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Abstract

Background: Extracellular matrix is underlined as an important factor regulating morphofunctional integrity of vascular wall, and is actively involved
in vascular remodeling. Although collagen turnover activation is supported in mechanical artery injury, its character remains still unknown in the
in-stent restenosis (ISR). The aim of this study is to evaluate the change of collagen type I and type III metabolism and metalloproteinase-2 (MMP2)
expression in ISR.

Material and methods: Using the confocal microscopy and immunochemistry techniques, the expression of collagen I and III, the markers of collagen
I synthesis and degradation (PICP and CITP), as well as the expression of MMP2 and its tissue inhibitor (TIMMP2) have been assayed in the tissue
pattern of ISR taken from 19 died patients. In 24 patients with ISR the markers of collagen I turnover were determined in blood also and compared
with markers of 11 healthy persons.

Results: The collagen I degradation is markedly increased in ISR and prevails over its synthesis while the collagen IIT degradation is enough preserved
that led to collagen III/I ratio raising by 4-7 times already in minimal ISR. The CITP value is progressively increasing during restenosis exacerbation
that is associated with a similar decline of PICP resulted consequently in a 7-10 fold elevation of the CITP/PICP ratio in muscular media of restenosis.
Importantly to note that analogous changes of collagen type I turnover markers are established in blood in patients with ISR: PINP decreasing by 53.32%
and CITP rise by 187.6%. The collagen I metabolism modification was accompanied by multiply MMP2 quantity increase and TIMPP2 diminution.
Conclusions: 1. Extracellular matrix reorganization is a hallmark of the in-stent restenosis basically being exhibited by excessive collagen I degradation
and preserved collagen III, splitting in conditions of MMP2/TIMMP?2 ratio raising proportionally to ISR degree. 2. The shift of the circulating markers
of collagen I turnover (PINP and CITP) is near to marker dynamics estimated in restenosis tissue that suggests their diagnostic and predictive role
concerning ISR evolution.
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Colagenul matricei extracelulare in restenoza coronariana intra-stent

Introducere

Datele mai multor studii clinico-experimentale, pre- (MEC). Proteinele scheletice de bazd ale MEC sunt colage-
cum si evidentele noastre anterioare, demonstreazi semni- nul de tip I si III (80-95%), restul fiind pe seama lamininei,
ficatia patogeneticd a celulelor musculare netede vasculare elastinei, fibronectinei, vimentinei si B-tubulinei. Colagenul
(CMNV) in hiperplazia neointimei, substratul morfologic de tip IV este componenta structurala principala a laminelor
al restenozei intra-stent, care evolueaza dupa angioplastia elastice externa si internd. In arterele coronariene, expre-
coronariand cu implantare de stent de regula la distanta de sia colagenului IIT in MEC creste odata cu capacitatea vaso-
5-7 luni [1, 2, 3, 4]. Numairul de miocite cu fenotip secre- contractila si nivelul stresului mecanic exercitat de miocard.
tor acumulate in zona neointimei se coreleazi concludent cu Astfel, colagenul I1I este, indeosebi, opulent in arterele coro-
gradul restenozei intra-stent (RIS), precum si cu numérul de nariene musculare endocardice.
macrofage stocate de origine circulatorie. In cultura de CMNV preparata cu factori ce stimuleazi

Procesul de migrare si proliferare nu este inerent ce- proliferarea si cresterea celulard, s-a constatat majorarea ex-
lulelor musculare netede vasculare cu fenotip contractil, presiei nivelului RNA din matricea extracelulara ce contro-
patternul cdruia este controlat prin mai multe mecanisme, leaza sinteza colagenului de tip I, fibronectinei si, in special,
unul din care se atribuie micro-ARN-143/145. Micsorarea a colagenului de tip III [5].
in diferite conditii patologice (e.g. excesul de Ang II, stre- Prin urmare, matricea extracelulard poate fi activ supusa
sul oxidativ, rdspunsul inflamator nespecific) a expresiei unei reorganizdri in contextul ultrajului CMNV spre proli-
acestuia conduce la cresterea ratei miocitelor cu fenotip se- ferare si, deci, spre migrare. Mai mult decat atat, colagenul
cretor (sau sintetic), care devin o sursi de eliberare a sub- fibrilar inhiba per se proliferarea celulelor musculare nete-
stantelor biologice active si sunt predispuse la proliferare de din artere, proces mediat prin intermediul ciclinelor A si
si migrare. E, iar reducerea indicelui de proliferare a CMNV in cadrul

