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Rezumat

Secolul 21 inseamnd pentru umanitate o mai buna calitate a vietii prin revolutia
tehnologica, conectivitate, mobilitate, nivelul crescut de educatie si, nu in ultimul rand,
printr-o medicina performanta, de precizie. Exista insa si dezavantaje ale societatii moderne,
iar unul dintre cele mai importante este cresterea alarmantd a cifrelor de incidenta si
prevalenta pentru foarte multe boli cronice, precum bolile cardiovasculare, cancerul,
obezitatea, diabetul zaharat (DZ) de tip 2. Cu un numar estimat pentru 2024 de 589 milioane
de adulti (20-79 ani) afectati, dintre care aproximativ 95% cu DZ tip 2 si cu multiple
complicatii cronice asociate, aceastd boald metabolicd de proportii pandemice consuma

resurse financiare enorme pentru Ingrijirea si tratamentul pe termen lung.

Cunoscut incd din antichitate, DZ tip 2 are ca element central hiperglicemia care, in
timp, poate determina suferinta organelor tinta prin aparitia complicatiilor cronice micro si
macrovasculare invalidante (retinopatia diabetica, nefropatia diabetica, neuropatia diabetica,
boala cardiovasculara, boala cerebrovasculara, boala arteriala periferica, etc.). Etiologia bolii
este multifactoriala si include factori de risc genetici dar si care tin de mediu sau de stilul de
viata. Din ratiuni didactice acestia se clasifica in factori de risc nemodificabili - istoricul
familial, predispozitia genetica, varsta, sexul, rasa, greutatea la nastere si modificabili,
asupra carora se poate interveni - obezitatea, fumatul, sedentarismul, dieta inadecvata,
deprivarea de somn, etc. Faptul ca 60-70% din pacientii cu DZ tip 2 au cel putin o ruda cu
aceasta boala diagnosticata face ca istoricul familial si predispozitia genetica sa reprezinte
factorii de risc modificabili de maxima importantd. Din a doua categorie, se situeazd pe

pozitia de frunte obezitatea, prezenta in peste 90% din cazuri.

Mecanismele etiopatogenice ale DZ tip 2 sunt extrem de complexe si inca incomplet
elucidate. Aparitia si progresia bolii stau sub semnul mai multor modificari fiziopatologice
cunoscute sub denumirea de ,,octetul nefast”, descris de Ralph DeFronzo. Acesta subliniaza
implicarea mai multor componente, precum muschiul scheletic, ficatul, tesutul adipos, celula
B si cea a pancreaticd, tractul gastrointestinal, rinichiul si creierul. Principalele mecanisme
patogenice sunt alterarea productiei de insulina si cresterea insulinorezistentei in tesutul
hepatic, muscular si adipos. Disfunctia beta-celulara este primordiala si este responsabila de
reducerea secretiei de insulind din pancreas cu hiperglicemie consecutiva. Insulinorezistenta
scade utilizarea periferica a glucozei si creste productia hepatica a acesteia, ea fiind selectiva

si afectand inegal caile metabolice implicate.



Un mecanism intrat recent in atentia lumii medicale este implicarea microbiotei
intestinale (MI) in patogenia DZ tip 2, prin intermediul asa-numitelor disbioze, definite ca
dezechilibre ale diverselor populatii de microorganisme (bacterii, virusuri, protozoare,
fungi) ce colonizeaza tractul digestiv. Microbiota si microbiomul intestinal sunt doud notiuni
corelate care provin din doud cuvinte de origine greacd - micros (mic) si bios (viata).
Microbiota reprezinta totalitatea microorganismelor, iar microbiomul (sau ecosistemul
microbian) reprezintd intregul habitat ce include organismele enumerate mai sus, suma
genelor lor si mediul intestinal unde aceste elemente interactioneazd. Microbiomul si

genomul uman formeaza metagenomul.

Microbiota intestinala este un sistem ecologic format din aproximativ 100 de
trilioane de microorganisme, de 10 ori mai multe decat numarul celulelor umane. Peste 90
% dintre acestea sunt bacterii, iar greutatea sa totald este de 1,5 kg, comparabila cu cea a
ficatului, cel mai mare organ al corpului. Densitatea si compozitia sa cresc de sus in jos,
atingand cea mai mare diversitate in colon. Sunt descrise 10 increngaturi, 1000 de specii si
peste 17000 de subspecii bacteriene, dar ele nu se regasesc toate in intestinul aceluiasi
individ, ci doar in numar de aproximativ 800-1200 de subspecii. Cele mai bine reprezentate
increngaturi (peste 70 %) sunt Bacteroidetes si Firmicutes. Bacteroidetes include bacterii
gram negative, cea mai bine studiata fiind Prevotella, iar Firmicutes include bacterii gram
pozitive - Clostridum, Eubacterium, Roseburia, Ruminococcus, Lactobacillus etc. Relatia
dintre aceste doua populatii bacteriene exprimata ca raport Firmicutes / Bacteroidetes se
asociaza cu cateva conditii patologice, obezitatea fiind cea mai cunoscuta dintre ele (valoare
crescutd). Intre speciile microbiene se dezvolta relatii pozitive (de mutualism, sinergism,
comensalism), negative (de parazitism sau antagonism) sau neutre, iar interactiunea lor
permanentd influenteaza atat dinamica cat si functionalitatea microbiomului. Astazi, se stie
ca acest veritabil organ virtual al corpului are peste 3 milioane de gene, cu mult mai
numeroase decat cele care compun genomul uman (in jur de 23000). Compozitia microbiana
este unicd pentru fiecare individ si se contureaza incepand cu primele zile de viatd. Aceasta
depinde de varsta gestationala la nastere, de genetica gazdei, de tipul de nastere (naturala,
cezariand, in apd), de diversificarea alimentatiei, utilizarea antibioticelor etc. Se descrie o
portiune stabild a microbiotei, determinatd n primii ani de viatd, si o parte variabila,
dependenta de dieta, stres, medicamente administrate etc. Nutritia este extrem de importanta
pentru reglarea MI, alimentele asigurand un schimb informational intre mediu si organismul

uman. Alimentele ingerate, digerate si transformate in substrate ajung in intestin, unde vin



in contact cu bacteriile, posesoare de gene ce codifica enzime implicate in digestie. O dieta
bogata Tn carbohidrati si grasimi, de tip vestic, duce la proliferarea excesiva a bacteriilor

specializate 1n digestia acestor substrate, bacterii implicate in insulinorezistenta si inflamatie.

Microorganismele din tractul gastrointestinal sunt puternic implicate in multe
procese fiziologice ale gazdei, precum controlul inflamatiei si al raspunsului imun,
asigurarea integritatii barierei intestinale, metabolismul acizilor grasi si al medicamentelor,
productia de vitamine, sinteza de proteine , extractia de energie din anumite substrate altfel
nedigerabile, motilitatea intestinala etc. Un rol esential in multe dintre aceste procese il au
metabolitii bacterieni, precum acizii grasi liberi (AGL) cu lant scurt (acetat, butirat
propionat), implicati in scaderea inflamatiei intestinale, a invaziei patogene, in activarea

celulelor imune si reglarea expresiei citokinelor proinflamatoare (IL-6, IL-12, TNF-a).

