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ABSTRACT

It has recently been proven that endothelial dysfunction is an early step in the development of

atherosclerosis and is mainly characterized by a reduction in the bioavailability of nitric oxide.

Nowadays atherosclerosis is considered as a complex inflammatory and immune-mediated

process in which leukocytes and soluble factors are crucially involved in causing vessel injury.

Furthermore inflammatory and endocrine disease although dimostrated to be at increased risk

for cardiovascular mortality, are poorly investigated on this point of view.

Emerging evidence indicates a significant role played by endothelium also in the onset and
progression of the cardiac allograft vasculopathy (CAV), a peculiar type of coronary
atherosclerosis which is considered the main limiting factor of long term outcome after heart

transplantantion.

CAV involves both major epicardial and intramyocardial vessels. The dysfunction of the

microvascular system is a variable prhenomenon over time, as in the epicardial tree.

In this thesis we aimed to investigate the coronary flow reserve (CFR) in patients without

evidence for epicardial coronary disease, affected by inflammatory and endocrine disease.

Moreover we wanted to valuate the coronary microvascular function in heart transplantantion in

order to better understand the CAV pathophysiology.



ABSTRACT

La disfunzione endoteliale, che caratterizza la malattia aterosclerotica fin dagli esordi, & causata

principalmente da una ridotta biodisponibilita di ossido nitrico.

Ai giorni d’oggi I’aterosclerosi ¢ considerata un complesso processo infiammatorio-immunitario
nel quale i leucociti, i fattori solubili e il complemento svolgono un ruolo cruciale nello sviluppo

e nel progredire di tale patologia.

Inoltre, oltre alle comuni patologie note per avere maggiore incidenza di aterosclerosi, quali il
diabete, ve ne sono molte altre, quali quelle endocrine e infiammatorie, che sembrano avere un
maggiore rischio cardiovascolare, ma poco chiari sono i meccanismi che sottendono a tale

aumentato rischio.

Sempre maggiori evidenze indicano un ruolo della disfunzione endoteliale anche per quanto
riguarda I’insorgenza e la progressione della vasculopatia cardiaca del graft, un tipo peculiare di
aterosclerosi, a tutt’oggi considerata il maggiore fattore limitante la sopravvivenza del graft

cardiaco.

La Vasculopatia cardiaca del graft coinvolge sia i vasi epicardici che il microcircolo. Come per

I’albero coronarico epicardico, la disfunzione microvascolare & un fenomeno variabile nel tempo.

In questa tesi noi abbiamo voluto indagare la riserva di flusso coronarico (CFR) in pazienti senza

evidenza di stenosi epicardiche, affetti da patologie infiammatorie ed endocrine.

Inoltre abbiamo voluto valutare la funzione microvascolare coronarica nel trapianto cardiaco per

meglio comprendere la fisiopatologia della CAV.



INTRODUZIONE

CENNI STORICI

La prima descrizione del concetto di disturbo cardiovascolare risale all’eta antica (l1-111 sec.), a
Galeno, padre della fisiologia sperimentale, che per primo scopri che le arterie contengono
sangue invece di aria. Successivamente, durante il Rinascimento, importanti scoperte in campo
anatomico furono fatte da Andrea Vesalio (1514-1564). Ma le piu moderne conoscenze sulla
circolazione e sul concetto di cuore come pompa si attribuiscono a William Harvey, medico
inglese che studio per molti anni a Padova e che nel 1628 scrisse Exercitatio anatomica de motu
cordis et sanguinis in animalibus; per la prima volta Harvey, riunendo isolate scoperte dei suoi
predecessori e avvalendosi del metodo sperimentale, fornisce una comprensione globale circa il

sistema cardiovascolare per come lo conosciamo ai giorni d’oggi-.

Piu tardi, in epoca piu moderna, numerose scoperte in campo cardiovascolare sono da attribuirsi
a E.H. Starling che nel 1920 descrisse le proprieta principali del muscolo cardiaco e come queste
sono “protected modified and controlled” da meccanismi chimici, nervosi € meccanici che

giocano un ruolo fondamentale nel fisiologico funzionamento del sistema cardiovascolare®.

L’aterosclerosi e le sue manifestazioni cliniche, quali I’angina pectoris, sono state per la prima
volta riportate intorno al XVIII secolo, mentre precorci descrizioni di trattamenti farmacologici,

quali I'utilizzo della nitroglicerina, risalgono al XIX secolo™

L’aterosclerosi era conosciuta come causa di ischemia ed infarto nel cuore e in altri organi e gli
eventi cardiovascolari ischemici acuti, quali infarto del miocardio o morte improvvisa, venivano
frequentemente associati alla formazione di un tromo a livello arterioso; ma per molti decenni
non si sono conosciuti i meccanismi fisiopatologici che sottendevano a tali eventi. Poco si
conosceva, anche, circa i meccanismi che stanno alla base dell’ipertensione, sebbene si avesse

consapevolezza che essa danneggia i vasi sanguigni e il microcircolo di diversi organi.

Il concetto rivoluzionario di biologia vascolare risale agli anni *70 del secolo scorso o grazie ai
primi studi effettuati sulle cellule vascolari in condizioni normali e patologiche grazie
all’interesse scaturito dal framingham heart studi, uno studio epidemiologico su larga scala che
comincia agli inizi del 1950 e che ha dismostrato una stretta associazione tra la coronaropatia,

I’ictus, I’aterosclerosi con il diabete e 1’eta



Tradizionalmente le cellule muscolari lisce erano considerate come sede del controllo del tono
vascolare nelle arterie di resistenza e nella circolazione periferica. Lo stesso concetto si puo
traslare alla regolazione della contrattilita delle arterie coronariche. In quest’ottica si credeva che
uno spasmo coronarico o uno stato di aumentata contrattilita fossero in grado di provocare
I’angina pectoris o di precipitare un infarto miocardico. Per lungo tempo I’endotelio ¢ stato
scarsamente conosciuto e appena menzionato come una semplice inerte barriera selettiva per la

diffusione di macromolecole dal lume vasale dallo spazio interstiziale.

Questa concezione ¢ stata rivoluzionata negli anni 80 del secolo scorso, anni in cui ¢ stato
sottolineato il ruolo delle cellule endoteliale nel rilascio di sostanze vasoattive®. Un’importante
scoperta in campo di biologia vascolare ha fatto si che Robert Furchgott, Louis Ignarro e Ferid
Murad prendessero il Nobel nel 1998. Questi studiosi attraverso esperimenti in vitro
dimostrarono come il rilascio delle arterie in risposta ad agonisti colinergici muscarinici
avveniva solo in presenza di cellule endoteliali e che rimuovendo 1’endotelio veniva abolita la
vasodilatazione mediata quindi da sostanze derivate dall’endotelio chiamate EDRF
successivamente scoperte essere rappresentata in massima parte da ossido nitrico ’. Nei decenni
successivi importanti studi hanno confermato in maniera decisiva come 1’endotelio non sia
solamente uno strato di cellule a contatto con il lume vasale, ma giochi un ruolo di regolazione

nell’omeostasi del sistema cardiovascolare.
L’ENDOTELIO E L’OMEOSTASI VASCOLARE

Le cellule endoteliali regolano in maniera attiva il tono vasale e agiscono in seguito a condizioni
fisiologiche o patologiche, rispondendo a forze meccaniche, quali lo stress di parete e i mediatori

neuro-ormonali, con il rilascio di fattori con conseguente rilascio o contrattura della parete .

Infatti, in condizioni fisiologiche, l'azione sinergica dei fattori endoteliali consente il
mantenimento del tono vascolare normale e la fluidita del sangue, limitando
contemporaneamente il danno inflammatorio del vaso e la proliferazione delle cellule muscolari
lisce. Le cellule endoteliali producono sostanze ad azione vasodilatatoria e vasocostrittiva. Delle
prime fa parte I'ossido nitrico o monossido di azoto (NO)che, prodotto dal catabolismo della L-
arginina per mezzo dell'enzima NO sintasi (NOS)®, costitutivamente espresso dalle cellule
endoteliali, € il piu importante vasodilatatore. Viene liberato in seguito a stimoli diversi sia di
tipo meccanico (shear stress di parete) che biochimico (acetilcolina, bradichinina, serotonina
etc.) e, rilasciato dalla cellula endoteliale, esplica la sua azione sia sulle cellule muscolari lisce

del vaso che sugli elementi corpuscolati del sangue (monociti, piastrine), sulle molecole di
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adesione etc., attraverso l'attivazione della guanil-ciclasi, cui consegue un aumento intracellulare

del guanosinmonofsfato ciclico (GMP-C)!%**

. In condizioni patologiche I'endotelio cambia le
sue caratteristiche diventando suscettibile al danno, facilitandolo (promuovendo inflammazione e
trombosi), perdendo il controllo attivo della permeabilita vascolare e la non adesivita della
superficie ai leucociti circolanti, (primum movens della formazione della placca aterosclerotica),
ed in ultimo favorendo la vasocostrizione®?. Le cellule endoteliali producono anche sostanze ad
azione vasocostrittrice in presenza di patologie o di fattori di rischio cardiovascolare. Queste
sono rappresentate dai prostanoidi (Trombossano A2, prostaglandine vasocostrittrici) derivate
dall'azione della ciclossigenasi sull'acido arachidonico e dai radicali liberi che, oltre a provocare
vasocostrizione "per sé", riducono la biodisponibilita di NO distruggendolo. Endotelina 1 e
angiotensina Il sono vasocostrittori e inoltre inducono crescita cellulare modificando la struttura

vascolare®.
Il fenotipo endoteliale nell*aterosclerosi

Il disadattamento del fenotipo endoteliale si rende manifesto nei soggetti umani gia prima che
compaia una franca aterosclerosi, infatti si associa sia con i tradizionali fattori di rischio, quali la
ipercolesterolemia, l'ipertensione ed il diabete mellito, sia con quelli nuovi emergenti, quali la

. . . . o . . . .1
iperomocisteinemia, 1’obesita, e I’inflammazione sistemica™.

