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Introducere
Restenoza intrastent (RIS), care evoluează la pacienţii 

expuşi angioplastiei cu implantare de stent, rămâne a fi una 
din cele mai oportune abordări ale cardiologiei intervenţionale 
(PCI).  Incidenţa relativ înaltă (până la 15-25%) a acestei com-
plicaţii, care anihilează beneficiile revascularizării mecanice 
iminente PCI, impune necesitatea tranşării mecanismelor 
relevante ale remodelării coronariene negative.  Evidenţierea 
lor va desemna valori predictive ale diferitor markeri, precum 
şi ţinte terapeutice privind prevenirea hiperplaziei neointimei 
şi, respectiv, a reducerii riscului RIS.

Rezultatele studiilor clinico-experimentale, efectuate în 
acest sens, indică asupra rolului disfuncţiei endoteliale, stre-
sului oxidativ, inflamaţiei nespecifice şi migrării celulare în 
formarea şi hiperplazia neointimei după injurii mecanice ale 
arterelor coronariene şi periferice [1, 2, 3].  Cu toate acestea, 
mecanismele responsabile de declanşare şi susţinere a acestor 
procese patologice sunt elucidate parţial, opiniile de concept 
sub multe aspecte fiind tratate controversat.

Datele cercetărilor noastre, realizate pe pacienţii cu RIS, 
demonstrează legătura strânsă dintre micşorarea expresiei şi 
cantităţii micro-ARN-143/145 în media coronariană şi seve-
ritatea restenozei, iar pe de altă parte, cu aceasta din urmă se 
corelează autentic şi gradul de activare a metaloproteinazelor 
matricei şi degradarea colagenului fibrilar de tip I [4, 5].  Tot-
odată, evoluţia RIS este asociată de acumularea macrofagilor 
în zona neointimei, progresarea căreia se află în raport direct 
cu numărul de celule musculare netede vasculare cu fenotip 
secretor, care au migrat din media coronariană.

O nouă direcţie de cercetare a factorilor ce pot avea co-
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Background: The evaluation of new predictors of negative coronary remodeling after angioplasty remains an adequate approach of interventional 
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Material and methods: This article is aimed at the study of eRNA amount in a tissue pattern of a stent with restenosis as well as its correlation with 
such inflammatory predictors as macrophage number and TNF-alpha expression.  Using the techniques of confocal microscopy and immunohistochemistry 
we have first proved that eRNA level significantly increases in the coronary wall of segments with ISR (the specimens have been taken postmortem from 
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Results: The rise in the assay has been closely correlated to restenosis degree, and in muscular media it has been 2-4 times beyond the control range 
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severe ISR. A key disclosed evidence is that eRNA is positively correlated with TNF-alpha level (r = +0.88) and the number of macrophages (r = +0.84), 
whereas the last is notably enhanced depending on ISR progression.

Conclusions: The obtained outcomes result in 2 opportunities: 1. eRNA may be a feasible predictor of negative coronary remodeling, facilitating 
the prognosis of ISR risk; 2. eRNA may be singled out as a factor involved in the pathogenesis of neointima formation and hyperplasia due to its relation 
to the inflammatory process.
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ARN extracelular – un predictor nou şi un eventual mecanism al restenozei intrastent

notaţii patogenetice certe privind RIS este consolidată prin 
evidenţa de premieră a implicării eARN-ului (acidul ribo-
nucleic extracelular) în instalarea şi exacerbarea leziunilor 
aterosclerotice experimentale (murine), cât şi remodelarea 
vasculară periferică (e.g. artera carotidă) după alterarea me-
canică, obţinute de către S. Costin şi colab. (2013) pe animale 
„knockout” vizavi de receptorii LDL şi apo-E [6].

ARN extracelular este eliberat de diferite tipuri de celule 
(e.g. endoteliocite, miocite netede vasculare) în spaţiul ex-
tracelular (ulterior acesta nimereşte în sânge) în condiţiile 
alterării celulare până la necroză.  Circa 85% din eARN este 
pe seama patternului ribosomal, restul fiind distribuit între 
ARN de transport (10%) şi mesager (5%).  În circuitul sanguin, 
eARN este metabolizat prin intermediul enzimei proteolitice 
specifice (RN-aza), mecanismele de control al activităţii căreia 
rămân neelucidate.

