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(A) Abstract/Rezumat

Abstract

The habilitation thesis "THROMBOSIS AND INFLAMMATION: FROM EVIDENCE-BASED
MEDICINE TO PERSONALIZED MEDICINE" includes my scientific, professional, and academic
achievements, as well as my personal plans for further career development. In preparing this thesis, |
started from the principle that habilitation in the field of medicine represents the recognition of having

reached a high level of professional, academic, and scientific training.

Inflammation and thrombosis are two essential physiological processes that, when out of
control, become major factors in the development of cardiovascular diseases, antiphospholipid
syndrome, and other associated conditions. A multidisciplinary and interdisciplinary approach is crucial
for understanding these mechanisms and their interactions, with the potential to revolutionize how we

assess thrombotic risks and develop personalized therapies.

By identifying specific biomarkers and exploring the interaction between inflammation and
thrombosis, early diagnosis and therapeutic interventions are achieved, having a direct impact on
patient prognosis. An integrative approach involving various medical and scientific fields will offer
personalized solutions for preventing and managing risks, thereby strengthening the contribution of
personalized medicine to improving patients' quality of life. Addressing these topics makes an
important contribution to the medical field, as it can guide the development of more effective
prevention and treatment strategies based on the individual profile of patients, reducing thrombotic

and inflammatory risks in cardiovascular, infectious, neuropsychiatric, and other conditions.

The first section of the habilitation thesis encompasses the main results of my professional,
academic, and research activities, closely correlated with the level of knowledge in the respective
research fields at the time. It highlights the most significant scientific contributions in the field, both

from a classical perspective and in terms of interdisciplinarity and integrative medicine.

Chapter 1 presents the primary results of the scientific research, systematically organized into
the main research domains: the assessment of recurrent thrombosis risk in patients with
antiphospholipid syndrome, the role of low-grade inflammatory markers and platelet activation as
predictors of thrombotic events in patients with antiphospholipid syndrome, and the evaluation of the
inflammatory response in the progression of patients with various pathologies, with a brief mention of

other research domains at the end.

The first research domain focused on assessing the risk of recurrent thrombosis in patients with
antiphospholipid syndrome (APS), a condition characterized by the presence of antiphospholipid

antibodies (aPL), associated with thrombotic events and pregnancy morbidity. This area has been a



Teza de abilitare Claudia Mihaela GAVRIS

central focus of my professional and scientific career, culminating in my doctoral thesis: *“Platelet
Activation Markers in Antiphospholipid Syndrome."The primary objective of the research was to
evaluate the prognostic value of P-selectin and sCD4OL levels for predicting recurrent thrombotic
events in patients with APS. Published results revealed that patients with APS (whether primary or
secondary to systemic lupus erythematosus or other rheumatic diseases) had significantly higher
levels of P-selectin and sCD40L compared to healthy controls, with these markers correlating with the
occurrence of acute and recurrent thrombotic events. Statistical analysis demonstrated that P-selectin
was an independent predictor of recurrent thrombosis in APS patients. Furthermore, increased platelet
activation was observed in APS patients, supporting the role of P-selectin and sCD4OL as critical
markers for thrombotic risk assessment. These markers could be utilized to identify patients at higher

risk of recurrent thrombosis and to develop new prophylactic strategies.

The second research domain explores the role of low-grade inflammatory markers and platelet
activation as predictors of thrombotic events in patients with antiphospholipid syndrome (APS).
Although APS is characterized by vascular thrombosis in the absence of overt inflammation, recent
evidence suggests the presence of a pro-inflammatory state. The results demonstrated that APS
patients exhibited significantly increased levels of hs-CRP, P-selectin, and sCD40L compared to the
control group. Furthermore, hs-CRP and aCL were identified as independent predictors of recurrent
thrombotic risk, while elevated P-selectin levels were associated with recurrent thrombosis. These
findings suggest a more personalized approach to thrombotic risk management, based on the

assessment of these markers.

The third research domain addressed in the first chapter focused on the inflammatory response
and outcomes of patients with schizophrenia undergoing long-term antipsychotic treatment who were
infected with SARS-CoV-2. Patients with schizophrenia exhibit significant comorbidities, such as
diabetes, hypertension, and chronic pulmonary diseases, which could increase the risk of severe
COVID-19. However, schizophrenia patients had a lower risk of severe COVID-19 and reduced mortality
compared to the control group, despite having more comorbidities. Inflammatory markers (CRP and
fibrinogen) were significantly lower in schizophrenia patients than in the control group. A potential
explanation for these findings could be the rapid access to care and constant monitoring of hospitalized
patients, as well as the potential effects of antipsychotics on the inflammatory response.
Schizophrenia patients on long-term antipsychotic treatment demonstrated a reduced risk of severe
COVID-19, and antipsychotic therapy might play a protective role in SARS-CoV-2 infection. These

results highlight the need for further studies to better understand these effects.

In the fourth research domain, | explored integrative medicine, focusing on studies analyzing
various natural extracts, covering two major areas with potential applicability in cardiovascular
pathology and its comorbidities. The paper "New Therapeutic Strategies in Diabetic Kidney Disease"

reviews current and emerging therapeutic strategies for managing patients with diabetic kidney
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disease (DKD), with a focus on preventing disease progression and reducing cardiovascular risk.
Diabetic kidney disease (DKD) is one of the major complications of diabetes mellitus (DM) and a leading
cause of chronic kidney disease (CKD), affecting approximately 20-40% of patients with diabetes. Renal
lesions associated with DKD are multifactorial, involving metabolic, hemodynamic, pro-inflammatory,
and pro-fibrotic factors. These include advanced glycation end products, reactive oxygen species,
activation of the renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS), growth factors (TGF-), and pro-
inflammatory cytokines (TNF-a, IL-6). Current therapeutic strategies focus on slowing the progression
of DKD and preventing cardiovascular complications. First-line pharmacological therapies used in the
management of patients with DKD include renin-angiotensin-aldosterone system inhibitors (ACE
inhibitors and ARBs) and sodium-glucose cotransporter-2 inhibitors (SGLT2 inhibitors). Therapeutic
strategies in DKD are continuously evolving, and new molecules, such as SGLT2 inhibitors and
mineralocorticoid receptor antagonists, offer promising perspectives for renal and cardiovascular
protection. A multimodal approach, incorporating both existing and emerging therapies, is essential for
optimizing the treatment of patients with DKD and DM. My academic career began in 1995 as a junior
lecturer at the Faculty of Medicine, Transilvania University of Brasov, where | conducted practical work
in internal medicine under the supervision of Prof. Dr. Mariana Radoi. In 2000, | was promoted to
university assistant through a competitive process, and in 2012, | advanced to senior lecturer, teaching
courses in the following undergraduate programs at the Faculty of Medicine: Internal Medicine (4th and
5th year), General Nursing (2nd and 3rd year), Clinical Laboratory (2nd year), and Physical Therapy and
Rehabilitation (3rd year). In 2017, as a recognition of the quality of my teaching and scientific activities,

| became an associate professor.

Throughout this time, | have taught both theoretical courses and practical work in Internal
Medicine to students in the Medicine, Clinical Laboratory, and General Nursing programs, as well as

Rheumatology to students in the Physical Therapy and Rehabilitation program.

My PHD thesis was developed under the supervision of Prof. Dr. George loan Pandele from the
"Gr. T. Popa" University of Medicine and Pharmacy in lasi. The thesis evaluated the relationship between
the presence of platelet activation markers and the occurrence of recurrent thrombotic events (arterial,
venous, and multiple) in patients with primary and secondary antiphospholipid syndrome. Special
attention was also given to the evaluation of inflammatory markers such as fibrinogen and hsPC, with
results suggesting a reduced inflammatory state in antiphospholipid syndrome, despite the disease

being defined as a non-inflammatory autoimmune disorder.

International recognition is reflected by the number of scientific papers published in high-
visibility journals indexed in international databases: 15 articles in ISI Web of Science, with 116 citations

and an h-index of 6.
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My experience in management and leadership was demonstrated between 2015 and 2019 when
| was elected Medical Director of the Brasov County Emergency Clinical Hospital. During this time, |
coordinated the hospital's team responsible for writing projects that were funded through the 2014-
2020 Regional Operational Program, aimed at equipping the Outpatient Department and the
Emergency Unit. The project for equipping the Outpatient Department with medical equipment and
devices at the Brasov County Emergency Clinical Hospital, funded through the 2014-2020 Regional
Operational Program, was developed and implemented in collaboration with the Brasov County
Council, with a value of 10,699,095.67 lei.

The evaluation of thrombotic risk in patients with antiphospholipid syndrome is a complex and
continually evolving topic, given the heterogeneous nature of the disease, which | intend to further
develop. Emerging new research directions will focus on integrating biological markers, advanced

imaging techniques, and genetic profiles, including:

-Defining advanced biomarkers and multimarker profiles (subtypes of antiphospholipid
antibodies: specific evaluation of IgA antibodies or antibodies against domain 1 of beta-2-glycoprotein
|, evaluating the significance of diagnostic biomarkers in seronegative patients) to better stratify

thrombotic risk.

-Evaluating inflammatory and procoagulant biomarkers such as thrombomodulin, tissue factor,

neutrophils, and extracellular traps (NETs) in association with aPL.
-ldentifying metabolic profiles associated with hypercoagulability in patients with APS.

-Studying genetic variants associated with coagulation (e.g., factor V Leiden, prothrombin) or

inflammatory response.
-Analyzing epigenetic modifications (DNA methylation, miRNA) associated with thrombotic risk.

-Integrating thrombotic risk in the context of other autoimmune diseases (e.g., systemic lupus

erythematosus) or in association with cardiovascular risk factors.
-ldentifying infectious or environmental factors that may trigger thrombotic events.

-Using integrated risk models and artificial intelligence (Al) to develop algorithms that combine
clinical, imaging, and biomarker data to predict thrombotic risk more accurately by analyzing complex

data and identifying risk patterns.

My personal plans for development and professional growth are based on my previous teaching
and professional activities, and obtaining the right to supervise doctoral theses represents the key to
success in my future professional and scientific endeavors. Guided by the distinguished personalities

of the academic community leading the Doctoral School at Transilvania University of Brasov, this
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achievement will allow me to further my personal development. Additionally, it will give me the
opportunity to guide young doctors toward successful academic careers, ultimately incorporating them

into the academic elite of Transilvania University of Brasov.
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Rezumat

Teza de abilitare ,TROMBOZA SI INFLAMATIA: DE LA MEDICINA BAZATA PE DOVEZI LA
MEDICINA PERSONALIZATA" include realizdrile mele stiintifice, profesionale si academice si, de
asemenea, planurile mele personale de dezvoltare ulterioard a carierei. in elaborarea acestei teze am
pornit de la principiul cd abilitarea in domeniul medicinei reprezinta recunoasterea atingerii unui inalt

nivel de pregatire profesionald, academica si stiintifica.

Inflamatia si tromboza sunt doud procese fiziologice esentiale care, atunci cand scapa de sub
control, devin factori majori in patogenia bolilor cardiovasculare, sindromului antifosfolipidic si altor
afectiuni asociate. O abordare multidisciplinara este cruciala pentru intelegerea acestor mecanisme si
a interactiunii lor, avand potentialul de a revolutiona modul in care evaluam riscurile trombotice si
dezvoltam terapii personalizate. Prin identificarea biomarkerilor specifici si explorarea interactiunii
dintre inflamatie si trombozd, se realizeaza diagnosticarea precoce si interventiile terapeutice, cu
impact direct asupra prognosticului pacientilor. O abordare integrativa care implica diverse domenii
medicale si stiintifice va oferi solutii personalizate pentru prevenirea si gestionarea riscurilor,

consolidand astfel contributia medicinei personalizate la cresterea calitatii vietii pacientilor.

Abordarea acestor subiecte aduce o contributie importanta in domeniul medical, deoarece
poate ghida dezvoltarea unor strategii mai eficiente de prevenire si tratament , bazate pe profilul
individual al pacientilor, reducand riscurile trombotice si inflamatorii in afectiunile cardiovasculare,

infectioase, neuropsihice etc.

Prima sectiune a tezei de abilitare cuprinde principalele rezultate ale activitatii mele
profesionale, academice si de cercetare, in stransa corelatie cu nivelul de cunostinte in domeniile de
cercetare din momentul respectiv, fiind mentionate cele mai importante contributii stiintifice din

domeniul atat din punct de vedere clasic cat si din cel al interdisciplinaritatii si al medicinei integrative.

Capitolul 1 prezinta principalele rezultate ale cercetdrii stiintifice sistematizate pe principalele
domenii de cercetare respectiv: evaluarea riscului de tromboza recurentd la pacientii cu sindrom

antifosfolipidic, rolul markerilor inflamatori de grad scdzut si al activdrii plachetare ca predictori ai
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evenimentelor trombotice la pacientii cu sindrom antifosfolipidic, evaluarea raspunsul inflamator in

evolutia pacientilor cu patologii diverse, fiind in final amintite sumar si alte domenii de cercetare

Primul domeniu de cercetare a fost evaluarea riscul de tromboza recurenta la pacientii cu
sindrom antifosfolipidic (APS), o afectiune caracterizata prin prezenta anticorpilor antifosfolipidici (aPL),
asociata cu evenimente trombotice si morbiditate in sarcina. Acest domeniu m-a preocupat incd de la
inceputul carierei mele profesionale si stiintifice, in acest context fiind elaborata si teza de doctorat:
“Markeri de activare plachetara in sindromul antifosfolipidic”. Scopul principal al cercetdrii a fost
evaluarea valorii prognostice a nivelurilor de P-selectina si sCD40L pentru predictia evenimentelor
trombotice recurente la pacientii cu APS. Rezultatele publicate au ardtat ca pacientii cu APS (primar,
secundar lupusului eritematos sistemic sau altor afectiuni reumatice), au avut niveluri semnificativ mai
mari de Pselectind si sCD40L comparativ cu controalele sandtoase, acest markeri coreland cu aparitia
evenimentelor trombotice acute si recurente. Analiza statistica a relevat ca P-selectina a fost un
predictor independent al trombozei recurente la pacientii cu APS. in plus, s-a constatat o activare
plachetara crescutd la pacientii cu APS, sustinand rolul P-selectinei si sSCD4O0L ca markeri importanti
pentru evaluarea riscului trombotic. Acesti markeri ar putea fi utilizati pentru a identifica pacientii cu un
risc crescut de tromboza recurenta si pentru a dezvolta noi strategii profilactice. Articolele publicate
subliniaza importanta unei evaluari mai detaliate a activarii plachetare si endoteliale in sindromul
antifosfolipidic si ofera dovezi cd acesti markeri ar putea contribui la 0 mai buna stratificare a riscului
trombotic la pacientii cu aceastd afectiune. in concluzie, P-selectina si sCD4O0L au fost identificati ca
predictori importanti ai riscului de tromboza recurenta la pacientii cu APS, sugerand ca acesti markeri

ar putea avea un rol crucial in managementul clinic al acestei boli.

Al doilea domeniu de cercetare analizeaza si rolul markerilor inflamatori de grad scazut si al
activarii plachetare ca predictori ai evenimentelor trombotice la pacientii cu (APS). Desi APS este
caracterizat prin tromboza vasculara in absenta inflamatiei evidente, dovezile recente sugereaza
prezenta unei stdri proinflamatorii. Rezultatele au aratat ca pacientii cu APS au avut niveluri
semnificativ crescute de hs-CRP, Pselectina si sSCD40L comparativ cu grupul de control. in plus, hs-CRP

si aCL au fost identificati ca predictori independenti ai riscului de tromboza recurentd, in timp ce
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nivelurile crescute de P-selectind au fost asociate cu tromboza recurentd. Aceste constatdri sugereaza

o abordare mai personalizatd in managementul riscului trombotic, bazata pe evaluarea acestor markeri.

Al treilea domeniu abordat in primul capitol a fost raspunsul inflamator si evolutia pacientilor
cu schizofrenie aflati sub tratament antipsihotic pe termen lung, infectati cu SARS-CoV-2. Pacientii cu
schizofrenie prezinta comorbiditati semnificative care ar putea creste riscul de forme severe de COVID-
19, cum ar fi diabetul, hipertensiunea arteriald si afectiunile pulmonare cronice. Pacientii cu schizofrenie
au avut un risc mai mic de forme severe de COVID-19 si o mortalitate scazuta comparativ cu grupul de
control, desi aveau mai multe comorbiditati. Markerii inflamatori (CRP si fibrinogen) au fost semnificativ
mai scazuti la pacientii cu schizofrenie decat in grupul de control. Un posibil motiv pentru aceste
rezultate este accesul rapid la ingrijiri si monitorizarea constanta a pacientilor spitalizati, dar si efectele
potentiale ale antipsihoticelor asupra raspunsului inflamator. Pacientii cu schizofrenie aflati sub
tratament antipsihotic pe termen lung au prezentat un risc redus de forme severe de COVID-19, iar
tratamentul antipsihotic ar putea juca un rol protectiv in infectia cu SARS-CoV-2. Rezultatele sugereaza

necesitatea unor studii suplimentare pentru a intelege mai bine aceste efecte.

in cadrul celui de al patrulea domeniu de cercetare, am abordat aspecte de medicind integrativa,
respectiv studii care au analizat diverse extracte naturale, acoperind douda mari domenii avand
potentialda aplicabilitate in cadrul patologiei cardiovasculare sau a comorbiditatilor acestora "Noi
strategii terapeutice in boala renala diabetica" revizuieste strategiile terapeutice actuale si emergente
pentru managementul pacientilor cu BRD, cu accent pe prevenirea progresiei bolii si reducerea riscului
cardiovascular. Boala renald diabetica (BRD) reprezinta una dintre principalele complicatii ale diabetului
zaharat (DZ) si o cauza majora de boala cronica de rinichi (BCR), afectand aproximativ 20-40% dintre
pacientii cu diabet. Leziunile renale asociate BRD sunt multifactoriale, implicand factori metabolici,
hemodinamici, proinflamatori si profibrotici. Printre acestia se numadra produsii de glicare avansata,
specii reactive de oxigen, activarea sistemului renind-angiotensind-aldosteron (SRAA), factorii de
crestere (TGF-B) si citokinele proinflamatorii (TNF-a, IL-6). Strategiile terapeutice actuale se
concentreaza pe incetinirea progresiei BRD si prevenirea complicatiilor cardiovasculare. in
managementul pacientilor cu BRD sunt utilizate terapii farmacologice de prima linie, cum ar fi inhibitorii

sistemului renina-angiotensind-aldosteron (IECA si sartani) si inhibitorii cotransportorului-2 de sodiu-
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glucoza (iSGLT2). Strategiile terapeutice in BRD sunt intr-o continua evolutie, iar noile molecule, cum ar
fiiSGLT2 si antagonistii receptorilor mineralocorticoizi, ofera perspective promitatoare pentru protectia
renala si cardiovasculard. Abordarea multimodald, incluzand atat terapiile existente, cat si cele

emergente, este esentiala pentru optimizarea tratamentului pacientilor cu BRD si DZ.

in capitolul 2 sunt sintetizate realizirile mele profesionale siacademice. Cariera mea academica
ainceput in anul 1995 ca preparator universitar la Facultatea de Medicind a Universitdtii Transilvania
din Brasov, unde mi-am desfdsurat activitatea (lucrdri practice de medicind internd) sub supervizarea
doamnei prof. dr. med. Mariana Rédoi. in anul 2000 am promovat prin concurs ca asistent universitar,
inanul 2012 am promovat prin concurs ca sef de lucrari si am predat cursuri la urmdtoarele programe
de studii de licentd ale Facultatii de Medicina: Medicind internd-anul IV si V, Asistenta medicala generala
anul ll silll, Laborator clinic anul Il, Balneofiziokinetoterapie anul lll. Din anul 2017, ca o recunoastere a

calitatii activitatii mele didactice si stiintifice, am devenit conferentiar universitar.

in tot acest timp am desfdsurat activitate didactics, cursuri si lucréri practice de Medicind
internd cu studentii programului de studii Medicind, Laborator clinic si Asistenta medicala generala si

Reumatologie cu studentii programului de studii Balneofiziokinetoterapie.

Lucrarea de doctorat a fost elaborata sub indrumarea d-lui Prof. Dr. George loan Pandele, de la
UMF ,Gr. T. Popa” lasi si a evaluat relatia dintre prezenta markerilor de activare plachetara si evolutia
cu evenimente trombotice recurente (arteriale, venoase si multiple) la pacientii cu sindrom
antifosfolipidic primar si secundar. De asemenea, o atentie deosebita s-a acordat evaludrii markerilor
de inflamatie fibrinogen si hsPC, rezultatele sugerand existenta unui statul inflamator redus in

sindromul antifosfolipidic, desi boala a fost definitd ca o boald autoimuna noninflamatorie.

Recunoasterea internationald este concretizata prin numarul lucrdrilor stiintifice publicate in
reviste cu vizibilitate ridicata in bazele de date internationale: 15 articole in ISI Web of Science avand

116 de citari cu un index Hirsch de 6.

Experienta de management si conducere am demonstrat-o in perioada 2015-2019, cand am
fost aleasa in functia de director medical al Spitalului Clinic Judetean de Urgentd din Brasov, in aceasta

perioadda am coordonat, din partea spitalului echipa care a lucrat la scrierea proiectelor ce au fost
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finantate prin Programul Operational Regional 2014 — 2020 privind dotarea Ambulatoriului si a Unitdtii
de Primiri Urgente. Proiectul Dotarea cu echipamente si aparatura medicala a Ambulatoriului Integrat
al Spitalului Clinic Judetean de Urgenta Brasov finantat prin Programul Operational Regional 2014 —
2020, a fost elaborat si implementat impreuna cu reprezentantii Consiliului Judetean Brasov, cu o

valoare de 10.699.095,67 lei.

Evaluarea riscului trombotic la pacientii cu sindrom antifosfolipidic este o tema complexa siin
continua evolutie, avand in vedere natura heterogena a bolii, pe care intentionez sa o dezvolt in
continuare, noile directii de cercetare emergente, care se vor concentra pe integrarea markerilor

biologici, a tehnicilor avansate de imagistica si a profilurilor genetice fiind:

-Definirea biomarkerilor avansati si profilurilor multimarker (subtipuri de anticorpi
antifosfolipidici : evaluarea specifica a anticorpilor IgA sau a anticorpilor impotriva domeniului 1 a beta-
2-glicoproteinei |, evaluarea semnificatiei biomarkerilor de diagnostic seronegativ) pentru a stratifica

mai bine riscul trombotic.

-Evaluarea biomarkerilor inflamatori si procoagulanti precum trombomodulina, factorul tisular,

neutrofilele si capcanele extracelulare (NETs) in asociere cu aPL.

-Metabolomica: Identificarea profilurilor metabolice asociate hipercoagulabilitatii la pacientii cu

SAF.

-Studierea variantelor genetice asociate coaguldrii (de exempluy, factorul V Leiden, protrombina)

sau raspunsului inflamator.
-Analiza modificarilor epigenetice (metilarea ADN, miARN) asociate riscului de tromboza.

-Integrarea riscului trombotic in contextul altor boli autoimune (de exemplu, lupus eritematos

sistemic) sau al asocierii factorilor de risc cardiovascular.
-ldentificarea factorilor infectiosi sau de mediu care pot declansa evenimente trombotice.

-Utilizarea modelelor integrate de risc si inteligenta artificiald (IA) pentru dezvoltarea de
algoritmi care integreaza date clinice, imagistice si biomarkeri pentru a prezice riscul trombotic cu mai

mare precizie prin analiza datelor complexe si identificarea patternurilor de risc.
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Planurile proprii de dezvoltare si evolutie profesionala se bazeaza pe istoricul activitatii mele
didactice si profesionale de pana acum, iar obtinerea dreptului de coordonare a tezelor de doctorat
reprezintd cheia succesului in viitoarea activitate profesionala si stiintificd, coordonate de marile
personalitati ale comunitatii academice aflate la conducerea Scolii Doctorale a Universitatii Transilvania
din Brasov. Aceasta realizare imi va permite viitoarea dezvoltare personald, si in plus, imi va oferi
posibilitatea de a coordona spre o cariera academicd de succes tinerii medici, pentru a fi inclusi ulterior

in elita academicd a Universitdtii Transilvania din Brasov.
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(B) Realizdri stiintifice si profesionale, planuri de evolutie si dezvoltare a carierei
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(B-i) Realizari stiintifice si profesionale
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Capitolul 1.Evaluarea riscului trombotic la pacientul cu sindrom antifosfolipidic

1.1. Riscul trombozei recurente in APS

1.1.1. Riscul trombozei recurente in APS secundar LES

Gavris C, Anghel M, Radoi M, Gheorghita E, Duca L, Pamfil.G, Bobescu E, Pandele G |.
Risk of recurrent thrombosis related to antiphospholipid antibodies, soluble CD40L and P
selectin seric levels in patients with antiphospholipid syndrome secondary to SLE. Revista

Romana de Medicina de Laborator 2010; 18 (3):23-30.

Riscul de tromboza recurentd la pacientii (pt.) cu sindrom antifosfolipidic (APS) este
crescut, dar exista opinii contradictorii cu privire la anticorpii care ar trebui mdsurati pentru a
detecta pacientii cu risc de tromboza recurentad (Groot et al., Garcia et al., 2004). Observatiile
experimentale sugereaza ca trombocitele au un rol important in patogeneza APS, iar CD62P si
sCD4OL sunt markeri independenti ai activarii trombocitelor (Garcia et al., 2004; Urbanus et al,,
2008; Espinosa et al., 2008). Exista acum numeroase dovezi in literatura de specialitate
(Cervera etal.,, 2002; Urbanus et al., 2008; Espinosa et al., 2008) cd aPL sunt asociate in special
cu un risc de tromboza, in special evenimente recurente si morbiditatea sarcinii. Riscul pare sa
fie mai mare pentru LA decat pentru aCL, dar cand se ia in considerare un titru ridicat de aCL,
riscurile sunt, de asemenea, mari (Groot et al., 2005; Galli et al., 2003). Cercetdrile privind

patologia sindromului au fost dominate de multda vreme de ideea ca fosfolipidele incdrcate
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negativ sunt tema centrald in jurul careia exista manifestdrile clinice ale sindromului (Galli et
al., 2003; Galli, Borrelli et al., 2007). Astazi, studiile s-au concentrat pe un concept de celule si
de activare celularda ( Urbanus et al, 2008; Horstman et al., 2009) drept cheie pentru
dezvéluirea patofiziologiei sindromului. in ultimii 15 ani, au fost identificate proteine
plasmatice si receptori celulari care sunt implicati in activarea celulard mediata de anticorpi
antifosfolipidici. Mai multe tipuri de celule, printre altele trombocitele (Vega-Ostertag et al.,
2004; Pereira et al., 2006; Joseph et al., 2006; Joseph et all., 1998), monocitele si celulele
endoteliale , au fost investigate in laboratoare cu privire la posibila lor contributie la boala
mediatd de anticorpi antifosfolipidici (Vega-Ostertag , Pierangeli et al., 2007; Raschi et al,
2003)). Activarea trombocitelor, exprimarea factorului tisular pe celulele endoteliale si
leucocite si activarea sistemului complementului (Lopez-Pedrera et al., 2006; Sorice et al,,
2007) se observa in prezenta anticorpilor antifosfolipidici, oferind o posibila explicatie pentru
manifestarile clinice ale sindromul. Probabil cea mai larg acceptata ipoteza este ca unele aPL
pot activa trombocitele si alte celule pentru a promova tromboza. Se propune un scenariu cu
doud etape: o activare initiala slaba si subclinicd, cum ar fi a plachetelor, expunerea suficienta
aPL anionic favorizand legarea 32-GPI sau anti-B2-GPI sau a altor aPL, urmata de activare

trombotica completa, posibil implicand Receptorii Fc (Oku et al., 2008; Pennings et al., 2007).

Obiective: evaluarea semnificatiei nivelurilor de Pselectind si sCD4OL pentru evolutia cu
tromboza recurenta venoasa si arteriald la pacientii cu APS. Ne-am propus sa clarificdm daca
determinarea nivelurilor de Pselectina si sCD4O0L ar putea prezice evenimente tromboembolice
ulterioare la pacientii cu APS. Al doilea scop a fost identificarea factorilor de risc clinici si

serologici pentru evolutia cu evenimente trombotice recurente.

Metoda: studiu de cohorta nerandomizat, ambispectiv (retrospectiv si prospectiv pe 2
ani), a inrolat 20 de persoane. cu APS secundar LES (4 bdrbati si 16 femei) varsta medie de

47,87 (18-74) ani care au fost evaluati pentru istoricul trombotic si urmati 24 de luni pentru
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evolutia cu noi evenimente trombotice. Doudzeci de subiecti sanatosi demografici au servit in
mod similar drept martori. Anticorpii serici IgG sau IgM anticardiolipina (aCL), nivelurile serice
de Pselectina si sCD40L (R&D Minneapolis, SUA) au fost evaluate folosind metoda ELISA la
momentul initial (V1) si dupa 12 luni (V2). Pacientii. au fost diagnosticati conform clasificdrii
Sapporo revizuite pentru criteriile APS. Pacientii au fost exclusi daca au fost tratati cu aspirind
sau clopidogrel inainte de prelevarea de sange, deoarece impactul potential al acestor
medicamente asupra activitatii trombocitelor nu poate fi determinat. La pacientii cu eveniment
trombotic acut, moleculele de adeziune solubile au fost masurate in momentul determinarii
aPL (2-3 zile dupa tromboza). Episoadele trombotice sau pierderile de sarcind inainte de prima
vizita au fost considerate evenimente trombotice. Doud episoade de tromboza din istoric au
fost considerate tromboze recurente si mai mult de 3, tromboze multiple. Noile episoade de
tromboza venoasa sau arteriala au fost considerate eveniment trombotic acut. Metodele de
diagnostic utilizate pentru depistarea trombozei in timpul urmaririi au fost ultrasonografia
pentru tromboza venoasa profundd, tomografia computerizata (CT) pentru tromboza
cerebrald, arteriografia pentru ocluziile arteriale periferice si angio-CT pentru embolia
pulmonara. Evenimentele clinice survenite in timpul urmaririi au fost clasificate ca: 1) tromboza
venoasa (membre inferioare, embolie pulmonard, tromboza retiniand, cerebrald si
mezentericd); 2) tromboza arteriald (artere retiniene, cerebrale, renale, mezenterice, coronare
sau periferice); 3) evenimente de sarcind (avort spontan cauzat de o indicatie legata de
sindromul antifosfolipidic); nu a existat niciun pacient cu eveniment catastrofal (dovezi clinice
de implicare a mai multor organe pe o perioada scurtd). Analiza statisticd a fost efectuata
utilizand pachetul statistic SPSS 17.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). Valorile cantitative au fost
exprimate ca medie + abaterea standard, iar valorile calitative ca procent. in timp ce testul x2
a fost utilizat pentru valori categorice, analiza variantei (ANOVA) a fost utilizata pentru a
compara variabilele continue, dupa caz. O valoare p <0,05 a fost considerata semnificativa

statistic. In analiza multivariabilg, variabilele independente pentru tromboza recurenta au fost
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Pselectina, nivelurile de sCD4OL si aCL. Analiza de regresie logistica multipla a fost utilizata
pentru a investiga daca titrul mare de Pselectin, sCD40L si aCL au fost asociate cu tromboza
recurenta si evenimente trombotice acute. Studiul a fost aprobat de comitetul local de eticd a

cercetarii si a fost obtinut consimtdmantul informat scris de la toti pacientii.

Rezultate: Caracteristicile initiale, evenimentele trombotice si rezultatele urmaririi
populatiei studiate sunt prezentate in Tabelul 1. Pacientii cdrora li s-a administrat warfarind au
raportul mediu international normalizat fiind de 2,1 la momentul inscrierii. Un singur pacient
cu LES a suferit un eveniment trombotic acut pana la sfarsitul urmadririi (tromboza venoasa).
Pct. cu APS secundar LES au prezentat niveluri semnificativ mai mari de V1 Pselectin si
V1sCD4OL decat subiectii sandtosi (209,46+145,01 fata de 94,20+20,75ng/dl; p=0,0011) si
(13339,64x12960, 74 fata de 3450,17+1244,02ng/dl p=0,0021); S-au observat corelatii
pozitive semnificative intre nivelurile de sCD4OL si P selectind. La V2 Pselectina solubila si
sCD4OL au fost 198,52+192,50 ng/ml si 5891,93+4845,03pg/ml in cazuri si 94,20,+20,75
ng/ml si 3277,66+1435,73pg/ ml la controale respectiv (p=0,0210;p=0,0266). Pacientii cu
SPA cu antecedente de tromboza recurenta au avut niveluri mai mari de pselectina V1 decat
pacienti cu SPA fdra antecedente de tromboza (256,63+£145,79 fata de
121,85£101,47ng/dl;p=0,04) (fig 1). ). Nu s-au observat corelatii semnificative intre nivelurile
sCD4OL si aCL la pacientii cu tromboza recurenta si la pacientii fara tromboza recurenta
(15402,29+£15290,62 versus 9508,99 + 6164,03pg/dl; p=0,34, respectiv 194,25+194).
237,59 fata de 52,57+10,64UPL p=0,13). Nivelurile V1 Pselectinei au fost semnificativ mai
mari la pacienti. cu evenimente arteriale recurente comparativ cu pacientii farda antecedente
de tromboza arteriald (256,63+145,79 versus 121,85+101,47ng/dl;p=0,04)(Fig 1). Nivelurile
VV2sCD4OL au fost semnificativ mai mari la pt. cu evenimente venoase recurente comparativ
cu pacientii fdara antecedente de tromboza venoasda (13433,2+8249,39 versus

5004,72+3769,62pg/dl;p=0,015) (Fig1).
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Factori de risc pentru tromboza. Caracteristicile clinice si de laborator ale pacientilor la
diagnostic au fost analizate folosind modele univariate si multivariate pentru a evalua valoarea
lor predictiva. Analiza univariata a aratat ca predictorii semnificativi pentru tromboza recurenta
au fost un titru ridicat de Pselectind V1 (>113 ng/ml) si un titru ridicat de sCD4OL
(>11451pg/ml) pentru tromboza venoasa. Analiza de regresie logisticd multivariata a
confirmat doar un titru de pselectina V1 de >113ng/ml ca factor de risc independent pentru
tromboza la pacientul nostru. Nu a existat nicio diferenta in frecventa aCL, nici IgG sau IgM,
intre grupurile trombotice si non-trombotice. A existat o tendinta de crestere a LAC in grupul

trombotic, dar nu semnificativa statistic.

Age,years 4727
Male/female,n 4/16
Duration of APS(years) 5,6
Hypertension,n(%) 11 (50%)
Diabetes mellitus,n(%) 3 (15%)
Current smoker 3 (15%)
Hipercholesterolemia 11 (55%)
Hipertrigliceridemia 13 (65%)
Low HDL 2 (10%)
High LDL 8 (40%)
BMI > 25,n(%) 8 (40%)
Warfarin,n(%) 8(40%)
aCL(-)LA(+),n(%) 5(25%)
aCL(+)LA(-),n(%) 15(75%)
ACL(+)LA(+),n(%) 5(25%)
Clinical findings,n(%)

Venous thrombosis 5(25%)
Arterial thrombosis 10(50%)
Abortion 4(20%)
Recurrent thrombosis,n (%) 13(65%)
Multiple thrombosis,n(%) 3(15%)

Acute thrombotic event during  1(5%)
folow-up, n(%)
L anticoagulant

Percentage above normal 20%
Anticardiolipin antibodies 1gG
Percentage above normal 40%
Mean titre(GPL/ml) 85,5
Anticardiolipin antibodies IgM
Percentage above normal 35%
Mean titre(MPL/ml) 58
V1P selectin

Mean titre(ng/ml) 409,45

22



Teza de abilitare Claudia Mihaela GAVRIS

V1sCD40L

mean titre (pg/ml) 13340
Thrombocytopenia 7(35%)
Livedo reticularis 2(10)

Table 1 Caracteristicile si evenimentele trombotice in grupul de studiu
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Fig 1 Valorile Pselectinei la pacintii cu PAPS si tromboza acuta, versus pacienti cu PAPS si
tromboza recurenta

Discutii: Desi au existat numeroase studii care au raportat riscul de tromboza arteriala
sau venoasa asociat cu anticorpii antifosfolipidici, exista limitdri metodologice importante si
diferente in caracteristicile studiilor, care pot explica rezultate contradictorii. Anomalii ale
hemostazei, fibrinolizei, endoteliului si trombocitelor au fost toate descrise in APS. Activarea
anormald a trombocitelor in SPA poate reprezenta un statut ,preembolic”. in APS este prezent&
o stare procoagulanta persistentd, o activare continua a endoteliului si a trombocitelor (
Urbanus et al.,, 2008; Espinosa et al., 2008; Raschi et al.,2003; Oku et al., 2008), iar aceasta
poate fi detectata prin niveluri crescute de molecule de adeziune solubile (Pennings et al.,
2007; Turiel et al.,, 2005; Ferro et al., 2004; Inwald et al., 2003). In studiul nostru, pacientii cu
evenimente trombotice recurente au avut niveluri semnificativ mai mari de Pselectind (V1 si

V2), reflectand o activare a trombocitelor. Pselectina plasmatica s-a corelat si cu evenimentele
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trombotice acute. in plus, Pselectina poate prezenta o tinta pentru dezvoltarea de noi agenti
tromboprofilactici in APS. Determinarea acestui marker de activare a membranei poate oferi
un marker util pentru identificarea pacientilor cu risc tromboembolic ridicat. Desi studiul nostru
sustine existenta unei asocieri intre evenimentele tromboembolice si Pselectina in APS, exista
multe probleme care necesita investigatii suplimentare. Garcia si colab. ( Garcia et al., 2004) a
studiat nivelurile de molecule de adeziune solubile la trei grupuri de subiecti: 20 de pacienti cu
APS primar si asociat cu lupus eritematos (toti cu un episod trombotic arterial sau venos sau
ambele), 20 de subiecti cu aPL fdra nicio tromboza clinica si 20 subiecti sandtosi. Prezenta aPL
cu si fard constatdri clinice este legata de niveluri crescute de E-selecting, un marker al activarii
endoteliale. Concentratia serica a ICAM-1, molecula care mediaza aderenta ferma a celulelor
circulante a fost normala (absenta evenimentelor clinice in timpul urmaririi cu posibilitatea unei

niveluri crescute de ICAM-1 in raport cu aparitia de noi trombi).

Prezenta simultand a nivelurilor crescute de Pselectind la pacientii cu APS sustine
dovada unei activari plachetare, stare ca explica descoperirea clinica a acestei boli. Persistenta
unor niveluri crescute de molecule de adeziune guverneaza o exprimare crescutd a acestor
antigene ca o consecintd a trombozei sau avorturilor recente. Sistemul ligand CD40-CD40
(CD4OL) a fost implicat in patofiziologia complicatiilor aterotrombotice si prognosticul bolilor
cardiovasculare, precum si in procesele de inflamatie si tromboza [27,28]. CD4OL exprimat la
suprafata este scindat din trombocite pe o perioadd de la minute la ore, generand ulterior un
fragment solubil. Se crede ca ligandul CD40 solubil circulant (sCD40L) deriva predominant din
trombocitele activate si, prin urmare, poate reflecta activarea trombocitelor. Concentratiile
plasmatice mari de sCD4OL au fost propuse a fi asociate cu risc vascular crescut. Domenico
Ferro si colab. au investigat relatia dintre anticorpii antifosfolipidici si nivelurile de sCD4OL la
pacientii cu LES care au fost aPL pozitiv (Ferro et al., 2004). Grupul lor a demonstrat ca sCD40L
este mai crescut in LES cu APL in comparatie cu cei fard acesti anticorpi; specificitatea acestor
constatdri a fost coroborata de lipsa de diferenta a activitatii bolii, care ar putea afecta
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nivelurile de sCD4OL in cele doua subgrupuri. Pacientii cu LES aPL(+) cu antecedente de
tromboza au avut sCD4OL circulant mai mare decat cu LES aPL(+) fara antecedente de
tromboza in opozitie cu pacientii cu LES aPL(+) cu tromboza anterioara si cu pacientii cu LES(+)
cu tromboza anterioara care au prezentat niveluri normale de sCD40L. Deoarece sCD40OL este
cunoscut ca exercitd un efect protrombotic, cresterea nivelurilor circulante de sCD4OL poate
reprezenta un nou mecanism de tromboza in SPA. in studiul nostru, pacientii cu evenimente
trombotice recurente au avut niveluri mai mari de sCD4OL V1 si V2, reflectand o activare
sporitd a trombocitelor (cum ar fi nivelurile de Pselectind) pe parcursul intregii perioade de
urmadrire. Este primul studiu care a efectuat determinarea in serie a acestui marker de activare
a membranei la pacientul cu APS. Studiul nostru sustine existenta unei asocieri intre
evenimentele tromboembolice si Pselectind ca marker al activdrii trombocitelor in SPA,
existand multe aspecte care necesita investigatii suplimentare. Prezentul studiu are mai multe
limitari. Tn primul rand, dimensiunea esantionului din studiu a fost micd. In cele din urma,
populatia noastrd de studiu are o rata de evenimente relativ scazutd, in ciuda pacientilor cu

risc relativ ridicat.

Concluzii: Pselectina pare a fi un test serologic cel mai probabil sa fie corelat cu

tromboza recurentd la pacientii cu APS.

Recurrent thrombosis related to platelet activation in patients with SLE. Authors: Gavris
C, Radoi M, Gheorghitd E, Anghel M, Gorgon P, Duca L, Pamfil.G, Pandele G | 7th International

Congress on Autoimmunity

Background : Activarea trombocitara identifica riscul de tromboza la subiectii pozitivi
pentru anticorpi antifosfolipidici, iar Pselectina si CD40L sunt markeri mai directi ai activarii

trombocitelor.
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Obiective: evaluarea valorii prognostice a P selectinei si CD40L pentru evolutia cu

trombozd recurentd la pacientii cu SLE asociat.

Metode: 20 pacienti cu APS asociat LES, varsta medie .47,67(18-74) ani, 17 femei si 3.
barbati au fost urmdriti 24 de luni pentru evolutia cu tromboza recurenta .Activarea
trombocitara a fost masurata prin CD4OL si Pselectind atat prin citometrie in flux cat si prin
ELISA la momentul initial si dupa 12 luni. Doudzeci de subiecti sandtosi demografic au servitin

mod similar drept martori. Statistici: test t/ANOVA, regresie logistica.

Rezultate O corelatie pozitivd semnificativda a fost observatd intre nivelurile de
Pselectina la pacienti. cu si fara antecedente de trombozd recurenta (256,632+112,22 versus
121,85+20,12ng/ml;p=0,043). Nu s-a evidentiat nicio diferenta in ceea ce priveste nivelul
Pselectinei, respectiv tromboza legatd de activarea plachetarda la pacientii cu sindrom
anrifosfolipidic secundar LES. Procentul de trombocite CD40L-pozitiv in flux-citometrie intre

pacientii cu SPA cu si fard tromboza acuta sau recurenta.

Concluzii: Analiza de regresie logisticd a evidentiat ca numai Pselectina s-a corelat cu

tromboza recurenta.

1.1.2. Riscul trombozei recurente in APS

Risk of recurrent thrombosis related to antiphospholipid antibodies, soluble CD40OL and
Pselectin seric levels in patients with antiphospholipid syndrome. Authors: Gavris C, Radoi M,

Gheorghita E, Anghel M, Pandele G I. EULAR Congress 2010
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Gavris C, Dimienescu O, Baracan A, Neculoiu D, Cobelschi C. Risk of recurrent thrombosis related
to antiphospholipid antibodies, soluble CD4OL and P-selectin seric levels in patients with

antiphospholipid syndrome. Archives of the Balkan Medical Union 2017; vol 52(2):166-171.