Nei diversi stadi della malattia aterosclerotica vi sono prove cliniche secondo le quali la

disfunzione endoteliale contribuisce alla sua progressione.

1) L'infusione intracoronarica di acetilcolina : a) causa costrizione coronarica nei soggetti con
angina e documentata aterosclerosi coronarica e induce, invece, vasodilatazione coronarica nei
soggetti con precordialgie atipiche e coronarie angiograficamente normali**; b) causa
vasocostrizione di coronarie angiograficamente normali in pazienti che evidenziano i segni
angiografici di aterosclerosi in altri rami coronarici; c¢) induce vasocostrizione coronarica in
soggetti con coronarie normali o quasi all'angiografia, ma che esibiscono uno o piu fattori di
rischio™®; d) provoca sia vasocostrizione che vasodilatazione (Fig. 1) in segmenti adiacenti
della stessa coronaria in circa il 25% dei soggetti con grave aterosclerosi coronarica ostruttiva,

angina pectoris cronica e test ergometrico positivo®’.

2) La disfunzione endoteliale risulta essere piu grave nella coronaria nella quale si evidenziano le

lesioni che hanno causato I'angina instabile o I'infarto miocardico, rispetto a quella rilevata nelle

altre arterie coronarie dello stesso paziente™®*°.



3) Nelle condizioni che inducono ischemia come lo stress fisico o emozionale, la presenza di una
disfunzione endoteliale inverte la risposta vascolare normale provocando una vasocostrizione

patologica®®.

4) Una dimostrazione inversa si basa sul fatto che gli interventi che mirano alla correzione dei
fattori di rischio (ad esempio, terapia ipolipidica, ACE-inibitori, cessazione del fumo ed esercizio

fisico) migliorano la vasodilatazione endotelio-dipendente nel circolo coronarico e periferico?%.

Patogenesi della disfunzione endoteliale

La capacita dei vasi sanguigni di reagire agli stimoli endoluminali, fisici e chimici, conferisce
loro la caratteristica funzionale di autoregolazione, per cui possono modificare il tono vascolare,
il calibro distrettuale e la quantita del flusso ematico regionale, in relazione con i cambiamenti
dell'ambiente locale e delle richieste metaboliche. L'endotelio sente e risponde ad una miriade di
stimoli esterni ed interni mediante complessi recettori di membrana e meccanismi di
trasmissione del segnale, che conducono alla sintesi e alla liberazione di varie sostanze vaso-

attive, trombo-regolatorie e fattori di crescita.

Agendo direttamente sull'endotelio normale I'acetilcolina provoca la dilatazione del segmento
arterioso corrispondente. Invece nei soggetti con precoce aterosclerosi o soltanto portatori dei
fattori di rischio, prevale I'azione diretta dell'acetilcolina sui recettori muscarinici che provoca la

contrazione dei muscoli lisci vasocostrittori'**°

. In condizioni di riposo una grande varieta di
stimoli costrittori e dilatatori locali, sistemici e metabolici, regola armonicamente il tono
vascolare coronarico. Nei soggetti normali la vasodilatazione mediata dall'acetilcolina €
completamente bloccata a livello delle arterie epicardiche e solo parzialmente a livello del
microcircolo coronarico dalla L-N-monometilarginina, un antagonista che inibisce la sintesi
dell'ossido nitrico”®?*. Ma il blocco della sintesi dell'ossido nitrico anche in condizioni di base
(senza cioé l'intervento dell'acetilcolina) diminuisce il diametro dei segmenti prossimali e distali
dei vasi coronarici epicardici e aumenta la resistenza vascolare coronarica nel microcircolo, sia

nei soggetti normali che anche, ma in misura molto minore, nei pazienti con aterosclerosi®.

DISFUNZIONE  ENDOTELIALE, ATEROSCLEROSI E INFIAMMAZIONE
VASCOLARE

La funzione endoteliale € stata largamente investigata attraverso la valutazione del tono
vasomotore endotelio-dipendente. Infatti una compromissione della vasodilatazione endotelio-

dipendente riflette una perdita della funzione endoteliale. I primi studi pubblicati confermano
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una massiva importanza dell’endotelio nel controllo del tono vasomotore, e sempre piu evidenze
mostrano come le risposte endotelio-dipendenti siano compromesse nei modelli animali e nei
pazienti con danno vascolare®. I primi studi che mettono in associazione la disfunzione
endoteliale con lo sviluppo dell’aterosclerosi risalgono agli anni 80 del Novecento. Ludmer et al
concludono che I’acetilcolina causa una dilatazione dose-dipendente delle arterie coronariche nei
soggetti sani, mentre nei pazienti con patologia coronarica Ssi 0sserva una vasocostrizione
paradossa dovuta alla compromissione della vasomotilita coronarica endotelio-dipendente®. Piu
tardi uno studio dimostra che la ridotta risposta all’acetilcolina in pazienti con CAD o con fattori
di rischio & in parte causata della ridotta disponibilita di ossido nitrico endotelio-dipendente®. Le
anomalie della funzione endoteliale nel controllo vasomotore sono state evidenziate sia a carico
dei vasi di grosso calibro che a carico del microcircolo in diverse patologie, quali lo scompenso
cardiaco congestizio, 1’ipertensione polmonare e sistemica. I fattori di rischio cardiovascolare,
quali il diabete mellito, il fumo, la dislipidemia, I’ipertensione, sono anche conosciuti per avere
effetti sulla funzione endoteliale. Gli studi successivi a queste osservazioni si sono volti a
valutare se vi siano meccanismi comuni che possano portare alla compromissione della funzione
endoteliale nelle diverse patologie. Inoltre era importante evidenziare come la disfunzione
endoteliale sia collegata con la patogenesi dell’aterosclerosi. Gli studi che riguardano questi
problemi mostrano tutti come sia proprio 1’endotelio , interfaccia tra la parete vasale e la

circolazione, ad essere il primo sito di trigger degli eventi cardiovascolari®’.

Il modello dei cambiamenti vascolari nell’aterosclerosi e delle condizioni predisponenti la
formazione della “sindrome del vaso malato” ha le seguenti caratteristiche: disfunzione
endoteliale, conservato rilascio delle cellule muscolari lisce, esagerata risposta vasocostrittrice e
cambiamenti strutturali / rimodellamento vascolare, inizialmente innescati da meccanismi di
adattamento e di protezione ma che successivamente li portano ad essere dannosi e ad auto

sostenersi?®.

In condizioni patologiche 1’endotelio ha una ridotta disponibilitda dei fattori vasodilatatori, in
particolar modo dell’NO, e un’aumentata produzione dei fattori vasocostrittori, processi che
sinergicamente portano ad una vasodilatazione compromessa endotelio-dipendente. Inoltre e
stato dimostrato che I’NO derivato dall’endotelio ha potenti effetti antinfiammatori e puo per
guesto essere considerato come la piu importante molecola antiaterogena endogena. La
disfunzione endoteliale promuove 1’infiammazione delle arterie e viceversa 1’inflammazione
cronica promuove un fenotipo di endotelio pro-infiammatorio®. Pertanto la disfunzione delle

cellule endoteliali sembra partecipare al processo di aterosclerosi*®>!
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Ormai da diversi anni si e affermata la convinzione di considerare 1’aterosclerosi come una
patologia cronica sistemica con focali complicazioni in differenti letti vasali. | meccanismi che
rendono uno specifico sito piu incline allo sviluppo degli eventi cardiovascolari non sono ancora
del tutto conosciuti. Tuttavia, 1’osservazione che tutte le fasi dell’aterosclerosi possano avere
distanti e multiple localizzazioni simultaneamente, ma allo stesso tempo che il processo
aterosclerotico possa risparmiare segmenti dello’intero letto vascolare fa ipotizzare che
I’interfaccia e le interazioni tra la parete vasale e il sangue circolante siano il primo sito per lo
sviluppo dei meccanismi sottostanti gli eventi cardiovascolari®’. Un‘altra scoperta & stata quella
di capire I’importanza dei meccanismi ossidativi nella fisiologia e nelle risposte fisiopatologiche
dei vasi. L’intrigante osservazione, venuta fuori da studi sul metabolismo delle lipoproteine,
mostra che solo dopo 1’esposizione di lipoproteine a bassa densita (LDL) alle cellule endoteliali
si ha la formazione delle cellule schiumose®. Le modifiche delle LDL sembrano essere di natura
ossidativa e queste LDL ossidate sembrano presentare svariate attivita pro-infiammatorie, incluse
la trascrizione di geni pro-aterogenici, la produzione di metalloproteasi inclusa I’inibizione

dell’attivita del’NO e la promozione dell’apoptosi delle cellule muscolari lisce®®,

Negli ultimi anni [’ipercolesterolemia ¢ stata costantemente associata con la disfunzione
endoteliale e ha rappresentato uno dei maggiori fattori di rischio per lo sviluppo
dell’aterosclerosi. Le LED ossidate antagonizzano la produzione dell’NO riducendo
I’espressione dell’NOe**, diminuendo ’utake dell’L-arginina e aumentando i livelli di asymettric
dimetilarginina®. Sia nella circolazione coronarica che in quella periferica I’ipercolesterolemia
¢ associata con una compromissione della biodisponibilita dell’ossido nitrico endoteliale, anche
quando le coronarie sono angiograficamente normali*®. Ci sono evidenze che 1’abbassamento dei
livelli di colesterolo anche all’interno del range di normalita possano migliorare la produzione e
il rilascio di NO endoteliale e la funzione endoteliale stessa®’. Inoltre 1’abbassamento dei livelli
di colesterolo in pazienti con CAD diminuisce 1’incidenza di infarto miocardico e questo effetto
protettivo potrebbe essere in parte dovuto al miglioramento della funzione endoteliale®. Recenti
evidenze suggeriscono che 1’esposizione cronica ad aumentati livelli di colesterolo plasmatico
potrebbe compromettere la riparazione di lesioni endoteliali mediate dalle lipoproteine,

probabilmente riducendo la disponibilita e la funzione dei progenitori endoteliali circolanti.
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MALATTIE INFIAMMATORIE, ATEROSCLEROSI E DISFUNZIONE
MICROVASCOLARE

Nei pazienti con infiammazione sistemica si osserva un incremento della morbilita
cardiovascolare della  mortalita dovuta ad aterosclerosi accelerate e ad una precoce

coronaropatia39,40.

