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INTRODUCERE

Actualitatea temei si nivelul de studiere a acesteia. Afectiunile coronariene reprezinta
cauza principala a mortalitatii cardiovasculare si se impun ca 0 povara socio-economica
importanta in toate tarile de pe glob. Tratamentul leziunilor coronariene severe (stenoza
coronariana, infarctul miocardic acut, angina pectorala instabild) prin angioplastie, initial cu
balon si ulterior cu implantare de stent bar-metalic (BMS) si stent activ farmacologic (DES), a
deschis noi perspective si sperante.

Totodata, revascularizarea indusa prin stentarea arterei coronariene, care a demonstrat pe
parcursul ultimilor 15-20 de ani o eficienta terapeutica superioara, poate fi asociata de fenomenul
de restenoza intra-stent (RIS), evolutua careia anihileaza beneficiul PCI (procedura coronariana
percutana) si necesita reabordarea segmentului cu RIS. Prezentarile clinice ale RIS confirmate
coronaro-angiografic se impun ca regula prin aparitia sau accentuarea anginei pectorale, precum
si prin infarct de miocard. Desi incidenta RIS s-a redus pana la 15-35% in cazul stenturilor bar-
metalice si 2-7% pentru stenturile DES, problema RIS ramane una din abordarile de actualitate
ale cardiologiei interventionale, interesul pentru acest domeniu avand la baza 2 motivatii de
suport:

¢ Dificultatea tehnico-metodologica a manevrei de reabordare a arterei coronariene in cazul
RIS si costurile mari ale acesteia;

e Incertitudinea patogeniei RIS care ramane o formula cu multe necunoscute, fapt ce
limiteaza posibilitatile diagnostice, pronosticul, precum si elaborarea strategiilor farmacologice
de prevenire a restenozei prin modularea tintelor patogenetice cheie.

Rezultatele acumulate Tn cadrul studiilor clinico-experimentale efectuate in vederea
decelarii fiziopatologiei restenozei intra-stent sau a restenozei induse prin injuria mecanica a
arterei au conturat unele evenimente importante care asociaza hiperplazia neointimei, substratul
morfologic al RIS.

Tn acest context sunt remarcabile evidentele care sugereazi rolul reorganizarii matricei
extracelulare, disfunctiei endoteliale, al sistemului de regenerare celulara prin celulele
endoteliale progenitoare, si al proliferarii si migrarii celulare etc. [1, 2, 3]. Cu toate acestea
mecanismele cheie ale proceselor patologice iminente sunt in mare masura necunoscute,
obiectivele cercetarilor care se desfasoara actualmente Tn acest sens sunt proiectate pe 2 aspecte
cardinale [4]:

e Are patogenia RIS mecanisme comine cu paternul evolutiei injuriilor aterosclerotice si

cel al remodelarii vasculare?



 In majoritatea cazurilor dezvoltarea RIS se produce dupa cca 5-6 luni de la momentul
PCI, interval care este mult mai scurt decat cel ce specifica evolutia injuriilor aterosclerotice.
Totodata ea nu are caracter reversibil comparativ cu remodelarea arterelor periferice sau
coronariene.

Preocuparile noastre de baza pe parcursul a mai multor ani sunt in consonanta cu abordarile
cardiologiei interventionale mondiale n planul de studiu al patogeniei restenozei intra-stent si
consemneaza urmatoarele prioritati si directii:

e Elucidarea rolului stresului oxidativ si al inflamatiei sistemice (IS) nespecifice, doua
mecanisme cheie recunoscute in patogenia injuriilor si remodelarii vasculare (inclusiv si a
remodelarii miocardului), in procesul de hiperplazie a neointimei.

e Evaluarea rolului stresului oxidativ si raspunsului inflamator in impactul traumatic al
manevrei de implantare a stentului, dat fiind ca acestia sunt vizati drept factorii trigger ai
leziunilor endoteliale induse prin injurii mecanice, activarea statusului protrombotic si alte
deranjamente ale hemostazei, cat si prin activarea neuroendocrina [5, 6].

e Elucidarea caracterului modificarii interstitiului peretelui coronarian, predilect al
proteinelor scheletice principale, cum ar fi colagenul fibrilar 1, 111 si 1V, fibronectina, laminina si
tenascina. Acestea regleaza nu numai integritatea structurala a straturilor inerente (intima si
media musculara), dar asigura si interactiunea activa dintre diferite componente ale lor. Totodata,
matricea extracelulara influenteaza nemijlocit fiabilitatea migrarii celulare si, deci, poate fi o
determinanta insemnata a gradului de hiperplazie a neointimei pe contul cresterii numarului
diferitor celule. La aceasta conotatie este oportuna decelarea corelatiei dintre evidentele
morfologice ale reorganizarii matricei extracelulare si titrele marcherilor circulanti care reflecta
activarea sintezei sau degradarii proteinelor scheletice, colagenul fibrilar fiind Tn deosebi
important ca material organic de baza al interstitiului.

e Aprecierea relatiei dintre disfunctia endoteliala, deficitul de oxid nitric, pe de o parte, si
stresul oxidativ, impactul citokinic, pe de alta parte. Carenta de oxid nitric este un mecanism de
potentare a actiunii mitogene si de crestere a diferitor factori neuroendocrini (i.e. endotelina 1,
Ang I1), iar diminuarea expresiei NOSec asociaza remodelarea vasculara si se coreleaza cu
vasomotricitatea periclitata.

Comprehensivitatea acestor abordari va permite o intelegere integrala mai profunda a
patogeniei restenozei intra-stent. Totodata, studiul complex al stresului oxidativ, al raspunsului
inflamator si reorganizarii matricei intercelulare prin intermediul marcherilor specifici va

evidentia predictorii fiabili ai riscului RIS.



10.

Sub aceste aspecte scopul studiului consta Tn:
Evaluarea mecanismelor patogenetice si a predictorilor restenozei intra-stent.

Obiectivele studiului:
Evaluarea aspectelor clinice, parametrilor biologici si a factorilor de risc cardiovascular
asupra aparitiei restenozei.
Estimarea rolului inflamatiei sistemice in evolutia restenozei intra-stent prin determinarea in
dinamica a nivelelor circulante ale citokinelor si chemokinelor iminente la pacientii cu si fara
RIS.
Evaluarea rolului stresului oxidativ in evolutia restenozei intra-stent prin determinarea in
dinamica a titrelor circulante ale produselor de peroxidare a lipidelor si proteinelor, precum
si ale componentelor sistemului antioxidant la pacientii cu si fara RIS.
Analiza paternului morfologic al RIS si indicilor remodelarii coronariene estimati prin
metoda IVUS (ultrasonografia intravasculara) si OCT (tomografie coerenta optica).
Evaluarea expresiei si cantitatii de RLO (radicali liberi de oxigen), TNF-a si IL-1p in
paternul tisular al stentului stenozat, precum si corelarea acestora cu continutul lor in serul
sanguin.
Determinarea expresiei si cantitatii e-ARN (acid ribonucleic extracelular), estimat drept un
factor cu actiune trigger asupra raspunsului inflamator si apoptozei celulare in paternul
tisular al stentului stenozat, precum si a corelarii cu cantitatea RLO, TNF-a, IL-1f si gradul

de restenoza.

. Evaluarea caracterului reorganizarii matricei extracelulare in segmentul coronarian cu RIS

prin determinarea paternului morfologic al colagenului fibrilar de tip I si Il (raportul
cantitativ colagen fibrilar/colagen fibrilar degradat).

Evaluarea marcherilor degradarii, CITP (telopeptidul carboxi-terminal al colagenului 1) si
sintezei PICP (peptidul carboxi-terminal al procollagenului I) ai colagenului fibrilar de tip |
in segmentul coronarian precum si corelarea lor cu gradul de restenoza, numarul de
macrofage in zona neointimei.

Determinarea in dinamica a modificarilor sanguine ale oxidului nitric la pacientii supusi
angiopalstiei.

Evaluarea in vitro a actiunii Ang 1-7 mediate prin receptorii mass asupra reactivitatii
vasculare periferice si coronariene pe fondalul disfunctiei endoteliale diabetogene, precum si

actiunea Ang 1-7 asupra efectului vasoconstrictor al Ang II.



Noutatea stiintifica si originalitatea studiului.

Tn premiera absoluta s-a determinat expresia si cantitatea ARN extracelular Tn paternul
tisular al segmentului coronarian cu RIS.

Pentru prima data s-a efectuat corelarea cantitatii ARN extracelular prezent in media si zona
neointimei a restenozei cu indicii cantitativi ai TNF-alpha, IL-1B, RLO si gradul de restenoza.
Implicatia inflamatiei si stresului oxidativ este confirmata si prin evaluarea nivelurilor circulante
ale marcherilor iminenti.

S-au adus noi dovezi privind particularitatile reorganizarii matricei extracelulare Tn
patogenia RIS, rolul acesteia si a activarii colagenazei IV care scindeaza lamina elastica interna
si contribuie la migrarea celulara si hiperplazia neointimei. Acumularea Tn neointima a
moleculelor de colagen degradat constituie Tn asociere cu miocitele netede secretoare un
mecanism de hiperplazie a acesteia. S-au obtinut evidente noi cu privire la turnover-ul
colagenului I (PICP, CITP).

Pentru prima data s-a demonstrat, ca destructia si reorganizarea matricei extracelulare
asociaza evolutia restenozei intra-stent. Oportunitatile bine definite sunt: reducerea ratei de
sinteza a colagenului fibrilar de tip 1, augmentarea degradarii colagenului fibrilar de tip I,
acumularea colagenului de tip 11, cresterea semnificativa a raportului colagen I11/1 odata cu
avansarea gradului de restenoza. De consemnat ca devierile marcherilor PICP si CITP in tesut si
sange sunt similare.

Tn premiera pentru Republica Moldova a fost aplicatai metoda de evaluare a paternului
morfologic al leziunilor coronariene la pacientii expusi angioplastiei prin OCT cét si s-a evaluat
mecanismul restenozei in stenturile DES.

Tn premiera mondiala s-a apreciat efectul Ang 1-7 asupra reactivitatii vasculare periferice si
coronariene n disfunctia endoteliala diabetogena, precum si rolul receptorilor mass in
promovarea actiunii vasoconstrictoare a Ang II.

Rezultatele principial noi pentru stiinta si practica obtinute constau in elucidarea unor
mecanisme noi ale hiperplaziei neointimei si reorganizarii matricei extracelulare ce se afla la
baza evolutiei restenozei intra-stent, prin care s-au consolidat repere importante ale patogeniei
remodelarii coronariene negative dupa angioplastie, contribuind astfel la optimizarea
diagnosticului si pronosticului RIS, precum si la conturarea tintelor terapeutice de prevenire sau
atenuare a restenozei.

Semnificatia teoretica.

Rezultatele obtinute contribuie la elucidarea mecanismelor oportune ale restenozei intra-

stent, la integrarea apanajului fiziopatologiei ce vizeaza hiperplazia neointimei. S-a completat si
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perfectat conceptul ce vizeaza rolul inflamatiei si al stresului oxidativ Tn remodelarea

coronariana negativa dupa angioplastie.

A fost descifrat rolul e-ARN ca factor trigger al procesului inflamator din restenoza si
decelata reducerea activitatii RNA-azei la pacientii cu RIS, evidente care se pot utiliza Tn
elaborarea unor metode de crestere a acestui ferment atat pe cale endogena, cét si prin interventii
exogene (e.g. stenturi imbibate cu aceasta enzima).

S-au desemnat particularitati inedite privind interactiunea diferitor componente ale
sistemului renina-angiotensina-aldosteron si rolul receptorilor mass in reactivitatea vasculara
periferica si coronariana compromisa prin disfunctia endoteliala.

Valoarea aplicativa.

Studiul prezent a consolidat criterii importante de apreciere a riscului RIS si trombozei prin
intermediul tomografiei de coerente optice si al ultrasonografiei intravasculare, precum si a
fezabilitatii diagnostice a marcherilor care se coreleaza autentic cu indicii morfofunctionali
estimati invaziv. Rezultatele studiului ofera noi optiuni de diagnsotic si pronostic al restenozei
intra-stent prin utilizarea marcherilor inflamatiei nespecifice si ai stresului oxidativ cu valoare
predictiva concludenta privind hiperplazia neointimei. Au fost argumentate unele strategii
terapeutice farmacologice aplicate cu scopul prevenirii sau atenuarii RIS prin modularea
mecanismelor patogenetice cheie ale acestei complicatii.

Aportul personal in efectuarea lucrarii

Elaborarea conceptului si design-ului de studiu, adaptarea chestionarului si selectarea
metodelor de studiu, colectarea materialului, participarea nemijlocita la efectuarea atat a
analizelor de laborator cat si a investigatiilor de diagnostic si tratament. Procesarea statistica,
analiza tuturor materialelor acumulate si redactarea tezei.

Rezultatele stiintifice principale Tnaintate spre sustinere:

1. n lotul general de 438 de pacienti care au fost supusi angioplastiei angina pectorali si
leziunile multicoronariene s-au constatat ih 86,76% si, respectiv, 81,74% de cazuri. Incidenta
diabetului zaharat la pacientii care au dezvoltat restenoza intra-stent a fost net superioara
comparativ cu indicele lotului de pacienti fara RIS: 38,48 versus 27,1%.

2. Aplicarea metodei IVUS a individualizat superioritatea numerica a cazurilor de prezenta a
restenozei focale in stenturile DES comparativ cu BMS: 83,3 vs 19,4%, iar raportul ariei de
hiperplazie a neointimei a avut o relatie inversa: 1,4+1,3 vs 2,5+0,7 mm?. Vizualizarea
segmentului coronarian prin OCT permite identificarea paternelor morfologice de evolutie a
RIS, care in stenturile de generatie noua exceleaza fata de stenturile de prima generatie prin

valori mai reduse Th medie cu 20% ale ariei de hiperplazie a neointimei.
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3. Tn premiera mondiala s-a demonstrat, ca evolutia restenozei intra-stent este asociata de
majorarea semnificativa a expresiei si cantitatii ARN extracelular in paternul tisular al RIS,
care deja in media musculara a RIS de grad moderat atinge cote duble fata de indicele inerent
arterei coronariene normale.

4. Cresterea expresiei ARN extracelular Tn restenoza intra-stent impune conotatii patogenetice
certe vizavi de hiperplazia neointimeli, substratul de baza al RIS, Tntrucat cantitatea acestuia
demonstreaza corelatii de intensitate Tnalta cu continutul TNF-alpha (r=+0,8838), de radicali
liberi de oxigen (r=+0,799) si cu numarul de macrofage pe o unitate de suprafatd a
neointimei (r=+0,8375).

5. Rezultatele microscopiei fluorescente indica asupra fenomenului de reorganizare a matricei
extracelulare in RIS, manifestata prin degradarea exagerata a colagenului fibrilar de tip I, iar
moleculele de colagen | denaturat prezentdnd o componenta importanta a neointimei.
Cantitatea marcherului de sinteza a colagenului fibrilar de tip I (PITP) scade proportional
gradului de restenoza la rate de pana la 75-85%, iar a marcherului de degradare (CITP),
dimpotriva — se eleveaza la rate de pana la 3,5-3,8 ori.

6. Augmentarea procesului de scindare a colagenului fibrilar de tip | se anuntd ca o
repercusiune a activarii metaloproteinazei-2 (MMP-2 sau colagenaza 1V) pe fondalul
diminuarii expresiei inhibitorului ei specific, iar degradarea matricei extracelulare si a
laminei elastice interne cu continut bogat de colagen fibrilar de tip IV detine un rol
concludent Tn migrarea celulelor musculare netede vasculare ce preiau fenotipul secretor.

7. Determinarea nivelelor circulante ale marcherilor de degradare si sinteza a colagenului
fibrilar de tip I, e-RNA, precum si ale RNA-azei la pacientii cu restenoza intra-stent trece in
evidenta modificari similare cu cele atestate in studiul morfologic, fapt ce semnifica valoarea
lor predictiva pentru riscul de evolutie a RIS.