Riscul de tromboza recurentd la pacientii cu sindrom antifosfolipidic (SAF) este ridicat, insa
exista opinii contradictorii cu privire la anticorpii care ar trebui masurati pentru a detecta pacientii cu
risc de tromboza recurentd (Proulle et al., 2014). Observatiile experimentale sugereazd cd trombocitele
joaca un rol importantin patogeneza SAF, iar CD62P (P-selectind) si sCD40L sunt markeri independenti

ai activdrii plachetare (Giannakopoulus et al., 2013; Espinosa et al., 2010).

Datele publicate au aratat ca anticorpii antifosfolipidici (aPL) sunt asociati in special cu un risc
de trombozad, in special evenimente recurente si morbiditate in sarcind (de Groot et al., 2011). Riscul
pare sd fie mai mare pentru anticoagulantul lupic (LA) decat pentru aCL, dar atunci cand sunt luati in

considerare titruri mari de aCL, riscul este, de asemenea, crescut (Jacob et al., 2002).

Cercetdrile in patologia SAF au fost ,orbite” mult timp de ideea ca fosfolipidele incdrcate negativ
reprezintd principalii determinanti ai manifestdrilor clinice ale sindromului 13. Studii mai recente s-au
concentrat pe un concept al celulelor si activarii celulare ca fiind cheia pentru descifrarea fiziopatologiei
sindromului (Fanelli et al.,, 1997). In ultimii 20 de ani, au fost identificati proteine serice si receptori
celulari care sunt implicati in activarea celulara mediata de aPL. Activarea plachetard, expresia
factorului tisular pe celulele endoteliale si leucocite si activarea sistemului complementului 2, au fost
observate la pacientii aPL pozitivi (aPL+), oferind o posibila explicatie pentru manifestarile clinice ale
sindromului. Probabil cea mai larg acceptata ipoteza in prezent este ca unii aPL pot activa trombocitele
si alte celule pentru a promova tromboza. In modelele de soarece cu APS, celulele endoteliale,
monocitele si trombocitele s-au activat toate atunci cand au fost perfuzate anticorpi anti-beta 2-

glicoproteina | 25.

Lucrarea lui Proulle (Proulle et al.,, 2014) si colab. a relevat ca inhibarea activarii plachetare
previne a doua activare a celulelor endoteliale 1. In acest context, ideea de a identifica un marker de
activare plachetard, util ulterior in prezicerea riscului de evenimente trombotice la pacientii cu SAF, este

0 provocare.

27



Teza de abilitare Claudia Mihaela GAVRIS

OBIECTIVUL STUDIULUI a fost de a evalua valoarea prognostica a nivelurilor de P-selectind si
sCD4OL pentru evolutia cu tromboza venoasd sau arteriala recurenta la pacientii cu APS. Ne-am propus
sd aflam daca nivelurile serice de P-selectind si sSCD4O0L ar putea prezice evenimente tromboembolice

ulterioare la pacientii cu APS
MATERIAL SI METODE

Patruzeci si unu de pacienti cu SAF, diagnosticati conform criteriilor de clasificare revizuite
Sapporo pentru SAF, cu varsta medie de 47,87+12,91 ani, dintre care 30 de femei, au fost urmariti timp
de 24 de luni in ceea ce priveste evolutia cu tromboza recurentd (venoasa sau arteriald) (Grupul 1).
Doudzeci de subiecti sdnatosi cu caracteristici demografice similare au servit drept grup de control

(Grupul 2).

Nivelurile serice de anticorpi IgG sau IgM anticardiolipind (aCL), P-selectina si sCD40OL au fost
evaluate (ELISA - R&D Minneapolis, SUA) la momentul initial (V1) si dupa 12 luni (V2) in grupurile
studiate. Paisprezece dintre pacientii din grupul cu SAF aveau sindrom antifosfolipidic primar (PAPS),
20 de pacienti aveau SAF secundar asociat cu lupus eritematos sistemic (LES), iar alti 7 pacienti aveau

SAF secundar neasociat cu LES (non-LES).

Pacientii au fost exclusi in cazul terapiei cu aspirina sau clopidogrel inainte de recoltarea
probelor de sange, deoarece impactul potential al acestor medicamente asupra activitatii plachetare

nu a putut fi determinat.

La pacientii care au prezentat un eveniment trombotic acut, moleculele de adeziune solubile au
fost mdsurate Tn momentul evaludrii aPL (2-3 zile dupa tromboza acutd). Cercetarea a fost aprobatd de

Comitetul de Etica local, iar fiecare pacient inscris a semnat un consimtdmant informat.

Analiza statisticd a fost efectuatd folosind pachetul statistic SPSS 22.0.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL). Variabilele cantitative au fost exprimate ca mediana (percentila 25; percentila 75) (in cazul
distributiei non-normale) sau medie + deviatie standard (SD) (pentru variabilele distribuite normal), iar
valorile calitative ca numar (n) si procent (%). In timp ce testul %2 a fost utilizat pentru valorile categorice,
analiza variantei (test t/ANOVA) a fost utilizata pentru a compara variabilele continue si testul U Mann-

Whitney pentru a compara medianele, dupa caz. O valoare P < 0,05 a fost considerata semnificativa
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statistic. Corelatia variabilelor continue cantitative a fost evaluatd prin testul Pearson, iar testul
Spearman a fost utilizat pentru a studia corelatiile variabilelor calitative. Variabilele independente
asociate cu tromboza recurentd, cum ar fi nivelurile serice de P-selecting, sCD4OL si aCL, au fost luate
in considerare pentru analiza de regresie multivariata. Analiza de regresie logistica a fost utilizata
pentru a investiga daca titrurile mari de P-selectind, sCD4OL si aCL au fost asociate independent cu
tromboza recurentd si evenimentele trombotice acute si ar putea prezice independent un eveniment

trombotic.
REZULTATE

Caracteristicile de baza, evenimentele trombotice si rezultatele urmadririi populatiei studiate

sunt prezentate in Tabelul 1.

Pacientii care au primit warfarind au avut un raport international normalizat (INR) mediu = 2,1
la momentul includerii in studiu. Sapte pacienti au prezentat un eveniment trombotic acut pana la
sfarsitul perioadei de urmadrire: 5 pacienti cu PAPS (dintre care 4 au avut tromboza venoasa si 1 a fost
diagnosticat cu embolie pulmonara); 1 pacient cu LES (tromboza venoasa); si 1 pacient cu APS secundar

non-LES (eveniment trombotic arterial).

Pacientii cu APS au prezentat niveluri serice V1 de P-selectina si V1 sCD40L semnificativ mai
mari decat controalele sandtoase [195,4 (94,51; 316,27) vs. 102,92 (86,06; 109,17), P < 0,0003],
respectiv, [16871,6 (5727,90; 25670,40) vs. 4031,79 (2710,62; 4301,50), P = 0,000008]. O corelatie
pozitiva semnificativd a fost observata intre nivelurile lor serice. Nivelurile serice de P-selectind au fost

semnificativ si pozitiv corelate cu nivelurile serice de sCD4OL (R = 0,453, P = 0,0004).

La V2 (dupd 12 luni de urmarire), nivelurile de P-selectina si sCD4O0L solubile au fost semnificativ
mai mari la pacientii cu APS fata de controale [119,52 (73,79; 278,59) vs. 102,92 (86,06; 109,178), P =

0,019], respectiv, [4767,9 (2873,47; 6837,75) vs. 4031,39 (2337,17; 4289,75), P = 0,045].

Pacientii cu APS cu antecedente de tromboza recurentd au avut niveluri V1 de P-selectind mai
mari decat pacientii cu APS fara antecedente de tromboza [212,203 (126,834; 316,05) vs. 94,51 (78,01;

316,27) ng/dL, P = 0,04]. Nu s-a observat nicio diferenta semnificativa in nivelurile de sCD4OL la
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pacientii cu APS primar si secundar cu tromboza recurentd, comparativ cu pacientii cu APS fara

tromboza recurentd [4767,9 (2873,47; 6837,72) vs. 4031,39(2337,17; 4289,75), P = 0,15].

Regresia multivariatd a titrurilor serice mari de P-selectind, sCD40L si aCL ca variabile asociate
cu aparitia evenimentelor trombotice, urmata de analiza de regresie logisticd, a relevat P-selectina ca
fiind cea mai potrivita variabila pentru a prezice independent tromboza recurentd in grupul de pacienti

cu APS (OR = 1,01, interval de incredere 95% (Cl) = 1,0004-1,0207, P = 0,0028).

Pacientii cu APS cu tromboza acuta in timpul perioadei de urmarire au avut niveluri V1 de P-
selectina semnificativ mai mari decat pacientii cu APS cu antecedente de tromboza recurentd [318,57
(222,89; 416,94) vs. 187,705 (120,54; 267,64), P = 0,04] si comparativ cu pacientii fara antecedente

de tromboza [92,11 (77,00; 289,36), P = 0,04].
DISCUTII

Desi au existat numeroase studii care raporteaza riscul de tromboza arteriald sau venoasa
asociat cu aPL, exista limitari metodologice importante si diferente in caracteristicile studiilor, care pot

explica rezultatele contradictorii.

Anomalii ale hemostazei, fibrinolizei, endoteliului si trombocitelor au fost descrise in APS.
Activarea plachetard anormald in APS poate reprezenta un status ,pre-embolic”. Nivelurile crescute ale
moleculelor de adeziune solubile releva o stare procoagulanta persistentd, o activare continua a
endoteliului si a trombocitelor la pacientii cu APS (Joseph et al., 1998; Kamath et al., 2001). In studiul
nostru, pacientii cu APS cu evenimente trombotice recurente au avut niveluri semnificativ mai mari de
P-selectind (atat la V1, cat silaVV2), reflectand o activare plachetard crescutd. Mai mult, nivelurile serice
de P-selectina au fost semnificativ si pozitiv corelate cu aparitia evenimentelor trombotice acute.
Evaluarea acestui marker de activare a membranei plachetare poate oferi un marker util pentru
identificarea pacientilor cu APS cu risc tromboembolic ridicat. in plus, P-selectina poate reprezenta o
tinta pentru noii agenti tromboprofilactici care urmeaza sa fie dezvoltati pentru pacientii cu APS. Desi
studiul nostru sustine corelatia dintre nivelurile serice ridicate de P-selectind si evenimentele

tromboembolice in APS, exista incda multe aspecte care trebuie investigate.
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Fanelli si colaboratorii au investigat activarea plachetara la pacientii cu neuro-PAPS 15. Ei au
investigat 16 pacienti cu PAPS prin citometrie in flux in prezenta trombocitelor activate circulante, asa
cum este definita de expresia de suprafatd a glicoproteinei CD62 (P-selectind) dependentd de activare.
in plus, a fost evaluati relatia dintre trombocitele activate si anticorpii aCL. Comparativ cu subiectii
normali, CD62 a fost gdsit semnificativ crescut la pacientii cu PAPS. Mai mult, un procent semnificativ
crescut de trombocite CD62-pozitive a fost gdsit in grupul neuro-PAPS (9 pacienti) comparativ cu
pacientii non-neuro-PAPS (7 subiecti), p < 0,01. Dimpotrivd, nu s-a gasit nicio diferenta semnificativa
intre cele doua grupuri, in ceea ce priveste aCL IgG si numarul de trombocite din sange. Mai mult, in
grupul neuro-PAPS, nu s-a gdsit nicio diferentd in procentul de trombocite CD62-pozitive intre cei 4
pacienti cu trombocitopenie si cei 5 pacienti cu numadr normal de trombocite din sange. in mod similar,
subiectii neuro-PAPS cu tromboza arteriald periferica si/sau venoasa anterioard nu au prezentat un
nivel semnificativ mai ridicat de trombocite CD62-pozitive. in cele din urmd, s-a gdsit o corelatie liniara
intre nivelul de aCL IgG si procentul de trombocite CD62-pozitive la toti pacientii si, mai semnificativ, in
grupul neuro-PAPS, dar nu si la pacientii non-neuro-PAPS. Datele noastre demonstreazad ca
trombocitele activate circulante sunt detectabile prin citometrie in flux la majoritatea pacientilor cu
PAPS si sugereaza existenta unei relatii intre trombocitele activate, aCL si boala neurologica pe care

pacientii cu PAPS ar putea sa o dezvolte.

Garcia E. si colab.(Garcia et al., 2003) au studiat nivelurile moleculelor de adeziune solubile in
trei grupuri de subiecti: 20 de pacienti cu PAPS asociat cu LES - toti cu un episod trombotic (arterial,
venos sau ambele), 20 de subiecti cu aPL fard nicio manifestare clinica si 20 de controale sandtoase.
Prezenta aPL cu si fara manifestari clinice este legata de cresterea nivelurilor de E-selecting, un marker
al activdrii endoteliale. Concentratia sericd a moleculei de adeziune intercelulara-1(ICAM-1) (o molecula
care mediaza aderenta fermd a celulelor circulante) a fost normala (absenta evenimentelor clinice in
timpul urmaririi, cu posibilitatea unui nivel crescut de ICAM-1 in raport cu aparitia de noi trombi).
Prezenta nivelurilor crescute simultan de P-selectina la pacientii cu APS sustine ideea unui status de
activare plachetard ca o posibild explicatie a constatdrilor clinice in aceasta boald. Persistenta nivelurilor
crescute de molecule de adeziune exclude o expresie crescutd a acestor antigeni ca o consecintd a unei

tromboze sau a unor avorturi recente.
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Joseph JE. si colab. (Joseph et al., 1998) au examinat expresia markerilor de activare plachetara
CD62P (P-selectind) si CD63 prin citometrie in flux la 20 de pacienti cu PAPS. Nivelurile de P-selectina
solubild au fost, de asemenea, testate. Nivelul median al P-selectinei solubile a fost semnificativ mai
mare la pacientii cu PAPS comparativ cu pacientii de control. Pacientii care au primit aspirind au avut
valori mediane CD63 mai mici comparativ cu pacientii care nu au urmat tratament cu aspirind. Terapia
cu aspirind nu a prevenit semnificativ activarea plachetarad care apare la unii pacienti individuali. Aceste
date sugereaza ca, desi nu este excesiva, exista un grad de activare plachetard crescuta la unii pacienti
cu PAPS, care nu poate fi intotdeauna suprimata prin terapia antiplachetara cu aspirina (Romay-

Panabad et al.,, 2014; Mason et al., 2005).

Sistemul CD40-ligand CD40 (CD4OL) a fost implicat in fiziopatologia complicatiilor
aterotrombotice si in prognosticul bolilor cardiovasculare, precum si in procesele de inflamatie si
trombozd26,28. CD4OL exprimat la suprafata este clivat de pe trombocite pe o perioada de minute
pana la ore, generand ulterior un fragment solubil. Se crede ca ligandul CD40 solubil circulant (sCD40L)
derivda predominant din trombocite activate si, prin urmare, poate reflecta activarea plachetara.

Concentratiile serice ridicate de sCD40L au fost propuse a fi asociate cu un risc vascular crescut.

Ferro D. si colaboratorii au investigat relatia dintre anticorpii APL si nivelurile de sCD4OL la
pacientii cu LES si aPL+. Ei au demonstrat ca sCD4OL a fost mai crescut la pacientii cu LES cu aPL
comparativ cu cei fard aPL; specificitatea acestor constatari a fost coroborata de lipsa diferentei de
activitate a bolii, care ar putea afecta nivelurile de sCD40L in cele doud subgrupuri. Pacientii cu LES aPL
(+) cu antecedente de tromboza au avut sCD4O0L circulant mai mare decat LES aPL (+) fard antecedente
de tromboza. Deoarece se stie ca sCD4OL exercita un efect protrombotic, nivelurile circulante crescute

de sCD4OL pot reprezenta un nou mecanism de tromboza in APS.

Depozitarea complementului pe trombocite a fost identificata ca un marker al trombozei
venoase, dar nu si arteriale, la pacientii cu LES, independent de factorii de risc traditionali si de anticorpii
aPL29. In studiul nostru, pacientii cu evenimente trombotice recurente au avut niveluri semnificativ mai
mari de V1 si V2 sCD4OL, reflectand o activare plachetara crescutd (cum ar fi nivelurile de P-selectina)
pe toata perioada de urmarire. Acesta este primul studiu care a efectuat determinadriin serie ale acestui

marker de activare a membranei plachetare la pacientii cu APS. Studiul nostru sustine existenta unei
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asocieri intre evenimentele tromboembolice si P-selectina serica ca marker al activarii plachetare in

APS. Cu toate acestea, exista inca multe controverse care necesita investigatii suplimentare.
Limitari si perspective

Prezentul studiu are cateva limitari. Prima limitare a fost dimensiunea mica a populatiei
studiate. In final, rata relativ scazutd a evenimentelor (tromboembolice) in grupul nostru APS, in ciuda
pacientilor cu risc relativ ridicat. Tromboza este caracteristica definitorie a sindromului antifosfolipidic,
dar numai tromboza nu poate explica multe dintre caracteristicile clinice ale sindromului. Terapia
anticoagulanta poate deveni un tratament incomplet pentru multe dintre simptomele sale. Studiul a
constatat necesitatea de a lua in considerare factori de risc suplimentari (markeri de activare
plachetard, markeri de activare endoteliald) pentru cea mai buna informatie clinica privind riscul
trombotic, in special la pacientii care nu asociaza prezenta LA cu APS. Studiile recente au identificat P-
selectina ca avand proprietdti procoagulante si reflectand un status protrombotic. P-selectina crescuta
a fost identificata ca un factor de risc pentru tromboembolism si ca biomarker cu valoare predictiva
pentru tromboza recurentd la pacientii cu anticoagulant lupic care au prezentat un prim eveniment
trombotic. Acest studiu a identificat doi astfel de markeri pentru evaluarea riscului trombotic APS: P-
selectina si sCD4OL. Analiza utilitatii acestor doi markeri nu exclude alti markeri suplimentari in
sindromul antifosfolipidic. Utilizarea combinatiei lor pentru evaluarea riscului trombotic ar putea avea
o contributie suplimentara la evaluarea riscului de recurenta trombotica la pacientii cu sindrom
antifosfolipidic. Evaluarea riscului trombotic este mai dificild la pacientii cu sindrom antifosfolipidic
seronegativ. La pacientii cu sindrom antifosfolipidic seronegativ, utilizarea combinatd a P-selectinei si
sCD4OL poate avea o valoare suplimentara pentru evaluarea riscului trombotic. Markerii de activare
plachetara pot juca un rol important in evaluarea riscului de tromboza la pacientii asimptomatici cu
riscul individual de tromboza trebuie evaluat, luand in considerare factorii de risc congenitali sau
dobanditi pentru tromboza, combinatia unei boli autoimune (in special lupus eritematos sistemic) si
profilul anticorpilor antifosfolipidici (LA; 1gG si/sau anti-B2-GPI titru moderat mai mare) pentru a luain
considerare initierea profilaxiei primare pentru trombozd, cu doze mici de aspirina (75 pand la 100 mg

pe zi).
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CONCLUZIE

P-selectina s-a dovedit a fi un predictor independent al trombozei recurente in grupul nostru
de studiu de pacienti cu sindrom antifosfolipidic, fiind astfel un posibil marker serologic promitator
pentru evolutia/predictia evenimentelor trombotice la pacientii cu sindrom antifosfolipidic.

1.2.  Rolul markerilor de activare plachetara in flowcitometrie la pacientii cu sindrom

antifosfolipidic primar (PAPS)

Gavris C, Radoi M, Gheorghita E, Anghel M, Barsdsteanu R, Gorgon P, Duca L, Pamfil.G,
Pandele G I. Markeri de activare plachetara in flow-citometrie la pacientii cu sindrom

antifosfolipidic primar. Jurnalul Medical Brasovean 2010;2:64-67.

Studiile experimentale sugereaza ca trombocitele au un rol important(Espinosa et al.,
2008; Garcia et al., 2004; Hughes et al., 1986) in patogenia sindromu lui antifosfolipidic, iar
CD62P (Pselectina) si sCD40L sunt markeri independenti ai activdrii plachetare (Jankowschi et

al., 2003; Joseph et al., 1998).

Determinarea activarii plachetare prin determinarea expresiei de suprafata a P-
selectinei poate fi realizatd folosind tehnica flow-citometriei cu fluorocromi in combinatie cu
anticorpi monoclonali. Chiar dacd diferiti markeri sunt considerati ca markeri ai activarii
plachetare si sunt utili in aprecierea participarii plachetare in procesul patogenic al bolii, ei nu
coreleaza absolut necesar cu severitatea si evolutia bolii. Desi ramane partial inexplicabil, nu
este surprinzator faptul cd o crestere in severitate a evolutiei bolii nu determind in mod necesar

o crestere corespunzdtoare a activitatii plachetare (Joseph et al., 1998, Kamath et al., 2021).

Flow-citometria este un test care poate fi efectuat indiferent de numarul plachetelor si
permite urmadrirea sub tratament antiplachetar. Acest test poate fi efectuat cu colorari multiple

in fluorescentd a plachetelor in combinatie cu anticorpi monoclonali, pentru a madsura
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plachetele activate circulante, agregatele leuco-plachetare si microparticulele procoagulante

derivate din plachete.

Plachetele trebuie sa fie diferentiate de celelalte celule sanguine si acest lucru poate fi
facut folosind anticorpi impotriva proteinelor specifice membranare (CD41) . Metoda este

foarte sensibild si poate detecta activarea in procent de 0,8%[12].

Este descrisa o metoda flow-citometricd de determinare a gradului de activare
plachetara care furnizeaza informatii despre interactiunile plachetelor si are un rol potential in

identificarea si diferentierea statusului trombogenic din sindromul antifosfolipidic.

Obiectiv: evaluarea semnificatiei exprimarii plachetare a markerilor de activare pentru
evolutia cu tromboze acute recurente arteriale sau venoase la pacientii cu sindrom
antifosfolipidic primar, precum si stabilirea corelatiei intre prezenta acestor markeri de activare
si existenta si tipul evenimentelor trombotice recurente (unice sau multiple, arteriale sau

venoase) in antecedentele acestor bolnavi.
Material si metodat:

Paisprezece pacienti cu SAFP diagnosticati conform criteriilor Sapporo revizuite pentru
AFS, cu virsta medie 46,5 (18-74) ani, 7 femei si 7 barbati au fost urmariti 24 de luni pentru
evolutia cu evenimente trombotice recurente Evaluarea markerilor de activare plachetard s-a
efectuatin citometrie de flux cu un flow-citometru FACS Calibur Becton-Dickinson. Tehnica de
lucru in citometrie a fost conform protocolului elaborat de firma Becton-Dickinson. Tehnica
care permite examinarea plachetelor proaspete sau fixate, nestimulate sau activate in vitro din
sangele necoagulat si necentrifugat. Este necesara setarea flow-citometrului BD FACS pentru
a permite achizitia plachetelor. In studiul nostu au fost pregitite plachete proaspete, nefixate
si nestimulate urmdrindu-se gradul lor de activare in vivo. Colectarea probelor s-a facut
folosind citrat de sodiu ca anticoagulant. Au fost exclusi pacientii care urmau tratament cu

heparing, aceasta putand determina activare plachetara in vivo. Pentru a avea o activare
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artefactuala plachetara minima s-au folosit tuburi de racoltare acoperite cu polistiren.
Deoarece fixarea plachetelor cu formaldehida ar fi afectat activarea plachetelor si ar fi redus in

acelasi timp legarea C62P pe plachetele fixate s-a folosit colorarea directa cu fluorocrom.

S-a folosit colorarea cu mai multi fluorocromi la o aceeasi determinare. Un anticorp
conjugat cu fluorocrom a fost folosit pentru separarea plachetelor si achizitia lor prin legarea
de un anticorp specific plachetar independent de activare-CD41. Alti doi anticorpi (anti-CD62P
si anti-CD40L) conjugati cu doi fluorocromi diferiti au fost folositi simultan pentru a evalua
activarea plachetara realizatd prin exprimarea CD62P si CD4OL. Aceasta dubla colorare a
evaluat doud aspecte ale activdrii plachetare. Separarea plachetelor in fluorescentd a fost
facuta folosind markerul plachetar independent de activarea plachetara (CD41). Profilul
populatiei celulare care a fost pozitiva pentru acest marker a fost apoi analizat independent
existand trei subpopulatii de particule pentru probele pregdtite din sangele venos: plachete
singure, agregate leuco-plachetare si a treia populatie reprezentatd de microparticule cu

diametrul de 0,1 p, care sunt mai putin luminoase.

Rezultate: Caracteristicile clinice la includere, evenimentele trombotice existente in
antecedente si rezultatele urmadrite la lotul de studiu sunt prezentate in tabelul 1. Nu au existat
diferente semnificative statistic intre nivelul markerilor de activare plachetarda CD4OL si
Pselectina la pacientii cu SAFP care au prezentat istoric de recurenta arteriald, recurenta
trombotica venoasd, recurenta multipla si pacientii cu SAFP fara istoric de recurentd
trombotica.Recurenta multipld a fost defininita prin cel putin trei episoade de tromboza

arteriald si/sau venoasa la un pacient cu sindrom antifosfolipidic.

Table 1 Caracteristicile clinice la includere, evenimentele trombotice existente in

antecedente si rezultatele urmarite la lotul de studiu

Varsta,ani 45,527
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Barbati/femei,n 7/7

Hipertensiune,n(%) 5 (45%)

Fumatori 2 (45%)

Hipertrigliceridemie 17 (42,5%)

LDL crescut 25 (64%)

Acenocumarol,n(%) 3(7,31)

aCL(+)LA(-),n(%) 30(73,11%)

Evenimente trombotice 14(100%)
(%) 5(45%)

Tromboze venoase 6(42,85)

Tromboze arteriale 2(14,28%)

Avorturi

Tromboze recurente,n (%) 12(85,71%)

Evenimente trombotice 6(42,85%)
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acute pe perioada urmaririi, n(%)

L anticoagulant, 6(42,85%)

procent(%)

Atc. anticardiolipinici tip

18G 6(4:2,85%)
Percent peste normal 41.22(GPL)
Titru mediu (GPL/ml)
Trombocitopenia,n (%) 0(0%)
Livedo reticularis,n (%) 1(7,14)
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Fig 1. Histograma plachetelor: intensitatea fluorescentei pe FITC pe axa x si a
ficoeritrinei (PE) pe axa y. Particulele CD41+ cunt impdrtite in trei populatii pe baza LFS
(forward-scattered light) pe axa vy si LLS (side-scattered light) pe axa x: plachetele libere (aria
delimitatd), agregatele plachetare si agregatele microplachetare. FITC este fixat pe markerul

specific plachetar CD41 si PE este fixatd pe markerul de activare CD62P si respectic CD40L.

Un singur pacient dintre cei sase care au avut un eveniment trombotic acut pe perioada

urmaririi a exprimat markeri de activare plachetara.

Discutii
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Desi exista numeroase studii care au raportat riscul trombozei arteriale sau venoase
determinat de prezenta aFL, exista importante limite metodologice si diferente intre designul
studiilor care explica rezultatele contradictorii raportate (Kaplanski et al., 2000; Perry et al.,

2003; Shechter et al., 19).

Anomalii ale hemostazei, fibrinolizei, endoteliului si trombocitelor, toate au fost
descrise in sindromul antifosfolipidic. Activarea anormala din SAF poate reprezenta un status
.pre-embolic’, continua activare plachetara si endoteliala ( Levine et al., 2002; Patrick et al,,
2002; Tanasescu et al., 2007) prezentd in SAF determinand un status procoagulant, poate fi

detectatd prin cresterea nivelelor serice ale moleculelor de adeziune.

in studiul nostru pacientii cu SAFP cu episoade trombotice recurente in antecedente, au
avut nivele comparabile fata de cei fara evenimente trombotice recurente, Determinarea
acestor markeri de activare plachetara poate reprezenta o modalitate de identificare a
pacientilor cu risc crescut tromboembolic. De asemenea P selectina poate reprezenta o tinta

pentru demonstrarea unor noi agenti terapeutici antitrombotici.

Faneli si colaboratorii (Faneli et al., 1997) au gasit valori crescute ale CD62P (Pselectinei)
si CD63 (amandoi markeri ai activarii plachetare) pe plachete la pacientii cu sindrom
antifosfolipidic primar. Emmi (Emmi et al., 1997) si colab. au confirmat aceste nivele crescute
plachetelor CD62 pozitive la 16 pacienti cu sindrom antifosfolipidic primar. De asemenea au
gasit nivele crescute ale CD62 la pacientii cu complicatii neurologice fata de pacientii cu
sindrom antifosfolipidic primar fara complicatii neurologice. De asemenea au gdsit o relatie
lineara intre nivelul anticorpilor anticardiolipinici tip IgG si procentul trombocitelor CD62
pozitive. Nivelul trombocitopeniei este moderat, rareori fiind sub 80x109/L si de obicei nu are

semnificatie clinica.
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Limitele acestui studiu sunt reprezentate de existenta unui lot mic de pacienti; de
asemenea populatia de studiu a avut o rata scdzutd de evenimente trombotice acute, desi

pacientii au prezentat un risc tromboembolic crescut.

1.3. Rolul markerilor inflamatori de grad scazut ca predictori ai evenimentelor trombotice
in APS

Gavris C, Poroch V, Simion L, Baracan A, Toader E, Pascu AM. Biochemical Markers with Low-

grade Inflammation as Predictors of Thrombotic Events in Antiphospholipid Syndrome. Revista de

d N HAHN H e Ta
orrrmemancT ZU

Sindromul antifosfolipidic este definit histopatologic prin prezenta trombozei vasculare in

absenta semnelor de inflamatie.

Cu toate acestea, date publicate recent au raportat dovezi pentru o stare pro-inflamatorie in
APS (da Silva et al, 2015; Sciascia et al., 2016). Un rdspuns pro-inflamator endotelial indus de anticorpi
antifosfolipidici a fost demonstrat prin cresterea reglata a moleculelor de adeziune (molecula de
adeziune a celulelor vasculare-1 - VCAM-1 si E-selectind) si sinteza si secretia de citokine pro-
inflamatorii. In plus, a fost raportatd activarea plachetard si cresterea aderentei leucocitelor la
endoteliul activat (Salmon et al., 2007; Giannakopoulus et al., 2008). in APS catastrofic (care afecteaza
mai putin de 1% dintre pacientii cu APS cu evolutie invariabila catre o afectiune care pune viata in
pericol), raspunsul inflamator sistemic cauzat de eliberarea excesiva de citokine din tesuturile necrotice
a fost descris ca un posibil nou mecanism patogen. Un alt exemplu de inflamatie ca mecanism patogen
de bazd in APS este rolul deja descris al complementului in pierderile recurente de sarcind la pacientii
cu APS. Pe scurt, produsele de activare a complementului pot provoca un dezechilibru al factorilor de
crestere vasculara necesari pentru evolutia normalda a sarcinii, provocand o perfuzie placentara

insuficientd responsabila pentru complicatii (Balan et al.,2017; Navolan et al.,2016).

Activarea inflamasomului a fost demonstratad in vivo intr-un model de soarece. Mai mult, celule
Cu 0 expresie crescutd a caspazei-1 si @ domeniului pirinei familiei NLR care contine 3 (NLRP3) si o

concentratie sericd ridicata (de pana la trei ori) de interleukind-1b (IL-1p) au fost descrise la pacientii cu
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APS. Aceste descoperiri ar putea sugera o activare cronica a inflammasomului si influenta cofactorilor
independenti de anticorpii antifosfolipidici (aPL) asupra patogenezei APS (Mulla et al.,, 2013; Loud et al,,

2004).

Cu toate acestea, impactul inflamatiei in declansarea mecanismelor patogene in SAF nu este
inca definit. Studiul a avut ca scop investigarea ipotezei inflamatiei de grad scazut in SAF in corelatie cu
riscul de evolutie cu evenimente trombotice prin evaluarea markerilor biochimici specifici pro-

inflamatori si de activare plachetara.
Metode. Populatia studiata

Studiul de cohortd ambispectiv (retrospectiv si prospectiv pentru o perioada de urmarire de 12
luni), nerandomizat, a inclus 41 de pacienti diagnosticati cu aPS in cadrul Departamentelor de
Hematologie, Neurologie, Reumatologie si Imunologie Clinica ale Spitalului Clinic Judetean de Urgenta
Brasov (grupul A) si 40 de voluntari sanatosi fara risc de tromboza (grup de control). Studiul a fost
aprobat de Comitetul de Etica local, iar toti pacientii inclusi au semnat un consimtdmant informat
(Agheorgiesei et al., 2015), iar procedurile experimentale au fost efectuate in conformitate cu principiile

obligatorii ale eticii (Toader et al., 2012;Toader et al., 2006).

Populatia studiata a inclus 14 pacienti cu sindrom antifosfolipidic primar (PAPS), 20 de pacienti
cu APS secundar lupusului eritematos sistemic (LES secundar APS) si 7 pacienti cu APS secundar altor
boli de colagen decat LES (non-LES APS secundar). Diagnosticul de APS a fost stabilit conform criteriilor

revizuite de la Sapporo (Miyakis et al., 2006).

Criterii de includere: pacienti cu APS primar si secundar cu cel putin un criteriu clinic si unul de

laborator.

In momentul includerii, pacientii au fost evaluati retrospectiv pentru antecedente de
evenimente trombotice si prospectiv pentru evolutia unor noi episoade trombotice pe o perioada de
urmdrire de 12 luni (numarul si tipul de tromboza: arteriald, venoasa, arteriald si venoasd, unica sau

multipla).
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Aparitia a cel putin doud evenimente trombotice (arteriale si/sau venoase si/sau complicatii
obstetricale), fie in momentul includerii, fie in timpul perioadei de urmarire, a fost considerata tromboza

recurenta.

Nu a existat niciun pacient cu APS catastrofic (dovada clinica a bolii organice multiple intr-o
perioada scurta de timp). Este important de subliniat ca un pacient cu LES-APS secundar din grupul de

studiu a avut o evolutie normala a unei sarcini in timpul urmaririi, ceea ce este o conditie rara.
Evaluarea markerilor biochimici

Nivelurile serice de anticorpi IgG sau IgM anticardiolipind (aCL), P-selectind, CD4OL solubil
(sCD4OL) si proteind C reactiva de inalta sensibilitate (hs-CRP) au fost evaluate la momentul initial (V1)

si dupd 12 luni de urmdrire (V2), dupa cum urmeaza:

- Screening si tiparea aCL (IgG, IgM) (ELISA, reactiv Quanta, Litelnova Diagnostics Inc San
Diego, Bio-Rad PR1100, valoare normald < 18 UI/mL). Titrurile aCL au fost exprimate in unitati de
fosfolipide IgG (GPL) sau IgM (MPL). Titrurile > 40 GPL sau MPL au fost considerate moderate-mari, in

timp ce titrurile < 40 GPL sau MPL au fost considerate scazute.

- Determinarea anticoagulantului lupic (LA) a fost efectuata folosind urmdtoarele teste
de coagulare: timpul de coagulare cu caolin, timpul de tromboplastina partial activata (aPTT), timpul de

protrombina (PT) si timpul de venin de viperd Russell diluat (dRVVT).

- Evaluarea hs-CRP (imunoturbidimetric, reactiv Diagnostic Systems International,
Hitachi 717, valoare normald < 0,5 mg/L). Metoda este recomandata pentru probe cu concentratii < 20

mg/L (interval 0,05 - 20 mg/L).

- Evaluarea markerilor de activare plachetara a fost efectuata printr-o tehnica ELISA in
faza solidd (Human s-P-selectin, R & D Systems, Minneapolis, SUA) pentru a determina nivelurile serice

de P-selectind solubilg, valori normale < 113 ng/mL si

- Forma solubild a CD4OL a fost evaluata printr-o tehnicd ELISA in faza solida (Human

sCD4OL, R & D Systems, Minneapolis, SUA), valori normale < 11451 pg/mL.
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Cei sapte pacienti cu un eveniment trombotic acut in timpul urmadririi au fost inclusiin momentul
interndrii pentru complicatia tromboticd. Evaluarea markerilor biochimici ai activarii plachetare si
inflamatiei a fost efectuatd in acelasi timp cu titrurile aCL (in primele doua pana la trei zile dupa

diagnosticarea evenimentului trombotic).
Diagnosticul trombozei

Diagnosticul de tromboza a fost realizat prin ecografie pentru tromboza venoasa profunda,
angio-tomografie computerizatda pentru tromboembolism pulmonar, arteriografie pentru ocluzia

arteriala periferica si tomografie computerizatd pentru tromboza cerebrala.
Statistica

Analiza statisticd a fost efectuatd folosind pachetul statistic SPSS 22.0.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL). Variabilele cantitative continue au fost exprimate ca mediana (percentila 25; percentila 75) (in cazul
distributiei non-normale) sau medie + deviatie standard (SD) (pentru variabilele distribuite normal), iar
valorile calitative nominale ca numar (n) si procent (%). Testul chi-patrat (x2) a fost utilizat pentru a
compara valorile categorice. Analiza variantei (testul t pentru esantioane independente/ANOVA) a fost
utilizata pentru a compara mediile si testul U Mann-Whitney pentru a compara medianele, dupd caz. O
valoare P < 0,05 a fost considerata semnificativa statistic. Corelatia variabilelor cantitative continue a
fost evaluata prin testul Pearson, iar testul Spearman a fost utilizat pentru a studia corelatiile
variabilelor calitative. Variabilele independente asociate cu tromboza recurentd, cum ar fi aCL, P-
selectina sericd, sCD4OL si hs-CRP au fost luate in considerare pentru analiza de regresie multivariata.
Analiza de regresie logistica a fost utilizata pentru a investiga daca titrul ridicat de aCL, hs-CRP, P-

selecting, sCD4OL ar putea prezice independent un eveniment trombotic.
Rezultate si discutii

Grupul de studiu a inclus 14 pacienti cu PAPS (7 femei) cu o varsta medie de 45,5 = 27 ani si o
varsta medie a bolii de 3,5 ani, 20 de pacienti cu APS secundar LES (16 femei), cu o varsta medie de 47
+ 27 ani si o varsta medie a bolii de 5,6 ani, si 7 pacienti cu APS secundar non-LES (4 femei) cu o varsta

medie de 46 = 21 ani si 0 varsta medie a bolii de 4,6 ani.
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in grupul de 41 de pacienti cu APS, 28 au avut antecedente de tromboza recurenta (cel putin
doud evenimente trombotice): 12 pacienti cu PAPS (4 pacienti cu recurente arteriale, 6 pacienti cu
recurente venoase, 1 pacient cu recurenta arteriald si venoasa si 1 pacient cu avort recurent), 13
pacienti cu APS secundar LES (9 pacienti cu recurente arteriale, 2 pacienti cu recurente venoase si 2 cu
avorturi recurente) si 3 pacienti cu APS secundar non-LES (2 pacienti cu recurente arteriale, 1 cu

recurente venoase).

Nivelurile V1 de hs-CRP au fost semnificativ mai mari la pacientii cu APS comparativ cu
controalele (tabelul 1). A existat, de asemenea, o diferenta semnificativa intre valorile V2 hs-CRP in
grupul de studiu fata de grupul de control (tabelul 2). Persistenta nivelurilor serice crescute de hs-CRP
in grupul APS (atat la V1, cat si la \V2) releva prezenta unei inflamatii de grad scazut si confirmad ipoteza
unui status pro-inflamator la pacientii cu APS. In APS, inflamatia este considerat& ca un posibil al doilea

factor declansator in scenariul patogen in doi pasi al activdrii plachetare.

De asemenea, a existat o diferenta semnificativa in ceea ce priveste nivelurile serice de P-
selectind intre pacientii cu SAF si grupul de control, atat la V1, cat si la V2 (tabelul 1, 2). sCD4O0L a fost
semnificativ mai mare la pacientii cu SAF comparativ cu grupul de control, atat la V1, cat sila V2 (tabelul
1, 2). Nivelurile serice ridicate si persistente de P-selectina si sCD40L in timpul urmadririi demonstreaza

activarea plachetard la pacientii cu SAF.

Mai mult, la pacientii cu SAF, hs-CRP seric a fost semnificativ corelat cu titrurile de aCL (R =

0,38; p = 0,014) si cu nivelurile de P-selectind (R = 0,296; p = 0,05).

in grupul de studiu APS, valorile /1 ale hs-CRP au fost mai mari la pacientii cu antecedente de
trombozd recurenta comparativ cu pacientii fard antecedente de tromboza recurenta, dar nu
semnificativ statistic (tabelul 3). La V2 (dupa 12 luni de urmdrire), valorile serice ale hs-CRP au fost mai
mari in grupul de pacienti cu APS si evenimente trombotice recurente fata de grupul de pacienti cu APS

fard evenimente trombotice recurente, fard semnificatie statistica (tabelul 4).

In schimb, la momentul initial (V1), P-selectina a fost semnificativ mai mare in grupul APS cu
tromboza recurentd in istoric, comparativ cu pacientii APS fdrd antecedente de tromboza recurenta

(tabelul 3). P-selectina sericd a fost, de asemenea, semnificativ crescuta la pacientii cu APS si tromboza
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recurentd, comparativ cu cei fara niciun eveniment trombotic recurent in timpul urmadririi (V2) (tabelul
4). Nu s-au observat diferente semnificative in nivelurile serice de sCD4O0L intre grupul de pacienti cu
APS cu tromboza recurenta comparativ cu cei fara evenimente trombotice recurente, nici la includere

(V1), nici dupa perioada de urmadrire de 12 luni (V2) (tabelul 3, 4).

Aceste rezultate sustin concluzia altor rapoarte publicate care au demonstrat deja o activare

plachetard in APS (Giannakopoulus et al., 2006;de Groot et al., 2007).

La includere (V1), hs-CRP seric a fost mai mare la pacientii cu APS cu un eveniment trombotic
acut decat la pacientii cu antecedente de evenimente trombotice recurente [66,09 (24,07; 71,34) mg/L
versus 27,11 (12,76; 38,26) mg/L, valori exprimate ca mediane (percentila 25; percentila 75)], dar fara
semnificatie statistica (p = 0,24). Nici titrurile de sCD40L nu au fost semnificativ diferite intre cele doud
subgrupuri de pacienti APS la V1 [17976,54 (6117,78; 29274,38) versus 14856,76 (4227,34;
25267,07) pg/mL, p = 0,18, valori exprimate ca mediane (percentila 25; percentila 75)]. n schimb, s-a
observat o diferentd semnificativd statistic in nivelurile serice de P-selectind intre cele doua subgrupuri
[281,76 (152,72; 379,23) comparativ cu 91,54 (61,45; 264,89) ng/mL, p = 0,21, valori exprimate ca

mediane (percentila 25; percentila 75)].

Regresia logistica multipla a variabilelor independente corelate cu probabilitatea de a dezvolta
un eveniment trombotic recurent la pacientii cu APS a relevat cd aCL seric si hs-CRP au fost predictori
independenti ai trombozei la pacientii cu APS din grupul studiat: Odds Ratio 1.0902, Interval de
incredere 95% (C.1.): 0.9893-1.2014, p = 0.0006, respectiv 1.1215, 95% C.l.: 0.9844-1.2778, p = 0.0006.
Hs-CRP seric a fost cel mai bun predictor al riscului de tromboza la pacientii cu APS inscrisi in grupul
nostru de studiu. Mai mult, cu cat valorile serice ale aCL sau hs-CRP sunt mai mari, cu atat este mai
mare riscul de tromboza la pacientii cu APS din grupul nostru de studiu. O combinatie a unui titru crescut
de aCL cu cresterea nivelurilor de hs-CRP a exprimat o predictie cumulativa risc de a dezvolta un

eveniment trombotic la pacientii cu APS (fig. 1).
Concluzii

Nivelurile crescute si persistente ale markerilor biochimici serici hs-CRP, Pselectina si sCD40L

observate in grupul de pacienti cu APS inrolati au relevat o inflamatie de grad scdzut si o activare
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plachetara in APS. Biomarkerii serici aCL si hs-CRP au fost asociati independent cu un risc crescut de
trombozad la pacientii cu APS. hs-CRP s-a dovedit a fi cel mai bun predictor independent pentru evolutia
cu un eveniment trombotic in grupul nostru de studiu APS. Nivelurile serice ridicate de aCL au prezis un

risc trombotic cumulativ odata cu cresterea nivelurilor serice de hs-CRP la pacientii cu APS.

