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MOTIVATIA STUDIULUI

Boala coronariana este o patologie puternic raspandita la nivel
mondial, atat in tarile in curs de dezvoltare, cét si in Occident. Desi
mortalitatea este in scadere in tarile vestice, evenimentele coronariene
acute continud sa reprezinte aproximativ o treime din cauzele de deces
ale persoanelor peste 35 de ani. Reactualizarea bazei de date a Societatii
Americane de Cardiologie (AHA) din 2016 a scos in evidentad ca 15.5
milioane de persoane de peste 20 de ani din Statele Unite ale Americii
ar avea boald ischemica. Mai mult, prevalenta creste cu varsta si se
estimeaza ca la fiecare 42 de secunde, un cetatean american sufera un
infarct miocardic. Nici In Roménia situatia nu este mai putin
ingrijoratoare, Intrucat peste 60% dintre decese sunt cauzate de aceasta
patologie si se estimeaza ca aproximativ 40 de adulti mor zilnic in tara
noastrd din cauza infarctului miocardic acut.

Studiul Framingham a realizat cea mai completd descriere a
factorilor de risc coronarieni, furnizand totodata informatii importante
pentru elaborarea unor strategii optime de preventie primara si
secundara.

Pe langa evenimentele coronariene simptomatice, exista insa si
pacienti cu ischemie miocardica silentioasa, acestia constituind grupul
de risc din care provin pacientii cu moarte subiti cardiaci. In realitate,
situatia nu este chiar ,,din senin”, acesti pacienti avand un profil de risc
coronarian mare §i semne presimptomatice de boald cardiaca.
Aproximativ 2-4 % din populatia generald suferd de ischemie
silentioasd coronariand, care, desi asimptomatica, poate fi detectata
printr-un test de efort sau monitorizare ambulatorie a activitatii electrice
a cordului. Prevalenta mare a acestor cazuri este Intdlnitd in special In
randul barbatilor care au doi sau mai multi factori de risc coronarieni.

Infarctul miocardic rdméane cea mai severa formd a
evenimentelor acute, in contextul posibilelor complicatii, precum
insuficienta cardiacd sau cardiomiopatia dilatativa, consecinte ale
tulburarilor de contractilitate severe, care reduc performanta cardiaca.
In Roméania, cel mai mare studiu pe infarct este RO-STEMI (registrul
pacientilor cu infarct miocardic cu supradenivelare de segment ST din



Romania). Acest registru a inclus 15,076 pacienti cu infarct miocardic
acut tip STEMI din 19 centre interventionale si 45 centre non-
interventionale si a fost inifiat din 2011. Pentru fiecare pacient, autorii
au Inregistrat datele demografice, clinice, tipul de tratament
(medicamentos sau interventional) si evolutia post tratament.
Rezultatele au evidentiat factori de risc si evolutii similare cu ale
pacientilor din alte studii similare europene. Cei mai importanti
predictori independenti pentru mortalitatea intraspitaliceasca la
pacientii cu tratament interventional au fost clasa Killip avansata,
contractilitatea redusa, varsta avansatd si localizarea anterioard a
infarctului. Pe de alta parte, revascularizarea percutana, tratamentul cu
beta blocante, statine, inhibitori ai enzimei de conversie a angiotensinei
sau blocantii receptorilor angiotensinei, au fost asociati cu o mortalitate
intraspitaliceasca mai redusa la pacientii din Romania.

Aceasta teza a fost lucrata in cadrul grantului CHRONEX, prin
Fondul Social FEuropean, Programul Operational Dezvoltarea
Resurselor Umane 2007-2013, contract nr
POSDRU/159/1.5/S/133377. Acest proiect a avut drept scop cercetarea
in domeniul bolilor cronice, pentru imbunatitirea strategiilor de
preventie si tratament.

In ultimii ani, s-a pus tot mai mult accent pe evolutia diferita a
pacientilor cu un profil coronarian aparent similar, pusd pe seama
incarcaturii genetice. Pornind de la observatia ca studiile din alte
regiunii ale lumii au evidentiat predispozitia catre boala coronariana, in
special cu leziuni bi sau trivasculare, a pacientilor purtétori ai alelei D
din alcatuirea genei enzimei de conversie a angiotensinei, am realizat
acest studiu. Avand in vedere ca dislipidemia este un factor de risc
coronarian major $i cd majoritatea pacientilor aveau modificari ale
profilului lipidic, am largit sfera cercetarii genetice si in directia
mutatiilor apoproteinei B100, factor proaterogen din compozitia LDL
colesterolului. Cercetarea de fata este prima din Romania pe aceasta
tema si reprezintd un punct de pornire spre elaborarea de noi strategii
de preventie. Este important, ca membrii activi ai comunitatii
academice, sd cunoastem ultimele descoperiri si s implementam studii
care sa verifice ipotezele si in cadrul populatiei tarii noastre.



OBIECTIVELE STUDIULUI

Cercetarea prezenta are drept scop o mai bund cunoastere si
intelegere atat a rolului polimorfismului genetic al enzimei de conversie
a angiotensinei, cat si a implicarii interactiunii dintre alela D si factorii
de risc cardiovascular conventionali in determinismul bolii
coronariene.

Principalele obiective au fost:

1. Evaluarea prezentei factorilor de risc clasici la pacientii

inclusi

2. Determinarea mutatiilor genei apoproteinei B100 la nivelul

codonului 3500 (A/G-inlocuirea adeninei cu guanind)

3. Determinarea mutatiilor genei enzimei de conversie a

angiotensinei (I/D, insertii si deletii)

4. Studiul interactiunii factorilor de risc si al parametrilor

ecocardiografici (hipertrofie ventriculara stanga, tulburari
de contractilitate) cu cele trei genotipuri identificate (II,
ID, DD).

MATERIAL SI METODA

Studiul a fost realizat pe pacienti cu boald coronariand acuta
(angind instabila si infarct miocardic acut) internati la Institutul de Boli
Cardiovasculare Prof. Dr. George .M. Georgescu din lasi. Toti
pacientii au efectuat coronarografie pentru evaluarea substratului
coronarian al bolii acute ischemice si revascularizare prin agioplastie
cu stent pentru cei care au indeplinit criteriile conform ghidului
European.

Au fost inclusi pacienti cu boald coronariana diagnosticata si
minim doi factori de risc prezenti. Definirea factorilor de risc s-a
realizat conform prevederilor Ghidului European (Graham et al.,
2007), dupa cum urmeaza:

1. Hiperlipemia-Colesterol total> 200mg/dl, LDL> 100mg/dl si/sau
HDL< 40 mg/dl pentru barbati si <50 mg/dl pentru femei si
trigliceride>150 mg/dl sau valori normale ale profilului lipidic sub
tratament anterior cu statine



2. Hipertensiunea arteriald- valori tensionale peste 140/90 mmHg la
trei masuratori diferite sau necesitatea medicatiei antihipertensive
pentru controlul valorilor tensionale

3. Diabet zaharat- glucoza a jeun peste 126 mg/dl la 3 determinari
distincte sau necesarul de medicatie pentru controlul valorilor
glicemice

4. Istoricul familial de boala cardiovasculara-ruda de gradul I cu boala
cardiovasculara diagnosticata la sub 50 de ani sau dupa menopauza

5. Fumat- pe baza declaratiei pacientilor, vechime si cantitate

6. Indicele de masa corporala(IMC) a fost calculat conform formulei

greutate (kg)/talia(m?)?, cu valori normale intre 18 si 24.9,

suprapondere 25-29.9 si obezitate peste 30.

Din anamneza si examen clinic am extras urmadtorii parametri:
motivele internarii, antecedente heredo-colaterale semnificative (rude
de gradul I cu boala coronariana, accident vascular cerebral, arteriopatie
obliterantd a membrelor inferioare), antecedente personale patologice,
conditii de viatd si muncd (mediul urban/rural, active/pensionar,
expunere profesionald la noxe, tabagism, consumator de alcool,
energizante).