In afara de rolurile esentiale in fiziologia umana, cercetirile din ultimii ani au aratat
ca MI este profund implicatd in aparitia si progresia multor boli cronice, precum bolile
cardiovasculare, neuro-psihiatrice, nefrologice, gastro-enterologice, oncologice, metabolice
etc. De exemplu, interactiunea aparatului cardiovascular cu MI are la baza inflamatia, iar
intermediarii sunt o serie de molecule, unele cu rol potector (AGL cu lant scurt), altele cu
efect invers (trimetilamina, acizii biliari, lipopolzaharidele). Tn bolile neurodegenerative, ca
de exemplu boala Alzheimer, este descrisa implicarea disbiozei intestinale, cu inflamatie si
permeabilizarea mucoasei intestinale, urmate de neuroinflamatie, hiperfosforilare si
acumulare de amilod. Boala Parkinson se coreleaza semnificativ cu Helicobacter pylori.
Tulburarile din spectrul autist au ca specie incriminata Clostridium, detectat in concentratii
de 10 ori mai mari la copiii afectati decat la grupul de control. In bolile inflamatorii
intestinale scade diversitatea microbiana si populatia de Firmicutes si creste cea de
Enterobacter si Proteobacter, precum si Candida albicans. Ficatul gras non alcoolic se
asociaza cu scaderea unor tulpini bacteriene antiinflamatoare (Ruminococcus,
Faecalibacterium) si cresterea celor proinflamatoare (Escherichia coli, Fusobacterium,

Prevotella etc).

Unele tulpini bacteriene sunt implicate si in aparitia afectiunilor maligne, in special
prin metaboliti toxici cu rol proinflamator. Escherichia coli, prin metabolitul sau colibactina,
anumite specii din familia Enterobacteriacaeelor, Prevotella sunt implicate in patogenia
cancerului colorectal, Tn timp ce Lactobacillus reuteri are rol protector. Tn cancerul gastric,
infectia cu Helicobacter pylori este responsabild de 65-80% din cazurile diagnosticate, arata
statisticile.



Bolile metabolice asociaza si ele disbioza intestinald, in etiopatogenie, pe langa
factorii genetici si cei de mediu. Obezitatea are ca element definitoriu bogatia in Firmicutes
si scaderea populatiei de Bacteroidetes si de Bifidobacter. Exista deja numeroase dovezi din
studiile pe animale, dar si pe subiecti umani, cd MI este un jucator important si in DZ tip 2.
Caracteristicile disbiozei din DZ tip 2 sunt cresterea unor specii de bacterii patogene si
oportunistice gram-negative (Enterobacteriaceae, Clostridiales, Escherichia coli,
Bacteroides caccae, Prevotella copri, Bacteroides vulgates), reducerea diversitatii
secundar, rezistentd la insulina. O specie semnificativ redusa in DZ tip 2 si prediabet este
Faecalibacterium prausnitzii, producator de butirat si cu proprietati antiinflamatoare, fapt
dovedit atit la om cat si la animalele de laborator. O altd bacterie cu rol metabolic este
Akkermansia muciniphila, considerata un biomarker al profilului metabolic sdnatos, care
scade Tn DZ tip 2, obezitate si ateroscleroza. Aeeasi tendintd de scadere este descrisa si
pentru populatiile de Bifidobacterium si Lactobacillus. Toate aceste tipuri de bacterii
reprezinta probiotice potente care isi vor gasi cu siguranta loc in terapia DZ tip 2, alaturi de

medicatia normoglicemianta cunoscuta, fie ca aditivi alimentari, fie ca alimente functionale.

Profilul disbiotic din DZ tip 2 este departe de a fi unul uniform, asa cum
demonstreaza si studiile de metagenomica. Aceasta variabilitate inter-individuald se
coreleaza nu doar cu riscul de aparitie si evolutie a bolii, ci si cu raspunsul la interventiile
nutritionale si farmacologice, aducand in discutie necesitatea unor metode de Machine

Learning care sa permita fenotiparea.

Un aspect de interes in ultimii ani este relatia dintre MI si medicatia
antihiperglicemiantd, intrucit poate influenta semnificativ atat eficacitatea tratamentului,
reactiile adverse dar si efectele pleiotrope benefice, deschizand calea unor posibile strategii
terapeutice pentru aceastd boald metabolicd. Pe de o parte, medicatia poate influenta
compozitia si functia MI, iar pe de altd parte, aceasta din urma poate determina raspunsul

individual la tratament.

Metforminul, din familia biguanidelor, este cel mai longeviv agent terapeutic in DZ
si pretului accesibil. Actioneaza la nivel intestinal, unde modificd compozitia MI, atat la
persoanele cu diabet cat si la subiectii sanatosi. Un argument in acest sens este faptul ca in
jejun concentratia sa este de 30-300 ori mai mare decat in plasma. Modificarile microbiene

dupa administrarea de metformin constau in restaurarea microflorei fiziologice, cu cresterea



populatiei de Enterobacteriales, Akkermansia muciniphila, Bifidobacterium, Lactobacillus
plantarum, L.reuteri, L.gasseri si scaderea populatiei de bacterii patogene (Roseburia,
Dorea, Klebsiella, Clostridium, Intestinibacter bartlettii). Consecinta este cresterea
concentratiei de AGL cu lant scurt, a integritatii barierei gastrointestinale, scaderea

lipopolizharidelor (LPZ) si a inflamatiei.

Acarboza, inhibitor de alfa-glucozidaza, blocheaza absorbtia intestinala a glucozei
prin actiune locala si scade glicemia postprandiala, crescand biodisponibilitatea
carbohidratilor in intestin. Efectul pe MI consta in cresterea populatiilor bacteriene cu rol in
degradarea acestora si cresterea concentratiei de AGL cu lant scurt. Cele mai importante
modificari observate in studiile pe modele animale si pe subiecti umani sunt cresterea
populatiilor de Bifidobacterium, Lactobacillus si Ruminococcus si a raportului acizi biliari

primari / acizi biliari secundari si scaderea abundentei de Bacteroides.

Terapia incretinica face parte din medicatia moderna a DZ tip 2. Sunt trei clase
terapeutice dezvoltate pana la acest moment si anume: inhibitorii de dipeptidyl-peptidaza-4
(DPP4), agonistii de GLP-1 si agonistii duali de GLP-1 si GIP (polipeptidul insulinotrop
dependent de glucoza). Relatia dintre MI si terapia incretinica este bidirectionald si
complexa. O serie de metaboliti microbieni (LPZ, indoli, acizi biliari secundari) stimuleaza
secretia de GLP-1. La randul ei, terapia incretinica intervine pin mecanisme multiple,
moduland structura si functia MI. Inhibitorii de DPP-4 determina cresterea populatiei de
Lactobacillus si Turicibacter si scaderea celei de Bacteroidetes. Agonistii de GLP-1
amelioreaza disbioza cu cresterea raportului Bacteroidetes / Firmicutes, cresterea abundentei
tulpinilor de Akkermansia muciniphila si a diversitatii bacteriene, dovezi culese atat din
studiile pe modele animale cat si din cele pe subiecti umani. Rezultatul proliferarii tulpinilor
benefice este cresterea productiei de AGL cu lant scurt, cu rol in imunitate, in pastrarea
integritatii barierei intestinale si in stimularea secretiei endogene de GLP-1. Tirzepatidul,
agonist dual de GLP-1 si GIP, a dovedit efecte de modulare a MI si a metabolitilor acizilor
biliari, cu cresterea concentratiei de Akkermansia muciniphila si scaderea nivelului de acid
colic, chenodeoxicolic si litocolic. La modelele animale, tirzepatidul a demonstrat o
ameliorare a disbiozei, ducand la cresterea concentratiei de Bacteroides, Proteobacter,
Actinobacterium, Bifidobacterium, Clostridium si Akkermansia muciniphila si scaderea

populatiei de Firmicutes.

