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INTRODUZIONE

Al contrario delle forme croniche della cardiopatia

ischemica (rappresentate sostanzialmente dall'angina stabile da

sforzo), le sindromi coronariche acute (angina instabile, angina

variante, infarto miocardico, morte improvvisa) SsSono

solitamente causate da una riduzione assoluta dell’apporto

ematico al miocardio (1-3). In particolare, nell’ultimo decennio

I’ipotesi della trombosi intracoronarica, superimposta ad una

placca ulcerata o fissurata come causa primaria di riduzione del

flusso coronarico, ha ottenuto sempre piu larghi consensi da

parte dei ricercatori; ci0 nonostante, tuttavia, gli esatti

meccanismi fisiopatologici responsabili della formazione del

trombo intracoronarico rimangono ancora poco chiari e in

larga misura elusivi.



Il substrato anatomopatologico comune alle varie forme

cliniche di cardiopatia ischemica sia croniche che acute ¢

rappresentato dalla placca aterosclerotica che protrude pill o

meno significativamente all’interno del lume vascolare;

tuttavia, mentre nei pazienti con angina stabile la

sintomatologia ischemica ¢ tipicamente causata da un aumento

delle richieste metaboliche del miocardio non accompagnate da

un parallelo aumento del flusso coronarico, nei pazienti con

sindromi coronariche acute la sintomatologia ischemica

compare di solito a riposo ed ¢ correlata a riduzioni assolute

del flusso coronarico. Appare evidente quindi che la placca

aterosclerotica da sola non rappresenta 1’elemento

fisiopatologico determinante per quanto riguarda tali sindromi.

Infatti, 1 pazienti con sindromi coronariche acute presentano in

una elevata percentuale di casi placche coronariche complesse,



caratterizzate cioe da lesioni di vario grado del rivestimento

esterno della placca, ulcerazioni della stessa e presenza di

trombosi intraluminale (4). La presenza di trombosi

intraluminale non occludente all’angioscopia coronarica ¢ un

segno molto frequente in questi pazienti, essendo presente in

oltre il 70-80% dei pazienti con angina instabile (4, 5) e nella

quasi totalita dei pazienti con infarto miocardico non-Q (6-8).

La trombosi coronarica superimposta a rottura e/o fissurazione

della placca aterosclerotica ¢ ritenuto attualmente il

meccanismo patogenetico fondamentale responsabile delle

manifestazioni cliniche delle sindromi coronariche acute.

Recenti studi sottolineano I’'importanza dei processi

infiammatori nella genesi, progressione e rottura della placca

aterosclerotica. Qualsiasi  stimolo infiammatorio (LDL

ossidate, radicali dell’ossigeno, diabete, infezioni etc) puo



perturbare il naturale equilibrio dell’endotelio conferendogli un

fenotipo “infiammato” (9). Il risultato di questi processi ¢

I’aumentata espressione di molecole di adesione (ICAM,

VCAM), proteine chemotattiche (MCP-1), interleuchine,

proteina C-reattiva, fenomeni apoptotici e “tissue factor” che

nell’insieme favoriscono i fenomeni di trombosi intravascolare

(10,11).

Dati accumulati a riguardo suggeriscono che la rottura di

placca, i1l cambiamento geometrico che essa subisce, la

conseguente trombosi e 1’organizzazione del trombo svolgono

anch’essi  un ruolo importante nella progressione

dell’aterosclerosi, sia in pazienti asintomatici che in quelli con

angina stabile (12).

L’ulcerazione della placca sembrerebbe legata sia a processi

attivi che passivi. Questi ultimi dipendono da forze fisiche



(shear stress) che esercitano la loro azione nei punti in cui il

cappuccio fibroso ¢ piu friabile e piu soggetto allo shear stress

stesso (zona “shoulder” o spalla). Tali forze fisiche possono

influenzare la vulnerabilita della placca dipende in rapporto a

tre fattori principali: 1) lo stress di parete circonferenziale che

determina il cosiddetto affaticamento della placca o “cap

fatigue”; 2) la localizzazione, la grandezza e la consistenza del

core ateromasico; 3) le caratteristiche del flusso, con

particolare riguardo all’impatto del flusso stesso sulla placca,

in rapporto alla sua turbolenza ed angolazione e alla presenza

di eventuali biforcazioni del vaso (13).