La examenul clinic am consemnat tensiunea arteriald, frecventa
cardiaca, talia si greutatea, utilizate pentru calculul indicelui de masa
corporald, ascultatia cardiac (caracter ritmic/aritmic al zgomotelor
cardiace, prezenta de sufluri supraadaugate).

Bilantul hematologic si biochimic evaluat a fost reprezentat de:
hemoleucograma, numar leucocite si formula leucocitara, numar
trombocite, sindrom inflamator (viteza de sedimentare a hematiilor,
proteina C reactiva, fibrinogen), functie renald (uree, creatinine),
functie hepaticd (transaminaze), glicemie, enzime de citoliza
miocardica in dinamica (CK MB, LDH, TGO), profil lipidic (colesterol
total, LDL,HDL, trigliceride). S-au recoltat 2 ml suplimentari pentru
dozarile genetice: gena enzimei de conversie a angiotensinei(ECA) si
gena apoB100. Probele au fost stocate la -18 grade pana la inceperea
prelucrarii.

Toti pacientii au efectuat electrocardiogramd (pentru analiza
ritmului, evaluare segment ST si unda T) si ecocardiografie (pentru



evaluarea dimensiunilor cavitdtilor cardiace, morfologiei si functiei
valvelor, contractilitdtii ~ ventriculului  stang). Parametrii
ecocardiografici inclusi in studiu au fost prezenta hipetrofiei
ventriculare stingi, fractia de ejectie, akinesia si/sau hipokinezia
ventriculului stang in diverse segmente). Severitatea bolii coronariene
a fost evaluatd in functie de numarul de artere coronare afectate
(caracterul uni/bi/tricoronarian), precum si de severitatea stenozei
(stenoze severe peste 70%), conform rezultatelor angiografice.

Protocolul experimental a fost aprobat de catre Comisia de Etica
a Universitatii de Medicina si Farmacie Gr. T. Popa, lasi si a fost
realizat in concordanta cu principiile Declaratiei de la Helsinki II. Toti
pacientii au citit, inteles si semnat un consimtdmant informat in
momentul Inrolarii 1n studiu.

Studiul s-a desfasurat in doua etape. Initial am inclus 58 de
pacienti, repartizati in doua loturi in functie de tipul bolii coronariene
acute: lot cu angina instabild (Al) si lot cu infarct miocardic. Am cautat
mutatiile genei enzimei de conversie a angiotensinei si ale genei
apoproteinei B100 la toti pacientii si am analizat corelatia dintre aceste
mutatii si boala coronariand, precum si legdtura dintre mutatiile
identificate si factorii epigenetici.

In a doua parte a studiului am adaugat inci 96 de pacienti si,
intrucat rezultatele din prima etapd au sugerat cd o impartire a
pacientilor pe loturi tindnd cont de severitatea bolii coronariene data de
numarul de artere coronare afectate ar fi mai utila ca semnificatie, am
reorganizat pacientii in 4 loturi: fard leziuni coronariene semnificative
(0C), unicoronarieni (1C), bicoronarieni (2C) si tricoronarieni (3C).
Primul lot a constituit lotul martor. Am determinat aceiasi factori
epigenetici ca in prima etapa, dar pentru determindrile genetice, am
efectuat doar analiza polimorfismului genei enzimei de conversie a
angiotensinei, rezultatele n aceastd directie filnd mai promitatoare
decat cele despre polimorfismul genei apoproteinei B100, caz in care
nu am identificat niciun pacient cu mutatie in prima parte a studiului.

Pentru determinarea polimorfismului genetic al genei ECA am
folosit kitul MutaGel ACE, care determina mutatiile de tipul insertii
(D)/ deletii(D) pe baza analizei secventei ALU de la nivelul intronului



16. Un kit permite 24 de determinari. Kitul MutaGel ACE contine
primerii specifici pentru identificarea ambelor mutatii: alela T (
fragmentul de 490 bp) si alela D (fragmentul de 190 bp), amestecul
master (Master Mix) pentru polimerizarea in lant (enzima Taq, MgCl2,
dNTP, solutia tampon), control pozitiv pentru genotipurile care contin
alela I, control pozitiv pentru genotipurile care contin alela D, controluri
negative si solutie de puritate inaltd pentru PCR. In afara de acest kit
am mai folosit kit de extractie ADN KBR3005 si reactivi pentru
electroforeza in  gel. In prima etapi am verificat puritatea si
concentratia ADNului. Apoi am utilizat urmatorul program de
amplificare: pas de hold initial (denaturare initiald) la 95 grade timp de
5 minute, urmat de 30 de cicluri de amplificare exponentiala, fiecare
ciclu avand 3 variatii de temperatura ( denaturare la 94 grade, timp de
60 de secunde, hibridizare la 57 de grade timp de 60 de secunde si
elongare la 72 de grade, timp de 90 de secunde) si pas de hold final 72
grade 5 minute si apoi 4 grade. In continuare am separat materialul
amplificat prin electroforeza in gen de agaroza 1,5%, am colorat
fragmentele cu fluorocrom SybrGreen si le-am analizat utilizand
spectrofotometria UV cu lungimi de unda 312 nm. In final, am realizat
identificarea fragmentelor prin compararea cu scala ADN (DNA
ladder).

Pentru determinarea polimorfismului genei apoB100 am folosit
kitul MutaGel ApoB100, conceput special pentru analiza codonului
3500 al genei apoB100, in scopul identificarii ADNului mutant (cu
guanind) sau normal (cu adenina). Un kit permite 24 de determinari si
contine mix PCR ApoB100 ( enzima Taq, MgCl2, dNTP, solutie
tampon si nucleotide specifice pentru regiunea codon 3500), control
pozitiv, control negativ, solutie tampon pentru enzima de restrictie,
enzima de restrictie (specifica pentru mutatia 3500-A). Am utilizat
urmdtorul program de amplificare: pas de hold initial (denaturare
initiald) la 95 grade timp de 5 minute, urmat de 35 de cicluri de
amplificare exponentiala, fiecare ciclu avand 3 variatii de temperatura
( denaturare la 95 grade, timp de 30 de secunde, hibridizare la 58 de
grade timp de 30 de secunde si elongare la 72 de grade, timp de 60 de
secunde) si pas de hold final la 72 de grade timp de 5 minute,apoi la 4



grade. Apoi am realizat digestia fragmentelor amplificate prin incubare
la 65 de grade impreund cu amestecul de digestie, timp de 3 ore si
separarea fragmentelor digerate prin electroforezd in gel de agaroza
3,5% . Ulterior am colorat fragmentele cu fluorocrom SybrGreen timp
de 5 minute si le-am analizat utilizand spectrofotometria UV cu lungimi
de unda 312 nm.

Datele au fost incarcate si prelucrate cu ajutorul functiilor
statistice din SPSS 18.0 la pragul de semnificatie de 95%.

EVALUAREA CONTRIBUTIEI FACTORILOR DE RISC
EPIGENETICI DIN PRIMA ETAPA A STUDIULUI -
REZULTATE

Grupul de studiu a fost constituit din 58 pacienti cu boala
coronariand, impartit in doua loturi in functie de tipul afectarii: lot IMA
(30 de pacienti cu infarct miocardic acut) si lot Al (18 pacienti cu angina
instabila).

ANTECEDENTE PERSONALE PATOLOGICE — PREZENTA
FACTORILOR DE RISC CORONARIAN

Diabetul zaharat s-a remarcat in antecedentele patologice
personale ale 60% dintre pacientii cu infarct miocardic acut si 60,7%
dintre pacientii cu angind instabild, diferente procentuale
nesemnificative din punct de vedere statistic (p=0,956).

Dislipidemia s-a remarcat 1n antecedentele patologice personale
cu ponderi mari, aproximativ egale in ambele loturi investigate (90% vs
89,3%; p=0,929).

Obezitatea Pe cazuistica studiatd se remarca in lotul IMA, la
pacientii cu infarct miocardic acut, o pondere de 30% de pacienti cu
obezitate grad I si 23,3% obezitate grad II, distributii de frecventa
nesemnificative in comparatie cu lotul Al, pacienti cu angind instabila,
unde se inregistreaza o pondere de 46,4% dintre pacienti cu obezitate
grad I si 21,4% cu obezitate grad I (p=0,753).



