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INTRODUCERE

Hipertensiunea arteriala si ateroscleroza sunt cauze principale ale afectiunilor
cardiovasculare tot mai raspandite in populatia umana. Tn prezent bolile cardiovasculare sunt
principala cauza de mortalitate in lume. Din pacate, Roméania se numara printre tarile fruntase
n aceasta problematica, cu o mortalitate de 62%, conform studiilor SEPHAR 1 si Il (Dorobantu
M. si colab., 2010 ®). Identificarea factorilor de risc pentru construirea si aplicarea unei strategii
terapeutice si eficiente este unul din dezideratele cercetatorilor in domeniu. Managementul
terapeutic este foarte putin sustinut de terapia medicamentoasa iar costurile de tratament
ridicate limiteaza sfera de interventie a medicului specialist si urmarirea corespunzatoare a
pacientului. Gasirea unor markeri predictivi care sa poata fi translati in masuri preventive va
contribui substantial la reducerea numarului pacientilor hipertensivi nou diagnosticati care
sunt in prezent pe un trend ascendent.

Se estimeaza ca aproximativ 40% din variatia existenta in hipertensiune este
determinata de variante genetice la peste 90% din pacientii diagnosticati cu hipertensiune
primara sau esentiala nu se identifici o cauzi clara. Tn prezent tratamentul pacientilor se
bazeaza pe masuratori ciclice ale tensiunii arteriale si terapia medicamentoasa, prin care se
incearca reducerea cat mai rapid posibil a presiunii arteriale. Tn cele mai multe cazuri pacientii
depind in totalitate de doua-trei tipuri de medicamente.

Mult timp s-a crezut ca ateroscleroza este o maladie a omului modern si ca este strans
legata de stilul de viata al acestuia. Studiul HORUS (Randall T. si colab., 2013 @), aratad ca
ateroscleroza a fost prezenta si acum peste 4000 de ani la populatia antica preindustriala din
Egipt si America de Sud si a dus la ipoteza ca prezenta aterosclerozei la omul premodern este
0 componenta mostenita si nu o caracteristica a stilului de viata sau a dietei.

Procesul aterogenezei incepe inca din copilarie, astfel ca identificarea timpurie a
procesului aterosclerotic poate contribui la prevenirea sau intarzierea dezvoltarii bolilor
cardiovasculare.

S-a dovedit ca endoteliul joaca un rol esential in controlul tonusului vascular, luandu-
se Tn considerare locatia sa strategica, este probabil sa functioneze ca un senzor si transmitator,
care mediaza hemodinamica, schimbarile umorale si efectul aterogen al tensiunii arteriale

(Gibbons G.H. si Dzau V.J., 1991 ©),



l. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

Partea generala a tezei este structurata Tn trei capitole care prezinta date de actualitate

privind patologia aterosclerozei si a hipertesniunii arteriale. Primul capitol descrie mecanismul

fiziopatologic al aterosclerozei, factorii de risc implicati, diagnosticul afectiunii precum s
managementul tratamentului. Capitolul al doilea trateaza mecanismul fiziopatologic al

hipertensiunii arteriale, cu prezentarea factorilor de risc, a simptomatologiei, a

amangementului tratamentului prin utilizarea indicatiilor ultimelor ghiduri de preventie s

tratament pentru hipertensiune. De asemenea aceste doua capitole au pus in evidenta s

componenta genetica si a factorilor de mediu care influenteaza mecanismul de producere s
evolutie a bolilor.

Capitolul trei “Parametri biochimici de evaluare a aterosclerozei si hipertensiunii
arteriale” prezinta succint date definitorii pentru cele doua elemente importante din cercetarile
noastre si anume importanta paraoxonazelor umane, in special a paraoxonazei umane 1
(PON1) in patologia si producerea aterosclerozei si a hipertensiunii arteriale si a
polimorfismului genelor implicate in aceste doua afectiuni, punandu-se accent pe importanta

polimorfismului genelor sistemului renina-angiotensina-aldosteron.

II.  CONTRIBUTIILE PERSONALE

Partea speciala a tezei de doctorat cuprinde prezentarea materialului de lucru si a
metodelor utilizate in cercetare precum si descrierea pe larg a celor trei studii realizate Tn

vederea atingerii obiectivelor propuse.

2.1 Motivatia, obiectivele si ipoteza de lucru

Afectiunile cardiovasculare sunt boli polifactoriale cu o componenta genetica
importanta, dintre acestea cele mai importante sunt hipertensiunea arteriala si ateroscleroza.

Hipertensiunea afecteaza 25% din populatia adulta si este responsabila de aproximativ
13% din totalul deceselor la nivel mondial. Pentru un tratament adecvat este necesara
identificarea cauzelor datorate stilului de viata si eliminarea acestora concomitent cu aplicarea
unei terapii medicamentoase adecvate.

Ateroscleroza omului modern este o problema actuala greu de stapéanit din punct de
vedere medical, fiind posibil sa faca parte din zestrea genetica lasata de stramosi ca efect al
neadaptarii omului in procesarea grasimilor astfel ca necesitatea unui program de preventie

este justificat avand in vedere impactul acestor maladii asupra societatii noastre.



Instalarea si progresia aterosclerozei se poate petrece mai rapid sau mai lent, in functie
de prezenta sau absenta mai multor factori de risc. Numeroase studii clinice si statistice
extensive au corelat acesti factori de risc cu aparitia bolilor cardiovasculare.

Cei mai importanti factori de risc asociati bolilor cardiovasculare sunt: varsta,
ereditatea, genul masculin, fumatul, colesterolul crescut, obezitatea, sedentarismul, stresul,
boli precum hipertensiunea arteriala sau diabetul zaharat.

Dintre acestia, unii factori sunt nemodificabili (precum varsta si ereditatea), altii
(majoritatea) pot fi modificati si tinuti sub control iar asocierea mai multor factori de risc creste
probabilitatea aparitiei bolilor cardiovasculare.

Mecanismul patologiei aterosclerozei si al hipertensiunii arteriale a fost intens studiat
n ultimii ani. Prin noile metode de secventiere si analiza a genomului uman s-a descoperit ca
aproape fiecare boala are componente genetice constitutive sau dobandite. Astfel ca
mecanismul oricarei afectiuni poate fi mai usor inteles daca identificam configuratia genomica
aflata la baza predispozitiei afectiunea respective si mutatiile genomice somatice dobandite
care declangeaza afectiunea si determina un fenotip clinic specific, asa cum este cazul
neoplaziilor.

Interactiunea dintre diferiti factori de mediu si factori genetici asociati acestor boli este
foarte complexa ceea ce face dificil de cuantificat contributia fiecarui dintre acesti factori.
Dezvoltarea tehnicilor de genetica moleculara a permis detectia unor markeri importanti in
patogeneza bolilor cardiovasculare. Tn acest sens exista identificate o serie de gene si
polimorfisme genetice care influenteaza aparitia si progresul bolile cardiovasculare. Studiile
genetice efectuate pe grupuri largi de subiecti nu au putut sa aduca lumina asupra
mecanismului genetic responsabil de producerea hipertensiunii arteriale si aterosclerozei.
Astfel datele din literatura sunt foarte variate si controversate ceea ce face ca in prezent sa nu
existe un panel de teste genetice disponibile specialistilor prin care sa se poata cuantifica riscul
genetic asociat bolilor cardiovasculare.

Gasirea unor gene care sa reflecte contributia componentei genetice in bolile
cardiovasculare este un obiectiv important al cercetatorilor in domeniu. Folosirea acestor gene
fmpreuna cu set de factori de risc bine caracterizati poate duce la Tmbunatatirea substantiala
am modului prin care poate fi anticipata dezvoltarea bolilor cardiovasculare. Pe baza acestor
programe pot fi constituite programe de screening si preventie n populatie.

