 50% si valoarea varfului tensiunii longitudinale globale
(GLS) < -18% pentru disfunctia sistolica a ventriculului stang (LV) (83).
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4.4. REZULTATE

4.4.1. EXPLORAREA IMPACTULUI METFORMINEI ASUPRA VIABILITATII CELULELOR
HEPATOCITARE

4.4.1.1 Evaluarea viabilitatii celulare

Pentru a investiga efectul hepatocitelor induse de Metformin, am evaluat viabilitatea
celulelor HepaRG la intervale de 24 si 72 de ore dupa stimularea cu Metformin la diferite
concentratii: 0,5, 1, 1,5, 2 si 2,5 mM.

Astfel, rezultatele noastre indica faptul ca Metformin, la intervalul de timp de 24 de
ore, nu determina o scadere a viabilitatii celulare; dimpotriva, la concentratia de 2 mM, se
observa o crestere semnificativa a viabilitatii celulare.

La intervalul de timp de 72 de ore, se observa aceeasi tendinta in ceea ce priveste
influenta asupra viabilitatii celulare. Astfel, la primele patru concentratii testate (0,5, 1, 1,5 si
2 mM) se constata o crestere a viabilitatii celulare in functie de concentratie, in timp ce la
concentratia de 2,5 mM se observa o scadere a viabilitatii celulare, dar nu mai putin decéat a
controlului, viabilitatea fiind de aproximativ 100% in acest caz. Cu toate acestea, cea mai
mare valoare a viabilitatii celulare a fost inregistratd la o concentratie de 2 mM, fiind de
aproximativ 171%.

Efectul Metforminei asupra morfologiei si confluentei celulelor HepaRG a fost evaluat
si monitorizat prin fotografierea celulelor dupa doua intervale de timp, 24h si 72h. Dupa o
stimulare de 24 de ore, morfologia celulara confirma rezultatele obtinute anterior la testul de
viabilitate celulara.

In ceea ce priveste intervalul de timp de 72 de ore, rezultatele obtinute sunt similare
cu cele observate in cazul testului de viabilitate celulara. Astfel, la primele patru concentratii
testate, s-a observat o crestere dependentéd de doza a confluentei si a numarului de celule,
in timp ce la cea mai mare concentratie testata, 2,5 mM, s-a inregistrat o usoara scadere a
confluentei celulare.

4.4.1.3 Imunofluorescenta

Pentru a evalua daca metformina poate exercita efecte asupra morfologiei nucleului
si mitocondriilor, s-a aplicat metoda imunofluorescentei. Astfel, Tn ceea ce priveste structura
nucleului, aceasta nu este influentata de niciuna dintre concentratiile testate. Chiar si in
cazul celei mai mari concentratii testate, nu se observa modificari semnificative, cum ar fi
condensarea sau diminuarea numarului. in mod similar, in cazul mitocondriilor, tratamentul
cu Metformin nu determina modificari in ceea ce priveste distributia si morfologia. Astfel,
mitocondriile, Tn cazul primelor patru concentratii testate, prezinta o distributie uniforma, fara
semne de condensare sau scddere a numdarului. In schimb, in cazul celei mai mari
concentratii testate, se observa o usoara condensare a mitocondriilor in jurul nucleelor

Pe baza faptului c& metformina nu provoaca iritatii vasculare si ca viabilitatea celulara
este stimulata dupa tratamentul cu metformina, s-a decis sa se evalueze efectele protectoare si
antiiritante ale metforminei. Astfel, s-a efectuat un pretratament cu Metformin si H O2, urmat de
iritarea cu SDS 1%.Pretratarea cu H20 nu Tmpiedica aparitia efectelor iritante vasculare
exercitate de SDS, deoarece se observa ca sunt prezente atat zone cu liza vasculara, cat si
zone cu hemoragie. Pe de alta parte, pretratamentul cu Met 2 mM exercita un efect protector si
antiiritant, scorul de iritatie obtinut in acest caz (7,29) fiind semnificativ mai mic decéat cel obtinut
in cazul aplicarii SDS fara pretratament. In decurs de cinci minute, a fost evident& prezenta unor
mici efecte iritante la nivel vascular, manifestate printr-o usoara lizd vasculara, urmata de
coagulare intravasculara si de mici zone de microhemoragie.
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4.4.2. EVALUAREA POTENTIALULUI CITOTOXIC AL METFORMINEI ASUPRA
CELULELOR CANCEROASE COLO-RECTALE

