Proiect cercetare.

Titlu: Evaluarea terapiei singulare cu Diurex pe un model murin de
Insuficientd Cardiaca cu fractie de ejectie pastrata. Aspecte etice medicale.

Rezumat:

Insuficienta cardiaca (IC) constituie o problema majord economica, sociala si medicala la nivel
mondial. Tn ciuda progresului in terapiile medicale si interventionale, prognosticul IC ramane
rezervat. In acest proiect ne propunem si analizam terapia singulara cu Diurex ntr-un model
murin de insuficienta cardiaca cu fractie de ejectie (FE) pastrata (p). Pentru analiza ICFEp am
propus un model de cardiomiopatie diabetica produsd de inducerea diabetului (DZ) la soareci
prin streptozotocind (STZ). Am stabilit 1 grup sham (fard boala, fara protocol terapeutic), 1
grup martor (cu DZ) care nu va primi niciun protocol terapeutic si 1 grup de animale cu ICFEp,
care va primi terapia singulara cu Diurex. Animalele vor fi evaluate atat prin ecocardiografie
cat si prin histologie, dupa ce se vor preleva inimile la finalizarea protocolului terapeutic. Ne
asteptam ca terapia singulara cu Diurex sa scada gradul de fibroza miocardica si sa scada gradul
de modificare a parametrilor ecocardiografici. Procedura medicald experimentala ce se va
desfasura pe vertebrate vii se va realiza cu respectarea normelor legale 1n vigoare, a normelor
de etica medicala.

1. Stadiul cunoasterii

Insuficienta cardiaca (IC) reprezinta o epidemie si este o problema majora economica,
sociald, dar mai ales medicala la nivel mondial. In ciuda progreselor in terapiile medicale si
interventionale, prognosticul IC ramane slab [1-4].

Conform ultimelor recomandari ale Societatii Europene de Cardiologie (ESC), IC este
un sindrom clinic caracterizat prin simptome tipice (de exemplu, dispnee, edeme gambiere si
fatigabilitate) care pot fi insotite de semne (de exemplu, presiune venoasd jugulara crescuta,
raluri pulmonarare pulmonare), cauzat de o anomalie cardiaca structurala si / sau functionala,
rezultand un debit cardiac redus si / sau presiuni intracardiace crescute in repaus sau in timpul
efortului [3].

La nivel global se estimeaza ca exista aproximativ 37,7 milioane de oameni care traiesc
cu insuficienta cardiaca [5], iar prevalenta IC este de aproximativ 1-2% din populatia totala
adulta in tarile in curs de dezvoltare [3]. Costurile pe care le implica IC nu sunt deloc de neglijat.
Spre exemplu, daca cheltuiala totala cu HF in 2012 Tn SUA era de 31 miliarde de dolari, in 2030
cheltuiala totala este pentru HF este prognozata a ajunge la aproximativ 70 miliarde de dolari

[6].

IC este produsd de modificari structurale si/sau functionale care duc la disfunctii
sistolice sau diastolice, determinidnd contractia cardiaca ineficienta (IC cu fractie de ejectie
redusa, FEr) sau relaxare necorespunzatoare (IC cu fractie de ejectie pastrata, FEp) [7]. Pentru
evaluarea IC cu FEp, noi propunem un model de cardiomiopatie diabetica produsa prin
inducerea diabetului zaharat la soareci, pe calea administrarii de streptozotocina. Temele de
cercetare in domeniul diabetului zaharat si bolilor cardiovasculare au o deosebitd importanta,
n special ca urmare a unor incidente in crestere ale acestor comorbiditati, nu de putine ori



asociate [8]. Diabetul zaharat afecteaza circa 463 de milioane de persoane din intreaga lume,
iar aceasta cifrd este prognozata a ajunge la aproximativ 700 milioane de persoane in 2040, din
cauza urbanizarii, Imbatranirii populatiei, a modificarilor dietetice adverse, dar si a activitatii
fizice reduse [9, 10]. Aceasta boala afecteaza aproape toate tesuturile din corp, crescand astfel
morbiditatea si mortalitatea prin disfunctionalitate considerabild a organelor, in special a inimii.
Astfel, bolile cardiovasculare sunt responsabile de aproximativ 65% din numarul deceselor
legate de diabet zaharat [11, 12]. Pentru a identifica terapiile adecvate este nevoie de teste
preclinice adecvate pe modele animale [12].

Tn acest proiect ne propunem si analizim efectul singular al terapiei cu Diurex pe un
model murin de insuficienta cardiaca cu fractie de ejectie pastrata.

2. Metodologia cercetarii

Cercetarea presupune efectuarea unui studiu pe model animal, de tip analitic prospectiv,
experimental, in care vor fi analizate, din punct de vedere structural si functional, modificarile
produse in cardiomiopatia diabetica. Trebuie spus ca vor fi respectate toate ghidurile
institutionale pentru experimente pe animale de laborator si vom obtinute aprobarea
Comitetului de Etica al Universitatii de Medicina si Farmacie (UMF) din Craiova.

