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RESUMO

Introducdo: A reestenose coronaria é um fendmeno pouco
compreendido e que permanece como um desafio mesmo na
era dos stents farmacolégicos. Este estudo tem como objetivo
identificar genes envolvidos na sintese de proteinas estrutu-
rais e funcionais de células musculares lisas com expressao
aumentada em placas ateromatosas de humanos associados
a hiperplasia neointimal apés o implante de stents nao-far-
macoloégicos. Métodos: Placas ateromatosas foram obtidas
mediante aterectomia direcionada, previamente ao implante
do stent. A analise da expressdao dos genes foi realizada uti-
lizando-se o sistema Affymetrix GeneChip. Os pacientes fo-
ram submetidos a ultrassom intracoronario 6 meses apds o
procedimento para analise volumétrica intrastent. Foi avaliada
a correlacdo entre a expressdo génica de placas ateromatosas
e o porcentual de hiperplasia intimal intrastent. Resultados A
maioria dos pacientes era do sexo masculino (85,7%), com
60,2 + 11,4 anos de idade, 35,7% eram diabéticos e o por-
centual de hiperplasia intimal intrastent foi de 29,9 + 18,7%.
Nao houve variagdo do porcentual de hiperplasia intimal in-
trastent entre os pacientes com ou sem diabetes (29,5% vs.
30,7%; P = 0,89). Nao houve correlacdo entre a extensio do

ABSTRACT

Identification of Genes Involved in Smooth Muscle
Cell Protein Synthesis with Increased Expression
in Atheromathous Plaques Associated to
Neointimal Hyperplasia after Bare-Metal Stenting:
GENESIS-R Study

Background: Coronary restenosis is a poorly understood phe-
nomenon that remains a challenge even in the drug-eluting
stent era. This study is aimed at identifying the genes involved
in structural and functional protein synthesis of smooth muscle
cells with increased expression in human atheromatous plaques
associated to neointimal hyperplasia after bare-metal stent
implantation. Methods: Atheromatous plaques were obtained
by directional atherectomy prior to stenting. Gene expression
analysis was performed using the Affymetrix GeneChip system.
Patients were submitted to intravascular ultrasound 6 months
after the procedure for in-stent volumetric analysis. We eva-
luated the correlation between gene expression in atheromatous
plaques and the percentage of in-stent intimal hyperplasia.
Results: Most patients were male (85.7%), with 60.2 = 11.4
years of age, 35.7% were diabetic and the percentage of
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stent e o porcentual de hiperplasia intimal intrastent (r = -0,26;
P = 0,26) ou entre o diametro do stent e o porcentual de
hiperplasia intimal intrastent (r = 0,14; P = 0,56). Oito genes
envolvidos na sintese de proteinas estruturais e funcionais de
células musculares lisas apresentaram correlagdo positiva com
o porcentual de hiperplasia intimal intrastent. Conclusdes: As
lesdes coronarias de novo apresentam expressdao aumentada
de genes relacionados com a sintese de proteinas estruturais
e funcionais de células musculares lisas associados a futura
hiperplasia neointimal intrastent significativa, surgindo como
novos alvos terapéuticos.

DESCRITORES: Stents. Stents farmacolégicos. Reestenose coro-
naria. Expressao génica. Aterectomia corondria.

Zago et al. 141
Estudo GENESIS-R

in-stent intimal hyperplasia was 29.9 = 18.7%. There was
no change in the percentage of in-stent intimal hyperplasia in
patients with or without diabetes (29.5% vs. 30.7%; P = 0.89).
There was no correlation between stent length and the per-
centage of in-stent intimal hyperplasia (r = -0.26; P = 0.26) or
between stent diameter and the percentage of in-stent intimal
hyperplasia (r = 0.14; P = 0.56). Eight genes related to smooth
muscle cell structural and functional protein synthesis had a
positive correlation with the percentage of in-stent intimal
hyperplasia. Conclusions: De novo coronary lesions show
increased expression of genes related to smooth muscle cell
structural and functional protein synthesis associated to future
significant in-stent neointimal hyperplasia, emerging as novel
therapeutic targets.