Studiul actual a evaluat activitatea citotoxica a metforminei in doua linii celulare de
cancer colorectal, HCT 116 si HT-29. De asemenea, a fost utilizata o linie celulard de colon
sanatos pentru a testa efectele Met, si anume CCD 841 CoN.

Pentru a determina viabilitatea celulard in toate cele trei linii celulare utilizate, s-a
efectuat testul MTT. Dupa o analiza atenta a literaturii de specialitate, au fost alese pentru
testare urmatoarele concentratii de Met: 5, 10, 25, 50, 75 mM (54,55,88).

Tn linia celulara de colon sanatos, tratamentul de 72 h cu Met nu a aratat niciun efect
citotoxic. Concentratia de 5mM a crescut viabilitatea celulara la 101%, in timp ce
concentratiile raportate de la 10 mM la 75 mM au scazut viabilitatea celulara intr-o maniera
dependenta de concentratie, dar niciuna dintre ele nu a fost mai mica de 79%

Standardul ISO 10993-5:2009 prevede ca un compus exercita un efect citotoxic daca
determina o scadere a viabilitatii celulare cu mai mult de 30%. Prin urmare, metformina nu
pare sa exercite citotoxicitate asupra celulelor normale de colon uman. Linia celulara de
adenocarcinom colorectal, HT -29, a aratat sensibilitate la tratament. Toate solutile de
testare au scazut viabilitatea celulara intr- o maniera direct proportionala cu concentratiile
utilizate, dar s-a observat un efect citotoxic incepand cu 25 mM , unde s-a obtinut o
viabilitate de 69%. 75 mM a afectat cel mai mult celulele, 56% din celule raméanand viabile
dupa 72 h de stimulare. In cazul HCT 116, linia celulard de carcinom colorectal, rdspunsul
terapeutic a fost mai puternic decat in cazul celulelor HT-29. Din nou, s-a observat o
pierdere a viabilitatii in functie de concentratie, metformina determinénd un efect citotoxic
incepénd cu 10 mM (figura 24). La 75 mM, viabilitatea celulelor a scazut la 39%.

Pentru studiul de fatd, am ales testul MTT, un test colorimetric care permite
determinarea viabilitatii celulare prin determinarea functiei mitocondriale a celulelor. Enzima
dehidrogenaza din celulele viabile transforma bromura de 3-(4,5- dimetiltiazol2-il)-2,5-
difeniltetrazoliu in cristale de formazan, care, dupa solubilizare, pot fi masurate cantitativ prin
spectrofotometrie la 570 nm [12]. Rezultate similare cu cele prezentate in studiul de fata au
fost raportate in literatura de specialitate. Intr-un studiu realizat de Zheng si colegii séi, prin
intermediul testului MTT, 20 mM metformina a fost a demonstrat ca scade viabilitatea
celulara a doua celule de cancer de colon intr-o maniera dependenta de timp (55). Aceleasi
rezultate au fost obtinute de Yip si colaboratorii care au testat diferite concentratii de
metformina pe celulele canceroase de colon HT -29, SW480 si SW620 timp de 24, 48 si 72
h. Met a aratat o inhibitie dependenta de timp si de concentratie a proliferatiei celulare.

4.4.3.INTERCONEXIUNEA EVIDENTIATA INTRE DISFUNCTIA CARDIACA STANGA
SUBCLINICA SI RIGIDITATEA HEPATICE\ LA PACIENTII CU SINDROM METABOLIC,
DIABET ZAHARAT S| BOALA HEPATICA GRASA NON-ALCOOLICA

Analizénd datele obtinute, nu am identificat diferente semnificative intre cele doua
grupuri in ceea ce priveste distributia pe criterii de varsta, sex, prevalenta hipertensiunii
arteriale, circumferinta taliei, indicele de masa corporala, statutul de fumator, numarul de
componente ale sindromului metabolic si tratamentul medicamentos pentru tulburari lipidice
si hipertensiune arteriala.

