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I. CONTEXTUL Sl OBIECTIVELE CERCETARII

La nivel mondial, bolile cardiovasculare continua sa fie principala cauza de
morbiditate. Tn special, insuficienta cardiaca (IC) a devenit pe fondul imbatranirii populatiei,
cea mai mare provocare pentru sistemele de sanatate din intreaga lume. De asemenea, odata
cu pandemia de supraponderabilitate/obezitate, prevalenta diabetului zaharat de tip 2 (DZ tip
2) a crescut dramatic si totodata utilizarea medicatiei antidiabetice. Atat antidiabeticele clasice
(biguanide, metformin/METF), cat si cele noi (inhibitorii co-transportorului-2 de sodiu-
glucoza/iSGLT2, empagliflozin/EMPA si dapagliflozin/DAPA) exercita o importanta protectie
cardiovasculara, independenta de efectul lor hipoglicemiant. Mai mult, ultima clasa a devenit
terapia de baza pentru intregul spectru al IC (cu FE redusa/IC-FER, usor redusa /IC-FEUR si
pastrata/IC-FEP), in absenta DZ tip 2. In ultimele decenii, mecanismele celulare ce stau la
baza protectiei cardiovasculare au fost studiate sistematic, fiind insa incomplet elucidate;
dintre acestea, efectul lor antioxidant a fost unul dintre cele mai studiate.

Stresul oxidativ este un mecanism fiziopatologic central responsabil de aparitia si
progresiunea bolilor cardio-metabolice si a IC, insa sursele speciilor reactive de oxigen (SRO)
sunt departe de a fi complet elucidate. Monoaminoxidaza (MAO), cu 2 izoforme MAO-A si B,
este 0 enzima localizata la nivelul membranei mitocondriale externe, al carei rol fiziologic
consta in dezaminarea oxidativa a neurotransmitatorilor si a aminelor biogene, cu generarea
constanta de peroxid de hidrogen (H20,) ca principal produs secundar de reactie. in ultimele
decenii, a existat un interes crescut pentru elucidarea contributiei stresului oxidativ legat de
MAO la patogeneza bolilor cardio-metabolice si a abordarilor farmacologice capabile sa il
atenueze. Actual, tintirea farmacologica a surselor celulare generatoare de SRO in conditiile
unor patologii specifice este considerata in prezent drept cea mai fiabila metoda de reducere
a stresului oxidativ in locul prescrierii terapiilor antioxidante.

Studiul interactiunii dintre antidiabetice si MAO ca surséa celulara constantd de SRO in
contextul supraponderabilitatii/obezitatii este deocamdata in fasa. La inceputul studiilor
doctorale, a existat un singur studiu experimental, pe un model de obezitate indusa prin dieta
la sobolan, care a raportat ca ambele izoforme MAO au fost supraexprimate si au contribuit
la stresul oxidativ cardiac. Incubarea acuta ex vivo a probelor de miocard ventricular cu METF
a redus expresia MAO si a atenuat stresul oxidativ.

In literatura de specialitate nu existau date privind efectul METF asupra stresului
oxidativ vascular mediat de MAO pe modele animale sau la om si nici informatii privind
interactiunea SGLT2i cu MAO la nivelul sistemul cardiovascular uman.

Scopul cercetarii translationale a fost de a evalua efectele protectoare
cardiovasculare ale METF, EMPA si DAPA, cu accent pe interactiunea acestora cu MAO in
contextul supraponderabilitatii/obezitatii. Subiectul ales corespunde temei nr. 2 "Cercetarea
translationald in domeniul stresului oxidativ (cu accent pe patologia cardiovasculara,
disfunctia mitocondriala si activitatea MAQ)" inclusa in Strategia de cercetare a universitatii,
precum si directiilor de cercetare ale Centrului de Cercetare Translationala si Medicina a
Sistemelor din cadrul Departamentului Il Stiinte functionale, in cadrul caruia am fost afiliata
in timpul studiilor doctorale.

