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Introducere

Potrivit OMS, diabetul zaharat este ,,0 boald metabolica cronica, caracterizata prin
cresterea nivelului de glucoza in sange, care conduce in timp, la afectiuni grave ale nervilor,
rinichilor, inimii, vaselor de sange si ochilor”. Neuropatia este una dintre complicatiile pe
termen lung atét ale diabetului de tip 1, cat si ale diabetului de tip 2 si se caracterizeaza prin
durere, pierderi senzoriale, care afecteaza calitatea vietii si duc chiar la amputarea membrelor.
La nivel mondial, Federatia Internationala a Diabetului estimeaza ca 537 de milioane de oameni
sufera de diabet, iar dintre acestia, cel putin 50% dezvolta neuropatia diabetica in timp.

In prezent, neuropatia diabetica se dovedeste a fi dificil de tratat eficient si produce
degradari semnificative ale calitatii vietii, impreund cu o povard economica substantiala. Pentru
tratamentul acestei complicatii sunt disponibile putine strategii terapeutice, care cu SUCCES
limitat in atenuarea durerii. Conform Ghidurilor Federatiei Europene a Societdtilor de
Neurologie (EFNS) si Academiei Americane de Neurologie (AAN), terapia neuropatiei
diabetice include ca tratament de prima linie antidepresivele triciclice (amitriptilina),
gabapentinoidele (gabapentin si pregabalin) si inhibitoarele neselective ale recaptarii adrenalinei
si noradrenalinei (duloxetina si venlafaxina). Ca terapie de linie a doua poate fi utilizat
tramadolul, iar daca se prefera tratament topic se utilizeaza capsaicina. Opioidele forte (morfina
si oxicodona) sunt recomandate ca agenti de linie a 3-a datoritd potentialui crescut de abuz.

Marea varietatea de mecanisme fiziopatologice implicate in dezvoltarea si progresia
neuropatiei diabetice face dificila proiectarea de strategii terapeutice eficiente. Prin urmare, in
nevoia de a descoperi noi substante active cu eficacitate imbundtdtitd si mai putine reactii
adverse in aceasta teza de doctorat, ne-am propus sa investigam efectele a doua medicamente
utilizate deja pentru tratamentul hiperglicemiei sau pentru complicatiile induse de aceasta pe
termen lung. Astfel, ipoteza de cercetare a pornit de la urmatoarele considerente:

» sildenafilul, un inhibitor al PDE-5, utilizat pentru tratamentul disfunctiei erectile in
diabetul zaharat, poate avea efect benefic in neuropatia diabetica, deoarece
imbunatateste functia neurovasculara prin cresterea semnificativa a numarului de vase

de sange functionale si a fluxului sanguin regional in nervul sciatic (aceasta ipoteza este



sustinutd si de datele din literatura care au semnalat faptul cd pacientii diabetici cu
disfunctie erectila tratati cu sildenafil au prezentat simptome reduse ale neuropatiei);

» metforminul este un agent antihiperglicemiant recomandat ca prima linie de ghidurile in
vigoare (Asociatia Americana de Diabet (2021) si Asociatia Europeana pentru Studiul
Diabetului (2021) care amelioreaza durerea prin activarea proteinkinazei activate de
catre adenozin monofosfat (AMPK), considerata tinta pentru tratamentul durerii.

Obiectivele generale ale cercetarii au fost urmatoarele:

» Validarea metodei de inducere a neuropatiei diabetice prin administrarea de aloxan la
soarece, concomitent cu monitorizarea valorilor glicemiei si a parametrilor sanguini;

» Determinarea potentialului anitihiperalgic in diferite teste farmacologice experimentale
pentru compusii selectati pentru evaluare in modelul de neuropatie diabeticd la soarece.
S-a determinat activitatea celor doua substante active administrate individual, dar in
asociere, utilizand diferite doze. Tn paralel s-a urmirit si determinarea din singe a
fructozaminei si a parametrilor hematologici, aldturi de markerii biochimici obtinuti pe
omogenate din creier si ficat;

» Pentru sildenafil si metformin au fost determinate dozele eficace 50% ( DEso) pentru
tratamentul neuropatiei diabetice la soarece;

» Evaluarea sinergismului de actiune dintre sildenafil si metformin asupra neuropatiei

diabetice la soarece si sobolan.

I. Partea generala

1. Aspecte fiziopatologice generale ale durerii neuropate

Asociatia Internationald pentru Studiul Durerii (IASP) defineste durerea neuropatd ca
fiind 0 ,,durere cauzata de o leziune sau o boala a sistemului nervos” [1]. Durerea neuropata este
caracterizatd ca fiind constantd sau intermitentd, spontand sau provocata si este descrisd ca
arsurd, intepaturd, furnicaturd, mancarime, junghi. Poate fi insotitd de alodinie (aparitia senzatiei
de durere la un stimul non dureros) sau hiperalgezie (exagerarea senzatiei de durere) [2].
Durerea neuropata se clasifica in centrald sau periferica in functie de localizare.

Diagnosticul durerii neuropate poate fi o adevarata provocare, avand in vedere asocierea

sa cu alte afectiuni si absenta unui metode standard de diagnostic. Asadar, deloc surprinzator,



poate fi dificil de tratat eficient, fiind asociata cu deteriorari semnificative ale calitatii vietii si o
povara economica substantiala [2].
Conform celor mai recente studii, prevalenta durerii neuropate variaza astfel:
a) Europa-7,7% ;
b) Australia-7% ;
c) Statele Unite ale Americii-5% [2].