Nu au existat diferente considerabile in masuratorile traditionale ale functiei si
structurii LV intre cele doua grupuri, cu exceptia disfunctiei diastolice LV, care a fost mai
frecventa la subiectii cu diabet. De asemenea, nu am descoperit modificari ale diametrelor,
volumelor sau fractiilor de ejectie ale LA intre pacientii cu MetS diabetici si non-diabetici.

2D-STE, pe de altd parte, a detectat disfunctii subtile sistolice ale LV si disfunctii
subtile ale LA la pacientii diabetici, evidentiate prin tensiuni longitudinale globale
semnificative mai mici ale LV, tensiuni mai mici ale rezervorului si ale pompei LA, precum si
prin rigiditatea crescuta a LA.
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Disfunctia diastolica LV, identificata prin ecocardiografie traditionald, a fost gasita la
38 de pacienti diabetici (53%) si la 40 (51%) pacienti non-diabetici, p = 0,04. Disfunctia
sistolica LV subtila, definita prin GLS < 18%, a fost gasita la 47 (65%) pacienti diabetici si la
34 (44% subiecti non-diabetici p < 0,0001). Disfunctia subtila a LA, identificata prin
rigiditatea LA > 0,38 a fost gasita la 29 (40%) pacienti diabetici MetS si la 15 (19%) pacienti
non-diabetici, p = 0,03. Pacientii diabetici MetS au avut un risc de 1,5 ori mai mare de
disfunctie sistolica LV (IC 95% 1,10 pana la 2,02, p < 0,01) si un risc de doua ori mai mare
de disfunctie LA (IC 95% 1,22 pana la 3,57, p < 0,01)

Atat in analiza de regresie logistica univariata, céat si in analiza de regresie logistica
multivariata, fibroza hepatica = 2 a fost un predictor independent al disfunctiei subtile a LV si
a disfunctiei subtile a LA la pacientii diabetici MetS cu NAFLD.

Am gasit asocieri semnificative intre fibroza hepatica 2 2 atat cu disfunctia sistolica
subtila a LV, cat si cu disfunctia subtila a LA la pacientii diabetici cu MetS. Disfunctia
sistolica subclinica a LV, evaluata prin tulpina longitudinala globala redusa (%), a fost
semnificativ legata de rigiditatea hepatica (kPa), p < 0,001 (Figura 31). Disfunctia LA,
evaluata prin rigiditatea LA crescuta (%), a fost, de asemene asociata in mod semnificativ cu
rigiditatea hepatica (kPa).

4.5. DISCUTII

4.5.1. EVALUAREA ACTIUNII METFORMINEI ASUPRA LINIEI CELULARE HEPATOCITARE:
IMPLICATII IN PATOGENEZA SINDROMULUI METABOLIC $I NAFLD.

Rezultatele studiului de fata au aratat ca, in vitro, metformina stimuleaza proliferarea
si migratia celulara, factori-cheie in procesul de reparare.

Pentru o imagine mai generala a efectului indus, studiul de fatd a evaluat actiunea
acestuia in vasele de sange, atat in ceea ce priveste biocompatibilitatea, céat si potentialul
antiiritant, utilizA&nd membrana corioalantoica a oului de gaina.

Rezultatele obtinute au aratat ca Met nu induce efecte iritante la nivelul plexului
vascular, avand un scor de iritatie de 0,7, ceea ce indica faptul ca este o substanta fara
efecte toxice. In plus, in ceea ce priveste potentialul rol protector, pretratamentul a diminuat
semnificativ efectele iritante induse de SDS la nivelul capilarelor.

Astfel, daca in absenta pretratamentului, scorul de iritatie indus de SDS a fost de
19,68, in cazul pretratamentului, acesta a scazut la 7,29. Aceste rezultate sustin constatarile
anterioare conform carora aceasta creste viabilitatea celulara si stimuleaza migratia celulara
cu un impact potential asupra vindecarii ranilor.