1.4. Raspunsul inflamator in domeniul medicinei integrative

Moga S, Teodorescu A, Ifteni P, Gavris C, Petric PS. Inflammatory Response in SARS-CoV-2
Infection of Patients with Schizophrenia and Long-Term Antipsychotic Treatment. Neuropsychiatr Dis

Treat. 2021;17:3053-3060

Pacientii cu schizofrenie (SCZ) reprezinta o populatie cu risc deosebit de a avea prognostic
nefavorabil in cazul infectiei cu COVID-19, din cauza afectdrii cognitive, lipsei de constientizare a bolii
dar si a statutului socio-economic precar. Acestia prezintd multiple comorbiditdti care au fost
identificate ca factori de risc pentru infectie severa COVID-19 : diabet, hipertensiune arteriald, boala
pulmonara obstructivd cronicd si boala renald in stadiu terminal (Kozloff etal., 2020). Studiile anterioare
au aratat, de asemenea, un acces redus la ingrijire critica pentru pacientii cu SCZ (Fond et al.,, 2019;
Melamed et al., 2020). Pacientii cu schizofrenie care sunt spitalizati pe termen lung pot prezenta un

risc crescut de complicatii in cazul infectiei cu SARS-CoV-2.

inc& de lainceputul pandemiei, au fost ficute referiri la potentialul de morbiditate si mortalitate
indus de SARS-CoV/-2 in schizofrenie (Nemani et al., 2021), precum si la riscurile legate de distantarea
sociald si alte restrictii impuse asupra tratamentului (Ifteni et al., 2020) . De asemenea, au fost
mentionate posibile interactiuni intre antipsihotice si tratamentul impotriva SARS-CoV/-2 (Plasencia et

al., 2021). Unii autori au pus chiar sub semnul intrebdrii potentialul antiviral al clorpromazinei.
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Obiective

Ne-am propus sd stabilim dacd rezultatele in materie de sanatate si ingrijire difera intre
pacientii cu SCZ si pacientii fara diagnostic de boala mintald severd. Obiectivul principal a fost
compararea raspunsului inflamator si a mortalitdtii in spital intre pacientii cu SCZ si pacientii fara

diagnostic de boala mintala severa.
Metode

Acesta este un studiu prospectiv, transversal, realizat intr-un singur centru, care include 101
pacienti consecutivi cu schizofrenie tratati cu antipsihotice orale intr-o unitate de ingrijire pe termen
lung a Spitalului Clinic de Psihiatrie si Neurologie din Brasov, Romania. Acesta este un cadru academic
cu 150 de paturi pentru pacienti acuti si 300 de paturi pentru pacienti cronici. Grupul de studiu
reprezentat de 101 pacienti cu schizofrenie a fost comparat cu un grup de control de 101 pacienti
consecutivi fara tulburdri psihiatrice precum: tulburare schizoafectiva, tulburare delirantd, tulburare
bipolard, dementd, dizabilitate intelectuald. Pacientii cu alte tulburdri psihiatrice (de exempluy, tulburare
de anxietate, tulburare de personalitate) care au fost tratati off-label cu antipsihotice au fost, de
asemenea, exclusi. Toti pacientii din studiu au fost testati pozitiv pentru COVID-19. Toate cazurile au
fost internate intr-o unitate special desemnata a aceluiasi spital, ca urmare a politicii Guvernului
Romaniei de la inceputul pandemiei de Covid-19 in martie 2020. Unitatea medicald a fost declarata
"Spital pentru pacienti infectati cu SARS-CoV-2" la 7 aprilie 2020. Toate procedurile au fost in
conformitate cu Declaratia de la Helsinki. Aprobarea etica a fost obtinuta de la Comitetul local pentru
Cercetare Etica (protocol nr. 23/06/2021). Toti subiectii inclusi in studiu (atat cei cu schizofrenie, cat si

cei din grupul de control) au furnizat consimtdmant informat in scris.

Toate datele au fost colectate din dosarele fizice si electronice de cdtre psihiatri instruiti, cu
experientd anterioara in acest tip de cercetare. Au fost colectate date demografice, analize de laborator,
inclusiv markeri inflamatori, durata spitalizarii, severitatea formelor pulmonare de COVID-19 bazatd pe
simptome si imagistica (radiografie sau CT pentru toate cazurile), tipul de tratament administrat,

numadrul de decese. Tratamentul antipsihotic (tip, doza si durata administrdrii) a fost inregistrat.
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Conform protocoalelor spitalului, toate probele de sange pentru analizele de laborator au fost recoltate

dimineata, pe stomacul gol. Toate probele au fost sange venos colectat in kituri standardizate.

Infectia cu SARS-CoV-2 a fost confirmata folosind 2 teste consecutive de Reactie in Lant a
Polimerazei (PCR) (ziua 1 si ziua 5) efectuate de un specialist in medicind de laborator. Tratamentul a
fost asigurat de un medic specialist in boli infectioase, un cardiolog si un medic specialist in medicina

interna.
Statistici

Am comparat mai intai caracteristicile de baza ale ambelor grupuri. Analiza variantei (ANOVA)
si testele t-pereche au fost utilizate pentru a compara mediile. Intervalele de incredere ale proportiilor
au fost calculate folosind metoda Wilson. Datele au fost analizate folosind SPSS versiunea 26 pentru

Windows. Toate valorile P au fost bilaterale, cu o valoare P < 0,05 indicand semnificatie statistica.
Rezultate

O sutd unu de pacienti cu schizofrenie au fost internati intr-o unitate de spitalizare pe termen
lung apartinand aceluiasi spital intre 15 aprilie 2020 si 15 aprilie 2021. Caracteristicile pacientilor si ale

Table | Patient’s Characteristics

Characteristics SCZ Control p value
N=101 N=101
Age Mean (SD) 5430 (10.83) 5431 (10.13) 0.17
Male 51 (50.49%) 53 (52.47%) 0.67
Length of stay Mean (SD) 15.11 (7.47) 15.50 (7.96) 071
Severity of Covid-19 infection Mild 86; 85.14% 73;72.27% 0.02
Moderate 12; 11.87% 22; 21.78% 0.05
Severe 2; 1.98% 6; 5.94% 0.15
Comorbidities Respiratory 12; 11.88% 4; 3.96% 0.03
Cardiovascular 30; 29.70% 42; 41.58% 0.07
Metabolic 38; 37.62% 25; 24.75% 0.04
Neurological 3; 2.97% 4; 3.96% 0.70
Others 11; 10.89% 13; 12.87% 0.66
Without 30; 29.70% 38; 37.62% 0.23
Deaths 0 (0%) 4 (3.96%) 0.04

controalelor sunt prezentate in Tabelul 1.
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Toti pacientii au fost supusi unor teste complete in timpul spitalizdrii. Valorile obtinute la

internare (ziua 1) au fost considerate referintd. Am observat valori mai mari ale unor markeri ai

inflamatiei in grupul de control comparativ cu SCZ (CRP 39,11+73,04 vs 21,27 +51,28, p=0,04;

fibrinogen 485,06+176,45 vs 372,71 121,46, p=0,0001). Nivelurile D-dimer nu au fost semnificativ

diferite din punct de vedere statistic. Comorbiditatile fizice au fost mai frecvente in grupul SCZ. Din

Table 2 Laboratory Results

Parameters SCZ Control p value
Laboratory Analysis Normal Values N=101 N=101

CRP Mean (SD) 0-5 MG/L 21.27 (51.28) 39.11 (73.04) 0.04
D-DIMER Mean (SD) 0-500 MG/ML 858.14 (1253.35) 658.38 (717.27) 0.16
ESR Mean (SD) 2-20 MM/H 25.39 (20.80) 31.27 (24.66) 0.06
WBC Mean (SD) 4-10x10°/L 6.58 (2.62) 742 (3.11) 0.03
FIBRINOGEN Mean (SD) 200400 MG/DL 37271 (121.46) 485.06 (176.45) 0.0001
BAS Mean (SD) 0.0-0.10x10°/L 0.02 (0.01) 0.04 (0.19) 0.29
NEU Mean (SD) 2,0-7.0x10%/L 4.38 (3.85) 4.89 (2.94) 0.29
EQS Mean (SD) 0.02-0.5x10°/L 0.09 (0.11) 0.05 (0.06) 0.001
LYM Mean (SD) 0.8-4.0x10%/L 1.95 (0.07) 1.88 (0.74) 0.34
MON Mean (SD) 0.12-1.2x10°/L 0.51 (0.25) 0.54 (0.21) 0.33
RBC Mean (SD) 4,39-5.5x10"3/L 4.33 (0.51) 4.53 (0.61) 0.01
HGB Mean (SD) 12-16 G/DL 13.45 (1.47) 13.99 (1.36) 0.007
MCV Mean (SD) 80-100 FL 90.38 (5.37) 89.49 (6.19) 0.27
MCH Mean (SD) 27-34 PG 31.25 (2.17) 30.70 (2.36) 0.08
MCHC Mean (SD) 32-36 G/DL 3452 (0.73) 34.29 (0.89) 0.04
RDW-CV Mean (SD) 11-16% 13.97 (1.59) 13.55 (0.94) 0.02
RDW-SD Mean (SD) 35-56 FL 44.97 (4.65) 43.10 (3.3¢) 0.001
HCT Mean (SD) 36-48% 3893 (4.2) 40.72 (3.96) 0.002
PLT Mean (SD) 150—-400x107/L 220.13 (69.87) 247 44 (99.57) 0.02
MPV Mean (SD) 6.5-12 FL 9.99 (1.21) 9.98 (0.98) 0.94
PCT Mean (SD) 0.108-0.282% 0.21 (0.06) 0.24 (0.08) 0.002
TGP Mean (SD) 0-31 UL 23.43 (22.13) 34.11 (25.10) 0.001
TGO Mean (SD) 0-38 UL 26.98 (24.18) 29.70 (18.93) 0.37
GLU Mean (SD) 74-106 MG/DL 120.83 (39.4) 126.98 (43.47) 0.29
CREA Mean (SD) 0.5-0.9 MG/DL 0.89 (0.43) 0.98 (0.87) 0.35
UREA Mean (SD) 16.6-48.5 MG/DL 31.42 (18.24) 32.86 (18.03) 0.57
GGT Mean (SD) 0-40 U/L 45.81 (51.48) 73.60 (110.50) 0.02
PHOSPHATASE Mean (SD) 35-104 U/L 71.68 (18.58) 83.26 (18.19) 0.0001
HDLC Mean (SD) 45-65 MG/DL 41.27 (9.26) 42.33 (15.87) 0.56
LDL Mean (SD) 0-100 MG/DL 116.39 (47.55) 120.68 (54.69) 0.5526
TRIG Mean (SD) 0-150 MG/DL 160.84 (82.06) 175.5 (89.73) 0.22
AMYL Mean (SD) 28-100 U/L 93.09 (83.10) 64.47 (20.29) 0.0009
K+ Mean (SD) 3.5-5.1 MMOL/L 4 (0.5) 4.05 (0.47) 0.46
NA+ Mean (SD) 136-145 MMOL/L 134.74 (4.12) 136.61 (2.99) 0.0003

Abbreviations: CRP, C-reactive protein; ESR, Erythrocyte sedimentation rate; WBC, White blood cell; BAS, Basophils; NEU, Neutrophils; EOS, Ecsinophils; LYM,
Lymphocytes; MON, Monocytes; RBC, Red blood cell; HGB, Hemaglobin; MCV, Mean corpuscular volume; MCH, Mean corpuscular hemoglobin; MCHC, Mean corpuscular
hemoglobin concentration; RDW-CV, Red cell distribution width; RDW-5D, Red cell distribution width (standard deviation); HCT, Hematocrit; PLT, Thrombocytes; MPY,
Mean platelet volume; PCT, Procalcitonin; TGP, Alanine aminotransferase; TGO, Aspartate aminotransferase; GLU, Glucose; CREA, Creatinine; GGT, Gamma-glutamyl

transferase; HDLC, High-density lipoprotein; LDL, Low-density lipoprotein; TRIG, Triglycerides; AMYL, Amylase; K+, Potassium; NA+, Sodium.

esantionul total, 5,94% (n = 6) au fost obezi, definiti ca un IMC (indice de masa corporald) =30, 27,72%

(n = 28) au fost supraponderali (IMC = 25-29) si 66,34% (n = 67) au avut un IMC normal. Au fost 55

(54,45%) cazuri cu IMC = 25 1n grupul de control. Toate rezultatele sunt prezentate in Tabelul 2.
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Cele 2 grupuri analizate (SCZ vs Control) nu au diferit in ceea ce priveste varsta medie sau

grupele de varsta (Figura 1).
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in grupul SCZ exista unele valori modificate (de exemplu, anemie, hiponatremie), dar aceste
elemente sunt frecvent intalnite la pacientii institutionalizati. Nu au existat diferente semnificative

statistic pentru IMC.

Toti pacientii cu SCZ au primit tratament antipsihotic. In ciuda informatiilor contradictorii de la
inceputul si din timpul pandemiei COVID-19, un numdr semnificativ de pacienti (n=21; 21,21%) au
continuat tratamentul cu clozapina in timpul spitalizarii. Motivul a fost istoricul de agresivitate, violenta
sau TRS (schizofrenie rezistentd la tratament). Fiind pacienti sub supraveghere, stabilizati pe
tratament, era normal ca acestia sa nu aiba doze mari sau maxime de antipsihotice. Un numdr mare de
pacienti sunt inca tratati cu haloperidol in unitatea noastra de ingrijire pe termen lung (n=24, 23,76%).
Distributia si tipurile de antipsihotice si echivalentul dozei de clorpromazina sunt prezentate in Tabelul

3.
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Table 3 Antipsychotics Used in Schizophrenia Patients with

COVID
Antipsihotic Type N, % CPZ Equivalent [mg]
SGA
Olanzapine 25 (25.25%) 244 (100.33)
Clozapine 21 (21.21%) 245.65 (102.43)
Risperidone 12 (12.12%) 279.17 (149.93)
Quetiapine 5 (5.05%) 746.67 (292.12)
Amisulprid 4 (4.04%) 200 (80)
Aripiprazole 1 (1.01%) 199.99
FGA
Haloperidol 24 (23.76%) 259.26 (119.32)
Zuclopixol 3 (3.03%) 266.67 (115.47)
Flupenthixol 4 (4.04%) 24456 (104.22)

Conform protocoalelor, pacientii cu SARS-CoV-2 au fost tratati cu hidroxicloroching,
lopinavir/ritonavir, azitromicind, enoxaparind, etc. Tratamentul anti SARS-CoV-2 a fost prescris si
monitorizat de medicul specialistin boli infectioase. Tratamentul a inclus, de asemenea, dexametazona,

mucolitice, antitusive, asa cum se arata in Tabelul 4.

Table 4 Symptomatic Treatment

Type of Treatment SCZ n=101 Control n=101 p value
Oxygen support 1 (0.99%) 7 (6.93%) 0.0308
Hydroxychloroquine 0 (0%) 4 (3.96%) 0.0439
Lopinavir/ritonavir 2 (1.98%) 14 (13.86%) 0.0018
Azithromycin 29 (28.71%) 19 (18.81%) 0.0992
Paracetamol 79 (78.21%) 77 (76.23%) 0.7379
Dexamethasone 24 (23.76%) 17 (16.83%) 0.2219
Anticoagulant 39 (38.61%) 46 (45.54%) 0.3197
Antibiotics 26 (25.74%) 31 (30.69%) 0.4356
Mucolitycs 15 (14.85%) I (0.99%) 0.0003
Antitussive 15 (14.85%) 2 (1.98%) 0.0010
Analgesics 4 (3.96%) 8 (7.92%) 0.2350
Discutie

Din cate stim, acesta este primul studiu care arata o evolutie favorabila a pacientilor cu
schizofrenie infectati cu virusul SARS-CoV-2, tratati neintrerupt cu antipsihotice. Rezultatele ar putea
fi considerate surprinzatoare, avand in vedere riscul prezis de complicatii severe pentru aceasta
categorie lainceputul pandemiei COVID-19, in primdvara anului 2020 (Maripuu et al., 2021). Unul dintre
motivele posibile pentru evolutia favorabila ar putea fi faptul ca pacientii cu schizofrenie din grupul de
studiu au fost testati in mod repetat si prin urmare, diagnosticati prompt si tratati rapid (dupa ce au
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fost testati pozitiv pentru SARS-CoV/-2) in propriul lor spital de catre o echipa multidisciplinara care
include un specialist in boli infectioase, un specialist in medicina interna, neurologi si psihiatri. Acest
lucru este in contrast cu ratele mai mari de spitalizare si mortalitate la pacientii cu schizofrenie si
infectie cu SARS-CoV-2 care au fost raportate intr-un alt studiu (Fond et al.,, 2021). Rezultatele unui
studiu efectuat in Coreea de Sud au constatat ca testarea pozitiva pentru COVID-19 a crescut riscul de
severitate si mortalitate in randul persoanelor cu tulburdri mintale (Lee et al., 2020). Din cauza izoldrii
sociale, acesti indivizi se pot prezenta pentru ingrijire medicald doar atunci cand starea lor s-a agravat

deja (Wang et al., 2020; Fond et al., 2021).

Markeri inflamatori precum CRP, fibrinogen si D-dimeri au fost colectati de |a toti pacientii. CRP
si fibrinogenul in grupul de control au fost mai mari comparativ cu grupul SCZ; nivelurile D-dimer nu au

fost semnificativ diferite din punct de vedere statistic.

Dovezile sugereaza ca unii indivizi rdspund la infectia cu SARS-CoV-2 printr-o reactie de tip
"furtund de citokine", cu caracteristici similare celor intalnite in socul septic de etiologie bacteriand.
Markerii biologici asociati pot include cresteri ale proteinei C reactive si feriting, care par sa se coreleze
cu severitatea bolii si mortalitatea (Fu etal., 2020). La pacientii cu infectie COVID-19, valorile CRP la
internare se coreleaza cu severitatea bolii si tind sa fie un bun predictor al complicatiilor (Luo et al,
2019; Wang et al., 2020). In studiul nostru, valorile CRP au fost mai mici in grupul SCZ comparativ cu

grupurile de control.

Ruan si colaboratorii au descoperit ca nivelurile CRP se coreleaza cu riscul de mortalitate
(pacientii supravietuitori au avut un CRP mediu de 40,4 mg/L, cu uninterval cuprins intre 10,1-60 mg/L,
in timp ce non-supravietuitorii au avut o medie de 125 mg/L cu un interval cuprins intre ~60-160
mg/L) (Ruan et al., 2020). Young si colaboratorii au descoperit niveluri mai scazute de CRP la pacientii
care nu au necesitat oxigen suplimentar (Young et al.,2020). Constatdrile noastre au confirmat aceste
rezultate, deoarece doar un pacient cu schizofrenie a necesitat oxigenoterapie. Multi pacienti cu forme
severe de infectie COVID-19 au anomalii de coagulare care imita alte coagulopatii sistemice asociate cu
infectii severe, cum ar fi coagularea intravasculard diseminata Coagulopatia COVID-19 are caracteristici
distincte si este asociata cu un risc crescut de deces, cauzand complicatii tromboembolice venoase si

arteriale (Levi et al., 2020). Cea mai tipica constatare la pacientii cu COVID-19 si coagulopatie este o
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concentratie crescutd de D-dimeri, o scadere relativ modestd a numadrului de trombocite si o prelungire
a timpului de protrombind. Studiile au raportat o crestere a nivelurilor de D-dimer si fibrinogen in
stadiile incipiente ale COVID-19, o crestere de 3 pand la 4 ori a nivelurilor de D-dimer fiind legata de un
prognostic slab. In plus, bolile subiacente, cum ar fi diabetul, cancerul, accidentul vascular cerebral Si

sarcina, pot declansa o crestere a nivelurilor de D-dimer la pacientii cu COVID-19 (Rostami et al., 2020).

Numeroase studii au descoperit ca pacientii cu schizofrenie au niveluri sanguine crescute de
citokine inflamatorii si concentratii mai mari ale acestor citokine decat grupurile de control in timpul
exacerbarii simptomelor, dar nu a fost gasita nicio diferentd in perioadele de stabilitate clinica (Miller et

al.,2019). Rezultatele noastre au confirmat aceasta ipoteza.

Comorbiditatile fizice au fost mai frecvente in grupul SCZ. Comorbiditatile pulmonare si
metabolice au fost semnificativ crescute in grupul de pacienti cu schizofrenie, acestia fiind mai
predispusi sd asocieze comorbiditati pulmonare, metabolice, cardiovasculare (Jaen-Moreno et al.,
2021; Mitchell et al., 2013). Acestia fumeaza excesiv (Krieger et al., 2019), au un stil de viatd sedentar
(Vancampfort etal., 2017), cu o dietd dezechilibrata (Dipasquale et al., 2013), ceea ce i predispune la
evenimente cardiace severe si moarte subita (Ifteni et al., 2014). Faptul ca pacientii erau deja spitalizati
si comorbiditatile lor erau monitorizate, tratate si stabile, faptul ca traiesc intr-un mediu controlat cu o
dieta calorica si, de asemenea, cu restrictii privind fumatul, pot fi considerate factori care au contribuit

la un nivel scazut de mortalitate si la recuperarea completa dupd infectia cu SARS-CoV-2.

Nu au existat diferente semnificative statistic in ceea ce priveste IMC in cele doua grupuri, iar
procentul de pacienti obezi in grupul SCZ a fost relativ mic (5,94%); prin urmare, acest factor agravant
nu a fost remarcabil. Obezitatea este cunoscuta ca fiind un factor de risc important pentru un rezultat
nefavorabil la pacientii cu COVID (Kompaniyets et al., 2021; Lighter et al., 2020), in special pentru cei

care asociaza o boala mintala severa (Hert et al., 2011).

Nu in ultimul rand, pacientii din grupul cu schizofrenie au primit tratament antipsihotic regulat
in ultimele 3 luni inainte de infectie. in ciuda lipsei de date cu privire la acest subiect, putem presupune
ca antipsihoticele ar putea avea un efect protector impotriva formelor severe de SARS-CoV-2. Studiile

viitoare vor putea aduce date noiin acest domeniu.
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Studiul are cateva limitari care ar trebui mentionate. Una ar putea fi numarul relativ mic de
pacienti si durata scurtd de monitorizare. O altd limitare este ca nu a fost un studiu randomizat. Datele
privind mortalitatea absoluta la nivel mondial sugereaza cd infectia cu COVID-19 poate avea impacturi
diferite in diferite tari, din cauza mai multor factori (clima, organizarea unitatilor medicale, strategiile
publice de gestionare a COVID-19, vaccinarea si varianta virusului SARS-CoV-2). Deoarece nu toti
factorii si mecanismele leziunilor, interactiunile medicamentoase, comorbiditatile si tratamentul
implicate in reteaua complexa a infectiei cu COVID-19 au fost luate in considerare, rezultatele noastre

pot fi extrapolate partial in alte tari (Mishra et al., 2020).

Concluzie

Principalele constatari ale studiului au fost ca indivizii vulnerabili cu schizofrenie, aflati in
tratament cu antipsihotice, au prezentat un risc mai scazut de infectie severa cu SARS-CoV-2 si un
prognostic probabil mai bun intr-un mediu protector. S-ar putea specula cd antipsihoticele ar putea juca
un rol importantin prevenirea manifestarii severe a SARS-CoV/-2 si ar putea exercita efecte protectoare
impotriva evolutiilor negative ale COVID-19. Rezultatele prezentului studiu trebuie interpretate cu
precautie, deoarece nu toti factorii implicati in reteaua complexa a infectiei cu COVID-19 au fost luatiin

considerare.

Ifteni P, Barabas B, Gavris C, Moga M, Burtea V, Dracea L. Sudden Cardiac Death:
Autopsy Findings in 7200 Cases Between 2001 and 2015. Am ] Forensic Med Pathol. 2017

Mar;38(1):49-53. doi: 10.1097/PAF.0000000000000274. PMID: 27973393.

Moartea subita cardiaca (SCD) este un eveniment neasteptat, cauzat de o cauzd cardiaca (Albert
et al., 2001), care afecteaza milioane de cazuri in fiecare an, avand un impact devastator asupra
familiilor si comunitatilor. Aceasta reprezinta o problema majord de sanatate publica la nivel mondial,

cu un mare impact socioeconomic (Straus et al.,2004).
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Cea mai utilizata definitie afirma ca SCD este un eveniment natural care are loc in mai putin de
o ord de la debutul simptomelor la persoane fdra nicio conditie preexistenta potential fatala (Sudden
Cardiac Death. Report of a WHO Scientific Group et al.,, 1985) . Rata medie de supravietuire este de
10,6%, iar supravietuirea cu o functie neurologica buna este de 8,3%. Aproape una din trei victime
supravietuieste atunci cand stopul cardiac este observat de un martor (Myerburg et al., 2007). in grupul
de varsta 1-40 de ani, proportia de SCD, moarte subita non-cardiacd (SD) si moarte subita neexplicata
probabil diferd in functie de varsta. Deoarece incidenta bolii coronariene premature (CAD) creste treptat
odata cu varsta, proportia altor cauze cardiace de SD este probabil mai mare in grupele de varsta mai
mici. Sindroamele primare de aritmie probabil domina la victimele pediatrice ale SD, in timp ce

cardiomiopatiile se manifesta de obicei in timpul tineretii.

Incidenta SCD a fost estimata intre 180,00 si 400,00 de cazuri pe an in Statele Unite (Chugh et

al., 2008), dar in Romania este inca necunoscuta.

in toate articolele publicate anterior, rezultatele au ar&tat cd barbatii cu varste cuprinse intre 50
si 69 de ani sunt cei mai afectati (McNally et al., 2009). Epidemiologia SCD este strans corelata cu CAD,
iar pand la 80% dintre victime au (Iribarren et al., 1998). Cei mai raspanditi factori de risc care cresc
foarte mult riscul de SCD sunt hipertensiunea arteriala sistemica, diabetul si fumatul (Wannamethee
et al, 1995). La persoanele tinere, cele mai frecvente diagnostice gasite la autopsii sunt cardiomiopatia
hipertrofica, anomaliile arterelor coronare si displazia aritmogend a ventriculului drept (Burke et al.,
1991). Am efectuat anterior studii care descriu ratele de incidenta ale SCD si cauzele decesului la
persoanele cu schizofrenie (Ifteni et all, 2015). Constatarile noastre la autopsie indica faptul ca SD in
schizofrenie este cauzatda de anomalii structurale cardiovasculare, respiratorii si neurologice,
majoritatea cazurilor fiind datorate infarctului miocardic acut. In dements, am concluzionat c3
principala cauza de deces a fost infarctul miocardic (25,5%) in cazurile cu moarte subitd neasteptata
(Ifteni et all, 2015), pe baza constatarilor la autopsie. Efectuarea unei autopsii este esentiala atunci
cand se incearca identificarea cauzelor |a victimele SCD. Recunoasterea cauzelor SCD este imperativa,
deoarece studiile anterioare au gasit un sindrom aritmogen ereditar la aproape jumadtate dintre rudele
de sange, oferind astfel o posibila cauza a decesului si identificand rudele supravietuitoare care sunt

expuse aceluiasi risc (Tan et al., 2005; Behr et al.,2008; Marcus et al., 2011).
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Sunt necesare mai multe informatii pentru a imbunatdti in continuare instrumentele de

stratificare a riscului si strategiile preventive in viitor.

Obiectivul nostru a fost de a descrie caracteristicile SCD in judetul Brasov, Romania, pe o

perioada de 15 ani, in conformitate cu constatdrile la autopsie in 6924 de cazuri.
METODE

Brasov este unul dintre cele mai importante orase din Romania, cu o populatie heterogena care
include etnici romani, germani si maghiari. Populatia totald a zonei este de aproximativ 400.000 de

locuitori, cu un nivel de urbanizare peste media restului tdrii.

Departamentul medico-legal local este responsabil pentru autopsiile victimelor deceselor
violente si non-violente, trimise de catre serviciul de sanatate al orasului sau de cdtre autoritati atunci

cand autopsia a fost solicitatd pentru clarificarea cauzei decesului.

in studiul nostru, am evaluat rapoartele autopsiilor efectuate de departamentul medico-legal
local intre 1 ianuarie 2001 si 31 decembrie 2015. Pentru criteriile de includere, am definit moartea
subitd neasteptatd ca fiind decesul neasteptat in termen de 1 ord de la debutul simptomelor sau, in
situatii de cazuri fara martori, ca decesul unei persoane vazutd ultima datd in viata si functionand bine

cu 24 de ore inainte de eveniment.

Datele au fost colectate de la Serviciul de Medicina Legala al Judetului Brasov, pe baza
registrului si a certificatelor de deces, si au inclus cauza decesului, date demografice, comorbiditati
(afectiuni medicale si boli psihiatrice, daca sunt cunoscute), ora si locul evenimentului, manevre de
resuscitare si concentratia de alcool in sange. Cazurile au fost excluse in cazul in care cauza decesului a
fost de alta etiologie (accidente vasculare cerebrale, embolie pulmonard sau astm), omucidere sau
sinucidere sau daca datele erau incomplete. Studiul a fost aprobat de comitetul de etica al institutiei

noastre.
Efectuarea autopsiilor

in judetul Brasov, Romania, toate autopsiile au fost efectuate la Serviciul de Medicind Legald al

Judetului Brasov atunci cand examinarea cadavrelor nu a evidentiat o cauza concludentd sau modul de
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deces. In timpul autopsiilor medico-legale, toate organele sunt examinate amanuntit, iar screening-

urile toxicologice sunt efectuate in cazurile neexplicate de deces subit si neasteptat la adolescenti si
adulti.
Datele au fost inregistrate in registre special desemnate si apoi arhivate in locuri speciale.
Analiza statistica
Analizele statistice au fost efectuate utilizand SPSS 20.0. Datele continue sunt prezentate ca

medie + deviatie standard, in timp ce variabilele categorice au fost exprimate ca numar si/sau procent.

Testul t pentru esantioane independente a fost efectuat pentru datele continue.

Testul x2 pentru un tabel 2 x 2 a fost utilizat pentru a compara semnificatia datelor categorice.

O valoare P bilaterala mai mica de 0,05 a fost considerata semnificativa statistic.
REZULTATE

Cazuri autopsiate

intre 2001 si 2015, au fost efectuate 7200 de autopsii la Serviciul de Medicind Legala al
Judetului Brasov. Pentru scopul studiului, am exclus 276 de cazuri cu date incomplete. Din 6924 de
autopsii, am gdsit 3000 de cazuri cu deces violent (68% accidente, 23% sinucideri si 9% omucidere), 2340
barbati (78%) cu o varstda medie de 44,1 = 13,4 ani. Restul de 3924 de cazuri au fost decese non-

violente, 2708 barbati (69%) cu o varsta medie de 58,7 = 16,4 ani.

Am observat ca numarul de autopsii efectuate pentru cazuri violente a fost de aproximativ 200

pe an si existd o tendintd de scddere incepand din 2011 pana in prezent (Fig. 1).
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FIGURE 1. The number of autopsy for violent and nonviolent cases between 2001 and 2015.

Cazuri de Moarte Subita Cardiaca

Concentrandu-ne cercetarea asupra autopsiilor non-violente, am gasit 1085 de cazuri cu SCD,
749 barbati (69%) cu o varsta medie de 56 = 17,4 ani si 336 femei cu o varstd medie de 62 = 13,4 (P <
0,01). Numarul mediu de SCD a fost de 72,33 cazuri pe an, cu 66 de cazuriin 2001 (cel mai mic numar)

si 80 in 2008 (cel mai mare numadr).

Au existat 2 perioade cu un numdr crescut de autopsii pentru cazuri non-violente: 2002 pana

in 2005 si 2010 pand in 2015 (Fig. 2). Incidenta SCD a fost de 16 la 100.000 de locuitori.
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FIGURE 2. The number of nonviolent autopsy between 2001 and 2015.

Tmpér’;ind cazurile in grupe de varstd, am constatat ca 634 de autopsii (58,5%) au fost efectuate
pentru persoane cu un interval de varsta intre 50 si 69 de ani. Marea majoritate a barbatilor cu SCD
(536 de cazuri) se afla in intervalul de varsta 40-69 de ani (71,5%), iar 219 femei se aflau in intervalul

de varsta 60-89 de ani (65,1%). Distributia SCD in functie de varstd este prezentatd in Figura 3.
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FIGURE 3. Age-related distribution of SCD.

Cauza Decesului

Cauza decesului a fost boala coronariana (CAD) in 635 (58,5%) din 1085 de cazuri de SCD
autopsiate, urmatd de cardiomiopatia hipertroficd (7%, 77/1085), cardiomiopatia aritmogena a
ventriculului drept (ARVC) (6%, 65/1085) si miocardita (3%, 37/1085). Alte cazuri au inclus disectia
aorticd, boli valvulare, defecte congenitale si tumori. in 229 (13,5%) din 1085 de cazuri, decesul a ramas

neexplicat sau neconcludent dupd autopsie (Fig. 4).

Number of SCD cases

FIGURE 4. Causes of death in 1085 cases of SCD.

In grupul de copii (varsta 1-18 ani), am avut 37 de cazuri cu SCD autopsiate intre 2001 si 2015,
23 de bdieti (62,1%), 30 in primul deceniu de viata si restul de 7 cazuri in al doilea deceniu de viata. Din
37 de cazuri, am identificat cauza decesului in 30 de cazuri (81%), iar in 7 cazuri concluzia a fost deces

neexplicat (9%). Cauzele decesului in grupul de copii sunt prezentate in Tabelul 1.
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TABLE 1. Cause of Death in 37 Autopsied Cases of Children

With SCD

Cause of Death N %
Myocarditis 8 21.7
ARVC 5 13.5
Cardiac malformation 5 13.5
Valvular disease 5 13.5
Endocarditis 2 54
Coarctation 2 54
Dilated cardiomyopathy 2 54
Acute myocardial infarction 1 2.7
Unexplained death 7 18.9

Mai mult de 20% dintre persoanele cu SCD aveau factori de risc cardiovascular: antecedente de
hipertensiune arteriala (56,1%), diabet (28%), fumat (22%), obezitate (13%) siabuz de alcool (11%) (Tabelul

2).

TABLE 2. Risk Factors for SCD

SCD Risk factors N %
Systemic arterial hypertension 609 56
Diabetes 304 28
Smoking 239 22
Obesity 141 13
Alcohol abuse 119 11

Locul Decesului

in 2200 de cazuri de SCD (56,1%), evenimentul a avut loc acass; in 1339 de cazuri (34,1%),
decesul a avut loc in camerele de urgentd (numitd deces la sosirea in camera de urgentd). in 237 de
cazuri (6,0%), persoanele au fost gésite decedate. in restul cazurilor (3,8%), decesul a avut loc in timpul

activitatilor fizice intense (ridicare sau transport de greutati) sau sport (fotbal, alpinism, schi si ciclism).
Resuscitarea cardio-pulmonara

in total, 2145 (54,6%) din 3924 de pacienti au primit manevre de resuscitare cardio-pulmonara

(CPR). In mai putin de 1% din cazuri, a fost disponibild o notificare specificd de "a nu resuscita”

in judetul Brasov, este obligatoriu ca serviciile publice de ambulanta s& trimit o echipd dotatd
si personal instruit |a fiecare solicitare facuta prin serviciul de apel 112. Tmbunété’;irea sistemului de

sdnatate, cu un numar mai mare de ambulante in serviciul public, precum si companii private de
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ambulanta si noi camere de urgenta in spitalele publice si private, se poate reflecta in numarul crescut
de RCP din 2009, atingand cel mai mare procent (59,6%) in 2015. Numadrul pacientilor care au

supravietuit dupa un stop cardiac in afara spitalului rdmane extrem de scdzut (mai putin de 2%).
DISCUTIE

Din cate stim, acesta este primul studiu care caracterizeaza diferite aspecte legate de SCD in
Romania. Principala constatare a fost rata ridicata de SCD in grupul de autopsii pentru deces non-
violent. In ceea ce priveste distributia SCD in functie de sex, raportul birbati/femei a fost de 69:31. Nu
au existat modificari majore ale acestui model de-a lungul anilor. Rapoartele anterioare au ardtat un
raport bdrbati/femei de 75:25 (Zipes et al., 1998), cu o tendinta de echilibrare a balantei in studiile
recente, unde raportul de sex raportat a fost de 60:40 (McNally et al., 2011). Incidenta a fost de 16 la
100.000 de locuitori, iar studiile anterioare au raportat incidenta SCD intre 2 la 100.000 si 40 la
100.000, in functie de varsta, sex si statutul economic al tarii (Gerber et al., 2006; Byrne et al., 2008). in
Statele Unite, incidenta anuala a SCD in timpul exercitiilor fizice este de 1 la 200.000 pana la 1 la

250.000 la tinerii sandtosi (Engelstein et al., 1998).

in studiul nostru, CAD a fost responsabild pentru majoritatea cazurilor de SCD (58,5%), urmata
de cardiomiopatia hipertrofica (7%), ARVC (6%) si miocardita (3%). Studiile anterioare au aratat ca peste
75% din cazurile de SCD au fost corelate cu CAD preexistentd. Dintre cazuri, 10% pana la 15% au fost
identificate leziuni concludente pentru boli miocardice, cum ar fi cardiomiopatia hipertrofica,
cardiomiopatia dilatativa idiopatica, displazia aritmogena a ventriculului drept sau bolile miocardice

infiltrative (Fishmanet al., 2010; Nanavati et al., 2014).

Desi rezultatele noastre au fost obtinute in urma unui studiu retrospectiv, am gasit factori de
risc importanti, cum ar fi diabetul, fumatul, obezitatea si dislipidemia. Unul dintre cele mai importante
studii a aratat ca varsta, hipertensiunea arteriald, hipertrofia ventriculara stangd, blocul de conducere
intraventricular, colesterolul seric crescut, intoleranta la glucoza, capacitatea vitala scazutd, fumatul,
indexul de masa corporala si ritmul cardiac identifica persoanele cu risc de SCD (Zipes et al., 1998).

Conform studiului Framingham, incidenta anuald a SCD a crescutde la 13 la 1000 la nefumatori la
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aproape 2,5 ori mai mult pentru persoanele care fumau mai mult de 20 de tigari pe zi (Mahmood et al.,

2014).

Am constatat un numdr crescut de CPR, an de an, in timpul perioadei de studiu in judetul Brasov.
In marea majoritate a cazurilor, pacientii cu SCD erau acasa cand a avut loc evenimentul, astfel incat
timpul critic pentru interventie a fost depdsit in multe cazuri. in ciuda imbunatatirii practicilor de
resuscitare, in articolele publicate recent pe acest subiect, am gasit cd rata de supravietuire pentru cei
care experimenteaza un stop cardiac in afara spitalului este intre 5% si 10% (Berdowski et al., 2010;
Sasson et al., 2010). in multe cazuri, dup resuscitarea cu succes, supravietuitorii au pastrat deficiente

neurologice severe (Nolan et al., 2007).

in studiul Maastricht, 80% din stopurile cardiace au avut loc acasa si 40% au fost fard martori

(de Vreede et al.,, 1997), cu sanse scazute de CPR de succes.

Studiul nostru a avut unele limitri. in primul rand, a fost un studiu retrospectiv, iar unele date
specifice lipsesc in ceea ce priveste evenimente precum un profil complet al factorilor de risc pentru
victimele SCD, o descriere mai buna a manifestdrilor clinice prezentate de victime inainte de deces in
cazurile cu martori si procedurile CPR efectuate sau protocoalele de autopsie, declaratia rudelor si

statutul socioeconomic.

A doua limitare este posibilitatea absentei unui numar intreg de cazuri reale de SD din autopsie
(limitari religioase si culturale, varsta extrema, interpretarea gresita a decesului in spitale, pacienti din

zone rurale etc.).

Puterea studiului nostru, in ciuda limitdrilor, este evaluarea unui numar mare de cazuri pe o
perioada semnificativa (15 ani) intr-o zona cu o populatie eterogend, ceea ce a fdcut ca rezultatele sa

fie generalizabile pentru o parte importantd a Europei de Est.

Moartea subitd cardiaca a reprezentat mai mult de 25% din totalul deceselor non-violente in
aceastd importantd comunitate urband romaneasca. Pe baza rapoartelor de autopsie, am constatat ca
bolile coronariene sunt cea mai frecventa cauza de deces; bdrbatii sunt mai vulnerabiliin a sasea decada

de viata. Evenimentele apar frecvent acasa, iar manevrele de CPR au fost efectuate in mai mult de
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jumatate din cazuri. Sunt necesare strategii preventive pentru reducerea acestei probleme majore de

sanatate cu un impact emotional, social si economic imens

Wahid M, Saqib F, Chicea L, Ahmedah HT, Sajer BH, Marc Vlaic RA, Pop OL, Moga M, Gavris C.
Metabolomics analysis delineates the therapeutic effects of hydroethanolic extract of Cucumis sativus
L. seeds on hypertension and isoproterenol-induced myocardial infarction. Biomed Pharmacother.
2022 Apr;148:112704.

Bolile cardiovasculare (BCV) reprezintda o povard semnificativd pentru sandtatea publica, iar
prevalenta lor creste intr-un ritm alarmant atat in tdrile emergente, cat siin cele dezvoltate. BCV-urile
sunt o problemd grava de sdnadtate care afecteaza societatea din punct de vedere economic si social,
prin reducerea capacitdtii productive, cresterea nevoilor de asistentda medicala si, cel mai important,
prin decesul prematur. Infarctul miocardic acut (IMA) este o boald cardiovasculard severa care cauzeaza

morbiditate si mortalitate semnificativa la nivel global (Nakamura et al., 2018).

Infarctul miocardic (IM) duce la hipertrofie cardiacd anormald prin mdrirea cardiomiocitelor
individuale si cresterea grosimii peretelui ventricular stang, cauzand o scadere a capacitatii ventriculului
stang (Li F et al,, 2014). in timpul hipertrofiei cardiace, apar o serie de modificari patologice, cum ar fi
mortalitatea cardiomiocitelor, contractia muschiului cardiac, dilatarea cardiomiocitelor si alte afectiuni
cardiace, ducand la disfunctii cardiace din cauza afectdrii aportului de sange oxigenat catre

cardiomiocite.

Ischemia prelungita cauzata de un dezechilibru intre aportul si necesarul de sange oxigenat a
dus la necrozd acutd in miocard si IM (Nakamura et al., 2018; Abdelmomem et al., 2021; Shaito et al.,
2020). IM genereazd, de asemenea, radicali liberi, peroxidare lipidica, inflamatie si apoptoza.
Producerea de specii reactive de oxigen (ROS), cum ar fi radicalii hidroxil si anionul superoxid, perturba
sistemul antioxidant, provocand leziuni celulare si leziuni ischemice (Shaito et al., 2020). Inima sufera o
remodelare printr-o serie de modificdri structurale pentru a compensa pierderea cardiomiocitelor
functionale. Remodelarea cardiaca post-1M, in special hipertrofia asociata cu fibroza, este determinata

de stresul oxidativ la nivel molecular si celular ( Minaiyan et al., 2011). La pacientii cu IM, gradul de
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remodelare cardiacd este un predictor substantial al decesului si morbiditatii (Minaiyan et al., 2011;
Hossain et al., 2010). intr-adevér, hipertrofia cardiac si fibroza sunt semne timpurii ale progresiei
bolilor de inimd, crescand riscul de insuficientd cardiacd, IM recurent, aritmie si moarte subitd ( Hossain
at al,, 2010). Hipertrofia prelungita duce la pierderea cardiomiocitelor si la dezvoltarea insuficientei

cardiace, anginei pectorale si aterosclerozei arteriale (Tuama 2019).