Inhibitorii de SGLT2 reprezinta o clasd de medicamente normoglicemiante care si-
a castigat reputatia de game-changer n tratamentul DZ tip 2. Eficacitatea acestor molecule,

scaderea ponderala si a tensiunii arteriale, beneficiile cardio-renale semnificative si



numeroasele efecte pleiotrope 1si gasesc explicatia doar partial in mecanismul renal de
actiune, insulino-independent. Sunt deja numeroase studii care sugereaza implicarea MI in
medierea acestor efecte. Primele date Tn acest sens vin din studiile pe modele animale, unde
dapagliflozina a determinat cresterea tulpinilor de Ruminococcus, cresterea Bacteroidetes si
scaderea Firmicutes, cu efecte antiinflamatoare si antioxidante. Un alt studiu efectuat la
soareci cu diabet si nefropatie a aratat cad administrarea de empagliflozind restaureaza
diversitatea bacteriand, scade concentratia de Oscillibacter (producator de LPZ), creste
concentratia de Bacteroides si expresia occludinei. La subiecti umani, empagliflozina a
determinat cresterea bacteriilor benefice (Roseburia, Faecalibacterium, Eubacterium) si
reducerea tulpinilor patogene (Escherichia, Shigella, Hungatella, Bilophila). Toate aceste
date deschid noi perspective in tratamentul DZ tip 2. Identificarea particularitatilor
individuale ale MI va permite, cu sigurantd, o personalizare a tratamentului n scopul

atingerii tuturor tintelor terapeutice si prevenirii complicatiilor cronice.

Tn plus, inhibitorii de SGLT2 au dovedit si efecte antiinflamatoare sistemice cat si
locale, specifice de organ, care au la baza mai multe mecanisme: scaderea stresului oxidativ,
ameliorarea disfunctiei mitocondriale, diminuarea activitdtii inflamasomului, cresterea
nivelului de calciu si sodiu intracelular, atenuarea recrutarii macrofagelor. Expresia acestor
efecte este scaderea markerilor proinflamatori (IL-6, PCR, TNF-a). Rezultatele din studiile
cu obiective cardiovasculare sau renale aduc dovezi suplimentare legate de reducerea
inflamatiei la nivel endotelial, cardiac, renal, hepatic si adipos, unde scade populatia de

macrofage proinflamatoare M1 si creste populatia celor antiinflamatoare M2.

Sulfonilureicele si glinidele au foarte putine dovezi privind interactiunea cu MI.
Tiazolidindionele (pioglitazona), molecule cu rol in scaderea insulinorezistentei din testul
adipos, muscular si hepatic, nu mai sunt atat de mult utilizate in practica clinicd, iar prin

urmare nu au prezentat interes din acest punct de vedere.

Incidenta si prevalenta in crestere a DZ tip 2 fac necesare introducerea de noi strategii
terapeutice, atat pentru preventia cat si pentru tratamentul acestei boli cronice. Noile verigi
etiopatogenice care aduc in centrul atentiei microbiomul intestinal si modificarile lui, ridica
problema utilizarii, ca adjuvante, a pre- si probioticelor. Acestea au rol in ameliorarea
inflamatiei gastrointestinale si a disbiozei, in cresterea hormonilor incretinici, scaderea
rezistentei la insulind si a glicemiei. Pe 1angd adoptarea unei diete de tip mediteranean (ce
aduce beneficii certe pe termen lung) si practicarea regulatd a exercitiului fizic, studiile
clinice au aratat ca suplimentarea cu probiotice poate aduce Tmbunatatiri cuantificabile n
compozitia MI si, implicit, in statusul metabolic al pacientilor cu DZ tip 2. Acelasi efect il

poate avea si aportul crescut de fibre si oligozaharide care apartin categoriei prebioticelor.



Justificarea temei

Alegerea temei de cercetare este justificata de necesitatea extinderii cunostintelor
privind mecanismele complexe care stau la baza interactiunii dintre MI si medicatia
antihiperglicemianta. Diabetul zaharat tip 2 nu mai este vazut doar ca o tulburare izolata a
metabolismului glucidic, ci ca o afectiune caracterizatd prin inflamatie cronica, disfunctie
endoteliala, dezechilibre hormonale si alterdri ale microbiomului intestinal. Literatura de
specialitate arata clar ca rezistenta la insulind, una dintre pietrele de temelie ale DZ tip 2,
este strans legatd de procesele inflamatorii cronice de joasa intensitate, determinate de
multiple cauze, printre care si disbioza intestinald. Din punct de vedere terapeutic, ultimii
ani au adus in prim-plan o clasd de molecule inovatoare, cea a inhibitorilor de SGLT?2,
apreciati nu doar pentru reducerea glicemiei ci si pentru efectele lor extraglicemice. Studii
recente au aratat ca acesti agenti pot influenta compozitia MI, crescand populatiile benefice
(Bifidobacter, Lactobacillus, Faecalibacter prausnitzii) si reducand bacteriile oportuniste
proinflamatorii. In plus, inhibitorii de SGLT?2 par sa reduci semnificativ markerii inflamatori
(CRP, IL-6, TNF-a), explicand partial beneficiile cardiovasculare si renale observate in
marile studii clinice. Cu toate acestea, datele sunt inca limitate, multe studii fiind efectuate

pe modele animale sau pe populatii mici, iar rezultatele lor nu sunt intotdeauna concordante.

Aceastd tema este justificatd si prin lipsa de date consistente din studiile realizate in
Romania, pe populatia locala, cu particularitatile sale genetice, dietetice si socio-economice.
Cercetarea propusa vine sd completeze aceste lacune, utilizdnd o cohortd bine caracterizata
clinic si paraclinic, supusa unui protocol terapeutic clar (randomizare intre doud brate:
metformin+inhibitori de SGLT2 versus metformin+iDPP4). Analiza detaliata, prin metode
moderne, a MI si corelarea rezultatelor cu markerii inflamatori si parametrii metabolici aduc

o valoare adaugata cercetarii.

O alta motivatie importanta este caracterul practic si aplicabilitatea directa a rezultatelor.
Intelegerea modului in care inhibitorii de SGLT2 influenteaza MI si inflamatia ar putea
permite personalizarea tratamentului la pacientii cu DZ tip 2, optimizarea schemelor
terapeutice si chiar dezvoltarea unor strategii combinate (asocierea cu pre/probiotice sau

interventii dietetice) care sa maximizeze beneficiile metabolice.