Totodatd, migrarea CMNYV este infranata de lamina elas- alterdrii aterosclerotice sau injuriei mecanice a vaselor este
ticd externd si dependentd de starea matricei extracelulare asociatd de modificari structurabile notabile ale matricei
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extracelulare, manifestate prin augmentarea sintezei si/sau
degradarii colagenului fibrilar.

Rolul CMNYV in remodelarea vasculard are destule do-
vezi, iar activarea sau inhibitia metaloproteinazelor MMP
se anuntd un mecanism oportun.

Activarea MMP este potentata de mai multi factori (ci-
tokinele proinflamatoare, radicalii liberi de oxigen, triptaze
si chimaze etc.), iar mastocitele elibereaza diferite familii de
enzime (e.g. MMP2 si MMP9) in variate patterne de pre-
conditionare, care asociazd leziunea vasculard, inflamatia
si disfunctia endoteliald. Degranularea mastocitelor impu-
ne, de asemenea, eliberarea TNF-a (factorul de necrozi a
tumorii alpha), care pe langd capacitatea de a declansa un
raspuns inflamator mediazd expresia si activarea MMP2
(colagenaza 4 sau gelatinaza 2).

In prezent nu sunt evidente certe privind caracterul mo-
dificarii MEC in restenoza intra-stent, al turnover-lui prote-
inelor scheletice principale: colagenului de tip I si III, pre-
cum si ale expresiei metaloproteinazelor matricei. Aceasta
abordare poate traduce noi aspecte conceptuale ale remode-
larii coronariene negative, predictori ai restenozei, precum
si tinte terapeutice in vederea prevenirii farmacologice a
evolutiei RIS.

Scopul studiului: evaluarea modificirilor metabolismu-
lui colagenului de tip I si III in restenoza coronariana intra-
stent, precum si a rolului metaloproteinzei-2.

Obiective

1. Aprecierea expresiei colagenului fibrilar si degradat de
tip I si III in peretele arterei coronariene cu RIS.

2. Estimarea ratei de sintezd si degradare a colagenului
de tip I prin cuantificarea markerilor specifici in pere-
tele arterei coronariene cu RIS, cat si sangele pacienti-
lor care au dezvoltat RIS dupa angioplastie.

3. Determinarea expresiei si cantitatii MMP2, precum si
a inhibitorului ei tisular specific (TIMMP?2) in perete-
le arterei coronariene cu RIS.

Material si metode

Utilizand tehnici de microscopie confocald si imuno-
histochimie, expresia si cantitatea colagenului fibrilar si
degradat de tip I si III, precum si MMP2 si TIMMP2 s-a
evaluat in patternul tisular al segmentelor coronariene cu
RIS preluate de la 19 pacienti decedati. De asemenea, au
fost determinate valorile cantitative ale markerilor specifici
ai turnover-ului colagenului de tip I:

« PICP (propeptidul C-terminal), markerul sintezei.

o CITP (telopeptidul C-terminal), markerul degradarii.

Drept indicii de referintd au fost consemnate evidentele
decelate in segmentele coronariene adiacente fara semne de
remodelare vasculara negativa.

Markerii de sinteza (PINP - propeptidul N-terminal) si
degradare (CITP) al colagenului de tip I au fost determinati
si in sange la 24 de pacienti cu RIS. Markerii respectivi de-
terminati la 11 persoane sanitoase (lotul martor) au servit
drept indici de referinta.