Tn contextul stiintific descris ne-am propus ca printr-o abordare multidisciplinara sa

identificam:



+ Implicatiile genetice familiale, ale aterosclerozei si hipertensiunii arteriale la

un grup de pacienti hipertensivi heterogeni diagnosticati si aflati sub tratament medicamentos

care prezinta boli asociate bolilor cardiovasculare si corelarea acestor date cu factori de mediu

cunoscuti a fi implicati Tn dezvoltarea acestor boli;

+ Un protocol de diagnostic Tmbunatatit prin introducerea unor markeri

fenotipici, biochimici si genetici ce pot contribui la aplicarea unui tratament adecvat si

personalizat in functie de profilul pacientului.

Obiectivele cercetarii noastre sunt redate mai jos:

Folosirea pedigreului personal si familial pentru cuantificarea riscului de
incarcare familiala pentru boli cardiovasculare, diabet zaharat tip |I,
dislipidemii, boli renale si alte boli asociate implicate in exacerbarea
simptomatologiei cardiace;

Identificarea riscului aterogen la pacientii hipertensivi prin utilizarea indicilor
aterogenici (raporturile CT/HDL, LDL/HDL, AIP) si al riscului de a dezvolta
boli cardiovasculare majore (IM sau AVC) Tn urmatorii ani prin utilizarea unui
soft licentiat de estimare a acestui risc (Clinrisk-Qrisk 2013);

Utilizarea unui chestionar de stres in vederea evaluarii acestuia pentru pacientii
hipertensivi aflati in studiu si corelarea rezultatelor cu markerii biochimi
obtinuti;

Dozarea valorilor paraoxonazei umane 1 (PON1) pentru pacientii cu riscul de
boli cardiovasculare crescut, identificat prin pedigreul familial si raportarea
rezultatelor la indicii de ateroscleroza;

Idenficarea si compararea prezentei si frecventei unor polimorfisme cunoscute
n genele care fac parte din sistemul renina-angiotensina-aldosteron la un grup
de pacienti heterogeni diagnosticati cu hipertensiune dar si cu alte boli asociate.
Realizarea unui protocol de preventie din datele obtinute din cele trei studii
individuale utilizand markerii aterogenezei, valorile PON1 si softul de calcul al
riscului cardiovascular Clinrisk-Qrisk2013.

2.2 Strategii de cercetare

1. Cercetarile noastre s-au focalizat pe identificarea factorilor genetici importanti si cu

frecventa ridicata asociati bolilor cardiovasculare principale. Tn acest sens investigarea

aterosclerozei si hipertensiunii arteriale care sunt stréns legate si cu manifestari clinice similare

a permis analiza detaliata a implicatiilor genetice aferente declansarii si instalarii acestor boli.
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2. Tema tezei se bazeaza pe nevoia de includere in practica medicala a unor strategii de
preventie a acestor boli cardiovasculare, strategii care insa nu pot exista fara un panel adecvat
de factori bine caracterizati ce pot fi folositi de markeri predictivi.

3. Cercetarile noastre s-au indreptat spre mai multe aspecte ale bolilor cardiovasculare
analizate, insa cu precadere catre predispozitia genetica familiala si rolul polimorfismelor
genetice asociate Tn corelatie cu factorii de mediu frecventi implicati in dezvoltarea bolii.

4. Datorita heterogenitatii cunoscute a acestor boli, includerea Tn grupul de studiu a unui
numar mare de pacienti si caracterizarea fiecarui pacient in parte au constituit premisele de
baza ale acestui studiu.

5. Multidisciplinaritatea cercetarilor impuse de complexitatea fenotipica a subiectilor
precum si metodologia in tehnicile utilizate Tn realizarea acestei teze de doctorat sunt tehnici
moderne si rapide de analiza care au permis obtinerea unor rezultate valide si reproductibile.

Tn ceea ce priveste importanta cercetirilor de genetica, in bolile cardiovasculare, acestea
vor contribui semnificativ in dezvoltarea unor terapii personalizate, bazate pe profilul clinic si

familial al pacientului, care vor putea fi utilizate in practica medicala.

I1l. MATERIALE SI METODE UTILIZATE TN REALIZAREA CERCETARILOR

Pacientii inclusi Tn studiu au fost selectati dintre pacientii cronici ai Spitalului Clinic
Judetean de Urgenta Arad care sunt internati periodic in sectiile clinice Medicina Interna si
Boli de nutritie si diabet si din ambulatoriu.

Au fost evaluati 271 pacienti (125 gen masculin si 146 gen feminin) diagnosticati cu
hipertensiune arteriala si au fost grupati astfel:

o primul grup (H1) a inclus 62 de pacienti hipertensivi gradul | fara tratament;

o grupul al doilea (H2) a inclus 68 de pacienti cu sindrom X metabolic
(hipertensiune gradul /11, scaderea tolerantei la glucoza, obezitate,
sedentarism);

o al treilea grup (H3) a inclus 74 de pacienti hipertensivi gradul 1l avand asociat
diabet zaharat tip 2;

o grupul al patrulea (H4) a cuprins 67 pacienti hipertensivi gradul 2 avand asociat
diabet zaharat tip 2 si boala cronica renala;

o al cincilea grup, grupul control (C) a cuprins 45 de persoane sanatoase (fara
manifestari precoce ale bolilor cardiovasculare).

Criteriile de includere pentru lotul de studiu au fost varsta peste 40 de ani si sub 70 de

ani, fara boli cardiovasculare asociate (antecedente de bypass, stentare, infarct miocardic si
11



accident vascular cerebral), fara consum recent de tutun, alcool, medicatie hipolipemianta (cel
putin 3 luni anterior studiului nostru).

O parte dintre subiectii inclusi Tn lotul de studiu sunt in relatie de rudenie gradul I si
Il. S-a preferat o astfel de abordare din prisma motivatiei cercetarii prin care s-a dorit
extragerea (predispozitia) componentei genetice familiale si estimarea ponderii acesteia in
manifestarea bolii. Tn acest sens s-a stabilit ca pentru fiecare grup de studiu 10% din pacienti
sa fie Tnruditi.

Pentru partea de cercetare s-au utilizat teste specifice de identificare a markerilor si
indicilor biochimici ai aterosclerozei (dozarea paraoxonazei umane 1, calcularea riscului
aterogenic prin folosirea de indici ai aterosclerozei cunoscuti in literatura, calcularea riscului
de evenimente cardiovasculare pentru urmatorii 10 ani utilizand un software medical licentiat
ClinRisk/Qrisk2-2013); teste specifice pentru determinarea polimorfismului genetic (metoda
PCR-RFLP); folosirea chestionarului de evaluare a stresului; folosirea chestionarului de
pedrigreu familial pentru cuantificarea riscului de boli cardiovasculare mostenite.

Pentru prelucrarea statistica a datelor s-a folosit programul informatic Statistica 7,
instrumentele Microsoft Office Excel, Word si pentru generarea anumitor grafice programul
GraphPad, toate rezultatele fiind exprimate ca valoare medie si deviatie standard (DS). Datele
anamnestice si parametri biochimici obtinuti au fost utilizati Tn toate studiile ulterioare

observationale si de comparatie.
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IV.SUMAR AL CERCETARILOR EFECTUATE, AL REZULTATELOR
OBTINUTE SI AL CONCLUZIILOR DE ETAPA

Avand n vedere Tnalta heterogenitate, etiologia multifactoriala si anomaliile poligenice
ale hipertensiunii arteriale, ne-am propus sa identificam un protocol de estimare eficienta a
riscului cardiovascular pentru pacientii hipertensivi, utilizand indici aterogenici descoperiti Tn
studiile din literatura, de asemenea si compararea datelor indicilor aterogenici cu software-il
licentiat Qrisk2013 de cuantificare a evenimentelor cardiovasculare majore (infarct miocardic
si accidentul vascular cerebral in urmatorii 10 ani).