Obiectivele cercetarii, corespunzatoare celor 4 studii originale, au fost urmatoarele:
1. Evaluarea efectelor METF asupra functiei vasomotorii, expresiei MAO si a stresului oxidativ
la nivelul aortelor izolate de la sobolani cu obezitate indusa prin dieta.
2. Evaluarea efectului antioxidant acut al METF la nivelul tesutului atrial prelevat de la pacientii
supraponderali, non-diabetici cu IC-FEUR cu indicatie de chirurgie cardiaca electiva.
3. Caracterizarea efectelor METF si EMPA asupra reactivitatii vasculare, expresiei MAO si a
stresului oxidativ la nivelul arterelor mamare prelevate de la pacientii coronarieni
supraponderali, non-diabetici cu IC-FEUR supusi terapiei de revascularizare.
4. Caracterizarea efectelor EMPA si DAPA asupra expresiei MAO si a stresului oxidativ la
nivelul tesutului atrial prelevat de la pacientii supraponderali non-diabetici cu toate tipurile de
IC cu indicatie de chirurgie cardiaca electiva.



Il. STUDIUL 1: CONTRIBUTII LA EVALUAREA EFECTELOR METFORMINULUI
ASUPRA EXPRESIEI MAO, STRESULUI OXIDATIV SI A REACTIVITATII
VASCULARE PE UN MODEL DE OBEZITATE INDUSA PRIN DIETA LA SOBOLAN

Primul studiu a vizat investigarea interactiunii METF-MAO la nivelul inelelor aortice
izolate de la sobolani cu obezitate indusa de o dieta de tip cafeteria, un model experimental
care imitd alimentatia nesanatoasa, una dintre cele mai frecvente etiologii ale obezitatii
umane. Ipoteza de lucru a fost ca expresia MAO este crescuta dupa 24 de saptamani de
dieta si contribuie la stresul oxidativ vascular la animalele obeze, iar METF este capabil sa
contracareze efectele sale nefavorabile.

1. METFORMINUL A REDUS EXPRESIA IZOFORMELOR MAO-A Sl B LA NIVELUL
AORTELOR IZOLATE DE LA SOBOLANI CU OBEZITATE INDUSA PRIN DIETA

Ambele izoforme MAO-A si B au fost supraexprimate la nivelul inelelor aortice izolate
de la sobolani obezi vs normoponderali. Incubarea acutéa ex vivo cu METF (10 M, 12 h) a
scazut atat expresia genica, céat si cea proteica a MAO la nivelul probelor vasculare de la
sobolanii obezi si nu a avut niciun efect la lotul de control (Fig.1).
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Figura 1. Metforminul a redus expresia crescutd a MAO-A si B la nivelul inelelor aortice de la sobolanii obezi (OB, n = 8)
vs. nonrmoponderali (CTL, n = 8). (A) Expresia proteica a MAO-A si B. (B) Expresia genica (ARNm) a MAO-A si B *p < 0,05

2. METFORMINUL A REDUS STRESUL OXIDATIV LA NIVELUL AORTELOR IZOLATE DE
LA SOBOLANI CU OBEZITATE INDUSA PRIN DIETA

Stresul oxidativ, evaluat prin coloratia cu dihidroethidium (DHE) in microscopie
confocald pentru anionul superoxid (Fig. 2A) si prin tehnica spectrofotometricd FOX pentru
peroxidul de hidrogen (H2O2) (Fig. 2B), a fost semnificativ crescut la nivelul aortelor
sobolanilor obezi comparativ cu sobolanii normoponderali din lotul martor; efectul care a fost
diminuat prin incubarea acuta cu METF in cazul primului lot, dar nu si in cazul celui de-al
doilea lot.
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Figura 2. Metforminul a redus productia de SRO la nivelul aortelor izolate de la sobolani obezi (OB, n = 8) vs.
sobolanii non-obezi (CTL, n = 8). (A) Coloratia DHE, (B) Tehnica FOX, *p < 0.05

3. METFORMINUL A ATENUAT DISFUNCTIA ENDOTELIALA LA NIVELUL AORTELOR
IZOLATE DE LA SOBOLANII CU OBEZITATE INDUSA PRIN DIETA