Appare chiaro, tuttavia, da numerosi studi che la rottura di

N

placc a non ¢ un fenomeno puramente mecc anico.

L’infiammazione, ad esempio, puo giocare un ruolo importante

nel favorire la complicanza della placca. E’ noto infatti che



alcuni markers di infiammazione sistemica, come la proteina

C-reattiva, si associano ad una cattiva prognosi, in termini di

eventi cardiovascolari maggiori, sia in pazienti con cardiopatia

ischemica nota, che in soggetti asintomatici e apparentemente

sani. Tuttavia, al momento non ¢ chiaro se la PCR rappresenti

un semplice marker prognostico o se, piuttosto, contribuisca in

maniera attiva alla fisiopatologia dell’aterosclerosi attraverso

una diretta modulazione della risposta immunologica ed

infiammatoria. E’ dimostrato infatti che la PCR, lega i tessuti

danneggiati, gli antigeni nucleari, le lipoproteine e le cellule

apoptotiche. Essa inoltre partecipa all’attivazione del

complemento, contribuendo quindi al danno tissutale.

Recentemente, ¢ stato poi dimostrato che tale proteina pud

indurre 1’espressione di molecole di adesione e la produzione

di alcune chemochine in cellule endoteliali umane, suggerendo



quindi che essa non solo rappresenta un marker

dell’infiammazione ma ne ¢ anche un importante modulatore.

Numerosi studi hanno poi dimostrato che la placca

aterosclerotica instabile, prelevata tramite aterectomia

direzionale, ¢ molto ricca di macrofagi (14), cellule capaci di

degradare la matrice extracellulare attraverso la secrezione di

enzimi proteolitici come le metalloproteasi (MMPs), in

particolare le isoforme -2 e -9, che possono indebolirne il

cappuccio fibroso predisponendo quindi alla rottura e alla

destabilizzazione della placca stessa (15). In questo contesto, ¢

possibile ipotizzare che la proteina C-reattiva eserciti un effetto

diretto su alcune cellule infiammatorie, come i macrofagi, le

quali, a loro volta, rilasciano nel mezzo circostante elevate

quantita di MMPs che possono quindi rappresentare 1’evento

finale in grado di favorire la rottura della placca. A sostegno di



questa teoria ¢ il lavoro di Kai et al. nel quale tali autori hanno

dimostrato che, nel sangue periferico, i livelli sierici di MMP-

2, costitutivamente espressa dalle cellule muscolari lisce della

parete vascolare di arterie normali, ed 1 livelli plasmatici di

MMP-9 risultano aumentati in pazienti con ACS (16). Questo

studio, tuttavia, possiede l'importante limitazione di aver

misurato le concentrazioni sieriche di MMP-2 nel sangue

periferico; in queste condizioni, pertanto, & impossibile

stabilire con certezza il ruolo fisiopatologico della MMP-2

all’interno del circolo coronarico.

SCOPO DELLO STUDIO

Lo scopo del presente studio ¢ stato pertanto di

valutare il ruolo fisiopatologico delle MMPs, in particolare

della isoforma MMP-2, nel contribuire all’insorgenza della



complicanza della placca. Per dimostrare inquivocabilmente

tale ruolo, i prelievi di sangue venivano effettuati

contempoaraneamente dal seno coronarico e dall’aorta

ascendente in pazienti sottoposti a cateterismo cardiaco

diagnostico, valutando in tal modo se i livelli transcardiaci

di MMP-2 risultano aumentati nei pazienti affetti da

sindromi coronariche acute. Inoltre, un altro obiettivo del

presente studio ¢ stato di correlare i livelli transcardiaci di

MMP-2 con quelli di PCR, allo scopo di dimostrare un ruolo

diretto della PCR in questo fenomeno. La correlazione della

produzione intracoronarica di PCR con 1’aumentato rilascio

di MMPs all’interno del circolo coronarico potrebbe

rappresentare un importante meccanismo fisiopatologico

responsabile dell’instabilita della placca e dell’insorgenza

delle sindromi coronariche acute.
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METODI