Materialul cifric a fost analizat statistic, semnificatia
discrepantei fiind evaluatd conform criteriului t-Stiudent.
Marja de eroare < 5% a fost consideratd statistic semnifi-
cativa.

Rezultate

Datele microscopiei confocale demonstreaza, ca pentru
restenoza intra-stent este caracteristicd prevalenta degrada-
rii colagenului de tip I asupra ratei de sintezd de novo atat in
media vasului, cit si in zona restenozei (fig. 1).

Panourile: A sus — vas normal (lotul de referinta); A jos
- RIS de grad minimal; B sus — RIS moderatd; B jos — RIS
severd.

Imaginile suprapuse (panourile din dreapta) demon-
streaza prevalenta semnificativd a colagenului degradat asu-
pra colagenului sintetizat de novo preponderent in media
vasului si in zonele de restenoza.

Important de mentionat, cd degradarea colagenului I pro-
greseazd odatd cu avansarea gradului de restenoza, iar atenu-
area sintezei de novo a colagenului I, dimpotriva, devine mai
accentuatd. Prin urmare, evolutia RIS se manifestd prin pe-
riclitarea matricei extracelulare, iar acumularea colagenului
denaturat in zona neointimei determind gradul de prolife-
rare a acesteia si, deci, severitatea restenozei. Cuantificarea
markerilor de sinteza si degradare a colagenului I faciliteaza
estimarea dimensiunii acestui proces (fig. 2).

Rata de sintezd a colagenului nu este modificatd semni-
ficativ in RIS de grad minimal, dar se reduce brusc deja in
restenoza moderata. Valoarea markerului PICP se estimeaza
micsorata de 3-3,5 ori fatd de indicele de referintd in media
musculard si peretele integral al segmentului coronarian.
Avansarea RIS la grad sever determind micsorarea incé cu
7-12% a markerului de sinteza a colagenului I, fapt ce ex-
tinde reculul vs markerul de referintd peste o diferentd de 5
ori. In zona de restenozi, declinul PICP in gradele moderat
si sever fata de gradul minimal este considerabil si atinge in
medie cote de 11-20%.

Pe acest fundal, se urmareste augmentarea notabild a de-
gradirii colagenului de tip I. Markerul specific, CITP de-
monstreazd o elevare concludenta deja in RIS de grad mo-
derat cu circa 250 si 420% peste indicele de referintd in pe-
retele integral si, respectiv, media musculara. In adventicea
segmentului coronarian cu RIS moderatd CITP depdseste cu
aproximativ 50% indicele de referinta, iar in RIS severa - cu
peste 80% (p < 0,05). In patternele restenozei de grad mo-
derat si sever CITP exceleaza prin valori semnificativ elevate
fata de RIS minimal de 3-3,3 ori.

Modificérile iminente ale PICP si CITP decelate in RIS au
condus la cresterea marcata a raportului CITP/PICP fata de
indicele de referinta, care in RIS moderata-severd atinge cote
de 4-6 ori in peretele integral si 7-10 ori in media musculara.

De remarcat, ca modificari similare ale markerului de
sinteza si degradare a colagenului de tip I au fost stabilite si
in serul pacientilor cu restenoza intra-stent comparativ cu
indicii de referinta (tab. 1).
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Fig. 1. Imagini confocale ale arterei coronariene colorate prin imunohistochimie tripla cu anticorpi catre colagenul I
de novo sintetizat (PICP), colagenul I degradat (CITP) si SM-actind. Nucleele sunt colorate in albastru cu DAPI.
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Fig. 2. Devierile cantitative ale CITP si PICP, precum si raportul
lor in patternul tisular al RIS: A - peretele integral;
B - adventice; C - media musculara; D - zona restenozei.
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Fig. 4. MMP2 si TIMP2 in RIS de grad moderat (panourile de
sus) si RIS grad sever (panourile de jos).
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Tabelul 1

Valorile cantitative serice ale PINP, CITP si raportul lor

Indice Martor (n =11) | Restenoza intra-stent (n = 24)
PINP ug/L | 86,94 +5,84 40,58 + 1,17
-53,32%; p < 0,01
CITP, ug/L 4,36 +0,21 12,54 +1,32
+187,6%; p < 0,001
CITP/PINP 0,05 0,31
+520%; p < 0,001

Nivelul circulant al PINP este cu 53,32% sub nivelul mar-
tor, iar CITP eleveazd cu 187,6% peste indicele de referinta.
Drept urmare raportul CITP/PINP s-a majorat cu 520%.

