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INTRODUCERE

Boala arteriala periferica (BAP) afecteaza peste 200 de milioane de adulti din
intreaga lume, iar incidenta BAP creste pana la 20% la persoanele cu varsta de
peste 70 de ani. Desi BAP a fost perceputa in mod traditional ca o boala care
afecteaza barbatii, prevalenta BAP pare sa fie egala in randul barbatilor si femeilor
in varsta.

Subdiagnosticarea BAP in cadrul asistentei medicale primare poate fi o
problema semnificativa, deoarece majoritatea pacientilor cu BAP nu prezinta
simptomele stereotipice de claudicatie descrise in manuale. Fumatul creste de patru
ori riscul de aparitie a BAP si are cel mai mare impact asupra severitatii bolii.
Comparativ cu nefumatorii, fumatorii cu BAP au o durata de viatd mai scurta si
evolueaza mai frecvent catre ischemia critica a membrelor si amputare. Factorii de
risc suplimentari pentru PAD includ diabetul, hiperlipidemia, hipertensiunea
arteriala, rasa si etnia.

S-a observat o crestere cu 72% a prevalentei globale a BAP de la un numar
estimat de 65.764.499 persoane in 1990 la 113.443.016 in 2019. Prevalenta la
100.000 de persoane a crescut cu 13%, iar prevalenta la 100.000 standardizata pe
varsta a scazut cu 22%. Modele similare au fost observate pentru anii de viata
pierduti, mortalitate, anii traiti cu handicap si anii de viata ajustati in functie de
handicap. Prevalenta si invaliditatea au fost mai mari in randul femeilor, in timp ce
mortalitatea si anii de viata pierduti au fost mai mari in randul barbatilor. Povara bolii
a crescut odata cu cresterea indicelui socio-demografic.

Aceste cresteri ale bolii arteriale periferice au fost in contrast cu tendintele
globale privind povara globala a bolilor cardiace ischemice si a accidentelor
vasculare cerebrale ischemice, care au inregistrat o scadere a prevalentei si a
mortalitatii legate de boald in acelasi interval de timp. in general, doar aproximativ
55% din povara bolii PAD a putut fi atribuita factorilor de risc identificati, consumul
de tutun, diabetul si hipertensiunea arteriala fiind cele trei contributii majore in toate

grupurile investigate.



Boala arteriala periferica este o boala aterosclerotica strans asociata cu
morbiditate si mortalitate ridicate in cazul evenimentelor cardiace. Inflamatia este
esentiald in ateroscleroza, atat la declansare, cat si in progresie. Numerosi
biomarkeri inflamatori [citokine, metaloproteinaze matriceale (MMP), selectina,
molecula de adeziune intracelulara (ICAM), molecula de adeziune a celulelor
vasculare (VCAM), proteina C reactiva (CRP), fibrinogen] au fost masurati in bolile
aterosclerotice, inclusiv BAP.

in ciuda progreselor recente, PAD continud sa fie o afectiune
subdiagnosticata si subtratata. Studii recente au explorat posibilitatea de a utilizarea
miARN-urilor ca biomarkeri pentru PAD. intr-un studiu recent al pacientilor cu
ateroscleroza, miR-654-5p si miR-409-3p au fost identificate ca biomarkeri
potentiali, iar modelele de regresie logistica modele bazate pe aceste 2 miARN-uri
au diferentiat pacientii cu ateroscleroza de martori.

Mai mult, intr-un studiu privind boala arteriala periferica, miR-21, miR-130a,
miR-27Db, let-7f si miR-210 au fost toate semnificativ crescute, demonstrand faptul
ca miRNA pot fi utilizati ca markeri de prognostic si diagnostic, dar si de tratament in
boala arteriala periferica.

in consecinta, PAD este adesea nediagnosticata si netratatd, in special in
stadiile incipiente ale patologiei sau la pacientii diabetici, prezentand rate de tacere
de aproximativ 50%, subliniind necesitatea unor markeri de diagnostic precoce si de
prognostic, precum si a unor noi tinte terapeutice pentru PAD a membrelor

inferioare.



REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Teza isi propune sa investigheze in detaliu atributele distincte ale bolii
arteriale periferice:
1. Studiu epidemiologic si al factorilor de risc in ischemia critica
2. Un profil de biomarkeri pentru a prezice supravietuirea fara amputatie la
pacientii cu ischemie critica

3. miRNa in diagnosticul si tratamentul ischemiei critice
Obiectivele stiintifice propuse au fost:

- Identificarea factorilor de risc si asocierea lor cu progresia bolii
vasculare periferic in populatia generala a Romaniei

- ldentificarea unui panel de biomarkeri util in diagnosticul bolii
arteriale periferice in general si a ischemiei critice in special

- Identificarea unor miRNA care sa fie util in diagnosticul si
tratamentul ischemiei critice si a bolii vasculare periferice

- Stabilirea unor noi directii de cercetare stiintifica in
diagnosticul si tratamentul bolii arteriale periferice

Partea generala are 3 capitole.

Primul capitol se refera la date clinice, paraclinice si epidemiologice legate
de boala arteriala periferica. Contine subcapitole legate de definitie si
epidemiologie, clasificare, semne clinice, investigatii clinice si paraclinice,
managementul factorilor de risc, principii de tratament medicamentos, chirurgical
si endovascular.

Al doilea capitol discuta pe larg detalii legate de markerii inflamatori in
boala arteriala periferica. Boala arteriala periferica este o boala aterosclerotica
strans asociata cu morbiditate si mortalitate ridicate in cazul evenimentelor
cardiace. Inflamatia este esentiala in ateroscleroza, atat la declansare, cét si in
progresie. Numerosi biomarkeri inflamatori [citokine, metaloproteinaze matriceale
(MMP), selectina, molecula de adeziune intracelulara (ICAM), molecula de

adeziune a celulelor vasculare (VCAM), proteina C reactiva (CRP), fibrinogen] au



fost masurati in bolile aterosclerotice, inclusiv BAP. Inflamatia () este acum
considerata fundamentala atat in declansarea BAP, cét si in cresterea acesteia.
Ea este strans legata de leziunile endoteliale si de disfunctia endoteliala. Lipsa de
eliberare de oxid nitric derivat din endoteliu este simptomul cel mai probabil
pentru inducerea disfunctiei vasculare endoteliale vasodilatatoare endoteliala si
este o etapa cruciala bine recunoscuta in ateroscleroza. Mai mult decat atat,
aceasta contribuie la dezarticularea peretilor arteriali, la distensibilitatea arteriala,
rigiditate, vasomotiune si vasomotolitate.

Noii markeri circulanti ar putea furniza informatii suplimentare cu privire la
riscul de aparitie a PAD si ar putea adauga informatii prognostice dincolo de ceea
ce este posibil prin masurarea ABI, in special in ceea ce priveste predictia
evenimentelor cardiovasculare si a mortalitatii.

MicroARN-urile (miARN) au fost descoperite in 1993 si au avut de atunci
un impact substantial asupra studiului epigenetica de atunci. Capitolul 3 prezinta
pe larg detalii legate de miRNA in boala arteriala periferica si pregateste terenul
pentru noile date ce vor fi descoperite in studiul din teza.

Dovezi considerabile sustin asocierea markerilor circulanti noi cu mai
multe aspecte ale BAP, inclusiv: (1) riscul de a dezvolta PAD simptomatica sau
asimptomatica; (2) progresia PAD; (3) afectarea functionala; si (4) evenimentele
cardiovasculare adverse si mortalitatea. Cu toate acestea, exista in continuare
lacune semnificative in cunoastere. Avand in vedere complexitatea bolii
vasculare aterosclerotice, este putin probabil ca un singur marker sa ofere
informatii predictive sau prognostice semnificative, iar o abordare multimarker

este mai probabil sa fie utila.