8. Utilizarea panoului multi-marcher tradus prin estimarea n sdnge a peste 35 de marcheri ai
stresului oxidativ si inflamatiei sistemice aduce la apel rolul acestora in remodelarea
coronariana negativa dupa angioplastie, fapt ce este in consonanta cu datele studiului
morfologic ce evidentiaza cresterea expresiei RLO, TNF-alpha si IL-1beta. Valoare de
predictor al riscului RIS detin DAM, AAT, rezistina, heregulina-1beta, 1L-6 si IL-8.

9. Evaluarea in vitro a reactivitatii vasculare periferice si coronariene in disfunctia endoteliala
diabetogena denota rolul actiunii Ang 1-7 mediata prin receptorii mass in controlul benefic al
vasomotricitatii compromise de carenta de NO. Efectul vaso- si coronaroconstrictor al Ang 11
este semnificativ diminuat de catre Ang 1-7, iar blocarea receptorilor mass, dimpotriva, se

expune prin efect de potentare.



Implementarea rezultatelor stiintifice

Rezultatele stiintifice au fost implementate Tn Clinica Institutului de Cardiologie, in procesul
de instruire la Catedra Cardiologie, Catedra Fiziopatologie si Fiziopatologie Clinica céat si in
activitatea de cercetare a Laboratorului Stiintific Central al Universitatii de Stat de Medicina si

Farmacie ”Nicolae Testemitanu”.

Aprobarea rezultatelor stiintifice.

Rezultatele lucrarii au fost prezentate la diferite foruri stiintifice de nivel national si
internagional: Al 48-lea Congres National de Cardiologie, Romania, Sinaia, 2009; World
Congress of Cardiology, Beijing, 2010; Congress of European Society of Cardiology,
Stockholm, 2010; Poccuiickuii Konrpecc kapauonoros, Mockgsa, 2010; Congress of European
Society of Cardiology, Frontiers in Cardiovascular Biology, Berlin, 2010; Il-ii EBpa3uiickuii
Konrpecc kapauonoros u 1V-it Haimonanbuelii cbe3n kapauosoroB Pecny6nuku benapycs,
Mumnck, 2011; Conferinta Stiintifico - Practica ,,Actualitati in cardiologie”, Chisinau, 2011; Al
50-lea Congres National de Cardiologie, Roménia, Sinaia, 2011; Conferinta Nationala T1n
Medicina Interna, Chisinau, 2011; Al 51-lea Congres National de Cardiologie, Romania, 2012;
Congresul European de Cardiologie, Germania, Munich, august 2012; Al 52-lea Congres
National de Cardiologie, Romania, Sinaia, 2013; MoldMedizin&MoldEnt, Chisinau, 2012,
MoldMedizin&MoldEnt, Chisinau, 2013; Sesiunea XIX a zilelor uniunii medicale balcanice.
Simpozionul cardiologie, Republica Moldova, Chisinau, 2013; The Belgian and International
Trade Fair for Technological Innovation. Bruxelles, 2013; ESC Congress. Frontiers in
Cardiovascular Biology. Barcelona, 2014-2 rapoarte; World Congress of Cardiology. Australia,
Melbourne, 2014 — 2 rapoarte; ESC Congress. Heart Failure, Atena, 2014; ESC Congress.
Barcelona, 2014 — 3 rapoarte; 53-lea Congres National de Cardiologie din Romania, 2014;
MoldMedizin&MoldEnt, Chisinau, 2014; Ill-lea Congres Euroasiatic de Cardiologie, Rusia,
Moscova, 2014 (raport in sedinta plenara).

Materialele tezei au fost aprobate la sedinta laboratorului stiintific ,,Cardiologie
interventionala” al IMSP Institutul de Cardiologie din 23.10.2014 (proces verbal nr. 2); la
sedinta Seminarului Stiintific de Profil ,,Boli interne” (321.01) din cadrul IP Universitatea de
Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” (hotararea SSP din 24.11.2014) si la nivelul
Seminarului Stiintific de Profil, specialitatea ,,Cardiologie si reumatologie” (14.00.06) din cadrul
IMSP Institutul de Cardiologie din 28.11.2014 (proces verbal nr. 13).

Publicatiile la tema tezei. La tema tezei au fost publicate 94 de lucrari stiintifice, inclusiv o
monografie, 6 articole de sinteza, 4 articole in reviste de circulatie internationala, 21 articole Tn

reviste nationale recenzate, 1 articol Tn culegeri stiintifice nationale, 1 articol in culegeri
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stiintifice internationale, 54 de comunicari rezumative incluse Tn materialele congreselor
internationale, 2 brevete de inventii distinse cu 5 medalii de argint la Saloane de Inventica
europene si mondiale, 9 din publicatiile mentionate sunt de monoautorat.

Volumul si structura tezei. Teza este scrisa in limba romana, expusa pe 251 pagini si consta
din introducere, 7 capitole, sinteza rezultatelor, concluzii generale, recomandari practice,
rezumate Tn limba roméana, rusa si engleza si bibliografia cu 272 de referinte. Materialul ilustrativ
include 91 de tabele si 41 de figuri.

Cuvinte-cheie: restenoza intra-stent, inflamatia sistemica, stresul oxidativ, predictori ai
restenozei, angiocoronarografie, ultrasonografie intracoronariana, tomografia de coerenta optica,
acid ribonucleic extracelular.

CONTINUTUL TEZEI
1. REPERE CONCEPTUALE CONTEMPORANE ALE REMODELARII
CORONARIENE NEGATIVE SI EVOLUTIA RESTENOZEI INTRA-STENT

La acest compartiment de investigatii se face o trecere in revista a literaturii de specialitate,
care se refera la complexitatea reperelor conceptuale privind fiziopatologia evolutiei remodelarii
coronariene negative dupa angiopalstie si a restenozei intra-stent. Sunt expuse dovezile stipulate
n literatura de domeniu vizavi de rolul inflamatiei sistemice si stresului oxidativ in remodelarea
vasculara si coronariana, inclusiv in formatul reactiei de raspuns la injuria vasului. Sunt
evidentiate principiile abordarii panoului multi-marcher Tn evaluarea intensitatii si diseminatiei
inflamatiei sistemice, a stresului oxidativ, precum si predictorilor de diagnostic si prognoza a
remodelarii coronariene negative. Sunt elucidate mecanismele prin care interfata ce angreneaza
raspunsul inflamator, stresul oxidativ si disfunctia endoteliala contribuie la acumularea in zona
neointimei a celulelor proinflamatoare si stimularea expresiei moleculelor de adeziune
intercelualra. Este desemnata semnificatia fiziopatologica a marcherilor specifici ai inflamatiei
sistemice si stresului oxidativ, originea celulara a acestora, modalitatea de interactiune si
valoarea diagnostica. Tn contextul exacerbiarii leziunilor endoteliale coronariene in cadrul
manevrei de implantare a stentului sunt descrise beneficiile ale actiunii vasotrope a Ang 1-7,
mediara prin receptorii mass, manifestate prin contracararea efectelor mitogene, de crestere si
vasoconstrcitorii Ang 1l mediate prin receptorii AT1. Sunt elucidate cauzele si factorii care
pericliteaza mecanismele oportune de control al migrarii si proliferarii celulare (in primul rand a
celulelor musculare netede coronariene), procese ce se afla al baza hiperplaziei neointimei,
substratul morfologic al restenozei intra-stent. Un accent deosebit este acordat caracterului
reorganizarii matricei extracelulare care faciliteaza migrarea miocitele netede coronariene cu

fenotip secretor. Este trecut in evidenta rolul metaloproteinazelor MEC, familii de enzime
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proteolitice cu continut de serina si cisteina, Tn sinteza si degradarea componentelor proteice ale
citoscheletului interstitial, precum si al factorilor trigger ai activarii acestora. Sunt relatate
n estimarea turnover-ului acestei proteine importante a MEC. Prin prisma relatarilor recente ce
vizeaza ARN extracelular drept o molecula de alarma a injuriei celulare sunt expuse evidentele
de angrenare a factorilor proinflamatori si factorilor trigger ai apoptozei celulare, precum si
rezultatele experimentale cu referire la aportul ARN-azei in atenuarea leziunilor celulare induse.
de vizualizare a leziunilor coronariene, cum ar fi IVUS si OCT.
2. MATERIALUL DE STUDIU SI METODELE DE INVESTIGARE

2.1. Proiectarea cercetarii si protocolul de studiu

Prezentul studiu si-a propus drept obiectiv evidentierea premiselor (factorii de risc) care
conditioneaza aparitia si dezvoltarea restenozei, precum si evaluarea mecanismelor patogenetice
ale acestei complicatii severe ce poate apare dupa interventia PCI.

Lotul general de studiu a incadrat succesiv 438 de pacienti care au suportat in diferite
perioade de timp procedura de angioplastie coronariana efectuata la nivelul Departamentului
Cardiologie Interventionala al Institutului de Cardiologie. O parte din acestia au fost recrutati
cand dupa o perioada de timp s-au prezentat pentru consult medical cu acuze incadrabile in
semiologia fenomenului de restenoza, confirmata apoi angiografic. O alta parte din ei au fost
depistati activ, invitand réand pe rand pacienti care la examenele angiografice anterioare aveau
restenoze de grade moderate — pana la 50% si care intre timp s-ar fi putut constitui in restenoze
periculoase. Toti cei 438 de pacienti inclusi in studiu prezentau stenoze coronariene de >50%,
pentru care ulterior au fost supusi procedurii PCI cu implantarea de stent.

Pentru fiecare din acesti pacienti s-a completat un chestionar care includea informatii
anamnestice, clinice, tehnica PCI etc., cca 560 indicatori.

Dupa procedura de angioplastie lotul general (438 pacienti) a fost divizat in 2 loturi: lotul 1
includea pacientii care au dezvoltat restenoza (in continuare pacientii cu restenoza - 117) si lotul
2 - pacientii care nu au dezvoltat restenoza (in continuare pacientii dupa angioplastie - 321). La
randu-le, aceste 2 loturi au fost subdivizate in 4 subloturi: sublotul 1 a inclus pacienti cu
restenoza care sufereau si de DZ (38 pacienti) si sublotul 2 pacientii care au dezvoltat restenoza
dupa PCI dar fara DZ (43 pacienti). Tn sublotul 3 s-au inclus pacientii dupa angioplastii care nu
au dezvoltat restenoza dar sufereau de DZ (36 pacienti), iar in sublotul 4 — pacientii care nu au
dezvoltat restenoza dupa PCI si nu sufereau de DZ (40 pacienti).

Diagrama de ansamblu a studiului realizat este prezentata in figura nr.1.
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La pacientii din ambele loturi si, respectiv, din cele 4 subloturi au fost evaluati marcherii
stresului oxidativ, marcherii inflamatiei precum si valorile NO. Aceiasi indicatori au fost evaluati
si la lotul martor — 50 de persoane sanatoase. Marcherii sus numiti au fost evaluati preprocedural,
si la 24 ore, 1, 3, 6 si 12 luni postprocedurale. Un grup de 39 pacienti a fost examinat prin OCT
siinca 47 pacienti - prin IVUS.

Un alt bloc de investigatii s-a realizat pe punctul unui studiu experimental (montat pe
animale de laborator), care a estimat parametrii reactivitatii vasculare periferice si coronariene
n contextul disfuntiilor endoteliale diabetogene. De asemenea a fost evaluat rolul Ang. 1-7 si a
receptorilor mass.

Explorarile morfologice au fost realizate pe tesutul preluat din zona restenozei intrastent de
la 19 pacienti decedati. Studiul morfologic a inclus determinarea in segmentul vasului restenozat
a ARN extracelular, MMP2, colagenului tip I, 1ll, PICP si CITP, TNF-alfa, RLO, IL-1 beta,

macrofagelor.

Design-ul studiului

438 pacienti cu PCI — lotul general Studiul experimental

. I < . Reactivitatea vasculara
Lotul de studiu (lotul 1) — 117 de pacienti cu RIS dup& PCI (45 cu diabet zaharat) periferica si coronariana
Lotul de referinta (lotul 2) — 321 de pacienti fara RIS dupa PCI (87 cu diabet zaharat) ;

n disfunctia endoteliald

Diabetogena. Rolul:
Ang 1-7
Receptorilor mass

Caracteristica clinica, completarea anchetelor elaborate (560 ntrebari)

19 pacienti cu RIS 81 pacienti din Lotul | (RIS): 76 pacienti din Lotul Il (-RIS) Lotul martor- 50 de
decedati. , persoane sanatoase
Studiu moforlogic. / \ / \

Sublot 1 Sublot 2 Sublot 3 Sublot 4

(38 pacienti) (43 pacienti) (36 pacienti) (40 pacienti)

RIS+DZ RIS-Dz RIS+DZ RIS-DZ
ARN extracelular . -
ARN-aza Markerii inflamatiei.
MMP2
Colagenul | . .
Colagenul Il OCT. IVUS || Markerii inflamatiei si stresului oxidativ: Markeril stresulul
PICP si CITP _39’ 47 Preprocedural; oxidativ.
;Tg—alpha N=s9, n= Postprocedural: 24-48 ore, 1, 3, 6 si 12 luni.
IL-1beta
Macrofage

Analiza statistica: criteriul t-Stiudent, testul x 2 si

coeficientul r-Pearson
Figura 1.
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2.2 Analiza multiaspectuala a parametrilor clinico-statutari si morfo-functionali care
concura la aparitia restenozei

Obiectivul central al studiului initiat s-a axat asupra restenozei, de aceea cercetarile si
analizele s-au realizat n vederea evidentierii premiselor ce concura la dezvoltarea acestei grave
complicatii. Cercetarile de profunzime s-au concentrat deci asupra pacientilor la care la diferite
etape poststentare s-a produs complicatia de restenozare a segmentului abordat, iar rezultatele
fiind comparate cu cele ale pacientilor ce nu au produs aceasta complicatie.

Astfel, aparitia restenozei s-a analizat in functie de apartenenta de sex, 1n relatie cu
premisele anatomice ale injuriei vasculare, cu modalitatea de abordare tehnica, cu tipul de stent
montat, cu programul de conduita terapeutica postinterventionala, inclusiv medicatia cu statine si
indeosebi 1n functie de statutul diabetic al acestor pacienti.

Tn tabelul 2.1. sunt prezentate datele clinico-statutare si factorii de risc major pe care fi
comporta pacientii ce se preteaza interventiei de revascularizare coronariana.

Tabelul 2.1. Parametrii clinico-statutari de ansamblu ai pacientilor incadrati in studiu (n=438)

Caracteristici evaluate Indicator general
Varsta 35-78
(58,49+ 0,38)
Sexul barbati — 333
femei — 105
FE 53,08+0,35
Leziuni monovasculare 80 (18,3%)

Leziuni multivasculare

358 (81,8%)

Angina stabila
Angina instabila
IM anamnestic

380 (86,8%)
29 (6,6%)
266 (60,8%)

Diabet zaharat

132 (30,1%)

Tabagism 27 (6,2%)
Dislipidemie 327 (74,7%)
HTA 386 (88,1%)

2.3 Evaluarea indicatorilor stresului oxidativ si al inflamatiei la pacientii supusi
angioplastiei

Determinarea gradului de leziuni tisulare s-a efectuat si prin studiul proceselor de peroxidare
cu radicali liberi, starii sistemului antioxidant si altor parametri homeostazici la pacientii supusi
angioplastiei:

¢ Intensitatea proceselor de peroxidare a lipidelor (PPL) la pacienti a fost estimata in serul
sanguin dupa nivelul dialdehidei malonice, produsilor proteici de oxidare avansata (PPOA),
produselor finale de glicare avansata (PFG), albuminei ischemic-modificate (AIM), oxidului

nitric (NO) si a S-nitrozotiolilor;
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e Potentialul antioxidant a fost apeciat prin studierea activitatii antioxidante totale (AAT),
nivelului superoxiddismutazei si catalazei, continutului de grupari tiolice ale proteinelor,
dipeptidelor histidinice si ceruloplasminei in serul sanguin;

e Parametrii ciclului glutationic au fost apeciati prin evaluarea activitatii
glutationreductazei, glutationperoxidazei, glutation-S-transferazei, y-glutamiltranspeptidazei;

e Determinarea gradului de exocitoza a hidrolazelor lizozomice Tn urma destructiei
biomembranelor celulare si degranularii leucocitelor in focarul patologic s-a realizat pe baza
determinarii activitatii N—acetil- B-D-glucozaminidazei in serul sanguin [7];

e Valorile ceruloplasminei — o proteina a fazei acute a inflamatiei cu proprietati
antioxidante si care prognosticheaza evolutia procesului inflamator au fost estimate in serul
sanguin conform metodei descrise de Kon6 B.I'., Kameimnuxos B.C.[8], iar dipeptidele
histidinice au fost dozate prin metoda elaborata de Cesepun C.E. [9].