Prin urmare, caracterul modificarii markerilor circulanti
PICP si CITP reflectd pertinent patternul metabolismului
colagenului de tip I in segmentele coronariene cu RIS dupa
abordarea lor prin angioplastie. Cresterea raportului sangu-
in CITP/PINP la pacientii expusi corectiei leziunilor coro-
nariene prin implantare de stent ar fi un predictor plauzibil
al intensitdtii scinddrii colagenului I, acumuldrii colagenului
degradat in zona neointimei si, corespunzator, al riscului
evolutiei restenozei intra-stent.

Evaluarile cantitative ale MMP2 si TIMMP2 in patternul
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Fig. 5. Valorile cantitative ale MMP2 si TIMMP2
in restenoza intra-stent.
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Fig. 6. Raportul MMP2/NIMMP2 in diferite grade de RIS.

tisular al segmentului coronarian cu RIS aduce la apel un
factor cauzal important al degradarii manifeste a colagenului
(fig. 3).

Rezultatele cantitative indicd cresterea semnificativa
aproape dubld a MMP2 (colagenazei IV) deja in gradul mi-
nim de RIS. Elevarea atinge o rata tripla in gradul moderat
de RIS, iar restenoza severa se impune prin majorarea can-
titativa a MMP2 de 5 ori. Indicele cantitativ al inhibitorului
tisular specific (TIMMP2) se injumatateste in gradul mode-
rat de RIS (p < 0,05), iar in restenoza severa descreste la o
ratd de peste 5 ori.

Ca urmare raportul MMP2/TIMMP?2 creste progresiv pe
palierul evolutiei restenozei, incrementul fiind statistic con-
cludent deja in gradul moderat al RIS (fig. 4).

Valoarea acestuia creste de circa 6 ori in restenoza mode-
ratd si peste 30 de ori in restenoza severa.

Asadar, cresterea valorii CITP in restenozd intra-stent, ca
un indicator al gradului de scindare a colagenului I, se co-
releazd autentic cu cresterea MMP?2 si a raportului MMP2/
TIMMP?2, fapt ce indicd semnificatia patogeneticd a factori-
lor ceea ce determina marirea expresiei metaloproteinazelor
si degradarea proteinei principale a matricei extracelulare
(fig. 6).

Cu toate acestea, degradarea colagenului de tip III a fost
notabil mai limitata, comparativ cu cea a colagenului de tip
I, fenomen iminent al restenozei intra-stent, care a deter-
minat cresterea considerabild a raportului colagen III/cola-
gen I (fig. 5).
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Fig. 7. Raportul colagen III/colagen I in restenoza intra-stent:
A - peretele integral; B - adventice; C - media musculari;
D - zona restenozei.
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colagen III/I a crescut semnificativ deja in restenoza mini-
mald, de 4-7 ori. Sporul raportului devine categoric in reste-
noza moderatd si severd, atingdnd valori ale incrementului
cuprinse intre 20-30 de ori.

In adventice variatiile raportului nu sunt semnificative.

Estimarile inerente zonei restenozei indica un raport al
colagenului III/I in RIS moderati-severa majorat statistic de
2,5-3 ori fatd de indicele restenozei minimale (fig. 7).