Pazienti

Venivano inclusi nello studio 39 pazienti, di eta

compresa tra 56 ed 82 anni (27 maschi e 12 femmine),

pervenuti presso il nostro Istituto per eseguire un esame

coronarografico e/o una procedura di rivascolarizzazione

percutanea. Dieci  pazienti presentavano  coronarie

epicardiche angiograficamente indenni ed hanno costituito,

pertanto, il gruppo di controllo; 14 pazienti presentavano

una storia tipica di angina stabile, 15 pazienti venivano

ricoverati per sindrome coronarica acuta. Sono stati esclusi

dall’arruolamento pazienti con patologie concomitanti di

tipo neoplastico, infettivo, autoimmune, epatico, con

disordini vascolari periferici o che avessero eseguito un

11



qualsiasi intervento chirurgico nei sei mesi precedenti. Il

consenso informato scritto € stato richiesto e ottenuto da tutti

1 soggetti arruolati.

La diagnosi di sindrome coronarica acuta veniva posta

sulla base della presenza di precordialgia a riposo nelle

ultime 24 ore, anomalie transitorie del tracciato

elettrocardiografico  standard con tratto ST non

persistentemente sopralivellato, e aumento dei livelli sierici

dei marcatori di danno miocardico (CK-MB massa,

troponina I) occorsi nelle 24 ore precedenti al ricovero.

I pazienti con angina stabile da sforzo venivano

selezionati nel nostro ambulatorio sulla base della positivita

del test ergometrico e/o scintigrafico. Tutti i pazienti infatti,

presentavano una storia tipica di dolore toracico da sforzo,

in assenza di eventi acuti registrati nei 6 mesi precedenti,

12



con test ergometrico al treadmill e/o miocardioscintigrafia

positiva per ischemia indotta dal carico lavorativo.

Protocollo Sperimentale

In tutti 1 pazienti la procedura di rivascolarizzazione

veniva effettuata attraverso incannulazione dell’arteria e della

vena femorale con introduttori 6 o 7 F. I prelievi di sangue, per

le successive misurazioni della MMP-2 e della PCR, venivano

ottenuti dal seno venoso coronarico (mediante un catetere

“multipurpose”  opportunamente  posizionato in  Seno

coronarico) e dall'aorta ascendente (attraverso il caterere guida

successivamente usato per eseguire I’angioplastica) prima della

dilatazione con palloncino. 1 prelievi venivano effettuati in

sodio citrato 0.9% (9:1 v/v) e immediatamente posti in

ghiaccio. Successivamente, i campioni venivano centrifugati a

13



1500 x g per 15 min. Il plasma veniva separato e congelato a

-80 C° fino al suo utilizzo (vedi sotto).

Misurazione delle concentrazioni e dell’attivita della

metalloproteinasi 2 e della proteina C-reattiva.

Le metalloproteasi sono enzimi in grado di degradare

vari componenti della matrice extracellulare; esse vengono

normalmente secrete in forma inattiva (zimogeni) € vengono

successivamente attivate attraverso 1’azione di diverse

sostanze. Pertanto, quando si valuta il rilascio di tali enzimi, ¢

importante misurare, oltre alla quantita totale dell’enzima

rilasciato, anche il grado di attivazione dello stesso. Quindi,

nei campioni di plasma ottenuti come descritto

precedentemente, venivano valutate sia le concentrazioni

totali che 1’attivita catalitica della MMP-2 mediante metodica

14



zimografica. Le concentrazioni plasmatiche di PCR venivano

invece misurate mediante saggio ELISA ad alta sensibilita,

disponibile commercialmente.

Zimografia. 1 campioni di plasma (20 pl) venivano

mescolati con Laemmli buffer 2x (20 pl) in assenza di B-

mercaptoetanolo e riscaldati per 30 minuti a 37 °C. Venti ul

caricato di questa soluzione venivano quindi caricate nel gel

da zimografia insieme agli standard di peso molecolare noto e

a quantita note di MMP-2 ricombinante e quindi sottoposti ad

elettroforesi in gel di poliacrilamide al 10% contenente 1% di

gelatina. La MMP-2 ricombinante sia in forma inattiva che

attiva (Calbiochem, La Jolla, CA) veniva caricata nel gel

come controllo positivo e per ottenere la curva di calibrazione.