Evaluarea functiei vasomotorii a aortelor izolate a fost efectuata prin testarea
raspunsului contractil al inelelor aortice la fenilefrina (Phe) si respectiv, relaxarea dependenta
de endoteliu (RDE) la doze cumulative de acetilcolina (ACh). Contractilitatea vasculara a fost
crescuta si RDE a fost diminuata in cazul probelor vasculare provenite de la animalele obeze
comparativ cu cele din lotul martor. Incubarea acuta (12 ore) cu METF a preparatelor
vasculare a condus in restabilirea contractilitatii vasculare si RDE si nu a avut niciun efect
asupra functiei vasomotorii a inelelor aortice izolate de la animalele normoponderale (Fig. 3).
Efectul benefic al METF la nivel vascular poate fi atribuit unei biodisponibilitati crescute a
oxidului nitric.
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Figura 3. Metforminul imbunatateste reactivitatea vasculara a inelelor aortice de la sobolanii obezi (OB, n = 8) vs cei
normoponderali (CTL, n = 8). (A) Contractia indusé de Phe, (B) Relaxare dependenta de endoteliu indusa de Ach.

4. METFORMINUL A EXERCITAT EFECTE VASCULARE PROTECTOARE IiN FUATA de
STRESUL ACUT INDUS DE ANGIOTENSINA II, LIPOPOLIZAHARID S$I GLUCOZA

Obezitatea a fost sistematic asociatd cu inflamatia, hipertensiunea arteriala si
hiperglicemia, izolat sau in asociere in cadrul sindromului metabolic. Pentru a reproduce
aceste efecte in vitro, a fost evaluat efectul acut (12 h) al METF asupra inelelor aortice de
sobolan incubate cu angiotensina Il (All, 100 nM), lipopolizaharid (LPS, 1 pg/mL) sau o
concentratie mare de glucoza (GLUC, 400 mg/dL). METF a imbunatatit relaxarea vasculara,
a atenuat stresul oxidativ si a redus expresia MAO care a fost crescuta in conditiile incubarii
cu All, LPS si GLUC.

lll. STUDIUL 2. CONTRIBUTII LA EVALUAREA EFECTULUI ANTIOXIDANT ACUT
AL METFORMINULUI LA NIVELUL TESUTULUI ATRIAL IZOLAT DE LA
PACIENTII CARDIACI SUPRAPONDERALI, NON-DIABETICI

Exista relativ putine date n literatura de specialitate cu privire la efectul acut al dozelor
mici (micromolare) de METF la nivelul probelor tisulare umane. Ca atare am efectuat un studiu
pilot pe 20 de pacienti cardiaci supraponderali, non-diabetici, cu un indice de masa corporala
(IMC) de 27,21 + 0,96 kg/m?, diagnosticati cu IC-FEUR (FEVS = 47,10 + 1,59%) si care au
fost supusi chirurgiei cardiace elective.

Ipoteza de lucru a celui de-al doilea studiu a fost ca METF poate atenua stresul oxidativ
atrial atunci cand este aplicat acut ex vivo (10 pyM, 12 h) la nivelul probelor de auricul drept
prelevate de la pacienti supraponderali, non-diabetici, chiar si in prezenta unor factori de stres
suplimentar, prin incubarea cu All, LPS si glucoza in cantitate crescuta.



1. METFORMINUL A ATENUAT STRESUL OXIDATIV ACUT LA NIVELUL TESUTULUI ATRIAL
UMAN

Stresul oxidativ a fost evaluat cu ajutorul markerului fluorescent DHE (Fig. 3) si a
tehnicii FOX (Fig. 4) pentru productia de anion superoxid si respectiv, de H20.. Stresul oxidativ
a fost semnificativ crescut in conditiile care au mimat activarea sistemului renina-angiotensina
(All), inflamatia (LPS) si hiperglicemia necontrolatd (GLUC). METF a atenuat semnificativ
stresul oxidativ atat la nivelul probelor atriale umane stimulate, céat si la cele de control
(nestimulate), confirmand efectul benefic al medicamentului in atenuarea acuta a stresului
oxidativ cardiac, indiferent de severitatea acestuia.
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Figura 3. Metforminul a atenuat stresul oxidativ evaluat cu ajutorul markerului fluorescent DHE la nivelul probele
atriale stimulate (CTL +All, LPS, GLUC) si nestimulate (CTL). n = 20, *** p < 0,001
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Figura 4. Metforminul a atenuat stresul oxidativ evaluat prin tehnica FOX la nivelul probelor atriale stimulate
(CTL+AII, LPS, GLUC) si nestimulate (CTL). n =20, * p < 0,1, * p < 0,01, *** p < 0,001, *** p < 0,0001



2. STRESUL OXIDATIV ATRIAL SE CORELEAZA CU PARAMETRII ECOCARDIOGRAFICI

A fost investigata totodata o posibila corelatie a stresului oxidativ (nivelul Ho.O2 masurat
cu testul FOX) cu parametrii ecocardiografici. S-a constatat o corelatie pozitiva intre nivelul
SRO si diametrul AS, diametrul telediastolic al VS si diametrul VD, precum si o corelatie
negativa intre SRO si fractia de ejectie a VS.