Fumatul Aproximativ 1/2 dintre subiecti sunt fumatori (46,7%
dintre pacientii cu IMA respectiv 50% dintre pacientii cu Al) (p=0,800).

In sinteza, parametrii clinici nu au indus un risc estimat crescut
de infarct miocardic acut in raport cu angina instabila, in ambele loturi
predomind dislipidemia (90% vs 89,3%; p=0,929), diabetul zaharat
(60% vs 60,7%; p=0,956) si obezitatea (56,3% vs 67,9%; p=0,956)
(Tabel I).

Colesterolul total a variat de la 90 la 298 mg/dl, la 39,7% dintre
pacienti valorile individuale au excedat limita de referinta (<200
mg/dl). In functie de afectarea coronariani, s-a remarcat o valoare
medie semnificativ mai crescuta la lotul cu angina instabila a valorilor
medii ale colesterolului total (169,83 vs 209,54 mg/dl; p=0,002).

LDL-colesterolul a variat de la 38 1a 219 mg/dl, la 36,2% dintre
pacienti valorile individuale au excedat limita de referintd (<140
mg/dl). Pe loturi de studiu s-a remarcat o valoare medie semnificativ
mai crescutd la lotul cu angina instabila a valorilor medii ale LDL-
colesterolului (101,03 vs 138,50 mg/dl; p=0,001).

HDL-colesterolul a variat de la 22 la 81 mg/dl, la 41,4% dintre
pacienti valorile individuale au fost sub limita de referinta (>40 mg/dl)
(fig. 31). Nu s-au remarcat diferente semnificative din punct de vedere
statistic ale valorilor medii ale HDL-colesterolului intre grupurile de
studiu (43,77 vs 44,04 mg/dl; p=0,928).

Trigliceridele s-au incadrat in intervalul 54-440 mg/dl, 37,9%
dintre valori excedand limita de referintd pentru valorile normale (fig.
32). Pe loturi de studiu, valorile medii au fost ugsor mai crescute la lotul
cu angind instabila, fard a se Inregistra diferente semnificative in
comparatie cu cele din lotul cu infarct miocardic acut (150,67 vs 155,29
mg/dl; p=0,814).

STATUS INFLAMATOR

VSH a variat de la 2 la 130 mm/h, la 62,1% dintre pacienti
valorile individuale au excedat limita de referinta (<20 mm/h) (fig. 33).
In functie de afectarea coronariani, s-a remarcat o valoare medie a

valorilor medii ale VSH usor mai crescuta la lotul cu angind instabila
(31,63 vs 35,07 mm/h; p=0,660).
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Valorile individuale ale CRP s-au incadrat in intervalul 0,30-77
mg/dl, 53,4% dintre valori fiind peste limita de referinta (<4 mg/dl) (fig.
34). Media grupului cu infarct miocardic acut a fost usor mai crescuta,
fard a inregistra diferente semnificative comparativ cu cea inregistrata
la pacientii cu angina instabila (8,61 vs 7,57 mg/dl; p=0,715).

Fibrinogenul Valorile individuale ale acestui parametru au
variat In intervalul 276-1012 mg/dl, 51,7% fiind peste limita de
referinta (<500 mg/dl) (fig. 35). Valorile medii ale fibrinogenului nu au
inregistrat diferente semnificative in functie de boala coronariana (554
vs 545 mg/dl; p=0,845).

STATUS CORONARIAN - REZULTATE
CORONAROGRAFIE

Pe cazuistica studiatd predomind caracterul 1C coronarian
(41,4%), in schimb ponderea cumulativa a caracterelor 2C si 3C a fost
de aproximativ 57% (fig.1).

Pe loturi de studiu, se constata urmatoarele aspecte (p=0,584):

- la pacientii cu infarct miocardic un varf de frecventa al

caracterului 1C (43,3%), la acesti pacienti inregistrandu-se
un singur caz normal (3,3%);

- distributia caracterului coronarian la pacientii cu angina
instabila a 1Inregistrat ponderi usor mai crescute ale
caracterelor 2 (35,7% vs 30%) si 3 (25% vs 23,3%) fata de
cei cu infarct miocardic.

24.1% i
1C
41.4%
2C
32.8%
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Fig.1. Distributia cazurilor in functie de caracterul coronarian (OC
=pacienti fara leziuni semnificative, 1C= pacienti unicoronarieni, 2C=
pacienti bicoronarieni, iar 3C=pacienfi tricoronarieni)

Caracterul coronarian, in functie de parametrii clinici a
evidentiat urmatoarele aspecte:
» lot IMA

caracterul 1C este semnificativ mai frecvent intalnit la
varste de peste 65 ani (52,6%; p=0,046) si la pacientii cu
obeti (55,5%; p=0,05);

caracterul 2C predomind ca frecventa la fumatori
(42,9%; p=0,026);

caracterul 3C a inregistrat o frecventd mai crescuta la
pacientii cu diabet zaharat (38,9%; p=0,037)

> lot Al

caracterul 1C predomind semnificativ la sexul masculin
(47,6%; p=0,013) si la pacientii cu dislipidemie (40%;
p=0,001);

caracterul 2C predomina la varste de peste 65 ani (46,2%;
p=0,851) si la pacientii cu obezitate (42,1%; p=0,087);
caracterul 3C a inregistrat o frecventd mai crescuta la
pacientii cu diabet zaharat (35,1%; p=0,345) si la
pacientii cu obezitate (31,6%; p=0,087).

Lalotul IMA, caracterul 2C coronarian s-a asociat cu valori medii
semnificativ mai crescute ale CRP (p=0,001) si TGP (0,05). La
caracterul 3C s-au asociat valori semnificativ mai crescute ale
trigliceridelor (p=0,044).

La lotul Al, caracterul 2C coronarian s-a asociat cu valori medii
semnificativ mai crescute ale fibrinogenului (p=0,05) si VSH-ului
(p=0,028). La caracterul 3C s-au asociat valori semnificativ mai
crescute ale trigliceridelor (p=0,021).
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EVALUAREA CONTRIBUTIEI FACTORILOR DE RISC
EPIGENETICI DIN A DOUA ETAPA A STUDIULUI -

Grupul de studiu a fost constituit din 154 pacienti cu boala
coronariand, impartit in patru loturi in functie de caracterul coronarian:
lot OC (24 pacienti cu modificari coronariene nesemnificative), lot 1C
(48 pacienti cu modificari unicoronariene), lot 2C (48 pacienti cu
modificari bicoronariene) si lot 3C (34 pacienti cu modificari
tricoronariene). Am adaugat, in plus fatd de prima etapa a studiului, 2
noi parametri: prezenta hipertrofiei ventriculare stangi si a tulburarilor
de kinetica (hipokinezie sau akinezie), evaluate ecocardiografic. Am
realizat analiza statistica a datelor prin aceleasi metode ca in prima parte
a studiului.

ANTECEDENTE PERSONALE PATOLOGICE — PREZENTA
FACTORILOR DE RISC CORONARIAN

Diabetul zaharat s-a remarcat in antecedentele patologice
personale ale 94,1% dintre pacientii cu modificari tricoronare si 62,5%
dintre pacientii cu modificari unicoronare, diferente procentuale
semnificative din punct de vedere statistic In comparatie cu ponderea
pacientilor diabetici cu modificari coronariene nesemnificative (16,7%)
(p=0,001).

Dislipidemia s-a remarcat 1n antecedentele patologice personale
cu ponderi mari in toate loturile investigate, variind de la 83,3% la lotul
cu modificdri coronare nesemnificative si unicoronare pand la 100% la
lotul cu modificari tricoronare (p=0,016).

