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RAPORT

privind derularea si rezultatele proiectului prioritar al Academiei Romane efectuat în cadrul Institutului de Biologie si Patologie Celulara “N.Simionescu” în anul 2001.

Proiectul cu tema: “Procese celulare si moleculare implicate in patologia diabetica” a fost evaluat ca proiect prioritar al Academiei Romane în anul 2001. 
Diabetul zaharat constituie - prin complicatiile asociate - o maladie care ameninta înca viata unei parti importante din populatie, desi în ultimii ani au fost facute progrese considerabile privind chimia si farmacologia medicamentelor anti-diabetice. Modelarea experimentala a diabetului reprezinta una din caile de descifrare a mecanismelor celulare si moleculare modificate în diabet si de cautare a unor mijloace care sa le previna, încetineasca sau amelioreze.

Proiectul “Procese celulare si moleculare implicate in patologia diabetica” a fost abordat sub doua aspecte:
1. Studiul mecanismelor disfunctiei endoteliale; rolul oxidului nitric (NO), si

2. Modificari celulare si moleculare asociate retinopatiei diabetice.

Derularea si rezultatele studiului asupra mecanismelor disfunctiei endoteliale; rolul oxidului nitric (NO). 

Celulele endoteliale (CE) mentin homeostazia vasculara în conditii normale; “activarea” sau lezarea CE conduce însa la pierderea proprietatilor reglatoare si la o functionare inadecvata a CE (“disfunctia endoteliala”). Acest proces apare în stadiile preclinice ale unor maladii cardiovasculare ca ateroscleroza, diabet sau hipertensiune. 

Rezultate anterioare publicate de Institutul de Biologie si Patologie Celulara “N.Simionescu” asupra unor modele de diabet streptozotocinic indus la soarece (studiat pe parcursul a 6 saptamani) si  la hamster sirian auriu (urmarit timp de 24 de saptamani) au evidentiat instalarea disfunctiei endoteliale în doua paturi vasculare: (a) la nivelul microvasculaturii, care prezinta o permeabilitate crescuta a endoteliului pentru macromolecule circulante (albumina si albumina glicata ireversibil) si (b) al arterelor de rezistenta, care manifesta o vasoconstrictie accentuata si o vasorelaxare diminuata. 

În acest studiu am avut în vedere urmatoarele aspecte:

1. Inducerea diabetului streptozotocinic  la hamster (grup D) si urmarirea modificarilor morfo-patologice aparute pe parcursul unui interval de 24 de saptamani, comparativ cu un grup de control (grup C) format din hamsteri normali, de aceiasi varsta cu cei din grupul D; 

1.1 determinarea reactivitatii arterelor de rezistenta (tehnica miografului) la stimularea cu agonisti dependenti / independenti de endoteliu, în conditiile blocarii sintazei oxidului nitric (NOS, enzima generatoare de NO vasodilatator); 

1.2 administrarea in vivo de L-arginina (substrat al NOS)(grup D+L-arg) si urmarirea efectelor asupra reactivitatii arterelor de rezistenta (tehnica miografului), alterarilor structurii normale a celulelor peretelui arterelor de rezistenta (microscopie electronica) si modificarilor  homeostaziei (tehnici biochimice). 

2. Cercetari asupra pacientilor cu diabet si / sau complicatii vasculare;

  2.1 investigarea dezechilibrulului balantei oxidanti / antioxidanti reflectata prin    instalarea “stress”-ului oxidativ si al “stress”-ului carbonililor” (tehnici biochimice si imunohistochimice);

2.2 cercetarea relatiei dintre diabet, complicatii cardiovasculare si polimorfismul genei care codifica NOS endoteliala (studii de biologie moleculara).

Rezultatele obtinute asupra diabetului indus expermental  au evidentiat:

( o relaxare diminuata a arterelor de rezistenta; relaxarea dependenta de endoteliu (la acetilcolina) scade de la  80,2 ( 3,2  % la hamsteri normali (grupul C) la A 61,9 % la animalele injectate cu streptozotocina (24 saptamani, grupul D). Aceasta scadere este datorata unui deficit de oxid nitric (NO), dupa cum atesta rezultatele experimentelor în care enzima NOS a fost blocata cu inhibitorul N(()-nitro-L-arginine-methyl ester (L-NAME), un analog structural al L-argininei; relaxarea independenta de endoteliu la donorul de NO nitroprusiatul de sodiu nu este afectata.

( în grupul D relaxarea dependenta de endoteliu în prezenta bradikininei (BK) scade la 45 ( 1,4%. Rezultatele noastre au aratat ca vasodilatarea diminuata fata de BK este datorata interventiei a doua mecanisme: un proces în care participa calea L-arginina:  NO (asa cum rezulta din experimentele realizate în prezenta de L-NAME) si un altul, independent de NO în care sunt implicate canalele de K+ activate de ionii de Ca2+(conform rezultelor experimentelor în care aceste canale ionice au fost blocate cu  tetraethyl ammonium).

