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SCOPUL SI OBIECTIVELE LUCRARII

Diabetul zaharat (DZ) reprezintd o maladie metabolica de largd raspandire, situdndu-se 1n
incidenta sa dupa bolile cardiovasculare si cancer.

Intreaga lume se confruntd cu o pandemie a diabetului zaharat tip 2, datoratd occidentalizarii
modului de viata, imbatranirii populatiei si urbanizarii, care au drept consecinte modificdri ale
alimentatiei, adoptarea unui stil de viata sedentar si dezvoltarea obezitatii.

Prevalenta diabetului zaharat diferd semnificativ in functie de populatia studiata, varsta, sex,
statutul socio-economic si stilul de viata. Predictiile pentru anul 2040 sunt ingrijoratoare si conform
aprecierilor Federatiei Internatioale pentru Diabet, prevalenta diabetului va atinge 11,4 % din populatia
globului (642 milioane indivizi). Un aspect important, ce s-a realizat in ultimii ani, a fost reprezentat de
investigarea atentd a populatiei si ITmbunatdtirea metodelor de diagnostic. Cu toate acestea, exista cel
putin 30% din cazuri cu DZ tip 2 nediagnosticat. Diabetul zaharat de tip 2 reprezintd 80-90% din
totalitatea cazurilor de diabet zaharat si este mai frecvent intdlnit la persoanele supraponderale sau
obeze. Studiile arata faptul ca in momentul diagnosticului, mai mult de jumatate din pacienti prezinta
una sau mai multe complicatii cronice ale diabetului.

O persoana cu diabet zaharat suportd costuri medicale de doua pana la cinci ori mai mari decat
cele ale unei persoane non-diabetice. Organizatia Mondiald a Sanatatii estimeazd ca pana la 15% din
bugetele anuale de sanatate sunt cheltuite pe complicatii asociate diabetului. Costurile economice si
sociale ridicate de diabetul zaharat tip 2 si prevalenta in crestere este un caz convingdtor pentru a initia
prevenirea acesteia. Interventia inainte de debutul diabetului zaharat tip 2 ar putea fi singura modalitate
de a preveni complicatiile. De aceea, an de an, la nivel mondial tot mai multe studii de cercetare au ca
scop descoperirea i punerea in practicd a inovatiilor medicale legate de prevenirea, imbundtatirea
calitatii vietii pacientului sau vindecare acestuia.

Diabetul zaharat este asociat cu un numar mare de complicatii cronice al caror rezultat final este
diminuarea calitatii vietii $i mortalitatea prematura. Diagnosticarea si tratamentul precoce reprezentand
strategia propusa pentru minimalizarea complicatiilor dobandite odatd cu durata bolii.

Prima parte a acestei teme de cercetare are ca obiectiv analiza parametrilor biochimici asociati
cu: metabolismul glucidic, riscul cardiovascular si profilul functional renal la pacientii cu diabet tip 2,
cu scopul de a identifica corelatii intre maladie si incidenta bolilor asociate DZ tip 2. Am in vedere cele
trei profile functionale, deoarece la acest nivel se regasesc cele mai multe complicatii asociate cu

diabetul de tip 2.



A doua parte a aceste lucrdri isi propune imbogétirea stadiului actual al cunoasterii cu privire la
acest subiect prin identificarea de noi parametrii cu un potential rol de markeri biochimici in diabet.
Acesti biomarkeri sunt acidul sialic, activitatea peroxidazica si esterazicd a hemoglobinei, gruparile
thiol si peroxidarea lipidica pentru a demonstra prezenta modificdrilor functionale, avand ca scop
dezvoltarea terapiilor folosite in aceasta maladie pentru imbundtdtirea calitdtii vietii bolnavului si

ameliorarea diagnosticului.

Cuvinte cheie: diabet, markeri biochimici, boli asociate, stres oxidativ

PARTEA I - STADIUL CUNOASTERII

Diabetul descrie un grup de boli metabolice cu etiologie multipla, caracterizate prin
hiperglicemie si perturbéri ale metabolismului glucidic, lipidic si proteic. Acestea se datoreaza unei
insuficiente absolute sau relative in secretia de insulind de catre celulele B ale pancreasului endocrin,
sau a rezistentei tisulare la actiunea insulinei. Hiperglicemia cronica din diabet este asociata in timp cu
distructii si disfunctii ale diferitelor organe, in mod special ochii, rinichii, nervii, inima si vasele de
sange (American Diabetes Association, 2013).