O data cu dezvoltarea noilor tehnologii de genetica moleculara, devenind posibila
genotiparea unui numar important de polimorfisme si asocierea acestora cu o serie de factori
implicati Tn ateroscleroza, ne-am propus sa ne aducem aportul la identificarea si compararea
prezentei si frecventei unor polimorfisme cunoscute la un grup de pacienti diagnosticati cu

hipertensiunea arteriala si alte afectiuni asociate.

4.1 Cuantificarea riscului aterogenic la pacientii hipertensivi din lotul de
studiu, prin utilizarea unor indici si markeri specifici pentru ateroscleroza
(Studiu I)

4.1.1 Obiective si strategii de cercetare pentru studiul I
Obiectivele au cuprins:

+ compararea parametrilor biochimici ai grupelor de pacienti aflati n studiu si ai
indicilor aterogenici considerati eficienti de catre studiile de specialitate, n
vederea evidentierii celui mai eficient indicator al aterogenezei atat din punct
biochimici;

+ cuantificarea nivelului de stres al pacientilor aflati Tn studiu si confruntarea
datelor obtinute cu indicii de aterogeneza;

+ dozarea proteinuriei si calcularea ratei filtrarii glomerulare in vederea
evidentierii statusului renal actual al pacientilor hipertensivi;

+ identificarea unui protocol de cuantificare a riscului de aterogeneza precum si
a riscului de evenimente cardiovasculare majore la pacientii hipertensivi cu sau

fara boli cronice asociate.
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Studiile epidemiologice (Kovacic S. si Bakran M., 2012 @) au aratat ca mai multi factori
contribuie la debutul si progresia aterosclerozei, dintre acestia, varsta, sexul si predispozitia
genetica fiind parametri nemodificabili. Desi genul masculin este un important factor de risc,
ateroscleroza devine o problema majora si pentru femeile care iau contraceptivele orale
crescandu-le riscul si mai mult atunci cand sunt utilizate si dupa menopauza, de obicei
simptomele aparand cu aproximativ 10 ani mai tarziu (Barton M. si colab., 2002 ©). Nivelurile
crescute ale colesterolului seric reprezinta principalul factor de risc pentru ateroscleroza, mai
ales fractia LDL, amintind si de alti factori de risc pentru ateroscleroza: fumatul, scaderea
tolerantei la glucoza, obezitatea si sedentarismul (Fruchart si colab., 2004 ©). Prevalenta
sindromului metabolic Tn randul tarilor dezvoltate este in crestere datorita cresterii incidentei
obezitatii. Obezitatea centrala joaca un rol cheie Tn patogeneza sindromului metabolic:
promoveaza inflamatia, hipertensiunea arteriala si dislipidemia si duce la dezvoltarea
diabetului zaharat de tip 2 si aterosclerozei. Corectarea si controlarea acestora inseamna un
risc mai mic de dezvoltare sau progresie a aterosclerozei (Grundy S. si colab., ).

Estimarea riscului aterogen ora actuala se realizeaza in functie de studiul pe care se
bazeaza, ca de exemplu compararea colesterolul total, raportul HDL/LDL, calculatoare ce
utilizeaza fie formula Friedewald sau formula Iraniana, raportul colesterol total/HDL si multe
altele. Indicele aterogenic plasmatic (AIP) este un instrument de evaluare a riscului
aterogenetic, acesta se bazeaza pe o formula care utilizeaza nivelul TG si a HDL exprimat fie
in mmol/L fie in mg/dl (MacMahon S. si colab., 2004 ®; Ahmadi S. si colab., 2008 ©). Riscul de a
dezvolta boli cardiace coronariene este crescut la pacientii cu niveluri ridicate ale TG si mutatii
ale genei HL ce influenteaza structura si sinteza HDL precum si cresterea TG (Thuren T., 2000
@9). Hipertrigliceridemia va creste activitatea lipazei hepatice HL si consecutiv va denatura
HDL, cu fiecare degradare a 1mg de HDL va determina o crestere cu 2% a riscului de boala
coronariana (Njajou O. si colab., 2009 “9; Libby P., 2002 (12),

Pentru cuantificarea riscului aterogen si cel al riscului bolilor cardiovasculare ne-am
propus determinarea raportului dintre TC/HDL, raportul de LDL/HDL si valorile AIP (indexul
aterogenic al plasmei) intre fiecare grup de pacienti hipertensivi si grupul de control.

In comparatia eficientei acestora am utilizat un soft medical licentiat si autorizat
QRiskR2-2013 pentru estimarea riscului de evenimente cardiace majore pentru urmatorii 5 sau
10 ani (un program ce utilizeaza date din anamneza, examen obiectiv si investigatii
paraclinice), util de asemenea si pentru diagnosticarea pacientilor care nu au fost inca

diagnosticati (Hippisley-Cocs J. si colab., 2008 ¢3).
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O alta metoda folosita in cercetarile noastre, utila in stratificarea riscului de boli
mostenite, a fost utilizarea chestionarului familial pentru intocmirea pedigreului familial
pentru toti pacientii aflati in studiu (Fig. 21). Prin realizarea pedigreului s-a urmarit
transmiterea unui  caracter patologic (hipertensiunea arteriala, diabet zaharat,
hipercolesterolemia, boala renala s.a.) din ascendenta (strabuni, bunici, parinti) in descendenta
(copii si colaterali — veri de diferite grade).

Deoarece stresul prelungit poate fi un factor de risc important, am inclus si un
chestionar psihologic de evaluare a stresului, avand in vedere ca numeroase studii leaga stresul
cronic de exacerbarea simptomatologiei bolilor cronice in special a hipertensiunii arteriale, a
diabetului zaharat si a aterogenezei. Semnele stresului prelungit se pot manifesta la nivel
cognitiv (decizii gresite), emotional (agitatie, iritabilitate, anxietate, senzatia de izolare sau
chiar depresie), fizic (ameteli, diaree, constipatie, greata, cefalee, varsaturi, angina pectorala
sau tahicardie) si comportamental (méncat peste masura, aport excesiv de tutun sau alcool,

insomnii, ticuri nervoase s.a.) (Bao A., 2008 %),

4.1.2 Rezultatele studiului |

Rezultatele pedigreului familial, realizat pe trei generatii, ne-a furnizat informatii
importante privind riscul familial din ascendentd sau pe linie colaterala, pentru anumite
afectiuni si ne-a indicat rezultate diferite pentru fiecare grup de studiu in parte. Astfel s-a
identificat o frecventa crescuta a hipertensiunii arteriale Tn randul genitorilor pentru grupul
H2 (pacienti hipertensivi cu sindrom metabolic asociat) si grupul de studiu H3 (pacienti
hipertensivi cu diabet zaharat tip Il asociat) a fost mai mare fata de grupul H1 (pacienti
hipertensivi) si grupul control. Pentru grupul H4 (pacienti hipertensivi cu diabet si boala
renala) studiul genealogic a scos in evidenta o indicenta mare in randul descendetilor a

transmiterii diabetului zaharat si a hipertensiunii arteriale (Fig. 1).