Nu in ultimul rand, tema este relevantd din perspectiva cercetarii fundamentale,
incercand sa elucideze mecanisme fiziopatologice incd incomplet intelese. Intr-un context
global in care medicina personalizata si abordarile integrate castiga teren, aceasta cercetare
isi propune sa faca legdtura intre farmacologia modernd, microbiologie si inflamatie,

deschizand noi directii de investigare si interventie terapeutica.



Obiective generale si specifice

Directiile de cercetare sunt componente esentiale ale oricarui proiect de studiu. Obiectivul
general al acestei lucrdri de doctorat este de a investiga modul in care tratamentul cu
inhibitori de SGLT?2 influenteaza MI si statusul inflamator la pacientii cu DZ tip 2. Alegerea
acestui obiectiv deriva din nevoia de a intelege mai bine efectele extraglicemice ale noilor
terapii, efecte care pot contribui la reducerea riscului cardiovascular si renal. Printr-o analiza
comprehensivd a efectului inhibitorilor de SGLT2 asupra parametrilor metabolici,
inflamatori si microbieni, lucrarea 1si propune sa exploreze modificarile calitative ale
diversitatii bacteriene, dar si modificarile cantitative ale populatiilor benefice si patogene,

evaluand, in paralel, si modificérile markerilor inflamatori.

Un alt obiectiv general consta in evaluarea corelatiilor dintre modificarile in MI si
evolutia parametrilor metabolici, pentru a determina daca exista o relatie de tip cauza-efect
intre cele doud. Prin aceastd abordare integrativa, cercetarea isi propune sd contribuie la
fundamentarea conceptului de medicind personalizatd in diabet, oferind clinicianului
informatii suplimentare pentru a adapta tratamentul la nevoile individuale ale pacientului.
De asemenea, lucrarea are ca obiectiv general si crearea unei baze de date locale, care sa
reflecte particularitatile pacientilor romani cu DZ tip 2, avand 1n vedere cd majoritatea
datelor disponibile 1n literatura provin din studii internationale, pe populatii diferite din punct

de vedere genetic, socio-economic, alimentar etc.

Obiectivele specifice constau in analiza modificarilor de MI inainte si dupa initierea
tratamentului cu iISGLT2. Cu ajutorul unor tehnici moleculare de rezolutie inaltd, sunt
urmdrite diversitatea bacteriand, abundenta speciilor benefice si reducerea celor
oportunistice. Un al doilea obiectiv specific este analiza modificarilor markerilor
inflamatori, inainte si dupd 3 luni de tratament cu inhibitori de SGLT2. Totodatd, se
evalueaza efectului antiinflamator potential al acestora, independent de glicemie, prin
masurarea PCR, PCR-hs si IL-6. Al treilea obiectiv specific consta in compararea evolutiei
parametrilor metabolici intre doua grupuri de pacienti (unul tratat cu metformin si iISGLT2,
iar celalalt cu metformin si iDPP4), pentru a detecta eventualele diferente de eficacitate
metabolicd, antiinflamatoare si microbiand. Al patrulea obiectiv specific vizeaza
identificarea, prin integrarea in modele statistice multivariate, a unor factori de influenta
asura raspunsului terapeutic, precum varsta, sexul, IMC-ul, circumferinta abdominala etc.

Un obiectiv specific important este explorarea relatiilor de tip corelatie sau cauzalitate intre



schimbadrile n MI si modificarile parametrilor metabolici si inflamatori. Un ultim obiectiv
specific este crearea unei baze de date integrate care sd contind informatiile clinice,
paraclinice, biochimice si microbiologice ale pacientilor studiati, pentru o analiza cit mai
detaliatd a rezultatelor, dar si ca punct de plecare pentru proiecte viitoare, cercetari

multicentrice sau metaanalize.

Formularea ipotezelor

Pentru a raspunde obiectivelor lucrarii si a construi o imagine cit mai clard asupra efectelor
tratamentului cu inhibitori de SGLT2 asupra MI si statusului inflamator la pacientii cu DZ

tip 2, am formulat sase ipoteze principale.

Ipoteza 1: Tratamentul cu iSGLT2 creste semnificativ abundenta speciilor
bacteriene benefice (producatoare de acizi grasi liberi cu lant scurt) la pacientii cu DZ
tip 2. Aceasta ipoteza pleaca de la dovezile actuale, obtinute mai ales din studiile pe modele
animale, care arata cresterea de Bifidobacter, Lactobacillus, Faecalibacter prausnitzii dupa
administrarea de iSGLT?2. Ipoteza va fi testatd analizand compozitia MI Tnainte si dupa 3
luni de tratament cu empagliflozina. Analiza statistica va include teste de diferenta pereche
(paired t-test sau Wilcoxon), evaluarea diversitatii alfa si beta. Rezultatele vor fi interpretate

in raport cu grupul control (pacienti tratati cu metformin + iDPP4).

Ipoteza 2: Tratamentul cu iSGLT2 reduce semnificativ abundenta speciilor
bacteriene patogene (Escherichia, Klebsiella etc.) la pacientii cu DZ tip 2. Exista deja
date acumulate din studiile pe modele animale si pe subiecti umani, ca inhibitorii de SGLT2
reduc bacteriile patogene, endotoxemia si inflamatia .Studiul isi propune sa testeze daca
empagliflozina induce astfel de modificari si cat de importante sunt acestea din punct de
vedere cantitativ. Testarea ipotezei se va derula la fel cu Ipoteza 1, iar metodele statistice

folosite vor fi identice.

Ipoteza 3: Tratamentul cu iISGLT2 reduce nivelurile markerilor inflamatori
sistemici, independent de controlul glicemic.

Ipoteza se bazeaza pe datele din studii internationale care arata cd iSGLT2 au efecte
antiinflamatorii care nu depind exclusiv de scaderea glicemiei. Pentru testare, vom compara
valorile markerilor inflamatori la vizita initiala si finala, utilizand teste parametrice sau non-
parametrice, in functie de distributia datelor. In plus, vom folosi modele de regresie pentru
a controla efectele glicemiei asupra inflamatiei, evaludnd dacd reducerea inflamatiei se

mentine dupa ajustarea pentru HbAlc.



Ipoteza 4: Tratamentul cu iISGLT2 reduce incidenta fungilor patogeni
intestinali la pacientii cu DZ tip 2, comparativ cu inhibitorii DPP-4.

Ipoteza 4 porneste de la premisa cd tratamentul cu iISGLT2 (empagliflozin) are efecte
benefice nu doar asupra parametrilor metabolici, ci $i asupra compozitiei microbiotei
intestinale, Tn special prin reducerea speciilor fungice patogene (Candida albicans). Ipoteza
se bazeaza pe observatiile anterioare care sugereaza ca tratamentul cu empagliflozind poate
limita proliferarea fungilor glicofili prin inducerea unui mediu mai competitiv si mai putin

permisiv, secundar remodelarii bacteriene (efect antifungic indirect).