Diabetul se poate prezenta cu simptome caracteristice precum polidipsie, poliurie, polifagie,
tulburdari de vedere si modificarea greutdtii corporale. Complicatiile acute diabetice precum
hiperglicemie cu cetoacidoza sau hiperglicemie necetozica hiperosmolard, pot genera o stare de
contractie musculara sustinutd, coma diabetica si In absenta raspunsului la tratament, moartea.

Simptomele care pot indica prezenta diabetului pot fi absente sau severe si pot provoca
modificari morfologice si functionale. Aproximativ o treime din pacientii care sufera de diabet
prezintd simptomele caracteristice ale bolii, restul fiind diagnosticati Intamplator datorita efectelor pe
termen lung. Progresul bolii determina dezvoltarea progresivd a complicatiilor specifice precum
retinopatie sau potentiala orbire, nefropatie ce poate conduce la insuficienta renald, neuropatie si
ulceratii ale piciorului sau disfunctii sexuale. Persoanele care dezvolta diabet prezinta un risc ridicat al
bolilor cardiovasculare, cerebrovasculare si afectiuni vasculare periferice (World Health Organization,

1999).



Clasificarea diabetului cuprinde patru categorii clinice:
» Diabet zaharat de tip 1 (rezultat in urma distructie masive a celulelor B pancreatice, avand ca si
consecinta un deficit absolut de insulind)
— autoimun
— idiopatic
» Diabet zaharat de tip 2 (datorat rezistentei la insulina sau/si deficitului relativ de insulind)
— cu predominanta insulinorezistentei asociata cu deficit relativ de insulind
— cu predominanta deficitului secretor asociat cu insulinorezistenta
» Alte tipuri specifice de diabet (defecte genetice ale functiei celulei B pancreatice (MODY —
maturity onset diabetes of the young), defecte genetice care impiedica secretia insulinei (LADA
— Latent autoimmune diabetes in adults))
» Diabet gestational (valori glicemice crescute in timpul sarcinii, care de cele mai multe ori revin

la normal postpartum)

COMPLICATIILE ACUTE SI CRONICE ALE DIABETULUI

Una dintre cele mai raspandite boli ale sistemului endocrin, diabetul este o afectiune in care
pancreasul nu produce o cantitate suficienta a hormonului insulind sau organismul nu utilizeaza in mod
eficient insulina pe care o produce. Deoarece insulina este esentiald in a ajuta organismul la
transformarea glucidelor in energie, pot exista consecinte grave in cazul in care diabetul este
nediagnosticat si netratat.

Complicatiile acute metabolice sunt rareori pure, cel mai adesea sunt ,,forme mixte”, ca de
exemplu o cetoacidoza asociatd cu hiperosmolaritate sau o acidoza lactica asociatd cu cetozd si
hiperosmolaritate.

Diabetul zaharat neglijat poate duce in timp la aparitia unor complicatii cronice cum ar fi:
neuropatia diabetica (afectarea nervilor periferici si/sau a sistemului nervos vegetativ), retinopatia
diabetica (afectarea retinei care, netratatd, poate determina orbirea), nefropatia diabetica (afectarea
rinichilor, care in cazuri cronice avanseaza la insuficientd renala si dializa), arteriopatia diabetica
(aceasta, impreund cu neuropatia pot conduce la gangrena diabeticd ce poate necesita amputatie la

nivelul membrelor inferioare) etc.



SPECIILE REACTIVE ALE OXIGENULUI SI AZOTULUL iN DIABETUL ZAHARAT

Stresul oxidativ, definit ca o tulburare a echilibrului intre producerea de specii reactive de
oxigen (radicalii liberi) si mijloacele de aparare antioxidante, este deseori asociat cu posibilatea
producerii leziunilor tisulare in diabetul zaharat (Betteridge, 2000). Celulele sunt deosebit de sensibile
la ROS, deoarece acestea dispun de concentratii scazute de enzime cu rol antioxidant (catalaza,
glutation peroxidaza si superoxid dismutaza) care nu reusesc sa contracareze stresul oxidativ (Tiedge si
colab., 1997).