Al termine della corsa elettroforetica, il gel veniva sottoposto

a 3 lavaggi in 2.5% Triton X-100 per rimuovere 1’SDS,

15



incubato a 37 °C per 48 ore in 200 mM NaCl contenente 40

mM Tris-HCl e 10 mM CaCl,, pH 7.5, e colorato con

Coomassie Blue. La presenza di attivita gelatinolitica veniva

identificata, dopo decolorazione, dalla presenza di bande

chiare su uno sfondo uniforme blu. Le quantita di MMP-2, sia

totale che in forma attiva, venivano quantificate usando una

curva di taratura ottenuta da quantita note di MMP-2

ricombinante.

Analisi statistica

Tutti 1 valori sono espressi come media + deviazione standard.

Per l'analisi statistica dei livelli plasmatici dei vari indici

valutati nel presente studio veniva utilizzato un test ANOVA

per misurazioni ripetute, seguito, quando necessario, da un t-

16



test di Student. Un valore di p minore di 0.05 definiva una

differenza significativa tra le popolazioni.

17



RISULTATI

Caratteristiche demografiche dei pazienti. Non vi erano

significative differenze per eta, sesso e fattori di rischio

cardiovascolare tra i tre gruppi inclusi nello studio. Inoltre, non

vi erano differenze significative anche per quanto riguarda la

terapia farmacologica cui erano sottoposti i tre diversi gruppi

di pazienti. Il numero di lesioni coronariche e i vasi interessati

erano simili nel gruppo dei pazienti stabili e nel gruppo con

sindromi coronariche acute (Tabella 1).

Misurazione delle concentrazioni e dell’attivita della

metalloproteinasi 2 e della proteina C-reattiva. Nei pazienti

con coronarie angiograficamente esenti da lesioni

aterosclerotiche (controlli), le concentrazioni di MMP-2 nel

18



seno coronarico e nell’aorta ascendente erano pari a 385 + 89 e

359 + 61 ng/ml, p=NS. Analogamente, le concentrazioni di

MMP-2 nei pazienti con angina stabile erano pari a 310 + 75 e

345 + 54 ng/ml, rispettivamente nell’aorta ascendente e nel

seno coronarico, p=NS. Al contrario, nei pazienti affetti da

sindromi coronariche acute, si riscontravano concentrazioni

sieriche di MMP-2 significativamente piu alte nei campioni

prelevati dal seno coronarico, rispetto a quelli ottenuti

dall’aorta ascendente, 442 + 60 e 300 + 56 ng/ml, p<0.001

(Figura 1). I valori di MMP-2 riscontrati nel seno coronarico

dei pazienti con sindromi coronariche acute erano

significativamente maggiori anche dei valori corrispondenti

misurati nei pazienti di controllo e in quelli affetti da angina

instabile. Risultati simili, anche se le concentrazioni assolute

19



erano minori, sono stati riscontrati quando venivano valutati i

livelli sierici della forma attiva della MMP-2 (Figura 2).

Le concentrazioni sieriche di PCR non differivano

significativamente nei campioni prelevati dal seno coronarico e

dall’aorta sia dei pazienti di controllo senza stenosi

coronariche, che in pazienti con angina stabile, anche se in

quest’ultimo gruppo 1 livelli assoluti di PCR erano maggiori

rispetto a quelli osservati nei pazienti di controllo (Figura 3).

Al contrario, nei pazienti con sindromi coronariche acute, si

osservava un aumento significativo delle concentrazioni di

PCR nel seno coronarico rispetto ai valori osservati nell’aorta

ascendente, 2.13 + 0.43 vs 1.24 + 0.31 ug/ml, rispettivamente,

p<0.001 (Figura 3).