Ipoteza 5: Efectele tratamentului cu inhibitori de SGLT2 asupra microbiotei
sunt mai pronuntate decit cele ale tratamentului cu iDPP-4

Aceasta ipoteza porneste de la premisa ca tratamentul cu inhibitori de SGLT2
exercitd un impact mai profund si mai extins asupra compozitiei MI decat gliptinele. Pentru
evaluarea acestei ipoteze, am comparat evolutia abundentei bacteriene intre cele doua
grupuri de tratament. S-au analizat diferentele individuale pentru patru specii bacteriene
reprezentative: Bifidobacterium, Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia si Escherichia
coli.Analiza statistica a inclus teste Wilcoxon pentru comparatia pereche (intragrupe) si

testul Mann-Whitney pentru diferentele intergrup.

Ipoteza 6: Modificiarile in microbiotd se coreleazi cu Imbunatitiri ale
parametrilor metabolici si inflamatori, sugerand un rol mecanistic al microbiotei in
beneficiile tratamentului cu ISGLT2

Aceasta ipoteza urmareste sa investigheze dacd modificarile observate la nivel
microbian sunt doar un efect colateral al tratamentului sau dacd acestea se coreleaza cu
ameliordri metabolice si antiinflamatorii. Pentru testare, vom efectua analize de corelatie
intre modificarile bacteriene (ex. cresterea Bifidobacterium) si modificarile in glicemie,
HbAlc, PCR, PCR-hs, IL-6, precum si analize de regresie multivariatd pentru a identifica

predictorii independenti ai imbunatatirii clinice.

Material si metoda

Populatia studiata, designul cercetarii si metodele de analizd folosite reprezinta
materialul si metoda studiului. Lotul studiat in cadrul acestei cercetari a fost format din 61
de pacienti adulti diagnosticati cu diabet zaharat tip 2, recrutati din cadrul ambulatoriului
Institutului National ,,Prof. Dr. N. Paulescu” si al altor centre de diabet colaboratoare, in

perioada ianuarie 2023 — ianuarie 2024. Acesti pacienti au reprezentat o selectie atenta



dintr-o cohorta initiala mai larga de 72 de pacienti pre-evaluati, dintre care 61 au fost inclusi
definitiv in baza finala de date, dupa aplicarea protocoalelor de eligibilitate si dupa obtinerea
consimtamantului informat.

Din punct de vedere demografic, lotul final a inclus 30 barbati (49.2%) si 31 femei
(50.8%), cu o varstd medie de 64.2 ani, cu un minim de 37 ani si un maxim de 75 ani,
indicand o grupd de varsta la care boala este frecvent diagnosticata si tratata. Majoritatea
(82%) provin din mediul urban. Durata medie a evolutiei diabetului a fost de aproximativ
5.5 ani, cu variatii intre cazurile cu diagnostic recent si pacienti cu forme mai vechi, aflate
in stadiu de intensificare terapeutica.

La nivel antropometric, pacientii au prezentat valori medii ale indicelui de masa
corporali de 29.7 kg/m? (valoare mediana = 28.5, valoare minima = 20.2, valoare maxima =
42.2), fiind in mare parte inclusi in categoriile de obezitate grad I sau II (respectiv 41 de
pacienti), conform criteriilor Organizatiei Mondiale a Sanatatii. Circumferinta abdominala,
un indicator esential pentru evaluarea obezitatii centrale si a riscului cardio-metabolic, a avut
valori medii peste pragurile de risc recunoscute, consolidand imaginea unei populatii cu risc
metabolic crescut.

Pe langa profilul antropometric, pacientii au fost evaluati si biochimic. Valorile medii
ale hemoglobinei glicate au fost de 6.56%, cu un minim de 6 si un maxim de 9%. Acestea
indica un nivel moderat de control glicemic, in pofida utilizarii metforminului in doz& medie
de 2000 mg/zi la barbati si 1500 mg/zi la femei. Valorile glicemiei a jeun au fost, de
asemenea, monitorizate, cu 0 medie de 129.38 mg/dL, alaturi de un profil lipidic caracterizat
prin colesterol total de 174.63 mg/dL, LDL de 100.9 mg/dL, HDL de 50 mg/dL si trigliceride
de 167.6 mg/dL. Tn plus, acidul uric a avut valori medii de 5.15 mg/dl, cu un minim de
2.2mg/dl si un maxim de 9.6mg/dl, sugerand un risc asociat de hiperuricemie.

In ceea ce priveste statusul inflamator, media CRP-hs a fost de 2.52 mg/L, iar media
IL-6 a fost de 3.46 pg/mL, ambele marcand o stare de inflamatie cronica de joasa intensitate,
specifica DZ tip 2. Aceste date sunt relevante deoarece permit evaluarea impactului
interventiei terapeutice nu doar asupra parametrilor glicemici, ci si asupra inflamatiei
sistemice si a modificarilor de la nivelul microbiotei intestinale.

Pacientii au fost impartiti in doud grupuri terapeutice distincte, randomizate 1:1: un
grup tratat cu metformin si inhibitor DPP4 (sitagliptin) si un grup tratat cu metformin si
inhibitor SGLT2 (empagliflozin).

Criteriile de includere au fost riguros stabilite: varsta cuprinsa intre 18 si 80 de ani,
diagnosticul de DZ tip 2 conform criteriilor de diagnostic stabilite de Asociatia Americana
de Diabet (ADA), hemoglobina glicati < 9%, IMC-ul >20 kg/m?. Un alt criteriu important a
fost utilizarea metforminului ca terapie de fond, acesta fiind considerat standardul de



tratament initial in DZ tip 2. In plus, pacientii trebuiau si accepte si participe voluntar la
studiu si sd semneze consimtdmantul informat, conform normelor etice internationale.

Criteriile de excludere au fost concepute pentru a minimiza variabilele de confuzie si
pentru a reduce riscul aparitiei unor evenimente adverse care ar putea compromite
integritatea studiului. Astfel, pacientii diagnosticati cu diabet zaharat tip 1 au fost exclusi,
intrucat mecanismele patogenice si raspunsurile la tratament difera fundamental de cele din
DZ tip 2.

Au fost exclusi si pacientii cu insuficientd renald severa, definitd printr-un eGFR <
20 ml/min/1.73 m?, deoarece aceasta afectiune limiteaza utilizarea inhibitorilor SGLT2 si ar
putea introduce factori de risc suplimentari. De asemenea, pacientii cu boli gastrointestinale
cronice (sindrom de colon iritabil, boala celiacd, boli inflamatorii intestinale) au fost exclusi,
dat fiind ca aceste conditii pot influenta direct compozitia microbiotei intestinale si valorile
markerilor de inflamatie si pot distorsiona rezultatele studiului.

Un alt criteriu de excludere a fost utilizarea recenta de antibiotice (in ultimele 30 de
zile), care pot modifica profund structura si functia microbiotei intestinale, cu efecte
persistente. Pacientii cu afectiuni maligne active sau cu alte boli inflamatorii cronice, care
pot induce modificdri sistemice ale statusului inflamator, au fost, de asemenea, exclusi
pentru a evita bias-ul.

Femeile gravide sau cele care planificau o sarcind in perioada studiului au fost
excluse, atat din motive de sigurantd, cat si din cauza modificarilor fiziologice si metabolice
asociate sarcinii, care pot influenta variabilele analizate. De asemenea, pacientii cu alergii
cunoscute la inhibitorii de SGLT2 si la cei de DPP-4 sau care erau deja inrolati in alte studii
clinice au fost exclusi, pentru a evita reactiile adverse si suprapunerea de interventii.