DESCRIPTORS: Stents. Drug-eluting stents. Coronary restenosis.
Gene expression. Atherectomy, coronary.

reestenose intrastent tem como principal mecanis-

mo fisiopatolégico a proliferagdo neointimal e,

mesmo apds o advento dos stents farmacolégicos,
ainda persiste como problema a ser resolvido, pois é
responsavel pela maior parte de eventos adversos car-
diovasculares em pacientes tratados por intervengao
coronaria percutanea.'>. A proliferacdo neointimal
constitui um processo cicatricial decorrente de trauma
exercido pelo implante do stent na parede do vaso,
em que células musculares lisas, as quais constituem a
base celular da reestenose, migram da camada média
para a camada intima da artéria coronaria, proliferam
e ocasionam a producdo abundante de matriz extra-
celular.™* Varios estudos com angiografia coronaria e
ultrassom intracoronario demonstram que a placa ate-
romatosa possui caracteristicas de base preditoras de
reestenose.’” Por outro lado, estudos planejados para
identificar preditores genéticos de reestenose somente
avaliaram tecido neointimal.®® Assim, os dados genéticos
atualmente disponiveis sobre placas ateromatosas em
humanos sdo limitados e praticamente nulos quando
se avalia sua relacdo com reestenose.

O objetivo deste estudo foi avaliar a relagao entre
a expressao de genes envolvidos na sintese de proteinas
estruturais e funcionais de células musculares lisas em
placas ateromatosas (lesdo de novo) de humanos e a
proliferacdo neointimal apés o implante de stents nado-
-farmacolégicos.

METODOS

Casuistica

No total, 40 pacientes com doenca arterial coro-
naria e indicagao de intervengdo coronaria percutanea
foram submetidos a aterectomia direcionada seguida de
implante de stent ndo-farmacolégico. Os critérios de
exclusao foram: lesdo em ponte de safena, lesao em
Ostio de artéria coronéria direita, reestenose intrastent
e historia de transplante cardiaco ou cardiomiopatia

dilatada ou restritiva. O estudo foi aprovado pelo Co-
mité de Ftica e Pesquisa do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (Porto Alegre, RS) e todos os pacientes
foram incluidos somente ap6s a assinatura do termo
de consentimento.

Procedimento

Os pacientes foram submetidos a avaliagdo com
ultrassom intracoronario previamente a intervencgao
coronaria percutanea para determinar dados referentes
a placa ateromatosa e ao tamanho do vaso. A seguir,
foi realizada aterectomia direcionada com cateter Fle-
xicut (Guidant Corp., Temecula, Estados Unidos) para a
retirada de placa ateromatosa. A aterectomia direcionada
foi realizada com cateter-guia 8 F, o baldo foi insuflado a
baixa pressao (aproximadamente 0,5 atm) e o dispositivo
foi acionado a uma velocidade de 2.000 rpm, visando
a excisdo da placa ateromatosa.” O procedimento foi
realizado com sucesso e sem intercorréncias nos 40
pacientes, obtendo-se quantidade satisfatéria de material
(placa ateromatosa). Finalmente, os pacientes foram
submetidos a implante de stent nao-farmacolégico
seguido de avaliagdo com ultrassom intracoronario
para assegurar adequada expansdo e aposicao do stent.
Quando necessario, foi realizada pés-dilatagao seguida
de nova avaliagdo com ultrassom intracoronario.

Anadlises quantitativas

Anélise coronaria quantitativa e avaliagdo com ul-
trassom intracoronario foram realizadas apés adminis-
tracdo de bolus de nitrato intracoronario durante a
intervencao coronaria percutanea e os reestudos angio-
gréfico e ultrassonografico. As imagens de ultrassom in-
tracoronario foram adquiridas com dispositivo de tracao
motorizado a uma velocidade de 0,5 mm/s. A analise
angiogréfica quantitativa foi realizada por investigadores
independentes no Hospital de Clinicas de Porto Alegre,
enquanto as andlises ultrassonograficas foram realiza-
das por investigadores independentes no UH Hospitals
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(Cleveland, Estados Unidos). Reestenose intrastent foi
definida como estenose com diametro > 50% intrastent
no reestudo angiografico. Diametro luminal minimo e
porcentual de estenose intrastent foram medidos em
cada stent. A perda luminal tardia intrastent foi cal-
culada como diametro luminal minimo pés-implante
de stent menos diametro luminal minimo no reestudo
angiografico. O volume de hiperplasia intimal foi cal-
culado como volume do stent menos volume do lamen.
O porcentual de hiperplasia intimal foi definido como
volume de hiperplasia intimal dividido pelo volume do
stent. O porcentual de hiperplasia intimal foi escolhido
para a correlagdo com a expressdo génica porque € o
parametro mais representativo de proliferacdo neointi-
mal e permite a equalizacdo de diferentes diametros e
extensoes dos stents analisados.