In ceea ce priveste obezitatea, pe cazuistica studiati, se remarca
urmatoarele aspecte (p=0,05):

- 1n lotul de pacienti cu modificari unicoronare 29,2% dintre

pacienti prezentau obezitate grad I1 i 8,3% obezitate grad I11;

- in lotul de pacienti cu modificari bicoronare 45,8% dintre

pacienti prezentau obezitate grad I si 16,7% obezitate grad I1;

- 1n lotul de pacienti cu modificari tricoronare 52,9% dintre

pacienti prezentau obezitate grad [ si 11,8% obezitate grad II;

Fumatul Aproximativ 1/2 dintre subiectii cu modificari coronare

semnificative sunt fumatori (p=0,062).
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PARAMETRI ECOCARDIOGRAFICI

Akinezia La pacientii cu modificari tricoronariene s-a remarcat
cea mai mare frecventd de cazuri cu akinezie (82,4%; p=0,001).

Hipokinezia La pacientii cu modificari tricoronariene s-a
remarcat cea mai mica frecventad de cazuri cu hipokinezie (17,6%;
p=0,002).

Hipertrofia ventriculara stingi (HVS) La pacientii cu
modificari tricoronariene s-a remarcat cea mai mare frecventa de cazuri
cu HVS (88,2%; p=0,001) (fig. 59).

In sinteza, dislipidemia, diabetul zaharat, obezitatea,
antecedentele heredocolaterale, akinezia si HVS s-au asociat
semnificativ mai frecvent cu modificarile tricoronare.

PROFILUL LIPIDIC

Colesterolul total a variat de la 101 la 320 mg/dl, la 44,8%
dintre pacienti valorile individuale au excedat limita de referinta (<200
mg/dl), insd nu s-au evidentiat diferente semnificative ale valorilor
medii in functie de afectarea coronariana (p=0,922).

LDL-colesterolul a variat de la 48 la 252 mg/dl, la 40,9%
dintre pacienti valorile individuale au excedat limita de referinta (<140
mg/dl). Pe loturi de studiu nu s-au remarcat diferente semnificative ale
valorilor medii (p=0,793) (Tabel XXXI).

HDL-colesterol a variat de la 22 la 81 mg/dl, la 40,3% dintre
pacienti valorile individuale au fost sub limita de referintd (>40 mg/dl)
(fig. 62). Din punct de vedere statistic, valorilor medii ale HDL-
colesterolului au fost semnificativ mai reduse la pacientii cu modificari
bi- si tricoronare (p=0,011) (Tabel XXXII).

Trigliceridele s-au incadrat in intervalul 44-455 mg/dl, 40,3%
dintre valori excedand limita de referintd pentru valorile normale (fig.
63). Pe loturi de studiu, valorile medii au fost semnificativ mai crescute
la pacientii cu modificari tricoronariene (p=0,001) (Tabel XXXIII).
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STATUS INFLAMATOR

VSH a variat de la 2 la 130 mm/h, la 58,4% dintre pacienti
valorile individuale au excedat limita de referinta (<20 mm/h) (fig. 64).
In functie de afectarea coronariand, s-a remarcat o valoare medie a
valorilor VSH semnificativ mai crescutd la lotul cu modificari
bicoronariene (p=0,001).

Valorile individuale ale CRP s-au incadrat in intervalul 0,30-25
mg/dl, 52,6% dintre valori fiind peste limita de referinta (<4 mg/dl) (fig.
65). Media grupului cu modificari bicoronariene a fost semnificativ mai
crescuta (p=0,001).

Fibrinogenul. Valorile individuale ale acestui parametru au
variat in intervalul 130-1029 mg/dl, 48,7% fiind peste limita de
referintd (<500 mg/dl) (fig. 66). Valorile medii ale fibrinogenului au
fost semnificativ mai crescute la pacientii cu modificari bicoronariene
(p=0,001). Prin trasarea curbelor ROC se constata faptul ca markerii
procesului inflamator au fost buni predictori in determinismul
modificarilor bicoronariene (AUC>0,600).

EVALUAREA CONTRIBUTIEI FACTORILOR DE RISC
GENETICI DIN PRIMA ETAPA A STUDIULUI - REZULTATE

GENA APOB100

Nu am identificat niciun genotip mutant la pacientii din studiul
nostru.
Fragmentele amplificate, nedigerate au lungime de 170 bp. Dupa
procesul de digestie, am obtinut doar fragmente normale (wild) de 140
bp. Nu am identificat niciun fragment mutant (lungime 110 bp, asa cum
are controlul pozitiv) (fig.2).
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Fig.2. Rezultate determinare genotip apoB100, ordinea in gel-fragmente
nedigerate (170 bp), control pozitiv (110 bp) si fragmente de la pacientii din
studiu (140 bp),

GENA ENZIMEI DE CONVERSIE A ANGIOTENSINEI
Identificarea genotipurilor ECA a fost realizatd in functie de
lungimea ampliconilor, dupa migrarea in gel. Ampliconul de 190 bp
semnalezd prezenta alelei D, iar ampliconul de 480 bp semnaleza
prezenta alelei I. Controlul pozitiv este heterozigot. Am identificat toate
cele trei variante de genotip posibile: II, ID si DD (fig.3). In lotul AI
am identificat 6 pacienti cu genotip II, 19 pacienti cu genotip ID si 5
pacienti cu genotip DD. In lotul IMA am identificat 2 pacienti cu
genotip II, 16 pacienti cu genotip ID si 10 pacienti cu genotip DD.
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Fig.3. Migrarea ampliconilor ECA in gel: II (480 bp), ID (480/190
bp) si DD (190 bp)

Enzima de conversie a angiotensinei, corelatd cu parametrii
clinici a evidentiat urmatoarele aspecte:
> lot IMA

genotipul II ainregistrat ponderi variind intre 16,7% si
22,2%%;

genotipul ID a fost semnificativ asociat cu varste de peste
65 ani, diabet zaharat, dislipidemie, obezitate si fumat
(p<0,05);

caracterul 3C a inregistrat o frecventd mai crescuta la
pacientii cu diabet zaharat (27,8%);

> lot Al

genotipul II a inregistrat ponderi sub 10%;

genotipul ID predomind semnificativ la sexul masculin
(52,4%; p=0,05) si la pacientii cu dislipidemie (52%;
p=0,050), fumatori (74,4%; p=0,001);

genotipul DD predomind la pacientii diabetici (53,8%;
p=0,045), si a inregistrat o frecventa comparabild cu
genotipul ID la grupa de varsta de peste 65 ani (47,4%)
si la pacientii cu obezitate (47,1%).
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La lotul IMA, enzima de conversie a angiotensinei genotipul ID
s-a asociat cu valori medii semnificativ mai crescute ale CRP (p=0,05).
La genotipul DD s-au asociat valori semnificativ mai crescute ale
trigliceridelor (p=0,011).

La lotul Al, enzima de conversie a angiotensinei genotipul ID s-
a asociat cu valori medii semnificativ mai crescute ale HDL-
colesterolului (p=0,05) si VSH-ului (p=0,016). La genotipul DD s-au
asociat valori semnificativ mai crescute ale potasiului seric (p=0,046).

EVALUAREA CONTRIBUTIEI FACTORILOR DE RISC
GENETIC DIN A DOUA ETAPA A STUDIULUI

Enzima de conversie a angiotensinei, corelatd cu parametrii
clinici a evidentiat urmatoarele aspecte:
e lot0C

o 21/24 pacienti (87,5%) prezentau genotip II, dintre care
76,2% barbati, 57,1% cu varste de peste 65 ani, cu
dislipidemie (81%) si obezitate (71,4%);

o genotipul ID s-a decelat la 3 paciente, cu varste de peste 65
ani, obeze si cu disipidemie;

o lot1C

o predomina genotipul ID (83,3%) la sexul masculin (80%),
cu varste peste 65 ani (65%), funatori (55%), la pacientii
cu dislipidemie (80%) si diabet zaharat (55%);

o genotipul II s-a identificat la 16,7% dintre pacientii cu
modificari unicoronariene: 6 barbati, cu diabet zaharat,
dislipidemie si obezitate, numai 3 fumatori;

o lot2C

o la 75% dintre pacienti s-a identificat genotipul ID, dintre
care 61,1% de sex masculin, 58,3% cu varste sub 65 ani,
88,9% pacienti cu dislipidemie si 61,1% cu obezitate;

o genotipul II s-a identificat la 8,3% dintre pacientii cu
modificari bicoronariene: 4 barbati, cu varste peste 65 ani,
fumatori, cu dislipidemie;
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o genotipul DD s-a identificat la 16,7% dintre pacientii cu
modificari bicoronariene: 8 barbati, cu varste peste 65 ani,
cu diabet zaharat, dislipidemie si obezitate, numai 2
fumatori;

e lot3C

o la 82,4% dintre pacienti s-a identificat genotipul DD, dintre
care 82,1% de sex masculin, 57,1% cu varste peste 65 ani,
toti cu dislipidemie, 92,9% diabetici si 57,1% cu obezitate,
jumatate dintre ei fumatori;

o genotipul ID s-a identificat la 14,3% dintre pacientii cu
modificari tricoronariene: 3 femei si 3 barbati, cu diabet
zaharat, dislipidemie si obezitate.