De obicei, simptomele senzoriale negative si pozitive coexistd In durerea neuropata.
Simptomele negative includ atenuarea diferitelor calitdti somatosenzoriale, cum ar fi hipoestezia
tactild sau anestezia, hipoestezia termica, hipoalgezia si pierderea senzatiei vibratorii. Aceste
simptome produc disconfort, dar nu sunt dureroase. Pe 1anga simptomele negative, pot aparea
simptome pozitive spontane, cum ar fi parestezia si disestezia, durerea paroxistica si durerea
superficiala continua. Alte simptome pozitive includ hiperalgezia si alodinia, fiind provocate de
diversi stimuli [3].

Diabetul si complicatiile sale reprezintd provocari majore, in crestere pentru sistemele
de sanatate din intreaga lume. Potrivit Federatiei Internationale de Diabet, 425 de milioane de
persoane din intreaga lume cu varsta > 20 de ani au avut diabet in 2017, iar acest numar este de
asteptat sa creasca la 629 de milioane pana in 2045 [3].

Neuropatia diabetica reprezinta o problema comuna si, pand de curand, in mare masura
neglijata, care afecteaza aproximativ 50% dintre pacientii cu diabet la un moment dat [4-7].
Neuropatia diabetica poate fi definitd ca ,,prezenta simptomelor si/sau semnelor datorate
disfunctiei nervilor periferici la persoanele cu diabet zaharat dupa excluderea altor cauze” [7].
O problema majora a neuropatiei diabetice este ca, odatda ce s-a dezvoltat si au aparut
complicatiile, este dificil de tratat, iar pacientii se confrunta cu un risc crescut de amputatii si cu
o mortalitate crescuta [8-11].

Nivelurile HbAlc si durata diabetului zaharat, alaturi de alti factori metabolici, precum
hipertensiunea arteriala si rezistenta la insulina, sunt predictori ai neuropatiei diabetice. De
asemenea, numeroase studii au evidentiat prezenta obezitatii la pacientii cu neuropatie, dar si
hipertrigliceridemia si nivelurile scazute de lipoproteine de inalta densitate (HDL), in special la
pacientii cu diabet zaharat de tip 2. Pe langa acesti factori, fumatul, alcoolul si varsta Tnaintata

contribuie la progresia neuropatiei diabetice [12-14].



Pentru o viziune mai buna asupra aparitiei si progresiei neuropatiei diabetice, este
esentiala descrierea procesului prin care este produsa energie de catre sistemul nervos periferic
prin utilizarea substraturilor. Tn diabet, sistemul de transport al acizilor grasi cu catena lunga in
celulele Schwann devine saturat si moleculele de acetil-CoA (acetil coenzima A) sunt
transformate Tn acilcarnitina, care este toxica atat pentru celulele Schwann, cat si pentru neuronii
din ganglionul radacinii dorsale, contribuind la dezvoltarea neuropatiei diabetice impreuna cu
afectarea nervilor [15]. Nivelurile crescute de glucoza conduc la metabolizarea glucozei prin
una sau mai multe cai de metabolizare, cum ar fi calea poliolilor si calea hexozaminei, ceea ce
duce la cresterea ROS si, respectiv, a inflamatiei, In mare parte din cauza disfunctiilor
mitocondriale [16], care contribuie la afectarea continua a sistemului nervos.

Desi multe studii sugereaza cda nu apar modificari ale fluxului sanguin asociate
neuropatiei diabetice, la nivelul nervilor periferici apare o circulatie sanguind deficitara care
poate contribui la progresia neuropatiei diabetice. Circulatia slaba de la nivel microvascular
conduce la leziuni suplimentare ale nervilor periferici, asociate cu disfunctii ale acestora.
Diabetul cauzeaza ischemia fibrelor nervoase ceea determina cresterea densitatii capilarelor

endoneuriale [17].

2. Abordarea terapeutica in durerea neuropata

Managementul durerii neuropate se concentreaza pe tratarea simptomelor si numai in
anumite stari patologice cauzele etiologice pot fi tratate, ameliorand astfel durerea [18].

Tratamentul farmacologic al durerii neuropate cuprinde:

l. Agenti de prima linie:

1. Antidepresivele triciclice, n special amitriptilina (actioneaza prin inhibarea
noradrenalinei si serotoninei, dar prezintd si efecte asupra canalelor ionice,
receptorilor adrenergici, histaminergici si colinergici; efectele secundare includ
somnolentd, ameteli, gurd uscatd, hipotensiune arteriald ortostatica si prelungirea
intervalului QT; sunt contraindicate la pacientii cu glaucom, hipertrofie de prostata
si cu unele tulburari de conducere cardiaca) [18-20].

2. Inhibitorii neselectivi ai recaptarii serotoninei si noradrenalinei, in special

duloxetina si venlafaxina ( actioneaza prin inhibarea neselectivd a recaptarii



serotoninei si noradrenalinei; printre reactiile adverse se numara greata, dureri
abdominale si constipatie, hipertensiune arteriala (la doze mari pentru venlafaxind);
se utilizeaza cu precautie la pacientii cu tulburdri cardiace si afectiuni hepatice ( in
cazul duloxetinei) [18-20].

3. Gabapentinoidele: pregabalin, gabapentin (efectul lor analgezic este datorat in
principal scaderii sensibilizarii la nivel central prin legarea de subunitatea a2-6 a
canalelor Ca%+ voltaj-dependente; efectele secundare includ sedare, ameteli, edem
periferic, crestere in greutate, vedere incetosata, oboseala) [18-20].

. Agenti de a doua linie:

1. Tratament topic: lidocaina ( actioneaza prin scaderea descarcarii ectopice spontane
prin blocarea canalelor de sodiu; efectele secundare sunt locale, in special iritatii la
nivelul pielii) si capsaicina (actioneaza prin activarea receptorului TRPVI,
conducand la desensibilizarea si defunctionalizarea TRPV1 in fibrele nervoase
epidermice; reactiile adverse se intalnesc la nivel local-roseata, mancarime) [18-20].