I.2H4 - 11 . II5 1.6
* 68 ani * ni * 63 ani
HTA DZ tip Il
DZTIPII BPOC IRC

IRC jdemie
BPOC

1.2 P.R. 1.3 .4 1.5
* 46 * 21 ani * 24 ani * 27 ani
AB HTA

Fig. 1. Pedigreu al unui pacientului identificat cu nr. 11 din grupul de studiu H4
(se poate observa transmiterea diabetului zaharat (DZ) in descendenta)
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Datele obtinute din prelucrarea punctajului chestionarelor de stres a indicat un nivel al
stresului foarte ridicat pentru pacientii hipertensivi din grupurile de studiu care au asociat si

alte boli cronice, cele mai mari valori inregistrandu-se pentru grupul H4 (Fig. 2).

| ™
| p=0,0010
12 - I’:(UNTZ —
| N\ p=0,0025
R G S—
~N
o 10 p=0,0145
3 i
8 -l
6 =1
i ———
4 T T l T I
Control H1 H2 H3 H4
Grupe

Fig. 2. Interpretare statistica a punctajului chestionarului de stres
(se observa un punctaj ridicat pentru toate grupurile de studiu raportat la grupul control)

Toti parametri biochimici determinati (colesterol total, trigliceride, HDL, LDL,
glicemie, creatinina, nivelul proteinuriei si rata filtrarii glomerulare au) pentru lotul de studiu
au fost vizibil modificate fata de grupul de control.

Tn mod particular rezultate foarte modificate ale fractiunilor lipidice s-au inregistrat
pentru grupul de pacienti hipertensivi cu sindrom metabolic (grupul de studiu H2). Pentru
pacientii grupului de studiu H4 (pacienti hipertensivi cu boala renala si diabet) s-a determinat

albuminurie clinica, avand in vedere afectarea renala (Tabel I).

Tabelul I. Date biochimice a grupului de studiu H4, comparativ cu grupul de control

. Grupul de control Ha p

Parametri 0 g o E; o g
CT (mg/dl)* 186,1+11,2 188,1+102 244,8+46,2 252,9+51,1 0,0147 0,0125
TG (mg/dl)* 1228498 138,3#9,6  262,2+31,7 281,5+46,5 0,0255 0,0261
LDL colesterol (mg/dl)* _126,4+75 1242484 172,1+285 1742+11.8 0,0169 0,0256
HDL colesterol (mg/dl) _ 58,1428  52,1+44  424+482  36,3+123 0,0259 0,0169
Glicemie (mg/dl)* _88,3+1,68  923+24 29864221 286,1+284 0,0048 0,0158

Creatininaserica(mg/dl)* 0,84+0,18 0,9240,12  5,2+0,73 5,8+0,86  0,0011 0,0098

Rap.albumina/creatinina(mg/g)  18+1,5-N  20+2.4-N  242+11,7-A 260+10,2-A 0,0059 0,0185
RFG (ml/min/1,73m?) 118+2,2 120+3,4 66+4,8 58+8,2 0,0198 0,0194

Legenda:

*= media+DS, Valoarea lui p<0,05 considerat semnificativa (S), p>0,05 considerat nesemnificativ
(NS); Raportul albuming-creatining: N-valori normale, M-prezensa microalbuminuriei, A-proteinurie
clinica.
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Tn ceea ce priveste markerul aterogenic indicat si de studiile recenteca fiind unul din
cei mai buni indici de cuatificare a riscului de ateroscleroza — indicele aterogenic al plasmei
(AIP — atherogenic index of plasma) ne-a furnizat date importante pentru pacientii nostri din
lotul de studiu. Pentru grupul de hipertensivi cu sidrom metabolic, avand in vedere faptul ca
pentru acest grup fractiunile lipidice au avut valori foarte mari, AIP a fost cel mai mare, cu

valori usor mai ridicate pentru pacientii de gen masculin (Fig. 3).

Gen masculin
08
0,688
0,7 p=0,0015
0,6

05

0,4

Valori AIP

03

0,2

0,1

0
o Control 2 3 4 5 6

Fig. 3. Analiza statistica a valorilor indexului AIP pentru pacientii de gen masculin din lot
(ne indica un p=0,0015 ceea ce arata o semnificatie statistica importanta pentru grupul H2 fata de
grupul control si fata de restul grupurilor de studiu)

Riscul de evenimente cardiovasculare viitoare l-a calculat cu software-ul licentiat
Qrisk-2013 care ne indica valori procentuale pentru acest risc si cuatifica probabilitatea pentru

urmatorii 10 ani pentru infarct miocardic si accidente vasculare cerebrale (Fig. 4).

Gen masculin

50,00%
45,00%
40,00%
35,00%
30,00%
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20,00%
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.
5,00% 050%

Fig. 4. Valori procentuale ale riscului de a dezvolta evenimente cardiace majore
(pentru urmatorii 10 ani (folosind softul Qrisk-2013), datele exprimate sunt pentru genul masculin)

0,00%

-5,00%
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Pentru grupurile de studiu valorile au fost modificate fata de grupul control, riscul cel
mai mare avandu-l grupul pacientilor hipertensivi cu media de varsta mai mare si cu multiple
afectiuni asociate, grupul de studiu H4 (cu un risc de a dezvolta boli cardiovasculare de peste

40%), cu valori mai ridicate pentru pacientii de gen masculin..

4.1.3 Concluzii de etapa ale studiului |

e Prin compararea fiecarui parametru important din studiul nostru, implicat in mod
direct sau indirect Tn initierea sau intretinerea aterogenezei precum si a bolilor cardiovasculare,
pentru fiecare grup de pacienti hipertensivi am reusit sa punem in evidenta importanta AIP si
a scorului QRisck in practica medicala a clinicianului, putand fi un instrument util si economic
pentru diagnosticarea, tratamentul si preventia bolilor cardiovasculare cronice si a
evenimentelor cardiace majore (in special IM si AVC).

e Microalbuminuria poate fi utila pentru estimarea statusului renal dar si pentru reglarea
tratamentului antihipertensiv, stiut fiind faptul ca la valori mici este reversibila sub un
tratament optim.

e Daca pe langa indicele AIP si scorul Qrisk asociem si punctajul chestionarului de stres
obtinem o imagine clinico-medicald si mai corecta a pacientului analizat, reusind astfel sa
presonalizam mijloacele terapeutice abordate.

e Din acesti indici prezentati in studiu se poate constitui un protocol eficient de preventie
pentru bolile cardiovasculare si pentru ca fiecare indice este specific pentru un anumit stadiu
al bolii hipertensive si ateromatoase se pot asocia si Tmpreuna devin un instrument mai optim

de diagnostic preventiv.
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4.2 Determinarea valorilor plasmatice ale paraoxonazei umane 1
(PON1) pentru pacientii hipertensivi al caror risc familial de boli
cardiovasculare este cel mai crescut si corelarea rezultatelor
obtinute cu valorile indicilor de ateroscleroza (Studiul I1)

4.2.1 Obiective si strategii de cercetare studiul 11
Obiectivele au cuprins:
+ selectarea pacientilor cu riscul cel mai mare de boli cardiovasculare utilizand
pedigreul personal si familial;
+ determinarea valorilor indicelui aterogenic al plasmei (AIP);
+ determinarea valorilor paraoxonazei umane 1 (PON1);

+ suprapunerea rezultatelor indicilor si markerilor de ateroscleroza.

Cele mai recente cercetari genetice (Bergmeier si colab., 2004 %) au aratat ca, din familia
paraoxonazelor (PON1, PON2 si PON3) paraoxonaza umana 1 joaca un rol important in
protejarea moleculelor LDL si HDL de a fi oxidate de radicalii liberi. O activitate serica
scazuta a PONL1 este corelata cu un risc crescut de boli coronariene, infarct miocardic si
ateroscleroza carotidiana. Prin urmare, este direct implicata in procesul aterogenezei si al
riscului de boli cardiovasculare.

Pentru a pune in evidenta acuratetea indicilor aterogenici am utilizat si in acest studiu
softul medical licentiat QRiskR2-2013, ale carui valori le-am comparat cu valorile AIP si
PON1.