PROFILUL LIPIDIC SI ALELA D

La pacientii cu modificari 2C (206,63 mg/dl; p=0,028) si 3C
(200,71 mg/dl; p=0,005) - genotip DD s-a inregistrat un nivel mediu
semnificativ mai crescut al colesterolului total.

Nivelul mediu al LDL-colesterolului a fost semnificativ mai
crescut la pacientii cu modificari 2C (151,88 mg/dl; p=0,016) si 3C
(133,25 mg/dl; p=0,001) - genotip DD.

Nivelul mediu al HDL-colesterolului a fost semnificativ mai
redus la pacientii cu modificari 3C - genotip DD (39,79 mg/d];
p=0,027).

Nivelul mediu al trigliceridelor a fost semnificativ mai crescut
la pacientii cu modificari 3C - genotip DD (230,21 mg/dl; p=0,017).

STATUSUL INFLAMATOR SI ALELA D

La pacientii cu modificari 2C (12,60 mg/dl; p=0,018) si 3C (6
mg/dl; p=0,033) - genotip DD s-a Inregistrat un nivel mediu
semnificativ mai crescut al CRP. Nivelurile medii ale fibrinogenului
si VSH nu au inregistrat diferente semnificative din punct de vedere
statistic in functie de ECA si genotip .
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FRACTIA DE EJECTIE SI ALELA D
Fractia de ejectie a variat in intervalul 30-60%, valori individuale
aflate sub limita de referinta (60-70%) la toti pacientii. Pe loturi de
studiu s-a remarcat o valoare medie semnificativ mai redusa la lotul cu
modificari tricoronariene (37,65%; p=0,001).
Valoarea medie a fractiei de ejectie a fost semnificativ mai
redusa la pacientii cu genotip DD (36,39%; p=0,001).

HIPERTENSIUNEA ARTERIALA (HTA) ST ALELA D

Dintre pacientii cu HTA std. I, 85.7% prezentau genotip II; 64%
dintre pacientii cu HTA std. II, prezentau genotip ID, iar 35,6% dintre
pacientii cu HTA std. III, prezentau genotip DD (p=0,001) (fig.4).
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Fig.4. Corelatia genotipului cu HTA

MODIFICARILE ECOCARDIOGRAFICE SI ALELA D

Dintre pacientii cu akinezie, 54% prezentau genotip DD, 39,7%
genotip ID si numai 6,3% genotip II (p=0,001).

Dintre pacientii cu hipokinezie, 2,9% prezentau genotip DD,
75,7% genotip ID si 21,4% genotip II (p=0,001).

Dintre pacientii cu hipertrofie ventriculara stinga (HVS),
41,4% prezentau genotip DD, 52,9% genotip ID si numai 5,7% genotip
II (p=0,001).
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DISCUTII

Etapa curentad a cercetarii s-a axat pe studiul factorilor de risc
pentru boala coronariand, in functie de severitatea acesteia (caracterul
uni/bi/tricoronarian versus prezenta stenozelor nesemnificative, ca lot
martor). Am realizat analiza statistica a rezultatelor in doud etape, prima
privind legatura factorilor de risc clasici, de mediu cu boala coronariana
si severitatea acesteia (analiza epigeneticd), iar a doua etapa am dedicat-
o studiului dintre factorii genetici si severitatea bolii coronariene,
precum si interactiunii dintre genetic si epigenetic in determinismul
acestei patologii complexe.

Consumul de tutun este un factor de risc epigenetic major. In
prima parte a studiului, am observat cd jumatate de pacienti erau
fumatori, fara diferente semnificative statistic intre infarct miocardic si
angind (46,7% fumatori cu infarct si 50% fumatori cu angina instabild).
Mai mult, balanta negativa tinde sa incline in favoarea anginei instabile.
Asocierea dintre fumat si alcool a fost mai puternic asociata cu infarctul
miocardic, desi aceasta diferentd a fost semnificativa statistic doar
pentru fumat (Merry et al., 2011), diferit fatd de rezultatele din studiul
nostru.

Legatura stransa dintre diabetul zaharat si boala ischemica a
fost indelung studiatd de-a lungul timpului, ambele patologii fiind in
crestere la nivel mondial. Prevalenta diabetului zaharat in randul
pacientilor nostrii a fost foarte crescutd. In prima parte a studiului,
infarct miocardic versus angina instabila, ponderea diabetului zaharat a
fost aproximatix egala intre loturi (60% din cei cu infarct si 60,7% din
cei cu angind instabild). Aceste rezultate sunt in contradictie cu alte
studii, care sustin prevalenta mai mare a diabetului la cei cu infarct.
Esteghamati et al. au inclus in cercetarea lor 514 pacienti cu angina
instabila sau infarct miocardic acut, dintre care 30% erau diabetici, cu
o vechime medie a bolii intre 13,4+/- 8,7 ani. Rezultatele au aratat o
pondere semnificativ mai mare a infarctului miocardic in randul
pacientilor diabetici. Insa localizarea si extensia infarctului, precum si
amploarea cresterilor enzimatice nu au inregistrat diferente Intre
diabetici si non diabetici, contrar descoperirilor din studiul nostru
(Esteghamati et al., 2006). In a doua parte a studiului, odata cu marirea
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loturilor si redistributia pacientilor In functie de severitatea bolii
vasculare, am evidentiat noi asocieri. Din totalul de 154 de pacienti, 90
au fost diabetici (58%). Mai mult, am observat o asociere intre
severitatea bolii coronariene si diabetul zaharat, intrucat acesta din
urma a fost prezent la 94,1% dintre tricoronarieni (32 de pacienti din
34) si 62,5 % dintre bicoronarieni (30 pacienti din 48) fata de 16% in
lotul martor ( 4 din 24) (p=0.001). Aceasta descoperire este in
concordantd cu alte studii anterioare. Trialul FREEDOM a aratat ca
pacientii diabetici au leziuni mai extinse §i mai severe, adesea
necesitdind by pass aorto-coronarian (Dangas et al., 2014). Pentru
evaluarea extensiei bolii coronariene au utilizat Scorul Coronarian,
alcatuit din distributia segmentara a leziunilor si analiza morfologica a
placii aterosclerotice. Scorul Coronarian a fost semnificativ mai ridicat
in cazul pacientilor diabetici versus lotul de control (P<0.001). De
asemenea, diabeticii au inregistrat un numar mai mare de leziuni
proximale. Analiza morfologica a scos la iveald ponderea ridicata a
placilor vulnerabile (24.37% vs. 15.33%; P<0.01) si a stenozelor mai
severe (70-90%) in lotul diabetic (70.53.% vs. 57.33%; P<0.05. Asadar,
faptul cd in lotul martor leziunile au fost mai severe §i mai extinse,
sugereazd rolul diabetului zaharat de predictor independent al
aterosclerozei (Uddin et al., 2005).