( administrarea cronica in vivo (timp de 12 saptamâni) de L- arginina (substratul NOS) la hamsteri diabetici (grup D+L-arg) este urmata de o îmbunatatire semnificativa a relaxarii dependente de endoteliu a arterelor de rezistenta, de la A  61,9   % la A 72,4 %, fata de acetilcolina si de la 45(1,4% la 50,49(1,6%, fata de BK ; asadar, disfunctia endoteliala instalata la hamsterii din grupul D nu este un defect permenent, ci, pe parcursul celor 24 saptamani în care au fost realizate experimentele, disfunctia poate fi redresata printr-un aport de NO.

( endoteliul si celulele musculare netede (cmn) ale arterelor de rezistenta din grupurile D si D+L-arg dezvolta un fenotip secretor, iar în matricea extracelulara hiperplazica care este produsa de cmn sunt prezenti adesea centri de calcificare ce pot rigidiza peretele vascular contribuind la o vasodilatare micsorata. La grupul D+L-arg s-a constatat, focal, reducerea grosimii matricei extracelulare care separa aparent cmn. 

( sub aspectul parametrilor biochimici, tratamentul cu L-arginina este benefic, conducând la scaderea nivelelor de glucoza în sânge pâna la valori considerate normale (de la 265mg/dl glucoza la grupul D, la  96,14 mg/dl la grupul D+L-arg).

( un rol important  în relaxarea arterelor de rezistenta revine în diabet jonctiunlor “gap”(jg), mai ales a celor de tip mioendotelial. Experimentele în care jg au fost decuplate (cu 1-heptanol) au aratat ca vasorelaxarea indusa de NO are loc mai întai prin jg mioendoteliale si apoi prin activarea cGMP din cmn.

Studiile asupra pacientilor cu diabet si / sau complicatii vasculare au aratat ca:

( fragilitatea osmotica a eritrocitelor (marker al peroxidarii lipidelor membranare) este crescuta la pacientii cu diabet de tip II, în special cand diabetul de tip II este asociat cu obezitate; comparativ cu persoanele clinic normale, în diabet de tip II gruparile carbonilice ale 4-hidroxi-nonenal sunt prezente frecvent la nivelul suprafetei externe a membranelor eritrocitare .

( exista o asociere semnificativa statistic între complicatiile coronariene si polimorfismul G894T de la nivelul exonului 7 al genei eNOS (care se traduce printr-o substitutie a aminoacidului Glu în pozitia 298 cu Asp), respectiv purtatorii alelei mutante Asp298 prezinta o incidenta crescuta în dezvoltarea bolilor coronariene; ramâne de stabilit în continuare relatia dintre polimorfismul G894T si diabet pe un esantion reprezentativ de pacienti diabetici.

Derularea si rezultatele studiului asupra  modificarilor celulare si moleculare asociate retinopatiei diabetice.

Microvasculatura retinei este deosebit de vulnerabila la stress-ul oxidativ si la conditiile de hiperglicemie prelungita. Rezultate obtinute asupra liniei de celule pericitare (PC) din microvasculatura de sobolan (realizata în Institutul de Biologie si Patologie Celulara “N.Simionescu”), crescuta în cultura în concentratii ridicate de glucoza (vs. concentratii scazute) arata ca: 

1) glucoza crescuta reduce rata proliferarii celulare a PC cu A  30 %.

2) agenti vasoactivi implicati în diabet si hipertensiune (de ex. angiotensina II) induc cresterea calciului intracelular al PC.

3) seruri provenite de la hamsteri hipercolesterolemici – hiperglicemici, precum si de la pacienti obezi (cu hipertensiune) altereaza homeostazia calciului intracelular al PC (determina o crestere de A 3 ori fata de valorile normale).

4) glucoza crescuta modifica secretia gelatinazelor în mediul conditionat de pericite, inducând aparitia unei benzi de liza de masa moleculara aparenta de A 45 kDa.

5) Pericitele în cultura reprezinta un model de studiu al modificarilor celulare si moleculare observate în retinopatia diabetica.

Rezultatele obtinute pana în prezent în acest proiect  au ca scop final investigarea mecanismelor celulare si moleculare asociate procesului de disolutie a pericitelor, fenomen caracteristic retinopatiei diabetice. Este evident ca strategiile care vor încearca sa atenueze/limiteze acest proces vor putea contribui la îmbunatatirea circulatiei sanguine în retinopatia diabetica.

VALORIFICAREA PROIECTULUI

Rezultatele proiectului au fost trimise spre publicare la reviste de specialitate din strainatate (cu referenti) si comunicate la manifestari stiintifice din tara si strainatate. Astfel, este sub tipar 1 capitol într-o monografie editata de Academia Romana, o lucrare apare în luna decembrie 2001 peste hotare, iar alte 2 lucrari originale au fost trimise spre publicare în reviste stiintifice internationale. De asemenea, 5 lucrari au fost prezentate la manifestari stiintifice cu participare internationala si 4 lucrari au fost sustinute la manifestari stiintifice nationale.
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