IV. STUDIUL 3. CONTRIBUTII LA EVALUAREA EFECTELOR PROTECTOARE
ALE METFORMINULUI S| EMPAGLIFLOZINULUI ASUPRA MAO SI A STRESULUI
OXIDATIV VASCULAR LA NIVELUL ARTERELOR MAMARE UMANE IZOLATE
DE LA PACIENTII CORONARIENI SUPRAPONDERALI, NON-DIABETICI

Antidiabeticele clasice si noi ofera protectie cardiovasculara, independent de controlul
glicemiei, insa un numar relativ redus de studii in literatura au comparat efectele lor la nivelul
probelor umane. Ca atare, cel de-al treilea studiu a evaluat efectul acut ex vivo al METF si
EMPA asupra reactivitatii vasculare, expresiei MAO si a stresului oxidativ, la nivelul
fragmentelor de artera mamara interna prelevate de la pacientii cu boala coronariana care au
fost supusi revascularizarii. Ipoteza de lucru a fost ca efectele lor protectoare vor fi aditive
atunci cand sunt antidiabeticele sunt aplicate in asociere ex vivo la nivelul inelelor vasculare
incubate acut (12 h) cu angiotensina Il (All) si o concentratie mare de glucoza (GLUC).

Studiul a fost efectuat pe un lot pilot de pacienti (n=9) supraponderali (IMC = 26,89 *
1,26) si aveau IC-FEUR (FEVS = 46,87 + 2,82%).

1. METFORMINUL SI EMPAGLIFLOZINUL ADMINISTRATE ACUT EX VIVO AU
AMELIORAT DISFUNCTIA ENDOTELIALA LA NIVELUL INELELOR DE ARTERA
MAMARA UMANA

Efectele METF si / sau ale EMPA asupra relaxarii dependente de endoteliu la doze
cumulative de ACh au fost evaluate la nivelul inelelor de artera mamara (Fig. 5).
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Figura 5. Efectele METF si EMPA (10 uM) asupra functiei vasomotorii a arterelor mamare stimulate vs nonstimulate
(CTL). A) Glucoza (GLUC, 400 mg/dL) si B) All (100 nM); n =9, *p < 0,05



Expunerea acuta la GLUC (Fig. 5A) sau All (Fig. 5B) a determinat o scadere
importanta a relaxarii vasculare dependente de endoteliu. METF sau EMPA au atenuat RDE
atéat la nivelul inelelor de artera mamara stimulate cu GLUC si All, cat si a inelelor martor (CTL)
nestimulate. Aceasta din urma observatie este importantad deoarece demonstreaza: i) faptul
ca afectarea vasculard este deja prezentd la pacientii supraponderali (non-obezi, non-
diabetici) cu IC-FEUR si i) prezenta unei disfunctii endoteliale reversibile a unei artere utilizate
pentru revascularizare, care poate fi atenuata prin expunerea acuta la antidiabetice. De
asemenea, aplicarea concomitenta acuta ex vivo a METF si EMPA nu a avut un efect aditiv
asupra imbunatatirii reactivitatii vasculare a inelelor de artera mamamara interna.

2. METFORMINUL SI EMPAGLIFLOZINUL ADMINISTRATE ACUT EX VIVO AU REDUS
STRESUL OXIDATIV LA NIVELUL FRAGMENTELOR DE ARTERA MAMARA UMANA

Productia vascularda de SRO cunatificata folosind coloratia cu DHE (Fig. 6A) si
tehnica FOX (Fig.6B) a fost semnificativ crescuta dupa stimularea acuta cu GLUC sau All.