Tulburarile profilului lipidic reprezinta un alt factor epigenetic
major. Dovezile privind legatura dintre progresia bolii coronariene si
nivelul LDL si al trigliceridelor sunt multiple si concludente. Particulele
LDL oxidate lezeaza endoteliul si induc ruptura placilor. Tot referitor
la lipoproteine, putem vorbi si despre o relatie inversa intre HDL si
progresia bolii coronariene. Nivelul scazut al HDL este un factor de risc
independent si puternic pentru infarct miocardic §i accident vascular
cerebral, desi existd si pacienti cu infarct care au un nivel normal de
HDL (Perez-Mendez et al., 2014). Un studiu realizat de Xenophontos
et al., a analizat legatura dintre HDL scazut (<40 mg/dl), fumat si
infarctul miocardic la pacienti de sex masculin din Cipru si a observat
ca fumatul reduce concentratiile de HDL si apoproteina si creste LDL
si trigliceridele, contribuind astfel la riscul de infarct miocardic
(Xenophontos et al., 2008). Mai mult, studiul lui Virmani et al., a aratat
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ateroamele care au un capison subtire, cu risc mare de ruptura, sunt cel
mai adesea Intdlnite la pacientii cu HDL mic si raport colesterol
total/HDL ridicat (Virmani et al., 2006). In prima parte a studiului
nostru, 41.4% dintre pacienti aveau HDL sub 40 mg/dl, dar nu am
inregistrat diferente statistic intre cele doua loturi (angind instabila si
infarct miocardic acut). Insa in a doua parte a studiului, am observat o
preponderentd semnificativa statistic a nivelului redus al HDL la
pacientii cu leziuni bi si tricoronariene. In ceea ce priveste colesterolul
total si nivelul LDL, nu am observat diferente semnificative intre loturi.
La prima vedere, rezultatele par neasteptate, dar avand in vedere ca
90% dintre pacienti au istoric de dislipidemie si erau deja sub tratament
cu statine la momentul includerii in studiu, putem desprinde observatia
ca rezultatele la nivelul profilului lipidic au fost influentate de
tratamentul hipolipemiant. Rolul important al particulelor proaterogene
de LDL este binecunoscut, dupd cum arata rezultatele multor studii,
printre care si cele ale lui White et al. si Holmes et al. (Holmes et al.,
2015; White et al., 2016), precum si rezultatele unor trialuri clinice
randomizate axate pe tratamentul hipolipemiant (Baigent et al., 2010;
Mihaylova et al., 2012).

In ceea ce priveste trigliceridele, 40.3% dintre pacientii
analizati de noi au avut valori peste limita de referintd, cu valori
semnificativ mai crescute la pacientii tricoronarieni. Dislipidemia,
inflamatia si raspunsul imunologic la metabolismul lipidic anormal
constituie baza producerii si dezvoltarii bolilor cardiovasculare.
Rezultatele noastre sunt concordante cu cele ale altor studii in domeniu.
Soeiro et al., a evidentiat cd un nivel al trigliceridelor peste 1.13
mmoli/L creste semnificativ riscul cardiovascular (Soeiro et al., 2015).
Se pare ca rolul trigliceridelor este mai mare decat s-a crezut o lunga
perioada de timp (Kolovou et al., 2011; Boren et al., 2014; Matsumoto
et al., 2014; Tenenbaum et al., 2014). Cu cat nivelul trigliceridelor a
fost mai mare, cu atat a crescut mai mult si riscul de infarct (Jiao et al.,
2018).

Obezitatea este un alt factor de risc tradifional pentru bolile
cardiovasculare. In prima parte a studiului, am observat ci 56,7% dintre
pacientii cu infarct miocardic erau obezi si 43,3 % normoponderali.
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Ponderea obezitatii a fost mai crescuta in lotul cu angina instabila, desi
diferentele dintre loturi nu au avut semnificatie statistica (p=0,860).
Aceste rezultate constituie argumente pentru asocierea dintre excesul
ponderal si boala coronariand. Zhu Jun et al., a realizat o meta analiza
pentru a demonstra implicarea supraponderii §i obezitdtii In
determinismul bolii coronariene. Atat statusul supraponderal, cat si
obezitatea au crescut riscul de infarct. Sindromul metabolic, care
include obezitatea abdominald, a dublat riscul cardiovascular si a
crescut mortalitatea de 1,5 ori (Zhu et al., 2014). Mai mult, odata
diagnosticata boala cardiaca, prezenta obezitatii accelereaza progresia
leziunilor. Pacientii supraponderali si cei obezi sunt predispusi la
insulino-rezistenta si diabet zaharat, ceea ce le agraveaza prognosticul
(Savage, 2017.

Clasic, evaluarea severitatii bolii coronariene se realizeaza prin
coronarografie, care imparte pacientii in uni, bi, tricoronarieni sau
leziuni de trunchi comun si stenoze de peste 50% sau peste 70%
(Ringqvist et al., 1983). Combinarea acestor parametrii duce la
alcatuirea unor scoruri de risc coronarian (Dash et al., 1977; Gensini et
al., 1983). Rubinstein a observat cd pacientii obezi trimigi pentru
coronarografie erau mai tineri si aveau afectare de trunchi comun in
procent mai redusa (Rubinshtein et al., 2006).

Inflamatia, un proces central in dezvoltarea bolii coronariene,
apare ca raspuns al coronarelor la oxidarea lipidica, leziune si uneori in
infectii. Factorii de risc clasici, precum hipertensiunea arteriala,
diabetul zaharat, fumatul sunt agravati de moleculele LDL oxidate si
initiazd un proces inflamator cronic, cu aparitia placii vulnerabile,
predispusa la rupturd si tromboza. Studiile epidemiologice au
demonstrat legatura importanta dintre markerii inflamatiei si riscul de
evenimente cardiovasculare (Ross, 1999). Markerii inflamatori evaluati
in cadrul cercetarii noastre au fost VSH, fibrinogenul si proteina C
reactiva (PCR).

In prima parte a studiului, 62,1% dintre pacienti aveau VSH
peste limita de referintd, 53,4% PCR ridicata si 51,7% fibrinogenul
crescut, dar farad diferente semnificative intre infarct miocardic acut si
angind instabild. Aceste rezultate pledeazd pentru asocierea dintre
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sindromul coronarian acut si sindromul inflamator, din care fac parte
ambele patologii. In ceea ce priveste rolul inflamatiei in severitatea
leziunilor, am observat valori mari ale fibrinogenului in lotul cu
modificari bicoronariene (p=0.001). Fibrinogenul joaca un rol
important in etapa finald din cascada coagularii si anume, formarea
fibrinei, fiind deci atat marker al inflamatiei, cat si factor de coagulare
(Danesh et al., 2000). Inflamatia este dependenta de interactiunea dintre
fibrinogen si leucocite, intermediatd de integrine (Stefanadi et al.,
2010). Rolul fibrinogenului, singur sau asociat cu alti markeri, in
determinismul evenimentelor coronariene a fost indelung cercetat de-a
lungul timpului. Xu et al. au afirmat ipoteza ca fibrinogenul ar putea
constitui o veriga intre stres si sindroamele coronariene (Xu et al.,
2012). Fibrinogenul este asociat si cu alti factori de risc, precum
hipertensiunea arteriala si hipercolesterolemia.

PCR este sintetizatd de catre ficat ca raspuns la interleukina 6
si contribuie semnificativ la aterogeneza, alterarea placii de aterom si
tromboza. Trombina si factorul de crestere derivat din plachete (PDF)
induc augmentarea productiei de interleukind 6, ceea ce creste
eliberarea de PCR la nivelul ficatului, agravand astfel inflamatia si
tromboza. Aditional, PCR activeaza sistemul complement si amplifica
eliberarea de factor tisular din monocite (Libby, 2001; Ridker, 2003).
Aceste mecansime explicd implicarca PCR in constelatia
fiziopatologica care duce la aparitia sindroamelor coronariene acute,
fiind nu doar un factor predictiv pentru producerea evenimentelor acute
la adultii cu varstdi medie aparent sandtosi, ci si pentru evolutia
postinstalare a unui sindrom coronarian acut (Ridker, 2002).