2. Opioide: tramadol si tapentadol (inhiba transmiterea nociceptiva prin intermediul
receptorii opiozi p pres- Si postsinaptici; tramadolul prezinta un mecanism mixt de
actiune: agonist opioid p si inhibarea recaptarii serotoninei si a noradrenalinei pe
caile monoaminergice inhibitoare; se recomanda ca agenti de a doua linie din cauza
riscului crescut de abuz desi mai scazut comparativ cu opioidele puternice) si au risc
de confuzie si somnolenta in special la varstnici; se utilizeaza cu precautie in asociere
cu antidepresivele) [18-20].

1. Agenti de a treia linie

1. Opioide forte: oxicodona si morfina (actioneaza ca agonisti ai receptorilor opiozi y;
prezinta risc crescut de farmacodependentd) [18-20].

Toxina botulinica de tip A (o neurotoxind puternicd utilizatd in mod obisnuit pentru
tratamentul hiperactivitatii musculare focale, efect datorat inhibarii exocitozei
sinaptice si a transmisiei neuronale; tratamentul este in general considerat sigur, desi

existd dovezi limitate din studii pe termen lung) [18-20].



I1. Contributii personale

3. Ipoteza de lucru si obiective generale

Neuropatia este una dintre complicatiile frecvente ale diabetului zaharat care apare din
cauza afectarii sistemului nervos periferic. Neuropatia care apare in diabet se numeste
neuropatie diabetica si afecteaza aproximativ 50% dintre pacientii cu diabet .

Si disfunctia erectila (DE) are etiologie neurologica [21] si microvasculara [22] si este
strans legata de patologiile cardiovasculare si de factorii de risc ai acesteia, in special diabetul
zaharat [23-24].

Nu existd un tratament unic pentru a preveni sau a inversa modificarile neuropatice sau
pentru a oferi ameliorarea totald a durerii. De aceea, consideram ca existd o nevoie tot mai mare
de studii care sa evalueze cele mai eficiente medicamente sau combinatii pentru gestionarea
DNP pentru a maximiza ameliorarea durerii si pentru a imbunatati calitatea vietii.

Avand n vedere aceste considerente, ne-am propus investigarea efectelor sildenafilului
si metforminului, administrate ca monoterapie sau in asociere pentru tratamentul durerii
neuropate periferice la animale rozatoare diabetice plecand de la urmatoarele observatii:

v Nivelul PDE-5 creste in caz de hiperglicemie, iar administrarea unui inhibitor PDE-5,
de tip sildenafil, poate ameliora circulatia sanguind la nivelul nervului sciatic prin
cresterea expresia GMPc;

v Metforminul, pe 14nga actiunea sa antihiperglicemianta prin care imbunatateste statusul
glicemic si poate preveni instalarea neuropatiei prin doud mecanisme: activarezd AMPK
(consideratd tinta pentru tratamentul durerii)si inhiba- mMTORC1.

Tn prezenta lucrare ne-am propus evaluarea potentialului antihiperalgic a diferitelor doze de
sildenafil si metformin, dar si a asocierii sildenafil-metformin in diferite teste experimentale
farmacologice si influenta acestor medicamente asupra analizelor de sdnge (hemoleucograma,
fructozamina) si a diferitilor markeri biochimici (citokine proinflamatorii, nitriti, tioli) din

omogenate din creier si ficat.



4. Investigarea potentialului antihiperalgic pentru diferite doze
de sildenafil si metformin in neuropatia diabetica indusa de aloxan la

soarece

Tn nevoia de a descoperi noi substante active cu eficacitate imbunatitita si mai putine
reactii adverse, cercetdri recente au aratat ca tratamentul neuropatiei periferice diabetice cu
sildenafil, inhibitor al PDE 5 (fosfodiesteraza-5), imbunatateste circulatia la nivelul nervului
sciatic si functia neurologica in modelele animale experimentale [25-26]. De asemenea, efectul
antihiperalgic al metforminului a fost studiat pe modele animale in mai multe cercetari si s-a
demonstrat ca, pe langa efectele sale antihiperglicemiante, amelioreaza durerea prin inhibarea
MTORC si activarea (AMPK) [27-29]. Diferente si varietatea de mecanisme prin care
actioneaza sildenafilul si metforminul 1i incadreaza in categoria candidatilor pentru descoperirea
de noi strategii terapeutice. Reutilizarea acestor doua medicamente pentru gestionarea bolii ar
putea oferi optiuni terapeutice cu eficacitate superioard, deoarece trateaza atdt complicatiile

metabolice cat si complicatiile diabetului zaharat [30].

Materiale si metode

Procedurile experimentale au fost efectuate in conformitate cu normele de bioetica
propuse de Legea 43/2014 privind protectia animalelor utilizate in scopuri stiintifice si
Directivei 2010/63/UE a Parlamentului European si a Consiliului din 22 septembrie 2010,
privind protectia animalelor utilizate in scopuri stiintifice. Protocolul experimental a fost
aprobat de Comisia de Bioetica a Facultatii de Farmacie, Universitatea de Medicina si Farmacie
Carol Davila, Bucuresti, Romania.

Au fost selectate 110 animale diabetice, impartite in 11 loturi experimentale (n=10) care
au primit tratament zilnic, timp de 14 zile prin gavaj oral, astfel: apa distilata pentru lotul non-
diabetic (ND); apa distilata pentru lotul diabetic (D); gabapentin 50 mg-kg™' (lotul G50);
gabapentin 100 mg-kg™' (lotul G100); gabapentin 150 mg-kg™' (lotul G150); metformin 150
mg-kg™' (lotul M150); metformin 250 mg-kg™' (lotul M250); metformin 500 mg-kg~' (lotul
M500); sildenafil 1.5 mg kg™! (lotul S1.5), sildenafil 2.5 mg-kg™' (lotul S2.5); sildenafil 3
mg-kg! (lotul S3).