2.4. Studiul morfologic

Explorarile morfologice s-au efectuat pe paternul tisular al restenozei preluat de la 19
pacienti cu RIS decedati, investigatiile fiind realizate Tn colaborare cu dl Sava Costin, dr. hab.
med., prof. universitar, seful Departametnului Biologie Moleculara si Structurala al Institutului
Max-Planck de Cercetare a Inimii si Plamanului (Bad-Nauheim, Germania).

Microscopia fluorescenta. Criosectiunile cu grosimea de 5 um au fost uscate si spalate Tn
bufer salin fosfat (BSF). Dupa incubare de 30 min cu albumina de ser bovin, mostrele au fost
incubate circa 12 ore cu anticorpi primari (tab. 2.2).

Tabelul 2.2. Chiturile de anticorpi, provenienta acestora, caracteristicele functionale si

dilutiile utilizate Tn cursul investigatiilor morfologice

Anticorpi Clonul/Numar de Firma Sursa Dilutia
catalog

Collagen | COL-1 Sigma Monoclonal 1:50
Collagen 111 600-401-105-0.1 Rockland Policlonal 1:300
PINP ABIN1173987 Biocompare Policlonal 1:100
CITP - Cadou de la Dr. Risteli* | Policlonal 1:100
CD68 PG-M1 Dako Monoclonal 1:50
TNF-alpha AS-1 Santa Cruz Monoclonal 1:100
IL6-beta 16806-1-AP Acris Policlonal 1:500
SM-actina 1A4 Sigma Monoclonal 1:250
MMP2 5G3 Acris Monoclonal 1:100
TIMP1 PA1-85923 ThermoScientific Policlonal 1:200

Acidul ribonucleic extracelular s-a determinat prin Sytox® dupa metoda descrisa de Hector

A. Cabrera-Fuentes, Marisol Ruiz-Meana, Sawa Kostin, et al. [10].
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Apoi, mostrele au fost spalate in BSF si incubate timp de 60 min cu anticorpi secundari
(1gG) catre biotina murina sau de iepure (Dianova), dupa ce s-au incubat cu streptavidina
conjugata (Cy2 sau Cy3). Nucleele au fost colorate Tn albastru prin DRAQ5 (Alexis) sau DAPI
(probe moleculare). Sectiunile tisulare au fost examinate utilizand microscopia confocala laser
(Leica TCSSP2). Pentru a individualiza sectiunile optice confocale s-au utilizat linzele Leica
Planapo x 40/1.00 sau x 63/1.32. Fiecare imagine scanata avea o rezolutie de 1024 x 1024 pixels.
Pentru a ameliora calitatea imaginilor, fiecare din aceasta a fost racordata la intensitate medie a
semnalelor si transferata in dispozitivul grafic de silicon, pentru a obtine imagine
tridemensionala, utilizand sistemul multi-canal de procesare Bitplane (Elvetia).

Determinarile cantitative prin imunofluorescenta. Au fost examinate criosectiunile de la
cel putin 2 blocuri tisulare diferite. Toate mostrele au fost simultan imunologic marcate cu
anticorpi primari si secundari in conditii identice de fixare si diluare. Sectiunile prelucrate in
BSF si care n-au fost expuse la anticorpii primari au servit drept martor negativ. La fiecare proba
preluata de la pacient au fost analizate randomizat cel putin 10 campuri de viziune prin
intermediul microscopului imunofluorescent Leica (Leitz DMRB), aplicand obiectivul Planopo x
40. Criosectiunile marcate imunologic au fost studiate prin analiza de imagine (Leica) si
Software-ul Image J. Pentru fiecare proteina s-a stabilit un set specific, mentinut constant in toate
masurarile. Zona marcajului specific al MPM-2 (metaloproteinaza matricei-2) si al ITMPM-2 s-a
calculat ca valoare procentuala din marcajul pozitiv inerent ariei tisulare.

Hibridizarea in situ. A fost aplicata pentru analiza micro-ARN/145 si micro-ARN/143.
Prima banda a ADN-lui complementar s-a sintetizat din ARN miocardial uman. Reactiile de
transcriptie inversa realizate prin intermediul Supersrcipt Il (Invitrogen) si OligodT (Promega)
au fost urmate de reactia PCR cu polimeraza 5U Taq (0,2 pmol) iminentd micro-ARN/145.
Secventele amplificate prin PCR au fost purificate, clonate in pCRII-TOPO vector (Invitrogen) si
ordonate. Probele sintetizate pe TOPO-ANP au fost liniarizate prin plasmid Hind 111 si EcoRl,
utilizdnd ARN-polimeraza T7 sau Sp6 (Promega) si marcate prin digoxigenina. Hibridizarea in
situ s-a efectuat utilizand anticorpi catre digoxigenina conjugata prin alcalina fosfata. Intensitatea
micro-ARN/145 s-a determinat utilizand Imaje J si s-a estimat ca unitati de intensitate pe arie
tisulara.

Examenul cantitativ prin PCR in timp real. ARN-ul total a fost extras din tesutul
vascular, utilizdnd reagentul TRIzol (Invitrogen Life Technologies, USA). Dupa tratarea cu
AND-aza (enzima care catalizeaza scindarea hidrolitica a legaturilor fosfodiesterice ale AND-
ului, TURBO DNA-free Ambion, ARN (100 ng) a fost transcris invers (Superscript I,

Invitrogen). ADNCc a fost amplificat Tn sistemul PCR (reactia de polimerizare in lant) Tn timp real
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(PCR-TR) iCycler. Mostrele au fost supuse la 3 masurari cu cel putin 2 repetari independente ale
experimentului.

Cantitatea relativa a transcriptului normalizata cu ARN 18 S s-a calculat urméand procedurile
standarde acceptate [11,12].

2.5. Metodele de procesare statistica

Semnificatia discrepantei statistice intre loturi a fost estimata utilizdnd coeficientul de
Tncredere t-Student. Pentru determinarea acestuia s-au calculat valorile mediei aritmetice (M), ale
erorii medie a mediei aritmetice (m) si ale sumei devierilor patrate. Probabilitatea erorii a fost
calculata utilizand tabelele speciale pentru valoarea p in functie de valoarea coeficientului de
incredere t. Devierea valorii medii a indicelui explorat fata de valoarea de referinta (sau martor)
se considera statistic semnificativa, daca probabilitatea erorii nu depaseste 5%, deci p<0,05.
Pentru aprecierea semnificatiei diferentei dintre valorile absolute s-a utilizat testul X?, iar a
corelatiei dintre variabilele loturilor de comparare — coeficientul r Pearson.

3. PARAMETRII CLINICO-STATUTARI Al BOLNAVILOR CORONARIENI SUPUSI
INTERVENTIEI DE ANGIOPLASTIE

3.1. Structura de gender, varsta si alti parametri clinici si biologici ai bolnavilor
incadrati in cercetare

Conform unui program acceptat in Departamentul cardiologie interventionala ca fiind
de protocol pentru conduita diagnostica si curativa a bolnavilor suferinzi de CPI (cardiopatie

ischemica), pacientii cu stenoze ale vaselor coronariene, sunt examinati minutios, sub multiple
aspecte si din diferite unghiuri de vedere, pentru a surprinde si cataloga preconditiile
incriminate ca avand valoare in dezvoltarea stenozei coronariene in general si a complicatiei de
restenoza n special.

In studiu au fost nrolati, precum am mentionat, 438 de pacienti care au urmat
procedura de angioplastie, dar ne-am concentrat ca efort de investigare asupra a 117 pacienti
care la diferite etape de evolutie postinterventionala au produs complicatia de restenoza a
vaselor coronariene pe care s-au montat diferite tipuri de stent.

Pornind de la faptul ca factorii etiologici ai restenozei nu se cunosc, analiza preconditiei

si postconditiei poate contribui la descifrarea patogeniei restenozei.

Sorgintea afectiunii de cardiopatie ischemica se defineste de impactul ce combina
asocierea unor factori de risc major pentru dezvoltarea si eventuala vulnerabilitate a placii
ateromatoase, cum ar fi hipercolesterolemia, fumatul, diabetul zaharat si alte conditii clinice si
premise biologice, prin care asemenea pacienti necesita abordare sistemica in scopul

stabilizarii profilului de risc Tnalt, care poate conditiona obliterarea diferitor segmente ale
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circuitului magistral, inclusiv in sistemul coronarian (tabel 3.1).

Din cele constatate n lotul general de studiu a reiesit, ca circa 88% de pacienti sufereau
de HTA gr.ll si llI; dislipidemii prezentau circa 74,7%, o treime din pacienti sufera de diabet
zaharat. Obisnuinta tabagica era prezenta la 6,2% din cei examinati. De notat ca peste 2/3 din
pacienti (70,4%) practica un regim de activitate fizica moderata sau de regim intensiv, Tn schimb
o0 treime din pacienti sunt evident predispusi spre sedentarism. De consemnat si unele diferente
de gender pentru unii factori de risc major: femeile din lotul destinat cercetarii mai des au
prezentat hipertensiune arteriala de gradul Il decat barbatii (65,1% si, respectiv, 41,57%) p
<0,001. Tot la acestea s-a atestat mai des diabetul zaharat — 41,9% fata de 26,3% printre barbati,
p>0,01(tabelul 3.1). Printre femei se evidentiaza mai putini fumatori — 1,9% verso 7,1% la
barbati, chiar daca aceste valori nu au atins semnificatie statistica (p>0,05).

Tabelul 3.1. Factorii de risc evaluati la pacientii din lotul general prezentati in functie de sex

Factorul de risc estimat Lotul general Barbati (333) Femei(105) | »? P
abs. % | abs. % abs.| %

HTA

e gr. ll 178 | 40,6 148 | 44,58 30 (28,57

o gr. Il 207 | 47,3 | 138 | 4157 | 69 |65,71]19,28/<0,001
Obezitate sau suprapondere 151 | 345 119 35,74 32 130,48| 0,97 | >0,05
Dislipidemie 327 14,7 246 73,87 81 |77,14|0,45| >0,05
Diabet zaharat 132 | 30,1 88 26,43 44 141,90|9,08 | >0,01
Fumatori 27 6,2 25 7,51 2 1,90 | 4,33 | >0,01
Activitatea fizica

e Minima <30min 121 | 27,6 93 27,93 28 126,67

e Moderata 30-45min 301 | 68,7 225 67,57 76 |72,38|3,07 | >0,05

e Intensiva >45min 16 3,7 15 4,50 1 0,95

Spectrul de asociatii morbide, invariabil prezente la bolnavii suferinzi de cardiopatie
ischemica, a fost examinat la inceput pentru lotul general de pacienti selectati pentru studiu, apoi
si Tn sectiune de subloturi (cu si fara restenoza, apoi si la restenoticii cu si fara diabet zaharat,
functie de varsta si pe sexe etc.). Rezultatele angiogramelor obtinute au evidentiat prevalenta
categorica a pacientilor cu leziuni multivasculare (bi- si tricoronariene) — 358 (81,8%), numai
80 (18,3%) pacienti prezentau leziuni monovasculare.

3.2. Tehnicile de interventie percutana aplicate in lotul general de pacienti

Complicatia de restenoza este rezultanta unui concurs de multiple circumstante, desi in
principal se incrimineaza doua ca fiind definitorii pentru evolutia postinterventionala:
traumatismul dublu — unul provocat de balonul de predilatare si expandarea endoprotezei

vasculare (stentului) si cel de al doilea — procesul inflamator suscitat de prima circumstanta cu
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toate consecintele ce emerg din declansarea acestuia. Astfel prin extinderea excesiva a stentului
Cu presiune mare este traumatizata intima vasului, injurie ce amplifica riscul de rupere
coronariana. Subdimensionarea stentului (diametrul nepotrivit sau umflarea neadecvata) este la
fel grevata de riscuri care reies din incongruenta geometrica ce creeaza conditii de tromboza
acuta si restenoza intrastent, uneori chiar la etape tardive postoperationale.

Prin interventiile percutane efectuate in lotul general (438 de pacienti) s-au implantat 582
de stenturi, inclusiv 69 (10,9%) de stenturi implantate direct si 513 (88,1%) prin predilatari cu
balon. La un pacient in medie au revenit 1,33 de stenturi. Au prevalat stenturile medicamentoase
— 309 (53,1%) fata de cele bar metalice — 273 (46,9%). Lungimea stenturilor montate a fost de la
16,51 mm la 20,40 mm, iar Tn diametru stenturile au masurat intre 3,04 si 3,21 mm. Presiunea
medie de umflare a fost de 14,41 Atm.

3.3. Coroborarea complexului de parametri ce specifica lotul care a produs restenoza
intrastent cu cei ai pacientilor ce nu au produs aceasta complicatie

Precum am mai specificat, tinta cercetarilor initiate de noi a fost restenoza intrastent,
complicatie clinica confirmata prin coronaroangiografie.

Tabelul 3.2. Parametrii clinici de ansamblu ai pacientilor ce au dezvoltat restenoza

comparati cu cei ai pacientilor cu angioplastii ce nu au facut restenoza

Parametrul evaluat Lotul cu restenoza (117) |Lotul fard restenozi (321) o2 P
Nr. de % Nr. de %
pacienti pacienti
Tipul anginei
Stabila 89 76,07 291 90,65 | 25,35 | <0,01
a. CFII 17 19,10 102 35,05
b. CF Il 72 80,89 189 64,94 8,15 | >0,01

Instabila 23 19,65 10 3,12
IM Tn anamnestec 75 64,12 190 59,21
QIM 52 69,33 131 68,94
Non Q 23 30,66 59 31,05 1,29 | >0,05
By-pass anterior 8 6,83 11 3,42 16,94 | >0,01
Insuficienta cardiaca

| NYHA 2 1,71 9 2,80

I NYHA 97 82,91 253 78,82 3,51 | >0,05
1 NYHA 18 15,38 51 15,89
HTA

o gqr.ll 42 35,90 136 42,50

o gr.lll 64 54,70 143 44,69 3,56 | >0,05
Exces de greutate sau obezitate 93 79,49 58 18,07 |143,18| <0,01
Dislipidemie 84 71,80 242 75,40 0,69 | >0,05
Diabet zaharat 45 38,48 87 27,10 458 | >0,05
Fumatori 21 17,95 6 1,87 38,32 | >0,05
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Clinica pacientilor cu restenoza (117) se caracterizeaza prin urmatorii indicatori: angina
pectorala stabila a fost inregistrata in 76,1% de cazuri, inclusiv 81% aveau clasa functionala I11.
Angina instabila prezentau 23 (19,65%) de pacienti. Din anamneza celor 117 pacienti ce au
produs restenoza s-a precizat ca 75 (64,1%) aveau antecedente infarct miocardic, inclusiv cu
unda Q — 69,3% suta si 30,6 la suta — fara unda Q. Tn grupul pacientilor cu restenoza 8(6,8%)
persoane au fost supuse anterior interventiei chirurgicale de By-pass. Majoritatea pacientilor cu
restenoza sufereau de insuficienta cardiaca Il NYHA (82,9%). Spre comparatie in lotul de
pacienti cu angioplastii care nu au dezvoltat complicatia de restenoza sufereau de angina
pectorala stabila 291 pacienti (90,7%) inclusiv de clasa functionala 111 - 189 persoane (64,9%).
Angina instabila s-a inregistrat la 3,1% (10 persoane) din pacienti. Antecedente de infarct
miocardic aveau 190 (59,2%) de pacienti, predominand cel cu unda Q (68,9%). 11 (3,4%)
pacienti au suportat anterior operatia de By-pass aorto coronarian anterior. Majoritatea
pacientilor (253 ori 78,8%) prezentau insuficienta cardiaca de gradul Il NYHA (tab. 3.2).