Brunetti et al., au inclus in studiul lor 192 p acienti cu
sindroame coronariene, dintre care 138 cu infarct miocardic acut (28 cu
infarct non-Q) si 54 cu angind instabila. Autorii au masurat PCR,
creatinkinaza MB, LDH si troponina I, au evaluat fractia de ejectie prin
ecocardiografie si distructia miocardica cu ajutorul nivelului plasmatic
al enzimelor de citolizd miocardica. Pacientii au fost monitorizati timp
de 6 luni de la evenimentul acut. Diferit fata de rezultatele noastre, care
nu au obiectivat diferente Intre lotul infarct versus lotul angina instabila,
autorii au descoperit valori ale PCR semnificativ mai mari la pacientii
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cu infarct cu unda Q fata de infarctul non-Q si angina instabila, precum
si intre infarctul non-Q si angina instabila (p<0,01). In ceea ce priveste
riscul de evenimente adverse cardiace majore la 6 luni, acesta a fost mai
mare pentru pacientii cu infarct cu unda Q care aveau valori de varf ale
PCR. Insa spre deosebire de cercearea noastra, care subliniaza asocierea
PCR ridicata cu leziunile bicoronariene, studiul lui Brunetti et al. nu a
identificat corelatii CRP-angiografie coronariana.

Urmatoarea etapa a constituit analiza mutatiilor genetice. Prima
mutatie investigata a fost polimorfismul genei apoB100. Relatia stransa
dintre apoproteina B100 si nivelul circulant de particule LDL aterogene
este este unanim recunoscut. Legarea LDL de receptorul sdu este
esentiala pentru epurarea moleculelor aterogene. Asadar, mutatiile la
nivelul genei apoB100 sau la nivelul receptorului pentru LDL afecteaza
acest proces. Inlocuirea argininei cu glutamina la nivelul codonului
3500 duce la hipercolesterolemie (Frostegard et al., 1990). Avand in
vedere rolul important al hiperlipo proteinemiei in ateroscleroza,
principalul proces care std la baza bolii coronariene, am decis sa
includem in cercetarea noastra si acest parametru. Contrar asteptarilor
noastre, dozirile genetice efectuate la pacientii inclusi nu au decelat
prezenta acestei mutatii.

Avand 1n vedere ca aproximativ 2/3 din colesterolul circulant
este incorporat in particulele de LDL, complexul LDL-LDL Receptor
este esential in mentinerea metabolismului lipidic adecvat (Brown,
Goldstein, 1986). Mutatiile pot sa aparda la nivelul LDL sau al
receptorului. Hipercolesterolemiile familiale cresc riscul de infarct
miocardic. Insa, cum mutatiile receptorului sunt responsabile de numai
5% din cazurile de boala coronariana la pacientii sub 60 de ani (Brown,
Goldstein, 1986; Goldstein, Brown, 1989),atentia s-a indreptat spre
mutatiile apoB100, cea mai studiatd fiind mutatia de la nivelul
codonului 3500. Raportat la cercetarea noastrd, deducem ca pe langa
criteriul hipercolesterolemiei la pacientii coronarieni pe care i-am
inclus, ar fi fost util sa dozam initial si nivelul seric al apoB100 si sa
realizdm studiul genetic numai la acei pacienti cu nivel peste limita
superioara a normalului.
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Asocierea dintre mutatia acestei gene si boala coronariana este
incd in plina cercetare la nivel mondial, rezultatele fiind controversate.
Studiile prezentate in literatura de specialitate demonstreaza prezenta
mutatiei in numar mare in zona Europei centrale, cu scaderea incidentei
pe masura ce ne deplasam spre sudul si estul continentului (Horvath et
al., 2002). Studiul nostru este primul din Roménia pe aceastad tema. Prin
urmare, este posibil ca aceastd mutatie sa fie rard pe teritoriul {arii
noastre, dar reprezinta cu siguranta o tema buna de cercetare pe viitor,
pe un numdr mai mare de pacienfi din mai multe zone ale tarii, cu
aplicarea acestui criteriu suplimentar al includerii in studiu doar a celor
cu nivel seric ridicat de apoB100.

Boala arteriala coronariand (BAC) reprezintd o patologie
poligenica. Declansarea si severitatea sa depind de interactiunea dintre
factorii genetici si factorii de mediu. Genotipurile DD, ID si II sunt
asociate cu niveluri inalte, intermediare, respectiv joase de ECA
(Cambien et al., 1994). Studiul nostru aratd ca cele trei genotipuri
influenteaza severitatea bolii coronariene, interactionand cu factorii de
risc conventionali. Relatia dintre BAC si polimorfismul genetic
(genotip DD) a fost luatd in discutie pentru prima datd de Cambien et
al. De atunci, tema a fost indelung dezbatutd, rezultatele fiind in
continuare neclare, cu unele studii pozitive (Gardemann, 1998), si altele
negative (Ferries et al., 1999; Canavy et al., 2000). Polimorfismul I/D
este responsabil de 20-50% dintre diferentele de nivel plasmatic ale
ECA, ceea ce presupune ca 50-80% provin din influenta factorilor de
mediu sau din interactiunea dintre aceste polimorfisme si factorii de
mediu (Cambien et al., 1994).

Cercetarea de fatd a obiectivat o puternica corelatie intre
mutatiile ECA si sexul masculin, varsta peste 65 de ani, fumat, diabet
si obezitate, in special in grupurile cu leziuni bicoronariene. in ceea ce
priveste fumatul, corelatia acestui parametru cu ECA la pacientii nostri
s-a Inregistrat in special la grupurile cu leziuni bicoronariene si
tricoronariene , sugerand o contribugie importanta in dezvoltarea bolii
coronariene. Nicotina potenteaza expresia ECA, ducand la o activitate
plasmatica si tisulara crescuta a angiotensinei (Zhang et al., 2001). Mai
mult, alela D a fost asociata cu disfunctie endoteliald, in special la
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fumatori (Buttler et el., 1999). Atat fumatul, cat si alela D au fost
corelate cu un nivel crescut de angiotensind II, avand drept rezultat
formarea de anioni superoxid si degradarea oxidului nitric, iar in final
disfunctie endoteliala (Drexler, Hornig, 1999). Fumatul altereaza
mecanismele protectoare antioxidante, modificand expresia genei ECA
(Zhang et al., 2001).

Se pare ca genotipul DD, spre deosebire de genotipul II, ar fi
puternic asociat cu riscul de diabet zaharat si dezvoltarea complicatiilor
sale (Marre et al.,, 1994) si cu hipertensiunea arteriala (Zee, 1992).
Totusi, exista si studii care nu sustin aceastd asociere (Chiang, 1997,
Daimon, 2003). Mai mult, un studiu realizat in Australia a scos in
evidentd o legdtura puternica intre alela I si hipertensiunea arteriala
familiald in populatia australiana (Zee et al., 1992). Un studiu important
in aceasta directie realizat in Arabia Saudita a dovedit o pondere mare
a alelei D la pacientii hipertensivi si diabetici cu sau fara hipertensiune
(p<0,0001), rezultate similare cu cele ale unui studiu important din
Taiwan (Hsieh et al., 2000). Aceste descoperiri sunt sustinute si de alte
cercetari din alte regiuni, care atestad prevalenta crescutd a genotipului
DD si a alelei D la pacientii diabetici i hipertensivi (Jeng et al., 1997,
Daimon et al.,, 2003). Cercetarea curentd se incadreaza in randul
studiilor pozitive, corelatia polimorfismelor ECA cu diabetul zaharat
fiind semnificativa statistic la pacientii uni si bicoronarieni (p=0,004,
respectiv p=0.001). Stephens J.W. au analizat prevalenta mutatiilor
ECA la pacienti caucazieni diabetici si non-diabetici si au demonstrat
prevalenta genotipurilor DD, ID in randul pacientilor diabetici
(p<0,001), precum si corelatia pozitiva cu istoricul familial de diabet
(p=0,03) (Stephens et al., 2005). Legatura dintre diabetul zaharat si
alela D a creat numeroase controverse de-a lungul timpului. In mod
surpinzator, meta analiza Iui Zhou D. et al pe populatia din China,
publicatd in 2012, care a inclus 41 de studii (4708 cazuri si 5368
subiecti control), a infirmat asocierea dintre polimorfismul ECA si
diapetul zaharat tip 2 (Zhou et al., 2012). Prin contrast, In populatia
egipteand, Zarouk et. al., au adus in atentie asocierea alelei D atat cu
diabetul zaharat, cat si cu hipertensiunea arteriala, sugerand ca la
aceasta categorie de pacienti, initierea precoce a terapiei cu inhinitori ai
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ECA si blocanti ai receptorilor ECA, ar putea fi utila pentru prevenirea
complicatiilor ulterioare (Zarouk et al., 2009).