A fost evaluat potentialul antihiperlagic a diferitelor doze de sildenafil si metformin in
testul stimulul cald (Hot-plate), dar si in testul stimulului rece (retractia cozii din apa racita la
10°C) dupa inducerea diabetului cu ajutorul aloxanului. La sfarsitul experimentului, au fost
recoltate probe de sange pentru evaluarea fructoazaminei si hemoleucogramei. De asemenea, au
la cald si la rece.

Analiza statistica a datelor experimentale si ilustrarea lor grafica au fost efectuate
folosind pachetul software GraphPad Prism v.5.00 (GraphPad Software, San Diego, CA, SUA).
Tipul de distributie a datelor a fost determinat cu ajutorul testului D'Agostino-Pearson.
Rezultatele experimentale au fost analizate folosind urmaétoarele teste statistice: testul de analiza
unidirectionala a variantei (ANOVA) urmat de testul post-hoc Dunnet pentru date parametrice

si testul Kruskal-Wallis urmat de testul post-hoc Dunn pentru date nonparametrice.

Rezultate si discutii
martor diabetic atat in testul Hot-plate, cat si in testul de retragere a cozii, in comparatie cu
martorul non-diabetic. Rezultatele obtinute sunt in concordanta cu datele din literatura care
indica faptul ca stresul oxidativ indus de hiperglicemie este un mecanism important care duce
atat la dezvoltarea, cat si la progresia hiperalgeziei si alodiniei la rozatoare [30-31].

In testul Hot-plate, sildenafilul a produs un efect antihiperalgic la toate animalele
diabetice tratate cu diferite doze. Acest efect a fost semnificativ statistic pentru dozele de 2.5
mg-kg? si 3 mg-kg?, incepdnd cu a 7-a zi de tratament (Figura 4.1.A). Aceleasi efecte
antihiperalgice au fost obtinute pentru sildenafil in testul de retractie a cozii din apa rece pentru
aceleasi doze, cu cresteri semnificative ale latentei reactiei la durere pentru doze de 2.5 mg-kg
1si 3 mg-kg! in a 14-a zi a experimentului (Figura 4.1.B).

Prezenta cercetare a aratat cd la loturile diabetice tratate cu metformin, sensibilitatea
dureroasd la un stimul rece (apa racitd la 10°C) a scazut in timpul evaluarii in zilele 7 si 14 ale
experimentului. Metformin n doze de 150 mg-kg™ si de 500 mg-kg’ au aritat o crestere
semnificativa a latentei reactiei dureroase in comparatie lotul martor diabetic dupa 14 zile de

tratament (Figura 4.1.B).
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diabetic dupa 7 zile de tratament, in timp ce toate dozele de metformin au inregistrat o crestere

semnificativa a latentei reactiei la durere in comparatie cu lotul martor diabetic dupa 14 zile de
tratament (Figura 4.1.A).
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Figura 4.1. (A) Latenta reactiei dureroase in testul Hot-plate dupa 14 zile (B) Latenta reactiei

dureroase in testul de retractie a cozii dupa 14 zile. Valorile sunt exprimate ca medie + S.E.M.

Testele de sange au evidentiat o crestere a valorilor leucocitelor in toate grupurile cu
diabet zaharat in comparatie cu martorul non-diabetic. Valori semnificativ mai scazute au fost
observate la loturile tratate cu metformin 250 mg-kg™ si 500 mg-kg™ fati de martorul diabetic.
De asemenea, am remarcat o scadere a valorilor eritrocitelor, hemoglobinei si hematocritului Tn
toate loturile diabetice in comparatie cu martorul non-diabetic, desi in rdndul loturilor tratate cu
metformin 250 mg-kg? si 500 mg-kg? scaderea nu a fost semnificativi statistic. In corelatie cu
alte studii preclinice si clinice [32-33], valorile volumului mediu al trombocitelor semnificativ
crescute au fost raportate in studiul nostru pentru toate loturile diabetice in comparatie cu
soarecii non-diabetici. Tn plus, lotul tratat cu metformin in doza de 250 mg-kg™ a aratat valori
ale volumului mediu al trombocitelor semnificativ scazute.

Dupa evaluarea eficacitatii medicamentelor administrate in hipersensibilitatea la cald

indusi de diabet, am obtinut valorile pentru DEso de 2.07 mg-kg™' pentru sildenafil, 348.92



mg-kg~! pentru metformin si 70.39 mg-kg™! pentru gabapentin. Valorile DEs, calculate pentru
efectele antihiperalgic Tn hipersensibilitatea la rece au fost de 2.06 mg-kg™! pentru sildenafil,

205.90 mg-kg ™! pentru metformin si 104.31 mg-kg' pentru gabapentin.

5. Influenta asocierii sildenafil-metformin asupra hiperalgeziei si markerilor

biochimici in neuropatia diabetica la soarece

Cercetarile experimentale pe modele animale au demonstrat efectul antihiperalgic al
sildenafilului, care imbunatateste functia neurovasculard prin cresterea semnificativa a
numarului de vase de sange functionale si a fluxului sanguin regional in nervul sciatic [26]. Pe
de alta parte, metformin, agent antihiperglicemiant, a prevenit instalarea neuropatiei periferice
prin activarea AMPK [34]. Byrne si colab. au demonstrat ca metforminul a redus hiperalgezia
la sobolanii tratati cu fructoza, ceea ce sugereazd ca efectul sdu antihiperalgic nu este total
dependent de actiunea sa hipoglicemianta [35]. In plus, Deftu si colab. au subliniat ci
metforminul activeaza AMPK, care, in consecinta, moduleaza activitatea ubiquitin ligazei E3
NEDDA4-2 si expresia canalelor de sodiu dependente de tensiune (NaVs) [36].