Hipertensiunea arteriala este un "ucigas tacut’, crescand semnificativ riscul de accident
vascular cerebral, boald coronariand si insuficienta cardiaca. Rezistenta vasculara periferica este
determinata de starea contractila a muschiului neted vascular, in special in arteriole (Touyz et al., 2018).
Cresterea rezistentei vasculare periferice si cresterea tensiunii arteriale rezulta din disfunctia
endoteliald si vasoconstrictia hiperactiva mediatd adrenergic. Disfunctia endoteliald apare atunci cand
exista un dezechilibru in sinteza factorilor de relaxare derivati din endoteliu (EDRF) si a factorilor de
contractie derivati din endoteliu (EDCF). Acest dezechilibru, impreund cu o crestere a biodisponibilitatii
speciilor reactive de oxigen (ROS) si o reducere a capacitatii antioxidante, este denumit stres oxidativ
(Silva et al., 2012). Reducerea vasorelaxarii dependente de endoteliu si cresterea vasoconstrictiei

induse de agonist au fost asociate cu hipertensiunea legatd de stresul oxidativ (Sorriento et al., 2018).

Asa cum s-a stabilit la oameni si modele animale, supraincarcarea cardiacd si pierderea de
miocite induse de cresterea regldrii -adrenergice pot duce la remodelarea camerei ventriculare si
insuficientd cardiacd, cauzand in cele din urma CH si HF (Nichtova et al,, 2012). IM indus de ISO este
unul dintre modelele experimentale de IM care imitd indeaproape fiziopatologia si morfologia IM uman
(Abdelmomem et al., 2021).1S0 este o catecolamind sinteticd care se leagd de 3-adrenoceptorisi creste
influxul de calciu in cardiomiocite. Injectarea subcutanata repetata de ISO a cauzat necroza cardiaca si
madrire la animalele de experiment. Aceasta creste cererea de oxigen miocardic, ducand la ischemie,
leziuni cardiace asemandtoare infarctului si IM prin vasospasticitate (Shen et al., 2012). Efectele
patogene ale ISO includ degradarea miofibrelor, edem interstitial si congestie subcutanata cu neutrofile
si limfocite. IM indus de ISO genereazd, de asemenea, radicali liberi si perturba sistemul de aparare
antioxidant (Steven et al., 2019). Astfel, acest model a fost utilizat pentru a explora retelele de

semnalizare adaptate ROS care determina etiologia IM.
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Comparativ cu alte modele de IM, cum ar fi ligatura arterei coronare, modelul IM indus de 1SO
are o ratd de mortalitate mai mica si nu necesita interventii chirurgicale invazive (Filfo et al., 2011)
Astfel, IM indus de ISO este utilizat pe scara larga ca model non-chirurgical pentru a evalua posibila
protectie medicamentoasa (Nichtova et al., 2012). Prin monitorizarea metabolitilor endogeni cu
greutate moleculara micda cu NMR, LC-MS sau GC-MS, profilarea metabolica faciliteaza identificarea

diferitilor metaboliti si a cailor metabolice asociate in sistemele de reglare complexe.

in ultimele decenii, cercetérile in cardiologie s-au concentrat pe descoperirea unor interventii
care ar putea proteja tesuturile miocardice de infarcturile miocardice. Aceste terapii aveau efecte
secundare severe si o dependentd prelungita (Pasupathy et al., 2012).Remediile pe baza de plante
contin compusi bioactivi puternici care au castigat interesul cercetdtorilor, deoarece sunt considerati
mai siguri, eficienti si economici (Shaito et al., 2020). Cucumis sativus L., castravetele, apartine familiei
Cucurbitaceae si este cultivat pe scard largd ca leguma comestibild, in special in zonele tropicale din
Africa, Asia si America de Sud si este frecvent utilizat ca aperitiv verde si consumat impreuna cu masa
principala datoritd prezentei vitaminelor, proteinelor, carbohidratilor si acizilor grasi (Mariod et al.,
2017). Practicantii de medicina pe baza de plante din Pakistan si India folosesc semintele sale pentru a
trata problemele gastrointestinale si urinare si pentru a intari inima. Fructul este, de asemenea, utilizat
pentru a trata senzatile de arsurd, arsurile si ranile deschise . Are proprietati antioxidante,
antiulceroase (Rajasree et al., 2016), citotoxice (Tuama et al., 2019), inflamatorii, antihipertensive
(Pertami et al.,, 2017) si analgezice (Agatemor et al., 2015). Semintele de C sativus sunt folosite
impotriva hiperlipidemiei (Soltani et al., 2017), ca diuretice (Vincensa et al., 2021), in diabetul zaharat
(MInaiyan et al., 2011), in febre intermitente, ca analgezice, pentru senzatii de arsura si inflamatii
(Vetriselvan et al.,, 2013; Wahid et al., 2021). Gill si colab., (Gill et al., 2009; Wahid , Saqib et al, 2021) au
raportat cd semintele de C. sativusau proprietati anti-ulcer si anti-depresie. Semintele si fructele de C.

sativus contin ulei volatil, ulei fix, flavone, steroizi, flavonoide, taninuri, fitosteroli .

Acest studiu a avut ca scop investigarea capacitatilor cardioprotectoare si a perspectivelor
metabolomice ale semintelor de C. sativusin modele /in vitro, in vivosi de andocare moleculara. Modelul
de infarct miocardic indus de isoproterenol a fost utilizat pentru a clarifica mecanismele potentiale ale

C. sativus pe baza metabolomicii inimii si serului si a expresiilor genelor (Wahid , Saqib et al, 2021).
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2. Materiale si metode
2.1. Prepararea extractului

Semintele de C. sativus au fost colectate din pulpa fructelor proaspete cultivate in campurile
locale din Multan, Punjab, Pakistan, in mai 2018, fiind astfel eliberate de pulpa fructului. Semintele si
fructele de C sativus au fost identificate de cdtre specialistul Dr. Zafarullah Zafar (numdr de voucher in
herbar: Sp. Pl. 1012/1753, Taxon Id: 200022616) Institutul de Biologie Pura si Aplicatd, Universitatea
Bahauddin Zakariya Multan, Pakistan. Un specimen de plantd a fost depus la Herbarul aceluiasi institut

sub numarul de inregistrare Sp. Pl. 1012/1753, Taxon Id: 200022616).

Dupa indepdrtarea cojii semintelor, partea interioard a fost mdcinatd cu o rasnita de plante
pentru a obtine o pulbere grosierd de seminte. Materialul mdcinat a fost procesat in aparatul Soxhlet
pentru macerare la cald pentru extractie succesiva, urmand polaritatea solventilor. Materialul macinat
a fost procesat in aparatul Soxhlet pentru macerare la cald cu solventi hidroetanolici (70% etanol si 30%
apd, Cu.EtOH) si vaporizat sub presiune redusa la 30 + 5 °C intr-un evaporator rotativ (Buchi R-200)
pentru a obtine un extract gros de culoare maronie-gdlbuie cu profil uleios. Randamentul total al tuturor
extractelor brute de seminte de C. sat/vus(Cu.EtOH) a fost de 45%. Extractele EtOH au fost plasate intr-
un recipient de chihlimbar si depozitate la -20 °C. Extractul a fost dizolvat in apa distilata sau solutie

salind normald in ziua experimentului si diluat la concentratia necesara ulterioara.
2.2. Substante chimice si solventi

Solventii etanol, metanol, acetonitril, acid trifluoroacetic si acid formic au fost achizitionati de la
Sigma Chemical, SUA. Merck si Sigma au furnizat, de asemenea, toate substantele chimice pentru

solutiile tampon, standardele de grad analitic pentru HPLC si experimente.
2.3. Prepararea probelor pentru HPLC si LC-ESI-MS/MS

Cu.EtOH a fost dizolvat in 1 ml metanol si centrifugat timp de 10 minute la 14000 rpm. inainte
de injectarea in LC-MS/MS, supernatantul a fost transferat in flacoane LC-MS/MS curate si uscate si

filtrat folosind un filtru de seringd (0,22 pm).

2.4. Analiza LC ESI-MS/MS
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Cu.EtOH a fost supus analizei LC ESI-MS/MS (spectrometru de masd LTQ XL, Thermo Electron
Corporation, SUA) [31,32] pentru a avea o screening preliminar al compusilor potential bioactivi. Proba
a fost analizata prin injectie directd in sonda de ionizare prin electrospray setatd in modul de ionizare
pozitiva si negativd. Faza mobila compusa din acid formic (0,1%) cu metanol (solvent A) si acid formic
(0,1%) cu apa si acetonitril (80:20) (solvent B) la 0,4 ml/min, coloand C18 (C18, 2,1 x 100 mm, 3,0 pm)
la 25 °C cu un volum de injectie a probei de 8 pL cu un interval de spectru de masd 50-1000 m/z au fost
gdsite optime pentru separarea compusilor. Gradientul fazei mobile a fost setat dupd cum urmeaza:
98% A (v/v), 98-80% A (v/v), 80-10% A (v/v), 10% A (v/v) si 10-98% A (v/v) de la O la 4,0 min, 4,0-7,0 min,
7,0-14,0 min, 14,0-15,0 min, 10- si 15,0-17,0 min, respectiv. Parametrii optimi ai sursei de ioni pentru
analiza spectrometriei de masa in modul de ionizare pozitiva si negativa au fost setati dupa cum
urmeazad: tensiune de pulverizare ionicd, 5500 V; gaz de perdea, 25 psi; gaz nebulizator (GS1) si gaz
auxiliar (GS2), 55 psi; temperatura sursei de ioni, 400 °C. Azotul a fost utilizat ca gaz de perdea si de
coliziune. X-Calibur 3.0 (Thermo Scientific, SUA) a fost utilizat pentru achizitia si procesarea datelor ESI-

MS/MS.
2.4.1. Identificarea compusilor

Constituentii majori au fost identificati provizoriu prin spectre de masa din date publicate
anterior si biblioteci de referintd, cum ar fi Mass Bank of North America (MoNA;
http:/mona.fiehnlab.ucdavis.edu) si Mass Bank of Europe. Spectrele compusilor au fost comparate cu
mase de nalta rezolutie si fragmentarea MS/MS a bibliotecilor si bazelor de date [33]. Elucidarea

structurald a fost realizata folosind ChemDraw 18.0.
2.5. Cuantificarea compusilor bioactivi folosind HPLC-DAD UV/Vis analitic
2.5.1. Optimizarea metodei HPLC

Cu.EtOH a fost supus HPLC-DAD UV/Vis in faza inversa (Agilent LC) pentru reconfirmarea si
cuantificarea compusilor bioactivi identificati provizoriu folosind LC ESI-MS/MS (epigalocatechind, acid
clorogenic, acid protocatechuic, hesperiding, acid galic, rutina si vitexind) [34]. Faza mobila compusa din
solvent A (0,1% acid trifluoroacetic cu metanol) si solvent B (0,1% 0,1% acid trifluoroacetic cu apa si

acetonitril (80:20)) la 0,8 mI/min la diferite lungimi de unda de detectie, adica 250, 280 si 320 nm la 25
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°C si volumul de injectie a probei de 8 pL au fost gdsite optime pentru separarea compusilor si
dimensiunea coloanei C18 (SB-C18, 4,6 x 150 mm, 5,0 ym). Gradientul de elutie liniara a fost setat
dupd cum urmeaza: 95% A (v/v), 95-90% A (v/v), 90-70% A (v/v), 70-10% A (v/v), 10% A (v/v) si 10-95%
A (v/v) de la0la 2,0 min, 2,0-7,0 min, 7,0-12,0 min, 12,0-20,0 min, 20-25 si 25,0-35,0 min, respectiv.
Datele au fost procesate prin compararea standardelor externe pe baza timpului de retentie si a

spectrelor UV.
2.5.2. Validarea metodei analitice

Metoda de validare a fost determinatda in conformitate cu liniile directoare prescrise de

Conferinta Internationala privind Armonizarea (ICH) si descrisa in raportul nostru anterior [31,34].

2.5.2.1. Liniaritate, limite de detectie si cuantificare. Dilutile standardelor externe
(epigalocateching, acid clorogenic, acid protocatechuic, hesperiding, acid galic, rutina si vitexind) au fost
preparate pentru validarea liniaritdtii pentru a construi curba standard corespunzatoare concentratiei
fiecdrui standard si a ariei de varf pe cromatograma pentru a evalua liniaritatea raspunsului

detectorului. Urmdtoarele ecuatii au determinat limitele de detectie si cuantificare;.
Ecuatii:
- LOD=3-30+S
- L0Q=100+5S
unde o este abaterea standard a interceptului, iar S este panta ecuatiei de regresie liniara.

2.5.2.2. Specificitate. O solutie standard cuprinzand standarde externe (epigalocatechina, acid
clorogenic, acid protocatechuic, hesperiding, acid galic, rutina si vitexind) a fost preparata in metanol
(100%) la o concentratie de 100 pg/ml, iar solutia de proba a fost preparatd asa cum este mentionat in
Sectiunea 2.3. Solutiile standard si de proba (20 pL) au fost injectate in sistemul HPLC cu gradient binar
in conditiile cromatografice mentionate in Sectiunea 2.5.1. Varfurile cromatografice din Cu.EtOH au fost
comparate cu timpii de retentie ai standardelor externe pentru puritatea varfului si cuantificate folosind

o curba de calibrare a standardului extern.
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2.5.2.3. Precizie si repetabilitate. Precizia metodei a fost determinatd prin injectarea solutiei
standard externe in zile diferite (citire in triplicat) si in aceeasi zi (trei zile consecutive si citiri in triplicat)

in conditiile cromatografice mentionate mai sus, iar abaterea standard relativa (RSD) a fost calculatd.

2.5.2.4. Acuratete. Acuratetea metodei a fost evaluatd prin recuperarea standardelor externe
in proba Cu.EtOH. Apoi, trei concentratii standard externe (50, 100 si 150 g) au fost preparate si
amestecate cu proba Cu.EtOH, iar volumul final a fost adus la 1 ml, astfel incat concentratia finala a
standardului extern si a probei Cu.EtOH sa nu fie perturbata. Un volum de 20 pL din solutia preparatd a
fost injectat in sistemul HPLC cu gradient binar, asa cum este mentionat in Sectiunea 2.5.1. Rata de

recuperare a probei de standard extern in proba Cu.EtOH a fost calculata folosind urmatoarea ecuatie:
% Recovery = (observed concentration + actual concentration) x 100-
2.6. Animale si conditii de adapostire

Comitetul de etica al Facultatii de Farmacie a aprobat procedurile (vide nr. EC /04PhDL/S2018),
iar experimentele au fost efectuate in conformitate cu liniile directoare ale Comisiei pentru Resurse
Animale de Laborator [35].n scopuri experimentale, iepuri albinosi (?/, greutate: 1,2-1,6 kg), sobolani
Sprague-Dawley (?/d, greutate: 170-250 g) si soareci (?/J, greutate: 20-30 g) au fost furnizati de
Facultatea de Farmacie, Universitatea Bahauddin Zakariya, Multan. Animalele au fost tinute in conditii
controlate (23 = 2 °C) in addpostul pentru animale al facultatii, urmand un ciclu de lumina si intuneric,
cu hrand standard si apa de la robinet ad-libitum. Inainte de experiment, hrana a fost indepértata de la
animale peste noapte. Pentru experimentele in vitro, sobolanii si soarecii au fost eutanasiati prin

dislocare cervicala.
2.7. Declaratie de etica

Toate experimentele pe animale au respectat liniile directoare ARRIVE si au fost efectuate in
conformitate cu Legea privind animalele (proceduri stiintifice) din Marea Britanie, 1986 si liniile
directoare asociate, Directiva UE 2010/63/UE pentru experimentele pe animale sau ghidul Institutelor
Nationale de Sandtate pentru ingrijirea si utilizarea animalelor de laborator (NIH Publications No. 8023,
revizuit 1978). Animalele au fost tratate cu mare grijd, iar experimentele au fost executate in

conformitate cu regulile elaborate pentru stiintele vietii privind resursele animale, comandate de
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Laboratorul Universitdtii Bahauddin Zakariya ca si comitet de autorizare pentru institutia eticd din
Multan (EC/06 PhL-2019-2021). Aprobarea etica a fost obtinutd de la Comitetul de Etica al Universitatii

Bahauddin Zakariya, Multan (EC /04PhDLS2018) la data de 26 martie 2018.
2.8. Experimentare pe tesut izolat

Metodele prescrise anterior de Saqib si Janbaz [36] si Gilani et al., [37] pentru experimente pe

tesut izolat in baia de organe tisulare au fost utilizate cu modificari.
2.8.1. Prepararea aortei izolate

Dupa dislocarea cervicald a sobolanilor, aorta toracica a fost disecata si imersata in solutie Kreb
(pH 7,4), oxigenata cu carbogen. Toate tesuturile adipoase aderente au fost indepdrtate cu grijd, fard a
deteriora cdptuseala endoteliala a aortei. Inelele aortice (2-3 mm) au fost preparate si suspendate in
baia de organe tisulare, umpluta cu solutie Kreb. Baia de organe tisulare a fost oxigenata cu carbogen
la 36,9 °C printr-un termoregulator circulant. A fost ajustatd o preincarcare de 2 g tensiune, iar
preparatul de tesut aortic a fost Idsat sa se echilibreze timp de 60 + 10 min. Raspunsul fiziologic al
tesutului a fost inregistrat printr-un traductor de forta-deplasare (Model FORT100), iar semnalele au
fost amplificate de un dispozitiv de achizitie de date Power Lab® (4/25) si vizualizate in Lab Chart Pro
(Versiunea 7). Raspunsul fiziologic a fost calculat ca procent de contractie, masurat imediat inainte de
administrarea dozei de medicament test. Dupa echilibrare, materialele test sau medicamentoase au

fost administrate cumulativ.

Mecanismul vasorelaxant dependent de colinergic si oxid nitric (NO) al factorului de relaxare
derivat din endoteliu (EDRF) a fost studiat pe preparate aortice cu endoteliu intact si denudat. Pentru
preparatul aortic cu endoteliu denudat, intima inelului aortic a fost frecata cu pense curbate. Prezenta
sau absenta functiei endoteliale a fost determinata prin relaxarea contractiilor induse de fenilefrina (1
pM) cu o doza bolus de acetilcolina (1 pM); o relaxare de 70-80% a contractiei a indicat existenta functiei
endoteliale (endoteliu intact). Dacd contractiile ulterioare cresc, aceasta a indicat absenta functiei
endoteliale (endoteliu denudat) [38]. Posibila activitate vasorelaxantda a Cu.EtOH a fost determinata
prin contractii provocate de K+ (80 mM), fenilefrind (1 pM) si K+ (25 mM) pe ambele preparate aortice

intr-o baie de organe tisulare.
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2.8.2. Prepararea atriilor imperecheati izolati

Inima a fost disecata pentru preparate de atriu imperecheati izolati dupd dislocarea cervicald a
sobolanilor si imersata in solutie Kreb (pH 7,4) oxigenatd cu carbogen. Ventriculele si toate tesuturile
adipoase aderente au fost indepartate cu grijd, fard a deteriora stimulatorul cardiac, si suspendate in
baia de organe tisulare, care continea solutie Kreb. Baia de organe tisulare a fost oxigenata cu carbogen
la 36,9 °C printr-un termoregulator circulant. A fost ajustata o preincdrcare de 1 g tensiune, iar
preparatul de tesut aortic a fost lasat sd se echilibreze timp de 35 = 10 min. Rdspunsul fiziologic al
tesutului a fost inregistrat printr-un traductor de forta-deplasare (Model FORT100), iar semnalele au
fost amplificate de un dispozitiv de achizitie de date Power Lab® (4/25) si vizualizate in Lab Chart Pro
(Versiunea 7). Raspunsul fiziologic a fost calculat ca procent de contractie, mdsurat imediat inainte de
administrarea dozei de medicament test. Dupa echilibrare, materialele test sau medicamentoase au

fost administrate cumulativ.
2.9. Experimentare in vivo
2.9.1. Prepararea dozelor pentru experimentele in vivo

Cu.EtOH, carvedilol si verapamil au fost dizolvate in solutie salina normala si diluate la

concentratia necesara ulterioard.
2.9.2. Evaluarea dozei maxime tolerate

Au fost alese sase grupuri de sobolani pentru a stabili doza maxima tolerabild de Cu.EtOH. Timp
de 28 de zile consecutive, au fost administrate oral solutie salina normala si cinci doze (50, 100, 150,
200 si 300 mg/kg pe zi) de Cu.EtOH. Timp de 28 de zile, au fost monitorizate greutatea corporalg,

modificdrile comportamentale, simptomele clinice de distres si mortalitatea animalelor [39].
2.9.3. Evaluarea tensiunii arteriale si a parametrilor hemodinamici la sobolanii anesteziati

Sobolanii sandtosi (200-250 g) au fost anesteziati separat cu diazepam (i.p. 5 mg/kg) si
ketamind (i.p. 85 mg/kg) pentru o anestezie satisfdcatoare, fard a modifica parametrii cardiovasculari
in limitele normotensive [36]. Sobolanii au fost fixati pe masa de disectie in pozitie supind, iar

temperatura a fost mentinuta cu o lampa deasupra. A fost efectuata traheotomia pentru canularea
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traheei cu un tub de polietilend (18 G) pentru a usura respiratia. Canularea venei jugulare drepte a fost
efectuata pentru administrareaintravenoasa a Cu.EtOH sia medicamentelor. Canularea arterei carotide
a fost efectuatd pentru ainregistra modificarile parametrilor hemodinamici cu un traductor de presiune
(MLT 0699), umplut cu solutie salind heparinizata (50 Ul/ml). Semnalele au fost amplificate de un
dispozitiv de achizitie de date Power Lab® (4/25) si vizualizate in Lab Chart Pro (Versiunea 7). Zona
incizatd a fost acoperitda cu un tampon de bumbac umezit cu solutie salinda normala si lasata sa se
echilibreze timp de 10-15 minute inainte de administrarea oricdrui medicament. Acetilcolina (Ach; 1
pg/kg) si adrenalina (Adr; 1 pg/kg) au fost administrate pentru raspunsul standard hipotensiv si

hipertensiv inainte de materialul de test.
2.9.4. L-NAME induce hipertensiune acuta la sobolanii anesteziati

Canularea traheei, a venei jugulare drepte si a arterei carotide a fost efectuata asa cum este
mentionat in Sectiunea 2.9.2. pentru hipertensiunea acuta indusa de L-NAME. O solutie de Nw-nitro-
L-arginind metil ester (L-NAME), un inhibitor al sintazei oxidului nitric, a fost administrata intravenos
(20 mg/kg) sobolanilor Wistar normotensivi. Dupa 20 de minute de la administrarea L-NAME, Cu.EtOH
a fost administrat intravenos atunci cand s-a observat o crestere maxima a tensiunii arteriale.

Modificarile parametrilor hemodinamici au fost inregistrate printr-un traductor de presiune (MLT 0699).
2.9.5. Infarctul miocardic cronic indus de isoproterenol

Conform Eladwy et al., (2018), studiul a fost conceput pentru 21 de zile pentru a induce IM.
Isoproterenolul (ISO) si Cu.EtOH au fost dizolvate in solutie salina normala. Patruzeci si doi de sobolani
albinosi masculi, cu o greutate de 150-200 g, au fost impartiti aleatoriu in sapte grupuri si adapostiti in

custi separate. Fiecare grup contine sase animale.
1. Grupul I: Grupul de control negativ a primit oral solutie salind normala la 0 doza de 10 ml/kg.

2. Grupul Il: Grupul de control intoxicat a primit ISO subcutanat la o doza de 5 mg/kg/zi timp de 14

zile (din ziua a 8-a a experimentului pand in ziua a 21-a).

3. Grupul lll: Grupul de tratament standard cu medicament a primit carvedilol oral la doza de 10

mg/kg/zi timp de 21 de zile.
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4, Grupul IV: Grupul de tratament standard cu medicament a primit verapamil oral la doza de 10

mg/kg/zi timp de 21 de zile.

5. Grupul V: Grupul de tratament cu extract a primit Cu.EtOH oral la doza de 75 mg/kg/zi timp de

21 de zile.

6. Grupul VI: Grupul de tratament cu extract a primit Cu.EtOH oral la doza de 150 mg/kg/zi timp de

21 de zile.

7. Grupul VII: Grupul de control al extractului a primit Cu.EtOH oral la doza de 150 mg/kg/zi timp de
21 de zile. Grupul de control al extractului a fost utilizat pentru a determina efectele Cu.EtOH in

absenta ISO asupra parametrilor modelului.

Dupa o ord de pretratament cu carvedilol, verapamil si CL.EtOH, a fost administrata o injectie
subcutanata de ISO (5 mg/kg) timp de 14 zile consecutive, incepand din ziua a 8-a pand in ziua a 21-3a,

cu exceptia Grupului VII, care nu a primit ISO.
2.9.6. Colectarea probelor

Dupa 24 de ore de la ultima administrare de I1SO, animalele au fost anesteziate (ketamina i.p.
40 mg/kg), iar sangele a fost colectat din sinusul retroorbital pentru a determina indicii biochimici in
tuburi coagulante si anticoagulante care contin EDTA. Probele au fost centrifugate la 4500 rpm timp de
15 minute la 4 °C pentru a separa serul si plasma de sange si depozitate la -20 °C. Dislocarea cervicala
a fost utilizata pentru a eutanasia animalele, iar tesuturile cardiace au fost indepdrtate imediat si
curatate rapid cu solutie salina rece si congelate pentru RT-PCR sau fixate in formalina 10% pentru

examindri histopatologice.
2.9.7. Determinarea indicilor biometrici

Hipertrofia cardiaca a fost evaluata cu indici biometrici, adica greutatea inimii, diametrul inimii,
greutatea ventriculului stang (LHV), grosimea LHV, indicele greutatii inimii (raportul greutate
inimd/greutate corporald), indicele LHV (ventriculul stang/greutate corporald), indicele lungimii cozii

(greutate inimd/lungime coada), indicele lungimii tibiei (greutate inimd/lungime tibie) [39].

2.9.8. Examinari histopatologice
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Pentru autopsia inimii, inimile fixate au fost deshidratate cu dilutii seriale de alcool (70-100%),
clarificate cu xilen si fixate in parafina la 56 °C. Sectiunile (cu o grosime de 4 pm) ale specimenelor au
fost plasate pe lame de microscop, deparafinate pe placa fierbinte si in final colorate cu coloranti
hematoxilind si eozind (H&E). Lamele patologice preparate au fost examinate la microscopul optic
pentru modificari histopatologice, iar fotom micrografiile au fost realizate. Numarul total de celule,
diametrul si dimensiunea au fost masurate folosind software-ul Image) (Image), Versiunea 1.44p, NIH,

SUA).
2.9.9. Determinarea markerilor biochimici cardiaci serici

Markerii biochimici serici, cum ar fi profilurile cardiace, de inflamatie si lipidice, au fost utilizati
pentru a determina infarctul miocardic la animale. Biomarkerii de profil cardiac, cum ar fi alanin
transaminaza (ALT), aspartat transaminaza (AST), creatin kinaza (CK), creatin kinaza MB (CK-MB), lactat
dehidrogenaza (LDH), troponind T (cTnT), troponind | (cTnl), concentratiile de renind, peptidul natriuretic
cerebral (BNP), peptidul natriuretic arterial (ANP), serul, enzima de conversie a angiotensinei (ACE) si
interleukina-6 (IL-6); iar biomarkerii de profil lipidic includ HDL, LDL, trigliceride, VLDL si colesterolul
total au fost determinati prin kituri enzimatice disponibile comercial si cuantificati prin
spectrofotometrie la 340 nm. Angiotensina Il, nivelul de guanozin monofosfat ciclic (cGMP) si nivelurile
de nitrat/nitrit (NO) au fost determinate prin teste imunoenzimatice si kituri de testare colorimetrica

conform instructiunilor producatorului [41].
2.9.10. Reactia cantitativa in lant a polimerazei in timp real (QRT-PCR)

Tesuturile cardiace congelate au fost omogenizate, iar ARN-ul total a fost extras conform
instructiunilor producatorului folosind reactivul TRIzol (Invitrogen). RT-PCR (sistemul Bio-Rad CFX96)
a fost utilizat pentru a evalua expresia relativa a genei. Primerii utilizati in acest studiu sunt IL-6 (F:
AGTTGCCTTCTTGGGACTGA R: ACAGTGCATCATCGCTGTTC), peptidul natriuretic arterial (F:
ATACAGTGCGGTGTCCAACA, R:  CGAGAGCACCTCCATCTCTC), Troponina T  cardiaca (F:
CAGAGAGGAGGAAGGTGCTG, R: TTCCCACGAGTTTTGGAGAC), oxid nitric sintazd 3 (F:
AACTAGACTGGGAGGGAGTCA, R: GGGCAGCAGGATGTCCTAATA) Si MMP-9 (F:

CCCCCAACCTTTACCAGCTA, R: GGTCAGAACCGACCCTACAA). Nivelurile de expresie mRNA au fost
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normalizate la expresia genei de menaj B-actind (F: AGCCATGTACGTAGCCATCC, R:

CTCTCAGCTGTGGTGGTGAA) intr-o proba similara
2.9.11. Western blotting

Proteinele au fost extrase din ventriculul stang al inimii conform metodei descrise anterior [42].
Ventriculul stang (150 mg) a fost mdcinat in 5 ml tampon RIPA continand 1x inhibitori de proteaza si
fosfataza. Omogenatul a fost centrifugat la 13.500 rpm timp de 20 de minute, iar supernatantul a fost
transferat intr-un flacon. Concentratia de proteine a fost mdsurata cu BSA. Proteinele (40 pg per banda)
au fost incarcate pe electroforeza pe gel de poliacrilamida SDS 10% (DDS-PAGE) si transferate pe
membrane de fluorurd de poliviniliden (PVDF) cu pori de 0,2 pm activate cu metanol (Millipore, SUA)
timp de 2 ore la 110 V. Laptele degresat 5% a fost utilizat pentru a bloca membrana la temperatura
camerei, iar membranele PVDF au fost incubate cu anticorpi primari peste noapte la 4 C. Pentru a
indeparta anticorpii primari nelegati, membrana a fost spalata de trei ori cu 1x solutie salind tamponata
cu Tris, 0,1% Tween (TBST). Membranele au fost incubate cu anticorp secundar marcat cu peroxidaza de
hrean (HRP, la dilutia 1:3000) la temperatura camerei timp de 60 de minute. in continuare, membrana
a fost spdlatd de trei ori cu 1x TBST, iar benzile au fost detectate in sistemul Gel Doc XR (Bio-Rad). Au
fost utilizati pentru studiu anticorpi de sobolan anti ANP (dilutie 1:1500), anti-IL-6 (dilutie 1:500), anti
eNOS3 (dilutie 1:1000) si anti -actina (dilutie 1:1500). Image J a fost utilizat pentru a evalua expresia

proteinelor specifice, iar expresia masuratd a fost normalizata la B-actind ca proteina de referinta.
2.9.12. Studiu metabolomic

Analiza metabolomica a fost efectuata urmand metodele descrise anterior de Sun et al., [43] si

Wu et al., [44].

2.9.12.1. Prepararea probelor. Pentru metabolomicd, a fost utilizat LC-ESI MS/MS, iar probele
au fost amestecate intr-o solutie de acetonitril (ACN) si metanol (MeOH) (1:1 v/v). Probele de ser au
fost decongelate la 4 °C pe o baie de gheatd, 100 pL de ser si 400 pL de ACN: MeOH pre-rdcit au fost

amestecate si vortexate timp de 30-60 s, sonic
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2.9.12.2. Conditii cromatografice. Solutiile preparate (8 pL) au fost injectate in sistemul LC ESI-
MS/MS cu gradient binar in conditiile cromatografice mentionate in Sectiunea 2.4, utilizand faza mobila

(A) 0,1% acid formic in apd (B) 0,1% acid formic in acetonitril.

2.9.12.3. Procesarea datelor si identificarea biomarkerilor. Achizitia si procesarea datelor ESI-
MS/MS au fost realizate cu software-ul X-Calibur 3.0 (Thermo Scientific, SUA). Identitatile metabolitilor
au fost confirmate prin compararea spectrelor MS/MS cu cdutdri in bazele de date online HMDB

(http:/www.hmdb.ca) si Mass bank of North America (https:/mona.fiehnlab.ucdavis.edu/) pe baza

mdsurdrii masei exacte (eroare de masa <5 ppm). Matricea de date a fost importatd in R studio cu

MetaboAnalyst pentru analiza cdilor si analiza de imbogadtire.

SIMCA 14.0 a fost utilizat pentru a analiza datele metabolomice LC-MS/MS serice si cardiace.
Analiza componentelor principale (PCA) nesupravegheatd a fost efectuata pentru a detecta modele si
tendinte metabolice. Ulterior, au fost efectuate analiza discriminanta a celor mai mici patrate partiale
(PLS-DA) si analiza discriminantd a proiectiilor ortogonale pe structuri latente (OPLS-DA) pentru a
analiza si discrimina intre grupurile experimentale. in plus, au fost efectuate teste riguroase de
permutare pentru a valida aceste modele. Importanta variabilei (VIP, VIP>1) si testul t (p-value<0.05)

au fost utilizate pentru a filtra metabolitii esentiali ca potentiali biomarkeri.
2.10. Andocare moleculara

Studiile de andocare moleculara au fost efectuate urmand procedura descrisa anterior de

Sirous et al., [45].
2.10.1. Pregatirea ligandului

Structurile bidimensionale ale compusilor cuantificati prin HPLC au fost obtinute de la PubChem

(https:/pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) si supuse modulului ligprep din Maestro (Schrodinger suite 2015)

pentru ionizare, minimizare si optimizare a liganzilor. Instrumentul Epik al acestui modul a fost utilizat
pentru a produce formele de ionizare ale liganzilor la pH (7,4 = 0,5) si a aplicat campul de fortd OPLS3e
prin intermediul modulului pentru minimizarea si optimizarea liganzilor, care produce conformerul cu

cea mai mica energie a liganzilor.

2.10.2. Pregdtirea proteinelor
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Pentru andocarea moleculara, structurile cu raze X cu cea mai mare rezolutie ale proteinelor au
fost descarcate de la banca de date a proteinelor (RCSB PDB) (https:/www.rcsb.org) si tratate cu
asistentul de preparare a proteinelor din Maestro (Schrodinger suite 2018). Acesta a adaugat atomi de
hidrogen la structura proteinei, a indepartat moleculele de solvent (apd), a atribuit ordine de legdtura,
a creat legaturi disulfurice si a completat lanturile laterale si buclele lipsa si a generat o stare de
protonare utilizand instrumentul Epik pentru structurile proteinelor la pH-ul biologic (7,40 + 0,5) pentru
liganzi. Dupa procesarea structurilor proteinelor, aceste structuri au fost optimizate folosind PROPKA
la pH 7,0, iar campul de forta OPLS3e a fost utilizat pentru a efectua minimizarea restrictionata pentru

minimizarea energiei i optimizarea geometriei structurii proteinei.
2.10.3. Andocare moleculara si generarea grilei receptorului

Locurile active ale structurilor proteice pentru andocarea moleculara au fost definite in modulul
de generare a grilei receptorului din Maestro (Schrodinger suite 2018). O cutie de grild cubica pentru
fiecare proteind a fost determinata cu ajutorul unei revizuiri a literaturii sau a unei selectii a liganzilor
proteici deja legati. Lungimea cutiei de grild a fost ajustatd la lungimea de 16 A. Potentialul partilor
nepolare ale receptorului a fost scazut la un factor de scalare de 1,0 A pe raza van der Waals a atomilor

nepolari ai proteinei avand o tdiere partiald a sarcinii atomice de 0,25 A.

Pentru andocarea molecularg, liganzii si structurile proteice preparate au fost supuse modului
de precizie extra (XP) al modulului de andocare a ligandului (Glide) din Maestro (Schrodinger suite 2018)
folosind fisierul de grild pre-generat pentru receptor. Factorul de scalare 0,80 A a fost ajustat pentru
razele van der Waals cu o tdiere a sarcinii partiale de 0,15 A. Rezultatele andocdrii au fost supuse
modulului Prime MM-GBSA pentru a calcula energiile de legare ale liganzilor cu structura proteinei

folosind modelul de solvatare VSGB cu campul de forta OPLS3e.
2.10.4, Constanta de inhibitie (Ki)

Constanta de inhibitie a fost determinata din energia libera de legare a ligandului generata

anterior de Prime MM-GBSA, conform urmadtoarei ecuatii:

AG = -RT(InKi) sau Ki = e~(-AG/RT)
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Unde AG este energia liberd de legare a ligandului, R este constanta gazelor (cal.mol-1.K-1), iar

T este temperatura camerei (298 Kelvin).
2.11. Analiza statistica

Valorile experimentelor au fost exprimate ca medie + deviatie standard (SD). Concentratia
mediana eficienta (EC50) cu un interval de incredere de 95% (Cl) a fost determinata folosind un model
de ajustare a curbei de regresie neliniara pentru graficele sigmoide doza-rdaspuns. Graficele sigmoide
doza-raspuns logaritmice au fost trasate pentru curbele concentratie-raspuns. Analiza ANOVA
unidirectionald a fost aplicatda pe studiile in vivo, urmatd de testul Dunnett, unde p < 0,05 a fost
considerat semnificativ. GraphPad Prism (Versiunea 8.0) si R studio cu pachetul principal "ggplot" au

fost utilizate pentru analiza statistica si trasarea tuturor graficelor.
3. Rezultate
3.1. Identificarea compusilor bioactivi prin analiza LC-ESI-MS/MS

Analiza LC ESI-MS/MS a identificat 13 compusi bioactivi in C. sativus EtOH. Principalii compusi
bioactivi identificati folosind LC ESI-MS/MS sunt acidul clorogenic, acidul galic, epigalocatechina,
galactinolul, catechina, kaempferitrina, naringenin-7-o-glucozid sau prunind, kaempferol-7-o-
neohesperidozidd, vitexina, acidul protocatechuic, acidul 3-p-cumaroilchinic, acidul 3-ferulail chinic,
hesperidina si rutina (Fig. 1 si Tabelul 1), care pot fi colectiv responsabile pentru aceastd activitate

biologica.
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Fig. 1. ESI-MS/MS spectra in the negative mode for tentative cc
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Table 1
Identification of bioactive compounds in hydroethanolic extract of Cucumis sativus L. seeds corresponding to the chromatographic fragments by LC ESI-MS/MS.
Sr. Rt Molecular Observed Calculated Error Precursor ESLIT M5/MS  Empirical Proposed compound Class
No (min) Weight MS (m/z) MS (m/z) (ppm) type (lons) formula
1. 198 17012 169.0143 169.0151 473 [M-H]- 169, 125, 85, ©,H0, Gallic Acid Hydroxybenzoic
79 Acid Derivatives
2. 312 3423 341.1084 341.1078 -1.76 [M-H]- 341.1, 179, CaHas0yy Galactinol Oligosaccharides
161, 143,
125.02, 119,
113, 101
3 3lz 290.27 291.0863 291.0859 -1.37 [M+H]+ 291, 165, CisH140g Catechin Flavonoid/
139,123 Catechins
4. 4.29 578.52 577.1577 577.1579 0.35 [M-H]- 577,431, 285, CorHaoOna Kaempferitrin Flavonoid
255 Glycosides
5 4.3 434.4 433.1141 433.1143 0.46 [M-H]- 433,272,271,  CyHaOyg Naringenin-7-0-Glucoside Flavonoid
177,151, 119, or Prunin Glycosides
107
[ 4.3 594.5 593.1516 593.1512 -0.67 [M-H]- 593, 327, 285  CoyHapOys Kaempferol-7-0- Flavonoid
Neohesperidoside or Glycosides
Kaempferol-3-0-
Glucorhamnoside
7. 5.3 432.4 431.0985 431.0979 -1.39 [M-H]- 431, 341, 311,  CaHagOyg Vitexin Flavone Glucoside
283, 117
8. 5.7 154.12 153.0181 153.0183 1.31 [M-H]- 153, 109, 91, ©,H0, Protocatechuic Acid Hydroxybenzoic
80, 65 Acid Derivatives
9. 6.3 338.31 337.1365 337.1369 1.19 [M-H]- 337,191,173,  CyHye0p 3-p-Coumaroylquinic Acid Quinic Acids
163, 119
10. B5 369.1211 369.1223 3.25 [M-H]- 193,191,173,  CizHzao0s 3-Feruloylquinic Acid Quinic Acids
134, 93, 85
11. 87 610.6 609.1817 609.1816 -0.16 [M-H]- 609, 301, 285,  CagHlayDys Hesperidin Flavonoid
151 glycosides
12, 8.9 306.27 305.0367 305.0377 3.28 [M-H]- 305, 169, 125  CygH3405 Epigallocatechin Catechin Gallates
13, 11.01 354.31 353.0878 353.0868 -2.83 [M-H]- 353, 191, 173 CyHyg0y Chlorogenic Acid Alcohols And
Folyols
14, 1225 6105 609.1466 609.1469 0.49 [M-H]- 609.25, CarHagDyg Rutin Flavonoid
301.08, 271 Glycosides

3.2. Optimizarea conditiilor HPLC si validarea metodei

Conditiile HPLC au fost optimizate pentru a obtine o separare maxima si varfuri vizibile.
Sistemul binar de faza mobild constand din solventul A (0,1% acid trifluoroacetic cu metanol) si solventul
B (0,1% acid trifluoroacetic cu acetonitril) la un debit de 0,8 ml/min a ardtat separdrile maxime cu un
timp total de rulare de 40 de minute. Timpii de retentie ai varfurilor de separare au fost comparati cu
varfurile standardelor externe in aceleasi conditii cromatografice. Epigalocatechina, acidul clorogenic,
acidul protocatechuic si hesperidina au avut varfuri vizibile la 280 nm, iar acidul galic, rutina si vitexina

au avut varfuri ascutite la 320 nm (Fig. 2 si Tabelul 2).

Curbele de calibrare ale dilutiilor standardelor externe au fost utilizate pentru validarea
liniaritdtii. Intervalul de liniaritate al curbelor standard ale epigallocatechinei, acidului clorogenic,
acidului protocatechuic, hesperidinei, acidului galic, rutinei si vitexinei a fost gasit intre 7,81 si 500
pg/ml cu un coeficient de regresie semnificativ (r2) 0,9992-0,9998. LOD si LOQ ale metodei actuale au
fost gasite intre 0,43 si 0,92 pg/ml si 1,31-2,76 pg/ml, respectiv, asa cum se arata in Tabelul 2. Precizia
instrumentala si repetabilitatea au fost validate prin analize inter-zi (n = 3) si intra-zi timp de trei zile
consecutive (n = 9) ale standardelor externe de epigallocateching, acid clorogenic, acid protocatechuic,

hesperiding, acid galic, rutind si vitexind. Rezultatele validarii preciziei prezentate in Tabelul 2 si Tabelul
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S1 au ardtat %RSD respective pentru inter-zi si intra-zi intre 0,83% si 1,41% si 0,64-1,75%. In validarea
acuratetei, extractul Cu.EtOH a fost imbogatit cu diferite concentratii de standarde externe (50, 100,
150 pg/ml) pentru a calcula procentul de recuperare. Rezultatele in procent de recuperare prezentate
in Tabelul 2 si Tabelul S2 au ardtat ca valoarea medie a variat intre 98,03 + 0,88-99,42 + 0,49 cu %RSD

0,49-1,94%, ceea ce indica o buna acuratete a acestei metode (Tabelul 2 si Tabelul S2).
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Fig. 2. HPLC DAD-UV/Vis chromatograms of hydroethanolic extract of C. sarivis seeds at different lengths and dard addition validation chromatograms of
bioactive compounds. HPLC ch gram of (A) epigallocatechin, chlorogenic acid, p huic acid, and hesperidin at length 280 nm, (B) gallic acid,
rutin, and vitexin wavelength 320 nm. The standard addition chromatograms of (C) epigallocatechin, (D) chlorogenic acid, (E) protocatechuic acid, (F) hesperidin,
(G) gallic acid (H) vitexin, and (1) rutin.
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3.3. Analiza cantitativa a compusilor bioactivi prin HPLC
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Compusii bioactivi identificati prin LC ESI-MS/MS, epigallocatechina, acidul clorogenic, acidul
protocatechuic, hesperidina, acidul galic, rutina si vitexina, au fost cuantificati pe baza curbelor de
calibrare standard ale dilutiilor standard externe. Tabelul 2 prezintd concentratia compusilor bioactiviin
Cu.EtOH, aratand rutina cu o concentratie mai mare de 647,08 pg/g, urmata de vitexina (556,56 pg/g),
acid galic (483,40 pg/g), hesperidind (367,53 pg/g) si acid clorogenic (240,75 pg/g). Acidul
protocatechuic si epigalocatechina au fost cuantificate la 201,1 pg/g si respectiv 195,45 pg/g, pe baza

curbelor de calibrare ale dilutiilor standard, asa cum este prezentat in Tabelul 2.
3.4. Experimente in vitro
3.4.1. Efecte asupra preparatului de aorta izolata de sobolan

Cu.EtOH a fost aplicat pe preparatul aortic cu endoteliu intact pentru a examina efectul
vasorelaxant al extractului EtOH (Fig. 3). Extractul EtOH exercitd efectul relaxant fara constrictie in
preparatele aortice izolate cu endoteliu intact. Cu toate acestea, preparatele aortice denudate au cauzat
constrictie la doze de 0,1-3 mg/ml, dar constrictiile s-au relaxat partial la doze de 5-10 mg/ml. Aceste
constrictii in preparatele aortice denudate au fost blocate cu doxazosin (1 pM), un blocant alfa-
adrenergic. Atropina (1 pM) si L-NAME (1 si 3 pM) au fost utilizate pentru a bloca raspunsul vasorelaxant
bazat pe EDRF indus de colinergic si NO pe tesutul aortic cu endoteliu intact si Cu.EtOH induce
constrictiiin preparatele aortice cu endoteliu intact. Cu.EtOH a inversat constrictia indusa de fenilefrina

(1 pM), K+ (80 mM) si K+ (25 mM) in preparatele aortice cu endoteliu si denudate.