Evidenze sperimentali sempre piu solide suggeriscono che, in associazione ai fattori di rischio
cardiovascolari classici, i fenomeni infiammatori ricoprono una posizione di rilievo nella
dinamica del processo aterosclerotico in tutte le varie fasi e delle sindromi coronariche acute..
Alla base di tale processo ci sono delle complesse interazioni tra macrofagi, linfociti T e cellule

muscolari lisce (CML), mediate da numerose citochine.

L’eccesso di rischio per patologia cardiovascolare osservato in questi pazienti appare essere
dovuto principalmente agli effetti dell’infiammazione sistemica a livello dei vasi*, portando a
ritenere I’infiammazione come un vero e proprio fattore di rischio cardiovascolare. Inoltre, da
molti anni, & stato evidenziato da studi sperimentali** e clinici* un complesso ruolo
dell’infiammazione nella patogenesi dell’aterosclerosi, considerata ormai come un complesso
processo inflammatorio e immuno-mediato in cui i leucociti e fattori quali anticorpi, citochine e

complemento giocano un ruolo nell’accelerare questa patologia.

Studi sulla cardiopatia ischemica hanno mostrato come in questi pazienti siano rilevabili segni
sistemici di reazione infiammatoria: la presenza di cellule inflammatorie circolanti in uno stato
attivato (neutrofili, monociti e linfociti) e il riscontro di elevati livelli ematici di citochine pro-
inflammatorie, tra cui interleuchina (IL)-1 e 6, e di proteine di fase acuta, in particolare la
proteina C-reattiva (PCR). Quest’ultima si ¢ rivelata come un importante predittore indipendente
di eventi cardiaci avversi e morte, sia in pazienti con SCA sia in pazienti con cardiopatia

ischemica in fase di stabilita e in soggetti apparentemente sani.

Il termine disfunzione microvascolare coronarica € stato introdotto per descrivere le anomalie
nella regolazione del flusso sanguigno miocardico, quando esse non venivano spiegate da un
danno ai vasi coronarici epicardici*®. Pertanto la valutazione della funzione microvascolare, vista
la sua almeno in parte reversibilita, appare interessante per guidare il timing di intervento allo

scopo di ridurre il peso dei fattori di rischio e la progressione in aterosclerosi epicardica.

Uno studio di Recio-Mayeral et al ha analizzato quali siano gli effetti dell’inflammazione

sistemica in pazienti affetti da artrite reumatoide e lupus eritematoso, due patologie con nota
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inflammazione sistemica, che non presentavano evidenze angiografiche di coronaropatia. Gli
autori mostrano come I’infilammazione cronica, in assenza di stenosi epicardiche e dei
tradizionali fattori di rischio, sia associata con una disfunzione microvascolare, valutata tramite
lo studio della riserva coronarica con la tomografia ad emissione di positroni (PET), e che questa
disfunzione possa rappresentare un marker precoce di danno cardiovascolare, precedendo e

contribuendo ad accelerare 1’aterosclerosi in pazienti con artrite reumatoide e lupus sistemico®’.

L’aumentata incidenza di malattie coronariche ¢ 1’aumentata mortalita cardiovascolare nei
pazienti con malattie reumatiche autoimmuni non possono essere spiegate solo dai tradizionali
fattori di rischio per 1’aterosclerosi. Questo aumentato rischio, legato all’aterosclerosi precoce, ¢
strettamente correlato al processo infiammatorio cronico e alla disregolazione autoimmune. La
risposta inflammatoria cronica pud promuovere lo sviluppo dell’aterosclerosi accelerata. Le
citochine pro-inflammatorie, in particolare il Tumor Necrosis Factor-alfa (TNF-a), sono
responsabili di alterazioni pro-aterogene che comprendono la disfunzione endoteliale, I’insulino-
resistenza, una dislipidemia caratteristica e un effetto pro-trombotico. L’endotelio vascolare
gioca un ruolo importante nel tono vascolare, nell’attivita piastrinica e nei processi trombotici. In
condizioni fisiologiche, 1’endotelio rende possibile il mantenimento di un equilibrio
antitrombotico e anticoagulante. Dopo lo stimolo infiammatorio, cosi come per effetto dei fattori
di rischio cardiovascolare, I’endotelio perde queste proprieta, passando a uno stato pro-
trombotico e pro-infiammatorio. Le cellule endoteliali esprimono cosi sulla loro superficie
citochine, come interleuchina-1 (IL-1), chemochine, molecole di adesione, fattori di crescita
cellulare, inibitore dell’attivatore del plasminogeno (PAI-1) e fattore di Von Willebrand, tutte

modificazioni caratteristiche dell’inizio e dello sviluppo della placca aterosclerotica.
VALUTAZIONE DELLA FUNZIONE ENDOTELIALE

Visto il ruolo centrale che 1’endotelio gioca nella patogenesi del danno cardiovascolare nasce
I’esigenza di un riproducibile, accurato e semplice test per valutare la funzione endoteliale. La
funzione endoteliale potrebbe essere studiata sia a livello del circolo coronarico sia a quello
dell’avambraccio, utilizzando 1’infusione intrarteriosa di sostanze ad azione vasodilatatrice, quali
’acetilcolina, a dosi che non determinano effetti sistemici. Questi test Sono basati sul concetto
che alcuni stimoli funzionano da trigger per il rilascio di NO da parte dell’endotelio con

conseguente dilatazione.
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Distretto coronarico

Il test per valutare la vasomotricita dell’endotelio coronarico pud essere effettuato in sala di
emodinamica durante angiografia, valutando il diametro coronarico prima e dopo la
somministrazione di sostanze vasoattive, quali ad esempio I’acetilcolina che, come prima
descritto, provoca una dilatazione dose-dipendente nelle arterie coronariche dei soggetti sani e
una vasocostrizione paradossa nei soggetti con coronaropatia dovuta ad una compromissione
della vasomotricita endoteliale?®. La valutazione angiografica & ancora considerata il gold
standard per la valutazione della funzione endoteliale, pur essendo una metodica costosa ed
invasiva. Sfortunatamente anche I’IVUS recentemente introdotto, che consente non solo la
valutazione della funzione endoteliale ma anche misure dei bordi dell’ateroma e del lume vasale,

mostra le stesse limitazioni descritte per 1’angiografia.
Distretto periferico

La pletismografia ad occlusione venosa permette una valutazione della funzione endoteliale
grazie alla misurazione della capacita vasodilatatrice dei vasi dell’avambraccio durante arresto
del flusso venoso con cuffia pneumatica, si possono anche infondere sostanze direttamente a
livello del braccio. Quando si somministrano sostanze, tipicamente I’ach, a concentrazioni
elevate nel distretto vascolare esplorato, ma trascurabili a livello sistemico, la pressione di
perfusione del distretto vascolare dell’avambraccio non si modifica e pertanto gli eventuali
incrementi di flusso sono indice di vasodilatazione locale. Viene cosi misurata la reattivita
vascolare endotelio-dipendente, che rappresenta una risposta esclusivamente locale all’infusione
di sostanze agoniste e necessita di un endotelio integro per realizzarsi la presenza di un’alterata
risposta all’infusione di Ach (alterazione della reattivita vascolare endotelio-dipendente); in
corso di esame pletismografico la reattivita vascolare e risultata significatamente correlata alla
comparsa di eventi cardiovascolari in pazienti con cardiopatia ischemica documentata alla
coronarografia, ma & stata dimostrata anche negli ipercolesterolemici*®, nei diabetici e in altri

soggetti con elevato rischio cardiovascolare®®°

0 con deficit ormonali. In questi stessi gruppi di
soggetti, la vasodilatazione indotta dalla somministrazione di dosi crescenti di nitroppussiato, un
donatore di NO che stimola direttamente le fibrocellule muscolari, € conservata. Le alterazioni
del tono vascolare riscontrate, pertanto, sono dovute esclusivamente alla disfunzione endoteliale,
e quest’ultima € reversibile, come dimostrato dalla normalizzazione delle risposte

50,51

pletismografiche provocata dall’'uso di sostanze antiossidanti 0 dalla terapia ormonale
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sostitutiva. Tuttavia, la pletismografia & esame invasivo, difficilmente ripetibile nello stesso

paziente ed eseguibile esclusivamente in ambiente protetto.

Nel 1992 sono comparsi i primi lavori in cui la reattivita vascolare veniva studiata con metodica
ultrasonografica, misurando la capacita dell’arteria brachiale di dilatarsi in risposta a un aumento
del flusso ematico e piu precisamente dello “shear stress” (flow-mediated dilation, FMD). Il
mediatore principale della FMD ¢ 1’ossido nitrico (NO), che viene generato dall’attivazione
dell’eNOS, presente nell’endotelio: anche la FMD, pertanto, puo realizzarsi soltanto in presenza
di endotelio integro. Dal punto di vista metodologico la tecnica prevede I’utilizzo di un ecografo
con sonda lineare da 7,5-10 MHz. La FMD viene calcolata come differenza percentuale tra il
massimo diametro post-ischemico raggiunto e il diametro medio basale: FMD = [(diametro post-
iperemia — diametro basale)/diametro basale] Sono considerati normali valori di FMD maggiori
del 10% (Figure 1 e 2). Questa metodica, che ha il vantaggio di essere meno invasiva rispetto
alla valutazione della funzione endoteliale nel circolo coronarico e alla pletismografia “strain-

gauge”, (Tabella 1) mostra pero una certa variabilita intra- e interoperatore®.