Este bine cunoscut faptul ca TNF-o este implicata in fiziopatologia durerii cronice [37].
De asemenea, si in cazul pacientilor diabetici apare inflamatia la nivelul tesuturilor nervoase si
mai multe studii au ardtat o crestere a citokinelor proinflamatorii la nivel sanguin [34-35].
Alaturi de TNF-a, si productia de IL-6 sufera o crestere la pacientii diabetici cu neuropatie [38].

INOS este o enzima proinflamatoare care genereaza radicali liberi intracelulari si creste
productia de NO [39]. In consecinti, NO contribuie la progresia durerii neuropatice afectand in
mod direct direct axonii periferici lezati si actioneaza ca o molecula de semnalizare la nivelul

cornului dorsal medular [40].

Materiale si metode

Normele de bioetica pentru cercetarea animalelor de experienta in scop stiintific propuse
de Legea 43/2014 privind protectia animalelor de experientd si Directiva 2010/63/UE a
Parlamentului European privind protectia animalelor utilizate in experimente au fost respectate.
Protocolul experimental a fost aprobat de Comisia de Bioetica a Facultatii de Farmacie,

Universitatea de Medicind si Farmacie Carol Davila, Bucuresti, Romania.



Tn acest studiu, am utilizat 100 de soareci diabetici si 20 de soareci non-diabetici
impartiti in 6 loturi egale (n=20) care au primit tratamente zilnic, timp de 14 zile per os, dupa
cum urmeazi: lotul martor non-diabetic (ND) — ap distilata 0,1 mL-kg™! ; lotul martor diabetic
(D) - api distilatd 0,1 mL-kg!; lotul GBN - gabapentin 100 mg-kg™*; Lotul S1.5+M150 -
sildenafil 1.5 mg-kg—1 + metformin 150 mg-kg™'; Lotul S2.5+M250 — sildenafil 2.5 mg-kg™' +
metformin 250 mg-kg™!; Lotul S3+M500 - sildenafil 3 mg-kg™' + metformin 500 mg-kg™".

Am evaluat initial, la 7 si la 14 zile glicemia, hipersensibilitatea la cald si
hipersensibilitatea la rece, iar la sfarsitul experimentului am determinat TNF-a, IL-6 si
concentratia de nitriti pe omogenate din creier si ficat.

Analiza statisticd a datelor experimentale si ilustrarea lor graficd au fost efectuate
folosind pachetul software GraphPad Prism v.5.00 (GraphPad Software, San Diego, CA, SUA).
Tipul de distributie a datelor a fost determinat cu ajutorul testului D'Agostino-Pearson.
Rezultatele experimentale au fost analizate folosind urmatoarele teste statistice: testul de analiza
unidirectionala a variantei (ANOVA) urmat de testul post-hoc Dunnet pentru date parametrice

si testul Kruskal-Wallis urmat de testul post-hoc Dunn pentru date nonparametrice

Rezultate si discutii

Una dintre complicatiile comune ale diabetului zaharat este disfunctia erectila. Meta-
analiza efectuatd de Kouidrat si colab. a aratat ca incidenta disfunctiei erectile la pacientii
diabetici a fost de 52,5% si prevalenta sa a fost de aproximativ 3,5 ori mai mare decat la pacientii
non-diabetici [41]. Eficacitatea, siguranta si imbunatatirea calitatii vietii pacientilor cu diabet
zaharat de tip 2 si disfunctie erectila care isi administreaza sildenafil sunt bine stabilite [42-43].

Importanta metforminului n tratamentul diabetului de tip 2 este bine stabilita de
Asociatia Americana de Diabet si Asociatia Europeanad pentru Studiul Diabetului [44], fiind
recomandat ca terapie farmacologicd de primad linie. Avand in vedere ca aceste doua
medicamente, sildenafilul si metforminul, sunt prescrise frecvent pentru a mentine controlul
glicemic si pentru a corecta disfunctia erectild la pacientii cu diabet de tip 2, ne-am propus sa
investigdm dacd combinatia celor doua substante poate corecta neuropatia diabetica, o
complicatie frecventa a acestei boli.

Tn testul stimulului cald, toate cele 3 asocieri sildenafil-metformin au aratat o scidere

.....



dupa 14 zile de tratament . Tn a 7-a zi a experimentului, combinatia S3+M500 a demonstrat un
efect antihiperalgic mai intens, in timp ce dupa 14 zile de tratament, lotul S2.5+M250 a aratat o
crestere mai mare a latentei reactiei la durere (Figura 5.1.A). In testul stimulului rece, efectul
antihiperalgic al celor 3 asocieri sildenafil-metformin observat in testul Hot-plate este sustinut,
lotul S3+M500 inregistrand cel mai mare timp de retractie a cozii in comparatie cu martorul
diabetic dupa 14 zile de tratament (Figura 5.2.A).

Cercetarea noastra a evidentiat ca nivelurile de TNF-a sunt crescute semnificativ pentru
martorul diabetic si asocierile S2.5+M250 si S3+MS500 atat in tesuturile cerebrale, cat si cele
hepatice. Pe de altd parte, au fost demonstrate cresteri mai mici pentru loturile GBN si
S1.5+M150 in comparatie cu martorul non-diabetic. Cercetarea de fata evidentiaza ca
citotoxicitatea aloxanului la rozatoare este mediata si de cresterea concentratiei de citokine
proinflamatorii la nivelul creierului si tesutului hepatic, fenomen care nu este inversat prin

administrarea de sildenafil si metformin.
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Figura 5.1. (A) Latenta reactiei la durere in testul Hot-plate dupa 14 zile (B) Latenta reactiei la
durere in testul de retractie a cozii dupa 14 zile.

Valorile sunt exprimate ca medie + S.E.M

In ceea ce priveste nivelul IL-6 loturile tratate cu gabapentin si combinatia S2.5+M250
au inregistrat scaderi semnificative in tesuturile cerebrale comparativ cu martorul diabetic. Tn
comparatie, in tesuturile hepatice, loturile diabetice tratate cu gabapentin si asocierile
S1.5+M150 si S2.5+M250 au finregistrat scaderi nesemnificative ale nivelului de IL-6

comparativ cu martorul diabetic dupa 14 zile de tratament.