Designul studiului a fost structurat in mai multe etape, de la recrutarea pacientilor
si aplicarea criteriilor de eligibilitate, pana la randomizarea lor in grupurile de tratament si
monitorizarea longitudinala. Studiul a fost unul randomizat, prospectiv, cu evaluari realizate
la doua momente esentiale: vizita initiala (baseline) si vizita finala, realizata dupa trei luni
de tratament. Pacientii au fost evaluati clinic si paraclinic la fiecare dintre aceste momente,
fiind colectate date privind parametrii antropometrici, markerii metabolici, compozitia MI si
markerii inflamatori sistemici. Prelevarea probelor de materii fecale si analiza detaliata a
microbiomului intestinal au reprezentat un element inovator al studiului, fiind efectuate prin
metoda culturilor.

Randomizarea pacientilor a fost realizata in proportie de 1:1, folosindu-se o lista
generatd computerizat, astfel incat fiecare pacient eligibil sa fie alocat aleatoriu fie in grupul
de tratament cu metformin + iSGLTZ2, fie in grupul de tratament cu metformin + iDPP-4
(control). Aceastd metodd a permis obtinerea a doua grupuri comparabile din punct de vedere

al caracteristicilor de baza (varstd, sex, IMC, duratd a diabetului), reducand influenta



factorilor confuzivi. Tn cadrul acestui studiu, am optat pentru metoda randomizarii prin
minimizare, care este dinamicd si adaptativd, functia de minimizare aleasa fiind
parametrizata prin doi factori: varsta pacientului si valoarea masuratd a hemoglobinei
glicozilate (HbAlc). Pentru asigurarea uniformitatii interventiei, pacientii au fost instruiti sa
pastreze constant regimul alimentar si nivelul de activitate fizica pe durata studiului, astfel
incat modificarile observate sa poata fi atribuite in principal tratamentului farmacologic.
Durata interventiei in acest studiu a fost de trei luni (12 saptdmani), interval ales pe baza
datelor din literatura de specialitate, care aratd ca modificarile la nivelul microbiotei
intestinale si ale statusului inflamator pot deveni detectabile in acest interval, chiar daca
anumite efecte metabolice apar mai rapid. Pe durata interventiei, pacientii au fost
monitorizati prin contacte telefonice si vizite intermediare, pentru a evalua aderenta la
tratament si eventualele efecte adverse. De asemenea, s-au oferit recomandari privind
hidratarea, igiena personala si recunoasterea simptomelor posibilelor infectii genito-urinare,
care reprezinta un efect advers cunoscut al inhibitorilor SGLT?2.

Un aspect esential al designului 1-a reprezentat si respectarea principiilor etice: toti
pacientii au fost informati complet cu privire la obiectivele si procedurile studiului si au
semnat consimtamantul informat. Studiul a fost aprobat de comisia de etica si s-a desfasurat
in conformitate cu Declaratia de la Helsinki.

Evaluarea MI a reprezentat un element central al acestui studiu, avand rolul de a
explora modul in care tratamentul cu inhibitori SGLT2 influenteaza ecosistemul microbian
intestinal la pacientii cu diabet zaharat tip 2. Pentru realizarea unei analize precise, recoltarea
probelor fecale a fost efectuata in conditii standardizate, conform protocoalelor internationale
de lucru. Pacientii au fost instruiti sa recolteze probele in recipiente sterile, special concepute
pentru transportul materialului biologic, evitand contaminarea externa si pastrand integritatea
probelor. Recoltarile au fost realizate preferabil in primele ore ale diminetii, iar probele au fost
transportate in conditii standardizate catre laboratorul central din Berlin (DIN EN ISO15189),
unde au fost analizate utilizdnd metoda culturilor. Mediile de cultura folosite sunt confome cu
legislatia europeana, fiind produse de Biomerieux si Becton Dickinson. Timpul de incubatie
este de 1-4 zile, la temperatura de 30-35 de grade, in functie de tulpinile bacteriene sau fungice
care urmeaza a fi detectate. Pentru identificare si cuantificare, coloniile de anumite morfologii
sunt numadrate si calculate pentru a obtine rezultatul in formatul CFU (colony forming units)
/g materii fecale. Dacd este necesard diferentierea suplimentard, aceasta este obtinutd prin
sistemul VITEK (Biomerieux). Parametrii evaluati au fost diversitatea microbiand, pH-ul,
compozitia in principalele increngaturi, urmarindu-se cresterea proportiei bacteriilor benefice
si reducerea bacteriilor proinflamatoare.

Din punct de vedere al profilului inflamator, in cadrul studiului au fost analizati trei

markeri inflamatori principali: proteina C reactiva de Tnaltd sensibilitate, interleukina 6 si



proteina C reactiva standard. Acesti markeri au fost evaluati la doud momente cheie: Thainte
de initierea tratamentului (baseline) si dupa trei luni de interventie terapeutica, pentru a
surprinde dinamica modificarilor induse de terapie. Compararea acestor valori intre grupul
tratat cu iSGLT2 + metformin si grupul control (metformin + inhibitor DPP-4) a permis
identificarea efectelor specifice ale SGLT2i asupra inflamatiei sistemice.

Aceste analize, ca si cele standard (hemoleucograma, profilul lipidic, uree,
creatinind, a uric etc.) au fost realizate Tn laboratoroarele acreditate Synevo, folosindu-se
echipamente calibrate si controale interne si externe de calitate. Probele au fost analizate in
dublu determinare, pentru a minimiza erorile de masurare, iar rezultatele au fost validate de
personal specializat, cu experienta in diagnosticul biochimic si imunologic.

Un aspect important in descrierea grupurilor 1l constituie faptul ca pacientii tratati cu
1SGLT2 au beneficiat nu doar de reducerea glicemiei, ci si de efecte secundare benefice
asupra greutdtii corporale, tensiunii arteriale si, conform ipotezelor studiului, asupra
microbiotei intestinale. Grupul de control, desi eficient din punct de vedere glicemic, nu a
avut aceste efecte pleiotrope, fapt ce a permis evidentierea diferentelor intre cele doua
interventii.

Analiza statistica s-a desfasurat in mai multe etape: (1) pregéatirea bazei de date, (2)
analiza descriptiva, (3) testarea diferentelor intre grupuri si a modificarilor inainte-dupa
tratament, (4) analiza corelatiilor si regresiilor, si (5) interpretarea rezultatelor in contextul
ipotezelor formulate. Fiecare etapd a fost realizatd cu atentie, respectand bunele practici
statistice, pentru a garanta calitatea si validitatea concluziilor. Datele au fost colectate si
inregistrate in baza finala de date, analizate ulterior folosind softuri statistice specializate
(SPSS, Minitab, Excel). Testele aplicate au inclus atat analize descriptive (medii, deviatii
standard, intervale de incredere), cat si teste comparative (t-test, Mann-Whitney U,
ANOVA), corelatii Pearson/Spearman si modele de regresie multivariatd. Pragul de

semnificatie a fost setat la p < 0,05.