Discutii

Cercetarea noastra a fost proiectata asupra matricei ex-
tracelulare a segmentului coronarian cu restenoza intra-
stent dupd angioplastie in vederea stabilirii particularitétilor
metabolismului proteinelor scheletice principale, colagenu-
lui I'si III. Pentru cuantificarea ratei de sinteza si degradare a
colagenului I au fost determinati markerii specifici in patter-
nul tisular al RIS (PICP si CITP), precum si in sdnge la paci-
entii care au dezvoltat restenoza intra-stent (PINP si CITP).

Evidentele obtinute indica fenomenul degradarii sporite
a colagenului I, in timp ce rata de sintezd a acestuia este di-
minuata. Valoarea CITP creste progresiv odatd cu gradul de
restenoza in media musculard si peretele integral al segmen-
tului coronarian abordat, comparativ cu indicii de referin-
td, iar in RIS moderata si severa, incrementul este multiplu.
Rata de sinteza a colagenului I, de asemenea, descreste in
proportie cu gradul RIS, fapt ce a rezultat in marirea conclu-
denta a raportului CITP/PINP.

Ambii markeri ai turnover-ului colagenului I se afld in
relatii stoichiometrice cu moleculele de colagen sintetitiza-
te sau degradate, raportul fiind de 1:1, procolagenul I sin-
tetizat de fibroblaste continand propeptide C-terminale si
N-terminale [6].

Degradarea intracelulara a colagenului este dependentd
de actiunea catepsinelor si proteazelor serinice, iar in spatiul
extracelular de metaloproteinaze.

Noi am depistat majorarea expresiei metaloproteinazei 2
(colagenazei IV sau gelatinazei 2) in raport direct cu gradul
RIS, inhibitorul ei tisular specific (TIMMP2) fiind in declin
comensurabil. Astfel, se poate admite ca activarea MMP2 si/
sau reducerea TIMMP?2 este o cauzd a degradarii excesive a
colagenului I.

In acest context, G. Jones si colab. (2009) au relatat ca
evolutia RIS la pacientii expusi angioplastiei este asociatd de
niveluri plasmatice crescute si ale altor metaloproteinaze,
cum ar i MMP3 si MMP9 [7].

M. Katsaros si colab. (2010) au demonstrat legatura
stransa dintre nivelurile ridicate ale MMP2 si MMP?9 la paci-
entii cu risc inalt al RIS chiar si dupa implantarea stenturilor
farmacologic active [8].

Citokinele proinflamatoare se anunta printre factorii care
activeaza MMP, iar pe de alta parte, produsele degradarii co-
lagenului exacerbeazi raspunsul inflamator nespecific si fa-
ciliteaza motilitatea CMNV. Rolul inflamatiei si impactului
citokinelor in evolutia RIS si complicatiilor cardiovasculare
majore dupd angioplastie este decelat de noi si relatat de mai
multi autori [9, 10, 11].

Colagenul fibrilar inhib4 proliferarea celulelor muscula-
re netede vasculare, micsoreazd capacitatea lor de migrare si
expresia receptorilor MEC. Prin urmare, reducerea cantita-
tiva a acestuia gratie micsordrii sintezei de novo (i.e. declinul
PICP) sau activarii degradarii (i.e. elevarea CITP) se anunta
drept un factor important de facilitare si sustinere a migrarii
si proliferarii CMNV.

in plus, activarea MMP2 contribuie la scindarea colage-
nului IV din structura laminei elastice externe, fapt care in-
lesneste procesul de migrare a celulelor musculare netede cu
fenotip secretor spre neointima.

Deci, activarea metaloproteinazelor are cel putin 2 sem-
nificatii patogenetice vizavi de dezvoltarea RIS: (1) acumula-
rea moleculelor de colagen degradat in zona neointimei, care
in asociere cu celulele musculare netede cu fenotip secretor
constituie componentele de bazd (moleculara si celulard) a
fenomenului de hiperplazie a neointimei.