EC50 pentru constrictia indusa de fenilefrind (1 pM), K+ (80 mM) si K+ (25 mM) pe preparatele
aortice cu endoteliu intact au fost 0,1785 mg/ml (95% Cl: 0,1210-0,2654 mg/ml), 0,5740 mg/ml (95%
Cl: 0,4384-0,7581 mg/ml), 0,7413 mg/ml (95% Cl: 0,5022-1,195 mg/ml), respectiv, in timp ce EC50
pentru contractiile mentionate mai sus pe preparatele aortice denudate au fost 3,383 mg/ml (95% Cl:
2,233-5,216 mg/ml), 2,643 mg/ml (95% Cl: 1,614-4,764 mg/ml), 0,2063 mg/ml (95% Cl: 0,1231-
0,3526 mg/ml), respectiv. in prezenta atropinei (1 pM) si L-NAME (1 si 3 pM), Cu.EtOH nu a reusit si
relaxeze contractiile provocate de fenilefrina (1 pM) pe tesutul aortic cu endoteliu intact. S-a observat
cd atropina (1 pM) a blocat complet relaxarea indusa de Cu.EtOH a contractiei provocate de fenilefrina

(1 M) pe preparatele aortice. Cu toate acestea, L-NAME (1 M) a blocat partial relaxarea, dar, la 3 pM,

84



Teza de abilitare Claudia Mihaela GAVRIS

raspunsul de relaxare al Cu.EtOH a fost blocat cu o relaxare initiald la 5 si 10 mg/ml. Aceasta indica
prezenta activitatii antagoniste a canalelor de calciu pe langa mecanismul EDRF bazat pe NO. Aceste
rezultate au fost verificate si comparate cu verapamilul, un blocant al canalelor de calciu, pentru posibila
activitate antagonistd a calciului a Cu.EtOH. Verapamilul a relaxat constrictiile induse de fenilefrina (1
pM), K+ (80 mM) si K+ (25 mM) in preparatele aortice cu endoteliu intact cu EC50 respective de 0,05608
pM (95% Cl: 0,04019-0,07924 pM), 0,03896 pM (95% Cl: 0,02382-0,06550 pM) si 0,01280 pM (95% Cl:

0,01072-0,01529 pM), respectiv (Fig. 3).
3.4.2. Efectul asupra preparatelor de atrii imperecheati izolati de sobolan

Cu.EtOH a fost indus pe preparate de atrii imperecheati de sobolan pentru a explora posibilul
sdu efect inotrop si cronotrop (Fig. 3). Cu.EtOH scade forta de contractie intr-o maniera dependentd de
concentratie la doze de 0,3-10 mg/ml cu un EC50 respectiv de 0,8731 mg/ml (95% Cl: 0,5549-1,392)
pentru a provoca un efect ionotrop negativ. Cu.EtOH scade ritmul cardiac intr-o maniera dependenta
de concentratie la doze de 0,01-0,1 mg/ml, dar ritmul cardiac creste intr-o maniera dependenta de
concentratie la doze de 0,3-10 mg/ml, ritmul cardiac in preparatul de atriu exercitand astfel efectul
cronotrop pozitiv la concentratii mai mari. Atropina (1 pM) a atenuat inotropul negativ al Cu.EtOH cu
EC50 5,369 mg/ml (95% Cl: 2,978-10,48 mg/ml). Aceste rezultate au fost comparate cu verapamilul,
care a cauzat un rdspuns inhibitor dependent de concentratie fatd de forta de contractie si ritmul
cardiac in preparatul de atriu imperecheat cu valori EC50 respective de 0,02998 pM (95% Cl 0,02013-

0,04510 pM) si 0,3077 uM (95% Cl: 0,1969-0,4830 pM) (Fig. 3).
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Fig. 3. Effects of Cu.EtOH on isolated aorta preparation, paired atrium. Vasorelaxant effects of Cu.EtOH and verapamil on A. endothelium intact and B. endothelium
non-intact (denuded) aortic preparation in phenylephrine (1 uM), K* (80 mM) and K" (25 mM) spastic contractions in absence and presence of atropine (1 pM) and
L-NAME (1 and 3 pM), C. Chronotropic and inotropic effect of Cu.EtOH and verapamil on isolated paired atrium preparation in absence and presence of atropine. D.
Vasorelaxant effects of Cu.EtOH and verapamil on endothelium intact (E + ) and B. denuded aortic (E-) preparation in phenylephrine (1 uM), K* (80 mM), and K+
(25 mM) spastic contractions in the absence and presence of atropine and L-NAME. E. Negative inotropic and positive chronotropic effect of Cu.EtOH on isolated
paired atrium preparation in the absence and presence of atropine (1 uM). Values are expressed as Mean + S.D. (n = 4), and the dose-response curve analyzed data
for in -vitro and student t-test for blood pressure, compared to control group and p < 0.05 was considered significant.

3.5. Experimente in vivo
3.5.1. Doza maxima tolerata

Cand Cu.EtOH a fost studiat pentru 0 doza maximad toleratd de extract la sobolani, s-a constatat

cd este sigur, fara modificdri ale greutdtii corporale, modificari comportamentale, semne clinice de

distres si mortalitate la sobolani observate pe parcursul a 28 de zile.

3.5.2. Efectul asupra tensiunii arteriale si a parametrilor hemodinamici

Figura 4 prezinta efectul Cu.EtOH asupra tensiunii arteriale sistolice, diastolice si a parametrilor

hemodinamici la sobolanii anesteziati normotensivi. Administrarea intravenoasd a Cu.EtOH a atenuat

tensiunea arteriald sistolicd (SBP), tensiunea arteriald diastolica (DBP), tensiunea arteriald medie

(MABP) si presiunea pulsului, dependent de dozd, cu scaderea batailor inimii pe minut (BPM). Raspunsul

hipotensiv al Cu.EtOH a fost dependent de doza la doze de 0,1, 0,3 0,5 si 1 mg/kg. Cu.EtOH a scazut

MABP in intervalul 78,32 + 5,2, 69,73 =+ 3,04, 52,34 = 6,5 si 48,50 = 8,02 mmHg la dozele respective
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de 0,1, 0,3, 0,5 si 1 mg/kg. in prezenta atropinei, efectul hipotensiv a fost atenuat, iar MABP a scazut
in intervalul 112,96 = 2,1, 109,74 = 3,8, 97,80 + 2,7, 69,53 + 5,5 mmHg la dozele de 0,1, 0,3, 0,5 si
respectiv 1 mg/kg (Fig. 4). Compusii bioactivi care pot provoca un raspuns hipotensiv nu pot stimula
receptorii muscarinici; prin urmare, raspunsul hipotensiv este diminuat. Aceste rezultate au fost
comparate cu verapamilul. Acesta a scazut MABP al sobolanilor anesteziati normotensivi in intervalul
93,34 £ 0,92, 75,95 = 3,18, 53,61 = 4,5, 46,20 + 2,15 mmHg la dozele respective de 1, 3 si 10 pg/kg

(Fig. 4).
3.5.3. Hipertensiune acuta indusa de L-NAME

Figura 4 a demonstrat o crestere substantiala (p-value<0,05) a MABP (195,88 + 7,15 mmHg)
la sobolanii normotensivi anesteziati, atunci cand au fost tratati cu L-NAME pentru a induce
hipertensiune acuta. Cu toate acestea, tratamentul cu Cu.EtOH (0,3, 0,5 si 1 mg/kg, i.v.) a dus la o
scadere semnificativa (p-value<0,05 fatd de L-NAME) a MABP la 104,95 + 3,75, 94,105 + 5,3 si 67,046

+ 3,65 mmHg la dozele de 0,3, 0,5 si 1 mg/kg.
3.5.4. Efectul asupra leziunilor miocardice cronice induse de 1ISO

Efectul Cu.EtOH asupra leziunilor miocardice cronice induse de isoproterenol a fost studiat in
indici preliminari ai hipertrofiei cardiace, cum ar fi indicii biometrici, parametrii histopatologici si markerii
biochimici cardiaci. S-a observat ca extractul Cu.EtOH protejeaza animalele de leziunile miocardice

cronice induse de ISO.
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F. Effect of Cu.EtOH on L-NAME induce acute hypertensive rats

Fig. 4. Effects of Cu.EtOH normotensive and L-NAME induce acute hypertensive rats anesthesia rats. A. The hypotensive and hypertensive control responses with
acetylcholine (1 pg/kg) and adrenaline (1 pg/kg), The hypotensive effect of Cu.EtOH and verapamil in the absence and presence of atropine (1 mg/kg) in normo-
tensive anesthesia rats. B. The hypotensive effect on L-NAME (20 mg/kg) induces acute hypertensive rats anesthesia rats. The hypotensive effect of C. Cu.EtOH (mg/
kg) D. in the presence of atropine (1 mg/kg) E. verapamil (ug/kg) in normotensive anesthesia rats and F. on L-NAME induce acute hypertensive rats anesthesia rats
with changes in systolic, diastolic, mean atrial blood pressure, pulse pressure (MABP) and heart rate. Values are expressed as Mean + S.D. (n = 4), and student t-test
was applied and compared to control group and p < 0.05 was considered significant. (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, **** p < 0.0001 vs control group and
#p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001, ####p < 0.0001 vs L-NAME group). Con: Control, Ach: acetylcholine, Adr: adrenaline.

3.5.5. Activitate fizicd si rata de supravietuire

Activitatea fizica si rata de supravietuire in timpul studiului indica semnificativ infarctul
miocardic sau insuficienta cardiaca. in timpul acestui studiu, mortalitatea este asteptatd din cauza

ischemiei miocardice. Nu a fost inregistrata mortalitate la animalele tratate cu Cu.EtOH (75 si 150
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mg/kg), verapamil si carvedilol, dar mortalitatea a fost observatd in grupul cu boald (ISO); 2 animale au

murit din cauza infarctului miocardic din sase animale.

Asociatia Inimii din New York (NYHA) clasifica insuficienta cardiaca in patru categorii (Clasa |, Il
lll si IV) pe baza biochimiei sangelui si a dizabilitatii fizice. In acest studiu, administrarea de IS0 a scdzut
activitatea fizicd dupd a 4-a administrare subcutanata de isoproterenol, iar activitatea fizicd a scdzut
complet dupd a 10-a administrare cu scurtarea respiratiei, in timp ce animalele tratate cu verapamil,
carvedilol si Cu.EtOH (150 mg/kg) au fost active si au avut o scurtare neglijabild a respiratiei. S-a
observat ca animalele din grupul ISO au pierdut in greutate in timpul studiului, dar au crescut in alti
parametri, cum ar fi oboseala, scurtarea respiratiei si activitatile fizice. Cu toate acestea, pierderea in
greutate sau cresterea altor parametri nu au fost observate in grupurile de tratament cu Cu.EtOH (150

mg/kg), verapamil si carvedilol.
3.5.6. Efectul asupra parametrilor histopatologici

Modificdrile histologice ale tesutului cardiac au fost examinate pentru a determina prezenta
necrozei asociate cu cresterea fibroblastelor si infiltrarea celulelor inflamatorii. De asemenea, au fost
studiati si alti parametri, precum numarul de celule, diametrul si grosimea atat a celulelor, cat si a
muschiului. Rezultatele au ardtat ca tesuturile miocardice ale grupului ISO au prezentat leziuni
semnificative ale fibrelor musculare, inclusiv cresterea fibrozei, hiperplazia locala a fibrelor de colagen,
infiltrarea celulelor inflamatorii si edem interstitial. Mai mult, aceste tesuturi au prezentat o infiltratie
ridicatd de neutrofile, cu miofibre slabe, picnoza, cariorexis (Fig. 5) si multe tesuturi fibroase
dezordonate structural. Cu toate acestea, tratamentul cu Cu.EtOH, verapamil si carvedilol a scdzut
semnificativ (p-value<0.05 fatd de grupul ISO) infiltrarea celulelor inflamatorii si fibroza, cu leziuni
minore in tesuturile miocardice, cu exceptia dozei mici (75 mg/kg) de extract EtOH, care a avut o
protectie mai putin semnificativa (p-value<0.05 fata de grupul ISO). Cu.EtOH (150 mg/kg), verapamil si
carvedilol au scdzut necrobioza, ceea ce a dus la o crestere semnificativd a numarului de celule (p-
value<0.05 fatd de grupul ISO) si, de asemenea, au mentinut diametrul celular si suprafata celulara in
mod semnificativ (p-value<0.05 fata de grupul ISO), comparativ cu grupul ISO (Fig. 5). Aceste rezultate
indica protectia oferitd de Cu.EtOH impotriva deteriorarii tesutului cardiac la sobolanii cu infarct

miocardic.
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3.5.7. Efectul asupra indicilor biometrici

Figura 6 (A) ilustreaza efectul Cu.EtOH asupra indicilor biometrici ai hipertrofiei cardiace induse
de ISO. S-a observat ca administrarea de ISO a crescut semnificativ (p-value<0.05 fatd de grupul de
control) indicele biometric, cum ar fiin grupul cu boala (ISO). Toti indicii biometrici, adica greutatea inimii,
diametrul inimii, greutatea ventriculului stang (LHV), indicele greutdtii inimii, indicele LHV, indicele
lungimii tibiei si indicele lungimii cozii, au fost crescuti in grupul ISO si scazuti in grupurile tratate cu
Cu.EtOH (150 mg/kg), verapamil si carvedilol. Aceste grupuri tratate au avut o protectie semnificativa
(p-value<0.05 fatd de grupul ISO) impotriva hipertrofiei cardiace in comparatie cu grupul I1SO si nicio
diferenta semnificativa (p-value<0.05 fatd de grupul de control) intre grupul de control si aceste grupuri
tratate. Doza mica (75 mg/kg) de extract EtOH a fost gasita cu o protectie scazuta semnificativa (p-
value<0.05 fata de grupul I1SO) la animale. Investigarea macroscopica a grosimii LHV a aratat prezenta
semnificativa (p-value<0.05 fata de grupul de control) a hipertrofiei in grupul ISO (Fig. 5(A), 6(A)) in
comparatie cu grupul de control; cu toate acestea, grupurile tratate cu Cu.EtOH (150 mg/kg), verapamil

si carvedilol nu au avut o grosime remarcabila.
3.5.8. Efectul asupra markerilor biochimici cardiaci serici

Markerii biochimici serici, cum ar fi CK, CK-MB, cInT, cTnl, LDH, ANP si profilul lipidic, au
semnificatie clinica in diagnosticarea infarcturilor miocardice. Pe langa acestia, concentratiile de ACE,
NO, rening, ALT, AST, IL-6 seric, BNP si cGMP sustin studiul leziunilor cardiace. Figura 6 (B) a ardtat cd a
existat o diferenta semnificativa (p-value<0,05 fata de grupul de control) intre biomarkerii ISO si cei de
control. Cresterea acestor biomarkeri serici in grupul administrat cu ISO a indicat prezenta infarctului
miocardic cronic, desi grupurile tratate cu extract de Cu.EtOH (150 mg/kg), verapamil si carvedilol au
avut biomarkeri serici in intervalul limitd, cu exceptia dozelor mici (75 mg/kg) de extract EtOH. Aceste
grupuri tratate au avut o protectie semnificativa (p-value<0,05 fata de grupul ISO) impotriva infarctului
miocardic in comparatie cu grupul ISO si nicio diferentd semnificativa (p-value<0,05 fata de grupul de
control) intre control si aceste grupuri tratate. Rezultatele au ardtat ca Cu.EtOH protejeaza animalele

de cardiotoxicitatea indusa de I1SO.

3.5.9. Analiza expresiei genelor
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Figura 7 a prezentat expresia mMRNA a genelor inflamatorii si cardiace, cum ar fi NOS3, ANP, IL-
6, cTnT si MMP-9, care au fost studiate. Expresia mRNA a ANP, IL-6, MMP-9 si cTnT a fost semnificativ
(p-value<0,05 fata de grupul ISO) reglatd in jos in miocardul tratat cu Cu.EtOH (150 mg/kg), verapamil
si carvedilol, dar expresia acestor gene a crescut semnificativ (p-value<0,05 fata de grupul de control)
in grupul 1SO. Doza micd (75 mg/kg) de extract EtOH a fost gdsitd cu o semnificatie scazuta (p-
value<0,05 fata de grupul 1SO). Cu toate acestea, expresia mRNA a NOS3 a fost semnificativ (p-
value<0,05 fata de grupul ISO) reglatd in sus in tesuturile cardiace tratate cu Cu.EtOH (150 mg/kg),
verapamil si carvedilol, in timp ce expresia sa a fost semnificativ (p < 0,05 fata de grupul de control)

redusd in inimile hipertrofiate ale grupului ISO.

Analiza heatmap de clustering ierarhic a fost utilizata pentru a determina intensitatile
normalizate ale expresiei genelorin ISO, control, Cu.EtOH (75 si 150 mg/kg), verapamil si carvedilol (Fig.
7). Rosu a reprezentat cresterea expresiei genelor, in timp ce albastru a reprezentat scaderea.
Rezultatele indica faptul ca tendinta de expresie in grupurile de tratament a fost departe de expresia
grupului ISO, dar aproape de grupul de control, cu exceptia Cu.EtOH (75 mg/kg). in plus, aceste rezultate
au demonstrat cd Cu.EtOH (150 mg/kg) a inversat cu succes si a schimbat tendintele de expresie a

genelor similare cu verapamilul si carvedilolul.

Cu analiza Western blot, am constatat ca expresia IL-6 si MMP-9 a fost scazuta in Cu.EtOH (150
mg/kg), carvedilol si verapamil in comparatie cu grupul ISO, unde acestea au fost crescute. Cand
expresia IL-6 si MMP-9 a crescut, aceasta a indicat inflamatie in cardiomiocite. Cu toate acestea,
expresia NOS3 a fost crescutd in Cu.EtOH (150 mg/kg), carvedilol si verapamil in comparatie cu grupul
ISO, unde NOS3 a fost scazut. Cand expresia NOS3 a crescut, aceasta a indicat relaxarea in

cardiomiocite (Fig. 7D).
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Fig. 7. Effects of Cu.EtOH on mRNA gene expressions of IL-6, ANP, ¢TnT, NOS3, and MMP-9 in myocardial tissues after ISO induced MI. A. The trend of gene
expression in hypertrophy myocardial tissues B. Heatmap of significant (p. adjusted (p < 0.05) vs. ISO) trend changing in gene expression when compared to ISO
group, red indicate the high significance and green indicate the less significant. C. The hierarchical clustering heatmap analysis of gene expression in myocardial
tissues; red represented the increase in gene expression while blue represented the decrease. D. Western blot analysis to detect the expression of IL-6, MMP-9, and
NOS3 in heart samples. Values are expressed as Mean + S.D. (n = 3), and data were analyzed by student t-test, compared to ISO group, whereas ISO group compared
with control and p < 0.05 was considered significant. (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 vs ISO group and #p < 0.05, ##p < 0.01,
###p < 0.001, ####p < 0.0001 vs control group). Con: Control; ISO: isoprenaline; Ver: verapamil; Car: carvedilol; LD: 75 mg/kg Cu.EtOH; HD: 150 mg/kg
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3.5.10. Analiza profilului metabolomic

3.5.10.1. Analiza multivariatd a datelor. Componentele principale 1 si 2 au fost utilizate pentru
a evalua graficul PCA. Graficele de scor PCA nesupravegheate ale datelor metabolomice din ser (R2X =
0,941,Q2 =0,929) si inima (R2X = 0,938, Q2 = 0,903) au ardtat o clasificare satisfacdtoare a grupurilor
experimentale cu o separare explicita intre grupul ISO si alte grupuri, adica Cu.EtOH (150 mg/kg),
verapamil si carvedilol (Fig. 8). Daca R2X si Q2 sunt mai mari de 0,5, modelul este considerat stabil si
predictiv. Aceste rezultate indica un proces de modelare de succes cu o modificare metabolica severa

in grupul 1SO.
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Graficul OPLS-DA supravegheat discrimineaza metabolitii serici si cardiaci intre grupurile de
control, ISO, Cu.EtOH (150 mg/kg), verapamil si carvedilol. In graficul OPLS-DA, a existat o discriminare
explicitd a metabolitilor serici si cardiaci intre grupul ISO si alte grupuri, adica Cu.EtOH (150 mg/kg),
verapamil si carvedilol. Grupul ISO a fost departe de grupurile tratate cu Cu.EtOH (150 mg/kg),
verapamil si carvedilol, in timp ce grupurile tratate cu Cu.EtOH (150 mg/kg), verapamil si carvedilol se
intersecteaza reciproc (Fig. 8). Valorile crescute ale R2X, Q2 si CV-ANOVA ale modelului au sugerat ca
modelele OPLS-DA au o potrivire si o predictibilitate semnificative fara supraadaptare. Modelele OPLS-
DA ale serului (R2X = 0,975, Q2 = 0,979) si ale tesuturilor miocardice (R2X = 0,993, Q2 = 0,998) au avut
o bunad stabilitate si predictie. Astfel, rezultatele analizei OPLS-DA indica o diferenta semnificativa (p-

value<0,05) intre metabolitii ISO si grupurile tratate.

in plus, modelele OPLS-DA intre control si ISO (Ser: R2X = 0,983, Q2 = 0,999; Inim&: R2X =
0,984, Q2 = 0,994), verapamil (Ser: R2X = 0,695, Q2 = 0,829; Inimd: R2X = 0,75, Q2 = 0,8) si Cu.EtOH
(150 mg/kg) (Ser: R2X = 0,783, Q2 = 0,914; Inima: R2X = 0,943, Q2 = 0,988) au fost stabilite atat pentru
metabolitii serici, cat si pentru cei cardiaci, iar modelul OPLS-DA a fost stabilit si pentru verapamil si

extract de EtOH (150 mg/kg) (Ser: R2X = 0,85, Q2 = 0,964; Inima: R2X = 0,92, Q2 = 0,983).

Pentru validitatea statistica si semnificatia metabolitilor din ser si tesutul cardiac ai grupurilor
de control, Cu.EtOH (150 mg/kg), verapamil, carvedilol si ISO au fost evaluate in continuare prin teste
de permutare cu validare incrucisata (Fig. 8). Parametrul R2 utilizat pentru varianta si Q2 explica
predictibilitatea modelului, gradul de suprapunere si corelatia dintre datele permutate si cele originale.
Interceptia Q2 negativa a sugerat buna predictibilitate si corelatie a modelului. Rezultatele testului de
permutare pentru ser (R2 = 0,295, Q2 = - 0,427) si tesuturile cardiace (R2 = 0,24, Q2 = - 0,826) indica
faptul ca modelele sunt stabile si au prezis variatia. in plus, modelele de validare intre control si ISO
(Ser: R2X = 0,51, Q2 = - 0,678; Inima: R2X = 0,344, Q2 = - 1,46), verapamil (Ser: R2X = 0,56, Q2 = -
0,685; Inima: R2X = 0,545, Q2 = - 0,578) si extract de EtOH (150 mg/kg) (Ser: R2X = 0,652, Q2 = -
0,588; Inima: R2X = 0,552 Q2 = - 1,29) au fost stabilite atat pentru metabolitii serici, cat si pentru cei
cardiaci, iar modelul de validare a fost stabilit si pentru verapamil si extract de EtOH (150 mg/kg) (Ser:

R2X =0,609, Q2 = - 2,09; Inimd: R2X=0,239, Q2 = - 1,1).
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Fig. 8. Effects of Cu.EtOH on metabolic profiles of serum and heart samples after 1SO induced ML The PCA and OPLS-DA score plots with permutation tests plots to

validate the data for all experimental groups. Comparative OPLS-DA and permutation test plots in between Control and Ml induce groups (ISO, Verapamil, carvedilol,
and Cu EtOH).

3.5.10.2. Analiza biomarkerilor in diferite probe. Studiul datelor metabolomice a fost utilizat
pentru a identifica compusi si pentru a investiga cdile metabolice asociate cu infarctul miocardic. in ser,
90 de metaboliti ca potentiali biomarkeri au fost filtrati si identificati, incluzand corpi cetonici,

mineralocorticoizi, eicosanoide, acizi organici, aminoacizi, glicoproteine, colind, glicerol, glucoza si
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betaina. Fig. 9 prezintd alterarea a 35 de metaboliti in ser. Rezultatele au indicat ca nivelurile de 3-
hidroxibutirat, 5-hidroxitriptofan, 9-HETE, acetond, adenozing, acid arahidonic, acid aspartic, D-
glucoza, glutation, histiding, valing, alanind, arginind, asparagind, glutamat, glutaming, izoleucinag,
lactat, leucind, metioning, serind, timiding, niacinamida, fosfocoling, acid piroglutamic, acid piruvic, acid
succinic, ceramida, proling, citrat, acid urocanic, acid fosfoenolpiruvic, prostaglandind-f1a, serotoning,
acid palmitic, cisteing, dimetilaming, LysoPC-18, LysoPE-22, PC-16 au fost semnificativ (p-value<0.05,
fatd de grupul de control) crescute in grupul ISO in comparatie cu controlul, dar Cu.EtOH (150 mg/kg),
verapamil si carvedilol au inversat si au inhibat semnificativ (p < 0,05, fatd de grupul ISO) alterarea
expresiilor acestor metaboliti la sobolani. Cu toate acestea, s-a observat cd aminoacizii, adicd alaning,
arginind, asparaging, glutamat, glutaming, izoleucing, leucing, metioning, niacinamida, pantotenat, acid
piroglutamic, taurina si glicerol fosfocolind au fost semnificativ (p-value<0.05 fata de control) redusiin
grupul 1SO in comparatie cu controlul, in timp ce Cu.EtOH (150 mg/kg), verapamil si carvedilol au
imbundtatit semnificativ (p-value<0.05 fata de grupul ISO) expresiile aminoacizilor. Aceste rezultate au
ardtat ca Cu.EtOH (150 mg/kg) amelioreazd alterarea metabolitilor la sobolanii cu infarct miocardic

indus de isoproterenol, similar cu verapamilul si carvedilolul.

in tesutul cardiac, 60 de potentiali biomarkeri metabolici au fost filtrati si identificati. Fig. 10 a
portretizat alterarea a 30 de metaboliti in inimd. Rezultatele au indicat ca nivelurile de 3-hidroxibutirat,
5-hidroxitriptofan, acid aspartic, glutation, valing, alaning, arginind, asparaging, glutamat, glutaming,
izoleucing, lactat, leucing, metioning, sering, timidind, niacinamida, fosfocolind, acid piroglutamic, acid
piruvic, prolind, acid urocanic, b.pgf2a, acid citric, acid palmitic, acid fosfoenolpiruvic, serotoning,
LysoPC-18, LysoPE-22 si PC-16 au fost semnificativ (p-value<0.05, fata de grupul de control) crescute
in grupul ISO in comparatie cu controlul, dar Cu.EtOH (150 mg/kg), verapamil si carvedilol au inversat si
au inhibat semnificativ (p-value<0.05, fata de grupul ISO) alterarea expresiilor acestor metaboliti la

sobolani.
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Fig. 10. Effects of Cu.ErOH on metabolic profiles of heart samples after ISO induced ML A. The trend metabolic profiles of heart tissue sample B. Heatmap of
significant (p. adjusted (p < 0.05) vs. ISO) trend changing in metabolic profiles when compared to ISO group, red indicate the highly significant, and green indicate
the less significant. Values are expressed as Mean =+ S.D. (n = 3), and data were analyzed by student t-test, compared to ISO group, whereas ISO group compared with
control and p < 0.05 was considered significant. (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 vs ISO group and #p < 0.05, ##p < 0.01, ###p < 0.001,
####p < 0.0001 vs control group). Con: Control; ISO: isoprenaline, Ver: verapamil; Car: carvedilol; HD: 150 mg/kg Cuw.EtOH.
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3.5.10.3. Analiza cailor metabolice. MetaboAnalyst a fost utilizat pentru a analiza metabolitii
serici si cardiaci pentru a gdsi imbogadtirea cdilor si cdile metabolice asociate cu infarctul miocardic. Un
total de 46 de cdi metabolice au fost identificate in ser si 38 in tesuturile cardiace (Fig. 11). Principalele
cdi metabolice modificate pentru metabolitii serici au fost metabolismul nicotinatului si nicotinamidei,
metabolismul histidinei, metabolismul alaninei, aspartatului si glutamatului, metabolismul
glutationului, metabolismul purinelor, metabolismul selenocompusilor, taurina si metabolismul
hipotaurinei, biosinteza argininei, metabolismul D-glutaminei si D-glutamatului, metabolismul
triptofanului, metabolismul argininei si prolinei, biosinteza aminoacil-tRNA, biosinteza valinei, leucinei
Si izoleucinei, degradarea lizinei, metabolismul glioxilatului si dicarboxilatului, degradarea valinei,
leucinei si izoleucinei, metabolismul glicinei, serinei si treoninei, sinteza si degradarea corpilor cetonici

si metabolismul pirimidinei.

Cdile metabolice pentru metabolitii cardiaci au fost sinteza si degradarea corpilor cetonici,
metabolismul butanoatului, metabolismul glioxilatului si dicarboxilatului, metabolismul purinelor,
metabolismul taurinei si hipotaurinei, metabolismul sfingolipidelor, degradarea lizinei, metabolismul
biotinei, biosinteza fenilalaninei, tirozinei si triptofanului, metabolismul cisteinei si metioninei,
metabolismul piruvatului, metabolismul pirimidinei, metabolismul glicinei, serinei si treoninei,
biosinteza valinei, leucinei si izoleucinei, biosinteza aminoacil-tRNA, metabolismul triptofanului,
metabolismul beta-alaninei, metabolismul D-glutaminei si D-glutamatului, glicoliza/gluconeogeneza,
metabolismul tirozinei, biosinteza argininei, metabolismul alaninei, aspartatului si glutamatului si
metabolismul histidinei; perturbarea acestor cdi a indus infarctul miocardic la animale. Fig. 11 ailustrat
cd grupul ISO a avut cai metabolice puternic modificate, cu o concentratie mai mare de metaboliti decat
controlul, dar verapamilul si Cu.EtOH (150 mg/kg) au reglat concentratia metabolitilor si au avut o
modificare minord a cdilor metabolice pentru a trata leziunea miocardicd. Cdile metabolice mentionate
mai sus sunt implicate in principal in metabolismul energetic, al stresului oxidativ si al aminoacizilor. in
special, cdile metabolismului aminoacizilor si energiei au fost semnificativ imbogadtite in grupul ISO si
inversate cu tratamentul Cu.EtOH (150 mg/kg) si verapamil, in special metabolismul BCAA, glutaminei
si glutamatului, corpilor cetonici si degradarea aminoacizilor. Astfel, analiza cailor metabolice a ilustrat

mecanismul cardioprotector al Cu.EtOH (150 mg/kg).
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3.5.10.4. Analiza de corelatie si Heatmap a metabolitilor. Analiza heatmap si aborddrile de
corelatie au fost utilizate pentru a restrange semnificatia Cu.EtOH si predictibilitatea exacta a
eficacitatii intre grupurile I1SO si cele tratate. in primul rand, analiza de corelatie heatmap bazatd pe
coeficientul Pearson-correlation a fost utilizata pentru a recunoaste relatia dintre metabolitii

modificati. Corelatia pozitiva si negativa a fost prezentatd in rosu si respectiv verde (Fig. 12).

Analiza heatmap de clustering ierarhic a fost utilizata pentru a determina intensitatile
normalizate ale metabolitilor endogeniin ISO, control, Cu.EtOH (150 mg/kg), verapamil si carvedilol (Fig.
13). Rosu a reprezentat cresterea metabolitilor serici, in timp ce albastru a reprezentat scaderea.
Rezultatele indicd faptul ca tendinta metabolitilor in grupurile de tratament a fost departe de
metabolitii grupului ISO, dar aproape de grupul de control. in plus, aceste rezultate au demonstrat cd
Cu.EtOH a inversat cu succes si a schimbat tendintele metabolitilor similar cu verapamilul si

carvedilolul.
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A. Correlation between Serum and Heart

Fig. 12. Correlation Heatmap analysis of serum and heart metabolites varied significantly after ISO induced MI. A. Correlation between serum and heart metabolites.
Correlation Heatmap analysis of serum and heart metabolites in B. Control group, C. ISO group, D. Verapamil group, E. Carvedilol group F. Cu.EtOH (150 mg/kg)
group. S: Metabolites identified in the heart; H: Metabolites identified in the heart.
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Fig. 13. The hierarchical clustering heatmap analysis for the alterations of metabolites after ISO induces MI. A. Hierarchical cluster heatmap of serum metabolites
between control and ISO groups, B. Hierarchical cluster heatmap of serum metabolites between control, ISO, verapamil, carvedilol, and Cu.EtOH (150 mg/kg). C.
Hierarchical cluster heatmap of heart metabolites between control and ISO groups, D. Hierarchical cluster heatmap of metabolites of heart between control, 1SO,
verapamil, carvedilol, and Cu.EtOH (150 mg/kg).

3.5.11. Andocare moleculara

Calculele de andocare sunt avantajoase pentru prezicerea pozitiei ligandului in cadrul locului de
legare al proteinei tintd. Implicarea termenilor de energii fizice (de exemplu, energia de solvatare) cu un
camp de fortd adecvat face ca calculul andocarii compusilor sa fie mai acceptabil cu acuratete [45,46].
Pentru a valida efectele benefice ale compusilor bioactivi din semintele de C. sativus (ruting, vitexina,
acid clorogenic, cateching, naringenin-7-o-glucozidd, acid galic, acid protocatechuic si medicamentul
standard verapamil), acestia au fost andocati cu proteine tintd cu canal de calciu voltaj-dependent 32a

(VGCC, PDB:1T0J), receptor muscarinic 3 (PDB ID: 5ZHP) si oxid nitric sintazd 3 (NOS3, PDB: 1TM9R), care
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au fost membri ai EDRF si cdilor de semnalizare mediate de calciu (Fig. 6) [47]. Rutina, acidul clorogenic,
naringenin-7-o-glucozidul si vitexina au fost prezise ca fiind compusi bioactivi proeminenti printre altii,
care au avut cele mai mici energii de legare a ligandului cu contributia energiilor Van der Waals (AGvdW)
si a interactiunilor lipofile (AGLipo) pentru proteinele tintd. Catechina, acidul galic si acidul
protocatechuic au aratat, de asemenea, afinitati de legare notabile fatd de proteinele tinta ale

aminoacizilor (AA), asa cum este reprezentat in Tabelul 3 si Fig. 14.
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Fig. 14. Depicted the 2D protein-ligand interaction between bioactive compounds (catechin, chlorogenic acid, gallic acid, naringenin-7-o-glucoside, protocatechuic
acid, rutin, and vitexin) and proteins; A. voltage-gated calcium channel p2a (VGCC, PDB:1T0J), B. muscarinic receptor 3 (PDB ID: 5ZHP), C. nitric oxide synthase 3
(NOS3, PDB: 1M9R). D. Heatmap of binding energies (kcal/mol), of bioactive compounds (rutin, quercetin, scopoletin, and kaempferol) and proteins. E. Heatmap of
p-adjusted values of binding energies when compared to verapamil. (p < 0.05 vs verapamil). N70G: Naringenin-7-O-glucoside.
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Table 3

Binding energies (keal/mol) of compounds with Voltage-gated calcium channel beta2a, muscarinic receptor 3, and nitric oxide synthase 3 calculated by Prime MMGBSA.