Din cate stim, metformina nu a fost testata anterior pentru efectul iritant si antiiritant
prin metoda HET-CAM. Cu toate acestea, a fost aplicat anterior pe membrana
corioallantoica pentru a evalua efectul potential asupra angiogenezei. Astfel, Wang si colegii
sai au utilizat metoda CAM pentru a evidentia efectul antiangiogenic al acestia in combinatie
cu Pemetrexed (115).

4.5.2. CORELATIA SEMNIFICATIVA INTRE DISFUNCTIA CARDIACA STANGA
SUBCLINICA SI RIGIDITATEA HEPATICA IN CADRUL SINDROMULUI METABOLIC,
DIABETULUI ZAHARAT $I BOLII HEPATICE GRASE NON-ALCOOLICE

Participantii la studiul nostru au fost examinati amanuntit utilizdnd VCTE hepatica si
CAP pentru a identifica si cuantifica NALD, impreund cu ecografia conventionala si cu
speckle-tracking pentru a evalua structura si functia cardiaca.

Steatoza hepaticd de gradul S2 si S3 a fost semnificativ mai frecventa decét la
pacientii MetS non-diabetici, asa cum se arata in tabelul 2, precum si fibroza hepatica F2 si
F3.
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Desi diametrele LA si LV, volumele si procentele de ejectie nu au fost substantial
diferite intre participantii la MetS cu si fara DM, 2D-STE a evidentiat caracteristici de
deformare a LA si LV care au fost semnificativ mai rele in prezenta DM, indicand disfunctie
subclinica (p < 0,04).

Conform cercetarilor anterioare, modelul de deformare miocardica este foarte legat
de severitatea fibrozei miocardice determinata prin RMN cardiac sau prin probe
histopatologice (122).

In ciuda dovezilor ca pacientii cu NAFLD prezinta un risc de anomalii structurale
cardiace, nu a fost demonstrata nicio legatura intre fibroza miocardica si cea hepatica.

Acesta este primul studiu care arata aceasta legatura folosind modelele de
deformare a inimii stangi la diabeticii cu MetS.

CONCLUZII SI CONTRIBUTII PERSONALE

e Teza de fatd a avut scopul de a studia posibile implicatii cardiovasculare si digestive
ale metforminei si diabetului zaharat de tip 2

o In prezent, inca nu avem o abordare corecta si o urmarire totala a complicatiilor

e Constatarile noastre evidentiaza posibilul efect antitumoral pe care metformina il
exercita in unul dintre cele mai raspandite tipuri de cancer

¢ Metformina nu induce efecte toxice in hepatocite
Metformina determina o stimulare a proliferarii celulare hepatice

e Metformina nu induce modificarea morfologiei celulare si structurii, organizarii si
numarului de mitocondrii si nuclee

e Metformina stimuleaza migratia celulara, cu un posibil efect benefic in vindecarea
ranilor toxice si iritante si ca are efecte antiinflamatorii si protectoare impotriva iritatiei
vasculare.

e Sunt necesare studii suplimentare pentru a determina posibilele mecanisme
biologice care stau la baza acestei actiuni terapeutice si elucidarea totala a actiunii
metforminei asupra sistemelor

e Rezultatele noastre subliniaza importanta evaluarii ficatului prin metode precum CAP
si VCTE, precum si evaluarea functiei cardiace prin intermediul tehnicii de 2D-STE la
pacientii diabetici cu sindrom metabolic

e Recomandam ca evaluarea ficatului si a functiei cardiace sa fie efectuate in mod
constant la pacientii diabetici cu sindrom metabolic, deoarece aceste evaluari pot
contribui la identificarea precoce a anomaliilor si la implementarea unui plan de
tratament adecvat

e Studiile viitoare ar trebui sd continue sa investigheze aceasta interconexiune
complexa intre ficat, inima si afectiunile metabolice pentru a imbunétati gestionarea
si prevenirea complicatiilor cardiovasculare

18