Cu toate acestea, degradarea colagenului III este mult
mai limitatd versus colagenul I, iar sinteza lui majoratd, ine-
rentd care a condus la cresterea raportului colagen III/cola-
gen I in media musculard si peretele integral al segmentului
coronarian cu RIS. Posibil, colagenul ITI este mai rezistent la
actiunea MMP2.

Este semnificativ, cd date similare au fost publicate recent
de catre C. Manhenke si colab. (2014), care au stabilit creste-
rea nivelului circulant al markerului degradarii colagenului
de tip I si al markerului de sinteza a colagenului III la pacien-
tii expusi angioplastiei in contextul corectiei infarctului mi-
ocardic cu elevarea segmentului ST [12]. Autorii au urmarit
elevarea acestor niveluri pe o perioada postprocedurald de
12 luni.

Elevarea sanguina a markerului de sinteza a colagenului
IIT (PIIINP sau PIIICP) este un factor cu valoare predictiva
asupra evolutiei clinice si functionale la pacientii cu insufici-
enta cardiaca congestiva [13].

Colagenul de tip III al MEC este cantitativ inferior fata
de colagenul de tip I, dar proprietitile lui elastice sunt mult
mai joase, respectiv cresterea ratei lui in structura matricei
extracelulare afecteaza complianta vasculari si reactivitatea
coronariand.

Studiul EPHESUS (Eplerenone Post-Acute Myocardial
Infarction Heart Failure Efficacy and Survival Study) a de-
monstrat valoarea predictivd a markerilor degradarii colage-
nului I si sintezei colagenului II1, estimati in sdngele pacien-
tilor cu infarct miocardic suportat asupra evolutiei insufici-
entei cardiace si supravietuirii [14].

In studiul nostru, modificirile markerilor circulanti ai
sintezei si degradarii colagenului de tip I la pacientii cu RIS,
confirmatd angiocoronarografic, au fost analoage markerilor
determinati in patternul tisular al restenozei. Deci, utilizarea
markerilor circulanti ai sintezei si degradarii colagenului de
tip I, precum si colagenului de tip III poate fi o posibilitate
fiabila de evaluare a matricei extracelulare si a riscului RIS la
pacientii expusi angiopalstiei.

Data fiind implicarea patogenetica a matricei extracelu-
lare in restenoza intra-stent si remodelarea coronariand ne-
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gativd, modularea sintezei si degradarii colagenului I si IIT
poate fi o tintd oportund a manevrelor terapeutice directi-
onate spre prevenirea RIS si complicatiilor cardiovasculare
majore (infarctul miocardic acut, angina pectorala instabila
etc.) dupa angioplastie.

La aceasta conotatie sunt relevante efectele antagonistilor
nespecifici (spirolacton) si specific (eplerenon) ai receptori-
lor aldosteronului sau ale inhibitorilor formarii Ang II.

Statinele si acizii grasi Omega-3, de asemenea, sunt vi-
zate drept remedii cu capacitate de inhibitie a activitatii si
expresiei metaloproteinazelor matricei extracelulare, si pot
fi, deci, angrenate in prevenirea si corectia restenozei intra-
stent.

Concluzii

1. Reorganizarea matricei extracelulare este un pattern
structural iminent al restenozei intra-stent, care se manifesta
prin cresterea degradirii colagenului de tip I si reducerea sin-
tezei lui, precum §i prin cresterea ratei colagenului de tip III.

2. Modificarile markerilor sintezei si degradarii colage-
nului I atestate in sangele pacientilor cu restenozd intra-stent
(PINP si CITP) sunt analoage celor depistate in patternul
tisular al segmentului coronarian cu RIS, iar markerii cir-
culanti pot fi, astfel, predictori ai periclitarii MEC si riscului
evolutiei RIS.

3. Cresterea expresiei MMP2 si micsorarea cantitativd a
inhibitorului ei tisular specific (TIMMP2) reprezinti un factor
notabil al periclitarii matricei extracelulare si metabolismului
colagenului de tip I. Colagenaza IV poate fio tintd a manevre-
lor farmacologice directionate spre corectia si prevenirea RIS.
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