’UT 35- r % r * 1
A -él r = 1 ** 1 ’L*
30- X [ rrpm—— |
DHE staining g 5 -'l' ||
£ 25 -
(] —
: ]
220 HES
()
=
15 ] L T L] L] L] L] T L] L L L]
Q& TS QTR W& R
S
/\\/ﬁ%@j@ IS NS
A DN Lol 7N
PN R
') CQ\’\) Y
B
* *
% * x|
= 8 ,*L, =
m P
>S5 =
26— & =
o =
E Hm
AL
T q B =
s
: O T T T T T T T T T T T T
QA& N RT AL QY K g
G
e &
DS B Pes
(@)
0N o &
Q«\« 0\90 N

Figura 6. Efectele METF si EMPA asupra generarii SRO in arterele mamare umane stimulate cu glucoza (GLUC, 400
mg / dL) si angiotensina Il (All, 100 nM). A. Coloratia DHE; B. Tehnica FOX; n =9, *p < 0.05



Stresul oxidativ a fost atenuat prin coincubarea cu METF sau EMPA, dar fara a
existatun efect cumulativ atunci cand antidiabeticele au fost aplicate impreuna (Fig.6).
Important, ambele medicamente au fost capabile Tn mod independent sa reduca productia de
SRO a fragmentelor vasculare martor (nestimulate), indicand ca stresul oxidativ este deja
prezent (ca si disfunctia endoteliald) la nivelul arterelor mamare interne utilizate pentru
revascularizare la pacientii supraponderali, non-diabetici cu IC-FEUR.

3. METFORMINUL $I EMPAGLIFLOZINUL AU REDUS SUPRAEXPRESIA MAO-A SI B
INDUSA DE EXPUNEREA LA GLUCOZA $I All A ARTERELOR MAMARE INTERNE

Expresia proteica (imunofluorescenta) si genica (QPCR) a MAO a fost evaluata la
nivelul arterelor mamare interne. Ambele izoforme MAO-A si B au fost exprimate in mod
egal (Fig. 7A) si a crescut semnificativ dupa stimularea cu GLUC si All (Fig. 7B). in mod
similar cu rezultatele privind stresul oxidativ, incubarea acuta (12 h) cu METF sau EMPA
a redus expresia MAO nu numai a vaselor tratate cu GLUC si All, ci si a celor martor-CTL
(Fig. 7B), iar co-administrarea antidiabeticelor nu e exercitat o protectie aditiva.
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Figura 7. Efectul METF si EMPA asupra expresiei MAO in arterele mamare umane stimulate sau nu (CTL) cu GLUC
(400 mg/dL) si All (100 nM). A) Expresia proteica a MAO-A/B; B) Expresia genici/ARNm MAO-A/B; n =9, *p < 0.05



V. STUDIUL 4. CONTRIBUTII LA EVALUAREA EFECTULUI PROTECTOR DE
CLASA AL EMPAGLIFLOZINULUI SI DAPAGLIFOZINULUI ASUPRA MAO SI A
STRESULUI OXIDATIV LA PACIENTII CARDIACI SUPRAPONDERALI NON-
DIABETICI

Cel de-al patrulea studiu a evaluat efectul protector de clasa al iISGLT2, respectiv daca
aplicarea ex vivo in concentratie relevanta din punct de vedere clinic, a EMPA si DAPA,
reduce expresia MAO si amelioreaza stresul oxidativ la nivelul probelor de auricul atrial drept
prelevate de la pacientii supraponderali, non-diabetici, cu toate tipurile de IC supusi unei
interventii chirurgicale cardiace elective. Studiul pilot a inclus 24 de pacienti non-diabetici,
supraponderali (IMC = 28,9840,31 kg/m?) si diagnosticati cu toate tipurile de IC (FE =
43,47+11).