4.2.2 Rezultatele studiul 11

Din numarul initial de pacienti aflati Tn studiu (271), s-au selectat 120 de subiecti
hipertensivi, datorita limitarii financiare a studiului (costuri ridicate ale kiturilor PON1), care
au Tmpartiti similar ca si in studiul precedent respectandu-se criteriile de selectie ale varstei si
bolilor cronice asociate. Cele patru grupe de studiu le-am notat astfel: grupul | (denumit n
continuare H1) format din 30 de pacienti hipertensivi nou-descoperiti (14 gen masculin si 16
gen feminin), cu varsta cuprinsa ntre 35-45 de ani fara tratament cronic; grupul 1l (H2) s-a
constituit din 30 de subiecti (17 gen masculin si 13 gen feminin) diagnosticati cu hipertensiune
arteriala, scaderea tolerantei la glucoza, obezitate (sindrom metabolic); grupul 1l (H3)a
cuprins tot 30 de pacienti (11 gen masculin si 19 gen feminin) hipertensivi si cu diabet zaharat
tip 11; grupul IV (H4) a cuprins 30 pacienti (13 gen masculin si 17 gen feminin) hipertensivi
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cu diabet zaharat tip Il si afectare renala. Grupul de control a inclus 25 de subiecti sanatosi
clinic (15 gen masculin si 10 gen feminin).

Dupa obtinerea datelor PON1 am calculat pentru grupurile de pacienti hipertensivi
aflati in studiu si indicele aterogenic al plasmei (AIP), care utilizeaza o formula logaritmica si
valori ale trigliceridelor (TG) si ale HDL colesterol. Ulterior pentru un rezultat optim de
comparatie a indicilor de risc cardiovascular si a valorilor PON1 am utilizat si Tn acest studiu
calculatorul Qrisk2-2013.

Valorile PON1 pot fi usor modificate de alimentatie, exercitii, stres, medicamente si
stilul de viata. Luand in considerare aceste conditii, rezultatele PON1 au fost obtinute dupa
doua dozari diferite la un interval de 2-3 saptamani. Valorile rezultate au fost apropiate si s-a
facut media celor doua determinari.

Datele obtinute ne-au indicat valori sub limita normala (70-100 ng/dl) ale paraoxonazei
umane 1 (PON1) pentru toti pacientii lotului de studiu. Cétiva pacienti din grupul control au
avut valori scazute ale PON1 (50-65 ng/dl) fara a prezenta alte afectiuni asociate, dar au
prezentat risc moderat de boli cardiovasculare n ascendeta (bunici cu hipertensiune, diabet
zaharat sau sindrom metabolic).

Valorile cele mai scazute s-au identificat pentru grupurile de pacienti hipertensivi cu
afectiuni asociate (grupurile de studiu H3 si H4) (Fig. 5).

Valori PON1 pentru grupurile de studiu

80

72,5 ‘ *p=0,0125
70 - ‘ *p=0,0092

60 —0 0064

50
Z a0 ‘ *p=0,0032
[eTs]
< 30 257

20

10

0

Control Grup studiuH1  GrupstudiuH2  GrupstudiuH3  Grup studiu H4
B Sex masculin
Fig. 5. Valorile ale paroxonazei umane 1 (PON1)
(exprimate ca medie pentru grupurile de studiu H1-H4 pentru genul masculin; *valoarea lui

p<0,0001 (extrem de semnificativ statistic), valoarea lui p<0,001 (foarte semnificativ statistic),
valoarea lui p<0,01 (semnificativ statistic) in comparatie cu grupul control)

20



Valori PON1 pentru grupurile de studiu
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Fig. 6. Valorile ale paroxonazei umane 1 (PON1)
(exprimate ca medie pentru grupurile de studiu H1-H4 pentru genul feminin; *valoarea lui p<0,0001
(extrem de semnificativ statistic), valoarea lui p<0,001 (foarte semnificativ statistic), valoarea lui
p<0,01 (semnificativ statistic) Tn comparatie cu grupul control)

Tn grupul de studiu H1 (pacienti nou descoperiti cu hipertensiune arteriala) valorile
PONL1 au fost in medie 46,7 ng/dl la persoanele de gen masculin (fata de lotul control 72,5
ng/dl) si 48,5 ng/dl la persoanele de gen feminin.

La grupul H2 (pacienti hipertensivi cu sindrom metabolic) valorile PON1 au fost in
medie 45,3 la persoanele de gen masculin (fata de lotul de control 72,5 ng/dl) si 44,2 ng/dl la
persoanele de gen feminin.

La grupul H3 (pacienti cu hipertensiune arteriala si diabet zaharat tip 11) valorile PON1
au fost in medie de 38,5 ng/dl la pacientii de hen masculin fata de lotul de control de 72,5 ng/dI
si 37,8 ng/dl la cei de gen feminin fata de lotul control 74,7 ng/dl.

La grupul H4 (pacienti cu hipertensiune arteriala, diabet zaharat tip Il si boala renala)
valorile PON1 au fost in medie 25,7 ng/dl fata de lotul de control 72,5 ng/dl pentru persoanele
de gen masculin si 22,3 ng/dl la persoanele de gen feminin fata de lotul de control 74,7 ng/dl.

Se constata astfel valori ale lui p<0,01 fiind semnificativ din punct de vedere statistic
la toate grupele de studiu (H1, H2, H3 si H4) fata de lotul de control (Fig. 5 si Fig.6).

Fata de valorile AIP si rezultatul softului Qrisk 2013, pentru pacientii din lotul de
studiu, valorile PON1 au fost mai scazute pentru pacientii de gen feminin, asa cum se poate
observa in fig. 6 pentru grupul de pacienti hipertensivi cu boli asociate (grupurile H3 si H4)
fata de pacientii de gen masculin din aceleasi grupuri de studiu (Fig. 7).
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Fig. 7. Compararea indicilor de risc aterogen cu valorile PON1
(pentru genul masculin al grupelor de studiu)

Scorul Qrisk confirma rezultatele PON1, indicand un risc foarte crescut de boli
cardiovasculare pe termen lung pentru grupul de pacienti hipertensivi cu boli cronice asociate
(diabet zaharat si afectare renald). Se infirma astfel rezultatele din literatura, conform carora

activitatea PON1 crescuta este asociata cu cote Tn scadere a aterosclerozei.

4.2.3 Concluzii de etapa ale studiului 11

e Riscul aterogenic poate fi usor estimat doar prin utilizarea valorilor fractiunilor
lipidice din putandu-se calcula indicii de risc cardiovasculari.

e Indicele aterogenic (AIP) este cel mai sensibil la valorile fractiunilor lipidice. Daca
asociem acest index cu determinarea valorilor PON1 atunci avem o si mai acuratete privind
estimarea riscului de a dezvolta boli cardiovasculare.

e Prin evaluarea datelor obtinute si facand legatura cu cele doua cele mai noi si utile
instrumente medicale, nivelurile AIP si PON1, putem estima riscul pacientului pentru
eventualele evenimente CV in anii urmatorii.

¢ Valoarea PONL1 este mai precisa decat AIP pentru riscul cardiovascular, chiar daca
valorile PONL1 pot fi influentate de mai multi factori (ce pot schimba valorile sale cu cateva
procente) indica totusi cu exactitate riscul cardiovascular.
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e Daca suprapunem rezultatele PON1 cu cele ale scorului Qrisk, se observa o
similitudine in rezultate, indicand la fel riscul mare de evenimente majore CV pentru pacientii
cu mai multi factori de risc.

e PONL1 este mult mai sensibil ca determinare a riscului aterogenic si de boli CV viitoare
chiar si la pacientii cu mai putini factori de risc.

e Determinarea valorilor PON1, poate constitui un instrument de cuantificare util si

eficient pentru riscul de aterogeneza si de a dezvolta in timp boli cardiovasculare.
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4.3 Analiza genetica a polimorfismului genelor din
sistemul renina-angiotensina (SRA) si corelarea
rezultatelor cu hipertensiunea arteriala si ateroscleroza
(Studiul 111)

4.3.1 Obiective si strategii de cercetare studiul 111
Obiectivele au curpins:

+ identificarea prezentei si frecventei unor polimorfisme cunoscute in genele care
fac parte din sistemul RAS la un grup de pacienti heterogeni diagnosticati cu
hipertensiune dar si cu alte boli asociate;

+ suprapunerea valorilor indicilor de risc pentru ateroscleroza (valorile
plasmatice ale PONL1, valorile AIP si valorile scorului de boli cardiovasculare

viitoare Qrisk) cu rezultatele frecventei polimorfismului genetic.