Cele mai recente studii de specialitate sugereaza faptul cd, generarea excesiva a speciilor
reactive de oxigen si de azot reprezintd un component cheie in dezvoltarea complicatiilor generate de
hiperglicemie. Supraproductia si/sau eliminarea ineficienta a speciilor reactive perturbd homeostazia
celulara favorizand aparitia disfunctiilor vasculare, leziunilor la nivelul membranei celulare datorate
modificarii proteinelor si lipidelor de la acest nivel, dar si deteriorarea acizilor nucleici (Bandeira si

colab., 2013).

PARTEA II - CONTRIBUTII PERSONALE

An de an, la nivel mondial tot mai multe studii de cercetare au ca scop descoperirea si punerea
in practica a inovatiilor medicale legate de prevenirea, Imbundtatirea calitatii vietii pacientului sau
vindecarea acestuia.
Cercetatorii au disecat cu migala aceastd boald complicatd cauzatd de distrugerea celulelor f3
pancreatice producitoare de insulini. In ciuda progreselor si intelegerii mecanismelor care stau la baza
bolii diabetice, exista o lacund in ceea ce privesc terapiile eficiente.
Managementul diabetului zaharat a evoluat in ultimul deceniu si include inovatii precum:
¢ insulina biosinteticd umand fabricatd prin tehnologie ADN recombinant folosind ca organism de
producere celulele de Escherichia coli

e terapia prin infuzie continud de insulind utilizand pompa de insulind, programata si descarce
continuu, subcutanat, cantitatea de insulina necesara 24 de ore din 24

e tratamentul inovativ de inlocuire a cululelor B prin transplatul de insule pancreatice de la un organ

donor la unul receptor

implantul celelelor stem modificate genetic



MATERIALE SI METODE

Studiile de cercetare efectuate pentru teza de doctorat s-au realizat Tn colaborare cu centre
medicale de diagnostic si/sau tratament particulare si de stat, dar si cu Institutul National de Cercetare —
Dezvoltare Marina “Grigore Antipa” Constanta sau Facultatea de Biologie Bucuresti.

Probele au fost analizate folosind analizorul automat Cobas Integra 400 plus — Roche
Diacnostics si reactivi specifici acestuia, analizorul automat Beckman Coulter Synchron CX7, folosind
protocolul si reactivii indicati de producdtor (Diamond Diagnostics), spectrofotometrul UV-VIS
Specord 205, spectofotometrul UV-VIS PerkinElmer LAMBDA 35 si analizorul automat InnovaStar si
reactivii indicati de producdtor (Diagnostic Systems).

Niciun pacient nu a fost inclus de doua ori in cadrul studiului. Studiul a fost aprobat de catre

Consiliul de Etica a Universitatii Ovidius Constanta, 1.O.S.U.D si centrele medicale cu care s-a

colaborat.

REZULTATE SI DISCUTII

1. Investigare metabolism glucidic

Studiul efectuat releva faptul ca nivelul glucozei serice (Fig. 1) si al hemoglobinei glicate (Fig.
2) cresc odata cu varsta si nu difera semnificativ in functie de gen. Rezultatele suntin ipoteza
prevalentei diabetului zaharat la barbati ca fiind mai pronuntat decat la femei, iar complicatiile

metabolice asociate acestei boli cronice ca fiind mai frecvente la femei odata cu inaintarea in varsta.
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Figura 1: Monitorizarea glucozei serice in screening-ul diabetului zaharat folosind ca si criteriu de

comparatie grupe de varsta
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Figura 2: Monitorizarea hemoglobinei glicate in screening-ul diabetului zaharat folosind ca si criteriu

de comparatie grupe de varstd. Valorile au fost exprimate ca medii cu deviatii standard (SD)

2. Estimare risc cardiovascular

Rezultatele prezentului studiu sugereaza cresteri semnificative ale colesterolului total, LDL-
colesterol si trigliceride, dar si scaderea HDL-colesterol in randul pacientilor cu diabet comparativ cu
subiectii sandtosi (Tabelul 1). Folosind ca si criterii de comparatie limitele biologice de referintd si
grupele de varsta, nivelul colesterolului total, LDL-colesterol si trigliceridelor au crescut, iar nivelul

HDL-colesterol scade odata cu inaintarea 1n varsta si durata bolii diabetice.