Partea speciala, contributiile personale sunt menite sa vina sa raspunda

la intrebarile mai sus mentionate:

- Un studiu epidemiologic si al factorilor de risc in ischemia critica
- Un profil de biomarkeri pentru a prezice supravietuirea fara amputatie
la pacientii cu ischemie critica

- miRNa in diagnosticul si tratamentul ischemiei critice

Primul studiu este axat pe dovezile imagistice angiografice si corelarea
lor cu factorii de risc specifici bolii arteriale periferice. Acest studiu a fost cuprins
intr-un proiect dezvoltat de Academia de Stiinte Medicale, care a generat primul
registru de boala arteriala periferica. Au fost incluse in studiu 7 spitale din Romani
care trateaza pacienti cu aceasta patologie. in total au fost inclusi un numar de 2859
pacienti, care au constituit un registru de boli vasculare periferice. in total, in registru
pana la acest moment au fost introdusi un numar de 1745 pacienti. Analiza
preliminara a datelor a reliefat o dublare a inregistrarilor aferente anumitor pacienti,
astfel incat, s-a recurs la eliminarea acestora din analiza. Dupa aceasta etapa a
rezultat un numar de 1528 de pacienti. Cei mai multi dintre pacienti provin de la Spitalul
Clinic Judetean de Urgenta "Pius Brinzeu” din Timisoara, urmat de Institutulde Urgenta
pentru Boli Cardiovasculare si Transplant din Targu Mures si Spitalul Judetean de
Urgenta Sfantul loan cel Nou din Suceava. Spitalul Clinic Judetean de Urgenta din
Buzau inregistreaza un numar de pacienti mult mai redus, comparativ cu celelalte
centre incluse in analiza. Varsta pacientilor este cuprinsa intre 27 si 95 ani, cu o
medie de 65.91 ani si 0 medianade 66.00 ani. Rezultatele arata sansele ca o femeie
sa nu manifeste diabet zaharat de tip 2 echilibrat cu insulina sunt de 0.65 ori mai mici
decat in cazul unui barbat. Nu exista diferente semnificative intre barbati si femei in
ceea ce priveste hipertensiunea arteriala elementara (p- value = 0.135), diabetul
zaharat de tip 1 insulinodependent (p-value = 0.523), diabetul zaharattip 2 echilibrat
cu antidiabetice orale (p-value = 0.254), obezitate (p-value = 0.284), AVC in
antecedente (p-value = 0.538), insuficienta cardiaca (p-value = 0.479), boala

coronariana (p- value = 0.692) si insuficienta renala cronica (p-value = 0.789).

in ceea ce priveste fumatorii, acestia sunt mai prevalenti in randul barbatilor.
Totodata, sansele ca un barbat sa manifeste boala carotidiana sunt de 1.55 ori mai

mari decat in cazul femeilor.
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Pacientii cu hipertensiune arteriala elementara au varste mai mari decét cei
fara, iar acelasi rezultat se mentine pentru alli trei factori de risc, AVC in antecedente,
insuficienta cardiaca si insuficienta renala cronica, antecedente prezente
preponderent la pacientii mai in varsta. Fumatorii sunt insa mai tineri decat
nefumatorii, cu o varsta medie de 63.41 ani, fata devarsta medie a nefumatorilor, de
67.74 ani.

in continuare, s-a construit unui scor al factorilor de risc (antecedente) prezenti
la un pacient. Acest scor de risc ia valori in intervalul O (niciun factor de
risc/antecedent nu este prezent) si 11 (toti/toate factorii de risc/antecedentele sunt
prezenti/te). Pentru a desfasura aceasta procedura, s-au mentinut doar observatiile

complete aferente factorilor de risc analizati. Astfel, s-au analizat 880 de pacienti.