Andlise da expressao génica

Os fragmentos de placa ateromatosa (lesdo de
novo) foram colocados em tubos Eppendorf contendo
RNA Stat 60, armazenados em nitrogénio liquido e
posteriormente enviados ao Laboratério Millennium
Pharmaceuticals (Cambridge, Estados Unidos) para
analise da expressao génica. O acido ribonucleico
(RNA) foi isolado das amostras de placa ateromatosa
por homogenizacdo com o equipamento PowerGen
modelo 125 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Es-
tados Unidos), seguido de extragdo com cloroférmio,
precipitagao com isopropanol, lavagem com etanol 75%
e suspensdo em agua RNase-free. A concentracdo de
RNA foi mensurada com o uso de espectrofotometro
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific) e a qualidade e
a pureza do RNA foram avaliadas com o uso do RNA
6000 pico ou nano assay (Agilent 2100 Bioanalyzer,
Agilent Technologies, Santa Clara, Estados Unidos). Por
fim, o RNA das amostras foi amplificado mediante pro-
tocolo especifico e a expressdo génica de cada amostra
foi mensurada utilizando-se os chips e o sistema de
microarranjo Affymetrix GeneChip (Affymetrix, Santa
Clara, Estados Unidos).

Analise estatistica

As variaveis categoricas foram expressas como nu-
meros absolutos e porcentuais e as varaveis continuas,
como média = desvio padrdo. O teste t de Student foi
utilizado para avaliar a associacdo entre diabetes me-
lito e porcentual de hiperplasia intimal. A correlacao
de Pearson foi utilizada para avaliar a relagdo entre a
extensdo e o diametro do stent com o porcentual de
hiperplasia intimal e a relagcdo entre a expressao géni-
ca e a quantidade de hiperplasia neointimal expressa
como porcentual de hiperplasia intimal. Um total de
29 placas ateromatosas foi calculado como necessario
para rho (r) > 0,5, poder estatistico de 80% e erro
alfa (P) < 0,05, e um total de 19 placas ateromatosas
foi requerido para r > 0,6, poder estatistico de 80% e
P < 0,05 (bicaudal).'®
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RESULTADOS

No total, 40 pacientes foram submetidos a aterec-
tomia direcionada seguida de implante de stent nao-
-farmacolégico, em 28 dos quais foi obtida placa
ateromatosa com quantidade de RNA adequada para
analise (1 placa ateromatosa/paciente). As caracteristicas
clinicas e relativas ao procedimento mostram média
de idade de 60,2 + 11,4 anos e diabetes melito em
35,7% dos pacientes analisados (Tabela 1). O volu-
me de hiperplasia intimal no reestudo foi de 52,8 =
28,2 mm3, enquanto o porcentual de hiperplasia intimal
foi de 29,9 = 18,7% (Tabela 2).

Nao houve variacdo significativa do porcentual de
hiperplasia neointimal no reestudo entre os pacientes
com ou sem diabetes melito (29,5% nos diabéticos
e 30,7% em nao-diabéticos; P = 0,89). Também
ndo houve correlagdo significativa entre a exten-
sao do stent e o porcentual de hiperplasia intimal
(r=-0,26; P = 0,26), assim como entre o diametro do
stent e o porcentual de hiperplasia intimal (r = 0,14;
P = 0,56).