Dupd 14 zile de tratament, concentratia de nitriti a fost semnificativ scdzuta pentru
combinatiile S2.5+M250 si S3+M500 1n tesuturile cerebrale in comparatie cu martorul diabetic,
in timp ce toate loturile diabetice care au primit tratament cu gabapentin si cele 3 asocieri
sildenafil-metformin au demonstrat reduceri semnificative ale nivelurilor de nitriti in tesuturile

hepatice In comparatie cu martorul diabetic, ceea ce sugereaza o activitate 8 NOS mai scazuta.

6. Evaluarea sinergismului asocierii dintre sildenafil si metformin

intr-un model animal de neuroaptie diabetica indusa de aloxan

In ultimii ani, abordarea terapeuticd a unei patologii cu un singur medicament s-a
orientat incet spre terapia combinata care utilizeaza o asociere dintre mai multe substante active.
Aceasta schimbare s-a produs in urma observatiilor care au evidentiat eficacitatea limitata a
monoterapiei in bolile cronice, aparitia rezistentei la tratament, dar si a numeroase efecte adverse
severe [45]. Cele mai recente rezultate au demonstrat ca terapia combinata ar putea vindeca
eficient bolile cronice cu etiologie si fiziopatologie complexe, cum ar fi diabetul, cancerul sau
SIDA [46-49].

Scopul acestei cercetari a fost de a evalua sinergismul dintre metformin si sildenafil intr-
un model animal de neuropatie diabetica indusa de aloxan pe baza rezultatelor obtinute in urma

administrarii individuale a celor 2 substante (Capitolul 4) si a asocierii dintre cele 2 (Capitolul

.....

Materiale si metode

Analiza experimentald a fost urmatd de evaluarea sinergismului dintre sildenafil si
metformin asupra durerii neuropate. Sinergismul a fost evaluat in mod cumulativ pentru cele 3
combinatii dintre cele 2 medicamente, pentru ambele tipuri de teste pe baza de stimuli termici
(hipersensibilitatea la caldura si alodinia la rece) si pentru 7, respectiv 14 zile de la administrarea
substantelor, algoritmul fiind astfel implementat in total de 4 ori. Evaluarea sinergismului a fost
implementatd in cadrul limbajului de programare Python, versiunea 3.9.2, prin intermediul

librariei synergy [50].



Rezultate si discutii

Tabelul 6.1. prezintd rezulatele obtinute in privinta evaluarii sinergismului dintre

sildenafil si metformin prin intermediul algoritmului MuSyC.

Tabel 6.1. Rezultatele obtinute in privinta evaluarii sinergismului dintre sildenafil si metformin

Indicator Cazl/ Caz2/ Caz3/ Caz4/
Interpretare | Interpretare | Interpretare | Interpretare
Beta (B) 0.07 4.44 -0.01 -0.25
Sinergism Sinergism Antagonism Antagonism
Alfa-12 (a12) 0.57 1.16 0.33
Antagonism Nedefinit Sinergism Antagonism
Alfa-21 (a21) 0.64 1.07 0.86
Antagonism Nedefinit Sinergism Antagonism
Gama-12 0.63 5.39
(Y12) Antagonism Nedefinit Nedefinit Sinergism
Gama-21 1.67 10.2 0
(Y21) Sinergism Nedefinit Sinergism Antagonism

Tn ultimii ani, s-a constatat o tendint de a recurge la combinatii medicamentoase pentru
a trata boli cronice cu fiziopatologie complexa. Fiind o patologie cronica, neuropatia diabetica
este dificil de tratat, afectand calitatea vietii pacientilor. Astfel, este de interes descoperirea unor
noi terapii cu eficacitate imbunatatiti. In acest sens, au fost identificate in literatura de
specialitate cateva studii preclinice care au evaluat efectul diferitelor combinatii
medicamentoase in ameliorarea diferitelor tipuri de durere din neuropatia diabetica.

Referitor la eficacitatea masuratd prin intermediul indicatorului beta a asocierii
sildenafil-metformin, testul hipersensibilitatii la rece a aratat o interactiune sinergicd intre
sildenafil si metformin, cu un efect mai pronuntat la 14 zile de la administrarea tratamentului.
Cu privire la interpretarea clinica a valorilor calculate ale indicatorului alfa, pentru Cazul 3

(interactiune sinergicd), sildenafil si metformin si-au crescut reciproc potenta in cazul

.....



sildenafil in prezenta metforminului, precum si printr-o doza necesara mai mica de metformin

7. Predictia DE50 pentru asocierea sildenafil-metformin
intr-un model animal de neuropatie diabetica indusa de aloxan la

sobolan

Pentru a maximiza beneficiile urmarite si a reduce riscul de evenimente adverse,
individualizarea dozei de medicament se dovedeste de cele mai multe a fi o provocare. DEsg
reprezintd doza la care apare raspunsul dorit pentru 50% din populatie si se calculeaza prin
trasarea unei drepte corespunzatoare efectului de 50% pe curba doza-raspuns. Folosirea dozei
care produce aproximativ 50% din efectul maxim posibil al medicamentului s-a aratat a fi
suficienta pentru a obtine efectul urmarit. Este necesar de punctat faptul ca odata cu cresterea
dozei, creste si riscul de reactii adverse [51]. In acest studiu am hotirat si evaluim eficacitatea
DEso a combinatiei sildenafil-metformin calculata anterior in Capitolul 5 intr-un model animal

de neuropatie diabetica.