Analiza arborelui arterial al membrelor inferioare a reliefat urmatoarele aspecte:
» Ponderea persoanelor de gen masculin care prezinta ocluzie este excedentara
ponderiipersoanelor de gen feminin.
» Majoritatea pacientilor analizati prezinta vas patent al arterelor analizate.
= Principalii factori de risc care conduc la aparitia leziunilor arterelor inferioare
sunt fumatul, obezitatea, antecedentele de insuficienta renala cronica si boala
coronariana. Coeficientul de corelatie V Cramer a indicat o asociere pozitiva
intre factorii de risc anterior prezentati si leziunile identificate. Cu toate acestea,
asocierile individuale nu s-au dovedit a fi puternice, ceea ce denota un element
multifactorial al factorilor de risc care contribuie la leziunile arteriale ale
membrelor inferioare
Dovezile au sustinut factorii traditionali de risc cardiovascular in PAD, cum ar fi
diabetul, fumatul, dislipidemia si hipertensiunea arteriala. Un stil de viatd sedentar
creste, de asemenea, riscul in dezvoltarea PAD. Studiul Edinburg a raportat ca riscul de
PAD este invers legat de activitatea fizica. Dintre acesti factori de risc conventionali,
diabetul si fumatul sunt legate in mod deosebit de dezvoltarea PAD.

Al doilea studiu se refera la crearea unui profil de biomarkeri relevanti in
ischemia critica.

Criteriile de includere au fost: pacienti cu varsta peste 18 ani, care au fost de
acord sa participe la studiu, confirmati cu ischemie critica in conformitate cu ghidurile
ESVS actuale (durerea ischemica de repaus este de obicei descrisa ca afectand
antepiciorul si de obicei agravata de pozitia de decubit; pentru diagnostic, durerea



trebuie sa fie prezentd de mai mult de 2 saptaméani si asociata cu unul sau mai mulli
parametri anormali: indicele glezna-brat < 0.4, presiunea gleznei < 50 mmHg in valoare
absoluta, presiunea halucelui sub 30 mmHg in valoare absoluta, o presiune
transcutanata a oxigenului sub 30 mmHg si o curba de unda plata sau slab pulsatorie
(echivalenta ischemie gradul Il in clasificarea WIfl).

Criteriile de excludere au fost pacientii sub 18 ani, pacienti care nu si-au dat
consimtamantul pentru participare, pacientii cu revascularizare anterioara (nu mai mult
de 3 luni) pe piciorul index, pacientii cu medicatie steroidica, sarcina, boala renala
cronica, neoplazie activa, boala hepatica cronica Child Pugh B minim, trombofilie, alte
boli autoimune, care ar putea afecta probele inflamatorii.

La acesti pacienti s-au recoltat probe biologice pre si postoperator si s-au
cuantificat urmatorii markeri:

+ Metoloproteinaza matriciala 2
Metoloproteinaza matriciala 9 -
Sintaza 3 endoteliala a oxidului nitric Human eNOS/NOS3
Factorul de necroza tumorala —
Factorul de crestere transformator 31 al citokinelor
Interleukina 12
Cystatin-C, Homocisteina, hsCRP, Lipoproteina A
IL-6

-+ FFEEFEE

Cuantificarea markerilor de interes s-a efectuat dupa realizarea curbelor de
calibrare (densitate optica vs. cantitate standard pentru Elisa, respectiv cycle threshold
Ct vs. cantitate standard pentru QPCR), conform instructiunilor producatorului.

Rolul biomarkerilor inflamatori in procesul aterosclerotic a fost analizat extensiv,
atat in studiile experimentale, cét si in cele clinice. Desi mediatorii inflamatori precum
IL-6, TNF-a, proteina C reactiva (CRP) au fost identificati ca predictori ai evenimentelor
cardiovasculare majore

De asemenea, s-au constatat variatii semnificativ statistice intre valorile
preoperatorii si postoperatorii ale acestor markeri, dar mai ales ca la pacientul cu

ischemie critica vallorile sunt mult mai crescute fata de valorile de baza ale acestora.

A treia directie de studiu se refera la noi posibilitati terapeutice care pot fi
aplicate in stadiile incipiente ale procesului aterosclerotic. Tn numeroase studii

bibliografice, miARN-urile au fost identificate ca markeri importanti ai aterosclerozei.
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Studiul de fata isi propune sa identifice expresia a 3 miARN - miR-199a, miR-20a si
miR-30c- la pacientii cu ischemie cronica amenintatoare de membre in perioadele pre si
post-revascularizare. Scopul studiului este de a identifica daca acesti 3 markeri joaca
un rol in ischemia critica si daca au potential de utilizare viitoare in noi tratamente ale
acestei patologii.