Tn total la cei 117 pacienti au fost depistate 124 restenoze. La pacientii din lotul cu
restenoza intrastent s-au implantat 72 de stenturi metalice. Cel mai frecvent restenoza s-a
dezvoltat pe stentul metalic de tip Vision — 41,7% pacienti. Pe locul doi n lotul cu restenoza
s-a plasat stentul metalic tip Driver - in proportie de 27,8% cazuri.

Stenturile medicamentoase au dezvoltat restenoza mai rar. Tn total la pacientii lotului cu
restenoza au fost implantate 42 de stenturi medicamentoase. Cel mai frecvent implantate au fost
stenturile medicamentoase acoperite cu Everolimus — Tn proportie de 43%, urmate de stenturile
impregnate cu Paclitaxel si Sirolimus — Tn 16,7% cazuri. Mai putine cazuri au fost rezolvate cu
stenturile medicamentoase acoperite cu Zotarolimus. Conform studiului nostru am obtinut
date care ne vorbesc ca la pacientii ce au dezvoltat restenoza presiunea medie de umflare atét
pentru stentul DES cat si BMS a fost mai mare. Acelasi lucru putem spune si despre lungimea si
diametrul stentului, deci la pacientii ce au dezvoltat restenoza se determina o lungime de stent
mai mare verso pacientii ce nu au dezvoltat restenoza, diametrul stenturilor atat DES cat si BMS
s-a determinat a fi mai mic la pacientii cu restenoza, datele fiind statistic valide (tabel 3.3).

La pacientii lotului cu angioplastii coronariene care nu au dezvoltat restenoza au
fost implantate 468 stenturi dintre care: 201 — stenturi simple si 267 — stenturi
medicamentoase. Cel mai frecvent au fost implantate stenturile metalice tip Vision —n

44,7 % cazuri, urmate de tipul Liberte Tn — 17,1% cazuri si Driver —n 11,9% cazuri.
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Tabelul 3.3. Caracteristica tehnica comparata a interventiilor percutane efectuate in lotul

cu restenoze si in cel care nu a produs restenoze

Principiul tehnic considerat Lotul cu restenoze Lotul fara
(117/124 restenoze)|restenoze (321) v p
abs. (%) abs. (%)

Cu stentare directa 20 (3,43) 21 (5,0)

- BMS (metalic simplu) 72 (12,3) 201 (34,5) 9,42 | <0,01

- DES (stent medicamentos) 42 (7,21) 267 (45,8) 9,42 | <0,01
Presiunea medie de umflare stent simplu 14,93 atm. 14,07 atm. <0,001
Presiunea medie de umflare DES 14,51 atm. 14,06 atm. <0,05
Lungimea medie a stentului bar 20,20 mm 19,3 mm <0,05
metalic
Diametrul mediu al stentului bar metalic 3,24 mm 3,19 mm <0,05
Lungimea medie a stentului DES 23,56 mm 22,7 mm <0,05
Diametrul mediu al stentului DES 2,99 mm 3,16 mm <0,05

3.4. Medicatia pacientilor supusi interventiei de angioplastie analizata de pe pozitia
unui factor ce concura sau protejeaza de complicatia restenotica

Materialele acumulate au fost examinate si evaluate comparativ pentru loturile de fond —
bolnavii care au dezvoltat restenoza (117) si bolnavii care au evoluat favorabil dupa
revascularizare (321). Am examinat aceiasi parametri separat pe grupuri clinice de bolnavi cu si
fara diabet, precum si medicatia cu statine, care se considera un factor protectiv important.

Majoritatea pacientilor nrolati in studiu au fost hipertensivi, prezentand si dislipidemii,
fiind tratati cu grupele de medicamente bine cunoscute, raportul carora este prezentat mai jos.
Tnainte si dupa PCI se observa o administrare sistematica a B-blocantelor in proportie de 92,2%
si 89,7%, urmata de administrarea sistematica a IEC 71,9% pre si 72,4% post PCI. Nitratii de
lunga durata si nitroglicerina au fost administrate Tn proportii mai mari Tnainte de PCI si
determinata in declin post abordarea segmentului stenozat. Clopidogrelul a fost administrat
sistematic inainte de PCI in proportii mai mici 9,1% decét dupa procedura de revascularizare
9,5%. Referindu-ne la statine observam o administrare nesistematici a acestora inainte de
procedura n proportii de 51,8% pacienti, acelasi lucru confirmandu-se si dupa abordarea
stenozei coronariene.

In lotul pacientilor care au dezvoltat restenoza se observa o tendinta de majorare
postprocedurala a administrarii B-blocantelor de la 72,6 la 87,9%, IEC de la 59,8 la 76,0%,
antagonistilor de Ca de la 8,5 la 11,7%, aspirinei de la 86,3 la 96,3%. Statinele au fost
administrate intr-o proportie de 27,4% inainte de abordarea restenozei si mult mai frecvent — dup

abordarea acesteia - 74,2%.

20



3.5. Vulnerabilitatea bolnavului diabetic analizata din perspectiva evenimentului de
restenoza

Diabetul este recunoscut demult ca factor independent si agravant in evolutia mai multor
afectiuni, inclusiv a cardiopatiei ischemice si bolii coronariene.

Tn cazul pacientilor diabetici din studiul prezent s-a dedus ca cel mai frecvent factor
morbid de risc ar fi hipertensiunea arteriala, care se atesta de grad mai avansat decit la non-
diabetici: gradul 111 - 56,8 fata de 43,3%; tot la ei se inregistreaza mai frecvent statutul de obez
sau excesul corporal - 41,7% fata de 31,4%. Diabeticii sunt si mai predispusi la sedentarism:
32,6% versus 25,5% la non diabetici.

Analiza comparata a pacientilor diabetici si non diabetici privind frecventa maladiilor de
context a relevat urmatoarele: se atesta diferente pentru incidenta patologiei vasculare periferice
(18,9% si, respectiv, 13,8%) si cea a sistemului urinar (26,5% si 18,3%).

3.6. Incidenta comparatia a complicatiei restenotice printre pacientii diabetici si
nondiabetici

Toti pacientii suspecti clinic ca avand restenoza (acuze de durere toracica, dispnee
accentuata la efort, test de efort pozitiv, etc.) au fost examinati prin coronarografie repetata urma
sa estimeze parametrii complicatiei stenotice. Aceiasi procedura au urmat si pacientii diabetici,
restenoza confirmata angiografic la care s-a comparat cu cea dezvoltata de bolnavii non-
diabetici.

Analizénd restenozele pe criterii de severitate constatam ca gradul afectarii a fost de 2-3
ori mai Tnalt la diabetici, inclusiv pentru fiecare tip de stenozare (50-75%; 75-90%; 90-99% si
ocluzie). Acest coraport se mentine si pentru tipul restenozei (tabelul 3.4).

Tabelul 3.4. Repartitia restenozelor pe criteriul de severitate la diabetici si nediabetici

Criteriul evaluat Nondiabetici % Diabetici % i P
Total restenoze documentate 72 61,54 45 38,46
Severitatea restenozei
- 50-75% 3 4,16 7 15,55
- 75-90% 10 13,88 15 33,33
- 90-99% 25 34,72 35 77,77 4,15 | <0,05
- ocluzie 12 16,66 17 37,77
Tipul restenozei
- la margine de stent 7 9,72 9 20,00
- izolata intrastent 14 19,44 19 42,22
- difuz intrastent 13 18,05 21 46,66 | 2,27 | <0,05
- difuz proliferativ 12 16,66 18 40,00
- ocluzie totala 4 5,55 7 15,55

Nu am tentat sa analizam ca scenariu evolutiv complicatiile, multe din ele majore, cum ar fi
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tromboza acuta sau placa ulcerata intracoronariana, care de obicei evolueaza imprevizibil — cu
consecinte medicale dramatice — IMA (infarct miocardic acut), moarte subita etc., pe care le
implica reabordarea restenozei, aceasta fiind un capitol la care s-au emis deductii postulative prin
realizarea studiului anterior al dlui dr. lon Popovici ,,Optimizarea diagnosticului si tratamentului
invaziv prin evidentierea predictorilor morfofunctionali si biochimici ai restenozei coronariene,
2011”.

Consemnam faptul ca restenoza este un proces lent (survine dupa 3-4 luni si se poate afisa
clinic, ca regula, la etapa de 5- 6 luni postinterventionale), iar in asemenea conditii ramane timp
suficient pentru a evalua posibilitatea unei reabordari interventionale sau chirurgicale, urménd a
premedica pacientul in vederea minimalizarii riscurilor pe care le comporta aceasta complicatie
evolutiva a bolnavilor revascularizati.

4. EVALUAREA MARCHERILOR STRESULUI OXIDATIV SI INFLAMATIEI

SISTEMICE LA PACIENTII SUPUSI ANGIOPLASTIEI

Stresul oxidativ (SO) si inflamatia sistemica (IS) sunt conceptual vizate drept factori
patogenetici redutabili ai afectiunilor cardiovasculare. Evidentele acumulate consolideaza si
aportul acestora in remodelarea vasculara si miocardului. Tn acest context am estimat rolul SO si
IS Tn dezvoltarea restenoza intra-stent dupa angioplastie confirmata prin angiocoronarografie,
aplicand panoul multi-marcher, realizat prin determinarea in sénge a setului principal de
marcheri specifici cunoscuti la ora actuala. Marcherii au fost evaluati comparativ la pacientii
care au dezvoltat RIS (lotul 1) si cei fara restenoza (lotul 11, de referninta), drept indice martor
fiind marcherul iminent persoanelor sanatoase. Tn scopul evidentierii conexiunii diabetului
zaharat cu SO si IS marcherii au fost analizati in fiecare lot functie de prezenta sau absenta DZ.

4.1. Evaluarea nivelelor circulante ale marcherilor stresului oxidativ.

Pentru estimarea intensitatii stresului oxidativ s-a apreciat continutul seric al produselor
de peroxidare a lipidelor si proteinelor, precum si componentele cheie ale sistemului antioxidant.
Dupa angioplastie sau manevra de reabordare a stentului cu RIS marcherii au fost estimati la
distanta de 24 ore, 1, 3, 6 si 12 luni.

La pacientii cu RIS nivelurile circulante ale DAM si PPOA, indicatorii cheie ai activitatii
SO sunt semnificativ elevate comparativ cu marcherii pacientilor fara RIS cu 40,4 si, respectiv,
21,8% (tab.4.1).

Comparativ cu indicele martor, DAM si PPOA eleveaza la pacientii supusi angioplastiei
cu 34-88%. Remarcabil, ca DAM are valoare semnificativ superioara in medie cu 28% la

pacientii cu diabet zaharat, atat in lotul cu restenoza, cat si in lotul de referinta. La pacientii
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diabetici si concentratia produselor finale ale glicarii, un factor de stimulare a formarii RLO, este
semnificativ mai mare, in special in lotul cu RIS (20,2%).

Tabelul 4.1. Valorile serice ale dialdehidei malonice si produselor proteice oxidate avansat

Restenoza Angioplastie
Marcher Lot | Lot Il, P +DZ -Dz P +DZ -Dz P
(valoarea (RIS) [(-RIS) sublotl |sublot 2 sublot 3 sublot 4
martor) Mzm Mzm M+m
DAM, um/l | 9,66+ | 6,88+ | <0,001 | 11,63+ | 9,09+ | <0,05 | 7,98+ 6,2+ | <0,001
(4,81+0,44) | 0,61**%0,26*** 1,03***0,71*** 0,40***| 0,23*
PPOA, um/l| 62,274 51,12+ <0,01 | 62,04+ | 62,314 >0,05 | 53,78+ | 48,00 | >0,05
(47,0+£2,60) | 2,87**% 2,40 3,67** |3,32%** 2,37 | ¥4,40

Legenda: diferente semnificative fata de lotul martor: * - P<0,05; ** - P<0,01; *** - P<0,001;

Nivelul circulant al oxidului nitric nu difera semnificativ intre subloturi, dar se estimeaza
semnificativ depreciat cu 19,7% la pacientii cu RIS vs lotul de referinta.

Concentratia sanguina de S-nitrozotioli, desemnati drept carieri ai NO, este cu peste 25%
mai mica in loturile | si 1l fata de marcherul martor.

Activarea SO la pacientii supusi angioplastiei este determinata de periclitarea sistemului
antioxidant, majoritatea marcherilor caruia sunt diminuati in raport cu nivelul martor, declinul
lor fiind net mai concludent la pacientii cu RIS (tab. 4.2).

Tabelul 4.2. Nivelul seric al marcherilor sistemului antioxidant

Marcher Restenoza Angioplastie
Lot I Lot Il P |(+Dz |-Dz P | +DZz -Dz P

(valoarea| (RIS) | (-RIS) sublot 1] sublot 2 sublot 3| sublot 4

martor) Mzm Mzm M+m
AAT,mM/L| 0,37% 0,35+| <0,05| 0,36x| 0,38+ >0,05| 0,38+| 0,32+ | <0,001
(0,46+0,02)| 0,006 |0,007** 0,01**| 0,007*% 0,01 | 0,006***
SOD,u/c. | 840,21+ |1067,38 <0,01 |1031,12(/800,59+ <0,05 |1038,54|1096,22+ >0,05
(1106,35 |34,13 ***| +37,01 +102,76(33,27** + 55,50 49,56

+36,61)

Catalaza, 15,29+ | 18,44+| <0,01 | 18,93+| 14,73+| <0,01 | 15,37+| 22,04+ | <0,001
mM/L 0,66 ***| 0,82* 1,37 | 0,72%** 0,88*** 0,84
(22,2+1,55)

Ceruloplas{ 302,40+ | 334,05 | <0,01 | 297,29| 302,9+| >0,05 | 315,2 | 352,81 | <0,05
mina, mg/l| 7,17 ** | +9,56 +24,22% 7,54** +13,38*% 2,66
(367+19,8)

GR, nM/s.l| 105,65+ | 101,34 | >0,05 | 96,23+ | 107,2 | >0,05 | 91,72 | 110,9+ | <0,05
(112,46x 4,69 +4,03 10,55 | 5,19 + 5,90 4,76

14,16)

GPO,nM/sl 214,12+ | 214,84| >0,05 | 199,37| 219,24| >0,05| 198,84| 230,85+2 >0,05

(238,18 13,84 | +14,46 +14,72*% +17,95 +16,02* 3,97

+5,85)

Legenda: diferente semnificative fata de lotul martor: * - P<0,05; ** - P<0,01; *** - P<0,001;
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Activitatea antioxidanta totala, un parametru integral al capacitatii antioxidante, este
semnificativ diminuat n medie cu 22% la pacientii supusi angioplastiei fata de markerul martor.

Nivelul circulant al SOD se deceleaza semnificativ redusa cu 24% numai la pacientii cu
RIS, iar continutul seric al catalazei este semnificativ subiacent nivelului martor in ambele loturi.

Totusi, catalaza la pacientii cu RIS este cu 17,1% (p<0,01) mai mica comparativ cu
pacientii fara restenoza.

Ceruloplasmina circulanta este semnificativ diminuata vs markerul martor numai la
pacientii cu RIS, reculul constituind 17,7%.

Componentele sistemului glutation-redox (GR si GPO), cét si activitatea glutation-S-
transferazei nu au un declin semnificativ fata de valoarea marcherilor martor.