Sistemul renina-angiotensina-aldosteron este implicat in homeostazia sodiului si
potasiului precum si Th mentinerea tensiunii arteriale. Renina este secretata la nivelul rinichilor
atunci cand n organism tensiunea arteriala inregistreaza scaderi mari, crescand presiunea
arteriala printr-un mecanism complex vasoconstrictor (Paul M. si colab., 200619)..

Lotul de pacienti (64) a fost selectat din grupul de subiecti hipertensivi din studiul
anterior respectandu-se notarea grupurilor de pacienti hipertensivi (H1-H4), pe criteriul
pedigreului cu cel mai mare risc de boli cardiovasculare, urmarindu-se in ascendenta prezenta
hipertensiunii arteriale, a diabetului zaharat tip 1l, a sindromului metabolic si a afectiunilor
renale.

AND-ul genomic a fost izolat din leucocite folosind Qiagen DNasy Blood isolation Kkit.
Cantitatea de ADN obtinuta a fost verificata prin spectofotomerie utilizand spectofotometrul
Nanodrop. Calitatea ADN a fost evaluata prin migrarea unei cantitati de 10% din cea extrasa. O
cantitate de aproximativ 50ng a fost folist pentru reactia de amplificare PCR.

Pentru acesta s-au folosit 12.5 pl PCR Mastermix Promega, 0,5 uM primeri si 2U de
Taq polimeraza Promega. Conditiile de amplificare au fost: 95°C timp de 10 min, urmata de
35 cicluri la 94°C-30 sec., 64°C (Met235Thr) timp de 30 sec., 57°C (Thrl74Met), 59°C
(A2350G), 1,5 minute la 72°C urmata de o extensie finala 10 min la 72°C.

Ampliconii obtinuti au fost verificati prin migrarea in gel de agaroza de 1,5% a 10 pl
din volumul reactiei PCR. Cantitatea ramasa a fost supusa digestiei enzimatice cu Tth111l

(pentru Met235Thr), Ncol (pentru Thrl74Met) si BstUl (A2350G). Digestia enzimatica s-a
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realizat conform recomandarilor furnizorului (Fermentas).
Pacientii homozigoti si heterozigoti au fost identificati prin migrare in gel de agaroza
a fragmentelor obtinute in urma digestiei. Marimea fragmentelor corespunzatoare tipului

normal si a celui mutant sunt urmatoarele:

4.3.2 Rezultatele studiului 111
Analiza PCR-RFLP a permis identificarea pacientilor din grupul analizat care prezinta
mutatia de interes si calculul riscului relativ conferit de prezenta mutatiilor la pacientii

investigati (Fig. 8 si Fig. 9).

MK MK

Control ) H4 H1 H3 H)

Fig. 8. Amplificarea PCR a genei AGT-Met235Thr si obtinerea fragmentului de interes de
165pb (Mk=Marker ADN SM1551 Fermentas)

Control H4 H1 H3 H2

Fig. 9. Digestia enzimatica a ampliconului genei AGT -Met235Thr si diferentierea
homozigotilor si heterozigotilor din grupul de pacienti
(Pacientii si respectiv gena mutanta (fragmentul de 141 pb) sunt indicate cu o sageata. Mk=Marker
ADN SM1551)
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S-au identificat mutatii ale genei AGT-Met235Thr si pentru subiectii din grupul control
(Fig. 9), de asemenea frecvente mutatii au fost pentru grupul H4, pacientii hipertensivi cu boli

cronice asociate (diabet zaharat tip Il si boala renala cronica).
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Fig. 10. Amplificarea PCR a genei AGT-THR174MET si obtinerea fragmentului de interes de
303pb (Mk=Marker ADN SM1551 Fermentas)

Control H4 H1 H3 H2

Fig. 11. Digestia enzimatica a ampliconului genei AGT-THR174MET si diferentierea
homozigotilor si heterozigotilor din grupul de pacienti.
(Pacientii si respectiv gena mutanta (fragmentul de 211 si 92pb) sunt indicate cu o sageata.
Mk=Marker ADN SM1551)

Dupa amplificare (Fig. 10), digestia enzimatica a ampliconului genei AGT-
Thrl74Met a pus in evidenta prezenta polimorfismului la mai multi subiecti din grupul H4,
precum si pentru un pacient de gen masculin din grupul control (Fig. 11).

Frecventa pacientilor homozigoti si a celor heterozigoti la fiecare grup in parte este
indicata n tabelul Il. Se poate observa ca si in cadrul grupului de control exista pacienti
homozigoti pentru unul dintre cele mai frecvent asociate polimorfisme cu hipertensiunea n
sistemul de gene RAS.

Risc crescut se poate observa la pacientii hipertensivi cu diabet si boala renala cu o

frecventa ridicata a genotipului homozigot T235/T235 ceea ce este in concordanta cu datele
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din literatura de specialitate. Nu am detectat la nici un pacient din grupul luat in studiu prezenta

mutatiei A2350G.

Tabelul 1. Polimorfisme M235T-AGT si T174M-AGT in grupurile de studiu

M235T- AGT Raportul de T174M- AGT Raportul de
homozigoti homozigoti
(T235/T235)/ (T174/T174)/
heterozigoti heterozigoti
(M2335/T235) (T174/M174) (%)
(%)
Control 20/0 Control 0/14,2
Hipertensivi cu OR=0,85 20/20 OR=0,25 95%ClI 0/18,8
alte boli asociate 96%CI (0,14- (0,02-2,43), p=0,23
10,9), p=0,80
Hipertensivi | OR=2.0596%ClI 0/0 OR=3 0/0
esengiali | (0,07-5,4), p=0,6 95%CI (0,11-7,8),
p=0,50
Diabetici | OR=0,37 95%ClI 66,6/0 OR=0,37 95%ClI 0/20
(0,03-3,99), (0,03-3,99), p=0,41
p=0,41
Sindrom | OR=3,2 95%ClI 0/0 OR=0,25 0/0
metabolic (0,12-8,08), 95%CIl (0,01-3,98),
p=0,47 p=0,32

Din studiul pedigreurilor familiale s-au stabilit conexiuni Tntre subiectii din

grupul control si pacientii din loturile de studiu. De exemplu polimorfismul genei M235T-

AGT a fost prezent si la mama si la fiu, ambii fiind pacienti inclusi in studiu (Fig. 12)

1.1 B.M: 1.2 H3 -10
* 65 ani * 62 ani
HTA A HTA
SM DZ tip Il
M235T-AGT
1.1 B.M. o [12C-8 11.3 G.A.
*42 ani * 38 ani *40 ani

% \M235T-AGT

Fig. 12. Polimorfism M235T pentru pacientii H3-10 si C-8
(pacientii indicati prin sageata, s-au aflat in grad I de rudenie; de asemenea datorita
polimorfismului C-8 prezinta un risc crescut de a dezvolta HTA Tn viitor)
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Frecventa polimorfismului genelor M235T si AGT-Thrl174Met a fost cea mai crescuta
pentru grupul de studiu H4 (peste 30%), grup pentru care am calculat media si DS a valorilor
plasmatice PON1, AIP si Qrisk2013 (Fig. 13).