Autorii au relatat, în acest context, fenomenul acumu-
lării eARN-ului în placa ateroscletorică a aortei pe măsura 
progresării procesului aterogen, precum şi elevarea nivelului 
circulant după alterarea mecanică a arterei carotide.  Impor-
tant de menţionat, că majorarea cantitativă a eARN-ului, 
asociată iniţial de creşterea activităţii sanguine a RN-azei, a 
fost urmată ulterior de micşorarea activităţii enzimei cu peste 
72% (12 ± 2 vs 44 ± 9 mU/mg proteină).  Mai mult decât atât, 
administrarea RN-azei la şoriceii apo-E-knockout s-a impus 
prin atenuarea concludentă a formării neointimei, recrutării 
monocitelor şi inflamaţiei vasculare după alterarea mecanică 
a arterei carotide, fapt care sugerează aportul per se al eARN 
în evoluţia acestor procese tratate şi drept mecanisme fiabile 
ale RIS.
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De remarcat o noimă semnificativă a relaţiei între răs-
punsul inflamator şi eARN.  Autorii au decelat că TNF-alpha 
(factorul necrozei tumorale alpha), care este un trigger al elibe-
rării eARN din celulele musculare netede vasculare, elevează 
cantitativ în spaţiul extracelular sub acţiunea eARN-ului, 
proces determinat plauzibil de eliberarea transmembranară a 
precursorului TNF-alpha [7].  Acţiunea de promovare a infla-
maţiei şi statutului protrombotic, inerentă eARN-ului, a fost 
confirmată şi prin evidenţierea capacităţii acestuia de a creşte 
expresia citokinelor proinflamatoare (IL-1-beta, IL-6), mole-
culelor de adeziune intercelulară (ICAM, VEGF, selectinele, 
CL40) şi micşorarea expresiei citokinelor antiinflamatoare 
(e.g. IL-4, IL-10), adeziunea in vitro a monocitelor la celulele 
musculare netede şi la peretele arterei carotide in vivo.

Aşadar, eARN-ul apare ca un factor de semnalizare a inju-
riilor celulare, iar odată eliberat în spaţiul extracelular, induce 
efecte proinflamatoare şi protrombotice, prin ce se anunţă 
un candidat fiabil privind inducerea şi predicţia (dată fiind 
identificarea lui în sânge) remodelării vasculare aterosclero-
tice şi determinate de injuriile mecanice induse (de exemplu, 
manevra de implantare a stentului).

Prin urmare, studiul eARN poate demarca noi entităţi 
privind mecanismele de evoluţie a RIS, predictorii remode-
lării coronariene negative şi riscului dezvoltării complicaţiilor 
cardiovasculare majore după PCI.

Sub aspectul acestor consideraţii studiul dat a avut drept 
scop: evaluarea cantităţii eARN în peretele coronarian cu 
diferite grade de restenoză intrastent, precum şi corelarea ei 
cu expresia TNF-alpha şi numărul de macrofage.

Material şi metode
Evaluarea eARN, expresiei TNF-alpha şi a numărului de 

macrofage s-a efectuat în patternul tisular al stenturilor cu 
restenoză, preluate postmortem de la 19 pacienţi expuşi PCI.

eARN s-a vizualizat prin microscopie confocală cu imuno-
fluorescenţă, colorând patternul tisular cu SYTO® RNASelect™ 
dye (Invitrogen) şi cuantificat (UA/µm2, unităţi arbitrare) 
prin PCI-real time.  Pentru determinarea cantitativă a TNF-
alpha (UA/µm2) s-au utilizat kiturile eBioscience (Germania).  
Anticorpii la SD68 s-au aplicat în cadrul estimării numerice 
a macrofagelor (n/nm2).

Rezultate
Cantitatea eARN determinată în peretele arterei corona-

riene este majorată în RIS, creşterea fiind în raport direct cu 
gradul de severitate a restenozei (fig. 1).

Cea mai considerabilă majorare se decelează în media vas-
culară (fig. 1C).  Deja în RIS de grad minim se atestă un spor 
semnificativ, care în gradul moderat este mai mult ca dublu.  
În RIS de grad sever, cantitatea eARN depăşeşte în medie de 
4 ori indicele control (segmentul arterei coronariene adiacent 
restenozei).  Important de menţionat, că cantitatea eARN în 
RIS moderată este semnificativ superioară valorii estimate 
în RIS minimală şi, la rândul său, eARN în RIS severă este 
semnificativ peste valoarea indicelui în RIS moderată.