Merita atentie faptul ca manevra de PCI sau reabordare a stentului cu RIS se impune prin
cresterea intensitatii stresului oxidant, data fiind elevarea in primele 24 de ore a DAM si PPOA,
pe masura ce AAT si alti marcheri ai defensivei antioxidante diminueaza.

4.2. Evaluarea nivelurilor circulante ale marcherilor inflamatiei sistemice.
Obiectivul de fond s-a proiectat asupra determinarii continutului seric al TNF-alpha,
interleuchinelor si chemochinelor, precum si al 2 marcheri remarcati prin abordare actuala a
sistemului de control al impactului adipokinelor asupra fiinctiei endoteliale, rezistentei la
insulina si raspunsul inflamator.

Majoritatea citokinelor proinflamatoare au niveluri elevate in sénge la pacientii supusi
angioplastiei, acestea fiind mai mari la pacientii care au dezvoltat RIS (tab. 4.3).

Continutl seric al I1L-6 si IL-8 a demonstrat un survol semnificativ peste nivelul martor la
pacientii din ambele loturi. La pacientii cu restenoza intra-stent 1L-6 si IL-8 au valori cu 12-17%
mai mari decat marcherii inerenti lotului de referinta. Un patern similar de modificare suporta si
concentratia sanguina a TNF-alpha, una din citochinele importante in vederea diseminarii
procesului inflamator. Aceasta este la pacientii fara RIS cu 21% mai mare vs marcherul martor,
iar la pacientii cu RIS — cu 30%. Se anunta oportuna elevarea in deosebi concludenta a acestor
marcheri la pacientii diabetici care dezvolta restenoza. Astfel, in cadrul lotului | sporul acestor
marcheri fata de indicii pacientilor non-diabetici atinge cote de pana la 57%.

La pacientii diabetici indiferent de prezenta RIS este notabila majorarea continutului seric
al MCP-1 (proteina chemoatractanta a monocitelor), discrepanta in loturile I si 1l constituind 48
si, respectiv, 57%. Proteina sCD care are rol insemnat in pasajul transendotelial al celulelor
proinflamatoare este semnificativ majorata cu peste 30% la pacientii supusi angioplastiei, dar nu

se constata decalaj autentic intre loturile | si I1.
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O particularitate importanta stabilita la pacientii supusi angioplastiei se contureaza la
analiza rezistinei si heregulinei-1beta. Rezistina, o adipokina implicata in instalarea insulino-
rezistentei, creste semnificativ, cu precadere la pacientii cu RIS (44,6%). Heregulina-1beta,
vizata drept o citochina cu actiune antiinflamatoare, dimpotriva scade semnificativ in sénge, de
asemenea mai pronuntat la pacientii cu restenoza (38,9%). La pacientii diabetici rezistina are o
crestere evidenta numai in cazul evolutiei RIS, demarcind o rati de 48%. Tn mod similar si
heregulina-1beta la pacientii diabetici se depreciaza notabil Tn cazurile de restenoza, reculul fata
de marcherul pacientilor non-diabetici fiind de circa 40%.

Tabelul 4.3. Nivelul seric al marcherilor inflamatiei sistemice

Marcher Restenoza Angioplastie
(valoarea | Lotl | Lotll P +DZ | -DZ P +DZ | -DZ P
martor) Mzm Mzm Mzm
IL-6, 6,55+ | 5,63+ |>0,05 | 8,22+ 5,23+ | <0,001| 6,33+ 4,94+ | >0,01
pg/ml 0,39 *** 0,27** 0,59 *** | 0,29 0,33*** 0,37
(4,7£0,18)
IL-8, 6,656+ | 593+ | >0,05| 759+ | 594+ | >0,01 | 6,86+ | 5,00t | >0,01
pg/ml 0,33 ***% 0,38* 0,55*** | 0,32 0,55** | 0,43
(4,92+0,2)
TNF-o | 7,13+ | 6,64+ | >0,05 | 7,79+ | 6,64+ | >0,05 | 7,29+ 599+ | <0,01
pg/ml  |0,33 *** 0,24** 0,68** 0,25 *** 0,25**% 0,35
(5,47+0,3)
MCP-1, |353,95 | 386,23 | >0,05 | 434,34+ | 293,66 | >0,01 | 473,06+ 299,40+ | <0,01
pg/ml  |£31,72 | £26,83 396 * | £1,08 37,4*** 2250
(303+9,1)
sCD-40, |431,084 457,6+2 >0,05 | 469,92+ |398,71+| >0,05 | 537,774 377,46 | <0,01
pg/ml | 28,16*% 5,07*** 59,47* |13,23 ** 34,95*** 21,54
(336x15)
Rezistina, | 2,95+ | 2,66+ |>0,05 | 3,60+ | 243+ | <0,01| 2,87+| 245+ | >0,05
ng/ml | 0,13**% 0,12*** 0,16 *** | 0,11 * 0,14**% 0,18
(2,0410,1)
Hereguli- | 3,36x| 3,96+ | <0,05 | 2,76+ 4,18+ | <0,01 | 3,70+| 4,23+ | >0,05
na-lbeta | 0,16*** 0,16*** 0,13 *** |0,19*** 0,20***| Q,25%**
(5,5%0,25)

Legenda: diferente semnificative fata de lotul martor: * - P<0,05; ** - P<0,01; *** - P<0,001;

Prin urmare diabetul zaharat si inflamatia sistemica au o interfatd comuna in
fiziopatologia RIS, iar rezistina si heregulina-1beta au in acest sens valoare predictiva.

Asadar, aplicarea panoului multi-marcher demonstreaza cu certitudine rolul stresului
oxidativ si inflamatiei sistemice Tn patogenia restenozei intra-stent si, totodata, transeaza n acest
sens valoarea predictiva pertinenta a unor marcheri, cum ar fi: DAM, PPOA, AAT, catalaza,
SOD, IL-6, IL-8, TNF-alpha, rezistina si heregulina-1beta.
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5. ASPECTELE MORFOLOGICE ANALIZATE PRIN ULTRASONOGRAFIA
INTRACORONARIANA SI TOMOGRAFIA DE COERENIA OPTICA LA PACIENTII
CU RESTENOZA INTRA-STENT

5.1 Mecanismele de restenoza intrastent analizate prin Ultrasonografia
Intracoronariana

Ecografia intravasculara (IVUS) este o tehnica ultrasonografica de imaging diagnostic,
care permite vizualizarea in timp real a endoteliului vascular, adica la momentul efectuarii
examenului coronarografic. Examenul poate decela acumularea progresiva a placii in peretele
arterei si poate furniza informatii importante despre configuratia placii vulnerabile, care se poate
mobiliza si stenoza (prin ingustare) artera [13]. Beneficiul utilizarii 1VUS ca metoda
complementara in timpul reinterventiei pentru restenozarea DES-urilor si datele prezentate nu
au elucidat, Tnsa, la modul satisfacator diferenta mecanismelor care induc restenoza vaselor dupa
aplicarea DES sau BMS. Pe de alta parte dezvoltarea strategiilor de diagnostic si tratament al
restenozei, ar putea contribui la formularea tratamentului individualizat, prin care sa se indice
aplicarea DES sau BMS, in dependenta de gradul riscului de dezvoltare a restenozei.

Tn acest aspect ne-am propus examinarea concomitenta prin angiografie si cu ajutorul
ultrasonografiei intracoronariene la pacientii care s-au prezentat cu restenoza intra-stent, pentru
a reusi precizarea mecanismelor de restenozare si clasificarea modelelor morfologice de
restenoza intrastent ce s-a produs in cele doua grupuri - DES si BMS.

Tn intervalul august 2010 — iulie 2011, prin colaborarea intre Spitalul Riuniti di Bergamo
(Bergamo, Italia) si Institutul de Cardiologie din Moldova au fost identificati 47 pacienti cu
angina recurenta cauzata de restenoza intrastent care indeplineau criteriile protocolului de studiu.

Imaginile angiografice au fost memorizate electronic si analizate de catre Laboratorul
Centrului Coordonator. Calculul automatizat al gradului de stenoza (QCA) s-a efectuat cu
ajutorul unui soft special (CMS, MEDIS, Leiden, Olanda). Documentarea angiografica a
restenozei intrastent a fost definita ca o reducere cu > 50% din diametru lumenului vasului la
nivelul stentului.

Analiza cantitativa si calitativa a inregistrarilor prin IVUS s-a efectuat cu ajutorul unui
program de procesare speciala (Echo Plaque, Indec Systems, Mountain View, California).
Tnregistrarile 1IVUS s-au efectuat Tn sectiuni separate la distanta de 1 mm una de alta si au
Tncadrat toata lungimea stentului, apoi si 10 mm din segmentul vasului de referinta — in sens
proximal si distal, Tn conformitate cu standardele recunoscute. Tn regim semiautomat au fost
determinate contururile lumenului vascular al stentului si ale adventicei (EEM — external elastic

membrane). Variabilele analizate cuprindeau aria de sectiune transversala a lumenului, stentului
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si EEM. Aria de hiperplazie intimala intrastent a fost definita ca aria stentului minus aria
lumenului. Restenoza, conform datelor IVUS, a fost definita ca un segment intrastent cu o arie a
lumenului de <4 mm?; restenoza se considera focala, cand lungimea segmentului stenotic era de
< 10 mm, leziunile multifocale au fost cele dominante, restenoza difuza a fost codificata ca
ingustarea lumenului de > 10 mm in lungime, cu sau fara implicarea marginilor stentului.
Indicele liber de restenoza a fost calculat ca lungimea segmentului liber de restenoza raportat la
lungimea totala a stentului. Aria placii a fost determinata ca aria EEM minus suprafata stentului.
Pentru verificarea eficientei tratamentului au fost utilizate criteriile MUSIC [14].

Rezultate QCA-IVUS. Tuturor pacientilor din studiu li s-a efectuat examinarea QCA si
IVUS. Nu am relevat diferente semnificative intre ariile de sectiune transversala ale segmentelor
de referinta ale celor doua grupuri (DES vs BMS, p=0.26). De asemenea lungimea stentului
examinat si aria minima de sectiune transversala, precum si suprafata medie a stentului au
prezentat valori comparabile pentru cele doua grupuri.

Comparabili s-au dovedit si indicii de expansiune si simetricitate a stenturilor metalice si
celor medicate, ceea ce confirma ca strategiile de implantare originala a stentului au intrunit
conditii similare. Diferente de considerat s-au apreciat pentru lungimea segmentului restenozat
[15], pentru incidenta restenozei focale si indicele de absenta a restenozei [14]. Aceste date
pledeaza in favoarea conceptului ca suportul morfopatologic al restenozei se difera in cele doua
grupuri. Daca n stenturile metalice restenoza prezinta un fenomen difuz, mai mult sau mai putin
omogen, in stenturile medicate acesta este focal cu alternarea zonelor de raspuns perfect. De
consemnat, ca aria de sectiune transversala minima a lumenului a coincis cu aria minima de
sectiune transversala a stentului la 42% din stenturile medicate si la doar 16% din cele metalice.
De mentionat si faptul ca in majoritatea cazurilor observate restenoza focala a stenturilor
medicate s-a pozitionat marginal (73%) si aproape in jumatate de cazuri (48%) reprezenta un
proces care implica ambele margini, asa-numitul fenomen de ,,candy restenosis” care confera
segmentului afectat aspectul angiografic si ultrasonografic de ,bomboana”. Tntr-un caz de
restenoza a stentului medicat, analiza IVUS a depistat fractura stentului. Fenomenul a fost cauzat
de tortuozitatea excesiva a vasului tratat, ceea ce sugereaza ca tehnica implantarii stentului
medicat este importanta: in cazurile Tn care stentul original nu a fost expansionat la modul
adecvat, planeaza riscul dezvoltarii restenozei, ca de altfel si Tn cazurile expansiunii excesive
aplicate unui segment tortuos de artera coronariana. 1n arterele coronariene pe care s-au montat
stenturi medicate (DES) aria transversala a vasului calculata la nivelul membranei elastice
externe cat si aria placii (diferenta dintre aria EEM si aria stentului) a fost semnificativ mai mare,

fapt care s-a soldat si cu diferente intre indicele de remodelare a vasului. Acest fenomen induce
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ideea ca implantarea stentului medicat provoaca o reactie cronica inflamatorie la nivelul
segmentului tratat. Cat priveste hiperplazia neointimala (tesutul care acopera stentul in directia
lumenului), suprafata acesteia a fost net mai intensa in stenturile metalice, evidenta care sustine
conceptul ca mecanismul de baza al restenozei in stenturile metalice este proliferarea
neointimala, cauzata de migrarea celulelor musculare netede, un proces reparativ fiziologic, dar
exagerat Tn cazurile studiate.

Datele angiografice si cele de la examinarea IVUS post-procedurala sunt prezentate in
tabelul 5.1.

Tabelul 5.1. Analiza angiografica a leziunilor restenotice

Parametrul evaluat DES BMS P
N=36 N=18

Date preprocedurale

Diametrul de referinta (mm) 2.71+0.32 2.88+0.31 0.26
Lungimea restenozei (mm) 5.06+0.57 15.14+5.94 0.001
Lungimea totala a stentului (mm) 21.22+45.13 19.52+4.76 0.92
Diametrul minim al lumenului (mm) 1.01+0.36 0.71+0.27 0.07
Restenoza focala, n (%) 10 (83.3%) 2 (11.1%) 0.002

Restenoza difuza, n (%) 2 (16.7%) 16 (89.9%) 0.002
Date postprocedurale

Diametrul de referinta (mm) 2.70+0.34 2.85+0.35 0.27
Diametrul minim al lumenului (mm) 2.54+0.33 2.66+0.39 0.50
% de stenoza reziduala Tn stent 5.72+6.34 6.52+7.41 0.53
Delta diametrului minim (mm) 1.24+0.30 1.68+0.46 0.001

Analiza rezultatelor obtinute prin intermediul tehnicilor de vizualizare intracoronariana
permite dezvoltarea strategiilor personalizate pentru tratamentul percutan al aterosclerozei
coronariene, iar studiul nostru s-a conceput ca un studiu pilot observational, mai mult generator
de ipoteze, care ar putea fi verificate in cadrul marilor studii organizate in mod randomizat.

5.2 Restenoza in stenturile medicate studiata prinTomografia de Coerenta Optica

Tomografia prin coerenta optica (OCT) este 0 metoda inovativa care permite analizarea
peretelui vasului la nivel de microstructura in vivo, in timp real. Deoarece se poate examina
morfologia leziunilor si realiza masurari precise, OCT creeaza conditii ideale pentru masurarea
proprietatilor tesutului vascular. Rapoartele OCT au aratat ca diferite aspecte optice ale tesutului
restenotic prezinta un grad inalt de corelatie cu datele obtinute de la analiza morfologica a
tesutului, realizate cu ajutorul metodelor de histopatologie. Potrivit acestor rapoarte, aspectul
morfologic, mecanismul si timpul necesar formarii tesutului restenotic in DES ar putea fi diferite

de cele observate in BMS [16, 17, 18]. Pentru a obtine o perspectiva asupra mecanismelor,
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aspectelor morfologice, cat si a evolutiei in timp a RIS, am evaluat caracteristicile leziunilor
restenotice in DES de prima generatie si DES de generatia actuala, utilizand OCT (C7
System/Dragonfly Catheter, St Jude Medical, Westford, MA).

Angiografia coronariana cantitativa (QCA). Calculul QCA a fost realizat online de catre
un expert calificat, folosind un software pentru masurare cardiovasculara dedicata (QAngio XA
7.1 Medis Medical Imaging System, Leiden, The Netherlands), selectand imaginea
coronarografica n faza post-diastolica.