Alcuni, ma non tutti gli studi, hanno mostrato un valore predittivo della FMD e della funzione

D>*** Inoltre un

endoteliale coronarica nel determinare la presenza e 1’estensione della CA
recente studio ha evidenziato una correlazione tra i risultati ottenuti con la FMD e quelli ottenuti

con la SPECT>
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Figura 1: Flow Mediated Dilatation

Figura 2: Curva velocimetrica Doppler correlata

alla velocita di flusso ematico

Tabella 1. Confronto tra le tre diverse metodiche di studio della funzione endoteliale

Vantaggi Svantaggi
Coronarografia * quantificazione diretta della funzicne endoteliale * invasivita
con infusione di agonisti » valutazione delle risposte fisiologiche dell'endotelio * costi

* correlazione dose-risposta dopo infusione
di agonisti e antagonisti

* rischi connessi al cateterismo
(ictus, infarto miocardico, ecc.)

Pletismografia
‘“strain gauge”

» accessibilita pit facile rispetto alla coronarografia
» valutazione delle risposte fisiologiche dell'endotelio
* correlazione dose-risposta dopo infusione

di agonisti e antagonisti

* invasivita
* |esione del nervo mediano,
infezione, comparsa di ematomi, ecc.

Flow-mediated dilation

* non invasiva, pit veloce e sicura delle altre metodiche
* correlata con la disfunzione endoteliale
nel circolo coronarico
* le variazioni di flusso rappresentano uno stimolo
alla vasodilatazione molto piu fisiologico dell'infusione
di agonisti, come I'Ach

* bassa risoluzione relativa

al diametro dell’arteria brachiale
¢ variabilita nelle misurazioni
* operatore-dipendente
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Significato clinico della disfunzione endoteliale

Nell’aterosclerosi sono presenti alterazioni vasali, Sia strutturali sia funzionali: le prime
comprendono ipertrofia della media, aumento di spessore dell’intima e deposito di esteri del
colesterolo. Tali alterazioni strutturali determinano un ostacolo alla diffusione delle sostanze
gassose, come 1I’NO, nel raggiungere la media e determinarne il rilasciamento. Si realizzano
pertanto le alterazioni funzionali, determinate innanzitutto dalla riduzione della produzione,
rilascio, attivita ed emivita dell’ossido nitrico. La disfunzione endoteliale ¢ precoce e sistemica, ¢
I’alterazione della vasodilatazione mediata dall’NO ¢ stata dimostrata sia nei pazienti con lesioni

aterosclerotiche documentate sia nei soggetti con fattori di rischio cardiovascolari*’.

| pazienti
con malattia coronarica, in particolare, hanno una ridotta vasodilatazione flusso-mediata
dell’arteria brachiale ed € stata dimostrata una buona correlazione tra alterazioni della reattivita
vascolare nell’arteria brachiale e nel circolo coronarico®. Lo studio della FMD ha dato inoltre
risultati concordanti con la miocardioscintigrafia perfusionale nel selezionare pazienti con
cardiopatia ischemica in una popolazione di soggetti a basso rischio®’. Data I’innocuita, la
relativa semplicita e la documentata correlazione con la malattia coronarica, ci si e chiesto se lo
studio della FMD possa essere considerato, al pari dello spessore intima-media carotideo, un
marker surrogato di aterosclerosi. Un marker surrogato di aterosclerosi deve poter essere usato
nell’identificazione precoce dei pazienti a rischio, deve essere correlato all’estensione della
malattia aterosclerotica e deve mostrare una relazione causale con 1’end point clinico
considerato. Negli studi controllati, infine, i benefici clinici raggiunti dovrebbero essere
deducibili dalle modifiche ottenute sul marker surrogato®. Per quanto riguarda I’identificazione
precoce nei soggetti a rischio, é stato dimostrato che le alterazioni della FMD hanno un valore
predittivo paragonabile a quello dell’aumento dello spessore parietale carotideo®, cui sono
correlate anche nei giovani®®. Nei diabetici, le alterazioni della FMD possono precedere la
comparsa dell’aumento del’IMT® e nei soggetti con cardiopatia ischemica documentata sono
correlate all’estensione e alla gravita della malattia coronarica®®. La metanalisi di Witte, che ha
confrontato il valore predittivo di FMD e IMT, ha dimostrato che le alterazioni della FMD hanno
il massimo valore predittivo nel gruppo di pazienti a basso rischio di eventi®®. Modena et al.,
infine, hanno dimostrato che, in una popolazione di donne ipertese in post-menopausa con
alterazioni della reattivita vascolare, il gruppo in cui il raggiungimento dell’obiettivo terapeutico
(normalizzazione dei valori pressori) si associava a un miglioramento della reattivita vascolare

(normalizzazione della FMD) mostrava una minore incidenza di eventi cardiovascolari al follow-
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up®. La FMD potrebbe essere pertanto considerata un marker surrogato di aterosclerosi, con il

massimo valore predittivo nei soggetti a basso rischio di eventi.
CAV: VASCULOPATIA IMMUNO-MEDIATA

La vasculopatia coronarica nel cuore trapiantato (CAV)

Nonostante un soddisfacente controllo del rigetto acuto del graft, I’insorgenza della CAV continua a
limitare il successo a lungo termine del trapianto cardiaco; essa costituisce, infatti, la principale
causa di morte dopo il primo anno post-trapianto. Secondo il registro dell’ISHLT, la prevalenza di
CAV angiograficamente rilevabile nella popolazione di cardiotrapiantati € del 20% a 3 anni dal
trapianto e raggiunge poi il 30% a 5 anni e il 45% a 8 anni (8) % con IVUS .

La CAV si manifesta in questi pazienti come una forma atipica e accelerata di aterosclerosi, che
interessa non solo le arterie epicardiche, ma anche le vene e il microcircolo, con conseguente
restringimento diffuso dell’albero vascolare del graft, compreso il segmento aortico del donatore,
ma con risparmio degli altri distretti vascolari. L’eziologia di questo peculiare processo
aterosclerotico € molto complessa; sembrano essere coinvolti meccanismi di tipo immunologico,
che agiscono poi sinergicamente con svariati fattori non immunologici nel determinare I’insorgenza
e la progressione della CAV. Il paziente che sviluppa questa coronaropatia & suscettibile di eventi
cardiovascolari maggiori improvvisi (major adverse cardiac events, MACE) quali I’infarto
miocardico acuto, lo scompenso cardiaco congestizio e la morte improvvisa; il rischio di MACE &
aumentato nei pazienti in cui si osserva un inspessimento intimale nel primo anno post-trapianto®.
Le tecniche di rivascolarizzazione tradizionali ed endovascolari costituiscono unicamente un
trattamento palliativo nel caso della CAV, poiché non migliorano la sopravvivenza a lungo termine;
I’unica terapia valida ¢ attualmente il retrapianto. E importante ricordare come questo fenomeno
non interessi esclusivamente il trapianto di cuore, ma sia stato riscontrato anche nel trapianto di
polmone, di fegato e di rene; sia la presentazione istopatologica (con un infiltrato linfomonocitario
subendoteliale che causa una proliferazione intimale di cellule infiammatorie, muscolari lisce e
fibroblasti) che le implicazioni cliniche (progressiva occlusione del lume dei vasi del graft con
lesioni ischemiche che portano al progressivo deterioramento della funzione dell’organo

trapiantato) sono sovrapponibili a quelle della CAV®®.

In questa forma peculiare di aterosclerosi, che colpisce i vasi di organi solidi trapiantati®®, si
riscontra, quindi, un infiltrato linfomonocitario sub-endoteliale, che causa una proliferazione

intimale di cellule inflammatorie, muscolari lisce e fibroblasti. Questo processo conduce ad una
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progressiva occlusione del lume dei vasi del graft, con lesioni ischemiche che portano al

progressivo deterioramento della funzione dell’organo trapiantato.
Presentazione istopatologia

La vasculopatia coronarica del cuore trapiantato ¢ un’atipica forma di aterosclerosi che interessa
esclusivamente i vasi del graft e si caratterizza per un inspessimento diffuso e concentrico della
tonaca intima, che pud portare progressivamente all’obliterazione dei vasi coinvolti. Questo
processo si differenzia dalla normale patologia aterosclerotica a carico delle coronarie per numerose
caratteristiche e presenta inoltre alcuni elementi in comune con 1’arterite (infiltrato linfomonocitario
in risposta a stimoli inflammatori o allo- immuni, che risparmia la lamina elastica interna e la tonaca

media)®®.