Un raport similar privind cantitatea eARN în funcţie de 
gradul RIS se constată şi în zona restenozei (fig. 1D).  Can-

titatea eARN în RIS moderată este de circa 1,6 ori mai mare 
decât în RIS minimală, iar în RIS severă – de circa 1,5 ori 
superioară valorii iminente RIS moderate.  Astfel, decalajul 
dintre eARN în RIS minimală şi RIS severă este mai mult ca 
dublu (230 vs 110 UA/µm2).  

Fig. 1.  Rezultatele cantitative ale eARN: A – peretele coronarian 
integral; B – adventice; C – medie; D – zona restenozei.

Chiar şi în adventice cantitatea eARN din patternele cu RIS 
este peste valoarea control, în RIS de grad sever discrepanţa 
fiind semnificativă, atingând cote în medie de 110% (fig. 1B).  
Totodată, între nivelul cantitativ al eARN în RIS severă şi RIS 
moderată există o diferenţă semnificativă.

Estimările cantitative efectuate în întreg peretele arterei 
coronariene atestă valori semnificativ crescute ale eARN în 
RIS moderată (cu circa 62%) şi RIS severă (cu circa 128%) 
faţă de indicele control.

Deci, evoluţia şi progresarea RIS este asociată de creşterea 
în manieră proporţională a cantităţii eARN în peretele arterei 
coronariene abordate, aceasta fiind, îndeosebi, accentuată în 
media vasculară.

În contextul relaţiei eARN cu răspunsul inflamator ne-
specific este oportună evidenţa creşterii expresiei TNF-alpha 
şi acumulării macrofagelor în neointima peretelui arterei 
coronariene cu un stent restenozat (fig. 2).

Deja într-un grad minimal de RIS sunt decelate modificări 
notabile: 1) diminuarea expresiei SM-actinei; 2) creşterea 
numărului macrofagelor care se corelează cu expresia mărită 
a TNF-alpha.  În vasul normal, macrofagele, care expresează 
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TNF-alpha, se observă numai în adventice şi sunt absente în 
medie.

Numărul de macrofage creşte odată cu avansarea severităţii 
restenozei, pe palierul căreia se constată şi majorarea expresiei 
eARN (fig. 3).

Chiar în restenoza de grad minimal, expresia ARN-ului 
extracelular şi numărul macrofagelor este mărit comparativ 
cu vasul neafectat (prezenţa macrofagelor preponderent în ad-
ventice).  Este însemnată acumularea opulentă a macrofagelor 
în zona restenozei moderate şi, îndeosebi, severe, asociată de 
elevarea expresiei în manieră proporţională a eARN.

Sub acest aspect, este conceptual importantă prezenţa 
unei corelări de intensitate înaltă între cantitatea eARN, pe 

Fig. 2.  Cantitatea macrofagelor CD68-pozitive 
(săgeţi) si expresia TNF-alpha şi a SM-actinei 
în adventice (A), medie (M) şi zona de reste-
noză (R) în vas normal (panourile din stânga) 
şi într-un stent cu restenoză de grad minimal 
(panourile din dreapta).

Fig. 3.  Cantitatea macrofagelor CD68-pozitive şi expresia eRNA detectat prin SYTO® 
RNASelect™ în adventice (A), medie (M) şi zona restenozei (R) în vas normal (control), 
într-un stent cu restenoză de grad minimal, moderat şi sever.

de o parte, şi nivelul de expresie al TNF-alpha, numărul de 
macrofage pe unitate de suprafaţă a neointimei, pe de altă parte 
(fig. 4).  Coeficientul de corelare este +0,08375 (p < 0,001) şi, 
respectiv, +0,08838 (p < 0,001).

 Un coeficient de corelare între eARN şi numărul de ma-
crofage practic identic cu cel apreciat între eARN şi TNF-alpha 
indică, totodată, şi asupra unor relaţii strânse între expresia 
citokinei proinflamatoare şi procesul de acumulare a macro-
fagilor, unele celule surse ale TNF-alpha.