TABELA 1
Caracteristicas clinicas e angiograficas
n=28

Idade, anos 60,2+ 11,4
Sexo masculino, n (%) 24 (85,7)
Diabetes melito, n (%) 10 (35,7)
Hipertensdo arterial sistémica, n (%) 18 (64,3)
Dislipidemia, n (%) 17 (60,7)
Tabagismo, n (%) 15 (53,6)
Sindrome coronaria aguda, n (%) 22 (78,6)
Artérias coronarias, n (%)

Descendente anterior esquerda 18 (64,3)

Circunflexa 4(14,3)

Direita 6(21,4)
Achados angiograficos pré-intervencao

Diametro de referéncia do vaso, mm 3,49 £ 0,22

Comprimento da lesdao, mm 16,3 +4,8

Estenose, % 76,2 +10,1

Diametro luminal minimo, mm 0,83 £0,36

Achados angiograficos pés-intervencao
Diametro luminal minimo intrastent, mm 3,33 + 0,29
Estenose residual, mm 6+4,4
Detalhes do procedimento
20,2 + 4,6
1,01 0,02

Comprimento do stent, mm

Relacdo diametro do stent/coronaria

n = nmero de pacientes.
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A andlise da expressao génica evidenciou correla-
¢do positiva entre 8 genes envolvidos na sintese de
proteinas estruturais e funcionais de células musculares
lisas e o porcentual de hiperplasia intimal (Tabela 3).

DISCUSSAO

A reestenose constitui importante limitagdo da
intervencdo corondria percutanea. Apesar de os stents
farmacoloégicos terem reduzido as taxas de reestenose
em comparagdo com os stents ndo-farmacolégicos, a
reestenose intrastent ainda ocorre em 7% a 8%, par-
ticularmente em situacoes de alto risco, como lesdes
longas, vasos de fino calibre e pacientes com diabetes

TABELA 2
Reestudo angiografico e ultrassonografico
n=28
Perda tardia, mm 1,07 0,75
indice da perda tardia 0,43 0,24
Volume do stent, mm3 198 + 56,3
Volume do ldmen, mm3 145,3 + 51,8
Volume da neointima, mm3 52,8 £ 28,2
Porcentual de hiperplasia intimal, % 29,9+ 18,7

n = nlmero de pacientes.
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melito ou insuficiéncia renal crénica.? Por essa razdo
e em decorréncia de outros problemas, como trom-
bose intrastent e necessidade de terapia antiagregante
plaquetaria dupla prolongada, ha o continuo interesse
em entender melhor os mecanismos envolvidos na fi-
siopatologia da reestenose.

Ap6s o trauma mecanico ocasionado pelo implante
do stent ocorre uma série de eventos que determinam
a proliferagao de células musculares lisas e a sintese
abundante de matriz extracelular, que constituem os
principais componentes da neointima''%"* Os resultados
do presente estudo evidenciam que as placas ateroma-
tosas tratadas com implante de stent ndo-farmacolégico
e que desenvolvem hiperplasia neointimal significativa
apresentam expressao aumentada de genes relacionados
com a sintese de proteinas estruturais e funcionais de
células musculares lisas previamente ao implante do
stent. Consequentemente, os resultados deste estudo
sugerem que a placa ateromatosa possui uma predis-
posicdo inerente a formagdo expressiva de neointima
que precede o implante do stent. Esses dados estdo
sendo descritos pela primeira vez, pois ndo ha relatos
de estudos semelhantes na literatura.

A identificagdao da expressdao aumentada de genes
relacionados com a sintese de proteinas estruturais e
funcionais de células musculares lisas, as quais cons-
tituem a base celular da reestenose, em placas atero-
matosas com predisposicdo para reestenose intrastent
abre um novo caminho para o desenvolvimento de

TABELA 3
Correlacdo entre genes envolvidos na sintese de proteinas estruturais e funcionais de
células musculares lisas e o porcentual de hiperplasia intimal

Gene
P Correlacao Descricao Funcao
0,0000 0,78 CNN1 Proteina estrutural de musculo liso
(calponina 1, musculo liso)
0,0012 0,67 MYH11 isoforma 1 Proteina estrutural de musculo liso
(miosina de cadeia pesada 11, musculo liso)
0,0030 0,63 MYH11 isoforma 2 Proteina estrutural de musculo liso
(miosina de cadeia pesada 11, musculo liso)
0,0046 0,61 LMOD1 Proteina estrutural de musculo liso
(leiomodina 1, musculo liso)
0,0148 0,54 MYL9 Proteina estrutural de musculo liso
(miosina regulatéria de cadeia leve 9)
0,0152 0,53 TPM1 Contratilidade da célula muscular lisa
(tropomiosina 1alfa)
0,0157 0,53 MYLK Contratilidade da célula muscular lisa
(miosinaquinase de cadeia leve)
0,0258 0,51 SMTN Proteina estrutural de musculo liso
(esmotelina)
0,0232 0,50 CALD1 Regulacao da atividade do musculo liso