Name Docking  AGgiame  Log K AGeoutomb  AGeovtent  AGHmond  AGupophiic  AGsay  AGyaw  Residue-Ligand Interactions with Distanee (A)
score (uMolar) a8 Hydrogen Bonds Eleetrostatie / Hydrophobic Bonds
Voltage-gated calcium channel betaZa (PDB:1T0J)
Rutin -8.089 -37.56 13.08 -34.83 10.08 3.82 9.25 47.21  -4558  Conventional Hydrogen Bond: Aspd1 (1.98), Vall09  Electrostatic n-Anion: Asp384 (4.24)
(1.89), Val109 (2.60), Pro336 (2.11), Tyr402 (1.97),
Asp384 (2.63), Carbon Hydrogen Bond: Vall09
(2.61), Lys90 (2.47), Asp91 (2.51),
Vitexin -6.542 -48.43 -17.80 -40.91 5.46 -3.29 9.9 40.04  -39.06 Conventional Hydrogen Bond: Arg65 (2.17), n-n T-Shaped: Phe92 (5.15),
Arg227 (3.01), Lys90 (1.96), Asp384 (2.01), GIn380  m-Alkyl: Lys90 (4.63)
(1.85), Phe383 (2.98), Vall09 (1.69)
Carbon Hydrogen Bond: Arg65 (2.38), Asp384
(2.70), GIn380 (2.96), Glu381 (2.46), Asp384 (2.64)
Chlorogenic acid -6.503 -27.48 871 134 1.38 -3.44 -0.87 1447  -30.45  Conventional Hydrogen Bond: Lys254 (2.25), Electrostatic Attractive Charge:
Asp319 (1.88), Asp319 (2.16), le261 (3.06), Lys254 (3.40)
a-Donor Hydrogen Bond: r-Alkyl: 16263 (4.46)
11e263 (3.31)
Catechin -4.878 -28.32 0.07 2172 8.07 2.6 10.41 2629 2691  Conventional Hydrogen Bond: Phe92 (2.41), Electrostatic a-Anion: Asp384 (3.57),
Tyr402 (2.09), GIn380 (1.66), Phe383 (2.82), Asp9l  m-m T-Shaped: Phe92 (5.06)
(2.97), Val109 (1.71), Carbon Hydrogen Bond:
Asp384 (2.49),
Naringenin-7-0- -4.047 233 6.89 2003 10.15 2,05 7.67 3617 3867 Conventional Hydrogen Bond: Phe92 (2.27), Val109
glueoside (2.84), Asp91 (2.49), Ser382 (1.84), Carbon
Hydrogen Bond: Asp91 (2.59), Val109 (2.42), Val109
(2.49)
Gallic acid -3.26 -9.38 -0.84 103 -0.09 -2.42 -2.95 802  -1295 Conventional Hydrogen Bond: ASP251 (1.86),
ASP251 (1.75)
Protocatechuic 2.809 1211 2,03 231 -0.03 -3.05 -4.45 6 1238 Conventional Hydrogen Bond: Lys247 (2.07), Salt Bridge; Electrostatic Attractive
acid Arg265 (2.48), Asp251 (1.99), Asp251 (1.91), Charge: Arg265 (2.91)
- Stacked: Phe250 (5.54)
Verapamil -2.518 -44.45 16.08 19.55 375 .21 14.26 2951  -41.79  Conventional Hydrogen Bond: Arg227 (2.65) Electrostatic Attractive Charge:
Carbon Hydrogen Bond: Tyr402 (2.72), Asp384 Asp384 (4.51)
(2.54), Tyr402 (2.69), Glul11 (2.61), Ser330 (2.75),  Electrostatic x -Cation: Arg227 (4.00)
Pro336 (2.49), Glu3s1 (2.67), Ser382 (2.43) Electrostatic 7-Anion: Asp384 (3.66)
Alkyl: Ala335 (4.32), Alad05 (3.99),
Lys110 (4.24), Pro326 (5.46), le338
(4.46)
r-Alkyl: Phe92 (5.37), Lys110 (5.11),
Alad09 (4.44))
Musecarinic receptor 3 (PDB ID: SZHP)
Chlorogenic acid  -10.905 -41.34 14.72 -54.69 8.43 -3.49 18.41 6822  -40.1  Conventional Hydrogen Bond: le222 (2.01), -6t Thr231 (2.66)
Tyr506 (2.88), Lys522 (2.35), Cys220 (2.55), Cys220  m-Alkyl: Tyr529 (4.55)
(1.92), Leu225 (1.67), Asn513 (1.63)
Carbon Hydrogen Bond: Phe221 (2.92), Pro228
(2.73), Pro228 (2.59), Thr231 (2.88), Cys220 (2.98),
Rutin -9.428 -39.98 1413 -43.06 8.17 -4.55 11.82 5023  -37.01 Conventional Hydrogen Bond: Leu225 (2.66), r-Alkyl: Phe221 (4.37), Pro228 (4.77)
Asn513 (1.78), Cys220 (2.71), Ser518 (1.81), Asp517
(continued on next page)
Table 3 (continued)
Name Docking  AGunamg  L0gKi AGeouomb  AGeowsiem  AGrmons  AGipopnie  AGsaw  AGyaw  Residue-Ligand Interactions with Distance (A)
score (uMotar) & Hydrogen Bonds Electrostatic / Hydrophobic Bonds
(1.86),
Carbon Hydrogen Bond: Pro228 (2.35), Trp525
(2.64), Leu225 (2.41),
Catechin -8.096 -52.43 1954 35.62 8.18 2,48 -16.16 27.1 -30.05  Conventional Hydrogen Bond: Tyr148 (2.32), 760 Thr231 (2.58),
Tyr529 (2.38), Leu225 (1.70), Asn513 (1.62), -z Stacked: Tyr529 (4.29),
Carbon Hydrogen Bond: Pro228 (2.71), Pro228 7% T-Shaped: Tyr506 (5.74)
(2.52), Thr231 (2.84),
n-Donor Hydrogen Bond: Tyr506 (3.02),
Vitexin -7.965 -45.42 -16.50 -36.9 7.14 23 -10.29 3177  -327  Conventional Hydrogen Bond: Tyr148 (1.88), 7% T-Shaped: Trp525 (4.90)
Lys522 (2.06), Gys220 (2.32), Asn513 (1.71),
n-Donor Hydrogen Bond:
Phe221 (2.73), Trp525 (2.52),
Naringenin-7-0- -7.793 -50.26 -18.60 27.77 10.37 364 1572 2865  -38.53  Conventional Hydrogen Bond: Tyr148 (2.89),
glucoside Cys220 (1.84), Asn526 (2.38), Asn526 (1.70), Leu225
(2.47), Thr231 (2.44), 11e520 (1.76),
Carbon Hydrogen Bond: Trp525 (2.82)
Gallic acid -6.508 -19.63 -5.30 -39.36 165 2,69 -10.44 49.65  -1614  Conventional Hydrogen Bond: Tyr148 (1.87),
Tle222 (2.66), Cys220 (1.67), Asn526 (2.31), Carbon
Hydrogen Bond: Phe221 (2.59)
Protocatechuic -6.565 -19.99 -5.45 45.25 0.97 319 -10.04 5446  -153  Conventional Hydrogen Bond: Tyr148 (1.75), a-n T-Shaped: Tyr529 (4.88)
acid 1le222 (2.51), Lys522 (2.24), Lys522 (2.45), Lys522
(2.58), Cys220 (1.80), Asn526 (1.90),
Carbon Hydrogen Bond: Phe221 (2.47), Lys522
(2.98)
Verapamil -2.264 -61.39 -23.43 245 4.92 122 -27.11 2.8 -41.13  Conventional Hydrogen Bond: 1222 (2.45), Lys522  Electrostatic x -Cation: Trp525 (4.66),
(2.03), Carbon Hydrogen Bond: Phe221 (2.73), Trp525 (4.11),
Lys522 (2.42), Asn513 (3.04), Glu219 (2.69), Glu219  x -Donor Hydrogen Bond: Tyr506
(2.63), Cys220 (3.03), Cys220 (2.66), 16222 (2.53) (2.95),
- x Stacked: Phe221 (4.95), Tyr529
(5.24),
Alkyl: 11222 (4.67), Leu225 (4.88),
Leuldd (4.82),
7 -Alkyl: Tyr127 (4.92), Trpl43 (4.55),
Phe221 (4.41), Tyr529 (5.05)
Nitrie oxide synthase 3 (NOS3, PDB: IM9R)
Rutin 12,147 -49.01 -18.06 -45.66 14.9 458 2282 73.9 52.89  Conventional Hydrogen Bond: Arg365 (2.39), Electrostatie x-Cation: Arg365 (3.23),

Glu361 (1.88), Glu36l (2.17), Val449 (1.74), Ser102
77,

Carbon Hydrogen Bond: Hisd61 (2.58), Pro451
(2.40),

Arg365 (3.78),

7-m Stacked: Trp445 (5.10), Trpd45s
(5.03), Phed60 (5.21), Trp447 (3.59),
Trp447 (4.53), Trp447 (5.33), Trpdd7
(4.68), Trpd47 (4.39),

Alkyl: Val336 (4.38), Met339 (5.43),
a-Alkyl: Prod51 (5.18), Val104 (5.38),
Alad46 (5.43

(contintied on next page)
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Table 3 (continued )

Name Docking AGpiang  Log K AGcosont  AGavsen:  AGinaad  AGupgic  AGsay Ay  ResidueLigand Interactions with Distance (A)
seare (Molar) o Hydrogen Bands Electrostatic / Hydrophobic Bands
Naringenin-7-0- -9.102 -46.35 -16.90 -30.41 88 475 -18.19 5235 -46.82 Conventional Hydrogen Bond: Glu361 (2.21), Electrostatic x-Cation: Arg365 (2.94),
glucoside Glu361 (1.96), Ser102 (1.69), w-m Stacked: Trp445 (5.09), Trp445
(5.06), Trpd47 (4.47), Trpdd7 (5.40),
Trp447 (4.43), m-Alkyl: Val104 (5.33),
Ala446 (5.48
Catechin -8.802 -38.23 -13.37 -25.68 21 3.16 -22.17 4713 -29.69 Conventional Hydrogen Bond: Serl02 (1.72), Electrostatic x-Cation: Arg365 (3.15)
Serl02 (1.81) m Stacked: Trpa45 (5.31), Trp45
(5.33), Trp447 (4.45), Trp4d7 (5.44),
Trp447 (4.49), m-Alkyl: Trp447 (3.70),
Trp447 (4.93), Vall04 (5.10)
Vitexin 8058 45 1631 28,66 581 434 1129 5128  47.14  Conventional Hydrogen Bond: Arg365 (2.12), Electrostatic x-Cation: Arg365 (3.78),
Arg365 (1.99), Arg365 (2.60), Argd72 (267), Glu36l  Arg365 (4.67), Arg365 (4.30),
(2.01), Glu361 (2.01), Phe460 (2.52), Glu36l (277),  n-n Stacked: Phed60 (4.70), Trp447
Carban Hydrogen Bond: Glu361 (2.77), (4.13), Trp447 (5.52), Trpé47 (4.85),
x-Donor Hydrogen Bond: Trp74 (3.22), TEp447 (4.45), Trpa47 (5.44),
n-n T-Shaped: Trp74 (5.47), Pi-Alkyl:
Vall04 (4.58), Pro451 (4.94)
Gallic acid 7.788 18 2.45 -35.42 204 362 1341 7848 251  Conventional Hydrogen Bond: Arg365 (1.95), Electrostatic Attractive Charge:
ATZ365 (217), Serl02 (1.76), Alad46 (2.41), Serl02  Argd65 (3.35),
(224), -7 Stacked: Trp447 (5.26), Trpd47
(4.43), Pi-Alkyl), Vall04 (5.13
Protocatechuic 7522 1456 -3.00 38.28 3.8 289 141 66.62  -24.06 Conventional Hydrogen Band: Arg365 (1.81), Ser102  Salt Bridge;Attractive Charge: Arg365
acid (1.85), (2.32),
% Stacked: Trp447 (4.89), Trpa47
(a.08),
w-Alkyl: Vall04 (5.38), Alad46 (5.29)
Chlorogenicacid ~ 2.971  -44.331 1602 58.86 7.02 478 2238 7623  -39.11  Conventional Hydrogen Bond: Arg365 (1.81), Salt Eridge; Attractive Charge: Arg365
Serl0z (1.85), (232),
-7 Stacked: Trp447 (4.89), Trpd47
(4.08),
-Alkyl: Vall04 (5.38), Ala446 (5.29)
Verapamil 3088 5684 2146 34.01 266 088 32.07 019 5517  Carbon Hydrogen Bond: Trpd47 (2.30), Trp447 Electrostatic Attractive Charge:

(2.58), Trp447 (2.58), Val449 (2.69), Glu361 (2.86),
Glu36l (2.67), Ser102 (3.00), Phed60 (2.70),

Glu361 (4.20), Eleetrostatic n-Cation:
Arga6s (4.74),

Electrostatic x-Anion: Glu361 (3.52),
n-x Stacked: Phe460 (4.90), Trp447
(4.04), Trp447 (4.33), Alkyl: Vallod
(5.02),

T-ALkyl:TEp74 (4.73), Trp445 (4.32),
Tepdd5 (4.37), Trp447 (5.22), Trpdd7?
(4.02)

AGginding: Binding free energy, Log Ki: Logarithmic of Inhibition Constant (Ki), AGcoulems: Coulomb binding energy, AGcovalens: Covalent binding energy AGubana: Hydrogen bonding energy, AGuipaphilic: Lipophilic
binding energy, AGgay gu: Generalized born electrostatic solvation energy AGyaw: Van der Waals forces energy. These all energy contribute to Binding free energy (AGpinding)

3.5.11.1. Canal de calciu voltaj-dependent B2a. Rutina a obtinut primul loc pentru canalele de

calciu voltaj-dependente in scorul de andocare, cu energii de legare (AGBinding) de -37,56 kcal/mol. A
format interactiuni de legdturi de hidrogen cu reziduurile de aminoacizi Asp91 (1,98 A), val109 (1,89 A),
Val109 (2,60 A), Pro336 (2,11 A), Tyr402 (1,97 A) si Asp384 (2,63 A), interactiuni de legdturi carbon-
hidrogen cu reziduurile de aminoacizi Val109 (2,61 A), Lys90 (2,47 A) si Asp91 (2,51 A) si legdturad
electrostaticd m-Anion cu reziduul AA Asp384 (4,24 A). Vitexina a avut energii de legare dominante
pentru canalele de calciu voltaj-dependente (AGBinding: -48,43 kcal/mol) si a obtinut al doilea loc in
scorul de andocare. A format legaturi de hidrogen cu reziduurile AA Arg65 (2,17 A), Arg227 (3,01 A),
Lys90 (1,96 A), Asp384 (2,01 A), GIn380 (1,85 A), Phe383 (2,98 A) si Val109 (1,69 A), legdturi carbon-
hidrogen cu reziduurile AA Arg65 (2,38 A), Asp384 (2,70 A), GIn380 (2,96 A), Glu381 (2,46 A) si Asp384
(2,64 R), legdturd m-mtin formd de T cu reziduul AA Phe92 (5,15 A) si legdturd m-Alkil cu reziduul AA
Lys90 (4,63 A). Acidul clorogenic a obtinut al treilea loc pentru VGCC cu o afinitate de legare de -27,48

kcal/mol. A avut legaturi de hidrogen cu reziduurile AA Lys254 (2,25 A), Asp319 (1,88 A), Asp319 (2,16
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A) si lle261 (3,06 A), legdtura m-donor hidrogen cu reziduul AA 11e263 (3,31 A), legdturd electrostatica
de sarcind atractiva cu reziduul AA Lys254 (3,40 A) si legatura m-alchil cu reziduul AA 1le263 (4,46 R).
Ordinea de clasificare a liganzilor cu VGCC pe baza scorului de andocare este: ruting, vitexind, acid

clorogenic, cateching, naringenin-7-o-glucozidd, acid galic si acid protocatechuic.

Verapamilul are energii de legare dominante pentru VGCC de -44,45 kcal/mol. A format legaturi
de hidrogen cu reziduul AA Arg227 (2,65 A), legaturi carbon-hidrogen cu reziduurile AA Tyr02 (2,72 A),
Asp384 (2,54 A), Tyru02 (2,69 A), Glu111 (2,61 A), Ser330 (2,75 A), Pro336 (2,49 A), Glu381 (2,67 A) si
Ser382 (2,43 A), legaturd electrostatica de sarcind atractiva cu reziduul AA Asp384 (4,51 A), legaturd
electrostatica m-cation cu reziduul AA Arg227 (4,00 A), legatura electrostatica m-anion cu reziduul AA
Asp384 (3,66 A), legatura alchil cu reziduurile AA Ala335 (4,32 A), Alas05 (3,99 A), Lys110 (4,24 A),
Pro326 (5,46 A) sille338 (4,46 A), legaturd m-alchil cu reziduurile AA Phe92 (5,37 A), Lys110 (5,11 A) si

Alas09 (4,44 A).

3.5.11.2. Receptor muscarinic 3. Catechina a avut energii de legare dominante AGBinding -
52,43 kcal/mol pentru receptorul muscarinic 3. A format legaturi de hidrogen cu reziduurile AA Tyr148
(2,32 A), Tyr529 (2,38 A), Leu225 (1,70 A) si Asn513 (1,62 A), legdturi carbon-hidrogen cu reziduurile
AA Pro228 (2,71 A), Pro228 (2,52 A) si Thr231 (2,84 A), legdturd m-donor hidrogen cu reziduul AA
Tyr506 (3,02 A), legaturd m-o cu reziduul AA Thr231 (2,58 A), legaturd m-nt Stacked cu reziduul AA
Tyr529 (4,29 A) si legdturd -t in formd de T cu reziduul AA Tyr506 (5,74 A). Acidul clorogenic a obtinut
un scor de -41,34 kcal/mol afinitate de legare pentru receptorul M3 si s-a clasat pe primul loc in scorul
de andocare. A format legdturi de hidrogen cu reziduurile AA 1e222 (2,01 A), Tyr506 (2,88 A), Lys522
(2,35 R), Cys220(2,55 A), Cys220 (1,92 A), Leu225 (1,67 A) si Asn513 (1,63 A), legdturi carbon-hidrogen
cu reziduurile AA Phe221 (2,92 A), Pro228 (2,73 A), Pro228 (2,59 A), Thr231 (2,88 A) si Cys220 (2,98
A), legatura m-o cu reziduul AAThr231 (2,66 A) si legatura m-Alkil cu reziduul AA Tyr529 (4,55 A). Rutina
s-a clasat pe locul al doilea pentru receptorul M3 cu -39,98 kcal/mol. A format legaturi de hidrogen cu
reziduurile AA Leu225 (2,66 A), Asn513 (1,78 A), Cys220 (2,71 A), Ser518 (1,81 A) si Asp517 (1,86 A),
legaturi carbon-hidrogen cu reziduurile AA Pro228 (2,35 A), Trp525 (2,64 A) si Leu225 (2,41 A), legatura
mt-alchil cu reziduurile AA Phe221 (4,37 A) si Pro228 (4,77 A). Vitexina s-a clasat pe locul al patrulea

pentru receptorul M3 cu o afinitate de legare de -45,42 kcal/mol. A avut legdturi de hidrogen cu
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reziduurile AA Tyr148 (1,88 A), Lys522 (2,06 A), Cys220 (2,32 A) si Asn513 (1,71 A), legdturd m-donor
hidrogen cu reziduurile AA Phe221 (2,73 A) si Trp525 (2,52 iy si legatura m-min forma de T cu reziduul
AA Trp525 (4,90 A). Ordinea de clasificare a liganzilor cu receptorul muscarinic pe baza scorului de
andocare este: acid clorogenic, ruting, cateching, vitexing, naringenin-7-o-glucozidd, acid galic si acid

protocatechuic.

Verapamilul a avut energii de legare dominante pentru receptorul M3 de -61,39 kcal/mol. A
format legdturi de hidrogen cu reziduurile AA 11222 (2,45 A) si Lys522 (2,03 A), legdturi carbon-
hidrogen cu reziduurile AA Phe221 (2,73 A), Lys522 (2,42 A), Asn513 (3,04 A), Glu219 (2,69 A), Glu219
(2,63 A), Cys220 (3,03 A), Cys220 (2,66 A) si lle222 (2,53 A), legdturd electrostaticd m-cation cu
reziduurile AA Trp525 (4,66 A) si Trp525 (4,11 A), legdturd i-donor hidrogen cu reziduul AA Tyr506 (2,95
A), legdturad m-mt stacked cu reziduurile AA Phe221 (4,95 A) si Tyr529 (5,24 A), legdturd alchil cu
reziduurile AA 11e222 (4,67 R), Leu225 (4,88 A) si Leu144 (4,82 R), legdturd m-alchil cu reziduurile AA

Tyr127 (4,92 A), Trp143 (4,55 A), Phe221 (4,41 A) si Tyr529 (5,05 A).

3.5.11.3. Oxid nitric sintaza 3. Rutina a atins cea mai mare energie de legare (AGBinding -49,01
kcal/mol) pentru NOS3. A format legaturi de hidrogen cu reziduurile AA Arg365 (2,39 A), Glu361 (1,88
A), Glu361 (2,17 A), valss9 (1,74 A) si Ser102 (1,77 A), legdturi carbon-hidrogen cu reziduurile AA
His461 (2,58 A) si Pros51 (2,40 A), legdturd electrostaticd mt-cation cu reziduurile AA Arg365 (3,23 A) si
Arg365 (3,78 A), legatura n-1 stacked cu reziduurile AA Trp445 (5,10 A), Trp445 (5,03 A), Phe460 (5,21
R), Trpsts7 (3,59 B), Trpass7 (4,53 A), Trpass7 (5,33 A), Trpss7 (4,68 A) si Trpas7 (4,39 B), legatura alchil
cu reziduurile AA Val336 (4,38 A) si Met339 (5,43 A), legdtura m-alchil cu reziduurile AA Pro451 (5,18
R), val104 (5,38 A) siAlasa6 (5,43 R). Naringenin-7-0-glucozidul a avut o energie de afinitate de legare
de -46,35 kcal/mol. A format legdturi de hidrogen cu reziduurile AA Glu361 (2,21 A), GIu361 (1,96 A) si
Ser102 (1,69 A), legaturd electrostatica m-cation cu reziduul AA Arg365 (2,94 A), legatura m-nt stacked
cu reziduurile AA Trp4s45 (5,09 A), Trpass (5,06 A), Trpas7 (4,47 R), Trpas7 (5,40 A) si Trpas7 (4,43 B),
legdturd m-alchil cu reziduurile AA Val104 (5,33 A) si Alass6 (5,48 A). Vitexina a obtinut al treilea loc in
energia de afinitate de legare cu -45 kcal/mol, dar s-a clasat pe locul patru in scorurile de andocare. A
format legaturi de hidrogen cu reziduurile AA Arg365 (2,12 A), Arg365 (1,99 A), Arg365 (2,60 A), Arg372

(2,67 B), Glu361 (2,01 A), Glu361 (2,01 A), Phes60 (2,52 A) si Glu361 (2,77 A), legdturd carbon-hidrogen
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cu reziduul AA Glu361 (2,77 A), legdturd m-donor hidrogen cu reziduul AA Trp74 (3,22 A), legatura
electrostaticd m-cation cu reziduurile AA Arg365 (3,78 A), Arg365 (4,67 A) si Arg365 (4,30 A), legdturd
-1t stacked cu reziduurile AA Phe460 (4,70 A), Trpsas7 (4,13 A), Trpas7 (5,52 A), Trpas7 (4,85 A), Trpas7
(4,45 B) si Trpss7 (5,44 A), legdturd m-mtin forma de T cu reziduul AA Trp74 (5,47 B), legdturd m-alchil cu

reziduurile AA Val104 (4,58 A) si Pros51 (4,94 A).

Acidul clorogenic a fost gdsit cu o afinitate de legare de -44,33 kcal/mol, dar s-a clasat pe
ultimul loc in scorul de andocare. A format legdturi de hidrogen cu reziduurile AA Arg365 (1,81 R) Si
Ser102 (1,85 A), legaturi de punte de sare/sarcina atractiva cu reziduul AA Arg365 (2,32 A), legatura m-
mstacked cu reziduurile AA Trp447 (4,89 A) si Trp4s7 (4,08 A), legdturd m-alchil cu reziduurile AA Val104
(5,38 A) si Alass6 (5,29 A). Ordinea de clasificare a liganzilor cu NOS3 pe baza scorului de andocare
este: rutind, naringenin-7-o-glucozidd, cateching, vitexind, acid galic, acid protocatechuic, acid

clorogenic.

Verapamilul a avut energii de legare dominante de -56,84 kcal/mol pentru NSO3. A format
legaturi carbon-hidrogen cu reziduurile AA Trp447 (2,39 A), Trp4s7 (2,58 A), TrpLs7 (2,58 A), Valss9
(2,69 A), Glu361 (2,86 A), Glu361 (2,67 A), Ser102 (3,00 A) si Phe460 (2,70 A), legdtura electrostatica
de sarcind atractiva cu reziduul AA Glu361 (4,20 A), legatura electrostaticd m-cation cu reziduul AA
Arg365 (4,74 A), legaturd electrostatica m-anion cu reziduul AA Glu361 (3,52 A), legatura n-t stacked
cu reziduurile AA Phe460 (4,90 A), Trpas7 (4,04 B) si Trpas7 (4,33 A), legdturd alchil cu reziduurile AA
Val104 (5,02 A), legatura m-alchil cu reziduurile AA Trp74 (4,73 A), Trpsss (4,32 A), Trpsss (4,37 A),

Trpss7 (5,22 A) si Trpas7 (4,02 A).
4. Discutie

Din cele mai vechi timpuri, terapia pe baza de plante este recunoscuta la nivel global ca o
administrare terapeutica sigura si eficientd, ca medicind complementara sau ca parte a dietei, pentru
tratarea unei game largi de afectiuni cronice. Daca un model alimentar contine un volum mai mare de
legume, fructe si cereale, ingestia acestora joaca un rol crucial in prevenirea bolilor cronice datorita
metabolitilor secundari non-nutrienti (Dixit et al., 2010; Patel et al., 2017). Semintele si fructele de C.

sativus au fost recunoscute ca remedii traditionale si utilizate pentru a vindeca multiple afectiuni
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(Mariod et al., 2017) de etiologie diversa. Acest studiu a avut ca scop determinarea potentialei valori

terapeutice a semintelor de C. sativusin bolile cardiovasculare.

Screening-ul LC-ESI MS/MS al Cu.EtOH a relevat prezenta polifenolilor, taninurilor,
antrachinonelor, flavonelor si flavonoidelor. Principalii compusi bioactivi sunt acidul clorogenic, acidul
galic, galactinolul, catechina, kaempferitrina, naringenin-7-o-glucozidul sau prunina, kaempferol-7-o-
neohesperidozida, vitexina, acidul protocatechuic, acidul 3-p-cumaroilchinic, acidul 3-feruloil chinic,

hesperidina, rutina (Gilani 2008).

Cu.EtOH a fost testat pentru posibila activitate vasodilatator atat pe preparate aortice izolate
cu endoteliu intact, cat si pe cele cu endoteliu denudat. A prezentat un efect vasodilatator pe ambele
preparate, cu o usoard vasoconstrictie pe preparatul denudat, dar ulterior a relaxat tesutul. in plus, a
fost testat impotriva contractiilor cauzate de PE (1 M) si K+ (80 mM) si a aratat un rdspuns relaxant la
contractiile provocate de PE (1 M) si K+ (80 mM), similar cu verapamilul. PE stimuleaza receptorul a1-
adrenergic, care, ca parte a sistemului nervos simpatic, regleaza tonusul muscular neted vascular
(Eschenhagen et al., 2018). Adrenoceptorii faciliteaza efectele stimulatoare in muschiul neted vascular
prin cresterea nivelurilor de Ca++ citosolic, fie prin influx de calciu din fluidul extracelular, fie prin
eliberarea din depozitele citosolice, pentru a evoca depolarizarea potentialului de actiune in repaus al

preparatelor vasculare.

Extractul Cu.EtOH din studiul nostru a suprimat contractiile spastice induse de K+ (80 mM) si
K+ (25 mM) la 3 mg/ml si, respectiv, 1 mg/ml pe preparatul aortic cu endoteliu intact, fie ca intervine
prin blocarea canalelor de calciu, fie prin deschiderea canalelor de potasiu. K+ (80 mM) a indus
depolarizarea cu un influx de curent de calciu in celuld, a crescut ionii de calciu citosolici, iar aceasta
actiune extrem de depolarizata a membranei a cauzat potential un raspuns contractil persistent de
lunga durata in preparatele de jejun (Saqib et al., 2016). Odata ce a avut loc repolarizarea, muschiul
neted s-a putut relaxa. Constatdrile noastre au fost in concordanta cu literatura raportatd anterior,
urmatoarea secventd de evenimente (Sirous et al., 2019; Katzung et al.,, 2017) fiind inhibatd, adica: 1)
concentratia ionilor de Ca++ citosolici a fost scdzutd, 2) Complexul calciu-calmodulind nu s-a format
din cauza absentei sau a cantitatii reduse de ioni de calciu citosolici care sa se lege cu proteina de reglare

protein kinaza C, 3) carezultat, activarea kinazei lantului usor de miozina (MLCK) nu a avut loc si a scazut
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fosforilarea lanturilor usoare de miozina (MLC) si 4) din cauza absentei fosforilarii MLC-urilor,
interactiunea dintre actina si MLC nu a avut loc; ca rezultat, raspunsul contractil in tesut nu a fost
produs (Fig. 15) (Saqib, Janbaz et al., 2020). Agentii care au relaxat contractiile induse de K+ (25 mM)
sunt considerati deschizatori ai canalelor de K+, dar blocantele canalelor de Ca++ au o tendinta egala

de a inhiba contractiile induse de K+ (80 mM) si K+ (25 mM) (Sagib, Janbaz et al., 2020).
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Fig. 15. Mechanistic insight of Cu.EtOH on L type voltage-gated calcium ion channel and NO based endothelium-derived relaxing factor.

In consecintd, extractul Cu.EtOH si verapamilul au blocat complet contractiile induse de K+ (80
mM) si K+ (25 mM) (Mehmood et al., 2014). Relaxarea contractiilor provocate de PE si K+ (80 mM)
demonstreaza ca canalele de Ca++ au fost blocate prin prevenirea influxului intracelular de Ca++.
Blocantele canalelor de Ca++ sunt medicamente esentiale utilizate clinic pentru a gestiona angina si
hipertensiunea (Saqib, Janbaz et al., 2016). Datele din literatura descriu quercetina si rutina ca avand
activitate antispasmodica (Lanuzza et al., 2017) pe preparate izolate de jejun, trahee si aorta [54,55].
Rutina si quercetina scad tensiunea arteriald la sobolani (Olaleye et al., 2014). Acidul galic a fost raportat
ca trateazd hipertensiunea, calcificarea vascularg, stresul oxidativ si disfunctia cardiacd diabetica (Jin et

al., 2017).

Asa cum am mentionat mai sus, Cu.EtOH a relaxat, de asemenea, contractia spasticd indusa de
PE atat pe preparatele aortice izolate cu endoteliu intact, cat si pe cele cu endoteliu denudat. Cu toate

acestea, in prezenta atropinei si L-NAME (inhibitor al sintazei NO; permite cercetarea NO pentru a
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induce calea de vasodilatatie), nu a reusit sa relaxeze contractiile spastice induse de PE pe portiunea
aorticd cu endoteliu intact. Prin urmare, oxidul nitric (NO), un vasodilatator derivat din endoteliu, poate
fi eliberat si, ulterior, receptorii muscarinici localizati in endoteliul vascular sunt activati. NO activeaza
guanilat ciclaza si produce cGMP din cGTP. Ulterior, concentratiile intracelulare de cGMP cresc, ceea ce
activeaza protein kinaza dependenta de cGMP, care intervine cu substratul kinazei asociat receptorului
inozitol 1,4,5-trifosfat si cu fosfataza MLC pentru a scadea concentratia intracelulara de calciu si a
scddea disponibilitatea MLC pentru actina si puntea transversala actina-MLC pentru vasoconstrictie

(Fig. 15) (Orme et al., 1942;Katzung et al., 2017).

Cand Cu.EtOH a fost studiat pe atriul imperecheat de sobolan; a prezentat un efect inotrop
negativ si cronotrop pozitiv, a diminuat forta de contractie si a crescut ritmul cardiac. Activarea electrica
a miocitelor cardiace initiazd contractia muschiului cardiac (cuplarea excitatie-contractie, ECC).
Explicatia plauzibila a constatdrilor experimentale este ca Cu.EtOH poate fi prezentat prin activitate
colinergica sau blocarea adrenoceptorilor si a canalelor de ioni de calciu de tip L (Eschenhagen et al.,
2018). in prezenta atropinei, efectele inotrope negative si cronotrope pozitive au fost modificate,
indicand implicarea activitatii receptorului muscarinic colinergic M2 si a activitatii de blocare a canalelor
de calciu asupra miocitelor cardiace in actiunea inotropa negativd, care au fost demonstrate anterior

pe preparatul aortic in comparatie cu verapamilul (Saqib, Janbaz et al., 2016).

Constatdrile experimentale ale Cu.EtOH pe preparatele aortice si preparatul de atriu |-au facut
un candidat viabil pentru potentiale efecte hipotensive asupra tensiunii arteriale normotensive a
sobolanilor anesteziati. Cu.EtOH scade tensiunea arteriala sistolica (SBP), tensiunea arteriala diastolica
(DBP) si tensiunea arteriald medie (MABP) a sobolanilor anesteziati. Acesti parametri au fost diminuati
la pretratamentul cu atropina (1 mg/kg), sustinand speculatia implicarii receptorilor M2 in tesuturile
miocardice si prin vasodilatatie generalizata datoritd receptorilor M3 neinversi pe preparatele aortice.
Activitatea de blocare a canalelor de calciu a Cu.EtOH, de asemenea, nu poate fi exclusa si poate juca
un rol vital in actiunea antihipertensiva a extractului. La sobolanii cu hipertensiune acutd indusa de L-
Name, L-NAME inhiba NO sintaza si permite cresterea reglarii hemodinamicii sistemice (Ajay et al.,
2003; Nyadjeu et al., 2013). Administrarea intravenoasa a Cu.EtOH a inversat hipertensiunea indusa de

L-NAME cu scaderea reglarii hemodinamicii sistemice.
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in acest studiu, efectul cardioprotector al Cu.EtOH a fost studiat in cazul infarctului miocardic
cronic indus de I1SO. Cu.EtOH a restabilit anomaliile induse de ISO si a protejat tesutul miocardic.
Administrarea de ISO la sobolani a cauzat modificari semnificative de remodelare in indicii biometrici;
greutatea inimii, greutatea LHV si alti parametri ai infarctului miocardic, de asemenea, s-a observat o
crestere a nivelurilor parametrilor biochimici serici, cum ar fi CK, CK-MB, LDH, cTnT, cTnl, BNP, ANP, ALT,
AST, ACE si profilul lipidic. Pretratamentul si co-administrarea Cu.EtOH au imbunatatit tendintele
acestor indici si le-au readus semnificativ (p-value<0,05) la normal, similar cu verapamilul si
carvedilolul. Expresia genelor din tesuturile miocardice a aratat ca Cu.EtOH ar putea atenua efectul de
toxicitate indus de ISO. S-a observat ca extractul EtOH creste rolul protector prin cresterea expresiei
mRNA a eNOS3, care stimuleaza vasodilatatia prin mecanismul EDRF (Fig. 15). in plus, proteinele
inflamatorii IL-6 si MMP-9 si proteinele cardiace cTnT si ANP crescute in grupul ISO au fost semnificativ
(p-value<0,05 fata de grupul ISO) inversate de extractul EtOH, verapamil si carvedilol. Matrix
Metallopeptidaza 9 sau MMP-9 este o proteind care initiaza fibroza si indica degradarea matricei
extracelulare. Expresia sa a fost crescuta in grupul ISO din cauza autofagiei si necrozei in tesuturile
miocardice, in timp ce extractul EtOH, verapamilul si carvedilolul au avut expresii mai scazute ale MMP-

9, ceea ce poate indica prezenta protectiei.

Analiza metabolomica a probelor de ser a fost efectuata pentru a determina modificdrile
metabolitilor endogeni intre grupuri, in special cele tratate cu C. sativus. S-a constatat cd extractul
Cu.EtOH a inversat anomaliile induse de ISO in potentialii biomarkeri metabolici, iar modificarile
acestora sunt asociate cu efectul hipotensiv. Biomarkerii potentiali sunt legati de cdi biologice precum
metabolismul lipidelor, stresul oxidativ, metabolismul nicotinic si nicotinamidic, metabolismul energetic
si metabolismul piruvatului (Fig. 16). Caile biologice mentionate mai sus sunt asociate cu disfunctia

endotelialda vasculara sau cu diferite etiologii ale hipertensiunii.
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Fig. 16. Effect of Ci.EtOH on trends of metabolites in heart and serum samples after ISO induces ML

De obicei, exista o mare nevoie de energie in tesutul cardiac, dar cerintele sale energetice cresc

considerabil in timpul infarctului miocardic din cauza utilizarii ridicate a oxigenului si a adenozin

trifosfatului (ATP) (Li et al., 2014) si a perturbarii raportului ATP/ADP miocardic. Mitocondriile cardiace

utilizeaza o varietate de substraturi pentru a produce ATP, dintre care aproximativ 70-80% din ATP sunt

derivate din oxidarea acizilor grasi liberi, iar restul sunt derivate din carbohidrati, aminoacizi si corpi

cetonici. Raportat anterior, ISO induce infarct miocardic caracterizat ca o biosinteza energetica cardiaca

mai proastd, cu o acumulare de aminoacizi si acizi grasi liberi (Luan et al., 2015). 3-hidroxibutiratul,

acetoacetatul si acetona sunt membri ai corpilor cetonici derivati din oxidarea acizilor grasi liberi si

niveluri ridicate de acizi grasi liberi in inimile cu infarct miocardic indus de ISO (Du et al., 2014).

Biosinteza mitocondriald a corpilor cetonici a crescut atunci cand nivelurile de glucoza au scazut in ser

si in tesuturile miocardice in timpul ischemiei miocardice. In plus, ISO a crescut, de asemenea,

semnificativ (p-value<0,05 fata de grupul de control) nivelurile de acid fumaric, cu scaderea nivelurilor
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de acid succinic si acid citric in comparatie cu grupul de control. Aceste rezultate indica anomalii in
intermediarii ciclului Krebs in timpul ischemiei miocardice. Tendinta descendenta a glucozei serice in
timpul infarctului miocardic a ardtat tendinta crescdtoare a glicolizei pentru a produce ATP in tesutul
miocardic (Hunter et al., 2016; Wende et al., 2016). Piruvatul este un metabolit terminal al glicolizei
utilizatin ciclul Krebs pentru producerea de energie. Piruvatul este transformat in lactat, iar acumularea
de lactat duce la cresterea nivelurilor de alanind in tesutul miocardic (Wang et al.,, 2013). Nivelurile
modificate de glucozd, piruvat, lactat si alanind indica afectarea oxidarii glucozei si cresterea glicolizei.
Luate impreund, toti acesti metaboliti modificati reflecta un metabolism energetic modificat in tesutul
miocardic ISO. Cu.EtOH a inversat semnificativ (p-value<0,05 fatd de grupul ISO) oxidarea acizilor grasi
liberi, a corpilor cetonici (3-hidroxibutirat, acetoacetat si acetond), glucozd, fumarat, piruvat, lactat,
citrat, succinat si alanina pentru a imbunatati metabolismul energetic, ciclul Krebs si glicoliza. Mai mult,
tratamentul cu Cu.EtOH a inversat raportul ATP/ADP si a crescut disponibilitatea ATP in miocard. Toate

aceste descoperiri au indicat ca extractul Cu.EtOH imbunatateste metabolismul energetic cardiac.

Anumiti aminoacizi se degradeaza in metaboliti intermediari pentru a actiona ca substraturi
cardioprotectoare in ischemie pentru a creste si a furniza ATP. in studiul metabolomic, administrarea
de ISO a modificat nivelurile de aminoacizi serici (aspartat, izoleucing, leucing, glutamat, valing,
metionind, glicind, lizind si alanind) in probe. Acest lucru s-ar putea datora cresterii biosintezei si
degradarii aminoacizilor in tesutul cardiac pentru a satisface cerintele energetice. Glutamatul,
aspartatul, glutamina si aminoacizii cu lant ramificat (BCAA) sunt utilizati ca substrat metabolic in ciclul
acidului tricarboxilic (TCA) (Drake et al., 2012). Jiang et al,, (Jiang et al., 2017) au descoperit ca continutul
de glutamat a fost redusin serin infarctul miocardic indus de deficit de piruvat sia contribuit ca substrat
intermediar pentru glicoliza si TCA. Glutamatul este un indicator potential al disfunctiei mitocondriale
Si se coreleazd negativ cu infarctul miocardic. Nivelurile crescute de glutamat seric faciliteaza
modificarile in ciclul Krebs, aminoacizi, degradarea nucleotidelor si detoxifierea amoniacului (nemutlu
et al,, 2015). Aquilani et al., (Aquilani et al., 2017) au descoperit ca la pacientii cu insuficienta cardiaca
cronicd (ICC), concentratiile de aspartat, glutamat, metionind si cisteind au scdzut pe mdsura ce

severitatea bolii creste pentru a satisface cerintele metabolice.
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Cu toate acestea, Cu.EtOH regleaza acesti aminoacizi si este implicat in metabolismul
aminoacizilor pentru a exercita un efect cardioprotector. BCAA (valing, leucind si izoleucind) sunt utilizati
ca substraturi alternative pentru a juca un rol semnificativ in producerea de energie. Tesuturile
miocardice au o capacitate insuficienta in comparatie cu alte organe pentru a utiliza BCAA si a produce
energie pentru mentinerea functiei cardiace (Fu et al., 2018). Alterarea BCAA in ser a cauzat, de

asemenea, stres oxidativ, care poate provoca leziuni ale organelor (Tso et al., 2014).

S-araportat anterior ca scaderea nivelurilor de BCAA in ser se poate datora acumuldrii de BCAA
in organele deteriorate, in special in inima, in timpul infarctului miocardic indus de I1SO (Guo et al., 2016).
Acumularea de BCAA in organele deteriorate duce la perturbarea metabolismului energetic, disfunctie
mitocondriald si activarea cdii de semnalizare a tintei de rapamicind la mamifere (MTOR), ceea ce duce
la intensificarea disfunctiei cardiace. In plus, metabolismul glutaminei, histidinei, metioninei si cisteinei
este legat de stresul oxidativ, deoarece este sensibil la toate tipurile de specii reactive de oxigen (ROS)
(Bin et al., 2017). Metionina produce glutation si activeaza enzimele antioxidante pentru a raspunde la
stresul oxidativ (Martinez et al., 2017). Bin et al., (Bin et al., 2017) au raportat ca metionina protejeaza
tesutul miocardic si vasculatura de leziuni prin reducerea stresului oxidativ indus de diversi oxidanti.
Administrarea de ISO a crescut hipoxantina care creste colesterolul si ROS, provocand disfunctie
endoteliald prin stres oxidativ si apoptoza (Kim et al., 2017). Riboza nicotinamidd, un precursor al
nicotinamidei (niacinamida), care este o componenta a NADH si NADPH. Regleaza stresul oxidativ prin
cresterea nivelurilor de NADPH si a enzimelor antioxidante. in studiul de fats, administrarea de 1SO
creste nivelurile de prolind. Prolina este o componenta vitala a colagenului, iar nivelurile sale ridicate
indica dezvoltarea remodeldrii cardiace (Zimmerli et al, 2008). Rezultatele sugereaza ca Cu.EtOH a
imbundtatit nivelurile modificate de BCAA, glutaming, hipoxanting, histidina, metionind, cisteina si
nicotinamida si a redus stresul oxidativ. Aceste descoperiri sustin ca Cu.EtOH imbundtdteste
modificarile metabolismului aminoacizilor, regland in sus fixarea si detoxifierea amoniacului pentru a

proteja inima impotriva ischemiei miocardice.

5-Hidroxitriptofanul (5-HTP) este produs in metabolismul triptofanului, iar decarboxilarea sa
duce la producerea de 5-hidroxidriptamind (5-HT, serotonind). Serotonina este un potential marker

inflamator, vasoconstrictor si neuromodulator. Variatia nivelurilor serice de 5-HTP moduleaza secretia
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de neurotransmitatori, cum ar fi epinefrina, care are proprietdti de vasoconstrictie. Prin diferite cdi,
acidul nicotinic, nicotinamida si 5-HTP joaca un rol crucial in hipertensiune si ischemia miocardica.
Studiile anterioare raporteaza cd sfingolipidele au fost implicate in etiologia hipertensiunii [75].
Nivelurile modificate de ceramida activeaza protein kinaza, apoi initiaza semnalizarea in cascada pentru
a induce apoptoza. Prin urmare, activarea eNOS a fost inhibatd, stresul oxidativ a fost indus in celulele
endoteliale vasculare, iar productia de NO a fost scdzutda. Ambele cauzeaza cumulativ disfunctie
vasculard cu suprimarea relaxdrii dependente de endoteliu a vaselor de sange. Ceramida induce, de
asemenea, cresterea reglarii acidului arahidonic si a tromboxanului A2 in calea ciclooxigenazei, iar
cresterea ambilor intermediari promoveaza agregarea plachetarda si vasoconstrictia [76]. Aceste
rezultate sustin studiile de expresie genica si in vitro care aratd ca Cu.EtOH a imbunatatit functia

cardiaca prin activarea eNOS si cresterea reglarii relaxdrii dependente de endoteliu (Fig. 15).

Constatdrile noastre au demonstrat ca Cu.EtOH are efecte anti-IM, regland modificarile
histopatologice, biochimice si metabolomice cauzate de ISO. Acest studiu a utilizat LC-MS pentru a
profila plasma si inima sobolanilor ca rdspuns la ischemia miocardica acutd. Au fost gdsite variatii
semnificative in profilurile metabolomice intre ambele moduri, rezultand 151 de metaboliti divergenti.
in plus, tratamentul cu Cu.EtOH a reparat multe cdi metabolice perturbate de IM indus de ISO.
Pretratamentele cu Cu.EtOH au aratat tinte metabolice distincte in producerea de energie,
metabolismul aminoacizilor, raspunsurile proinflamatorii, degradarea BCAA, degradarea corpilor
cetonici si stresul oxidativ, indicand capacitatea Cu.EtOH de a regla cdile metabolice pentru a exercita
efectul cardioprotector. Aceste descoperiri au prezentat o perspectivd cuprinzatoare si integratd asupra

etiologiei IM si a efectelor preventive ale Cu.EtOH.
5. Concluzii si perspective de viitor

in acest studiu, o combinatie de experimente /n vitro si in vivo, bazate pe mecanisme, a fost
utilizata pentru a investiga potentialul efect cardioprotector al Cu.EtOH. Cu.EtOH a ardtat un efect
vasodilatator in modele /n vitro. in contrast, a prezentat un efect hipotensiv puternic la sobolani
normotensivi si a protejat animalele de infarctul miocardic indus de ISO, cu efecte de interventie asupra
expresiei genelor mRNA, testelor biochimice si profilarii metabolomice a serului si tesuturilor cardiace.

Rezultatele sugereaza ca mecanismul antihipertensiv al Cu.EtOH poate implica reglarea factorului de
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relaxare derivat din endoteliu (EDRF) bazat pe oxid nitric (NO) si este asociat cu functia endoteliala

vasculara.

Mai mult, profilarea metabolitilor din ser si tesuturile cardiace sugereaza ca Cu.EtOH a avut un
efect cardioprotector potential in infarctul miocardic indus de ISO. A inversat metabolismul
aminoacizilor, metabolismul energetic si stresul oxidativ asociat cu infarctul miocardic. in rezumat,
profilarea metabolomica a demonstrat o perspectivda mecanicista a Cu.EtOH in activitatile
antihipertensive si cardioprotectoare. Aceastd bioinvestigatie a relevat ca semintele de C sativus
prezinta activitati antihipertensive si cardioprotectoare semnificative in modele /n vitro, in vivo si in
silico, ceea ce justifica utilizarea acestei plante in medicina traditionald din Pakistan si India. in plus,
prezenta quercetinei, kaempferolului, acidului galic, acidului protocatechuic, epigallocatechinei si

vitexinei poate fi consideratd ca fiind compusi bioactivi promitatori ai extractului Cu.EtOH.

Sunt necesare mai multe cercetari pentru a identifica si valida diferitele mecanisme de actiune
si cdi responsabile pentru proprietitile cardioprotectoare si vasodilatatoare ale extractului. in ciuda
potentialului farmacologic semnificativ al semintelor de £ sativus, sunt necesare mai multe dovezi
pentru a aborda unele intrebiri din perspectiva descoperirii de medicamente. in acest sens, o privire
mai larga este de dorit in viitorul apropiat pentru a descoperi noi compusi bioactivi si aspecte
farmacologice pentru semintele de C. sat/vus. De asemenea, este necesara dezvoltarea unor protocoale

pentru calitatea semintelor utilizate pentru BCV.

S

Girdan L, Gavris CM, Nedelcu L. Strategii terapeutice in boala renala diabetica. Jurnal Medical

Brasovean 2023;vol 1: 16-24.

R

Boala cronica de rinichi (BCR) aparutad la pacientii diabetici cuprinde atat leziuni renale atribuite
diabetului - boald renala diabetica (BRD), cat si din cadrul altor substraturi patogenice - leziuni ale altor
nefropatii, asociate sau nu celor de nefropatie diabetica. Aproximativ 20-40% dintre pacientii cu diabet

zaharat (DZ) dezvoltd BCR, iar BRD reprezinta principala cauza a BCR terminale (Gheith O et al., 2016).
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ingrijirea pacientilor cu DZ si BCR este complexd si multidisciplinar, iar educatia structuratd a
pacientilor reprezinta un pilon tera-peutic principal. Pacientii cu DZ si BCR prezinta risc crescut de
complicatii acute, precum episoa-dele hipoglicemice sau cetoacidoza si cronice — retinopatia,
neuropatia, piciorul diabetic, BRD cu evolutie catre necesitatea de supleere a functiei renale prin dializa
sau transplant renal si multi-plele complicatii cardiovasculare — boala cardio-vasculard aterosclerotica,
infarctul miocardic, aritmiile, insuficienta cardiaci. In ingrijirea multimodald a pacientului cu DZ trebuie
incluse screeningul periodic al acestor complicatii si controlul factorilor de risc cardiovascular, precum

hipertensiunea, dislipidemia, obezitatea si stilul de viatd — dietd, fumat, activitate fizica (KDIGO 2022).