E’ interessante notare la stretta correlazione esistente tra

le concentrazioni transcardiache di MMP-2, espresse come

20



rapporto tra le concentrazioni misurate in seno coronarico €

quelle misurate in aorta, e le concentrazioni trancardiache di

PCR (Figura 4), indicando una stretta dipendenza tra i due

fenomeni.
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DISCUSSIONE

La rottura della placca aterosclerotica e la conseguente

attivazione della cascata coagulativa con la formazione del

trombo & considerato un evento fondamentale nella

fisiopatologia delle sindromi coronariche acute. Anche se

interpretati come distinti sino a pochi anni orsono, i processi di

aterosclerosi e trombosi vengono oggi considerati strettamente

intercorrelati, tanto che spesso vengono integrati sotto il nome

di “aterotrombosi” (17-19). Nell’ ultimo decennio ha acquisito

sempre pil consensi scientifici I’ipotesi che 1’aterosclerosi sia

una malattia inflammatoria cronica della parete arteriosa, con

differenti possibilita evolutive, risultante dall’interazione tra

vari componenti cellulari (monociti, macrofagi, linfociti,

piastrine, cellule endoteliali e muscolari lisce), struttura della

parete arteriosa, background genetico del paziente e fattori

22



ambientali (fattori di rischio per malattie cardiovascolari,

infezioni croniche, etc). Una volta formatesi, le placche

aterosclerotiche possono andare incontro a diversi percorsi

evolutivi; esse possono rimanere silenti - soprattutto se non

sono emodinamicamente significative - o dare luogo ad una

sintomatologia clinica quanto mai variabile che va dalle

manifestazioni croniche dell’angina stabile da sforzo ai

caratteri imprevedibili e repentini delle sindromi coronariche

acute. Queste ultime trovano il loro meccanismo

fisiopatologico principale nell’erosione dell’endotelio, nella

rottura o fissurazione del cappuccio fibroso della placca e

conseguente  esposizione del tessuto  sottoendoteliale

protrombotico, a sua volta responsabile della formazione del

trombo intracoronarici che causa una interruzione pitt 0 meno

prolungata del flusso coronarico (6).
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A tale proposito, grande attenzione ¢ stata rivolta

all’identificazione di quei fattori potenzialmente responsabili

della complicanza della placca; infatti, la placca si va sempre

pit definendo come wuna struttura dinamica nella quale

I’intervento di numerosi fattori (infiammatori, genetici,

ambientali) possono essere in grado di condizionare il destino

della stessa, causando un viraggio verso una fase di instabilita.

Piu specificamente, nella placca instabile sono stati riscontrati

una considerevole quota lipidica, grandi quantita di citochine

infiammatorie, e di macrofagi.

Recentemente, grande importanza ¢ stata data al ruolo

della proteina C reattiva come marker infiammatorio in grado

di stratificare dal punto di vista prognostico non solo i pazienti

con nota coronaropatia, ma anche soggetti apparentemente

sani. Infatti, importanti studi epidemiologici hanno

24



chiaramente evidenziato il ruolo della PCR come marker

predittivo in grado di determinare il rischio di eventi

cardiovascolari maggiori, non solo in pazienti gia affetti da

cardiopatia ischemica, ma anche in soggetti apparentemente

sani. Tuttavia, al momento non € chiaro se la PCR sia un

semplice marker prognostico o se, piuttosto, agisca

direttamente sulla parete vascolare, contribuendo in tal modo

in maniera attiva alla storia naturale dell’ aterosclerosi

attraverso una diretta amplificazione della risposta

immunologica ed infiammatoria. E’ infatti dimostrato che la

PCR, originariamente isolata come proteina che lega il

polisaccaride C della parete cellulare del pneumococco (20), si

associa ai tessuti danneggiati, agli antigeni nucleari, alle

lipoproteine e alle cellule apoptotiche. Essa inoltre partecipa

all’attivazione del complemento, contribuendo quindi al danno

25



tissutale (21). A rafforzare tale ipotesi esistono evidenze che la

PCR si accumula nelle placche aterosclerotiche ma non nella

parete dei vasi normali (22, 23) e che depositi di PCR sono

riscontrabili nelle lesioni aterosclerotiche precoci prima della

N

comparsa dei monociti (24). Recentemente, ¢ stato poi

dimostrato che tale proteina pud indurre 1’espressione di

molecole di adesione e la produzione di alcune chemochine in

cellule endoteliali umane (25, 26), suggerendo quindi che essa

non solo rappresenta un marker dell’infiammazione ma ne ¢

anche un importante amplificatore. Infine, ¢ stato anche

dimostrato come la PCR possa anche agire sinergicamente con

il lipopolisaccaride batterico nell’indurre I’espressione del

tissue factor (TF) da parte dei monociti in coltura (27),

suggerendo per la prima volta un suo ruolo come anello di

26



congiunzione tra la risposta immune, l’inflammazione e la

trombosi (28-43).