(caldesmona 1)
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farmacos antiproliferativos celulares que possam agir
na proteina formada. Em nossos resultados, a analise
de microarranjo identificou duas isoformas de RNAm
de miosina de cadeia pesada 11, que embasam o papel
da producdo aumentada de proteinas relacionadas ao
desenvolvimento estrutural de células musculares lisas.
As isoformas sdo RNAm com sequéncias distintas de
nucleotideos formados por splicing alternativos, as quais
sao capazes de produzir a mesma proteina. Cada gene
produz mdltiplos RNAm e isoformas.'* A identificagao
de isoformas de RNAm em genes especificos com
expressdao aumentada enfatiza a obtengdo de achados
ndo-aleatérios e fortalece ainda mais os resultados
encontrados.

As células sao capazes de seguir rotas metabéli-
cas alternativas que permitam a progressao do ciclo
celular, o que explica parte significativa do indice de
falha dos stents farmacoldgicos eluidores de farmacos
antiproliferativos celulares comercialmente disponiveis
em prevenir a reestenose. Outro aspecto importante
a ser discutido é o retardo da endotelizacdo do stent
que requer o uso prolongado de terapia de dupla
antiagregacdo plaquetaria pelo risco de trombose do
stent, o que constitui grave limitagdo para pacientes
que necessitam a realizagdo de cirurgia programada
ou alto risco para pacientes que necessitam cirurgia de
urgéncia, além do risco aumentado de sangramentos
menores e/ou maiores.'*'” Portanto, a terapia génica
visando a inibicdo da sintese de proteinas estruturais e
funcionais de células musculares lisas constitui um novo
paradigma para a producdo de stents farmacolégicos
que possam atuar inibindo seletivamente a proliferagao
de células musculares lisas, sem afetar a produgao
fisiol6gica de células endoteliais e, consequentemente,
a endotelizacdo do stent em um curto intervalo de
tempo, como ocorre nos stents ndo-farmacoldgicos.

A influéncia de fatores clinicos, como o diabetes
melito, e de fatores angiograficos, como a extensdo
da lesdo e o calibre do vaso, na reestenose intrastent
de stents ndo-farmacolégicos é bem estabelecida.??*-2
Estudos clinicos demonstram que o diabetes melito
é um forte preditor independente de reestenose in-
trastent e que lesdes longas e lesdes em vasos de
fino calibre também constituem fatores preditores
independentes de reestenose intrastent. Assim sendo,
esses fatores clinicos e angiograficos preditores de
reestenose intrastent bem conhecidos foram avaliados
para analisar sua influéncia em nossa casuistica, com
o objetivo de identificar e, se necessario, corrigir
estatisticamente possiveis fatores de confusdo. Os
resultados demonstraram que ndo houve associacao
entre diabetes melito e volume de hiperplasia neoin-
timal intrastent. Também ndo houve correlacao entre
a extensao do stent, diretamente associada a extensao
da lesdo, e o volume de hiperplasia neointimal, assim
como nao houve correlagdo entre o diametro do stent,
diretamente associado com o diametro do vaso, e o

Rev Bras Cardiol Invasiva.
2012;20(2):140-5

volume de hiperplasia neointimal. Os resultados obti-
dos neste estudo, portanto, nao sofreram a influéncia
de fatores clinicos e angiograficos, ficando a anélise
desses resultados restrita a fatores génicos e celulares.