Analiza sectiunilor de Tomografie de Coerenta Optica. Imaginile OCT au fost
achizitionate folosind tehnica non-ocluziva, utilizand sonda speciala Dragonfly Imaging cateter
(LightLab Imaging Inc, Westford, MA, U.S.A.). Sectiunile OCT au fost analizate fiecare 1mm
de distanta intrastent, masurand aria de sectiune transversala a stentului (CSA-cross sectional
area), hiperplazia neointimala (NIH-Neointhimal Hyperplasia) si aria de sectiune transversala a
lumenului coronarian rezidual (MLA). Pentru analiza morfologica a tesutului restenozat am
folosit urmatoarele criterii OCT, certificate din punct de vedere a analizei histopatologice: 1)
neointima morfologic omogena; 2) neointima morfologic heterogena; si 3) neo-ateroscleroza.
Caracteristicile RIS au fost comparate sub aspect temporal (grupul 1 cu RIS < 1 an, grupul 2 RIS
> 1 an). Generatiile de DES au fost comparate intre ele cat si cu BMS.

Tn intervalul august 2012 — iulie 2014, prin colaborarea intre Spitalul Papa Giovanni
XXII di Bergamo (Bergamo, Italia) si Institutul de Cardiologie din Republica Moldova
(Chiginau) au fost identificati 39 pacienti cu angina recurenta sau sindrom coronarian acut,
cauzate de restenoza intrastent care indeplineau criteriile de selectie. Studiul curent a incadrat 66
de stenturi, inclusiv 44 de stenturi (28 pacienti) erau de prima generatie DES, alte 22 de stenturi
(11 pacienti) erau de generatia recenta si inca un stent Nobori™. Toti pacientii studiati s-au
prezentat pentru recidiva sindromului anginos: 35 de pacienti cu angina stabila (CF I11-1V) si 4
cu angina instabila (Braumwald cl. 111 sau infarct miocardic).

Tn functie de caracteristicile clinice bazale la timpul implantului de stent nu au existat
diferente majore intre doua grupuri, cu exceptia unei prevalente mai mari de infarct miocardic
anterior in interiorul grupului cu stent de generatia actuala Tn ceea ce priveste restenoza precoce
si cea tardiva (p = 0,04). Tn termen de restenoza precoce artera circumflexa s-a prezentat mai des
ca vas ce necesita tratament repetat in grupul cu stent de prima generatie comparativ cu grupul
de stent de generatia actuala (p = 0.04). Toti pacientii urmau tratament cu Aspirina.

Analiza datelor de coronarografie. Stenturile medicate de prima generatie s-au prezentat
mai frecvent cu restenoza focala, iar in grupul de stenturi de generatia actuala aspectul de

restenoza difuza s-a atestat mai frecvent in cazurile de restenoza precoce (p=0.02). Datele
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cantitative s-au prezentat a fi similare n grupul cu stenturi de prima generatie, cand au fost
comparate in termen de restenoza precoce si tardiva. Tn grupul de stenturi de generatia actuala
restenoza precoce avea un aspect difuz, comparativ cu restenoza tardiva, un diametrul minim de
arie (MLA) si un procent de stenoza (% stenoza) mai accentuat (p<0.01).Tipurile de stent care
au falimentat (ex.: Cypher vs Taxus) in internul unei generatii nu au prezentat diferente statistice.
Perioada libera de restenozi a fost comparabila Tntre generatii in cazul restenozei precoce. n caz
de restenoza tardiva aceasta perioada a fost mai lunga pentru stenturile de prima generatie (37
luni DES de prima generatie vs 15.8 luni DES de generatia actuala, p<0.001).

Analiza cantitativa prin OCT nu a gasit diferente de lungime a leziunii restenotice intre
stenturile de prima si a doua generatie. Valorile ariei de sectiune transversala a tesutului
restenotic au fost mai joase in grupul de stent de generatia actuala atat in cazul de restenozei

precoce cét si tardive (p<0.01) (tabelul 5.2).

Tabelul 5.2. Analiza cantitativa prin OCT

Variabile Stent de prima P Stent de generatia | P
generatie actuala
<1 an >1 an <1 an >1 an
CSA media stent, mm? 5.0£2.1 5.1+1.7 | 0.88 | 8.4+43.2 | 4.3+1.1 | <0.01
CSA media lumen, mm? 1.6+1.3 16+1.2 | 0.86 | 3.2+1.3 | 1.9+0.5 | <0.01
NIH CSA, mm? 3.5¢1.0 35+09 | 091 | 5.2+24 | 2.4+0.7 | <0.01
NIH area % 72.1+£12.1 | 71.4+£14.9 | 0.79 | 61.1+8.4 | 55.54+5.2 | <0.01
Lungimea segm. de stenoza, mm | 7.1+11.9 5.3+6.7 0.62 | 6.4+6.4 | 4.7+25 | 0.50

Analiza calitativa a constatat un aspect omogen al tesutului restenotic, predominant atat
n restenoza precoce, cét si in cea tardiva produsa pe stenturile de prima generatie (tabelul 5.3).

Tn stenturile de prima generatie aspectele de heterogenitate au fost mai putin evidente in
restenoza precoce, dar ele devin mai frecvente in restenoza tardiva. In stenturile de generatia
actuala aspectul de heterogenitate s-a atestat prevalent atat in restenoza precoce, cét si in cea
tardiva. De vreme ce aspectul omogen tindea sa dispara cu timpul, aspectele de neoateroscleroza
au prezentat o crestere importanta anume n faza de restenoza tardiva. Tn timpul investigatiilor
intravasculare si al tratamentului repetat nu s-au notificat complicatii intraprocedurale si
postprocedurale. Toti pacientii au fost externati vii din spital dupa o perioada medie de
spitalizare de 5.7+ 2.3 zile cu ameliorarea simptomatologiei anginoase (CCS, CF IlI- 76%, CF | —
24%).

Important de consemnat ca relatia dintre aspectul morfologic al RIS determinat prin OCT
si sumarul clinic al celor investigati nu este inca bine definita. Sustinem ipoteza ca distinctia

dihotomica Tn aspectul optic omogen si heterogen al tesutului restenotic la momentul actual nu
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are o corelatie clinica di per se. Nu exista date cu privire la riscul de evenimente clinice corelate
cu un aspect optic particular, cum ar fi cel omogen, pestrit sau stratificat. Neoateroscleroza, un
aspect important prezent in analiza noastra, si anume corelatia intre instabilitatea placii si
evenimentele clinice, este descrisa n literatura doar la nivel de ipoteza. In studiul nostru, placile
vulnerabile din interiorul tesutului restenozat au fost rareori prezente, desi numeric se gaseau
intr-o proportie mai mica in DES de generatia actuala. Prevalenta lor s-a dedus similara in cele
doua generatii de DES, inclusiv in functie de prezentarea temporala a restenozei. Rolul
prognostic al neo-aterosclerozei in RIS are nevoie de investigatii suplimentare. Analiza QCA si
OCT a leziunilor a relevat caracteristici mai putin severe in generatia actuala de DES, evidenta
conceptual conforma cu incidenta mai mica de restenoza si de revascularizari repetate prezentate

de studiile clinice postmarketing ale acestor stenturi.

Tabelul 5.3. Analiza calitativa prin OCT

Stent de prima P Stent de generatia P
Variabile generatie actuala
<1 an >1 an <1 an >1 an

Omogena 132 (42.7) | 515(70.8) | <0.01 | 155 (31.2) | 32(22.1) | <0.01
Heterogena 117 (37.9) | 161 (22.2) | <0.01 | 283 (57.1) | 85(58.6) | <0.01
Stratificat 9 (7.7) 69 (42.9) 40 (14.1) | 26 (31.7)

Patat 87 (75) 74 (46.0) 211 (7.5) | 50 (58.8)

Pestrit 21 (18.1) 18 (11.2) |<0.01| 32(11.3) | 9(10.6) | 0.50
Neoatheroscleroza 60 (19.4) 51(7.0) |<0.01| 58(11.7) | 28(19.3) | 0.01
Lipide 59 (19.1) 34(4.7) |<001| 49099 | 26(179) | 0.01
Calciu 20 (6.5) 10(1.4) |<0.01| 7(149 4 (2.8) 0.28
TCFA 3(1.0 7 (1.0) 0.99 2(0.4) 0 (0.0) 0.98
Macrofage 3(1.0) 6 (0.8) 0.73 3(0.6) 0 (0.0 0.35
Microvase 8 (2.6) 2 (0.3 <0.01| 1(0.2 1(0.7) 0.35
Semnal atenuat -700+280 | 1100+430 | <0.01 | 1780+800 | 2100670 | <0.01
Semnal difuz 230£75 730175 | <0.01 | 1100+280 | 1400+230 | 0.01

Per ansamblu, tinem

tesutului restenotic, astfel ca

sa subliniem ca OCT are limite intrinseci Tn analiza calitativa a

Descoperirile OCT nu au fost confirmate prin analiza histopatologica.

diferentierea unora dintre aspectele optice a fost dificila.

Per ansamblu, datele noastre sugereaza ca fenomenul de restenoza in generatia actuala de

DES are un aspect morforlogic si comportamental in timp diferit de restenoza produsa in prima
generatie de DES. Viitoarele studii prospective ar trebui sa evalueze relatia dintre diferitele

aspecte morfologice ale tesutului restenotic cu eventualele evenimente clinice.
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6. MODIFICARI ULTRASTRUCTURALE S| MOLECULARE REPERATE IN
AREALUL DE RESTENOZA CORONARIANA INTRA-STENT

6.1 Raspunsul inflamator in patogeneza restenozei intra-stent

Pornind de la o serie de premise ca cele ce tin de implicarea acidului ribonucleic
extracelular (eARN) in dezvoltarea si exacerbarea leziunilor aterosclerotice, Tn remodelarea
vasculara periferica (e.g. artera carotida), care s-au demonstrat in conditii de alterare mecanica in
experimente pe animale [19], dar si de relatia semnificativa Tntre raspunsul inflamator si
concentratia eARN, ne-am propus sa evaluam cantitatea de eARN 1n peretele coronarian uman
ce a produs complicatia de restenoza intrastent de diferit grad precum si expresia 1I-1p, TNF-
alfa, numarul de macrofage si continutul de radicali liberi de oxigen (RLO), raportul cantitativ al
diferitor proteine ale matricei extracelulare (colagenul de tip I, 1l si IV, metaloproteinazele,
acizii microRNA 143/145).

Tn acest context, am constatat ca nivelul de eARN prezent in peretele arterei coronariene
se afla in raport direct cu gradul de severitate a restenozei. Un spor semnificativ se atesta deja in
RIS de grad minim (Figura 6.1), indice care va creste de peste 2 ori n restenoza de grad moderat
(Figura 6.2). Important de mentionat, ca in RIS moderata cantitatea de e-ARN este mult peste
valorile estimate in RIS de grad minim. Cantitatea de eARN in cazul restenozei severe depaseste
multiplu valoarea indicelui respectiv in RIS moderata (Figura 6.2). Tn RIS de grad sever
cantitatea eARN depaseste Tn medie de 4 ori indicele din control.

Sub acest aspect este conceptual importanta prezenta unei corelari semnificative ntre
cantitatea eARN cu numarul de macrofage pe o parte (Figura 6.3A) si nivelul de expresie a TNF-
alpha (Figura 6.3B) - pe de alta parte. Coeficientul de corelare este de +0,8375 (p<0,001) si,
respectiv, +0,8838 (p<0,001). Un coeficient de corelare stransa intre eARN si numarul de
macrofage practic identic cu cel apreciat intre eARN si TNF-alpha indica, totodata, si asupra
unor relatii stranse Tntre expresia citochinei proinflamatorii si procesul de acumulare a
macrofagelor, ultimele fiind surse ale TNF-alpha.

Pornind de la premisa ca la pacientii cu restenoza are loc iminenta majorare a
continutului de radicali liberi in circuitul sanguin (vezi cap. 4), ne-am propus sa determinam
prezenta lor cantitativa in diverse straturi (adventice, medie si restenoza) ale vasului restenozat,
comparatia fiind trasata cu nivelul lor in peretele de vas neafectat. Important de consemnat, ca
estimarea cantitativa a ROS (radicalii liberi de oxigen), e-RNA si MMP2 a evidentiat o corelatie
veridica atat intre ROS si e-RNA (Figura 6.4A) cat si intre ROS si MMP2 (Figura 6.4B),

ceea ce, probabil, releva interdependenta proceselor trigger ce se afla la originea activarii
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stresului oxidativ, a metaloproteinazelor matricei extracelulare, precum si a raspunsului

inflamator declansat de e-ARN [20].
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Figura 6.1 Numarul macrofagelor CDG68-
pozitive si expresia e-ARN Tn adventice (A),
media (M) n segmentul de vas normal
(panourile din stanga) si in zonele de
restenoza (R) de grad minim (panourile din
dreapta). Se observa ca inclusiv in restenoza
de grad minim expresia e-ARN si numarul
de macrofage sunt crescute comparativ cu
vasul neafectat. De mentionat ca in vasul
neafectat macrofagele sunt cantonate
preponderent Tn adventice.
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Figura 6.2 Cantitatea macrofagelor CDG68-
pozitive si expresia e-ARN in adventice (A),
media (M) si Tn neointima din zonele de
restenoza (R) examinate Tintr-un stent cu
restenoza de grad moderat (panourile din
stdnga) si Tntr-un stent cu restenoza de grad
sever (panourile din dreapta). Se atesta clar ca
expresia marcanta a e-ARN si cresterea
numarului de macrofage se coreleaza fidel cu
severitatea restenozei. De mentionat abundenta
de macrofage, in special in zona restenozei.
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Figura 6.3 Corelatia pronuntata intre numarul
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Figura 6.4. Corelatiile cantitative semnificative dintre ROS si e-RNA (A) si dintre ROS si

MMP2 (B) apreciate Tn stenturile cu restenoza.

6.2 Metabolismul matricei extracelulare in evolutia restenozei

colagenului

coronariane intra-stent

Proteinele scheletice de baza ale matricei extracelulare (MEC) sunt colagenul de tip | si
111 (80-95%), restul fiind reprezentate de laminina, elastina, fibronectina si colagene nefibrilare
de tip IV si VI. Elastina si colagenul de tip 1V este componenta structurala principala a laminelor
elastice externa si interna. Tn arterele coronariene expresia colagenului 11l din matricea

extracelulara creste odata cu capacitatea vasocontractila si nivelul stresului mecanic exercitat de
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miocard, de aceea colagenul IlIl este mai concentrat in arterele coronariene musculare

endocardice.
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Figura 6.5. Determinarea cantitativa a raportului colagen tip Ill/tip | in peretele vascular total
(A), adventice (B), media (C) si in zonele de restenoza (D). De mentionat ca in comparatie cu
media si zonele de restenoza, raportul colagen tip Ill/tip I din adventice nu se modifica
semnificativ functie de gradul restenozei.

Estimarile cantitative demonstreaza ca atat in peretele integral, cat si in media musculara,
raportul colagen tip Il1/tip | este crescut semnificativ - de 4-7 ori, inclusiv n restenoza minora.
Sporul acestui raport devine categoric Tn restenoza moderata si severa, incrementul atingand
valori cuprinse intre 20-30 de ori. In adventice variatiile raportului nu sunt semnificative.
Estimarile efectuate pentru raportul colagenului Il1/tip | pe zonele de restenoza de grad moderat
si sever indica majorari de 2,5-3 ori fata de indicele apreciat in restenoza de grad minim (Figura
6.5).

Cresterea valorilor de CITP apreciate in restenoza intra-stent, ca fiind un indicator al
gradului de scindare a colagenului I, se coreleaza autentic cu majorarea MMP2 si a raportului
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MMP2/TIMP2, fapt ce indica semnificatia patogenetica a factorilor ce amplifica expresia
metaloproteinazelor si accentueaza degradarea proteinei principale a matricei extracelulare .

Din imaginile confocale ale unui segment de vas sanatos comparate cu cele reperate pe
zonele de restenoza minora observam ca raportul dintre colagenul tip | sintetizat si cel denaturat
este relativ balansat (Figura 6.6), pe cand in restenoza de grad moderat si sever se remarca
diminuarea practic completa a sintezei de colagen tip | si 0 majorare multipla a colagenului de
tip | denaturat, in special Tn media si neointima zonei de restenoza (figura 6.7).