Per quanto riguarda la tipologia di vasi coinvolti, la CAV si manifesta a livello dell’intero albero
coronarico, interessando sia le arterie epicardiche che i vasi intramurali; puo presentarsi anche a
livello delle vene coronariche, mentre vengono risparmiati i vasi privi di muscolatura liscia®’. Le
lesioni si riscontrano sull’intera lunghezza dei vasi coinvolti ed ¢ stato evidenziato, grazie ad una
serie di studi su riscontri autoptici, come la gravita delle stesse € comparabile tra le porzioni
prossimali e distali delle arterie epicardiche, sia per quanto riguarda la percentuale di superficie
interessata che per ’entita dell’inspessimento intimale. Nonostante angiograficamente si possa
rilevare un progressivo assottigliamento del lume nelle porzioni distali o I’obliterazione dei rami
secondari, questo é dovuto ad un fisiologico minor calibro originario di questi vasi, che necessitano
quindi di un minor inspessimento intimale per tendere all’obliterazione, mentre la CAV ¢ un
processo uniforme prossimalmente e distalmente®. L’aterosclerosi, invece, si caratterizza per
lesioni focali ed eccentriche che interessano quasi esclusivamente la porzione prossimale delle
arterie epicardiche, con risparmio del circolo intramiocardico e delle vene coronariche. Anche i
tempi di comparsa di questi due processi differiscono in maniera significativa; le lesioni
aterosclerotiche a livello del cuore nativo si sviluppano lentamente a partire dalla puberta e nella
maggior parte dei casi si manifestano clinicamente solo dopo alcuni decenni. Nella CAV, invece, i
primi cambiamenti a carico dell’intima avvengono gia nelle prime settimane dopo il trapianto;
queste lesioni iniziali si caratterizzano per un lieve inspessimento diffuso e concentrico dell’intima,
dato dalla presenza di un infiltrato infiammatorio subendoteliale di linfociti e macrofagi, dalla
proliferazione di cellule muscolari lisce vascolari (vascular smooth muscle cells, VSMCs) migrate
nell’intima e dalla presenza di lieve fibrosi e aumento delle proteine della matrice extracellulare.

Col progredire dei mesi si ha la comparsa di lesioni intermedie, sviluppatesi in seguito all’accumulo
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nell’intima di foam cells (macrofagi schiumosi) e lipidi e all’accelerata proliferazione intimale di
VSMCs modificate e fibroblasto, e di placche ateromatose, con un core lipidico ben formato
costituito da colesterolo e da residui lipidici. A lungo termine queste lesioni intimali fibrose e
fibrolipidiche portano ad un quadro di inspessimento intimale fibroso concentrico e diffuso e ad
eventuali placche fibrose e fibroadipose (tardivamente sono piu franche placche aterosclerotiche
miste a un inspessimento intimale diffuso). La presentazione istopatologia di queste placche &
sovrapponibile a quella riscontrata nella vasculopatia coronarica, ma 1’incidenza di complicazioni,
quali ulcerazioni della placca e formazione di trombi, € molto rara, cosi come i fenomeni di
calcificazione. Un’altra differenza rispetto alla normale aterosclerosi, che interessa tutti gli strati
della parete vascolare con distruzione della lamina elastica interna, € il fatto che la CAV sia un
processo patologico che coinvolge principalmente la tonaca intima dei vasi; la lamina elastica
interna rimane, infatti, relativamente intatta, mentre la tonaca media e I’avventizia, non interessate
dall’aggressiva proliferazione intimale, sono progressivamente sostituita da tessuto fibroso. L’entita
di questo processo fibrotico aumenta all’aumentare della severita del processo patologico a carico
dell’intima. Un altro elemento caratteristico della CAV, che invece non si ritrova nell’aterosclerosi,
e la presenza di un importante infiltrato inflammatorio monocito-macrofagico e T linfocitario sub-
endoteliale, che contribuisce alla proliferazione neointimale®. Il ritrovamento occasionale di lesioni
focali con deposizione di lipidi a livello dell’albero vascolare del graft deve far pensare, nel caso
non si tratti di uno stadio molto avanzato di vasculopatia post-trapianto, ad una vasculopatia

coronarica nativa non diagnosticata, gia presente nel donatore al momento dell’espianto’.(Figura 2)
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Figura 2: La CAV (anatomia patologica, Padova)

Patogenesi, fattori di rischio e storia naturale della CAV

Alla patogenesi della CAV, ancora non del tutto chiarita, si pensa contribuiscano sia fattori
immunologici che non immunologici’; sembra che i primi giochino un ruolo fondamentale
nell’insorgenza della patologia, mentre i secondi favoriscano la sua progressione e diffusione lungo
Ialbero vascolare’?. Per quanto riguarda 1 fattori di rischio immunologici, assumono un’importanza
rilevante il grado di incompatibilita HLA tra donatore e ricevente e il numero e la durata degli
episodi di rigetto acuto. In particolare, uno studio pubblicato nel 2004 identificava un elevato
Rejection Score (RS) per rigetti di grado severo (grado >3A) come fattore predittivo indipendente
per I'insorgenza di CAV'% Questo stesso studio osservava come un’elevata dose cumulativa di
ciclosporina A nei primi tre mesi correlasse con un aumentato rischio di insorgenza di CAV.
L’interpretazione che veniva fornita per questo risultato era duplice. Innanzitutto, dal momento che
i pazienti cui venivano somministrati dosaggi piu elevati di ciclosporina A avevano un RS
maggiore, ’associazione del dosaggio di questo farmaco con I’insorgenza di CAV potrebbe
spiegarsi con il fatto che un aumentato dosaggio di farmaci immunosoppressivi veniva
somministrato ai pazienti che presentavano una maggior frequenza di episodi di rigetto. In secondo
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luogo, la richiesta di dosaggi terapeutici superiori allo standard poteva identificare i soggetti con
scarso assorbimento e quindi piu a rischio per rigetto acuto.

| fattori di rischio non immunologici includono la modalita di morte del donatore, il danno da
ischemia e riperfusione, 1’infezione da Citomegalovirus, 1’eta, il sesso e il peso elevato del donatore
e del ricevente, oltre ai fattori di rischio comuni anche all’aterosclerosi, quali I’iperlipidema,
I’iperomocisteinemia, 1’ipertensione arteriosa, il diabete mellito e il fumo di sigaretta’. Tutti questi
fattori di rischio causano o contribuiscono al mantenimento e alla perpetuazione di una disfunzione
endoteliale coronarica, che costituisce il primum movens ed € fondamentale nella patogenesi della
CAV74’75.

Questo processo patologico a carico del graft comincia ancora prima dell’espianto, poiché ¢ stato
dimostrato come una morte cerebrale improvvisa provochi un aumento dei livelli circolanti di
catecolamine, citochine infiammatorie, chemochine e molecole di adesione a livello dei vasi
dell’organo da trapiantare; questa cascata di eventi provoca una risposta inflammatoria nel cuore,

con conseguente danno vascolare™.

Nella fase perioperatoria il danno da ischemia e riperfusione gioca un ruolo importante nello
sviluppo di una disfunzione endoteliale. L’entita del danno provocato dipende non solo dal tempo di
ischemia, dalla qualita di conservazione dell’organo durante il trasporto, dallo stato emodinamico
del donatore ¢ dall’eventuale necessita di supporto inotropo con catecolamine, ma anche,
paradossalmente, dalla stessa riperfusione®. Nelle fasi iniziali di questo processo si formano infatti
dei radicali liberi dell’ossigeno che compromettono la capacita dell’endotelio di rilasciare ossido
nitrico, andando ad alterare il tono vascolare coronarico. Gli stessi radicali liberi vanno inoltre ad
attivare 1 leucociti e 1 macrofagi dell’ospite 1 quali, a loro volta, danno origine ad un circolo vizioso,
tramite la produzione di ulteriori radicali liberi, di citochine proinfiammatorie e di chemochine. Il
danno da ischemia e riperfusione provoca, inoltre, attivazione delle cellule endoteliali, con un
aumento dell’espressione di molecole di adesione, stimola I’adesione piastrinica, I’attivazione del
complemento e la proliferazione delle cellule muscolari lisce vascolari. L’insieme di tutti questi

processi porta alla disfunzione endoteliale conseguente al danno da ischemia e riperfusione’.

Il principale determinante nella patogenesi della CAV sembra essere, pero, la risposta immunitaria
del ricevente nei confronti dell’organo trapiantato, e in particolare dell’endotelio del graft. Queste
cellule endoteliali rivestono, quindi, un ruolo chiave nello sviluppo di quest’atipica vasculopatia
coronarica, in quanto fungono sia da cellule presentanti ’antigene (APCs), sia da bersaglio per la

risposta immunitaria che esse stesse hanno contribuito ad innescare. Numerosi studi hanno infatti
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dimostrato il ruolo centrale dell’attivazione dei linfociti T in seguito al riconoscimento di
alloantigeni espressi dalle cellule endoteliali del graft. Le cellule T cosi attivate rilasciano diverse
citochine, tra cui IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, INF-y, TNF-a. ¢ TNF-B, che, altre a stimolare la
proliferazione del clone di cellule T alloreattive, stimolano 1’espressione di ulteriori citochine e
molecole di adesione (VCAM-1, ELAM-1). Grazie all’azione chemotattica delle citochine e alle
molecole di adesione, segue il reclutamento e I’accumulo di macrofagi e linfociti attivati a livello
della parete vascolare. Queste cellule secernono vari fattori di crescita, quali il Platelet derived
Growth Factor (PDGF), I’Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1), il Fibroblast Growth Factor (FGF),
I’Epidermal Growth Factor (EGF) e il Transforming Growth Factor-B (TGF-), che provocano una
migrazione intimale e una proliferazione incontrollata delle cellule muscolari lisce vascolari
modificate, associata ad un’aumentata produzione di matrice extracellulare. Si assiste, quindi, ad un
processo di rimodellamento strutturale dei vasi del circolo coronarico del graft. Questo processo si
accompagna anche ad alterazioni funzionali, mediate sempre dall’azione di citochine e fattori di
crescita che, aumentando la produzione di Endotelina-1 e riducendo quella di ossido nitrico (NO),
provocano un’alterazione del tono vascolare in senso vasocostrittivo. Un endotelio normale ¢ in
grado di regolare molte funzioni importanti, come il tono vascolare, la coagulazione e i processi
inflammatori e immunologici. Mentre la risposta immunitaria del ricevente nei confronti del graft,
in sinergia con gli altri fattori di rischio sopra citati, determina la presenza di un danno endoteliale
cronico e la comparsa di una disfunzione endoteliale, con perdita delle funzioni protettive
dell’endotelio e predisposizione dello stesso alla flogosi. Il processo patologico che porta
all’insorgenza della CAV ¢ quindi innescato da vari fattori, come ad esempio il danno da ischemia e
riperfusione o I’attivazione delle risposte immuni, che provocano una disfunzione endoteliale. |
restanti fattori di rischio contribuiscono poi alla progressione della CAV e contribuiscono a

determinarne la diffusione e la severita®",

Prognosi e trattamento

La storia naturale di questa patologia consiste in un progressivo e inesorabile deterioramento della
funzionalita del cuore trapiantato, a causa di una graduale obliterazione del circolo coronarico, sia a
livello dei vasi epicardici che del microcircolo. La CAV rappresenta infatti la principale causa di
morte post-trapianto, con un tasso di mortalita riportato dal registro dell’ ISHLT del 30% a 5 anni
dall’intervento’’. Le opzioni terapeutiche ad oggi disponibili per la vasculopatia del trapiantato
sembrano essere efficaci nel rallentarne la progressione, ma I’unico trattamento definitivo appare
essere il retrapianto cardiaco. Quest’opzione solleva perd un problema etico, dato 1’esiguo ed

insufficiente numero di organi a disposizione. La prognosi dei pazienti che si sottopongono ad un
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secondo trapianto € infatti peggiore rispetto a quella dei pazienti trapiantati per la prima volta, con

un tasso di sopravvivenza ad un anno rispettivamente del 55% e dell’80%.
Terapia medica