Am inrolat 21 de pacienti diagnosticati cu ischemie critica a membrelor (CLTI).
Am colectat date cu 24 de ore inainte si dupa procedura de revascularizare, fie ea
deschisa sau endovasculara. Criteriile de includere au fost: pacienti cu varsta peste 18
ani care au fost de acord sa participe la studiu, confirmati cu CLTI conform ghidurilor
ESVS actuale (durerea ischemica de repaus este de obicei descrisa ca afectand
antepiciorul si de obicei agravata de pozitia de decubit; pentru diagnostic, durerea
trebuie sa fie prezentd de mai mult de 2 saptaméani si asociata cu unul sau mai mulli
parametri anormali: indicele glezna-brahial < 0.4, presiunea gleznei < 50 mmHg in
valoare absoluta, presiunea halucelui sub 30 mmHg in valoare absoluta, o presiune
transcutanata a oxigenului sub 30 mmHg si o curba de unda plata sau slab pulsatorie
(echivalenta cu gradul Il de ischemie in clasificarea WIfl). Criteriile de excludere au fost
pacientii sub 18 ani sau care nu si-au dat consimtamantul pentru participare, pacientii
cu revascularizare anterioara (nu mai mult de 3 luni) pe piciorul index, pacientii cu
medicatie steroidica, sarcina, boala renala cronica, neoplazia activa, boala hepatica
cronica Child Pugh B minim, trombofilie, alte boli autoimune, care ar putea spori
expresia microARN.

Probele de sange au fost colectate meticulos in tuburi vacutainer standard,
fiecare continand EDTA, care actioneaza ca un anti-coagulant eficient pentru a preveni
coagularea. Am investigat trei miARN-uri: miR-199a, miR-20a, miR-30c.

Studiul de fata demonstreaza importanta microARN-urilor in ischemia cronica
care ameninta membrele si potentialul lor ca biomarkeri Dinamica expresiei lor in
diferite situatii pre- si post-revascularizare sustine ipoteza ca acestea pot avea, de
asemenea, un rol important in tratamentul acestei patologii prin directionarea reglarii
lor.

Studiul miARN este o preocupare noua in ischemia cronica care ameninta
membrele. Prin urmare, diferiti markeri sunt inca identificati si este necesar sa se
demonstreze in continuare, in studii populationale mai ample, care sunt cei mai

relevanti pentru diagnostic si care pot avea un potential in tratament.



Rezultatele din prezenta teza nu ar fi fost posibile fara o colaborare
interdisciplinara intre Disciplina de Farmacologie, Disciplina de Biologie Moleculara,
Clinica de Chirurgie Vasculara, Clinica de Anestezie si Terapie Intensiva si Laboratorul
Clinic din cadrul Spitalului Clinic Judetean de Urgenta "Pius Brinzeu” Timisoara.

Consideram ca sunt necesare studii suplimentare pentru a identifica fezabilitatea
tintita a utilizarii markerilor inflamatori in diagnosticul, prognosticul si tratamentul
ischemiei critice Tn practica.

Astfel, ar fi necesare studii pentru identificarea diferitelor clase de risc in functie
de valoarea markerilor, posibilitatea identificarii prognosticului in functie de evolutia
acestor markeri, stadializarea clinica a bolii in faza post revascularizare, atat din punct
de vedere al evenimentelor legate de membrul revascularizat, cat si din punct de
vedere al evenimentelor cardiace majore legate de acesti pacienti.

O atentie deosebita ar trebui acordata pacientilor diabetici si celor cu boala
renala cronica.

in cele din urma, trebuie realizate protocoale medicale noi si originale care s
abordeze acesti markeri pentru a proteja impotriva procesului inflamator si a disfunctiei

endoteliale.
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