Materiale si metode

Procedurile experimentale privind animalele de experientda au fost efectuate conform
Legii 43/2014 privind protectia animalelor utilizate in scopuri stiintifice si Directivei
2010/63/UE a Parlamentului European si a Consiliului din 22 septembrie 2010, privind protectia
animalelor utilizate in scopuri stiintifice. Protocolul experimental a fost aprobat de Comisia de
Bioetica a Facultatii de Farmacie, Universitatea de Medicind si Farmacie Carol Davila,
Bucuresti, Romania.

Pentru acest experiment am selectat 70 de sobolani diabetici si 10 sobolani non-diabetici
impartiti In 8 loturi egale (n=10) care au primit tratament zilnic, timp de 15 zile, per os, dupa
cum urmeazi: lotul martor non-diabetic (ND) — api distilatd 1 mL-kg!; lot martor diabetic (D)-
apa distilatd 1 mL-kg! ; lotul G30-gabapentin 30 mg-kg™; lotul G90-gabapentin 90 mg-kg™;
lotul G150-gabapentin 150 mg-kg-1; lotul S2+M100-sildenafil 2 mg-kg™' + metformina 100
mg-kg™!; lotul S2,5+M300 — sildenafil 2,5 mg-kg—1 + metformin 300 mg-kg—1; lotul S3+M500-
sildenafil 3 mg-kg! + metformin 500 mg-kg .



Am determinat glicemia, hipersensibilitatea termica la cald si la rece, dar si
hipersensibilitatea tactila pe durata a 15 zile de tratament. De asemenea, am evaluat nivelul
TNF-a, IL-6, activitatea NOS si concentratia de tioli din omogenate de creier si ficat de sobolan.

Datele experimentale obtinute au fost analizate statistic folosind pachetul software
GraphPad Prism v.5.00 (GraphPad Software, San Diego, CA, SUA). Testul D'Agostino-Pearson
a fost aplicat pentru a determina tipul de distributie a datelor. Pentru datele parametrice, a fost
utilizat testul ANOVA (Analysis of Variance) unifactorial (pentru date parametrice), urmat de
testul post-hoc Duunett si testul Kruskal-Wallis (pentru date nonparametrice), urmat de testul
post-hoc Dunn.

Rezultate si discutii

Atunci cand vorbim despre tratamentele cronice, utilizarea celei mai mici doze eficiente
este de preferat [51]. Studiile realizate de producatori pentru determinarea DES0 ofera, in unele
cazuri, o estimare a DEso si un interval al DEso in randul populatiei, insa aceste informatii oferite
par sa aiba, in unele situatii, o influentd minora asupra prescrierii medicamentelor. Specialistii
din domeniu fie nu constientizeaza importanta DEs, fie 0 ignora complet. In acelasi timp sunt
ignorate si implicatiile practice ale variatiilor individuale ale DEsp in functie de caracteristicile
farmacocinetice si farmacodinamice , dar si de dimensiunile corporale [52].
pentru lotul tratat cu asocierea dintre DEsg a sildenafilului si DEso @ metforminului (lotul S2.5+
M300) dupa 14 zile de tratament in testul Hot-plate (Figura 7.1.A). Astfel, aceasta asociere a
inregistrat un efect de scadere a hipersensibilitatii la cald indusa de neuropatia diabetica
comparabil cu cel al asocierii dintre sildenafil si metformin care a utilizat doze superioare DEso.

De asemenea, cresterea timpul de reactie la durere a fost remarcata si in testul Cold-

.....

dureroase dupa administrarea tratatamentului timp de 15 zile fatd de lotul martor diabetic

(Figura 7.1.B).

asocierea sildenafil 2.5 mg-kg™' + metformin 250 mg-kg™!, cét si pentru asocierea sildenafil 3

mg-kg ! + metformin 500 mg-kg ! dupi 14 zile de tratament (Figura 7.1.C).



De asemenea, studiul nostru a relevat scaderea productiei de TNF-o in urma
tratamentului cu asocierile sildenafil 2.5 mg-kg!-metformin 250 mg-kg ! si sildenafil 3 mg-kg !
- metformin 500 mg-kg ™' la nivel hepatic si asocierea sildenafil 3 mg-kg™'- metformin 500
mg-kg™' in tesuturile cerebrale. In plus, loturile S2.5+M250 si S3+M500 au redus marcant
nivelul IL-6 comparativ cu lotul martor diabetic atat in tesutul cerebral, cat si cel hepatic. Mai
mult, la nivel cerebral, ambele asocieri sildenafil-metformin au Tnregistrat efecte superioare
loturilor tratate cu gabapentin. Concentratiei de nitriti a scazut in urma celor 15 zile de tratament
cu toate cele 3 asocieri sildenafil-metformin atat in tesuturile cerebrale, cat si cele hepatice, iar
concentratia de tioli totali raportati la proteine a crescut pentru toate loturile tratate cu asocierile

sildenafil-metformin atat in tesuturile cerebrale, cat si cele hepatice.
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Figura 7.1. (A) Latenta reactiei dureroase in testul Hot-plate dupa 14 zile (B) Latenta reactiei
dureroase Tn testul Cold-plate dupa 15 zile (C) Pragul de retragere 50% dupa 14 zile
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Concluzii si contributii personale

Pornind de la observatiile din studiile anterioare, am evaluat intr-un prim experiment
potentialul antihiperalgic al sildenafilului si metforminului administrate in 3 doze diferite Intr-
un model animal de neuropatie diabetica.

Pentru a induce neuropatia diabetica, am administrat 2 doze diferite de aloxan - 130
mg-kg~! si 150 mg-kg™ ! la soarece.

Tn testul Hot-plate, toate dozele de metformin (150 mg-kg™, 250 mg-kg*, 500 mg-kg™),
sildenafil 2,5 mg-kg™ si sildenafil 3 mg-kg™ au aritat o crestere semnificativi a latentei reactiei
la durere dupi 14 zile de tratament. In testul de retractie a cozii din api la temperature de 10°C,
metforminul administrat Tn doze de 150 mg-kg™ si 500 mg-kg™ si sildenafilul de 1,5 mg-kg™ si
3 mg-kg? au demonstrat cresteri semnificative ale latentei reactiei dureroase dupi 14 zile de
tratament.