Grup
Control T2DM

Parametrii Gen Medie | Deviatie Std. Medie / Valoare p Deviatie Std.
TC (mg/dL) Masculin 170.88 13.97 239.01 (p < 0.000) 35.28

Feminin 172.34 16.56 245.49 (p < 0.000) 37.09
HDL-C (mg/dL)  Masculin 57.46 12.018 36.44 (p < 0.000) 4.33

Feminin 54.76 10.75 38.42 (p < 0.000) 4.53
LDL-C (mg/dL)  Masculin 104.65 13.57 158.65 (p < 0.000) 31.96

Feminin 107.75 14.78 163.75 (p < 0.000) 36.69
TG (mg/dL) Masculin 82.75 25.84 265.21 (p < 0.000) 83.71

Feminin 86.78 36.47 255.09 (p < 0.000) 89.29
Al Masculin 3.08 0.60 6.64 (p <0.000) 1.25

Feminin 3.23 0.52 6.49 (p <0.000) 1.36

Tabel 1: Compararea parametrilor biochimici intre grupurile Control si T2DM

pentru ambele genuri studiate
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Studiul de corelatie privind indexul aterogen si varsta (Fig. 3) sustine prin rezultatele obtinute
ipoteza conform cdreia diabeticii sunt predispusi aterosclerozei accelerate si riscului crescut de a

dezvolata boli cardiovasculare odata cu inaintarea si varsta si cresterea duratei bolii diabetice.
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Figura 3: Coeficientul de corelatie Pearson al variabilelor studiate Index aterogen si varsta (ani)

la pacientii cu T2DM - genul masculin si feminin

3. Profil functional renal

Evaluarea functiei renale la bolnavii cu diabet atrage atentia asupra modificarilor de
concentratie a celor doi biomarkeri, creatinind si uree serica, ce semnaleaza perturbarea ratei de filtrare
glomerulara (GFR). Astfel, screening-ul creatininei si ureei serice la pacienti diabetici releva
deteriorarea functiei nefronilor si scaderea capacitatii de filtrare a rinichiului conducand astfel, la
acumularea de deseuri in cadrul sistemului; gradul de disfunctie renala crescdnd odata cu inaintarea in
varsta si durata bolii, fara diferente semnifivative intre genul masculin si feminin.
Majoritatea pacientilor monitorizati prezintd leziuni renale, cu pierderea usoara a functiei renale in care

rata filtrarii glomerulare scade la jumatate cu inaintarea in varsta, la ambele genuri studiate (Fig. 4).

M G5 H G4 M G3b M G3a G2 MGl

Figura 4: Monitorizarea pacientilor cu
diabet de tip 2 apartinand ambelor sexe
in vederea stabilirii stadiului de boala

cronica de rinichi
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Stadiile GFR, conform ghidului National Kidney Foundation Resource Guide
(www.kidney.org/atoz/content/gfr) sunt urmatoarele:
G1  >90 mil/min/1.73 m*: Functie renald normali
G2  60-89 mil/min/1.73 m?: Leziuni renale cu pierderea usoari a functiei renale
G3a  45-59 mil/min/1.73 m?: Pierderea usosrd pana la moderati a functiei renale
G3b  30-44 mil/min/1.73 m?: Pierderea moderati pana la severi
G4 15-29 mil/min/1.73 m?: Sciderea severi a functiei renale

G5 <15 mil/min/1.73 m?: Insuficientd renala

4. Statusul total antioxidant

Rezultatele capacitatii tolale antioxidante a pacientilor cu diabet de tip 2, sustin ipoteza conform
careia, scaderea TAS este atribuitd incapacitatii sistemelor antioxidante exogene si endogene de a
neutraliza radicatii liberi si implicit stresul oxidativ. Hiperglicemia influenteaza generarea radicalilor
liberi si implicit depletia antioxidantilor favorizand cresterea stresului oxidativ la pacientii cu diabet de
tip 2 cu o durata a bolii de peste 4-6 ani.