Rezultatele: Caracteristicile generale ale pacientilor

Analiza caracteristicilor generale ale pacientilor inclusi in studiu reprezintd un punct
esential pentru interpretarea corectd a rezultatelor. Aceasta permite stabilirea
comparabilitatii grupurilor si oferd un cadru solid pentru evaluarea impactului interventiilor
terapeutice asupra markerilor studiati. Din punct de vedere al distributiei pe sexe, pacientii

au fost aproape egal impartiti: 31 femei (50.8%) si 30 barbati (49.2%), ceea ce asigura



omogenitatea esantionului. Varsta pacientilor a variat intre 37 si 75 de ani, cu o medie de
64.25 *+ 9.64 ani si o mediana de 68 de ani. Aceasta reflectd tiparul demografic tipic al
populatiei cu diabet zaharat tip 2, cu majoritatea pacientilor fiind de varstd mijlocie si
inaintatd. In ceea ce priveste IMC-ul, valoarea medie a fost de 29.7 + 4.81 kg/m2, cu o
mediana de 28.5 kg/m?, incadrand majoritatea pacientilor in categoria supraponderalitatii si
obezitatii. Circumferinta abdominala, un marker relevant al obezitatii centrale si al riscului
metabolic, a avut o medie de 104.44 + 12.15 cm, cu o mediand de 103 c¢m, valoarea maxima
inregistratd fiind de 136 cm.

Profilul biochimic initial al pacientilor din studiu a fost detaliat mai sus si reflecta
tiparele clasice ale populatiei cu diabet zaharat tip 2: un control glicemic moderat,
dislipidemie aterogend frecventa, functie renald in general conservata, dar cu tendinte spre
hiperuricemie, valori hematologice Incadrate in limite normale, precum si un status
inflamator cronic de joasa intensitate. Toate aceste caracteristici definesc un teren metabolic
vulnerabil, in care inflamatia persistentd, dereglarile lipidice si riscul pro-trombotic se

combina si pot amplifica riscurile cardiovasculare si renale specifice pacientului diabetic.

Testarea ipotezelor

Ipoteza 1: Tratamentul cu iSGLT2 creste semnificativ abundenta speciilor
bacteriene benefice (producatoare de acizi grasi liberi cu lant scurt) la pacientii cu DZ
tip 2 in comparatie cu inhibitorii de DPP-4

Conform rezultatelor, atat frecventa cat si tipul de bacterii scdzute nu s-au
modificat semnificativ in timp (p>0.05) la pacientii in tratament cu Jardiance, cu exceptia
speciei Lactobacillus spp. (p=0.021), unde s-a observat o scadere semnificativa a
frecventei reduse a acestei bacterii de la prima vizita la a doua vizita (54.8% vs. 29%).

Analiza statistica a inclus teste de diferentd pereche (paired t-test sau Wilcoxon, in
functie de distributia datelor) pentru comparatia abundentei speciilor inainte si dupa
tratament Tn cadrul grupului iISGLT2, evaluarea diversitatii microbiene alfa (indicele
Shannon si Simpson) si beta (distantele Bray-Curtis si Unifrac), precum si comparatii
intergrup intre iISGLT2 si iDPP4 prin teste independente (Mann—Whitney U si t-test).
Analiza comparativa a modificarilor in prevalenta speciilor bacteriene in grupul tratat cu
iDPP4 a evidentiat o tendintd generalda de ameliorare a profilului microbian, dar fara

atingerea semnificatiei statistice.

Ipoteza nu se confirma decat in cazul Lactobacillus.
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Ipoteza 2: Tratamentul cu iSGLT2 reduce semnificativ abundenta speciilor
bacteriene patogene (Escherichia, Klebsiella etc.) la pacientii cu DZ tip 2.

Conform rezultatelor, frecventa bacteriilor crescute (83.9% vs. 58.1%, p=0.039) si a
speciei de Streptococ alpha-hemolitic (48.4% vs. 16.1%, p=0.013) au scazut semnificativ la
a doua vizitd fata de prima vizitd, existand o tendintd catre semnificatie in directia scaderii
frecventei speciilor Klebsiella spp. (p=0.063) si Escherichia coli (p=0.065).

Analiza indicilor de diversitate (Shannon, Simpson) nu a ardtat modificari
semnificative statistic intre momentul initial si final, sugerdnd ca, desi exista tendinte de
echilibrare a microbiotei, acestea nu ating praguri robuste de semnificatie in perioada
analizata.

Conform rezultatelor, atat frecventa cat si tipul de bacterii crescute nu s-au modificat

semnificativ in timp (p>0.05) la pacientii in tratament cu Januvia.

Ipoteza 2 este confirmata partial
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Ipoteza 3: Tratamentul cu iISGLT2 reduce nivelurile markerilor inflamatori
sistemici, independent de controlul glicemic.

Dupa trei luni de tratament cu empagliflozin, pacientii din grupul Jardiance au
prezentat o reducere semnificativa a tuturor celor trei markeri inflamatori analizati: proteina
C reactiva, proteina C reactiva ultrasensibild si interleukina 6. Mai exact, valorile medii ale
PCR au scazut de la 3.31 mg/L la 1.94 mg/L (p = 0.037), PCR-hs de la 2.44 mg/L la 1.52
mg/L (p = 0.042), iar IL-6 de la 3.72 pg/mL la 2.58 pg/mL (p = 0.040). Aceste modificari au
fost semnificative statistic si au ramas relevante chiar si dupd ajustarea pentru valorile
HbAlc, indicind cd empagliflozinul exercitd un efect antiinflamator independent de
ameliorarea controlului glicemic. Tn schimb, Tn grupul tratat cu sitagliptin, nu s-au Tnregistrat
modificari semnificative ale markerilor inflamatori. Valorile PCR au crescut usor, de la 2.1
la 2.46 mg/L (p = 0.650), PCR-hs a suferit o crestere nesemnificativa (p = 0.485), iar
nivelurile de IL-6 au ramas practic neschimbate (p = 0.517). Analiza de regresie multipla a
aratat ca efectul de reducere a inflamatiei observat in grupul empagliflozin nu este explicat
de variatiile HbAlc, sugerand un posibil efect direct sau pleiotrop al iISGLT2 asupra

mecanismelor inflamatorii sistemice.

Ipoteza 3 este confirmata.



Ipoteza 4: Tratamentul cu iISGLT2 reduce incidenta fungilor patogeni
intestinali la pacientii cu DZ tip 2, comparativ cu inhibitorii DPP-4.

In grupul tratat cu empagliflozin, dupi trei luni de terapie, s-au constatat modificari
notabile in profilul fungic intestinal. Proportia pacientilor cu fungi detectabili in scaun a
scazut semnificativ, de la 46,7% la 23,3% (p = 0.031), sugerand un posibil efect antifungic
indirect al tratamentului. Un aspect remarcabil a fost disparitia completa a Candida albicans

la trei pacienti care o prezentau la momentul initial.