In plus, hemoleucograma a aritat valori crescute pentru leucocite si volumul mediu al
trombocitelor si valori scazute pentru eritrocite, hemoglobind si hematocrit loturile diabetice.
Datorita controlului glicemic mai bun, metforminul administrat in dozele de 250 mg-kg™ si 500
mg-kg? a dus la sciderea semnificativi a valorilor leucocitelor si la scideri nesemnificative
statistic ale valorilor eritrocitelor, hemoglobinei si hemtatocritului.

In continuarea cercetdrii noastre, am analizat efectul antihiperalgic al asocierilor
dintre dozele de sildenafil si dozele de metformin administrate anterior individual intr-un model
animal de neuropatie diabetica la soarece.

O crestere a latentelor reactiei la durere a fost observata in testul retractiei cozii si In
testul Hot-plate. Tn plus, toate cele 3 asocieri de sildenafil-metformin au prezentat efecte similare

Mai mult decét atat, asocierea dintre sildenafil 2,5 mg-kg™ si metformin 250 mg-kg™ a
demonstrat capacitatea de a reduce productia de interleukind-6 in tesuturile cerebral si hepatic.

De asemenea, loturile tratate cu sildenafil 2,5 mg-kg™® + metformin 250 mg-kg? si
sildenafil 3 mg-kg* + metformin 500 mg-kg™ au prevenit cresterea activititii nitric oxid
sintetazei cerebrale, Tn timp ce toate cele 3 asocieri sildenafil-metformin au prezentat valori

semnificativ reduse ale nitritilor 1n tesuturile hepatice.



.....

la rece in urma administrarii substantelor de testat Tn monoterapie si in asociere am evaluat,
sinergismul asocierii prin intermediul algoritmului MuSyC.

Rezultatele cercetarii au aratat o interactiune sinergica intre sildenafil si metformin in
si-au crescut reciproc potenta.

Tntr-un ultim experiment din cadrul tezei de doctorat, am evaluat capacitatea asocierii
dintre DEso a sildenafilui si metforminului, calculate pe baza datelor obtinute in primul
experiment pentru reducerea durerii intr-un model de neuropatie diabetica indusa cu aloxan la
sobolan.

Astfel, asocierea sildenafil 2,5 mg-kg™' + metformin 250 mg-kg!, administrate pe o
duratd de 15 zile, a crescut timpii de reactie la durere in testele Hot-plate si Cold-plate, dar s1
pragul de retragere (50%) al labei posterioare Tn testul von-Frey.

De asemenea, administrarea acestei asocieri a demonstrat actiunea antiinflamatoare prin
scaderea nivelului factorului de necroza tumoralda TNF-a Tn tesutul hepatic si a interleukinei-6
la nivel cerebral si hepatic. Mai mult, asocierea sildenafil 2,5 mg-kg ™! + metformin 250 mg-kg™
a prevenit cresterea activitatii nitric oxid sintetazei si a ardtat protectie impotriva depletiei de
glutation.

Noutatea cercetdrii este datd de ipoteza utilizarii a doud substante active care pot fi
prescrise frecvent in terapia pacientului diabetic pentru tratamentul dereglarii metabolismului
glucidic (metformin) si pentru complicatiile vasculare induse de hiperglicemie (sildenafil,
inhibitor PDES5). Nu existd studii publicate in literatura de specialitate, care sd investigheze
eficacitatea sildenafilului in neuropatia diabetica, sau a asocierilor dintre metformin si sildenafil.

Contributiile personale din cadrul acestei cercetari pot fi considerate urmatoarele:

v" Inducerea si validarea metodei de neuropatie diabetica la soarece prin administrarea de

aloxan. Corelarea datelor privind modificarile produse de tulburarile metabolice date de

.....

nivelul crescut al glicemiei si fructozaminei si cresterea sensibilitatii dureroase termice
Tn modelul de diabet aloxanic (Capitolul 4);

v Investigarea efectului metforminului si sildenafilului administrate Tn monoterapie

.....



fructozaminei si valorile hemoleucogramei (leucocite, eritrocite, hemoglobina,
hematocrit, volumul mediu al trombocitelor) (Capitolul 4).

v" Determinarea dozelor eficace 50% pentru sildenafil si metformin in testul

v" Demonstrarea efectului antihiperalgic a unor asocieri Tn doze fixe de sildenafil si
metformin Tn diabetul aloxanic la soarece, corelat cu influentarea nivelului de citokine
proinflamatorii (TNF-a si IL-6) si a activitatii nitric oxid sintetazei din omogenate de
creier si ficat. Aceste determindri sunt primele in literatura, intrucat asocierea sildenafil
— metformin nu a mai fost studiata (Capitolul 5);

v" Evaluarea sinergismului asocierii dintre sildenafil si metformin pe baza rezultatelor
soarecele diabetic, utilizand algoritmul MuSyC (calcularea a trei tipuri de indicatori de
sinergism: eficacitate, potenta si cooperativitate) (Capitolul 6);

v' Evaluarea potentialului antihiperalgic al asocierii dintre sildenafil si metformin,
administrate Tn doze eficace 50% (anterior calculate) la sobolani cu neuropatie diabetica
indusa de aloxan (Capitolul 7).

v Demonstrarea reducerii eliberarii citokinelor proinflamatorii IL6 si TNFa in tesutul
cerebral si periferic in urma administrarii asocierilor de sildenafil si metformin la
sobolanul diabetic, alaturi de scaderea activitatii nitric oxid sintetazei si cresterii

protectiei impotriva depletiei de glutation (Capitolul 7).
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