Trebuie remarcată valoarea absolută a numărului de ma-
crofage în raport direct cu gradul de restenoză (fig. 5).  Această 
elevare este semnificativă deja în gradul minimal al restenozei, 
atingând o valoare medie de 13-15 celule/1 mm2, care de circa 

Fig. 4.  Corelarea între cantitatea eARN şi numărul de macrofage, precum şi cantitatea TNF-alpha în patternul de restenoză a arterei 
coronariene.
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4-4,5 ori depăşeşte indicele control (stentul fără restenoză).  În 
gradul moderat de restenoză numărul de macrofage se notează 
la cote de circa 80 celule/1 mm2 care, practic, se dublează în 
cadrul restenozei severe. 

Fig. 5.  Numărul de macrofage/1mm2 în diferite grade de 
restenoză intrastent.

Aşadar, potrivit datelor obţinute, evoluţia restenozei intr-
astent impune 3 semnificaţii pertinente în plan conceptual:

· progresarea RIS este asociată cu creşterea în manieră 
proporţională a expresiei eARN, în special, în media 
coronariană;

· majorarea eARN se corelează autentic cu majorarea nu-
mărului de macrofage şi a expresiei TNP-alpha;

· elevarea numerică a macrofagelor este în raport direct 
cu gardul RIS.

Discuţii
Studiul realizat reprezintă o premieră în ceea ce priveşte 

evaluarea cantităţii eARN în patternul tisular al stentului re-
stenozat, preluat de la pacienţii expuşi angioplastiei.  Pentru 
prima dată s-a demonstrat că eARN are conotaţii patogenetice 
privind evoluţia RIS, întrucât creşterea valorii lui cantitative se 
produce în raport cu progresarea restenozei.  Elevarea superi-
oară a eARN în media coronariană ar indica că miocitul neted 
vascular este o sursă de eliberare în matricea extracelulară a 
acidului ribonucleic, mai ales că activarea celulei musculare 
pe fundalul periclitării sistemului de control al echilibrului 
fenotipului contractil/secretor este vizată drept o condiţie 
oportună a migrării miocitului şi hiperplaziei neointimei.  
Elevarea marcată a eARN în zona restenozei severe poate 
sugera şi celula endotelială drept o sursă a acumulării eARN.

Apanajul patogenetic al RIS are mai multe dovezi privind 
rolul impactului traumatic al manevrei de implantare a sten-
tului asupra remodelării coronariene după PCI, realizat prin 
denudarea endoteliului vascular, activarea stresului oxidativ 
şi răspunsului inflamator nespecific [8, 9, 10].  Leziunea ce-
lulelor endoteliului şi mediei musculare poate fi importantă 
în vederea eliberării în spaţiul extracelular al acidului ribonu-
cleic.  Creşterea expresiei TNF-alpha care asociază activarea 

răspunsului inflamator nespecific stimulează acest proces.  La 
rândul său, acumularea eARN acţionează ca un factor trigger 
asupra majorării expresiei şi cantităţii TNF-alpha, deci ca un 
factor proinflamator.  Se admite că eARN poate duce la creş-
terea TNF-alpha prin activarea enzimei de conversie a acestei 
citokine [11].  În acest context, sunt importante şi evidenţele 
de activare de către eARN a expresiei ICAM (moleculei de 
adeziune intercelulară), astfel augmentându-se recrutarea şi 
adeziunea celulelor mono- şi polimorfonucleare [7].

Conexiunea eARN la VEGF (factorul endotelial de creş-
tere) poate de asemenea influenţa permeabilitatea vasculară 
şi expansiunea leziunilor subendoteliale, procese propice 
formării neointimei [12].

Prin urmare, eARN se include ca o verigă importantă în 
sistemul de cascadă (activare reciprocă) a mediatorilor celu-
lari, care se află la baza evenimentelor consecvente leziunii 
peretelui vascular, contribuind la remodelarea vasculară, în 
general, şi la RIS, în particular.

În circuitul sanguin, eARN este degradat prin acţiunea 
RN-azei.  Totodată, în unele patologii (tumori, fibroză 
pulmonară, sepsis) nivelul circulant al eARN elevează, fapt 
interpretat de unii autori drept o repercusiune a legăturii 
eARN cu proteinele, fosfolipidele sanguine sau micropar-
ticulele circulante sau exosomi, care atenuează procesul de 
metabolizare [13, 14].