Biobaza din cadrul UMF Craiova, isi desfasoara activitatea sub acreditarca FELASA
(Federation of Laboratory Animal Science Association). Intreaga procedura experimentald va
respecta reglementarile in domeniu, nationale si internationale.

Pentru analiza terapiei singulare cu Diurex la animalele cu ICFEr, vom induce diabet
zaharat la soareci C57BL/6 prin injectarea intraperitoneala a unei singure doze de 150 mg/kg
corp de streptozotocina (STZ).

Experimentele se vor efectua pe 24 de soareci C57BL/6, masculi si femele, cu varsta
cuprinsi intre 8 si 10 saptimani, cu o greutate cuprinsi intre 20 si 27 grame. Inainte de a efectua
inregistrarile ecocardioagrafice sau de a recolta sange, animalele vor fi scoase din complexul
de Tngrijire pentru animale, unde acestea au hrana si apa ad libidum.

Animalele vor fi impartite, aleator, in trei loturi distincte, astfel:

» Grupul Sham (n=8) la care se va injecta doar NaCl 0,9%, fara a se injecta
streptozotocind, deci fard a se produce diabet zaharat. Scopul acestui lot va fi de a
examina modificdrile ecocardiografice si histologice cardiace, dar si modificarile
biologice (greutate, glicemie etc.) in absenta diabetului zaharat.

» Grupul Control (n=8) la care se va injecta streptozotocina 150 mg/kg greutate
corporald, intraperitoneal, o singurd administrare, la 8-10 sdptamani de viatd. Acestui
lot nu i se aplica nicio terapie. Tn acest caz, vor fi urmiriti parametrii biologici ai
animalelor (greutate, diureza, polidipsie, polifagia), dar vor fi evaluati si parametrii
structurali cardiaci (prin ecocardiogiografie si analiza histologica).

» Grupul Tratat cu doza terapeutica de Diurex (n=8). La acest lot de animale, dupa
inducerea diabetului zaharat prin injectarea de STZ intraperitoneal si confirmarea
prezentei diabetului prin nivel crescut al glucozei sanguine, dar si aparitia poliuriei,
polifagiei si polidipsiei, se va aplica protocolul terapeutic prin administrarea de Diurex
(administrat in apa de baut). Terapia se va aplica timp de timp de 6 saptamani.



> 3. Plan de realizare

Din punct de vedere clinic, animalele vor fi cantarite saptamanal, vor fi tinute in custi
metabolice putandu- se observa cantitatea de apa ingerata, cantitatea de hrana, dar si diureza.
Cantarirea animalelor se va face saptamanal. Din punct de vedere paraclinic, vom determina
glicemia saptamanal. Pentru acest lucru prelevarea de sange se va face dintr-o vena mare situata
in coada animalului $i vom utiliza un glucometru standard (Contour Plus One, Ascensia
Diabetes care, Switzerland). Pentru efectuarea masuratorilor structurale si functionale cardiace
noi vom utiliza un ecograf dotat cu o sonda si un soft de analiza pentru animale mici. Pentru
analiza ecocardiografica, animalele vor fi anesteziate cu un cocktail de ketamina (50
mg/ml)/xilazina (7 mg/ml) ceea ce va permite un bun frame rate intrucat frecventa cardiaca va
scadea 1n timpul analizei la aproximativ 150 batai/minut. Vom analiza modurile M-mode, 2D
si doppler spectral. Vom evalua fractia de ejectie a VS (FEVS), fractia de scurtare (FS),
diametrul end-diastolic al VS (DEDVS), undele E si (A) pentru evaluarea functiei diastolice,
raportul (E/A), grosimea septului interventricular, dar si a peretelui posterior al VS (SIV si
PPVS). Acestea doua vor fi obtinute din sectiunea parasternal ax lung. Undele E si A vor fi
obtinute din sectiunea apical patru camere la nivelul valvei mitrale prin doppler pulsat. Tn timpul
evaluarii ecocardiografice animalele vor fi tinute pe o placuta termica, incalzita la 37 grade C,
echipata cu electrozi de monitorizare ECG dar si cu o sonda care se va plasa intrarectal pentru
monitorizarea temperaturii centrale. Placuta termica este conectatd la un monitor de functii
vitale (MouseMonitor, USA) cu ajutorul cdruia se monitorizeaza pulsul animalelor, se
inregistreaza electrocardiograma in 6 derivatii, putandu-se analiza ulterior variabilitatea
ritmului cardiac. Ecografia se va efectua sdptamanal incepdnd cu momentul dinaintea
administrarii STZ si finalizand cu momentul sacrificarii animalului, astfel incat se poate efectua
o analiza comparativa, In timp, a parametrilor structurali si functionali cardiaci.