Diversi studi clinici hanno dimostrato 1’efficacia della terapia ipolipemizzante con statine nel
ridurre I’incidenza di rigetto severo, nel determinare un aumento della sopravvivenza e una

riduzione della progressione della vasculopatia coronarica del graft’.

In uno studio del 1995, Kobashigawa e collaboratori hanno analizzato il ruolo della pravastatina
nella prevenzione primaria della CAV"®. Ad un anno dal trapianto il gruppo trattato con questa
statina presentava, oltre ad un livello di colesterolemia inferiore a quello del gruppo di controllo,
anche una minore incidenza di rigetto con compromissione emodinamica, una migliore

sopravvivenza e una minor incidenza di CAV documentata all’angiografia e all’autopsia.

Un altro studio condotto da Wenke e collaboratori sull’utilizzo della simvastatina ha fornito risultati
simili®®; a 8 anni dal trapianto i pazienti in trattamento con simvastatina presentavano un aumentato
tasso di sopravvivenza rispetto al gruppo di controllo (88,6% contro 59,9%) e una minor incidenza
di vasculopatia coronarica angiograficamente rilevabile (24,4% contro 54,7%). E stato dimostrato,
inoltre, come la terapia con simvastatina si associ a ridotti livelli di interleuchina 6 (IL-6) e TNF-a,
ad una migliore funzionalita dell’endotelio coronarico e ad una minor vasocostrizione dei vasi
epicardici®®. | risultati di questo studio suggeriscono che I’inibizione dell’attivita infiammatoria a
livello del graft e 1’attenuazione della disfunzione endoteliale rivestano un ruolo importante
nell’azione di prevenzione primaria delle statine nei confronti della CAV. L’azione vasoprotettiva
di questi farmaci ¢ infatti probabilmente mediata non solo dall’azione sui livelli di colesterolo, ma

anche da effetti immunomodulatori.

Tra i farmaci vasodilatatori, i calcio-antagonisti sembrano rallentare la progressione di CAV®! ed
aumentare la vasodilatazione coronarica®®; inoltre il Diltiazem, grazie all’effetto inibitorio sul
citocromo P450 3A4 (CYP450), aumenta la concentrazione ematica di ciclosporina, diminuendone

cosi la dose richiesta.

Gli inibitori dell’enzima di conversione dell’angiotensina (ACE-I) migliorano la disfunzione
endoteliale a livello del microcircolo, riducono lo stress ossidativo e si associano ad un regressione

della placca aterosclerotica e ad un’aumentata sopravvivenza del graftgg.
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E stata inoltre descritta un’azione sinergica protettiva di Ca-antagonisti e ACE-inibitori nei
confronti dello sviluppo di CAV, indipendentemente dal loro effetto antipertensivo®. Sono tuttavia
necessari studi prospettici su piu larga scala per confermare I’'impatto di questi farmaci

vasodilatatori sulla sopravvivenza a lungo termine nei pazienti cardiotrapiantati.
Terapia chirurgica e percutanea

Numerose tecniche di rivascolarizzazione sono state studiate per valutarne I’efficacia e ’utilita nel

trattamento della CAV.

Il bypass aorto-coronarico ha un limitato valore terapeutico in questi pazienti poiché la vasculopatia
del graft interessa il circolo coronarico in modo diffuso, con frequente coinvolgimento dei piccoli
vasi. Questa procedura chirurgica ¢ inoltre gravata da un’elevata mortalita perioperatoria (fino al

40%) e da un limitato successo a medio-lungo termine®®.

L’angioplastica percutanea (Percutaneous transluminal coronary angioplasty, PTCA) rappresenta un
trattamento palliativo per quei pazienti che presentano stenosi focali dei vasi piu prossimali e quindi
aggredibili con questa metodica; I’incidenza di restenosi ¢ perd molto alta, con un indice di
restenosi che in alcuni studi raggiunge il 60% a sei mesi dall’intervento®. 1l posizionamento di stent
riduce I’insorgenza di questa complicazione a breve e medio termine, ma a lungo termine la
prevalenza di restenosi (fino al 70%), I’incidenza di nuove lesioni coronariche e la necessita di
ulteriori interventi di rivascolarizzazione sono simili, indipendentemente dal posizionamento di uno
stent durante la procedura. Uno studio ha recentemente dimostrato come 1’utilizzo di stent medicati
(Drug-Eluting Stents, DESs), seppur associato ad un successo procedurale del 100%, sia comunque
gravato da una percentuale®” di restenosi a 6-12 mesi del 35-40%; questi risultati confermano la

parziale inutilita degli interventi di rivascolarizzazione percutanea.

Alcuni studi hanno valutato I’efficacia della rivascolarizzazione laser transmiocardica, che
sembrerebbe in grado di migliorare la sintomatologia e la perfusione miocardica in gruppi

selezionati di pazienti®; i risultati a lungo termine perd devono ancora essere validati.
Prevenzione

La prevenzione della CAV viene effettuata non solo tramite la profilassi con le terapie
farmacologiche precedentemente descritte (statine, calcio-antagonisti, ACE inibitori), ma anche

mediante il controllo dei fattori di rischio, immunologici e non, che predispongono all’insorgenza di
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CAV e ad una sua piu rapida progressione. Va inoltre ricordata I’importanza di una corretta

alimentazione, di una moderata ma regolare attivita fisica e dell’astinenza assoluta dal fumo.
Presentazione clinica e diagnosi strumentale nella vasculopatia del trapiantato (CAV)

A causa della denervazione del cuore al momento del trapianto, la maggior parte dei pazienti
cardiotrapiantati affetti da CAV non lamenta il sintomo dell’angina, che rappresenta invece un
importante campanello d’allarme nei pazienti affetti da una normale coronaropatia; solo nel 10-30%
dei trapianti si assiste ad un processo di reinnervazione del graft®. Una diagnosi precoce della CAV
¢ resa difficile non solo dalla mancanza di sintomi clinici dell’ischemia miocardica, ma anche
dall’insensibilita della coronarografia (attuale metodo diagnostico standard) nel riconoscimento
degli stadi iniziali della patologia, dal coinvolgimento del microcircolo e dal fatto che le alterazioni
funzionali spesso precedano le tipiche modificazioni morfologiche . Spesso la vasculopatia
coronarica viene quindi diagnosticata a stadi piu avanzati, quando la sintomatologia & dettata da
un’importante disfunzione del graft causata da multipli microinfarti. I pazienti sintomatici si
presentano quindi con un quadro di scompenso cardiaco congestizio, con sintomi sovrapponibili a
quelli che accusavano prima del trapianto, come intolleranza allo sforzo, ortopnea e dispnea da
sforzo e a riposo; le altre presentazioni cliniche piu frequenti sono I’infarto miocardico silente, le

aritmie o la morte improvvisa'®!,
Tecniche diagnostiche invasive

L’angiografia coronarica costituisce attualmente il gold standard per la diagnosi di CAV; grazie al
costo contenuto e alla facile accessibilita, nella maggior parte dei centri la routine prevede che i
pazienti cardiotrapiantati si sottopongano ogni anno a questo esame per il monitoraggio
dell’insorgenza e della progressione della vasculopatia del graft. Tuttavia questa metodica tende a
sottostimare 1’incidenza e la gravita della patologia poich¢ la natura diffusa della CAV la rende in
molti casi angiograficamente silente, soprattutto negli stadi iniziali. La limitata sensibilita di questa
tecnica & stata evidenziata da studi istopatologici  che hanno osservato una sottostima delle lesioni
nel caso queste non determinino un restringimento marcato del lume, e dal confronto con
I’ultrasonografia intravascolare (IVUS)™ . La coronarografia, quindi, non riesce ad evidenziare
I’inspessimento intimale diffuso a carico di tutto 1’albero vascolare tipico della CAV mentre ¢
efficace nel rilevare stenosi focali a livello delle arterie epicardiche; queste sono perd un reperto
tardivo e si associano ad una cattiva prognosi, per imminente compromissione funzionale

dell’organo®.
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Infine bisogna ricordare che essa, pur essendo un esame che si associa ad una bassissima mortalita,
non & una procedura priva di complicanze anche gravi e di rischi per il paziente; nella
somministrazione del mezzo di contrasto, inoltre, € importante tener conto del deterioramento della

funzione renale, che spesso caratterizza i pazienti cardiotrapiantati.