Nivelul plasmatic şi activitatea RN-azei se anunţă inteligi-
bil ca un factor oportun nu numai de influenţare a acumulării 
eARN, dar şi a efectelor lui proinflamatoare, proaterogene şi 
protrombotice.  Creşterea eARN se asociază cu deprecierea 
RN-azei, iar administrarea acesteia din urmă s-a manifestat 
prin teşirea efectelor lui [6].

Prin urmare, dacă eARN se consemnează drept un meca-
nism de promovare a hiperplaziei neointimei graţie, în primul 
rând, acţiunii lui proinflamatoare, atunci nivelul tisular şi/
sau circulant pledează la valoare de predictor privind riscul 
dezvoltării RIS.  Pe de altă parte, RN-aza circulantă poate 
deveni o ţintă terapeutică relevantă, modularea ei şi, respectiv, 
a procesului de degradare a eARN, oferind beneficii vizavi de 
prevenirea complicaţiilor cardiovasculare majore după PCI.  
Tromboza, una din complicaţii, ar fi de asemenea în conexiune 
cu eARN la tangenţa acţiunii acestuia ca un cofactor al activă-
rii enzimatice de cascadă a factorilor de coagulare ai fazei de 
contact a hemostazei [15, 16].  M. Walberer şi colab. (2009) au 
relatat în acest context, că terapia prin RN-ază reduce edemul 
cerebral şi zona de infarct după un stroke acut [17].

Acţiunile proaterogenă, protrombotică şi proinflamatoare 
ale eARN nu sunt mediate prin TOL-receptori.  Cel puţin 
TOL-2, TOL-3 şi TOL-4 nu sunt implicaţi în controlul expresi-
ei eARN şi promovarea efectelor lui [6, 18].  TOL-receptorii fac 
parte din familia receptorilor de tip scavenger şi sunt implicaţi 
în patogenia leziunilor inflamatorii şi aterosclerotice vasculare 
prin proprietatea lor de formare a legăturilor cu diferite mo-
lecule proinflamatoare (e.g. oxiLDL, heat-shock-protein-60, 
lipopolisaharide ce activează macrofagele etc.).

Datele obţinute în acest studiu indică, de asemenea, ade-
renţa TNF-alpha la evenimentele ce promovează hiperplazia 
neointimei, iar corelarea acestei citokine cu eARN sugerează 
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acţiunea stimulatoare a eARN asupra macrofagelor în vederea 
augmentării eliberării de TNF-alpha.  Numărul de macrofage 
sunt într-un raport corelaţional cu eARN (r = +0,86) practic 
identic cu coeficientul de corelare (r = +0,88) decelat între 
eARN şi TNF-alpha.  Plauzibil de admis, că acumularea 
macrofagelor în intima pe măsura avansării restenozei se 
produce în asociere cu creşterea migrării şi numărului mi-
ocitelor secretoare în zona neointimei, care pot în condiţiile 
disfuncţiei endoteliale, stresului oxidativ şi inflamaţiei, deveni 
o sursă de eliberare a eARN.  Acesta din urmă susţine injuriile 
vasculare şi remodelarea coronariană negativă prin activarea 
macrofagelor ce rezultă în formarea excesivă a citokinelor 
proinflamatoare.  Rolul TNF-alpha în dezvoltarea restenozei 
intrastent după angioplastie este coroborat şi de alţi autori [19, 
20].  Reducerea eARN prin administrarea RN-azei poate fi o 
abordare terapeutică a atenuării răspunsului inflamator şi a 
riscului restenozei intrastent.

Concluzii
1. La pacienţii cu restenoză intrastent după PCI s-a consta-

tat în premieră majorarea cantităţii eARN în peretele arterei 
coronariene, creşterea acesteia, îndeosebi marcată în media 
musculară, fiind în corelare strânsă cu gradul restenozei.

2. Aportul patogenetic al eARN privind evoluţia RIS este 
sugerat prin prezenţa unei corelări directe de intensitate înaltă 
(r > +0,88) între eARN şi, pe de altă parte, cantitatea de TNF-
alpha şi numărul macrofagelor în neointimă, acesta din urmă 
elevând în proporţie directă cu severitatea RIS.

3. Valoarea cantitativă majorată a eARN, inclusiv nivelul 
lui circulant, poate fi un predictor al riscului RIS, iar admi-
nistrarea RN-azei rezultantă în activarea degradării eARN 
poate fi sugerată drept un mijloc de prevenire a restenozei 
intrastent.  Necesitatea studiilor în acest sens este inteligibilă.
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