Dintre markerii inflamatori analizati, am obtinut corelatie
semnificativd statistic doar intre proteina C reactivd (PCR) si
polimorfismul ECA, fibrinogenul si VSH neinregistrand diferente
semnificative In functie de ECA si genotip. Cele mai ridicate valori ale
CRP au fost identificate la pacientii cu genotip DD cu leziuni
bicoronariene §i tricoronariene. Este dovedit cd angiotensina II
stimueazd procesul inflamator, prin inducerea sintezei de citokine,
precum interleukina 6 si factorul de necroza tumorald alpha, iar
inflamatia joaca un rol cheie in ateroscleroza, baza fiziopatologica a
bolii coronariene (Kranzhofer et al., 1999). Activitatea ECA si
concentratiile sale plasmatice sunt determinate de polimorfisme
genetice (Rigat et al., 1992). Genotipul DD are o activitate plasmatica
cu 85% mai mare decat genotipul II (Rigat et al., 1990). Nivelul ridicat
de PCR la pacientii cu boald coronariand pare a fi un predictor
prognostic chiar mai potent decat LDL colesterolul (Ridker et al.,
2002). Pacientii cu risc mare au in general placi de aterom vulnerabile
si In consecintd pot dezvolta infarct miocardic acut consecutiv
inchiderii vasului (Ridker, 2003). Se crede ca nivelul mare al PCR este
mai degraba un martor al vulnerabilitatii placii, decat al gradului de
extensie al aterosclerozei, in timp ce angiotensina II are un rol mai mare
asupra extensiei ateromatozei decdt asupra vulnerabilitatii (Libby,
Ridker, 2004).

Hipertensiunea arteriald esentiala este un alt factor de risc
cardiovascular cunoscut. SRAA contribuie la mentinerea balantei
hidro-electrolitice si astfel la reglarea tensiunii arteriale. Prin cele doua
functii majore ale sale, una de a activa angiotensina II, un puternic
vasoconstrictor si cealaltd de a inactiva bradikinina, ECA detine un rol
central in homeostazia tensionala. Astfel, este de asteptat ca
polimorfismele acestei gene, asociate cu o activitate plasmaticd mai
scazuta sau mai ridicatd, sd determine dezechilibre tensionale
(Badaruddoza et al., 2009). Studiul nostru evidentiaza asocierea
semnificativa statistic dintre un grad mai redus de hipertensiune si alela
I si un grad nalt de hipertensiune si alela D.
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Hipertrofia ventriculara stangd (HVS), una dintre marcile
patologice ale hipertensiunii arteriale, reprezintad, in realitate,
consecinta adaptarii ventriculului stdng la cresterea postsarcinii. La
baza acestui mecanism sta incercarea cordului de a mentine un debit
cardiac normal, in conditiile unei suprasolicitari de presiune. Astfel,
HVS functioneaza ca mecanism compensatoriu optim pand la un
anumit nivel, dincolo de care se produce decompensarea, cu instalarea
insuficientei cardiace. Un pacient cu HVS are un risc de 4 ori mai mare
de a dezvolta un infarct miocardiac acut, decat un pacient cu acelasi
nivel presional, dar fara hipertrofie (Cosenso-Martin et al., 2015).

In ultimii ani a existat un interes din ce in ce mai mare pentru
asocierea dintre polimorfismul I/D al ECA, nivelul seric al
angiotensinei II si hipertensiune arteriala, HVS. Totusi, rezultatele
acestor studii sunt controversate. Studiul nostru se incadreaza in aceasta
linie a cercetarilor pozitive. Dintre pacientii cu HVS, 41,4% au
prezentat genotip DD, 52,9% genotip ID si numai un procent mic de
5,7% aveau genotip II. Cardoso et el., au depistat o frecventa mai mare
a hipertensiunii arteriale la femeile cu genotip II, in timp ce barbatii de
sex masculin aveau preponderent ID sau DD (Cardoso et al., 2008. in
studiul nostru, nu s-au observat diferente semnificative statistic intre
cele doua sexe privind HVS.

CONCLUZII

1. Majoritatea pacientilor cu sindrom coronarian acut inclusi au fost
de sex masculin si s-a observat preponderenta barbatilor atat in ceea
ce priveste infarctul miocardic acut, cat si in ceea ce priveste angina
instabild, dar nu au existat diferente semnificative intre sexe intre
leziunile uni, bi, tricoronariene.

2. Mai mult de jumatate dintre pacienti erau fumatori si, desi nu am
identificat diferente semnificative Intre infarct si angina instabila,
avand in vedere cd ambele sunt patologii acute, severe, putem
afirma ca tutunul ramane un factor de risc epigenetic important
pentru evenimente cardiace de amploare.
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10.

Istoricul familial pozitiv a fost intalnit predominant la pacientii cu
leziuni severe (boala trivasculard), ceea ce aduce inca o data in
discutie atat rolul predispozitiei genetice in aceasta patologie cat si
rolul obiceiurilor alimentare din familie.

Aproape jumatate dintre pacienti au prezentat valori scazute ale
HDL, iar jumatate dintre acestia erau fumatori, ceea ce evidentiaza
influenta nociva a tutunului asupra acestui parametru metabolic
protector, antiaterogen.

Lipoproteinele aterogene au fost crescute in lotul nostru, dar nu la
nivelul la care ne-am fi asteptat, tindind cont de severitatea
leziunilor. Dar cum anamneza a evidengiat ca 90% aveau
dislipidemie diagnosticata anterior si urmau deja terapie cu statine
in momentul producerii evenimentului coronarian acut, putem
explica amploarea redusa a leziunilor prin acest tratament.

Mai mult de jumatate dintre pacientii cu infarct miocardic acut erau
obezi, cu o pondere chiar mai crescuta a obezitatii la pacientii bi si
tricoronarieni, fatd de cei fard leziuni semnificative si
unicoronarieni. Aceste aspecte intdresc binecunoscutul rol al
obezitatii in determinismul bolii ischemice cardiace.

Rezultatele noastre confirmd implicarea diabetului zaharat in
accelerarea aterosclerozei coronariene, cu declansarea de
evenimente cardiace acute.

Fibrinogenul si proteina C reactivd au fost crescute la pacientii
bicoronarieni, fard diferente semnificative intre infarct si angina
instabild. Aceste modificari au fost observate in special la acei
pacienti din studiu care erau diabetici, hipertensivi, fumatori si
dislipidemici, ceea ce constituie un argument pentru faptul ca toti
acesti factori epigenetici induc inflamatie si dezechilibrarea placii
de aterom, cu aparitia placii instabile, vulnerabile.

Contrar agteptarilor noastre, la nici unul dintre pacientii inclusi nu
am obtinut mutatii ale genei apoproteinei B100, posibile explicatii
putand fi zona geografica (aceste mutatii sunt rare si predomina in
centrul Europei) si numarul mic de pacienti.

Cele mai importante elemente de noutate ale cercetarii de fata s-au
obtinut din studiul polimorfismului genetic al ECA. Astfel, in lotul
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martor (leziuni nesemnificative) aproape tofi pacientii erau
purtatori I (87.5%), ponderea alelei D crescand odata cu agravarea
leziunilor coronariene, spre un procent de 82% de purtatori DD in
lotul de pacienti tricoronarieni.

In concluzie, importanta clinici a acestui studiu consta in
faptul ca toate aceste descoperiri ar putea explica raspunsul diferit
la medicamentele cu actiune la nivelul ECA, raspuns determinat de
genotipul fiecarui pacient. In acest sens, sunt necesare studii
suplimentare care sa evalueze efectele farmacogenetice individuale
ale polimorfismului ECA pentru Imbunatatirea strategiilor
terapeutice si prognostice In sindroamele coronariene acute.
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