Tn studiul nostru se poate observa ca valorile PON1 sunt mai scazute pentru grupul de
pacienti cu frecventa mai mare a incidentei polimorfismului genelor sistemului RAA.
Particularitatea studiului a fost ca s-a descoperit ca la subiectii din grupul studiu cu
polimorfism genetic valorile PON1 au fost destul de scazute fata de ceilalti subiecti din grupul
de studiu, de exemplu pacientul C-8 a avut cea mai mica valoare a PON1 48 ng/dl (stiind ca

limitele normale sunt 70-100 ng/dl).

Indicii riscului CV si frecventa polimorfismului

genelor SRAA
80 734
70 64,4
- 60 '
7 47,3 46,8
g 50 ~ ,6 431"
E
o 40
5 30 - 24,5
[
® a5 17,408
10 5,2 4.4
0 Ii I I i
0
Control
Legenda
M Qrisk s AP s PON1 FP = Expon. (PON1)

Fig. 13. Asocierea rezultatelor valorilor indicilor de aterogeneza cu incidenta polimorfismului
studiat pentru fiecare grup de studiu
(legenda: H1-H4 — grupurile de studiu; Qrisck — soft de calcul risc de BCV; AIP — indicele aterogenic
al plasmei; PON1 — paraoxonaza umana 1; FP — frecventa polimorfism genetic)

Risc crescut se poate observa la pacientii hipertensivi cu diabet si boala renala cu o
frecventa ridicata a genotipului homozigot T235/T235 ceea ce este in concordanta cu datele
din literatura de specialitate. Nu am detectat la nici un pacient din grupul luat in studiu prezenta
mutatiei A2350G.

4.3.3 Concluzii de etapa
e Stabilirea unui panel de teste genetice ar putea deveni eficienta in calcularea riscului

si Tn managementul ulterior al pacientului.
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e Costurile necesare efectuarii testelor genetice ridicate precum si heterogenitatea
acestor boli au impiedicat gasirea unui panel potrivit de teste care sa aiba relevanta clinica.

o Din pedigreul familial s-a putut observa foarte usor incarcarea familiala pentru fiecare
pacient in parte pentru anumite afectiuni.

e Asociat cu valorile PONL1 si cu ajutorul softului Qrisk se poate cuantifica riscul de
aterogeneza si cel al dezvoltarii de boli cardiovasculare chiar Thainte sa se manifeste, prin
stabilirea unui patern specific fiecarui pacient.

e Studierea polimorfismului este utila atunci cand Tn ascendenta sunt frecvent
evenimente cardiovasculare majore (infarct miocardic si accident vascular cerebral), dar
costul determinarii acestuia este prea ridicat ca sa fie introdus intr-un protocol de diagnostic
precoce.

¢ Desi este prezent la anumite persoane, fara afectiuni asociate, polimorfismele genelor

M235T si AGT-T174M singure nu va determina aparitia hipertensiunii arteriale.
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V. DISCUTII GENERALE

Problematica afectiunilor cardiovasculare atat de raspandite la ora actuala, frecventa
unor forme de boala cu evolutie latenta, nesesizata de bolnav si adesea descoperita intamplator,
dezastruoasa prin complicatiile grave la care ajung si costisitoare pentru societate si familie,
devine complexa si evolutiva.

Date din literatura (Fruchart si colab., 2004 @) subliniaza faptul ca nivelul crescut al
colesterolului seric reprezinta un factor de risc pentru ateroscleroza la fel si nivelul crescut al
fractiunilor lipidice LDL. Indicele aterogenic al plasmei, dupa (Younis N. si colab.®) este un
instrument important de calcul al riscului aterogenic bazat pe o formula ce utilizeaza valorile
trigliceridelor si ale HDL colesterol.

Rapoartele LDL/HDL si CT/HDL, potrivit lui (Grover S. si colab., 2003-¢%) sunt bune
predictoare pentru evenimentele cardiovasculare viitoare, insa nivelul seric al TG poate
reprezenta singur un factor de risc important pentru evenimentele cardiovasculare viitoare.

Studiile recente (Sied R. si colab., 2010@%) au indicat faptul ca raportul dintre TG/HDL
transformat logaritmic poate estima riscul aterogenic mai bine decét toate celelalte. TG si HDL
reflecta perfect balanta dintre lipoproteinele aterogene si cele protectoare. Studiile clinice au
aratat ca indexul aterogenic al plasmei (AIP) poate estima si riscul cardiovascular, de asemenea
acest index este sensibil si la tratamentul farmacologic, fiind un barometrul al reusitei
terapeutice.

Valoarea AIP a fost cea mai mare pentru grupul H2 (pacienti cu hipertensiune gradul
I/11, scaderea tolerantei la glucoza, obezitate centrala, dislipidemie si microalbuminurie)
indicand un risc de aterogeneza crescut, dar un scor QRisk mai mic fata de grupul H4 unde
sunt doua boli cronice asociate pe l1anga hipertensiunea arteriala, semn ca acest grup (H4) poate
dezvolta evenimente cardiovasculare in urmatorii 10 ani mai frecvent si intr-un procent mai
mare. Tnsa procesul aterogenezei este mai activ la pacientii cu profilul lipidic foarte modificat
cu valori foarte mari (H2) decét la pacientii cu boli asociate, dar cu un profil lipidic modificat
cu valorii medii (H3, H4).

Cele mai recente cercetari genetice (Bergmeier si colab., 2004 ?Y) au aratat ca, din familia
paraoxonazelor (PON1, PON2 si PON3) paraoxonaza umana 1 joaca un rol important n
protejarea moleculelor LDL si HDL de a fi oxidate de radicalii liberi. Prin urmare, este direct
implicata in procesul aterogenezei si al riscului de boli cardiovasculare.

O activitate serica scazuta a PON1 este corelata cu un risc crescut de boli coronariene,
infarct miocardic si ateroscleroza carotidiana.
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Raportul albumina/creatinina ne-a indicat valoarea microalbuminuriei care, conform
lui Boersa si colab. se poate corela direct cu hipertensiunea arteriala si functia renala. S-a
dovedit ca nivelul microalbuminuriei ne indica vechimea hipertensiunii pana in momentul
determinarii precum si eficienta tratamentului antihipertensiv, fiind reversibila pentru pacientii
cu valori mici ale microalbuminuriei, semn ca aparatul glomerular nu este inca distrus, deci nu
exista o afectare renala marcata, pe cand la pacientii din grupurile H2, H3 si H4 valorile au
fost mari, foarte semnificativ statistic fata de grupul C indicand si afectare renala, fapt dovedit
si de valorile estimative ale RFG, cu date asemanatoare celor din literatura.

Tn lotul nostru de studiu, toate rezultatele obtinute pentru PON1 au fost semnificative
din punct de vedere statistic, valorile cele mai mici s-au remarcat pentru grupul G4 (de
exemplu pentru pacientii de gen masculin ai acestui grup valoarea p=0,0032 este extrem de
semnificativa). Tn acest grup, asa cum reiese si din anamneza, acesti pacienti au avut mai multi
factori de risc asociati (varsta mai mare decét celelalte grupuri, diabet zaharat vechi si afectare
renala in diferite stadii cu albuminurie clinica, asa cum s-a putut observa si in studiul I). Aceste
fapte sunt confirmate si de Gugliuci si echipa sa 2, precum si de alti oameni de stiinta, care,
de asemenea, au recunoscut ca din familia de paraoxonaze (PON1, PON2 si PON3), cea mai
activa si importanta in procesul de aterogeneza este PON1 cu toate variantele sale de
polimorfism in diverse populatii.

Desi pentru grupul H2 valorile AIP au fost ridicate, indicand un proces aterogenic
crescut, valorile PON1 au fost scazute pentru acest grup, dar mai mari decét pentru grupul de
studiu H4. Scorul Qrisk a confirmat rezultatele PON1, indicand un risc foarte crescut de boli
cardiovasculare pe termen lung pentru grupul de pacienti hipertensivi H4, dintre acestia cu
valori mai mari fiind pacientii de gen masculin (>40% scor Qrisk).