Mecanismele injuriei renale in BRD sunt complexe si incomplet elucidate. Acestea cu-prind
factori metabolici, hemodinamici, proinflamatori si profibrotici, cdrora li se adauga stresul oxidativ si

mecanisme genetice si epigenetice (Figura 1).

Patogenia bolii renale diabetice
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Fig. 1. Mecanisme patogenice in boala renala diabetica

Tulburdrile metabolismului glucidic duc la formare de produsi de glicozilare avansatd, cu
modificarea arhitecturii matricei extracelulare si a fenotipului celular, activarea cdii poliol, cresterea
speciilor reactive de oxigen, rezultand disfunctie endoteliald, cresterea activitatii protein-kinazei C, cu

efect proinflamator (Bhattacharjee N et al., 2016). Produsii de glicozilare avansatd din alimentatie, in
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special din alimentele inalt procesate, inter-actioneaza cu microbiota intestinald, cresc per-
meabilitatea intestinala si determina eliberarea de mediatori proinflamatori, cu translocarea acestora
in circulatia sistemica si inflamatie intrarenala. Lipopolizaharidele din peretele bacteriilor Gram-
negative intestinale se leagd de receptorul TLR-4 (Toll-like receptor-4), contribuind la eliberarea

citokinelor si recrutarea celulelor proinflamatorii (Watanabe K et al., 2023).

Hiperfiltrarea glomerulara apare din pri-mele stadii ale nefropatiei diabetice, rezultand din
tulburari hemodinamice care cuprind acti-varea sistemului renind-angiotensind-aldosteron (SRAA),
care determind cresterea presiunii de filtrare prin vasoconstrictie predominant pe arteriola eferenta si
infiltrat macrofagic prin activarea aldosteronului, precum si activarea cotransportorului-2 de sodiu-
glucoza, cu inhibarea mecanismului de feedback tubulo-glomerular si genereaza inflamatie si stres
oxidativ. Are loc si activarea receptorilor de endotelina (activitatea biologica principald o are izoforma
ET-1), care determind vasoconstrictie intrarenald, inflamatie si fibrozd, stimuland expansiunea

mezangiald si injuria podocitara (Tuttle KR et al., 2022).

Mecanismele proinflamatorii includ acti-varea unor citokine proinflamatorii — TNF-a (tumor
necrosis factor-a), IL-1, IL-6, IL-16, IL-18, factori de crestere — VEGF (vascular endothelial growth
factor), chemokine — MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), precum si a unor cdi de
semnalizare intracelulard — calea NF-«B (nuclear factor kappa-B) sau a caii JAK/ STAT (Janus
kinase/signal transducers and activators of transcription), cdrora li se adauga factorii profibrotici — TGF-
B (transforming growth factor- B), CTGF (connective tissue growth factor) — rezultand inflamatie si

fibroza renale (Donate-Correa ) et al., 2020).

Toate aceste mecanisme sunt interrela-tionate si li se adauga factori genetici si epige-netici,
disfunctia mitocondriald si autofagia podocitara si conduc in final la glomeruloscleroza, proliferare si

expansiune mezangiald, inflamatie si fibroza tubulo-interstitiala (Wang J et al., 2021).
Obiectiv

in completarea datelor rezultate din studii clinice si a ghidurilor actuale de management al BRD,

noi strategii terapeutice au fost identi-ficate, cu trialuri clinice in desfasurare.
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Vom face referire la masurile farma-cologice de reducere a riscului cardiovascular si de
progresie a BCR, cuprinzand medicatia de linia intai conform ghidurilor actuale, terapiile aditionale cu
efect protector cardiorenal dovedit, precum si mecanismele moleculare implicate in patogenia BRD si

potentialele tinte terapeutice corespunzatoare.
Material si metoda

Am utilizat bazele de date PubMed/ MEDLINE, Google Scholar, ScienceDirect si
ClinicalTrials.gov pentru identificarea strategiilor terapeutice actuale cu impact cardiorenal in BRD,

respectiv a trialurilor clinice in desfasurare.
Rezultate
Medicatia de prima linie la pacientii cu BCR asociata DZ de tip 2

Inhibitorii sistemului renind-angiotensind - inhibitorii enzimei de conversie a angiotensinei

(IECA), antagonistii receptorilor de angioten-sind-Il (sartani).

Se recomanda tratamentul cu IECA sau sartan pacientilor diabetici (DZ de tip 1 si de tip 2),
hipertensivi, cu albuminurie >30 mg/zi sau raport albumina/creatinina urinara (RAC) >30 mg/g, cu
titrarea dozei pana la doza maxima admisa sau tolerata (ADA 2022, KDIGO 2022). De asemenea,
tratamentul cu IECA/sartan poate fi luat in considerare si la pacientii normotensivi diabetici (DZ de tip

1 si de tip 2) cu albuminurie, pentru intarzierea progresiei BCR.

Albuminuria moderata sau severd asociazad risc renal si cardiovascular. Inhibarea SRA scade
hiperfiltrarea glomerulard, reducand proteinuria. De asemenea, inhibarea SRA reduce procesele
proinflamatorii si profibrotice. Angiotensina Il promoveaza generarea de specii reactive de oxigen si
mediaza influxul de calciu la nivel podocitar, contribuind la injuria renala din BRD (llatovskaya DV et al.,
2018). Aldosteronul joacd, de asemenea, un rol principal in patogenia BRD, prin stimularea unor factori
de crestere precum inhibitorul activatorului plasminogenului tip 1 (PAI-1) si factorul de crestere si
transformare 8 (TGF-p), care promoveaza infiltratul macrofagic si fibroza renala (Ritz E et al., 2009). in
cadrul studiului IRMA-2 a fost investigat rolul inhibitiei SRA asupra dezvoltdrii sau progresiei BRD.
Studiul a aratat o reducere a riscului de progresie a BCR ca urmare a tratamentului cu irbesartan la 2
ani, efectul fiind direct proportional cu doza, insd independent de efectul hipotensor al acestuia (Parving
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HH et al., 2001). in trialul RENAAL, care a inclus pacienti cu DZ de tip 2 si BCR, cu albuminurie >1g/zi,
tratamentul cu losartan a redus cu 16% incidenta dubldrii creatininemiei, a insuficientei renale si a
mortalitatii (Keane WF et al., 2003). Astfel, efectul nefroprotector se pastrea-za si in cazul pacientilor
cu albuminurie sever crescutd, iar o scadere mai mare a albuminuriei la initierea tratamentului se

asociaza cu rezultate mai bune pe termen lung (Heerspink HJL et al., 2019).

Efectul de reducere a albuminuriei este dependent de doza si se recomanda prescrierea [ECA/
sartanilor la dozele maxime tolerate (Epstein M et al., 2015), fard intreruperea terapiei odata cu sca-
derea ratei de filtrare glomerulara estimate (RFGe) — oprirea terapiei se coreleaza cu cresterea riscului
de evenimente cardiovasculare majore sau de deces, fard diferenta semnificativa statistic pentru riscul
de BCR terminald (Qiao Y et al., 2020). La debutul terapiei este permisd o crestere <30% a creatininemiei

la patru saptamani. Nu exista diferente semnificative in ceea ce priveste bene-ficiul diferitelor molecule,

iar asocierea unui IECA cu un sartan nu este recomandata (KDIGO, 2022).
Inhibitorii cotransportorului-2 de sodiu-glucoza (iSGLT2) - flozinele.

Se recomandad tratamentul cu iSGLT2 pacientilor cu BCR cu sau fara DZ de tip 2, cu RFGe
=220mL/min/1,73m2. Tratamentul poate fi continuat si sub aceastd valoare a RFGe, pand la initierea
terapiei de substitutie renala prin dializa sau transplant renal. Utilizarea acestor molecule la pacientii
cu DZ de tip 1 nu este aprobatd. iSGLT2 cu beneficii cardiorenale dovedite sunt canaglifiozin,
dapagliflozin si empagliflozin, rezultatele principalelor trialuri clinice randomizat controlate cu outcome
primar renal — CREDENCE, DAPA-CKD, EMPA-KIDNEY fiind reprezentate in Tabelul | (Perkovic V et al.,

2019, Heerspink HJL et al., 2020, Herrington WG et al., 2022).

Efectul nefroprotector al iSGLT2 a fost studiat ca outcome secundar si in alte trialuri clinice
randomizat controlate (cu outcome primar cardiovascular). in studiul EMPA-REG OUTCOME,
comparativ cu placebo, empa-gliflozin a redus riscul de progresie a BCR — definit ca progresia RAC >300
mg/g, dublarea creatininei serice, BCR terminald sau deces de cauza renald (HR: 0,61; 95% Cl: 0,53-
0,70) (Wanner C et al., 2018). in studiul CANVAS, canagliflozin a redus riscul de progresie al albuminuriei
cu 27% (HR: 0,73; 95% Cl: 0,67-0,79) si a redus riscul de progresie a BCR - definit ca scaderea RFGe cu

=40%, BCR terminald sau deces de cauza renala (HR: 0,60; 95% Cl: 0,47-0,77) (Neal B et al., 2017).
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Medicament

RFGe la includere
(mL/min/ 1,73m?)

G BRI E >300-5000
(me/g)

Follow-up (ani) 2,6

CREDENCE DAPA-CKD EMPA-KIDNEY
Canagliflozin  |Dapagliflo-zin 10 |Empagliflo-zin 10 mg/zi
100 mg/zi mg/zi

4304 6609

25-75 220-<45 sau 245-<90

200-5000 =200

2,4 2

Scidere BCR terminald, RFGe

Lo ITTTLT TR T BT BCR terminald,
dublarea crea-
tininei serice
sau deces de
cauzd renald
sau CV: HR:
0,70;95%

Cl: 0,59-0,82

persistenta cu
>50% a RFGe, BCR
terminald, deces
de cauza renald
sau CV: HR: 0,61;
95% Cl: 0,51-0,72

persistent <10
mL/min/1,73 m?,
scaderea persistentd a
RFGe >40%, deces de
cauza renala sau CV:
HR:0,72; 95%

Cl: 0,64-0,82

Outcome renal BCR terminal3,
dublarea
creatininei

serice sau
deces de cauza

Scadere cu 250% a
RFGe, BCR
terminala, deces
de cauza renala:
HR: 0,56; 95% CI

BCR terminald, RFGe
scazuta persistent <10
mL/min/1,73 m?,
scaderea persistenta a
RFGe >40%, deces de

renala: HR: 0,45-0,68 cauza renala: HR: 0,71;
0,66; 95% 95% Cl: 0,62-0,81
Cl: 0,53-0,81

Outcome Deces de cauza [Deces de cauza Spitalizare pentru IC,

secundar CV, IM, AVC:
HR:0,80; 95%;

spitalizare
pentru IC: HR:
0,61; 95%

Cl: 0,47-0,80

CV, spitalizare
pentru IC: HR:
0,71; 95% CI: 0,55-
0,92

deces de cauza CV:
nesemnificativ fata de
placebo: HR 0,84; 95%
Cl0,67-1,07; P=0,15

Tabelul I. Trialuri clinice cu outcome primar renal al iSGLT2

CV - cardiovascular; IM — infarct miocardic; AVC — accident vascular cerebral; IC — insuficienta

cardiaca.

iSGLT2 isi exercitd efectele protectoare cardiovasculare si renale prin multiple meca-nisme:

natriureza - reducerea volemiei, a presiu-nii arteriale, scaderea presiunii intraglomerulare prin
cresterea livrarii de sodiu la nivelul maculei densa, cu activarea mecanismului de feedback tubulo-
glomerular si vasoconstrictie la nivelul arteriolei aferente, rezultand scaderea protei-nuriei; reducerea
inflamatiei si a stresului oxidativ; ameliorarea oxigenarii tisulare; sca-derea stimuldrii sistemului nervos
simpatic; efecte cardiovasculare directe — ameliorarea functiei cardiace, a disfunctiei endoteliale si a
rigiditatii arteriale; imbundtatirea controlului glicemic; efect uricozuric; reducerea greutatii corporale si
stimularea lipolizei, ameliorarea utilizdrii substratului energetic — cresterea cetogenezei si scdderea
activdrii caii mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) (Cherney DZI et al., 2021). Precautii
sunt necesare in cazul pacientilor cu risc de hipoglicemie, in special in cazul insulinoterapiei sau a
tratamentului cu sulfonilureice, fiind necesara ajustarea dozelor. De asemenea, in cazul riscului de
depletie volemica se vor ajusta dozele de diuretic sau ale medicatiei hipotensoare. in caz de

deshidratare sau de post prelungit se intrerupe temporar medicatia cu iSGLT2. La initierea terapiei este
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acceptatd o scadere a RFGe <30% (doar 4% dintre pacientii din lotul tratat cu canagliflozin in cadrul
trialului CREDENCE au prezentat scaderea RFGe =30%), iar scdderile persistente peste aceasta valoare
impun evaluarea statusului volemic (ajustarea dozelor terapiei diuretice concomitente) si excluderea
nefroto-xicelor si a altei etiologii a injuriei renale acute. Potentialele contraindicatii sunt reprezentate
de: riscul de infectii genito-urinare, cetoacidoza diabeticd, ulcerele plantare, imunosupresia (KDIGO

2022).
Metforminul.

in alegerea medicatiei hipoglicemiante in DZ de tip 2 asociat cu BCR trebuie tinut cont de RFGe
(la RFGe <60 mL/min/1,73m2 sunt necesare ajustari ale dozelor) si se va lua in considerare reducerea
riscului cardiovascular, de progresie a BCR, de hipoglicemie. Prima linie terapeutica in DZ de tip 2, in
special asociat cu BCR este reprezentata de metformin si de iSGLT2, cdrora li se pot adduga alte terapii
hipoglicemiante pentru obtinerea controlului glicemic optim - agonistii receptorului GLP-1,
insulinoterapia, eventual inhibitorii de dipeptidil-peptidaza-4, sulfonilureicele, tiazolidindionele,
inhibitorii de alfa-glucozidaza (KDIGO 2022, ADA 2023). Tratamentul cu metformin este recomandat

pacientilor cu RFGe >30 mL/min/1,73 m2 (sub

aceastd valoare seintrerupe terapia), cu evaluarea raportului risc-beneficiu si reducerea dozelor
la RFGe redusg; este necesard monitorizarea constantd a RFGe pe parcursul terapiei (FDA Drug Safety
Communication, 2017). Metforminul are un rol modest in preventia complicatiilor diabetului pe termen
lung — spre deosebire de iSGLT2, care, desi sunt mai putin eficiente in scaderea HbA1c, reduc

evenimentele cardiovasculare majore si intarzie progresia BCR (McGuire DK et al., 2021).
Terapii aditionale cu beneficiu cardiorenal
Antagonistii nonsteroidieni ai receptorilor mineralocorticoizi.

Se recomanda tratamentul cu un antagonist nonsteroidian al receptorilor mineralocorticoizi
pentru tratamentul pacientilor cu DZ de tip 2 si BCR, cu RFGe 225 mL/min/1,73 m2, cu albuminurie
persistentd (>30 mg/g) si fara hiperpotasemie, in ciuda tratamentului cu doza maxima tolerata cu
IECA/sartan. Inhibarea SRA a dovedit efecte benefice cardiovasculare si renale in trialurile clinice, insa

exista o supresie incompleta a nivelului seric de aldosteron (fenomen de “scapare” al aldosteronului),
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astfel incat sunt necesare terapii aditionale pentru reducerea albuminuriei reziduale si ameliorarea

fibrozei renale (KDIGO 2022).

Antagonistii steroidienei ai receptorului mineralocorticoid — spironolactona, eplerenona — sunt
utilizati in tratamentul insuficientei cardiace, hiperaldosteronismului sau hipertensiunii refractare, insa
cresc riscul de hiperpotasemie (de 2-3 ori) si de injurie acutd de rinichi (de 2 ori), iar studiile privind
efectul nefroprotector au fost limitate (Chung EY et al., 2020). Inhibitorii nonsteroidieni ai receptorilor
mineralocorticoizi — finerenona, esaxerenona — prezintd selectivitate mai crescutd si reduc albuminuria,
avand un risc mai redus de hiperpotasemie (Agarwal R et al., 2021). Efectele cardio- si nefroprotectoare
ale finerenonei au fost evaluate in douad trialuri clinice randomizat controlate, rezultatele acestora fiind

reprezentate in Tabelul Il (Bakris GL et al., 2020, Pitt B et al., 2021).

Analiza combinata a celor douad studii — FIDELITY — a demonstrat reducerea outcome-ului
cardiovascular cu 14% in bratul celor tratati cu finerenond (HR: 0,86; 95% Cl: 0,78-0,95), indiferent de
utilizarea concomitenta a iSGLT2 sau a AR GLP-1. De asemenea, aceasta analiza a demonstrat
nefroprotectie, prin analiza outcome-ului renal, definit ca — BCR terminald, scaderea RFGe sustinuta cu
>57% sau deces de cauza renala (HR: 0,77; 95% Cl: 0,67-0,88), iar asocierea tratamentului cu un iSGLT2

reduce riscul de hiperpotasemie (Agarwal R et al., 2021).

FIDELIO-DKD FIGARO-DKD

Medicament Finerenona Finerenona

\'| 5734 7437

G F VA RFGe 25-<60 si RAC RFGe 25-90 si RAC 30-<300
1,73 m?) sau 30-<300 SAU SAU RFGe 260 si RAC 300-
NS AL | RFGe 25-<75 si RAC [ 5000

inrolare 300-5000

Follow-up (ani) [PE3 3,4

Outcome Renal cv
primar
Outcome cv Renal

secundar
(0]11o6 ] SN L EL I BCR terminal3, BCR terminala, scadere
scadere sustinutad a sustinutd a eRFG >40%,
eRFG >40%, deces de | deces de cauza renala: HR:

cauza renald: HR: 0,87;95%
0,82; 95% Cl: 0,76-1,01
Cl: 0,73-0,93

Outcome CV Deces de cauza CV, Deces de cauza CV, IM non-
IM non-fatal, AVC fatal, AVC non-fatal sau
non-fatal sau spitalizare pentru IC: HR:
spitalizare pentru IC: | 0,87; 95%
HR: 0,86; 95% cl: 0,76-0,98
Cl: 0,75-0,99

Tabelul II. Trialuri clinice de studiu al finerenonei
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CV — cardiovascular; IM — infarct miocardic; AVC — accident vascular cerebral; IC — insuficienta

cardiaca

Si esaxerenona si-a demonstrat efectul nefroprotector, cu o incidentd a hiperpotasemiei de 9%

(lto S etal., 2020).

Asocierea finerenonei cu un iSGLT2 a fost investigata doar in analize post-hoc si este antici-
pata scaderea incidentei hiperpotasemiei cu aju-torul acestei combinatii, prin selectivitatea crescuta
pentru receptorii mineralocorticoizi si prin efectul kaliuretic al iSGLT2. Un trial clinic randomizat
controlat — CONFIDENCE (NCT05254002) studiaza asocierea finerenonei cu empagliflozin la pacientii

cu BCR si DZ tip 2 (Green JB et al., 2023).
Agonistii receptorului peptidului-1 asemanator glucagonului (AR GLP-1).

Tratamentul cu AR GLP-1 este recomandat pacientilor cu DZ tip 2 si BCR care nu au atins tintele
terapeutice cu metformin si iSGLT2 sau care au contraindicatii de utilizare a acestor terapii, precum si

pacientilor |a care se doreste scaderea ponderald (ADA 2023).
GLP-1 este un hormon incretinic secretat de intestin dupa ingestia de glucoza sau a altor

nutrienti, care stimuleaza secretia beta-insulard de insulind dependentd de glucoza si inhiba
secretia de glucagon de la nivelul celulelor alfa pancreatice. De asemenea, intarzie golirea gastrica si

scade apetitul. AR GLP-1 au asadar efect hipoglicemiant si determind scadere ponderala.

Trialurile clinice au demonstrat scdaderea riscului de evenimente cardiovasculare majore,
precum si scaderea albuminuriei si progresia BCR. Aceste studii au avut outcome primar cardiovascular,
iar beneficiile renale au fost studiate ca outcome secundar. Rezultatele princi-palelor trialuri clinice
randomizat controlate sunt reprezentate in Tabelul Il (Mann JFE et al., 2019, Marso SP et al., 2016,

Gerstein HC et al., 2019).
Tabelul lll. Principalele trialuri clinice pentru agonistii receptorului GLP-1

CrS - creatinina serica; CV — cardiovascular; IM — infarct miocardic; AVC — accident vascular

cerebral.
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Studiul FLOW (NCT03819153) este un trial clinic randomizat controlat de faza 3b cu outcome
primar renal al semaglutidei admi-nistrate saptamanal la pacientii cu DZ de tip 2 si RFGe 25-50
mL/min/1,73 m2 sau cu albuminurie severa (Rossing P et al., 2023). Studiul de faza 3 REMODEL
(NCT04865770) studiaza efectele semaglutidei la pacientii cu DZ de tip 2 si BCR asupra inflamatiei,
perfuziei si oxigenadrii intrarenale cu ajutorul imagisticii prin rezonanta magnetica si al biopsiei renale
(Bjornstad P et al.,, 2022). Studiul SOUL (NCT03914326) este un studiu de faza 3 care evalueaza

beneficiul cardio-vascular al semaglutidei orale la pacientii cu DZ de tip 2 (McGuire et al., 2023).

Un alt studiu important care confirma efectul nefroprotector al AR GLP-1 este trialul AWARD-
7,1n care dulaglutida administrata sap-tamanal a fost comparata cu terapia cu insulina bazala glargin
la pacienti cu BCR stadiile G3a-G4 (RFGe medie 38mL/min/1,73 m2) si a demonstrat reducerea
declinului RFGe pe o durata de 52 de saptamani, in special in subgrupul cu albuminurie severa.
Beneficiile au fost obtinute cu scaderea similara a HbA1c si valori presionale similare in bratele cu
tratament cu dulaglutida vs. insulina glargin, insa cu inju-mdtatirea frecventei hipoglicemiilor simpto-
matice in bratul cu dulaglutidd. in urma rezulta-telor acestui studiu, dulaglutida a obtinut apro-bare de

utilizare la valori RFGe de pand la 15 mL/min/1,73 m2 (Tuttle et al., 2018).
Noi terapii cu efect nefroprotector
Tirzepatid.

Principalii hormoni incretinici sunt GLP-1 si polipeptidul insulinotropic dependent de glucoza -
GIP (initial denumit peptid inhibitor gastric). GIP este secretat de catre celulele enteroendocrine K din
intestinul subtire si stimuleaza secretia de insulind la nivelul celulelor beta si transcriptia genei insulinei
in functie de glicemie. Recent, tirzepatid, un agonist dual al receptorilor GLP-1 si GIP, a fost aprobat
pentru tratamentul pacientilor cu DZ de tip 2 si a demonstrat eficacitate superioard in reducerea
greutatii corporale si non-inferioritate in reducerea HbA1c comparativ cu agonistii receptorilor GLP-1
(Bulum etal., 2022). Comparativ cu insulina glargine, tirzepatid a demonstrat scaderea cu 41% a riscului
renal, definit ca — dezvoltarea albuminuriei severe, scaderii RFGe cu >40%, BCR terminald, deces de

cauzd renald (HR: 0.59; 95% Cl: 0.43-0.80) (Heerspink HJL et al., 2022).

Antagonistii receptorului de endotelina.
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Endotelina este un polipeptid vasoactiv care se gaseste in 3 izoforme — ET-1, cu potentialul
vasoconstrictor cel mai crescut, ET-2 si ET-3, care isi exercitd functia biologica cu ajutorul receptorilor
de endotelina A si B (ETA si ETB). Endotelina-1 poate activa ETA si ETB. Activarea ETA promoveaza
vasoconstrictia arte-riolei aferente, disfunctia endoteliald, inflamatia, fibroza, cu hiperfiltrare

glomerulard, injurie podocitard, proteinurie si degradarea functiei
renale. Activarea ETB are efect vasodilatator, natriuretic, antiproliferativ, antifibrotic.

Antagonistii selectivi ai ETA ce au demonstrat beneficiu renal in studii sunt reprezentati de
atrasentan, sitaxentan, avosentan, zibotentan. Efectul advers major al acestei clase terapeutice este
reprezentat de hipervolemie. Sparsentan este un antagonist dual de receptor al
endotelinei/angiotensinei-Il tip 1 cu afinitate inalta pentru ETA, blocand atat SRA, cat si endotelina si
este studiat pentru efectul nefroprotectorin glomeruloscleroza focala si segmentara si in nefropatia cu
IgA (Martinez-Diaz | et al., 2023). Zibotentan este cel mai selectiv antagonist ETA (selectivitate ETA:
ETB de 100000) si este studiat in combinatie cu dapagliflozin (NCTO6087835) la pacientii cu BCR

(Provenzano M et al., 2021).
Inhibitorii protein kinazei C.

Activarea protein-kinazei C joaca un rol important in dezvoltarea complicatiilor micro-vasculare
ale diabetului, prin stimularea stresului oxidativ, ceea ce altereaza fluxul si permea-bilitatea vasculara,
stimuleaza acumularea de matrice extracelulara si angiogeneza. Au fost derulate multiple studii
experimentale si clinice, in special cu inhibitori PKC-f — ruboxistaurina, insa rezultatele nu au fost

concludente (Pan D et al., 2022).
Alti agenti terapeutici.

Baricitinib reprezinta un inhibitor al JAK1/JAK2 care a scazut markerii inflamatori si albuminuria
la pacientii cu DZ tip 2. Sunt necesare studii suplimentare pentru stabilirea rolului acestei terapii in

intarzierea progresiei BCR (Tuttle KR et al., 2018).

Bardoxolone metil prezintd proprietati antioxidative si antiinflamatorii prin activarea cdii Keap1-
Nrf2 si este investigat intr-un trial clinic randomizat controlat (NCTO3550443) la pacientii cu boald
renald diabeticd (Nangaku M et al., 2022).
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Selonsertib, un inhibitor al ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1), este de asemenea

investigat pentru intarzierea progresiei BRD (Watanabe K et al., 2023).
Discutii

Pentru tratamentul pacientilor cu BCR si DZ de tip 2 este necesard o abordare complexa de
reducere a riscului cardiovascular si renal, cu implementarea strategiilor de evaluare a facto-rilor de risc
modificabili, incluzand dieta, activi-tatea fizicd, oprirea fumatului, controlul greutatii, carora li se adauga
terapii medicamentoase speci-fice de prima linie sau de control aditional al factorilor de risc. Sunt
necesare insa trialuri clinice aditionale de control al riscului cardio-renal si al modalitatilor optime de
initiere, titrare, combinare a tuturor acestor optiuni terapeutice, cu includerea pacientilor cu DZ de tip

1, a pacientilor aflati in program de dializa sau a celor cu transplant renal.

Sunt de asemenea necesare studii de lunga durata privind profilul de siguranta si eficacitatea
tratamentului cu iSGLT2 si cu antagonisti ai receptorilor de mineralocorticoizi nonsteroidieni la pacientii
cu DZ de tip 2 si BCR avansatd, precum si studii privind barierele de implemen-tare clinica a acestor noi
terapii. Este necesard cercetarea profilului de siguranta al terapiei cu iSGLT2 sau AR GLP-1 pentru
pacientii cu DZ tip 1. De asemenea, tratamentul cu iSGLT2 a fost cercetat doar in studii reduse in cazul

pacientilor cu transplant renal.
Concluzii

Mai mult ca oricand, noi date reies din studiile clinice si experimentale pentru pacientii cu DZ si
BCR, iar strategiile terapeutice sunt intr-o dinamicd accelerata de progresul descoperirii de potentiale
terapii cu rol nefroprotector pentru aceasta populatie. Am prezentat modalitatile actuale de tratament

in BRD, cu accent pe noile molecule, precum si pe modalitatile de asociere ale acestor noi terapii.

Sagib F, Al-Huqail AA, Asma M, Chicea L, Hogea M, Irimie M, Gavris C. Dose-dependent
Spasmolytic, Bronchodilator, and Hypotensive Activities of Panicum miliaceum L. Dose Response. 2022

Mar 27;20(1):15593258221079592.

126



Teza de abilitare Claudia Mihaela GAVRIS

Panicum miliaceum L., cunoscut in mod obisnuit sub numele de mei proso, mei de porc sau mei
comun, apartine familiei Poaceae. Meiul proso se gdseste in aproape toate zonele din Asia (in special
India, Pakistan si Bhutan), Africa, Rusia Centrald, America de Nord, Turcia, Australia, Grecia, Japonia,
Mongolia si Europa. In Pakistan, este cunoscut sub numele de Cheena sau Cheeni si este distribuit in

Sind, Punjab, Khyber Pakhtunkhwa, Gilgit si Kashmir.

Plantele de Panicum sunt utilizate in mod traditional pentru a trata diareea, dizenteria,
dispepsia, ulcerele si constipatia. Decoctul de Panicum antidotale este utilizat in tuse, infectii ale

gatului, infectii ale tractului respirator si boli cardiovasculare (hipertensiune arteriala).

Panicum miliaceum L. este utilizat in mod traditional pentru tratamentul bolilor celiace
(disconfort abdominal si diaree severd). Din punct de vedere medicinal, boabele transformate intr-un
terci sunt administrate pentru aciditate, rdu de miscare si probleme biliare. De asemenea, este utilizat
pentru tratamentul otravirii prin muscdtura de sarpe. Semintele fierte sunt aplicate ca cataplasma
pentru abcese/blistere si rani/ulceratii. Meiul proso este, de asemenea, util impotriva bolilor de inima,
hipercolesterolemiei, cancerului de san, diabetului, pietrelor la fiere, hematuriei, inflamatiei, ridurilor si

diferitelor boli virale si bacteriene.

Meiul proso este bogat in fitochimicale precum acidul fitic, despre care se crede ca scade
colesterolul, si fitatul, care este asociat cu reducerea riscurilor de cancer, impreund cu acizii fenolici si
acizii benzoici. De asemenea, contine acid clorogenic, acid siringic, acid cafeic, acid R-cumaric, acid
ferulic, acid galic, acizi hidroxicinamici, carotenoizi, luteing, acizi grasi (oleic si linolenic), amidon, proteine
si acid mio-inozitol hexa-fosforic. Mai mult, s-a raportat ca sunt prezente fibre fard gluten si alti
constituenti importanti, cum ar fi carbohidrati si vitamine, zinc, calciu, fenol, magneziu, fier, potasiu,

fosfor si mangan.

Studiile anterioare au ardtat ca Panicum miliaceum L. poseda activitdti anti-diabetice, pro-
apoptotice, anti-adipogenice si anti-cancer. Cu toate acestea, existd putine dovezi disponibile cu privire

la utilizarea sa medicinala in afectiunile tractului gastrointestinal (GIT) si ale sistemului cardiovascular
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(CVS). Acest studiu a fost conceput pentru a explora baza farmacologicd a utilizarii medicinale a

Panicum miliaceum L. in diaree, astm si hipertensiune.
Metodologie
Colectarea, extractia si fractionarea plantelor

Centrul National de Cercetare Agricold (NARC), Institutul de Conservare a Bioresurselor,
Islamabad, a furnizat o mostra de seminte de Panicum miliaceum L. in scop de cercetare pe 13-8-2018.
Semintele au fost cultivate in zona fermei experimentale a Facultatii de Stiinte si Tehnologie Agricold a
Universitatii Baha-Uddin Zakariya Multan de cdtre doctorandul Muhammad Magsood. Semintele au
fost colectate si identificate taxonomic de cdtre Dr. Zafar-Ullah Zafar, un taxonomist competent de la
Institutul de Botanica Pura si Aplicatd al aceleiasi Universitati, iar un specimen de voucher (FI.P 165) a

fost depus in ierbarul Institutului de Biologie Pura si Aplicata.

Semintele colectate au fost curatate, mdcinate intr-o pulbere grosiera si macerate cu o solutie
(70% metanol + 30% apa distilatd) intr-o sticla de culoare chihlimbar, cu agitare regulata timp de 4 zile.
Apoi, filtrarea a fost efectuata maiintai printr-o carpd, apoi cu hartie de filtru Whatman. Aceeasi metoda
a fost repetatd pentru a doua si a treia macerare. Toate filtratele colectate au fost combinate; solventul
a fost evaporat sub presiune redusd pe un evaporator rotativ (Rotavapor, BUCHI Labrotechnik AG,
Model 9230, Elvetia) pand cand s-a obtinut o pastd maro-roscat inchis (Pm.Cr) cu un randament de
aproximativ 16%. Extractul obtinut a fost depozitatintr-o sticla de sticla de culoare inchisa. In momentul

experimentului, extractul Pm.Cr a fost dizolvat in DMSO si apa distilata.

Fractionarea a fost realizata prin dizolvarea a 10 g de Pm.Cr in 100 mL de apd distilata si 100

mL de diclormetan (DCM). Doua straturi, DCM (Pm.Dcm) si apos (Pm.Aq), au fost separate si uscate.
Substante chimice si animale

Au fost utilizate substante chimice aproape 99,9% pure pentru studiile experimentale in vivo si
in vitro. Paracetamolul, aspirina si uleiul de ricin au fost obtinute de la GSK. Glibenclamida, fenilefrina,
doxazocina, losartanul, cromakalimul, carbacholul si loperamida au fost obtinute de la Sigma Chemical
Co. (SUA). Substantele chimice pentru prepararea solutiilor Krebs si Tyrode au fost achizitionate de la
Merck (Germania). Pentru experimente, au fost luati iepuri albi albinosi (1,0-2,0 kg) si sobolani Sprague
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Dawley (150-250 g) de ambele sexe din Casa Animalelor a Facultdtii de Farmacie. Animalele au fost

adapostite la 26 + 1°C. Toate regulile etice permise au fost respectate pe parcursul intregii cercetdri.
Screening fitochimic

Examinare fitochimica preliminard. Pm.Cr si Pm.Aq au fost analizate calitativ pentru a detecta

compusi bioactivi.

Analiza HPLC. O metoda simpld, rapida si competenta de solvent binar in pantd, dezvoltata de
grupul nostru, a fost utilizata pentru identificarea compusilor fenolici si flavonoizi in Pm.Cr. A fost
utilizat HPLC care contine o coloand C18 cu un diametru intern de 250*4,7 mm, un debit de 0,9
mL/minut si o capacitate de a separa constituentii fenolici de 8-9 si pentru flavonoide de 1-4 intr-o
perioadd de 35-36 de minute. Fazele mobile utilizate au fost; A: acetonitril 70% si metanol 30% si B:
H20 si 0,5% acid acetic. Concentratia, timpul de retentie si ariile picurilor au fost comparate cu

standardele.
Teste In Vitro

Prepararea Jejunului Izolat. Experimentele au fost efectuate cu Pm.Cr si fractiunile sale (Pm.Aq
si Pm.Dcm) pe tesut izolat pentru a observa dacd are consecinte spasmodice sau antispasmodice

asupra tractului gastrointestinal (GIT).

lepurii au fost tinuti in post peste noapte inainte de experimentare, dar au avut acces la apa.
Dupa disectie, a fost preparat tesut jejunal (aproximativ 2 cm) si pastrat imediat in solutie Tyrode cu o
alimentare adecvata cu oxigen. Tesutul a fost suspendatintr-o baie de organe (solutie Tyrode oxigenata
la o temperatura de 37°C), a fost setata o tensiune de 1 g si experimentul a fost efectuat timp de 45
de minute pentru a-l echilibra. Solutia Tyrode proaspdta a fostinlocuita la intervale de 15 minute inainte

de expunerea la extract.

Pentru a observa rdspunsul spasmodic/antispasmodic, dozele de extract au fost addugate in
mod cumulativ. Experimente suplimentare cu contractii provocate (K+ ridicat, K+ scazut), urmate de
substanta de test, au fost efectuate pentru a descoperi posibilele sale mecanisme. Efectul spasmolitic

al extractului de planta poate fi datorat blocarii canalelor de Ca++ sau deschiderii canalelor de K+.
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Efectul de relaxare al extractului de plantd asupra contractiilor declansate de K+ scazut este de obicei

considerat a fi datorat posibilei implicari a mecanismului de deschidere a canalelor de K+.

Pentru a determina activarea canalului de K+, contractia declansata de K+ scazut, pretratata cu
glibenclamida, a fost evaluata cu doze de extract care i-au inhibat efectul de relaxare, avand un model

similar cu cromakalim, confirmand mecanismul sdu de deschidere a canalului de potasiu K+-ATP.

Prepararea Traheei Izolate. Experimentele au fost efectuate pe tesut traheal izolat pentru a
observa raspunsul asupra sistemului respirator. Pentru pregatirea tesuturilor, iepurii au fost tinuti in
post peste noapte inainte de experimentare, dar au avut acces la apa. Dupad disectie, traheea a fost
pregatitd si pastratd imediat in solutie Krebs cu o alimentare adecvata cu oxigen. Tesutul a fost
suspendat intr-o baie de organe (solutie Krebs oxigenata la o temperaturd de 37°C), a fost setatd o
tensiune de 1 g si experimentul a fost efectuat timp de 45 de minute pentru a-| echilibra. Solutia Krebs
proaspdtd a fost inlocuita la intervale de 15 minute inainte de expunerea la extract.[20] Dozele de
extract Pm.Cr au fost aplicate impotriva liniei de baza si a contractiilor stabilizate declansate de CCh si

K+ scazut pentru a descoperi mecanismele sale colinergice si de deschidere a canalelor de potasiu.

Prepararea Aortei Izolate. Efectul vasoconstrictor si/sau vasodilatator asupra preparatului de
aorta izolata a fost testat. Tesuturile de aorta au fost pregatite de la iepuri, pentru care iepurii au fost
tinuti in post peste noapte inainte de experimentare, dar au avut acces la apa. Dupa disectie, aorta a
fost indepartata si pastrata imediat in solutie Krebs cu o alimentare adecvata cu oxigen. Tesutul a fost
suspendat intr-o baie de organe (solutie Krebs oxigenatd la o temperatura de 37°C), a fost setatd o
tensiune de 2 g si experimentul a fost efectuat timp de 45 de minute pentru a-| echilibra. Solutia Krebs
proaspdtd a fost inlocuita la intervale de 15 minute inainte de expunerea la extract.[20] Raspunsurile

au fost inregistrate impotriva liniei de baza stabilizate si a contractiilor declansate de PE si K+ scazut.
Experimentare In Vivo

Activitate Antidiareicd. Efectul antidiareic al Pm.Cr a fost evaluat printr-o metoda raportata
anterior.[24] Au fost luati treizeci si cinci de sobolani si impartiti in 7 grupuri, cate 5 sobolani per grup
(100-200 g). Grupului de control i s-a administrat solutie salina normala (10 mL/kg), iar grupurilor 2 si

3 li s-au administrat cromakalim si loperamida (controale pozitive). Grupurile 4 si 5 au primit doze
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diferite (100 si 200 mg/kg, p.o.) de Pm.Cr, iar grupurile 6 si 7 au fost pretratate cu glibenclamida (GB).
Dupa 1 ord, fiecdrui sobolan i s-a administrat oral (10 mL/kg) ulei de ricin si a fost plasat intr-o cutie
separata cdptusita cu hartie de filtru pentru a observa picaturile fecale apoase timp de urmdtoarele 1,

2,3sikore.
% protectie = [(Fc - Ft) / Fc] x 100
unde,
Fc = numarul de fecale umede (control)
Ft = numarul de fecale umede (test)

Analiza Statistica. Rezultatele sunt exprimate ca medie + SEM. Concentratiile eficiente mediane
(valoarea EC50) cu 95% (Cl) au fost calculate cu Graph Pad Prism (GraphPad, San Diego, California, SUA:
http:/www.graphpad.com). Analiza statisticd a fost efectuata folosind ANOVA unidirectionald, urmata
de testul Dunnett in cazul experimentelor in vivo; o probabilitate (P < .05) a fost consideratd

semnificativa statistic.[25]
Rezultate
Screening Fitochimic Preliminar

Analiza fitochimica a Pm.Dcm a indicat prezenta alcaloizilor, fenolilor si terpenoizilor, in timp ce

Pm.Aq a continut flavonoide, glicozide si taninuri.
Examinare HPLC

Timpul de retentie al Pm.Cr a fost comparat cu cel al standardului. Au fost detectati acid galic,

hidroxitoluen butilat, catechind si quercetina (Figura 1, Tabelul 1).

Raspuns pe Jejun. Pm.Cr si fractiunile sale au fost utilizate pentru a evalua raspunsul sdau pe
tesutul izolat de jejun. Pm.Cr a prezentat un efect relaxant asupra tesutului contractat in mod natural

la o concentratie de 3 mg/mL, contractii stabilizate declansate de K+ scdzut, la un interval de

131


http://www.graphpad.com/

Teza de abilitare Claudia Mihaela GAVRIS

concentratie de 0,01-3 mg/ml de Pm.Cr cu EC50 = 0,358 + 0,052, 95% (I.C.): 0,276-0,464) (Figurile 2 si

5A si 5B), care a fost inhibat in tesuturile pretratate cu 3 pM glibenclamida (Figura 5C si 5D).

Pm.Aqa prezentat un efect relaxant asupra tesutului contractatin mod natural la o concentratie
de 0,01-5 mg/ml, in timp ce contractiile declansate de K+ scdzut s-au relaxat cu EC50 = 0,082 + 0,111,

95% (I.C.): 0,040-0,167 mg/mL (Figurile 3 si 5B).

Pm.Dcm a relevat, de asemenea, un raspuns spasmolitic la o concentratie de doza de 0,01-3
cu EC50 = 0,334 + 0,147, 95% (I.C.): 0,120-1,063 (Figurile 4 si 5C) impotriva K+ scdzut, precum si pe

tesutul contractat in mod natural la concentratii de 0,01-1 mg/ml.

Raspunsurile inregistrate au fost comparate cu cromakalim (mecanism standard de deschidere
a canalului K+ sensibil la ATP), avand efectul sau relaxant asupra contractiilor declansate de K+ scdzut
cuEC50=0,184 = 0,165, 95% (I.C.): 0,021-0,214 mg/mL (Figura 2E). in plus, 3 uM glibenclamida a blocat
efectul relaxant al Pm.Cr asupra contractiilor declansate de K+ scdzut cu EC50 = 0,17 £ 0,021, 95% (I.C.):

0,041-0,511, similar cu cromakalim EC50 = 0,018 = 0,100 95% (I.C.): 0,02-0,248 mg/mL (Figura 5E).

Raspuns pe Trahee. Extractul brut si fractiunile sale au fost evaluate pentru a inregistra
raspunsul lor pe traheea izolata. Pm.Cr a prezentat un efect relaxant asupra contractiilor declansate de
K+ scdzut si CCh (1 uM) la concentratii de 1 si 3 cu EC50 = 2,483 = 0,05793, 95% (.C.): 1,901-3,364 si
EC50=0,611+0,1045, 95% (I.C.): 0,334-1,154, respectiv (Figurile 6 si 9A). 3 uM glibenclamida a blocat

efectul relaxant al Pm.Cr asupra contractiilor declansate de K+ scazut (Figura 9D).

Pm.Aq a prezentat un efect relaxant asupra contractiilor declansate de K+ scazut la 0,3 mg/mL
cu EC50 = 0,053 = 0,1761, 95% (I.C.): 0,012-0,335. Pm.Aq a prezentat un efect relaxant asupra

contractiilor declansate de CCh la o concentratie de 0,03 mg/mL. (Figurile 7 si 9B)

Pm.Dcm a prezentat un efect relaxant asupra contractiilor declansate de K+ scazut si CCh (1
uM) la o concentratie de 0,3 cu EC50 = 0,352 + 0,3276, 95% (I.C.): 0,050-0,976 si, respectiv, 95% (I.C.):

0,010-0,786 (Figurile 8 si 9C).