1. EMPAGLIFLOZINUL $I DAPAGLIFLOZINUL AU DETERMINAT UN EFECT

ANTIOXIDANT DEPENDENT DE CONCENTRATIE LA NIVELUL TESUTULUI ATRIAL
UMAN

Probele atriale umane au fost incubate acut (12 h) ex vivo cu All (100 nM) si GLUC
(400 mg/dL), in prezenta vs absenta a 2 doze (1 si 10 uM) de EMPA si DAPA. Cuantificarea
SRO prin coloratia cu DHE (Fig. 8) si tehnica FOX (Fig. 9) a reconfirmat stresul oxidativ indus
de catre ANG2 si GLUC au crescut, precum si reducerea dependenta de concentratie Tn cazul
ambilor iISGLT2. De asemenea, ambele medicamente au redus productia de SRO si in cazul
probele atriale martor (nestimulate cu GLUC sau ANG2), demonstrand prezenta stresului
oxidativ cardiac la pacientii supraponderali, non-diabetici.
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Figura 8. EMPA si DAPA (1, 10 uM) au atenuat stresul oxidativ in tesutul atrial uman - coloratia cu DHE dupa
incubarea cu GLUC si ANG2 (n=24) *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001
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Figura 9. EMPA si DAPA (1, 10 uM) au redus stresul oxidativ in tesutul atrial uman - tehnica FOX dupa incubarea cu
All si GLUC (n=24) *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001

Pentru a investiga mecanismele responsabile de efectul antioxidant al iISGLT2, am
evaluat ex vivo proprietatea de scavenger a EMPA si DAPA. Comparativ cu catalaza,
scavengerul clasic al SRO, acestia au avut o capacitate antioxidanta directa mult redusa.
Aceasta observatie sugereaza indirect faptul ca efectul iSGLT2 consta in modularea surselor
intracelulare de SRO, mai degraba decat reducerea directa a stresului oxidativ.

2. EMPAGLIFLOZINUL SI DAPAGLIFLOZINUL AU REDUS EXPRESIA MAO LA NIVELUL
TESUTULUI ATRIAL UMAN

Ambele izoforme MAO sunt exprimate in tesutul atrial al pacientilor supraponderali la

nivel proteic (Fig. 10, imunofluorescentd) si genic (Fig.11, ARNm, gPCR).
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Incubarea acutd cu EMPA sau DAPA a redus expresia MAO-A si B la nivelul probelor
atriale stimulate cu ANG2 si GLUC (Fig. 9), confirmand efectul de clasa al iSGLT2. Ca si in
cazul stresului oxidativ, efectul de reducere a fost observat si in cazul probelor martor
(nestimulate), ca dovada a cresterii precoce a expresiei enzimatice la nivelul cordului

pacientilor supraponderali.
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Figura 11. EMPA si DAPA au redus expresia genica (ARNm) a MAO-A si B dupa incubare
cu ANG2 si GLUC (n=24) *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001

3. STRESUL OXIDATIV S-A CORELAT SEMNIFICATIV CU PARAMETRII
ECOCARDIOGRAFICI

Am investigat si la nivel cardiac corelatiile eventuale ale stresul oxidativ (nivelul H2O>
cuantificat cu tehnica FOX) si parametrii ecocardiografici. Stresul oxidativ s-a corelat pozitiv
cu diametrul AS (0,68), diametrul telediastolic al VS (0,56), volumul telediastolic al VS (0,51)
si cu diametrul VD (0,46). In schimb, a fost observatéa o corelatie negativa intre SRO si fractia
de ejectie a VS, cu un coeficient de corelatie de -0,42.



VI. CONCLUZII

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Modelul experimental de obezitate indusa prin dieta la sobolan a determinat
cresterea productiei de specii reactive de oxigen la nivelul aortelor izolate de la
animalelor obeze comparativ cu cele normoponderale.

Incubarea acuta ex vivo a inelelor aortice izolate cu metformin a redus stresul
oxidativ la lotul cu obezitate si nu a avut niciun efect la lotul martor.

La animalele obeze, contractilitatea vasculara a crescut, in timp ce relaxarea
dependenta de endoteliu a fost redusa, drept markeri ai prezentei disfunctiei
endoteliale.

Metforminul, medicamentul de prima linie al DZ tip 2, a ameliorat disfunctia
endoteliald (a redus contractilitatea si a imbunatatit relaxarea) la nivelul inelelor
aortice izolate de la animalele obeze si nu a avut niciun efect asupra reactivitatii
vasculare la nivelul celor de la lotul martor.

Metforminul a redus contractia indusa de L-NAME (inhibitorul clasic al sintetazei
oxidului nitric), sugerand indirect ca un posibil mecanism de protectie vasculara
este biodisponibilitatea crescuta a NO.

Ambele izoforme MAO-A si MAO-B au fost supraexprimate la nivelul fragmentelor
aortice izolate de la sobolanii obezi (dar nu si de la cei normoponderali) si au
contribuit la stresul oxidativ vascular.