Scéaderea capacitatii antioxidante odata cu inaintarea in varstd (Fig. 5) se datoreaza progresiei

bolii si aparitiei complicatiilor asociate diabetului de tip 2.

2,007 R Linear = 0 608 2,007 R? Linear = 0,653
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— —
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Figura 5: Coeficientul de corelatie Pearson al variabilelor studiate

TAS (mmol/L) si Varsta (ani) la pacientii cu T2DM
Avand 1n vedere rezultatele prezentate, statusul total antioxidant ar putea fi luat in considerare

ca marker al patogenezei complicatiilor diabetului de tip 2. Testul poate detecta complicatiile precoce,

acest lucru crescand longevitatea si calitatea vietii pacientilor cu diabet de tip 2.
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In cadrul acestei teze de doctorat s-au investigat cinci noi markeri biochimici (acid sialic,
activitatea peroxidazica si esterazicA a hemoglobinei, gruparile tiol si peroxidarea lipidica)
utilizati in patologia diabetului zaharat cu scopul de a prevenii boala sau complicatiile generate

de acesta.

5. Noi markeri biochimici in diabet

Acidul sialic este marker al bolilor cardiovasculare la diabetici asociat cu prezenta
complicatiilor microvasculare.

Concentratia mare a acidului sialic din endoteliul vascular si leziunile tisulare extinse provocate
de complicatiile microvasculare asociate diabetului, explica cresterea serica ca fiind o consecintd a
cresterii permeabilitatii vasculare datorate deteriorarii endoteliului vascular si eliberarea acidului sialic
in circulatia generala. O altd explicatie ar putea fi datd de raspunsul de faza acutd care implica
stimularea glicoproteinelor de fazad acuta care au la capatul N-terminal un acid sialic.

Determinarea acidului sialic in functie de grupele de varsta, a aratat dublarea concentratiei odata
cu inaintarea in varsti. Imbitranirea fiind un proces de declin al majoritatii functiilor biologice care
atrage dupa sine complicatiile asociate diabetului.

Hiperglicemia cronica asociatd cu concentratii crescute de acid sialic (Fig. 6) si prelungirea
duratei bolii diabetice joaca un rol major in initierea complicatiilor vasculare diabetice prin modificari

metabolice si structurale.
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=
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Diabetul zaharat este boala cronica, caracterizata prin tulburari complexe de metabolism
datorate nivelului crescut al glucozei in singe. Aceastd maladie cu caracter epidemic este asociata
cu complicatii care afecteaza de la organe pana la elementele figurate ale singelui (eritrocite), si

progreseaza odata cu inaintarea in varsta.
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Studiile efectuate de-a lungul timpului de catre cercetatori au demonstrat cd, in cazul
diabeticilor, proteinele citoscheletale sunt puternic glicozilate. Hematiile care dobandesc defecte
intracelulare in timpul stadiilor de dezvoltare, sunt indepartate prematur din circulatie. Astfel, datorita
dezechilibrului arhitectural al membranei eritrocitare si compromiterii functiilor eritrocitelor, se poate

explica scaderea concentratiei de hemoglobind liberd la pacientii diabetici (Fig. 7).
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Figura 7: Hemoglobina libera (mg/dL) a pacientilor cu diabet de tip 2 (T2DM) si a subiectilor sanatosi

(Control). Valorile au fost exprimate ca medii cu deviatii standard (SD)

Studiul activitatii peroxidazice (PA) a hemoglobinei la pacientii cu diabet de tip 2 demostreaza
prezenta proceselor redox si inflamatorii in sdngele diabeticilor, determinand activarea si amplificarea
activitatii peroxidazice a hemoglobinei (Fig.8). Aceste rezultate sunt in concordantd cu date din
literatura de specialite care confirmd cresterea PA 1n diabet de tip 2 si boala coronariana. Aceste
maladii fiind, de asemenea asociate cu tulburdri in deformabilitatea hematiilor, reologia sangelui si

stresul oxidativ.