A andlise de expressdao génica com tecnologia de
microarranjo de RNAm vem se tornando uma ferramenta
popular para avaliar a expressdo de milhares de genes
simultaneamente, e tem sido aplicada extensamente
em pesquisa cardiovascular para detectar padroes de
expressdo génica em diferentes afec¢des. Ha poucos
estudos disponiveis na literatura utilizando essa técnica
para avaliar a expressdo génica em placas ateromatosas
e na neointima intrastent em humanos. Em um estudo,
10 amostras de neointima retiradas por aterectomia di-
recionada foram comparadas com 7 amostras de artéria
coronaria e 7 amostras de artéria gastrointestinal.” Os
autores reportaram diferentes genes com expressao au-
mentada na neointima em comparagdo com as artérias
citadas. Em outro estudo, Ashley et al.® compararam
amostras de placas ateromatosas com tecido oriundo
de reestenose intrastent mediante histologia e analise
de expressdo génica. A histologia demonstrou maior
quantidade de células e menor quantidade de infiltrados
inflamatoérios e lagos lipidicos no grupo reestenose,
comparativamente ao grupo placa ateromatosa. A ana-
lise da expressdao génica evidenciou predominancia de
proliferacdo celular e resposta inflamatéria/imune no
grupo reestenose, em comparagdo com o grupo placa
ateromatosa. A analise de rede revelou dois médulos
de expressdo génica como candidatos para a preven-
¢do da reestenose (procolageno tipo 1a2 e ADAM 17/
enzima conversora do fator de necrose tumoral).® Os
resultados obtidos em nosso estudo contribuem para o
melhor entendimento da expressao génica na reestenose
mediante uma abordagem diferente, ou seja, demonstram
a correlagdo entre a expressao de genes envolvidos na
sintese de proteinas estruturais e funcionais de células
musculares lisas em placas ateromatosas (lesao de novo)
e a quantidade de neointima intrastent. Na revisdao de
literatura realizada, este é o primeiro estudo a reportar
essa correlacdo.

Na pratica clinica, o desfecho reestenose pode
variar no mesmo paciente ou na mesma artéria corona-
ria. Portanto, a reestenose intrastent parece estar mais
relacionada a fatores intrinsecos da placa ateromatosa
que a variaveis especificas do paciente ou da artéria
coronéria. Alguns fatores relacionados a placa atero-
matosa, como carga de placa volumosa, presenca de
contetido lipidico e remodelamento positivo, tém sido
associados a reestenose.”” Em concordancia com essas
observacgdes, os resultados obtidos neste estudo apoiam
o conceito de predisposicao local para o desenvolvi-
mento da reestenose intrastent mediante a presenca de
genes envolvidos com a sintese de proteinas estruturais
e funcionais de células musculares lisas com expressao
aumentada, os quais provavelmente atuam exercendo
fungdo de destaque no processo da reestenose.
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Limitacoes do estudo

No presente estudo, algumas limitagdes devem
ser consideradas. A extracdo e a dosagem do RNAm
isoladamente de cada placa ateromatosa constituem
fatores muito importantes e diferenciais neste estudo;
entretanto, também ocasionaram a inutilizacdo de va-
rias placas ateromatosas pelo ndo preenchimento da
quantidade celular minima necessaria para extragao
e anélise do RNAm, pois placas ateromatosas contém
grande quantidade de ésteres de colesterol e pequena
quantidade de células. Outra limitagdo é a necessidade
de validagdo dos resultados por meio da medida direta
da expressao proteica na placa ateromatosa pela técnica
de Western Blot, que ndo foi realizada em decorréncia
da pequena quantidade de contetido celular nas amos-
tras obtidas por aterectomia direcionada.

As limitagoes citadas constituem essencialmente limi-
tagdes técnicas do método (analise da expressao génica)
e do objeto de estudo (fragmentos de placa ateromatosa).
Desse modo, essas limitagdes ndo comprometem o es-
tudo, cujo objetivo ndo é esclarecer definitivamente os
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na reestenose,
mas apontar novos fatores, além dos ja conhecidos, e
contribuir para nortear o caminho para o entendimento
desse complexo processo denominado reestenose, para
a busca de solu¢des mais seguras e eficazes.

CONCLUSOES

As lesdes corondrias de novo apresentam expressao
aumentada de genes relacionados com a sintese de
proteinas estruturais e funcionais de células musculares
lisas associados a futura hiperplasia neointimal intrastent
significativa, surgindo como novos alvos terapéuticos.
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