Metforminul a redus expresia MAO la nivelul aortelor izolate de la sobolanii obezi
si nu a avut niciun efect asupra enzimelor responsabile de generarea
catecolaminelor vasculare.

La nivelul tesutului atrial prelevat de la pacientii cardiaci cu IC-FEUR
supraponderali, non-diabetici, incubarea ex vivo cu angiotensina Il, lipopolizaharid
si glucoza in concentratie mare a fost urmata de o generare crescuta de anion
superoxid si peroxid de hidrogen.

Metforminul a exercitat un efect protector antioxidant acut in contextul stresului
oxidativ indus ex vivo de conditile care au mimat activarea sistemului renina-
angiotensina, inflamatia acuta si diabetul necontrolat, precum si fatd de stresul
oxidativ bazal prezent la nivelul probelor atriale nestimulate.

Magnitudinea stresului oxidativ atrial bazal s-a corelat pozitiv cu diametrul AS,
diametrul telediastolic al VS si diametrul VD si negativ cu FEVS.

Stimularea acuta ex vivo cu angiotensina Il, lipopolizaharid si glucoza a determinat
disfunctie endoteliald si cresterea expresiei MAO la nivelul arterelor mamare
interne prelevate de la pacientii coronarieni, supraponderali, non-diabetici, supusi
interventiei de revascularizare.

Expunerea acuta la metformin sau empaglifiozin a imbunatatit reactivitatea
vasculara a probelor vasculare netratate si tratate, fara efect aditiv.

Expunerea acuta la oricare dintre antidiabetice a redus expresia ambelor izoforme
MAO, fara a obtine un efect aditiv prin co-administrarea acestora.

Stimularea acuta ex vivo cu angiotensina Il si glucoza a crescut stresul oxidativ la
nivelul tesutului atrial prelevat de la pacientii cardiaci supraponderali, non-
diabetici, cu toate tipurile de IC cu indicatie de chirurgie cardiaca.

Expunerea acutd ex vivo a probelor cardiace umane la dapagliflozin si
empagliflozin a determinat un efect antioxidant dependent de concentratie.



16. Efectul protector antioxidant al iISGLT2 a fost prezent si la nivelul probelor martor
(nestimulate cu All sau glucoza), demonstrand prezenta stresului oxidativ atrial
bazal la pacientii supraponderali, non-diabetici cu insuficienta cardiaca.

17. Ambele izoforme MAO-A si MAO-B, sunt exprimate la nivelul tesutului atrial uman
prelevat de la pacientii supraponderali, non-diabetici cu insuficienta cardiaca.

18. Expunerea acuta ex vivo la empagliflozin si dapagliflozin a redus expresia genica
a MAO-A si MAO-B care a crescut in urma stimularii cu All si glucoza.

19. Inhibitorii SGLT2 nu exercita un efect antioxidant de tip scavenger ci prin modulare
(mai multor) surse intracelulare de SRO, una dintre acestea fiind MAO — drept nou
efect de tip "off-target” al acestei clase.

CONTRIBUTII ORIGINALE:

= Caracterizarea efectului protector al metforminului de ameliorare a disfunctiei
endoteliale si scaderea expresiei MAO vasculare si a productiei de SRO la nivelul
probelor aortice izolate de la sobolani cu obezitate indusa prin dieta;

= Demonstrarea efectului antioxidant acut al METF la nivelul tesutului atrial de la
pacientii supraponderali, non-diabetici, supusi interventiilor pe cord deschis;

= Demonstrarea cresterii MAO dupa stimularea acutd cu All si glucoza la nivelul
arterelor mamare umane si capacitatea METF si EMPA de a reduce stresul oxidativ
si disfunctia endoteliala;

= Demonstrarea contributiei MAO la stresul oxidativ atrial uman in conditii bazale si
la stimularea acuta cu All si glucoza, precum si capacitatea EMPA si DAPA de a-l
contracara, ca nou efect de clasa de tip "off-target" al iISGLT2.

DIRECTII VIITOARE DE CERCETARE:
» Investigarea cailor de semnalizare intracelulare care stau la baza interactiunii
metformin - MAO la pacientii supraponderali/obezi cu insuficienta cardiaca.
» Investigarea mecanismelor de semnalizarea intracelulara responsabile de efectul
antioxidant benefic al inhibitorilor SGLTZ2 la acesti pacienti.
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