Sono state sviluppate metodiche combinate tra angiografia e Doppler intracoronarico (Doppler Flow
Wire) che permettono la misurazione della riserva di flusso coronarico (Coronary Flow Reserve,
CFR); una diminuzione della CFR ¢ indice di una lesione a livello delle arterie epicardiche o del
microcircolo ed & un marcatore precoce di CAV*. La CFR, grazie alla tecnica della

|.95

termodiluizione descritta da De Bruyne et al.™, puo essere misurata insieme alla riserva di flusso

frazionale (Fractional Flow Reserve, FFR) con I’utilizzo di un solo cavo guida (single coronary
pressure wire)'™®; la misurazione simultanea di questi due parametri fornisce informazioni
aggiuntive sullo stato funzionale del circolo coronarico e permette di differenziare la sede della
patologia coronarica, tra epicardica e microcircolatoria®. E stato osservato, inoltre, grazie a studi su

modelli animali, che la CFR misurata con quest’ultima tecnica risulta piu rappresentativa

dell’effettivo flusso coronarico rispetto a quella misurata con il Doppler®”.

Lo sviluppo di una disfunzione endoteliale ¢ rilevabile attraverso I’infusione intracoronarica di
acetilcolina, precede lo sviluppo di una coronaropatia angiograficamente visibile ed & un fattore

predittivo indipendente di eventi cardiovascolari acuti®®.

L’ultrasonografia intravascolare (Intravascular ultrasound, IVUS) ¢ una metodica che permette lo
studio in vivo dell’anatomia e della fisiologia dell’albero coronarico e fornisce informazioni non
solo sul diametro del vaso, ma anche sulla morfologia della parete vascolare. E stato osservato come
le prime alterazioni a carico del circolo coronarico compaiano precocemente nel primo anno post-
trapianto; tuttavia, mentre un inspessimento intimale e riscontrabile gia nelle prime fasi, il lume dei
vasi rimane inizialmente invariato o solo lievemente diminuito. Questo rende ragione del fatto che
I’IVUS sia piu sensibile dell’angiografia coronarica (che rileva solo restringimenti luminali) per la
diagnosi di CAV, soprattutto agli stadi iniziali. La sensibilita diagnostica dell’IVUS varia in base al
numero di vasi indagati: nello studio di Kapadia et al.*® a seconda che si fossero visualizzati uno,
due o tre vasi la prevalenza di lesioni coronariche era rispettivamente del 27%, 41% e 58% ad un
anno dal trapianto e del 39%, 55% e 74% a tre anni. Si pué comungue notare come in ogni caso
essa sia maggiore di quella evidenziata della coronarografia, che a tre anni rileva una prevalenza di
CAV del 20%™. Numerosi studi hanno dimostrato come il riscontro tramite IVUS di un

inspessimento intimale precoce > 0,5 mm (Maximal Intimal Thickness, MIT) nel primo anno post-
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trapianto rappresenti un importante fattore predittivo per I’insorgenza di CAV angiograficamente
visibile nei 5 anni successivi e correli con un aumento di morbilita e mortalita nei pazienti
cardiotrapiantati. La presenza di questa CAV “rapidamente progressiva” si associa infatti ad un
aumentato rischio di morte ed eventi cardiovascolari maggiori’®®. Tuttavia, se da una parte & piu
sensibile dell’angiografia coronarica, dall’altra questa metodica risulta essere piu costosa, non
sempre disponibile, non utilizzabile in pazienti pediatrici e piu invasiva (maggior incidenza di
dissezioni e spasmi coronarici). Altri svantaggi sono il numero limitato di vasi visualizzabili
(consente di esaminare solo la parte prossimale dell’albero coronarico, non il microcircolo),
I’operatore-dipendenza e la mancanza di una standardizzazione delle scale d’interpretazione dei
dati. Inoltre I’utilizzo di IVUS in una singola coronaria, che costituisce 1’utilizzo piu frequente e
validato di questa tecnica, presuppone che la CAV sia uniforme in tutto il circolo coronarico;
I’eterogeneita di questo processo patologico ¢ invece stata descritta come un’eventualita piuttosto
frequente'®. Ad oggi I'IVUS costituisce un’importante metodica a livello sperimentale, mentre

Iutilizzo clinico rimane per il momento limitato'®.

Tecniche diagnostiche non invasive

Il riscontro di alterazioni della cinetica parietale all’ecocardiografia da stress con dobutamina (Eco-
DSE) rappresenta un fattore predittivo per eventi cardiovascolari maggiori, indipendentemente dai
reperti angiografici; questa osservazione suggerisce che questa tecnica possa individuare alterazioni
non solo a livello dei vasi epicardici, ma anche del microcircolo®. La dobutamina & un agonista
noradrenergico al specifico e B non specifico, con effetti dose-dipendenti. A basse dosi si osserva
infatti un aumento della contrattilita, determinato dall’effetto inotropo positivo, mentre a dosi
maggiori compare tachicardia per ’azione cronotropa positiva. Si osserva inoltre un progressivo
incremento dello stress e della tensione parietali e del consumo di ossigeno; queste modificazioni
avvengono fisiologicamente durante 1’esercizio fisico, ma vengono anche riprodotte dalla
dobutamina, piu fedelmente rispetto al dipiridamolo. L’aumento della contrattilita del ventricolo
sinistro, della frequenza cardiaca e dello stress di parete, provocati dall’infusione di dobutamina,
inducono un’ischemia miocardica nei pazienti affetti da coronaropatia che si traduce in anomalie
della cinetica di parete. Secondo uno studio del 1995, la sensibilita e la specificita dell’Eco-DSE nel
diagnosticare una CAV sono rispettivamente del 86% e 91%; anche in presenza di malattia

giudicata non significativa all’angiografia, la sensibilita resta pressoché invariata™®*,

In uno studio del 1999, Spes e collaboratori®> hanno valutato il valore diagnostico e prognostico

dell’Eco-DSE e comparato questa metodica con I’angiografia coronarica e I’'IVUS; in questo lavoro
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la sensibilita dell’Eco-DSE risultava essere del 72%. Dei pazienti con ecostress anormale, il 90%
aveva un IVUS suggestivo di CAV ma solo il 50% presentava alterazioni angiografiche; si
osservava ancora una volta la scarsa sensibilita della coronarografia nella diagnosi di CAV.
Secondo questo studio un’Eco-DSE normale sarebbe in grado di predire una storia clinica priva di
eventi significativi da un punto di vista cardiaco; gli stessi Autori, in un’altra pubblicazione, hanno
constato tuttavia come non vi fosse correlazione tra il reperto Eco-DSE e la CFR valutata al

Doppler intracoronarico .

In uno studio prospettico terminato nel 2004 ¢ stata dimostrata una buona sensibilita dell’Eco-DSE
nel predire 1’insorgenza di eventi cardiovascolari e suggerito il suo utilizzo come metodo
diagnostico di screening per 1’insorgenza di CAV, riservando le metodiche invasive ai pazienti che
presentano un Eco-DSE alterato'®. Tuttavia la notevole operatore-dipendenza di questa tecnica e la
possibilita che le anomalie della cinetica parietale possano essere dovute a fattori diversi dalla CAV,
rappresentano dei limiti ad un utilizzo di routine di questa tecnica per lo screening e il monitoraggio

della vasculopatia del graft cardiaco.

L’Eco-Dipiridamolo consiste nella valutazione delle alterazioni della cinetica parietale cardiaca a
riposo e dopo infusione di dipiridamolo ad alte dosi. E stata dimostrata una correlazione tra queste
alterazioni ed eventi cardiovascolari'®’; la reversibilita di anomalie della cinetica con I’infusione di
dipiridamolo indicherebbe una prognosi favorevole®. Nonostante questa metodica abbia un potere
predittivo superiore a quello dell’angiografia coronarica, 1’elevata operatore-dipendenza che la

caratterizza ne limita ’affidabilita cosi come gia visto per I’Eco-DSE.

Per quanto riguarda la Tomografia Computerizzata ad emissione di singolo fotone, I’evidenza finora
raccolta suggerisce come la SPECT sarebbe in grado di predire la CAV e le complicanze maggiori

109 & costituirebbe un importante fattore predittivo della sopravvivenza a 5 anni**.

ad essa correlate
Uno studio condotto nel 2000 ha utilizzato la SPECT come metodica di screening annuale per la
diagnosi di CAV, confrontando i reperti angiografici di 58 pazienti con i reperti ottenuti alla
SPECT; ha osservato una buona correlazione tra una SPECT negativa e D’assenza di CAV
angiograficamente rilevante. Dato il suo elevato valore predittivo negativo, si suggeriva quindi
I’utilizzo di questa metodica come indagine di primo livello, con un risparmio del ricorso
all’angiografia nel 92% dei casi*'*. Tuttavia tutti gli studi sopra riportati hanno coinvolto un numero
troppo esiguo di pazienti e non hanno seguito un protocollo uniforme tra i vari centri; questi limiti
non permettono al momento di proporre la SPECT in sostituzione alle metodiche standard

attualmente in uso.
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La Tomografia Assiale Computerizzata (TC), e in particolare la 64-slice Multidetector CT (MDCT),
fornisce immagini di ottima qualita ed ¢ in grado di rilevare la presenza di CAV con una sensibilita
superiore a quella dell’angiografia coronarica’*?. La qualita delle immagini risulta tuttavia ridotta in
presenza di un’eventuale obesita del paziente e di un’elevata frequenza cardiaca, anche se in
trattamento con B-bloccanti; inoltre si ha una scarsa visualizzazione dei vasi coronarici distali
obliterati. Oltre ai limiti appena elencati, gli altri fattori che ne limitano 1’utilizzo di routine nel
post-trapianto sono la dose cumulativa di radiazioni, molto piu elevata rispetto a quella
dell’angiografia, e la necessita di somministrare mezzo di contrasto in pazienti che spesso

presentano una funzionalita renale compromessa.