Specie fungica Prevalenta Vizita  Prevalenta Vizita  Test McNemar -
1-N (%) 2—-N (%) p-value
Total fungi 14 (46,7%) 7 (23,3%) 0.031
Candida albicans 8 (26,7%) 5 (16,7%) 0.157
Saccharomyces 3 (10%) 4 (13,3%) 0.625
cerevisiae

Evolutia fungilor la pacientii Jardiance (Vizita 1 vs Vizita 2, McNemar test)

Rezultatele indica o scadere semnificativ mai mare a prevalentei totale a fungilor in grupul
Jardiance, cu un A de —23,4% fata de —3,3% 1n grupul Januvia, diferenta care este statistic
semnificativa (p = 0.041). In ceea ce priveste Candida albicans, prevalenta a scazut cu 10% in
grupul tratat cu ISGLTZ2, in timp ce in grupul DPP-4 nu s-a inregistrat nicio variatie; totusi,

aceasta diferenta nu a atins pragul de semnificatie statistica (p = 0.226).
Ipoteza 4 este confirmata.

Ipoteza 5: Efectele tratamentului cu iISGLT2 asupra microbiotei sunt mai

pronuntate decit cele ale tratamentului cu iDPP4.

Specie bacteriani A iSGLT2 (medie =A iDPP4 (medie =p (Mann-Whitney

SD) SD) U)
Bifidobacterium +1.32 £ 0.54 +0.13+£0.48 0.004
Faecalibacterium +0.87 0,61 +0.11+0.39 0.010
prausnitzii
Roseburia +0.62 £ 0.57 +0.12 £ 0.51 0.026
Escherichia coli -0.75£0.49 -0.09+£0.32 0.017

in grupul tratat cu iSGLT2, am observat o crestere semnificativd a abundentei
speciilor benefice, Tn special Bifidobacterium (A medie: +1.32 + 0.54, p < 0.01) si
Faecalibacterium prausnitzii (A: +0.87 = 0.61, p = 0.042). In paralel, Escherichia coli a

inregistrat o scadere (A: —0.75 = 0.49, p = 0.036), sugerdnd un efect pozitiv asupra



echilibrului bacterian. In grupul iDPP4, modificarile au fost minime si nesemnificative
statistic. Compararea A fintre grupuri a evidentiat diferente clare in favoarea

empagliflozinului pentru toate cele patru specii.
Ipoteza 5 este confirmata (pentru speciile testate)

Ipoteza 6: Modificiarile in microbiotd se coreleazi cu imbunatitiri ale
parametrilor metabolici si inflamatori, sugerind un rol mecanistic al microbiotei in
beneficiile tratamentului cu iISGLT2.

Rezultatele au evidentiat corelatii semnificative intre cresterea relativd a speciilor
benefice si ameliorarea statusului metabolic si inflamator. De exemplu, o crestere a
abundentei genului Bifidobacterium s-a asociat cu o scadere semnificativd a HbAlc (coef.
Spearman = —0.41, p = 0.032) si a IL-6 (coef. = —0.38, p = 0.047). De asemenea,
Faecalibacterium prausnitzii s-a corelat negativ cu PCR-hs si pozitiv cu HDL-colesterol. Tn

regresia multivariata, Bifidobacterium a ramas un predictor independent al reducerii HbAlc,
cu un coeficient f =-0.27, IC95%: —0.49 - —0.06, p = 0.014.

Ipoteza 6 este confirmata.

Analiza rezultatelor, concluzii

Ambele clase terapeutice imbundtatesc parametrii metabolici, dar cu diferente in
amploare si mecanisme, in favoarea inhibitorilor de SGLT2. Doar tratamentul cu iSGLT2
influenteazd semnificativ microbiota intestinald. Interdependenta dintre metabolism,
inflamatie si microbiota este mai evidenta in cazul tratamentului cu iSGLT2, fapt dovedit de
multiplele corelatii dintre aceste componente.

Pe baza raspunsului clinic si biologic, pacientii tratati cu iSGLT2 au fost clasificati
in patru patternuri clinico-biologice: raspuns complet, partial, non-raspuns si paradoxal.
Aceasta stratificare nu a fost posibila in grupul DPP-41, unde variabilitatea raspunsului a fost
mai redusa, iar modificarile biologice au fost mai omogene, dar si mai limitate ca amploare.
Acest lucru sugereaza ca iSGLT2, prin influenta sa multipld, poate genera profiluri
diferentiate de raspuns, oferind oportunitati pentru medicina de precizie. Ambele clase au
profiluri favorabile de sigurantd, dar iSGLT2 aduce beneficii pleiotrope. Inhibitorii de
SGLT2 influenteazd consistent fondul inflamator de joasd intensitate asociat DZ tip 2,
sustindnd utilizarea sa 1n profilurile cu risc inflamator crescut (ex. sindrom metabolic,

disbioza intestinala, obezitate).



Directii viitoare de cercetare si dezvoltare clinica

Aplicabilitatea practica a acestei teze de doctorat include selectarea clasei
terapeutice in functie de profilul pacientului, integrarea markerilor inflamatori in evaluarea
curentd, analiza microbiotei intestinale ca instrument clinic, ghidarea tratamentului pe baza
pattern-urilor de raspuns, reconsiderarea rolului alimentatiei si terapiei adjuvante cu pre- si
probiotice.

Acest studiu poate fi punct de plecare pentru noi studii si directii de cercetare. In
primul rand, analizele de MI pot fi extinse si corelate si cu alte clase terapeutice moderne
utilizate 1n tratamentul DZ tip 2, precum agonistii de GLP-1 sau agonistii duali. Modificarile
de MI in decursul tratamentului pot fi folosite drept marker de raspuns terapeutic. Aceasta
abordare ar permite interventii terapeutice dinamice, prin ajustarea clasei medicamentoase
sau addugarea de adjuvante (probiotice, postbiotice) in functie de raspunsul microbiotic
documentat.

Pe langa rolul sau terapeutic, microbiomul intestinal poate deveni un instrument
valoros de screening si preventie. Identificarea precoce a pacientilor cu profil disbiotic —
chiar Tnaintea instaldrii hiperglicemiei manifeste — ar putea permite interventii timpurii prin
dieta, stil de viatad sau suplimentare cu prebiotice/probiotice, contribuind astfel la prevenirea
progresiei citre DZ tip 2. Rezultatele obtinute in aceastd lucrare subliniaza importanta
integrarii datelor clinice, biologice si microbiene in conturarea unor strategii terapeutice
personalizate, care sa depaseasca paradigma traditionald bazatd exclusiv pe valorile
glicemice. Corelatiile parametrilor metabolici, inflamatori si microbieni pot reprezenta
puncte de plecare pentru cercetdri multidisciplinare, care pot permite o si mai clara
diferentiere a pattern-urilor de rdspuns. Nu in ultimul rand, digitalizarea si integrarea
datelor, folosirea unor algoritmi de inteligenta artificiala, monitorizarea multiplanara care
urmdreste simultan parametrii metabolici, inflamatori si microbiotici, vor putea oferi o
imagine cuprinzatoare asupra pacientului cu DZ tip 2. Aceasta abordare dinamica si
personalizata permite adaptarea timpurie a terapiei, cu control metabolic optim si preventia
complicatiilor. In viitor, integrarea acestor date intr-un sistem digital inteligent ar putea
transforma radical modul in care este gestionat diabetul, de la preventie pana la tratamentul

de intretinere.