Variante ale genelor sistemului renina-angiotensina joaca un rol important in
patogeneza hipertensiunii arteriale esentiale si a bolilor cardiovasculare. Sunt studii (Hillege H.
si colab. 2006®) care arta ca polimorfismul acestor gene (ACE ID, AGT T207M, M268T,
AGTI1R) este puternic corelat cu incidenta crescuta pentru hipertensiune la pacientii care
prezinta aceste mutatii, filnd necesara stabilirea unui panel de teste genetice care ar putea
deveni eficiente Tn calcularea riscului si Tn managementul ulterior al pacientului. Pana in
prezent costurile necesare efectuarii testelor genetice sunt ridicate precum si heterogenitatea
acestor boli au impiedicat gasirea unui panel potrivit de teste care sa aiba relevanta clinica.

Datele rezultate din cele trei studii releva faptul ca la pacientii cu media de varsta mai
mica si debut de boala hipertensiva (H1) parametrii biochimici studiati au fost modificati usor

dar semnificativ statistic fata de grupul control iar la celelalte grupuri de studiu modificarile
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au fost marcate avand in vedere vechimea bolii precum si bolile cronice asociate. Aceste date
au fost importante pentru cuantificarea riscului aterogenic si cel al evenimentelor
cardiovasculare pe care ulterior le-am introdus in formulele de calcul al riscurilor.

Pe masura ce datele din literatura confirma asocierea polimorfismelor genetice cu
hipertensiunea sau ateroscleroza, creste si importanta acordata terapiilor personalizate si a
testarilor genetice Tn cazul acestor boli. Datorita datelor neconcludente din literatura rolul

testelor genetice este inca discutabil.
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VI. CONCLUZII GENERALE

¢+ Prin compararea fiecarui parametru important din studiul nostru, implicat in mod direct
sau indirect in initierea sau intretinerea aterogenezei precum si a bolilor cardiovasculare,
pentru fiecare grup de pacienti hipertensivi am reusit sa punem in evidenta importanta
AIP si a scorului QRisck in practica medicala a clinicianului, putand fi un instrument util
si economic pentru diagnosticarea, tratamentul si preventia bolilor cardiovasculare
cronice si a evenimentelor cardiace majore (in special IM si AVC).

 Riscul aterogenic poate fi usor estimat doar prin utilizarea valorilor fractiunilor lipidice
din care se pot calcula indicii de risc cardiovascular. Din studiul nostru tragem concluzia
ca AlP, dintre indicii aterogenici este cel mai sensibil la valorile fractiunilor lipidice. Daca
asociem acest index cu determinarea valorilor PON1 atunci avem o si mai mare acuratete
privind estimarea riscului de a dezvolta boli cardiovasculare.

% Prin evaluarea datelor obtinute si facand legatura cu cele doua cele mai noi si utile
instrumente medicale, nivelurile AIP si PON1, putem estima riscul pacientului pentru
eventualele evenimente CV 1n anii urmatorii, fiind, de asemenea, o ancheta personalizata.

+ PONL1 este mai precisa decat AIP pentru riscul cardiovascular (lucru indicat de nivelurile
scazute ale PON1 plasmatic pentru pacientii tineri din studiul nostru, care sunt aparent
fara risc cardiovascular).

% Chiar daca valorile PON1 pot fi influentate de mai multi factori (putandu-i schimba
valorile sale cu cateva procente) poate indica cu exactitate riscul cardiovascular.

¢+ Suprapunerea rezultatelor PON1 cu cele ale scorului Qrisk, evidentiaza o similitudine in
rezultate, indicand riscul mare de evenimente majore cardiovasculare pentru pacientii cu
mai multi factori de risc; PON1 este mult mai sensibil ca determinare a riscului aterogenic
si de boli CV viitoare chiar si la pacientii cu mai putini factori de risc (grupul hipertensiv
G1 si grupul control).

++ Determinarea valorilor PON1 poate constitui un instrument de cuantificare util si eficient
pentru riscul de aterogeneza si de a dezvolta in timp boli cardiovasculare.

% Variante ale genelor sistemului renina-angiotensina joaca un rol important in patogeneza
hipertensiunii arteriale esentiale si a bolilor cardiovasculare.

% Polimorfismul genelor ACE ID, AGT T207M, M268T si AGT1R este puternic corelat cu

incidenta crescuta pentru hipertensiune la pacientii care prezinta aceste mutatii, fiind
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necesara stabilirea unui panel de teste genetice care ar putea deveni eficiente in calcularea
riscului si in managementul ulterior al pacientului.

% Pana in prezent costurile necesare efectuarii testelor genetice sunt ridicate precum si
heterogenitatea acestor boli, fapt ce a impiedicat gasirea unui panel potrivit de teste care
sa aiba relevanta clinica.

% Riscul de evenimente cardiovasculare majore, prin accentuarea in timp a aterogenezei si
hipertesniunii arteriale pana in punctul cand in organism se produc leziuni ireversibile in
sistemul cardiovascular, se poate cuantifica prin simple calcule utilizand date din
anamneza sau mai exact folosindu-ne de realizarea unui pedigreu familial, valori ala
parametrilor biochimici uzuali (profil lipidic, glicemie, creatinina etc.), asocierea aceste
date cu valorile PON1, ale carui limite permit detectarea unor valori foarte mici (< 2,5
ng/dl) chiar si la persoanele aparent sanatoase si fara factori de risc se poate detecta din

timp riscul real de aterogeneza si cel al bolilor cardiovasculare.
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VIlI. CONTRIBUTII PERSONALE

Lucrarea de fata contribuie la evidentierea riscului cardiovascular prin identificarea
unui protocol de estimare eficienta a riscului aterogenic pentru pacientii

hipertensivi, utilizand indici aterogenici identificati in literatura.

Aportul la identificarea si compararea prezentei si frecventei unor polimorfisme la

pacientii cu hipertensiune arteriala si boli asociate.

Compararea datelor indicilor aterogenici cu softul licentiat Qrisk de
cuantificare a riscului de a dezvolta evenimente cardiace majore pentru urmatorii
10 ani (ClinRisk-Qrisk 2013).

Realizarea unui protocol de preventie utilizand markerii aterogenezei, valorile
PONL si softul de calcul al riscului cardiovascular Qrisk-2013 — protocol pentru
cea mai buna metoda estimativa a celor doua probleme importante aterogeneza si

evenimentele cardiovasculare.

Cuantificarea riscului de incarcare familiala pentru bolile cardiovasculare prin

studiul pedigreului familial.

Corelarea rezultatelor obtinute prin estimarea markerilor biochimici obtinuti cu

scorul obtinut din completarea chestionarului de stres.

Evaluarea stresului cronic prin exacerbarea simptomatologiei bolilor cronice;
propun imbunatatirea scorului obtinut prin atitudine activa psihologica, putand

astfel creste calitatea vietii pacientilor.

Contributii la stratificarea riscului cardiovascular de boli mostenite prin utilizarea

chestionarului de istoric familial Tn construirea pedigreului.
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PROTOCOL DE CUATIFICARE A RISCULUI
ATEROGENIC LA PACIENTII HIPERTENSIVI

PRAXIS MEDICAL

L

HIPERTENSIV

_|7
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ALBUMINURIEI PROFILUL LIPIDIC

TRATAMENT
ANTIHIPERTENSIV
OPTIM
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RISCULUI

SCHIMBAREA
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+ TRATAMENT

OPTIM

NON-HIPERTENSIV

—
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2013

—

DOZARE PON 1

OBTINEREA
RISCULUI REAL
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STILULUI DE VIATA
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