I dati del nostro studio confermano queste osservazioni

preliminari sul ruolo diretto della PCR come molecola

effettrice dell’aterotrombosi e suggeriscono per la prima volta

un ruolo diretto della PCR nel favorire la rottura della placca

aterosclerotica: infatti, nei pazienti con sindromi coronariche,

abbiamo osservato una correlazione molto stretta tra 1 livelli

transcardiaci di PCR e quelli di MMP-2, a dimostrazione che i

due fenomeni sono interdipendenti. Inoltre, il nostro gruppo ha

recentemente osservato che la PCR ¢ in grado di stimolare la

secrezione di MMP-2 da parte delle cellule muscolari lisce in

coltura (Ragni et al, osservazioni non pubblicate); questo

fenomeno, congiuntamente alle osservazioni riportate nel

presente studio, indica che la PCR, attraverso 1’espressione di
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MMP-2 all’interno del circolo coronarico, sia in grado di

favorire la complicanza della placca e quindi I’insorgenza delle

sindromi coronariche acute.

In conclusione, 1’aumento dei livelli di MMP-2 nel circolo

coronarico di pazienti affetti da sindromi coronariche acute,

causato dall’aumento della produzione transcardiaca di PCR,

come evidenziato dal nostro studio, identifica un nuovo

meccanismo fisiopatologico che potrebbe giocare un ruolo

chiave nei processi di destabilizzazione della placca e di

trombosi intracoronarica. Anche se molto ancora resta da

chiarire riguardo tale fenomeno — ad esempio, quali tipi

cellulari sono coinvolti nella produzione sia della PCR che

delle MMPs - T’identificazione del coinvolgimento delle

MMPs nella fisiopatologia delle sindromi coronariche acute

28



potrebbe indicare un nuovo bersaglio terapeutico di potenziale

interesse in questi pazienti.
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LEGENDA ALLE FIGURE

Figura 1. Livelli sierici transcardiaci totali (seno
coronarico e aorta) di metalloproteasi-2 (MMP-2) in
pazienti con coronarie angiograficamente normali
(CON), pazienti con angina stabile da sforzo (SA) e
pazienti con sindromi coronariche acute (ACS). Solo in
quest’ultimo gruppo di pazienti, ¢ possibile osservare
un aumento delle concentrazioni di MMP-2 nel sangue

prelevato dal seno coronarico. *=p<0.001.

Figura 2. Livelli sierici transcardiaci della forma attiva
della metalloproteasi-2 (MMP-2) in pazienti con
coronarie angiograficamente normali (CON), pazienti
con angina stabile da sforzo (SA) e pazienti con
sindromi  coronariche acute (ACS). Solo in
quest’ultimo gruppo di pazienti, ¢ possibile osservare
un aumento delle concentrazioni di MMP-2 nel sangue

prelevato dal seno coronarico. *=p<0.001.

Figura 3. Livelli sierici transcardiaci (seno coronarico €

aorta) di proteina C-reattiva (PCR) in pazienti con
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coronarie angiograficamente normali (CON), pazienti
con angina stabile da sforzo (SA) e pazienti con
sindromi coronariche acute (ACS). Anche in questo
caso, solo in quest’ultimo gruppo di pazienti, ¢
possibile osservare un aumento delle concentrazioni di
PCR nel sangue prelevato dal seno coronarico.

*=p<0.001.

Figura 4. Correlazione tra le concentrazioni
transcardiache di PCR e MMP-e in pazienti affetti da
sindromi coronariche acute. I dati sono espressi come
delta % del rapporto concentrazioni in seno
coronarico/concentrazioni in aorta. E’ possibile
osservare una stretta relazione tra i due parametri

misurati.
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Figura 2
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Figura 3
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