La finalul celor 6 saptamani de aplicare a terapiei, atat animalele tratate, dar si animalele
din grupurile control, respectiv sham, vor fi eutanasiate prin anestezie profunda cu un cocktail
Ketamina/Xilazind, inima va fi disecata si inclusa imediat in clorura de potasiu pentru a fi oprita
in diastola. Ulterior va fi fixata in formalind 4% pentru 24 de ore. Dupa cele 24 — 48 de ore n
care inimile vor fi fixate, acestea vor fi spalate timp de 24 de ore, apoi vor fi incluse in parafina
din care se vor realiza sectiuni seriate de 3-5 pm grosime, care vor fi colorate si analizate optim
cu microscopul optic. Pentru a examina fibroza cardiacd, sectiunile de tesut miocardic vor fi
supuse colordrii tricromice Masson iar pentru evaluarea polizaharidelor vom utiliza coloratia
Periodic Acid Schiff (PAS). Toate datele vor exprimate ca medie si deviatie standard. De
mentionat ca vom analiza si gradul total de fibroza prin reconstructia sectiunilor seriate scanate.
Datele vor fi analizate cu softul GraphPad (Version 9.1, CA, USA). Vom folosi testul ,,t
Student”, pentru evaluarea diferentelor statistice dintre mediile a doua grupuri de date si testul
variantei ANOVA pentru analiza diferentelor statistice dintre mediile a mai mult de doud
grupuri de date. Pentru a efectua corelatii Intre diferitele date, vom utiliza testul de corelatie
Pearson. in toate cazurile in care vom avea valoarea p<0.05 vom considera diferenta statistica
semnificativd intre mediile grupurilor comparate.

Rezultatele proiectului vor fi prezentate in intalniri nationale/internationale si publicate
in cel putin intr-o revista de prestigiu.

4. Buget

Distributia fondurilor se bazeaza pe logistica 20% (tinand cont ca ecocardiografia nu
costa nimic iar materialele utilizate in studiu dar si consumabile pentru evaluarea histologica



nu implica sume importante) si cheltuieli de personal 60%. Pentru cheltuielile de personal a
fost alocat un procent de 60% deorece este acest proiect implica numeroase proceduri
experimentale de durata (o ecocardiografie dureazd in medie o ora si 30 min). Cheltuielile
indirecte reprezinta 20%.

5. Conformitatea proiectului cu dispozitiile legale in materie si cu normele de etica
medicala

In tara noastrd, Legea nr. 305 din 2006 a ratificat Conventia europeana pentru protectia
animalelor vertebrate utilizate in experimente si alte scopuri stiintifice (denumita in continuare
Conventie), adoptatd la Strasbourg la 18 martie 1986, cat si Protocolul de amendare a
Conventiei, adoptat la Strasbourg la 22 iunie 1998, acte semnate de Romania la 15 februarie
2006. Totodata, in anul 2014 Parlamentul a adoptat Legea nr. 43/2014 care stabileste cadrul
legal de utilizare a animalelor 1n scopuri stiintifice.

Prezentul studiu se realizeaza cu respectarea dispozitiilor legale adoptate atat la nivel
national cat si la nivel european in privinta cercetdrii medicale efectuate pe animale vertebrate
dar si cu respectarea normelor de etica medicala.

Studiul pe model animal, de tip analitic prospectiv pe care proiectul Tl propune a se
realiza pe 24 de soareci, vertebrate vii, este o procedurd experimentala stiintifica astfel cum
aceasta este definita de art. 1 pct. 2 lit. ¢ din Conventie: ,,procedura reprezinta orice folosire Tn
scopuri experimentale sau stiingifice a unui animal, caruia ii poate cauza durere, suferinta,
disconfort sau raniri de duratd, inclusiv orice desfasurare a unei actiuni intentionate sau
susceptibile sa aiba ca rezultat nasterea unui animal in oricare asemenea conditii, dar excluzand
cele mai putin dureroase metode acceptate in practica modernd (acestea fiind metodele
"umane") de omorare sau de marcare a unui animal”. O astfel de procedurda medicala
experimentala se impune intrucat nu exista o altd metoda stiintifica satisfacatoare, rezonabila si
disponibild a fi folositd care sd nu necesite utilizarea animalului, avand in vedere scopul
prezentului studiu experimental, respectiv realizarea unei cercetari stiintifice ce are ca obiectiv
tratamentul IC si al efectelor pe roduse de IC la animalele vertebrate, in deplina concordanta cu
art. 2 lit. a s1 ¢ din Conventie.

In respectarea normelor Conventiei, experimentul stiintific va incepe numai dupi ce
animalele vor fi mai Intdi pregdtite pentru utilizarea lor si se va incheia cand nu se vor mai
efectua observatii ulterioare, evitandu-se pe cét posibil suferinta, disconfortul sau ranirile de
durata ale animalelor.

Celor 24 de soareci ce vor fi utilizati in efectuarea experimentului stiintific, li se va
asigura acomodarea la conditiile de mediu, libertate si miscare, hrana, apa si ingrijire, potrivite
pentru sanatatea si bunastarea lor, fara restrictii in ceea ce priveste necesitatile fiziologice si de
comportament, iar verificarea conditiilor de mediu va fi efectuata zilnic.
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