1 Control
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Figura 8: Activitatea peroxidazicd a hemoglobinei (U/mg) a pacientilor cu diabet de tip 2 (T2DM) si a

subiectilor sanatosi (Control). Valorile au fost exprimate ca medii cu deviatii standard (SD)
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Activitatea esterazicd a hemoglibinei se amplificd In boala diabeticd si creste odata cu
progresia bolii (Fig. 9). Modificarea indusa prin glicarea proteinelor influenteaza activitatea esterazica a
hemoglobinei prin cresterea afinitatii pentru substrat si a vitezei de reactie. Avand 1n vedere
concentratia mare a hemoglobinei din eritrocite, activitatea esterazicd este semnificativ crescutd in
diabetul zaharat necontrolat, datorita gradului ridicat de glicare al hemoglobinei.

Cresterea activitdtii esterolitice in diabetul zaharat, poate fi asociatd cu modificari de ordin
vascular, afectand structura si functia eritrocitara.
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Figura 9: Activitatea esterazica a hemoglobinei (U/mg)
pacientilor cu diabet de tip 2 (T2DM) si a subiectilor sanatosi (Control)

Valorile au fost exprimate ca medii cu deviatii standard (SD)

In urma evaluirii nivelului de grupdari tiol proteice la nivelul fantomelor eritrocitare, s-a
constatat scdderea statusului gruparilor tiol proteice in conditii de stres oxidativ la pacienti cu diabet
comparativ cu indivizii sandtosi (Fig. 10). Explicatia care std la baza observatiilor facute este legata de
neutralizarea radicalilor liberi generati datorita hiperglicemiei existente in boala diabetica prin
contributia tiolilor proteici la diminuarea stresului oxidativ. Grupdrile tiol prin oxidarea proprie
impiedica atacului radicali liberi.

Oxidarea grupdrilor sulfhidril existente la nivelul membranei eritrocitare induce modificari de
micro-elasticitate sau deformabilitate care determina distructia prematurd a eritrocitelor si stimularea

fortata a eritropoiezei.
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Figura 10: Nivelul gruparilor tiol proteice (nmoli/mg) exprimat la nivelul fantomelor eritrocitate ale

pacientilor cu diabet de tip 2 (T2DM) si ale subiectilor sanatosi (Control)

Analiza nivelului de peroxidare lipidica al membranelor eritrocitare ale pacientilor cu diabet de

tip 2 a demonstrat degradarea oxidativa a membranelor celulare lipidice n prezenta speciilor reactive

de oxigen. Acest lucru a fost evaluat prin cresterea semnificativa a concentratiei de malondialdehida la

diabetici comparativ cu indivizii sanatosi (Fig. 11). Gradul de degradare al membranei eritrocitare,

datorat peroxidarii lipidice, se coreleaza cu nivelul crescut al HbAlc si in cazul studiului de fata cu

concentratia glucozei serice.

Peroxidarea lipidica a structurilor celulare, este o consecintd a cresterii concentratiei speciilor

reactive de oxigen, acest lucru contribuind la amplificarea procesului aterosclerotic si dezvoltarea

complicatiilor microvasculare asociate diabetului.
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Figura 11: Nivelul de malondialdehida (nmoli/mg) exprimat la nivelul fantomelor eritrocitate ale

pacientilor cu diabet de tip 2 (T2DM) si subiectilor sanatosi (Control)
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CONCLUZIT

in concluzie, managementul defectuos al diabetului ce presupune persistenta
hiperglicemiei timp indelungat atrage dupa sine aparitia proceselor nocive asociate diabetului
precum: amplificarea proceselor redox si inflamatorii, glicarea proteinelor si modificari de ordin
vascular ce afecteaza structura si functia eritrocitara.

Toti parametrii studiati isi modifica concentratia odata cu progresia bolii si ca atare, pot fi
utilizati cu succes ca test suplimentar in monitorizarea diabetului asociat cu stres oxidativ si
tulburari in functiile eritrocitare sau reologia sangelui. Markerii studiati pot detecta complicatiile

precoce, acest lucru crescind longevitatea si calitatea vietii pacientilor cu diabet de tip 2.
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