Raspunsurile inregistrate au fost comparate cu cromakalim, avand efectul sau relaxant asupra

contractiilor declansate de K+ scizut cu EC50 = 0,013 = 0,001, 95% (I.C.): 0,01-0. in plus, 3 pM
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glibenclamida a blocat efectul relaxant al cromakalimului, avand EC50 = 0,14, 95% (I.C.): 0,031-0,401

mg/mL (Figura 9E).

Raspuns pe Aorta. Pm.Cr testat pe aortd nu a produs niciun efect asupra liniei de baza.
Contractiile declansate de K+ scazut si PE (1 uM) s-au relaxat cu Pm.Cr la o concentratie de 0,01-3 si,
respectiv, 0,01-5, cu EC50 = 0,383 + 0,063, (95% (I.C.): 0,271-0,548 mg/mL si EC50 = 5,29 = 0,315,
(95% (I.C.): 3,993-11,56 (Figurile 10 si 12A). Glibenclamida la 3 pM a blocat efectul relaxant al Pm.Cr

asupra contractiilor declansate de K+ scazut (Figura 12B).

Pm.Aq a relaxat complet contractiile declansate de PE (1 uM) la concentratia de 0,01-3 cu EC50

=0,092 + 0,010, (95% (I.C.): 0,044-0,1915 mg/mL, dar nu a avut efect impotriva K+ scazut.

Fractiunea Pm.Dcm a relevat efectul sau vasorelaxant asupra contractiilor declansate de K+
scazut la o concentratie de 0,01-3 cu EC50 = 0,864 + 0,0011, 95% (I.C.): 0,658-2,433 mg/mL. De
asemenea, a relaxat contractia stabilizata de PE (1 pM) la 0,01-5 cu EC50 = 0,02931 + 0,213, 95% (I.C.):

0,004-0,280 mg/mL (Figura 11).

Rdspunsurile inregistrate au fost comparate cu cromakalim, care a ardtat un efect relaxant
asupra contractiilor declansate de K+ scdzut cu EC50 = 0,01, 95% (I.C.): 0,02-0,277 mg/mL. in plus, 3
1M glibenclamida a blocat efectul relaxant al cromakalimului cu EC50 = 0,15 (95% (I.C.): 0,032-0,437
mg/mL (Figura 12).

Experimentare In Vivo

Efectul antidiareic al Pm.Cr. Pm.Cr a prezentat un efect antidiareic puternic; in comparatie cu
grupul de control, grupurile de test au avut o protectie procentuala de 64,65% (P < 0,01) si, respectiv,
88,89% (P < 0,005). Grupurile cu cromakalim, loperamida si solutie salind au aratat o protectie de

65,81%, 77,9% si, respectiv, 20,4%. Cand efectul Pm.Cr pretratat cu GB a scazut la 34,1% si 22,5%, cu

cromakalim, acesta a fost redus la 25,6% (Figura 13).
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Figure |. HPLC- chromatogram of Panicum miliaceum L.

Table I. Comparison of standards and panicum miliaceum L.

Standards Retention Time (minutes) Compounds detected Retention Time (minutes)
Gallic acid 2.806 Gallic acid 2.700
Catechin 3.387 Catechin 3.405
Butylated hydroxytoluene 7.041 Butylated hydroxytoluene 6.967
Quercetin 24.894 Quercetin 24704
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Pm.Cr (mg/ml)
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Pm.Cr (mg/ml)
c
GB Lowk 00100301 03 1 3 5 10
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Figure 2. Pm.Cr extract effect on (A) natural(spontaneous) contractions (B) Low-K induced contractions (C) Low-K induced contractions pre-

treated with 3 uML™' glibenclamide.
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Figure 3. Pm.Aq extract effect on (A) natural (spontaneous) contractions (B) Low-K" induced contractions.

Figure 4. Impact of Pm.Dcm on (A) natural contractions in jejunum (B) on contractions triggered by Low-K
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Figure 5. Graphical representation of sigmoidal dose resFonse curves. (A) Pm.Cr (B) Pm.Aq (C) Pm.Dcm on natural (spontaneous) and Low-K*
induced contractions (D) Pm.Cr in presence of 3 uML ™' glibenclamide and (E) cromakalim effect low-K™ triggered contractions in presence
and absence of glibenclamide in isolated rabbit jejunum.
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Figure 6. Effect of Pm.Cr on contractions triggered by (A) Low-K (B) CCh(l uM) (C) Low-K with Glibenclamide in trachea.
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Figure 7. Effect of Pm.Aq on contractions triggered by (A) Low-K (B) CCh(l pM) in trachea.
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Figure 8. Effect of Pm.Dcm on contractions triggered by (A) Low-K (B) CCh(l uM) in trachea.

Discutii

Plantele medicinale castiga importanta la nivel mondial datorita potentialului lor terapeutic si
lipsei de efecte secundare. Pe baza utilizarii traditionale a Panicum miliaceurnin tulburdrile hiperactive
ale tractului gastrointestinal, respirator si cardiovascular, acest studiu a fost conceput pentru a evalua
activitatea antidiareicd, antispasticd, antiastmatica si vasodilatatoare a extractului de planta prin
metode /n vitro. Pentru a obtine o intelegere a mecanismelor, au fost utilizate jejunul, traheea si aorta

de iepure izolate.

S-a observat cd plantele prezinta efecte inhibitorii prin activarea canalului de K+. Utilizarea

depolarizdrii induse de K+ scdzut determind deschiderea canalelor de K+. Datoritd prezentei canalelor
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de K+in celulele intestinale si epiteliale, deschizatorii de canale de K+ produc relaxarea muschilor netezi

prin scaderea calciului intracelular prin hiperpolarizarea membranei.

Pentru a evalua daca efectul inhibitor al Pm.Cr se datoreaza implicdrii canalelor de K+, acesta a
fost testat pe contractii stabilizate ale jejunului declansate de K+ scazut, unde a cauzat relaxare
completd. Raspunsul spasmolitic observat poate fi datorat deschiderii canalelor de potasiu. Mai mult,
aceastd activitate antispasmodicd poate fi atribuita prezentei flavonoidelor (catechind, quercetind),
alcaloizilor, taninurilor si quercetinei, care sunt detectate prin screening fitochimic preliminar si studii
HPLC. Aceasta activitate de deschidere a canalului de K+ s-a dovedit a fi mai dominantd in fractia
organicd in comparatie cu fractia apoasa. Medicamentele care deschid canalele de potasiu au o utilizare
terapeutica larg raspandita in tulburarile gastrointestinale, cum ar fi diareea, in sistemul cardiovascular
ca antihipertensive si ca bronhodilatatoare in bolile cailor respiratorii hiperactive, cum ar fi astmul si

tusea.

Cromakalimul (deschizator de canal K+ dependent de ATP) a inhibat contractiile induse de K+
scdzut. Pentru a confirma mecanismul de activare a canalului de K+, contractiile declansate de K+
scazut, pretratate cu glibenclamida, au fost testate cu doze de extract care i-au inhibat efectul relaxant,

avand un model similar cu cromakalim, confirmand deschiderea canalului K+-ATP.

Pentru a verifica efectul sau bronhodilatator, Pm.Cr a fost aplicat pe contractii declansate de K+
scazut si CCh. Pm.Cr a inceput o reducere a contractiilor declansate de K+ scazut si CCh, fiind mai
puternic impotriva K+ scazut. Rezultatele au sugerat cd activitatea bronhodilatatoare se datoreaza
mecanismului de deschidere a canalului de K+. in plus, flavonoidele au efecte bronhodilatatoare

puternice, iar prezenta flavonoidelor este confirmata prin screening fitochimic preliminar si HPLC.

Medicamentele care deschid canalele de potasiu au o utilizare terapeutica larg raspandita in
hipertensiune arteriald. Pm.Cr a fost investigat in continuare pentru posibile efecte asupra sistemelor
cardiovasculare. Pm.Cr a fost aplicat pe contractii declansate de K+ scazut si PE in aorta izolata. Pm.Cr
a dus la relaxarea contractiilor declansate de K+ scazut si PE. Relaxarea contractiilor de K+ scazut a
ardtat o inhibare semnificativd in tesuturile pretratate cu GB, ceea ce confirma influenta canalelor K+-

ATP ca mod de vasodilatatie utilizat pentru tratamentul hipertensiunii arteriale. Catechina este utilizata
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in tratamentul hipertensiunii arteriale, in timp ce acidul galic actioneaza ca protector cardiac in

problemele cardiovasculare.

in diareea indus de ulei de ricin, Pm.Cr a ar&tat un efect antidiareic similar cu cromakalimul,
care are activitate spasmolitica si antidiareica. Uleiul de ricin creste lichidul intestinal si promoveaza
diareea din cauza constituentului sau activ, acidul ricinoleic (hidroliza uleiului), si produce contractii in
colon. Proprietatile antidiareice detectate ale extractului de planta pot fi datorate implicarii canalelor de
potasiu, care au fost reduse prin pretratarea cu glibenclamida (GB; un blocant al canalelor K+
dependente de ATP). Activitatea antidiareica observata poate fi datoratd prezentei flavonoidelor

(catechind si quercetina), taninurilor si terpenoizilor prezenti in extract.

Concluzie

Studiile /n vitro si in vivo ale Panicum miliaceurn L. au relevat activitatile antispastice,
bronhodilatatoare, vasodilatatoare si antidiareice. Activitdtile puternice antispastice, antidiareice,
bronhodilatatoare si vasodilatatoare sunt probabil mediate datoritd deschiderii canalelor de K+
dependente de ATP. Aceasta oferd o baza importantd pentru utilizarea sa traditionala in afectiunile

tractului gastrointestinal, respirator si cardiovascular.
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Capitolul 2. Evolutie si dezvoltare profesionala

2.1. Dezvoltarea carierei profesionale

intreaga activitate didactic de 28 de ani s-a desfisurat in cadrul Catedrei de Medicina
Internd, acum Departamentul de Specialitdti medicale si chirurgicale al Facultatii de Medicind
din Brasov. Am absolvit Facultatea de Medicina generala din Craiova in anul 1993, cu media
9,78. Dupd anul de stagiatura in centrul universitar din Craiova, in urma sustinerii examenului
national de rezidentiat, am devenit medic rezident in noul centru universitar Brasov. In
perioada ianuarie 1995 — decembrie 2000 am urmat modulele de pregdtire in rezidentiat in
centrul universitar Brasov. Am obtinut diploma de medic specialist in centrul universitar Cluj-
Napoca in sesiunea octombrie 2000 cu media 9.30 (confirmare prin Ordinul Ministrului
S&natatii nr. 1011/200). In 2005 am obtinut diploma de medic primar cu media 9.77 (Ordinul
Ministrului Sanatatii nr. 971/2005). Dupa obtinerea certificdrii de medic specialist in 2000 am
primit integrare clinica pe sectia Medicina Interne 1 a Spitalului Clinic Judetean de Urgenta
Brasov, unde activez siin prezent. Intre timp am ocupat functia de director medical in perioada
septembrie 2015-aprilie 2019. incepand cu iunie 2024 conduc Sectia Clinic[Medicina Interna

1.

Cariera mea academica a inceput in anul 1995 ca preparator universitar la Facultatea
de Medicina a Universitatii Transilvania din Brasov, unde mi-am desfasurat activitatea (lucrdri
practice de medicind internd) sub supervizarea doamnei prof. dr. med. Mariana Rédoi. In anul
2000 am promovat prin concurs ca asistent universitar, in anul 2012 am promovat prin concurs
ca sef de lucrdri siam predat cursuri la urmatoarele programe de studii de licentd ale Facultatii
de Medicina: Medicina interna-anul IV si V, Asistenta medicala generald anul Il si lll, Laborator
clinic anul Il, Balneofiziokinetoterapie anul Ill. Din anul 2017, ca o recunoastere a calitatii

activitatii mele didactice si stiintifice, am devenit conferentiar universitar.
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in tot acest timp am desfdsurat activitate didacticd, cursuri si lucrdri practice de
Medicina interna cu studentii programului de studii Medicing, Laborator clinic si Asistenta
medicala generald si Reumatologie cu studentii programului de  studii

Balneofiziokinetoterapie.

Am depus toate eforturile pentru ca notiunile insusite de studenti la cursuri si lucrdri
practice sa constituie o bazd solida necesarad viitoarei activitati medicale. Proiectarea didactica
a fost fundamentata pe achizitii anterioare de invatare ale studentilor asigurand caracterul
aplicativ al proiectarii curriculare pentru disciplinele. Asigurarea caracterului aplicativ al
proiectdrii curriculare I-am realizat prin includerea strategiilor didactice axate pe formarea
competentelor prevdzute de programd, prin includerea continuturilor care sa imbine aspectele
teoretice cu cele practice promovand astfel interdisciplinaritatea. Am promovat in activitatea
didactica metodele de invdtare activ-participative centrate pe student, individualizarea
procesului de invatdamant in functie de nevoile studentilor, invdtarea si incurajarea studentilor
sd isi evalueze propriile performante. In sprijinul procesului de invdtare am pus la dispozitia
studentilor pe platforma de e-learning in format electronic materiale educationale si resurse

didactice actualizate continuu.

In fiecare am coordonat lucrari de finalizare a studiilor la toate programele de studii la
care am sustinut activitati didactice, majoritatea fiind apreciate cu calificativ maxim de catre
comisiile de licentd, iar unele dintre lucrari fiind premiate in cadrul sesiunilor de comunicdri

stiintifice studentesti.

De asemenea, in fiecare an am facut parte din comisia de evaluare a lucrdrilor de licenta
la programul de studii Medicing, comisiile de sustinere a examenelor de medic specialist ,

respectiv primar pentr specialitatea medicina interna.

Activitatea mea educationald este apreciatd de catre studentiin anul universitar 2022-

2023 fiind incununata cu nominalizarea in competitia Ce/ mar apreciat profesor.
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2.2 Teza de doctorat si alte proiecte de cercetare

Lucrarea de doctorat a fost elaborata sub indrumarea d-lui Prof. Dr. George loan
Pandele, de la UMF ,Gr. T. Popa” lasi si a evaluat relatia dintre prezenta markerilor de activare
plachetara si evolutia cu evenimente trombotice recurente (arteriale, venoase si multiple) la
pacientii cu sindrom antifosfolipidic primar si secundar. De asemenea, o atentie deosebitd s-a
acordat evaludrii markerilor de inflamatie fibrinogen si hsPC, rezultatele sugerand existenta
unui statul inflamator redus in sindromul antifosfolipidic, desi boala a fost definita ca o boala
autoimuna noninflamatorie. Rezultatele au fost maiintai comunicate la International Congress
on Autoimmunity 2010,2012, . EULAR Congress si ulterior publicate si citate in reviste de

prestigiu pentru domeniul medical.

Teza de doctorat s-a intitulat Markeri de activare plachetara in sindromul
antifosfolipidic, o entitate descrisa cu 22 de ani inainte de Graham Hughes. La acel moment,
sindromul antifosfolipidic, aceasta noua entitate clinicd, era deja privita ca una dintre cele mai
comune boli autoimune. Impactul acestei descrieri asupre lumii medicale a fost major, fiind
recunoscut beneficiului tratamentului anticoagulant in locul tratamentului cu steroizi sau AINS
la pacientii cu boli de tesut conjunctiv si schimband fundamental gandirea medicala. La
momentul acela, in care am inceput teza de doctorat, erau deja standardizate tehnicile de
determinare a anticorpilor antifosfolipidici (anticardiolipinici, anticoagulant lupic si anti-beta2-
glicoproteina 1), erau definite ca diagnostice titrurile moderat-inalte ale anticorpilor

anticardiolipinici. si era stabilit intervalul optim pentru controlul INR intre 2,5-3,5.

La acel moment asistam la un adevarat paradox in ceea ce priveste rolul anticorpilor
antifosfolipidici: constituiau un criteriu esential de diagnostic, dar nuisi dovedisera in studiile
prospective rolul de factor de risc independent pentru evolutia cu evenimente trombotice

recurente. Mai mult decat atat, precum in alte boli cu mecanism autoimun (poliartrita negativa,
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lupusul eritematos sistemic) fusese definita o noua entitate clinica, sindromul antifosfolipidic
seronegativ. Existau deja studii publicate care sugerau posibilitatea intreruperii tratamentului
anticoagulant la pacientii care prezentau serologie repetat negativa dar acest lucru nu este

recunoscut in ghidurile de tratament.

Teza de doctorat s-a dorit o incercare de stratificare a riscului trombotic la pacientii cu
sindrom antifosfolipidic evaluand markerii de activare plachetard, al cdror rol in patogenia
complexa a acestei boli este deja recunoscut. Au fost studiati doi markeri de activare
plachetara Pselectina si sCD4OL, realizand o determinare seriatd prin doua tehnici Elisa si flow-
citometricd. Markerul de activare plachetara ar fi reprezentat un factor de risc independent in

evaluarea riscului de tromboza la pacientii cu sindrom antifosfolipidic.

O multitudine de articole subliniau necesitatea analizarii factorilor de risc aditionali
pentru tromboza mai ales la pacientii cu SAF care nu asociau LA prezent pentru a obtine cele
mai bune informatii clinice privind riscul trombotic. In acest studiu au fost identificati doi astfel
de factori de risc: Pselectina si sCD40L. Am analizat in acest studiu doar doi astfel de potentiali
markeri de activare, fard a exclude posibilitatea utilitatii altor potentiali markeri de activare in

sindromul antifosfolipidic.

Si in prezent precierea riscului trombotic este cu atat mai dificila la pacientii cu
manifestari clinice sugestive pentru sindromul Hughes care prezintd repetat absenta
anticorpilor antifosfolipidici, la care dignosticul poate fi de sindrom antifosfolipidic seronegativ.
in cazul poliartritei reumatoide si al lupusului eritematos diagnosticul poate fi precizat insa si
in absenta factorului serologic, situatie complet diferitda de a sindromului antifosfolipidic, in
care serologia negativa nu permite clasificarea pacientilor conform consensului in vigoare.
Criteriile de la Sapporo utilizate in prezent fiind criterii de clasificare si nu de diagnostic, este
permisa astfel formularea diagnosticului de sindrom antifosfolipidic seronegativ in cazurile cu

simptomatologie inalt sugestiva si serologie negativa. Folosirea combinatd a Pselectinei si
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sCD4OL ar fi constituit un aport suplimentar in evaluarea riscului trombotic la pacientul cu

sindrom antifosfolipidic seronegativ.

Determinarea markerilor de activare plachetara era de asemenea foarte importanta in
constituiau si constituie siin prezent o controversa terapeutica. In prezent la acesti pacienti se
evalueaza riscului individual de trombozad, luand in considerare factorii de risc congenitali sau
dobanditi pentru trombozd, asocierea unei boli autoimune (mai ales a lupusului eritematos
sistemic), si profilul anticorpilor antifosfolipidici (LA; 1gG si / sau anti-B2-GPI in titru moderat
mare) pentru a lua in considerare initierea tratamentului profilactic primar pentru tromboza.
Teza de doctorat a fost apreciatd atat de conducadtorul de doctorat dl. prof. univ. dr. George loan
Pandele, cat si de comisia stiintificd formatd din prof. univ. dr. Doina Azoicai, prof. univ. dr.
Minerva Muraru si prof. univ. dr. Viorel Stoica, drept o lucrare de un real interes stiintific si

practic.

Am participat, in calitate de membru al echipelde cercetare la 3 proiecte de cercetare

stiintifica castigate prin competitie:
Granturi si contracte de cercetare stiintifica
a. internationale 2007-2011"De la teorie la practica in medicina”
contract nr. POSDRU/22/2.1/G/36443

Participare In cadrul proiectului “"De la teorie la practica in medicind” ID 36443, Axa
prioritard: 2 “Corelarea invatdrii pe tot parcursul vietii cu piata muncii, Domeniul major de
interventie:2.1-"Tranzitia de la scoalda la viata activa’, Programul Operational Sectorial

Dezvoltarea Resurselor Umane, 999999contract nr. POSDRU/22/2.1/G/36443

b. nationale
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Participarea la proiectul de cercetare cod 402 CNCIS cu titlul: Infectia cu Chlamydia
pneumoniae in sindroamele coronariene acute, stroke si ocluzia aterotromboticd a membrelor

inferioare (conducator stiintific prof. Mariana Radoi). (perioada 200-2003)

Participare Proiect PN I, IDEI, nr. 727/2008, Evaluarea eficientei agentilor terapeutici
cu mecanisme complementare de reducere a stresului oxidativ, a activdrii plachetare si a

statusului procoagulant in sindroamele coronariene acute. (perioada 2008-2011).

Proiect cu terti Trombofilia genetica, un factor de risc protrombotic in sindromul

antifosfolipidic. Valoare de 10030 euro, director de proiect.

intre  2000-2003 am participat ca membru in Grantul CNCSIS, contract
3993/14.06.2000, ,Infectia cu Chlamydia Pneumoniae ca factor de risc pentru sindroamele
coronariene acute, accidentul vascular cerebral si boala arteriala periferica’, coordonat de
doamna Prof. Dr. Mariana Radoi. CP a fost detectatd prin prin imunohistochimie si serologie,
precum si evaluarea imunologicd a pacientilor cu sindroamr coronariene acute sia accidentelor

vasculare cerebrale.

Studiul a evaluat incidenta evenimentelor cardiovasculare majore (MACE) moarte
cardiovasculard, infarct miocardic non-fatal, angina instabila cu readmitere - dupa 30 de zile,
6 luni, 1 an, 2 ani si 3 ani de evolutie, la pacientii cu sindroame coronariene acute (ACS), cu sau
fara infectie CP, asa cum a fost apreciata serologic. Obiectivele secundare au fost: 1) Evaluarea
relatiei dintre infectia CP si inflamatia sistemica (fibrinogen, proteind C reactiva, IL6, TGF-f),
concentratia serica de T troponing, titrul anticorpilor anti-oxLDL si relatia dintre infectia CP si
factorii de risc aterosclerotici traditionali; 2) studiul incidentei infectiei CP in leziunile
aterosclerotice instabile si corelarea infectiei CP cu severitatea leziunilor aterosclerotice si cu
evenimentele celulare implicate in instabilitatea pldcii; 3) evaluarea impactului asocierii
tratamentului cu macrolide la tratamentul conventional al ACS asupra incidentei MACE dupa 3

luni, 6 luni si 4 ani de evolutie la pacientii cu ACS.
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Dintre rezultatele studiului mentionez: 1) Incidenta infectiei cu CP la pacientii cu ACS a
fost semnificativ crescutd, atat prin evaluarea serologica, cat si prin evaluarea
imunohistochimica; 2) Prezenta si persistenta anticorpilor anti-CP la 30 de zile si titrul IgG anti-
CP >1/1024 Ul/ml la momentul initial au avut cea mai mare valoare prognosticd pentru
evolutia pe termen scurt, mediu si lung cu MACE; 3) Marcajele histologice ale infectiei CP sunt
implicate in promovarea instabilitatii leziunilor aterosclerotice, independent de expresia
marcajelor histologice pentru activarea celulard, siin relatie directd cu necroza miocardica; 4)
Tratamentul cu Rovamicina ® 12 sau 24 de zile adaugat la terapia conventionala a
sindroamelor coronariene acute este benefic pentru evolutia pe termen mediu si lung prin

reducerea incidentei MACE la 6 luni si la 4 ani.

Datele serologice si imunohistochimice au evidentiat o incidenta crescutd a infectiei cu
CP in sindroamele coronariene acute, rezultate publicate si de alte studii la acel moment,
conturandu-se astfel reproductibilitatea cercetarii. Datele studiului au conturat valoarea
serologiei CP si relatia ei cu dislipidemia ca mecanism indirect prin care CP favorizeaza

inflamatia sistemica.

Incidenta crescuta semnificativa CD14 in pldcile aterosclerotice de gradul VV si VI i a fost
raportata pentru prima data aici si apoi a fost confirmata de numeroase studii publicate
ulterior.Cercetarea aceasta a adus de asemenea suficiente date pentru demostrarea efectului

benefic al tratamentului cu macrolide in sindroamele coronariene acute.

Mariana Rddoi, Elena Bobescu, loana Agache, Claudia Timu; “Serological status for
Chlamydia Pneumoniae, systemic inflammation and one month evolution of patients with
unstable angina”; First International Symposium on PPARs: from basic science to clinical

applications. Florence, April 4-7, 2001
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Mariana Radoi, loana Agache, Mariana Anghel, Marius Penciu, Elena Bobescu, Claudia
Timu, Diana Tant; “CD 14 receptor expression in unstable coronar atherosclerotic lesions”;

Clinical and Experimental Rheumathology 22; pg. 21; 2004

Mariana Rddoi, Elena Bobescu, Diana Tant, Mirela Serbanoiu, loana Agache, Claudia
Timu, T. Alexandru, Maria Anghel, loana Rusu; “Incidenta infectiei cu Chlamydia Pneumoniae in

sindroamele coronariene acute”; Revista Nationala de Cardiologie, 2000

Mariana Rddoi, Elena Bobescu, loana Agache, Claudia Timu, Mirela Serbanoiu; “Status-
ul serologic pentru Chlamydia pneumoniae, inflamatia sistemica si evolutia la o lund a

pacientilor cu angind instabild” Revista Romand de Cardiologie,2001, vol. XIV, nr.3, pg. 54-55

Elena Bobescu, loana Agache, Mariana Radoi, Claudia Timu, Diana Tint. “Persistenta
infectiei cu Chlamydia Pneumoniae si valorile plasmatice ale colesterolului, PCR, fibrinogen,
IL6, TGF beta, status-ul antioxidant total si sindroamele coronariene acute”; Revista Romana

de Cardiologie, vol. XVII, nr.3 ; pg.69; 2002

Mariana Radoi, loana Agache, Mariana Anghel, Marius Penciu, Elena Bobescu, Claudia
Timu, Diana Tant; “Aterotromboza coronariand in relatie cu activarea celulard evaluata
imunohistochimic prin expresia receptorului CD14"; Revista Romana de Cardiologie, vol. XVIII,

nr. 3; pg. 110; 2003

Inca din primii ani de activitate profesionald am participat ca investigator sau co-
investigator la numeroase trialuri clinice fapt ce m-a ajutat in formarea deprinderilor de

management si de eticd ale cercetarii:
Studii clinice, investigator principal

1. SkyePharma AG, Protocol nr. SKY2028-3-005 A Randomized, Double-blind,
Active-controlled, Parallel Group, Stratified, Multi-center, 12-Week Study Comparing the

Safety and Efficacy of Fluticasone and Formoterol Combination twice daily in a single inhaler
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with the Administration of Fluticasone alone in Adolescent and Adult Patients with Moderate

to Severe Asthma. 2007.

2. Cerexa Protocol NR P903-08 Studiu de faza 3, multicentric, randomizat, dublu-
orb, comparativ pentru evaluarea sigurantei si eficacitatii medicamentului Ceftaroline versus
Ceftriaxond, cu addugarea Claritromicinei, in tratamentul subiectilor adulti cu pneumonie

dobandita in comunitate.

3. KRKA. Protocol KKL172014. Phase Il international randomized, double-blind,
10 weeks multi-factorial clinical study to assesss the efficacy and safety of olmesartan
medoxomil/amlodipine fixed combination in patients with grade 1 to grade 2 arterial

hypertension.2014.

4, Chiesi Protocol Tristar CCD-05993AA1-07. A Multinational, Multicentre,
Randomised, Open-Label, Active-Controlled, 26-Week, 2-Arm, Parallel Group Study to
Evaluate the Non-Inferiority of Fixed Combination of Beclometasone Dipropionate Plus
Formoterol Fumarate Plus Glycopyrronium Bromide Administered Via pMDI (CHF 5993) Versus
Fixed Combination Of Fluticasone Furoate Plus Vilanterol Administered Via DPI (Relvar®) Plus
Tiotropium Bromide (Spiriva®) for the Treatment of Patients With Chronic Obstructive

Pulmonary Disease.2015-2016.
Studii clinice subinvestigator

5. Pfizer. SMILE study phase llI: The effect of the angiotensin-converting-enzyme
inhibitor zofenopril on mortality and morbidity after anterior myocardial infarction. 1995-

1997.

5. Smith Kline Beecham Pharmaceuticals. Protocol 25000/547. An open, non
comparative multicentre study to assess the efficacy safety of oral Augmentin SR 2000/125
mg twice daily for 7 days for the treatment of bacterial community acquired pneumonia in

adults.
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7. DUAAL phase IV study:Double Blind Atorvastatin Amlodipine that assessed the
efect Of Amlodipine, Atorvastatin And The Combination On Transient Myocardia Ischemia In

Coronary Artery Disease.2001-2007.

8. SENIORS trial. An phase Ill, open, multicentre study to assess the efficacy and

safety of nebivolol in elderly heart failure patients with impaired renal function.2002-2004.

9. SCOUT trial. An phase Il randomized, double-blind, placebo-controlled,
multicenter trial, that assess the Effect of Sibutramine on Cardiovascular Outcomes in

Overweight and Obese Subjects. 2003-2009.

10.  Chiesi Protocol CCD-06302AA1-01 Phase 2, Randomised, Double Blind,
Placebo-controlled, Incomplete Block, 3-way Cross-over Study to Evaluate Efficacy and Safety
of 4 Doses of Glycopyrronium Bromide (CHF5259) DPI in Moderate to Severe Patients With

COPD.2007-2008

11.  AMAG-FER=IDA-302. Protocol: A Phase lll, Randomized, Open-label, Active-
Controlled Trial Comparing Ferumoxytol with Iron Sucrose for the Treatment of Iron Deficiency

Anemia. 2011.

2.3 Recunoasterea nationala si internationala

Sunt membrd a Societdtii Romane de Medicind Interna si Uniunii Medicale Balcanice.

Din 2016 sunt referent stiintific la Bulletin of the Transilvania University of Brasov. Series Ul:

Medical Sciences (https:/webbut.unitbv.ro/index.php/Series VI/Editorial_Board) si la Jurnalul

Medijcal Brasovean, ambele reviste fiind indexate in baze de date internationale

(https:#/webbut.unitbv.ro/index.php/jmb/about/editorialTeam).

Recunoasterea internationald este concretizata prin numarul lucrdrilor stiintifice publicate in
reviste cu vizibilitate ridicata in bazele de date internationale: 15 articole in ISI Web of Science avand

116 de citari cu un index Hirsch de 6.
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2.4 Experienta de management si conducere

in perioada 2015-2019 am fost aleasa in functia de director medical al Spitalului Clinic
Judetean de Urgenta din Brasov, In aceasta perioadd am coordonat, din partea spitalului echipa
care a lucrat la scrierea proiectelor ce au fost finantate prin Programul Operational Regional

2014 — 2020 privind dotarea Ambulatoriului si a Unitatii de Primiri Urgente.

Proiectul Dotarea cu echipamente si aparatura medicala a Ambulatoriului Integrat al
Spitalului Clinic Judetean de Urgenta Brasov finantat prin Programul Operational Regional
2014 - 2020, a fost elaborat si implementat impreund cu reprezentantii Consiliului Judetean

Brasov.
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Am identificat si prioritizat nevoile de echipamente medicale pentru ambulatoriul
spitalului si am pus bazele ambulatoriului integrat dotat cu echipamente fapt ce a condus la
scdderea numarului de pacienti internati in 3 sectii ale Spitalului Clinic Judetean de Urgenta
Brasov (medicind internd, cardiologie si ortopedie si traumatologie) intre 4% - 25% iar 12

cabinete au fost dotate cu echipamente, aparaturd medicala si mobilier de specialitate.

Proiectul a avut ca obiectiv cresterea calitatii serviciilor medicale si a accesibilitatii la
servicii de ingrijire medicala primara in regim ambulatoriu. Scopul proiectului este de a contribui
la eficientizarea sistemului de sandtate din judetul Brasov, prin reducerea interndrilor evitabile
in cadrul Spitalului Clinic Judetean de Urgentd Brasov, cat si la accesibilizarea ofertei de servicii

de asistenta in cadrul Ambulatoriului.

Valoarea totala a proiectului a fost de 10.699.095,67 lei.

(B-ii) Planuri de evolutie si dezvoltare a carierei

Pe viitor, consider ca este o prioritate imbinarea activitatii didactice cu activitatea de
cercetare si activitatea clinica, intrucat acesti trei piloni indispensabili ai excelentei profesionale
lucreaza impreunad pentru a crea o identitate profesionala de succes. Dezvoltarea profesionala
medicala include competenta profesionald, identitate profesionala si bune abilitdti de predare.
Am incercat sa-mi ghidez viitorul plan de dezvoltare dupd o privire profunda in interiorul
aspiratiilor personale, punctelor forte, valorilor, prioritatilor, rolurilor actuale si prioritdtilor

personale si ale departamentului.
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Plan de dezvoltare a carierei profesionale

Specialitatea de medicinad interna se afla intr-o continua transformare, orientandu-se

cei 30 de ani de cand profesez, directiade dezvoltare a fost de de la medicina bazata pe dovezi

catre medicina personalizatd, medicina bazatd pe dovezi ramanand baza medicinei moderne.

Principalele directii de dezvoltare au fost:

includerea metaanalizelor si ghidurilor internationale standardizate, bazate pe
dovezi, pentru crearea unui standard unitar pentru ingrijirea pacientilor;
cresterea volumului si calitatii studiilor clinice:

tranzitia de la o abordare generald, bazatd pe ghiduri, catre tratamente adaptate
specific fiecarui pacient. Medicina personalizatd incepe sd integreze date genetice
pentru a ajusta tratamentele la caracteristicile genetice ale pacientului.

utilizarea in practica a diagnosticului molecular avansat prin utilizarea tehnicii RT-
PCR si variante, care permite diagnosticul etiologic al bolilor infectioase
(identificarea agentilor patogeni bacterieni, virali, fungici si parazitari prin analiza
secventelor specifice de ADN sau ARN prin tehnica PCR), monitorizarea
incarcaturii virale, identificarea mutatiilor genetice asociate cu cancerul,
diagnosticul bolilor genetice ereditare (ex. fibroza chisticd), evaluarea riscului
trombotic in trombofilii etc;

accesul la infrastructurile specializate pentru stocarea si gestionarea datelor
imagistice (PACS), care permit abordarea multidisciplinara a patologiilor
telemedicina si monitorizarea la distantd, dispozitive portabile de monitorizarein

gestionarea bolilor cronice.
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Pentru dezvoltarea mea profesionalda in specialitatea de medicind interna mi-am

propus:

e obtinerea de noi competente, cunostinte si calificari in activitatea profesionala
din societatile profesionale din care sunt membru, printr-un proces de educatie
continua;

e adaptare si consolidare prin experienta profesionald personala si dobandirea
permanenta de noi cunostinte profesionale prin formare continud in programe
EMC;

e asigurarea permanentad a corelatiei dintre activitatile de cercetare, profesionale
medicale si academice;

e organizarea, participarea si sustinerea prezentdrilor in calitate de speaker la
workshop-uri, conferinte nationale si internationale, pentru popularizarea si
diseminarea rezultatelor cercetdrii in domeniile mentionate; participarea
constanta la alte manifestadri stiintifice reprezinta o modalitate de perfectionare
permanentd, de colaborare, de crestere a vizibilitatii si prestigiului personal si
institutional.

e dezvoltarea abilitdtilor de comunicare cu pacientii pentru a creste satisfactia
acestora si pentru a clarifica planurile de tratament.

e colaborarea interdisciplinara cu alte specialitati medicale pentru un
management integrat al pacientului si pentru a dezvolta abordari holistice in
ingrijirea pacientilor.

e dezvoltarea unor metode eficiente de organizare si planificare a activitatilor
clinice si administrative.

e solicitarea feedbackului din partea colegilor si a pacientilor pentru a identifica
ariile ce necesita imbunatatiri.

e dezvoltarea abilitdtilor de mentor pentru rezidenti sau studenti la medicina.
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Principalele strategii pentru atingerea acestor obiective de dezvoltate a activitdtii

clinice sunt:!

1.Implementarea de protocoale bazate pe medicina personalizata: Extinderea utilizarii
datelor genetice in protocoalele clinice, colaborand cu laboratoare specializate in

diagnostic molecular pentru a personaliza si mai mult tratamentele pacientilor.

2.Utilizarea inteligentei artificiale: explorarea instrumentelor bazate pe inteligenta
artificiala pentru analiza datelor medicale complexe (de ex. date clinice, imagistice si

biometrice) pentru a contribui la o diagnosticare mai rapida si mai precisa.
3.Dezvoltarea de protocoale multidisciplinare:

4.Crearea unor echipe multidisciplinare care sd abordeze holistic cazurile complexe, cu

accent pe integrarea telemedicinei pentru consultatii si monitorizare la distanta.

5.Training continuu in noile tehnologii: Participarea la formari axate pe utilizarea noilor
tehnologii (PACS, dispozitive portabile, RT-PCR) si organizarea de sesiuni de formare

pentru personalul medical de specialitate si rezidenti, sporind competentele echipei.
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Plan de dezvoltare a activitdtii didactice

Dezvoltarea competentelor didactice

e Inovarea metodelor de predare: Introducerea de noi tehnici de predare, utilizarea
tehnologiei educationale si imbunatdtirea experientei de invdtare pentru studenti,
folosirea de moi instrumente pentru invdtarea interactivd cum ar fi tutoriale pentru
facultate ;

e promovarea unui sistem educational modern axat pe activitati didactice activ-
participative care sa asigure formarea competentelor medicale;

o coordonarea lucrdrilor de licenta si oferirea unui suport constant pentru
formarea tinerilor cercetatori.

e creareade noi cursuri i programe, dezvoltarea de cursuri noi, la nivel de licenta,
masterat sau doctorat, care sa raspunda nevoilor pietei muncii si cerintelor stiintifice

contemporane.

e corelarea si armonizarea continud a continutului cursurilor cu curricula

europeanad si internationald;

e mentinerea unor standarde de calitate ridicate a activitatii didactice prin
asigurarea coerentei si actualitatii planurilor de invatamant si a fiselor disciplinelor,
respectarea planificdrii activitatilor didactice, evaluarea interna a calitdtii preddrii i

corectarea deficientelor identificate;

e planificdrii activitatilor didactice, evaluarea internd a calitdtii predarii si

corectarea deficientelor identificate;

e asigurarea unui feed-back permanent cu privire la cunostintele oferite si

metodele de predare utilizate in cadrul disciplinelor predate;

e cresterea gradului de utilizare a tehnologiilor moderne de predare si utilizarea

platformei e-learning;

e coordonarea studentilor/masteranzilor/medicilor rezidenti/doctoranzilor 1n

vederea participdrii la conferinte nationale si internationale

 diseminarea rezultatelor cercetdrii impreuna cu studentii, doctoranzii si medicii
rezidenti pe care 1i coordonez la conferinte, respectiv in publicatii
nationale/internationale stimulandu-le aptitudinile de cercetare, asigurand astfel si o

corelatie intre activitatea didactica si cea de cercetare
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o Cresterea vizibilitatii internationale: Implicarea in retele si consortii academice

internationale pentru a consolida pozitia de expert in domeniu.
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3. Plan de dezvoltare pentru activitatea de cercetare

Conform standardelor actuale cercetarea si diseminarea rezultatelor cercetdrii au
devenit obligatorii pentru intreaga comunitate academica din Romania. Performanta in

cercetarea stiintifica trebuie sa fie in stransa corelatie cu activitatea didactica si medicala.

Planul de dezvoltare a activitatii de cercetare va fi axat in continuare pe principalele linii
directoare ale activitdtii mele de cercetare in care am fost implicatd pana in prezent. In plus, in
urma rezultatelor cercetdrilor din ultimii ani s-au conturat doua noi directii, cea a medicinei

interdisciplinare si cea a medicinei integrative,

Evaluarea riscului trombotic la pacientii cu sindrom antifosfolipidic este o tema complexa
si in continud evolutie, avand in vedere natura heterogena a bolii, pe care intentionez sa o
dezvoltin continuare, noile directii de cercetare emergente, care se vor concentra pe integrarea

markerilor biologici, a tehnicilor avansate de imagistica si a profilurilor genetice fiind:

-Definirea biomarkerilor avansati si profilurilor multimarker (subtipuri de anticorpi
antifosfolipidici : evaluarea specifica a anticorpilor IgA sau a anticorpilor impotriva domeniului
1 a beta-2-glicoproteinei |, evaluarea semnificatiei biomarkerilor de diagnostic seronegativ)

pentru a stratifica mai bine riscul trombotic.

-Evaluarea biomarkerilor inflamatori si procoagulanti precum trombomodulina, factorul

tisular, neutrofilele si capcanele extracelulare (NETs) in asociere cu aPL.

-Metabolomica: Identificarea profilurilor metabolice asociate hipercoagulabilitatii la

pacientii cu SAF.

-Studierea variantelor genetice asociate coaguldrii (de exemplu, factorul V' Leiden,

protrombina) sau raspunsului inflamator.

-Analiza modificdrilor epigenetice (metilarea ADN, miARN) asociate riscului de tromboza.
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-Integrarea riscului trombotic in contextul altor boli autoimune (de exempluy, lupus

eritematos sistemic) sau al asocierii factorilor de risc cardiovascular.

-ldentificarea factorilor infectiosi sau de mediu care pot declansa evenimente

trombotice.

-Utilizarea modelelor integrate de risc si inteligenta artificiala (IA) pentru dezvoltarea de
algoritmi care integreaza date clinice, imagistice si biomarkeri pentru a prezice riscul trombotic

cu mai mare precizie prin analiza datelor complexe si identificarea patternurilor de risc.

Pentru consolidarea expertizei academice si stiintifice imi propun:

o (rearea de noi baze de date pentru cercetare cu date clinice si genetice,
respectand confidentialitatea, care sd sprijine studiile longitudinale privind
personalizarea tratamentelor.

o Aprofundarea cercetdrii: dezvoltarea si extinderea ariei de cercetare prin
proiecte noi, abordadri interdisciplinare si colaborari internationale. Extinderea cercetarii
in medicina integrativa: colaborare cu specialisti din alte domenii (psihologie, nutritie,
stiinte sociale) pentru a explora legdtura intre aborddrile complementare si medicina
interna.

 Aplicarea si obtinerea de finantdri pentru proiecte de cercetare relevante, atat la
nivel national, cat si international. Aplicare de proiecte pentru finantdri si granturi de
cercetare pe teme interdisciplinare (medicina moleculara si personalizatd), care sd
permita dezvoltarea unor proiecte de mare anvergura.

o Cresterea numarului de publicatii in reviste stiintifice de prestigiu, indexate n
baze de date internationale.

o Prezentarea rezultatelor cercetdrii in cadrul conferintelor internationale si
participarea la dezbateri academice de top pentru cresterea impactului in comunitatea
academica si stiintifica

« Participarea activd in comitete stiintifice si editoriale ale unor reviste de renume,
precum si in comisii de evaluare academica.

e (rearea unui mediu de mentorat pentru tinerii studenti si cercetatori, pentru a

stimula inovatia si cresterea profesionala.
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e Organizarea de evenimente academice: Organizarea de workshop-uri,
conferinte sau simpozioane stiintifice nationale si internationale in domeniul de
expertiza.

« Identificarea de granturi/burse de cercetare pentru viitorii studenti doctoranzi i
sprijinirea lor pentru aplicarea la competitii stiintifice nationale si internationale;

 Continuarea colabordrii in echipe de cercetare in desfdsurarea de studii clinice in
domeniile de competentg;

» Organizarea de evenimente stiintifice sub egida Universitatii Transilvania din
Brasov;

» Dezvoltarea si promovarea revistelor la care sunt membru referent: Bu/letin of
Transilvania University of Brasov. Series V. Medical Sciences si Jurnal Medical
Brasovean prin cresterea vizibilitdtii acestora prin includerea in noi baze de date
internationale si prin invitarea unor lideri de opinie medicala din alte universitati din tara

si straindtate de a publica articole in aceste reviste.
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