Important de mentionat, ca degradarea colagenului | progreseaza odata cu avansarea
gradului de restenoza, iar atenuarea sintezei de novo a colagenului I, dimpotriva, devine mai
accentuata. Prin urmare, evolutia RIS se manifesta prin periclitarea metabolismului din matricea
extracelulara, iar acumularea colagenului denaturat in zona neointimei determina gradul de
proliferare a acesteia si, deci, severitatea restenozei.

Determinarea cantitativa a colagenului tip | sintetizat de novo a demonstrat ca rata de

sinteza a colagenului nu se modifica semnificativ in RIS de grad minim, dar procesul urmarit se
diminueaza subit chiar in situatia unei restenoze de grad moderat. Valoarea marcherului PICP se
estimeaza micsorata de 3-3,5 ori fata de indicele de referinta Tn media musculara si peretele
coronarian intact. Tn schimb progresiunea RIS pani la cote severe determina diminuarea cu inca
7-12% a marcherului de sinteza a colagenului I, fapt ce extinde reculul marcherului la o diferenta
de peste 5 ori. Tn zona neointimei declinul PICP in gradele de restenoza moderata si severa fata
de gradul minim ajunge sa fie considerabil i atinge Tn medie cote de 11-20%.
Pe acest fundal se urmareste augmentarea notabila a degradarii colagenului de tip 1. Marcherul
specific CITP se atesta in crestere concludenta deja in RIS de grad moderat - cu 250 si chiar
420% peste indicele de referinta Tn peretele integral si, respectiv, in media musculari. Tn
adventicea segmentului coronarian cu RIS de grad moderat CITP depaseste cu aproximativ 50%
indicele de referinta, iar in RIS severa — cu peste 80% (p< 0,05). Tn pattern-ul restenozei de grad
moderat si sever CITP se atesta de valori semnificativ elevate fata de RIS de grad minor —
diferenta de 3-3,3 ori.

Modificarile iminente ale PICP si CITP decelate in RIS au condus la cresterea marcata a
raportului CITP/PICP fata de indicele de referinta, care in RIS de grad moderat si in cea severa
atinge cresteri de cca 4-6 ori in peretele integral si de 7-10 ori - Tn media musculara. De remarcat
detaliul, ca modificari similare ale marcherului de sinteza si degradare a colagenului de tip | s-au
apreciat si Tn serul pacientilor cu restenoza intra-stent — comparativ cu indicii de referinta (vezi

capitolul 1V).
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Figura 6.6. Imaginile confocale ale unui Figura 6.7. Imagini confocale ale unui fragment
segment de vas sanatos comparate cu de vas coronarian cu restenoza de grad moderat
cele reperate pe zonele de restenoza — sever, colorat prin imunohistochimie tripla cu
minora demonstreaza ca raportul dintre anticorpi catre colagenul | nou sintetizat
colagenul tip I sintetizat (PICP) si cel (PICP), colagenul I denaturant (CITP) si SM-
denaturat (CITP) este relativ balansat. actina. Tn aceste forme de restenoza se remarca

diminuarea completa a sintezei de colagen tip I,
in schimb creste substantial colagenul tip |
denaturat, mai pregnant in media (M) si
neointima de restenoza (R). Aceasta diferenta
devine si mai evidenta in imaginile suprapuse
(panourile de jos).

7. EVALUAREA REACTIVITATII VASCULARE PERIFERICE S| CORONARIENE IN
DISFUNCTIA DIABETOGENA S| A EFECTULUI ANG 1-7 MEDIAT PRIN
RECEPTORII MASS

Disfunctia endoteliala este un factor crucial pentru declansarea si sustinerea remodelarii
vasculare Tn diferite paterne ale dishomeostaziei circulatorii. Periclitarea sintezei factorilor
derivati de endoteliu, Tn primul rnd, a oxidului nitric compromite nu numai vasomotricitatea,
dar si controlul efectelor mitogene si de crestere ale factorilor neuroendocrini, cum ar fi NE, ET-
1 si Ang Il [21]. Cercetarile recente aduc la apel oportunitatea actiunii vasotrope a Ang 1-7

mediate prin receptorii mass in vederea contracararii efectelor detrimentale ale Ang Il mediate
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prin receptorii AT1. Tn acest context conceptual este importanta estimarea rolului Ang 1-7 n
promovarea reactivitatii vasculare periferice si coronariene in disfunctia endoteliala diabetogena
(DED).

7.1. Evaluarea in vitro a reactivitatii vasculare periferice in disfunctia endoteliala
diabetogena si a efectului Ang 1-7.

Nivelul raspunsului constrictor al inelelor izolate de aorta indus de factorii
neuroendocrini (Phe, NE, ET-1 si Ang Il) a fost estimat Tn raport cu nivelul contractiei maxime
induse prin depolarizare cu solutia de KCI (50 mM), platoul respectiv servind drept indice de
referinta (100%). Vasodilatarea endoteliu dependenti si efectul Ang 1-7 (107-10° M) s-au
apreciat in raport cu reducerea platoului constrictor al Phe (10° M) la administrarea carbacolului
(107-10" M) si, respectiv, a Ang 1-7.

Actiunea factorilor neuroendocrini in diferite concentratii s-a impus in DED prin platouri
constrictoare semnificativ superioare paternului martor (tab. 7.1).

Tabelul 7.1. Platoul constrictor al aortei la actiunea factorilor neuroendocrini

Stimulare Martor (n=9) DED (n=10)
Phe (10° M) 54,5+3,6% 73,2+4,4% (+34,3% vs martor) p<0,01
NE (10° M) 41,9+3,2% 59,6+4,1% (+42,2% vs martor) p<0,01
Ang 11 (10° M) 29,7+2,1% 45,1+3,3% (+51,9% vs martor) p<0,001
ET-1(10° M) 71,6£5,8% 93,4+6,1% (+34,8% vs martor) p<0,01

Efectul vasoconstrictor maxim este inerent ET-1, iar cel mai concludent spor fata de
indicele martor s-a estimat la actiunea Ang Il. Remarcabil, ca in conditii de blocare a receptorilor
mass prin intermediul agonistului specific A779 efectul vasoconstrictor al Ang Il a fost
semnificativ potentat, platoul constrictor elevand cu 36,4%. Pe de alta parte, premedicatia
inelelor izolate de aorta cu Ang 1-7 a redus semnificativ vasoconstrictia indusa de Ang 1, platoul
constrictor fiind depreciat cu 32,8% (tab. 7.2).

Tabelul 7.2. Platoul constrictor al aortei la actiunea factorilor neuroendocrini

Ang 11 (10° M) | A779 (10° M) + Ang Il (10° M) | Ang 1-7 (10° M) + Ang 11 (10° M)

29,7+2,1% 61,5+4,2% (p<0,05 vs Ang 1) 30,3+2,8% (p<0,05 vs Ang 1)

Evidentele obtinute indica per ansamblu asupra capacitatii Ang 1-7 de a ameliora
raspunsul vascular periferic la actiunea vasoconstrictoare a Ang Il in disfunctia endotelaila
diabetogena si demonstreaza semnificatia receptorilor mass [22]. Tn acest context este Tnsemnat

si efectul Ang 1-7 de reducere per se a platoului constrictor al Phe, rata careia este mai
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concludenta comparativ cu decalajul platoului iminent actiunii carbacolului n raport cu paternul
martor. Astfel, la actiunea Ang 1-7 in concentratiile 107-10° M platoul constrictor al Phe in
DED este elevat fata de nivelul martor cu 5-8,2%, iar la stimularea colinergica aceasta
discrepanta este mult mai pronuntata, atingand cote de 17-36%.

7.2. Evaluarea in vitro a reactivitatii coronariene n disfunctia endoteliala
diabetogena si a efectului Ang 1-7.

Tn contextul efectelor vasotrope benefice ale Ang 1-7 mediate prin receptorii mass
identificate pe inelele izolate de aorta in disfunctia endoteliala este inteligibila cercetarea
particularitatilor acestora in reglarea rezervei functionale coronariene (RFC). Elucidarea acestora
poate conduce la materializarea unor noi tinte terapeutice vizavi de ameliorarea fenomenului
coronarian Gregg, precum si a perfuziei coronariene compromise la distanta dupa manevra de
angioplastie. Sub aceste aspecte am evidentiat ca pertinente urmatoarele abordari:

* Evaluarea RFC la actiunea Ach si Brk, inclusiv pe fondalul blocarii receptorilor B2.

* Evaluarea efectului per se al Ang 1-7 mediat prin intermediul receptorilor mass asupra RFC.

* Evaluarea rolului mecanismului de hiperpolarizare a miocitului neted coronarian in reglarea
fenomenului coronarian Gregg in DED pe modelul cordului izolat izovolumic.

Datele obtinute trec in evidenta micsorarea semnificativa a RFC in disfunctia endoteliala
diabetogena la actiunea vasorelaxanta a acetilcolinei sau bradikininei (tab. 7.3).

Tabelul 7.3. Valoarea RFC la stimulare colinergica si kininergica

Lot Acetilcolina (Ach) Bradikinina (Brk)
10" M 10°M 10" M 10°M
Martor (n=8) 24,3+1,6% 35,8+2,4% 14,7+0,9% 22,6+1,2%
DED (n=7) 15,2+1,1%** 23,8+£1,8** 11,8+1,1% 15,6+1,3%*
-38% vs martor -34% vs martor | -20% vs martor -31% vs martor

Legenda: * - p<0,05; ** - p<0,01 — semnificatia discrepantei comparativ cu lotul martor

Cresterea fluxului coronarian este in DED mai mica fata de indicele martor cu pana la
38% la actiunea Ach si cu 31% la actiunea Brk. De mentionat, ca blocarea receptorilor B2 ai
bradikininei a atenuat efectul coronarodilatator al nonapeptidului, dar fenomenul dat a fost mult
mai accentuat Tn lotul martor, in deosebi, in cadrul perfuziei coronariene la presiune elevata, 100
cm col. H,O: 84,9 vs 54,9% (tab. 7.4).

Prin urmare in DED creste aportul receptorilor B1 in promovarea coronarodilatarii induse

de bradikinina, ceea ce poate fi un mecanism compensator in disfunctia endoteliului.
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Tabelul 7.4. Valoarea RFC la actiunea bradikininei pe fondalul blocarii receptorilor B2

Lot Presiunea perfuziei 70 cm col H,O Presiunea perfuziei 100 cm col H,0
Brk HOE-140+Brk Brk HOE-140+Brk

Martor 16,4+1,1% 5,25+0,44% 21,7£1,9% 3,27+0,25%

DED 11,3+0,81%* 8,4%0,65%* 14,1+1,2%* 6,35+0,58**

Legenda: * - p<0,05; ** - p<0,01 — semnificatia discrepantei comparativ cu lotul martor
Administrarea Ang 1-7 s-a impus printr-o RFC similara lotului martor. Pe
fondalul stimularii receptorilor mass efectul coronaroconstrictor al Ang Il concludent se

depreciaza, iar in conditiile de blocare a receptorilor mass prin A779, dimpotriva, este potentat

(tab. 7.5).
Tabelul 7.5. Valoarea RFC la actiunea Ang Il in functie de activitatea receptorilor mass
Lot Ang 11 (10° M) Ang 1-7 + Ang |l A779 + Ang 1l
Martor 16,3+1,4% 9,4+0,8%& 25,412 2%&
DED 23,8+1,9%* 13,5£1,2%*& 36,3+2,7%*&

Legenda: * - p<0,05 vs lotul martor; & - p<0,01 vs Ang Il

Coronarodilatarea mediata prin mecanismul de hiperpolarizare nu este afectata in DED,
actiunea peroxidului de hidrogen inducand o crestere mai pronuntata a fluxului coronarian in
toate concentratiile aplicate (tab. 7.6).

Tabelul 7.6. Rezerva functionala coronariana la actiunea peroxidului de hidrogen

Lot H,0, (107 M) H,0, (10° M) H,0, (10 M)
Martor (n=8) 9,4+0,6 % 12,5+0,7 % 149412 %
DED (n=7) 10,8+0,8 % (p>0,05) | 15,3+1,0 % (p<0,05) 19,6+1,4 % (p<0,05)

Asadar, rezultatele studiului fundamental transeaza unele particularitati oportune ale
reactivitatii coronariene si vasculare periferice in DED: 1) cresterea aportului receptorilor B1 in
promovarea efectului coronarodilatator al bradikininei; 2) fezabilitatea mecanismului de
hiperpolarizare in reglarea fenomenului coronarian Gregg [23]; 3) efectul vaso- si
coronarodilatator al Ang 1-7 nu este compromis, iar stimularea receptorilor mass se impune prin

atenuarea semnificativa a actiunii vaso- si coronaroconstrictoare a Ang I1.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI PRACTICE
Concluzii generale

Tn studiul nostru rata incidentei diabetului zaharat la pacientii cu RIS s-a decelat in medie
cu 42% peste indicele inerent pacientilor fara RIS: 38,5% vs 27,1%. Evolutia RIS pe
fondalul diabetului zaharat se impune prin cresterea cu 40-41,6% a cazurilor de restenoza
severa - de 90-99% si total ocluziva comparativ cu paternul non-diabetic.
Rezultatele studiului morfologic au demonstrat, ca hiperplazia neointimei care conduce la
restenoza intra-stent este determinata de componenta celulara impusa prin acumularea n
zona neointimei a miocitelor netede vasculare cu fenotip secretor si macrofagelor,
precum si de componenta moleculara -acumularea colagenului degradat predilect de tip I.
Destructia si reorganizarea matricei extracelulare este o preconditionare oportuna a
restenozei intra-stent, care faciliteaza migrarea miocitelor netede vasculare cu fenotip
secretor. Cresterea expresiei MMP2 este asociata de reducerea cantitativa, Tn raport direct
de gradul RIS a marcherului sintezei colagenului fibrilar de tip I (PICP) cu pana la 75-
85%, in timp ce marcherul degradarii (CITP) creste de 3,5-3,8 ori in media RIS de grad
moderat si sever.
Rata degradarii colagenului de tip Ill, evaluata in studiul nostru, este semnificativ
depreciata fatda de cea a colagenului de tip I, fapt ce determina cresterea raportului
cantitativ colagen I11/1 in relatie directa cu gradul restenozei la cote de 5-6 ori Tn media
RIS de grad moderat si sever. Proprietatile elastice scazute ale colagenului fibrilar de tip
I11 fata de colagenul | poate fi un patern important al remodelarii coronariene negative si
un factor de periclitare a motricitatii coronariene.
Evaluarea nivelurilor circulante ale marcherilor sintezei si degradarii colagenului de tip |
poate fi fiabila Tn vederea predictiei riscului de evolutie a restenozei intra-stent, dat fiind
ca valorile acestora sunt notabil similare modificarilor marcherilor in paternul tisular al
RIS apreciate morfologic. Astfel, continutul sanguin al PINP scade semnificativ — cu
53,3% la pacientii cu RIS, iar CITP eleveaza cu 187,6%, determinand un raport CITP/
PINP majorat de 6,2 ori.
Datele studiului nostru au demonstrat pentru prima data, ca evolutia restenozei intra-stent
este asociata de cresterea expresiei ARN extracelular Tn paternul tisular al segmentului
coronarian iminent, utilizand metoda de hibridizare in situ si kitul "SYTO RNA Select".
Rezultatele cantitative au decelat o majorare a e-ARN proportionala gradului de
restenoza, aceasta atingand cote de 95% in peretele integral si, respectiv, 280% - Tn media

musculara.
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10.

11.

12.

Elevarea e-ARN se anunta nu numai un predictor al restenozei intra-stent, dar si drept un
eventual factor patogenetic al acesteia, data fiind corelarea pozitiva si de intensitate
Tnalta a acesteia cu indicii cantitativi ai marcherilor stresului oxidativ si inflamatiei
nespecifice apreciati in paternul tisular al RIS: r (eARN - RLO) =+0,779; r (e-ARN -
TNFa)=+0,88; r (e-ARN - numarul de macrofage) =+0,86.

Datele obtinute denota, ca stresul oxidativ si inflamatia nespecifica sunt mecanisme
patogenetic importante Tn dezvoltarea restenozei intra-stent. Suportul morfologic
pertinent al acestei evidente consta n stabilirea cresterii in paternul tisular al RIS a
expresiei radicalilor liberi de oxigen, TNFo si IL-lbeta Tn raport direct cu gradul
restenozei. Continutul RLO se eleveaza dublu deja Tn restenoza minimala, exceland
indicele martor de 6 ori in restenoza severa, iar IL-1beta urmeaza un spor maxim de
160% inerent restenozei severe.

Estimarea nivelelor circulante ale marcherilor stresului oxidativ la pacientii cu RIS
confirma rolul acestora in evolutia restenozei. Cele mai reprezentative evidente ale
activarii stresului oxidativ se anunta prin cresterea cu pana la 68% a dialdehidei malonice
si a produselor proteice oxidate avansat, care este 0 consecinta a incompetentei sistemului
antioxidant, manifestata prin reducerea semnificativa a activitatii antioxidante totale,
glutation-reductazei, SOD si catalazei.

Augmentarea raspunsului inflamator nespecific in RIS, atestata morfologic, se traduce
coerent si prin valorile marcherilor specifici determinate in sdnge. Sunt importante in
acest sens majorarea semnificativa a TNFa, IL-6, 1L-8, SCD40, MIP-1beta si rezistinei,
iar pe de alta parte — diminuarea cu 42% a heregulinei-1beta. Acesti marcheri, cat si
marcherii stresului oxidativ, se pot evalua in calitatea de predictori ai riscului RIS la
pacientii expusi angioplastiei.

Aplicarea metodei IVUS a individualizat superioritatea numerica a cazurilor de prezenta
a restenozei focale in stenturile DES comparativ cu BMS: 83,3 vs 19,4%, iar raportul
ariei de hiperplazie a neointimei a avut o relatie inversa: 1,4+1,3 vs 2,5+0,7 mm’.
Vizualizarea segmentului coronarian prin OCT permite identificarea paternelor
morfologice de evolutie a RIS, care in stenturile de generatie noua exceleaza fata de
stenturile de prima generatie prin valori mai reduse in medie cu 20% ale ariei hiperplaziei
neointimei.

Evaluarea in vitro a reactivitatii vasculare periferice si coronariene pe fondalul disfunctiei
endoteliale diabetogene evidentiaza rolul Ang 1-7 in promovarea vasomotricitatii mediate

prin receptorii mass drept un mecanism compensator vizavi de vasodilatarea endoteliu
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dependenta compromisa. Efectul vaso- si coronarodilatator al Ang 1-7 nu este afectat in
disfunctia endoteliala, efectul Ang Il fiind potentat in conditiile blocarii receptorilor mass
sau prezervat la premedicatie cu Ang 1-7.

13. Rezultatele principial noi pentru stiinta si practica obtinute constau in elucidarea unor
mecanisme noi ale hiperplaziei neointimei si reorganizarii matricei extracelulare ce se
afla la baza evolutiei restenozei intra-stent, consolidand repere importante ale suportului
patogenetic al remodelarii coronariene negative dupa angioplastie, contribuind, astfel, la
optimizarea diagnosticului si pronosticului RIS, precum si la conturarea tintelor
terapeutice de prevenire sau atenuare a restenozei.

RECOMANDARI PRACTICE

Au fost consolidate criterii importante de apreciere a riscului RIS si trombozei prin
intermediul tomografiei coerente optice si al ultrasonografiei intracoronariene, precum si a
fezabilitatii diagnostice a marcherilor care se coreleaza autentic cu indicii morfofunctionali
estimati invaziv. Rezultatele studiului ofera noi optiuni de diagnostic si pronostic al restenozei
intra-stent prin utilizarea marcherilor inflamatiei nespecifice si ai stresului oxidativ cu valoare
predictiva concludenta privind hiperplazia neointimei. Este oportuna intemeierea strategiilor
terapeutice farmacologice aplicate cu scopul prevenirii sau atenuarii RIS prin modularea

mecanismelor patogenetice cheie ale restenozei.
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ADNOTARE

Ciobanu Lucia. Patogenia si predictorii restenozei coronariene intra-stent.

Teza de doctor habilitat in stiinte medicale. Chisinau, 2015. Structura tezei: introducere, 7
capitole, sinteza rezultatelor, concluzii generale si recomandari practice, bibliografie (272 de surse),
251 de pagini de text de baza, 91 de tabele, 41 de figuri. Rezultatele obtinute au fost relatate Tn cadrul
a 94 de publicatii stiintifice.

Cuvinte cheie: restenoza intra-stent, inflamatia sistemica, stresul oxidativ, predictori ai
restenozei, angiocoronarografie, ultrasonografie intracoronariana, tomografia de coerenta optica,
acid ribonucleic extracelular. Domeniul de studiu: cardiologie. Scopul si obiectivele lucrarii:
Evaluarea factorilor de risc si mecanismelor patogenetice ale restenozei intra-stent, utilizand
metodele de OCT si IVUS, marcherilor inflamatiei sistemice si stresului oxidativ cu valoare
predictiva asupra RIS si rolului diabetului zaharat. Determinarea particularitatilor reactivitiatii in
vitro a arterelor periferice si coronariene la actiunea Ang 1-7 mediata de receptorii mass in disfunctia
endoteliala diabetogena. Noutatea si originalitatea stiintifica: in premiera a fost decelata cresterea
expresiei si cantitatii ARN extracelular Tn paternul tisular al RIS, corelarea notabila directa cu
cantitatea de TNF-alpha, IL-1beta si radicalii liberi de oxigen, augmentarea degradarii colagenului
fibrilar de tip I in contextul reorganizarii matricei extracelulare; examinarea pacientilor cu RIS prin
intermediului panoului multimarcher a evidentiat activarea inflamatiei sistemice si stresului oxidativ;
in premiera s-a demonstrat rolul compensator al actiunii Ang 1-7 mediate de receptorii mas in
reactivitatea vasculara periferica si coronariana compromisa in disfunctia endoteliala diabetogena.
Rezultatele principial noi pentru stiinta si practica obtinute constau in elucidarea mecanismelor
hiperplaziei neointimei si reorganizarii matricei extracelulare in restenoza intra-stent, consolidand
noi repere ale suportului patogenetic al remodelarii coronariene negative, contribuind astfel la
optimizarea diagnosticului si pronosticului RIS, precum si la conturarea tintelor terapeutice.
Semnificatia teoretica: A fost elucidat fenomenul cresterii expresiei ARN extracelular in paternul
tisular al RIS si rolul acestuia in declansarea raspunsului inflamator si cresterii sintezei de RLO. S-a
decelat prevalenta degradarii colagenului fibrilar de tip | asupra sintezei acestuia, determinata de
cresterea expresiei MMP-2 si reducerea cantitativa a inhibitorului ei specific. S-a relevat fezabilitatea
Ang 1-7 de a contracara prin intermediul receptorilor mas actiunea vaso- si coronaro-constrictoare a
Ang Il. Valoarea aplicativa a lucrarii: prin implementarea metodelor IVUS si OCT au fost
consolidate criteriile de estimare a riscului restenozei si trombozei; este evaluata valoarea predictiva
a marcherilor inflamatiei sistemice si stresului oxidativ, precum si ai sintezei si degradarii
colagenului fibrilar de tip 1. Implementarea rezultatelor stiintifice: majoritatea postulatelor emise
au fost valorificate n activitatea clinica a Institutului de Cardiologie si s-au incadrat in procesul

didactic si de cercetare la USMF ”Nicolae Testemitanu”.
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AHHOTALMA
Yedan Jlyuns. [laTorenes u npeqMKTOPHI KOPOHAPHOI0 BHYTPUCTEHTOBOI'0 PeCTEHO3A.

HuccepTanys Ha COUCKAaHHE YYEHOH CTEMEHM JOKTOpa XaOWIMTaT MEAMLUWHCKUX HaykK. Kummnes,
2015 r. PabGora cocTouT W3 BBedeHHA, [ TJIaB, OOCYXKICHHS PE3YNbTaTOB, BBIBOIOB M IMPAKTHYECKUX
pekoMenpanmid, Ooubamorpaduu (272 ucrounuka), 251 crpanunbl oOmero Tekcra, 91 Tabmuma, 41
PHUCYHKOB. Pe3ynbTaThl HccnenoBanus onyoauKoBaHbl B 94 HayyHBIX paboTax.

KiroueBbie cioBa: BHyTpucTeHTOBBIH pecteHo3 (BCP), cucremMHOe BocmaneHHe, OKCHIATUBHBIM
CTpecc, MPEIUKTOPBI PECTeH03a, aHTMOKOpOHaporpadus, ontuyeckas korepeHTHas Tomorpadus (OKT),
BHYTpHCOCYIHCTast yiIbTpa3BykoBass Busyanuzamusi (BCY3U), B HekneroyHas puOOHYKICHHOBAs
kucnora. O0gacTe wHcciaenoBanusa. kapauonorus. Lleas m 3agaum wmcciaenoBaHusi: BeriBnenue
¢akTopoB pucka 1 nmaToreHeruueckux mexaHmamoB BCP na ocnoBe meromoB OKT u BCY3H, a takxe
OMpesieleHNs] MapKepOB CUCTEMHOI'O BOCTIAJIEHUS M OKCHJATUBHOrO cTpecca. OnpenencHue xapakrepa
OIOCPE/IOBAHHOIO JeiicTBUs aHruoreHsuHa 1-7 (AHr 1-7) depe3 masS-penentop Ha pPEaKTUBHOCTh
nepudepruueckux U KOPOHAPHBIX apTepuil NpH IuadeTHdeckoil sHpoTeanantpHor muchynkimn (IAD/1).
Hayuynasi HOBH3HA M OPHTMHAJBLHOCTB. BIIEPBBIC IOKAa3aHO YBEIWYEHHE SKCIPECCUU U KOIMYECTBA
BHekieroynoro PHK (PHKBH) B TkaneBoMm cyOctpate BCP; ycTaHoBiIeHa npsiMast KOppensiust pakTopa
HEeKpo3a omyxonu-anbda, WHTepieliknHa-1 Oera w cBoOomHbIX pamukanoB kuciopoga (CPK) c
conepxkannem PHKBH; nokazana ponb MOBBILIEHHOTO pacnaga (UOpWILIIpHOro KomjiareHa Tuma | B
MpOLECCE PEOPTraHU3aLMN BHEKJIETOYHOIO MaTPUKCA; yCTAHOBJIEHA aKTUBALMS CHCTEMHOTO BOCIIAJIEHUS U
OKCHJIATHBHOIO CTpecca; Ioka3aHa 3(dexkTuBHOCTD ncnonb3oBaHus nanenu MM B guarnoctuke BCP;
BIIEPBbHIC BBIABJIIEHA KOMIIEHCATOpHAs poib AHT 1-7 B cocyaucTol peaktusHocTd Tipu I3 /1.

OcHoOBHBIE NOJIyYeHHBIE JJI51 HAYKH U MPAKTHKH Pe3yJabTaThl COCTOST B BBIACHEHUH IIPOIIECCOB
TUIEPIUIa3u HEOMHTHMBI U peopraHU3allui BHEKIETOUYHOro maTtpukca npu BCP, uto BHOCHUT BKIax B
MOHMMaHNE TAaTOreHe3a HEraTUBHOIO PEMOJAETHPOBAHUS KOPOHAPHBIX COCYAOB, CHOCOOCTBYS, TaKUM
00pa3oM, ONTMMH3ALMU AWATHOCTHKM K mporHoza BCP, a Taxke ompeneneHuMM TepaneBTUYECKUX
mumreHeid. Teopermueckasi 3HauMMoOcTb. oOHapyxeH ¢(enomeH ysennyeHuss PHKBH mpu BCP u
ycraHoBineHa ponb PHKBH B reHese BocnamurensHoro orsera M yBenuueHuun CPK. [lokasaHo
npeobiiaganue pacnaga GUOPHILIAPHOro KoiiareHa 1 Hag ero cMHTE30M, 00yCIOBIEHHOE MOBBILICHUEM
9KCTIpECCUU MeTanonporenHassli-2. IlokazaHo cBoiicTBO AHr 1-7 momaBisiTb COCYIOCYKMBAIOLIHMA
s¢ ekt anrnorensuHa-ll, B Tom unciie Ha KOpOHAPHBIX cOCyIax.

Ipuxnagnoe 3Havenne: BHeApenue metooB BCY3U nu OKT mo3BonHiIo yCTaHOBUTH KPHTEPHUHU
OLIGHKM PHUCKa pEecTeHo3a M TpoM0O03a; BBIABICHA NPETUKTOPHAS IIEHHOCTb MAapKEPOB CHCTEMHOTO
BOCIIAJIEHHS 1 OKCUIATUBHOTO CTpecca, a Takxke pacnaja GpuOpuiisipHOro komiaresa tuma 1.

OcHoOBHBIE pe3yJIbTAThl BHEAPEHbI B KIMHUUYECKYIO AeATenbHOoCcTh MHeTtuTyTa Kapauonoruu u B
yueOHO-UCCIIeI0BaTENbCKOM mporpaMme [ ocynapcTBeHHoro YHuBepcutTera Memununsl u Papmannu

«Huxonae Tecremunany».
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ANNOTATION
Ciobanu Lucia. Pathogenesis and predictors of the in-stent coronary restenosis.

Thesis of Doctor Habilitatus in medical sciences. Chisinau 2015. The thesis structure:
introduction, 7 chapters, synthesis of the results obtained, general conclusions and practice
recommendations, bibliography of 272 sources, 251 pages of basic text, 91 tables and 41 figures. The
results have been published in 94 scientific works.

Key words: in-stent restenosis, systemic inflammation, oxidative stress, predictors,
angiocoronarography, intravascular ultrasonography, optical coherence tomography, extracellular
ribonucleic acid.

Domain of study: cardiology. The goal and study objectives: Evaluation the risk factors and
pathogenic mechanisms of the restenosis, using methods of OCT and IVUS, of systemic
inflammation and oxidative stress marchers with predictive value on RIS and diabetes mellitus role.
The in vitro determination of the traits of peripheral and coronary reactivity in diabetogenic
endothelial dysfunction in receptor mass mediated Ang 1-7 action.

Novelty and scientific originality: it has been primary underlined extracellular RNA (e-RNA)
expression and quantity raising in RIS, direct robust correlation with content of TNF-alpha, I1L-1beta
and reactive oxygen species (ROS), augmentation of the fibrillar collagen type | degradation
regarding extracellular matrix reorganization; using the multi-marcher panel in patients with RIS was
established systemic inflammation and oxidative stress activation; primary was demonstrated the
compensatory role of Ang 1-7 action mediated by mass receptor concerning coronary and peripheral
vascular reactivity in diabetogenic endothelium dysfunction.

The new results obtained for science and practice comprise deciphering of the mechanisms of
neointima hyperplasia and extracellular matrix reorganization of in-stent restenosis, reinforcing new
aspects of pathogenetic support of the negative coronary remodeling, leading thus to RIS diagnostics
and prognostics optimization, as well as to therapeutic targets outlining.

Theoretical value: The phenomenon of e-RNA increase in the tissue pattern of RIS and the its
role in triggering of inflammatory response and ROS boosting was elucidated. The higher ratio of
fibrillar collagen type degradation than synthesis due to MMP-2 expression raising and its tissue
specific inhibitor reducing was detected. Was revealed the Ang 1-7 feasibility dependent of mass
receptor to counteract the Ang Il mediated vaso- and coronaroconstriction.

Practical value: have been consolidated the criteria of restenosis and thrombosis risk assay by
implementation of IVUS and OCT; it is evaluated the predictive value of the markers of systemic
inflammation, oxidative stress, as well as fibrillar collagen type I synthesis and degradation.

Implementation of the study results: the most important results were employed in the clinical
practice of the Institute of Cardiology as well as in the didactic and researching syllabus of the State

Medical and Pharmaceutical University ”Nicolae Testemitanu”.
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