Un recente studio ha validato la Risonanza Magnetica (RM) con gadolinio come metodica per la
diagnosi di CAV, tramite la valutazione della riserva di perfusione miocardica (Myocardial
Perfusion Reserve, MPR) e del rapporto di perfusione miocardica (inteso come il rapporto tra flusso
endocardico ed epicardio, Endo/Epi ratio) a riposo e dopo infusione endovenosa di adenosina™>. Un

valore di MPR>2,3 ha permesso

di escludere la presenza di CAV con una sensibilita e una specificita rispettivamente del 100% e
dell’85%. Nonostante i risultati siano promettenti, ¢ necessaria una validazione di questi dati su
popolazioni numericamente maggiori ¢ un’attenta valutazione del costo-beneficio dell’uso della

risonanza magnetica.
LA RISERVA DI FLUSSO COROARICO (CFR)

Lo stato funzionale del circolo coronarico puo essere clinicamente valutato andando a misurare la
riserva di flusso coronarico (CFR), definita come il rapporto tra la velocita del flusso diastolico
iperemico massimale e quello diastolico basale. Il valore della CFR rappresenta quindi la capacita di
entrambe le componenti dell’albero vascolare coronarico, ossia la resistenza vascolare a livello
epicardio e quella a livello microvascolare, di rispondere ad uno stimolo iperemizzante per ottenere
un flusso coronarico massimale. In soggetti non cardiotrapiantati il valore di CFR € normalmente
superiore a 2,5. Si assiste ad una diminuzione dei valori di CFR quando questi soggetti presentano
stenosi a livello delle arterie epicardiche o condizioni, come I’ipertensione arteriosa o il diabete
mellito, che possono portare allo sviluppo di una disfunzione del microcircolo coronarico. In
assenza di stenosi epicardiche, e stato dimostrato come il valore di CRF rappresenti un valido

marker di funzionalita del microcircolo*

. Grazie all’uso della biopsia endomiocardica, alcuni studi
hanno confrontato le modificazioni istologiche presenti nella microangiopatia coronarica con la

riduzione della CFR e hanno documentato una correlazione tra le alterazioni morfologiche e quelle
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emodinamiche'*>®, Nel

caso dei pazienti cardiotrapiantati affetti da CAV, la CFR é in grado di
riconoscere questa temibile complicanza ad uno stadio piu precoce rispetto alla coronarografia, cioé
quando si ha una patologia manifesta a livello del microcircolo ma vasi epicardici
angiograficamente indenni. In uno studio pubblicato nel 2006, un valore di CFR<2,7
all’ecocontrastografia transtoracica (individuato come ottimale all’analisi della curva di Roc)
possedeva una sensibilita e una specificita rispettivamente dell’82% e dell’87% nell’identificare i
pazienti che presentavano una CAV, con un’accuratezza diagnostica dell’85%"". Inoltre un ridotto
valore di CFR in questi pazienti rappresenta un importante fattore prognostico per lo sviluppo di

una disfunzione ventricolare sinistra®®

e costituisce il principale fattore predittivo indipendente per
il presentarsi di eventi cardiovascolari maggiori, quali morte improvvisa, scompenso cardiaco che
richiede trattamento in regime ospedaliero, infarto miocardico e necessita di un intervento di

rivascolarizzazione percutanea®®.

La determinazione di questo parametro pud quindi essere molto importante ai fini
dell’inquadramento prognostico di questi pazienti, ma affinché cio sia possibile su larga scala ¢

necessario ’utilizzo di una metodica semplice e non invasiva.

E possibile ottenere una misurazione strumentale della CFR attraverso metodiche invasive, quali il
Doppler intracoronarico (nell’ambito di un esame angiografico), metodiche semi-invasive, quali
I’ecocardiografia transesofagea, o metodiche non invasive, quali I’ecocontrastografia transtoracica
(CE-TTE), il test ergometrico, la risonanza magnetica (RMN) e la tomografia ad emissione di
positroni (PET)***#, Gli stimoli farmacologici piti comunemente utilizzati per indurre iperemia del
circolo coronarico sono il dipiridamolo e 1’adenosina. L’utilizzo del dipiridamolo prevede una
somministrazione in due tempi; ad una prima dose di 0,56mg/kg in 4 minuti segue un intervallo
libero ed un’ ulteriore dose di 0,28mg/kg in 2 minuti. Il farmaco piu utilizzato ¢ I’adenosina, che
pud essere somministrata sia per infusione endovenosa (0,14mg/kg/min per 5 minuti) che per

infusione intracoronarica.

Nel nostro studio la misurazione della CFR ¢ stata valutata con 1’ecografia transtoracica (TTE) a
livello della porzione distale della coronaria discendente anteriore (DA). Questa metodica,

introdotta e validata da Caiati et al nel 1999'%2*%

, permette la misurazione della CFR in modo non
invasivo anche a livello della coronaria destra e dell’arteria circonflessa, ma con una minore

probabilita di riuscita (50-87% e 43-72% rispettivamente).
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SCOPO DELLA TESI

Viste le premesse presentate verranno analizzate patologie a carattere inflammatorie ed endocrino a
noto rischio cardiovascolare, ma di cui non si conoscono bene i meccanismi pato-fisiologici alla

base.

Questo lavoro ha pertanto, da un lato, lo scopo di valutare la presenza di disfunzione
microvascolare coronarica mediante lo studio della riserva di flusso coronarico effettuato con
Doppler transtoracico con infusione di Adenosina, in patologie infiammatorie ed endocrine e se

questa possa spiegare la fisiopatologia di tali disturbi,

Dall’altro vuole analizzare, all’interno del trapianto cardiaco, la cui complicanza maggiore ¢ la

vasculopatia cardiaca del graft,:

¢ se la disfunzione microcircolatoria preceda la comparsa di stenosi epicardiche e se questo
processo sia I’evoluzione del precedente.

e se una CFR < 2.5, indice di una disfunzione microcircolatoria, ¢ un fattore predittivo
indipendente per
I’insorgenza di CAV in pazienti con coronarie angiograficamente sane.

e la correlazione anatomo-clinica tra il dato funzionale della riserva di flusso coronarica (CFR) e

il substrato patologico micro vascolare
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DISFUNZIONE MICROVASCOLARE CORONARICA
NELLA PATOLOGIE ENDOCRINE

Studi clinici
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LA DISFUNZIONE MICROVASCOLARE CORONARICA INDOTTA DA
IPERPARATIROIDISMO PRIMARIO VIENE RIPRISTINATA DOPO
PARAIDECTOMIA

INTRODUZIONE

Il paratormone regola I’omeostasi del calcio, dei fosfati e della vitamina D e gioca un ruolo cruciale
nel metabolismo minerale e nel turnover osseo. L’iperparatiroidismo primario non trattato ¢
caratterizzato da un cronico elevato livello di paratormone e da conseguente ipercalcemia con
alterazioni a livello osseo e renale. Inoltre € associato ad un incremento della mortalita e della
morbilita cardiovascolare'®. E’ stato dimostrato che nell’iperparatiroidismo primitivo (IPP)

sintomatico la paratiroidectomia ¢ in grado di ridurre la mortalita cardiovascolare'®®

. D’altra parte ¢
anche vero che al giorno d’oggi vi € un numero nettamente inferiore di casi in cui ¢ manifesta una
condizione clinica associata all’iperparatiroidismo clinico con severa ipercalcemia, calcoli renali,
coinvolgimento neuromuscolare, mentre sono aumentati i casi di iperparatiroidismo diagnosticato in

fase asintomatica, perlopitl occasionalmente durante esami biochimici di routine'*°,

| dati in letteratura circa il coinvolgimento cardiovascolare nei pazienti asintomatici con IPP sono
scarsi, € non € ben chiaro se possa essere I’ipercalcemia o 1’iperparatiroidismo ad aumentare il
rischio cardiovascolare gia dalle prime fasi*®***. Un recente studio effettuato su 958 soggetti ha
mostrato come un lieve aumento del paratormone circolante sia un predittore di mortalita
cardiovascolare'?. Tuttavia non vi & evidenza che la riduzione dei livelli di paratormone possa

112

ridurre il rischio cardiovascolare . Inoltre € ancora controverso quale sia il timing ottimale per

I’iperparatiroidectomia tale da ridurre il rischio cardiovascolare™'?,

Tradizionalmente I’aumento del rischio cardiovascolare nei pazienti affetti da IPP ¢ stato associato
all’aumento dell’incidenza dei fattori di rischio cardiovascolari quali diabete, dislipidemia,
ipertensione®. Tuttavia recenti studi hanno mostrato che il paratormone agisce a livello vasale
interagendo con specifici recettori presenti a livello dell’endotelio e delle cellule muscolari

IiscellS,llG

e che potrebbero essere queste alterazioni strutturali e funzionali cardiovascolari pth-
mediate ad essere responsabili dell’aumento delle ospedalizzazioni per problemi cardiovascolari''’.
Inoltre la reversibile disfunzione vascolare dopo paraidectomia supporta ulteriormente la tesi di uno

specifico ruolo del paratormone nella patogenesi dei disturbi cardiovascolari IPP-associatit!®1%1!,
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SCOPO DELLO STUDIO

Lo scopo di questo studio ¢ stato quello di valutare 1’influenza del paratormone nella funzione
microvascolare coronarica, stimata attraverso lo studio della riserva coronarica con doppler
transtoracico, in soggetti sani e in pazienti con un asintomatico phpt e senza evidenza di stenosi

epicardiche significative (valutate attraverso tac coronarica multislides).

MATERIALI E METODI

POPOLAZIONE STUDIATA

Nel nostro studio abbiamo controllato 100 pazienti affetti da iperparatiroidismo primitivo, perlopiu
dovuto a singolo adenoma PTH secernente (80 donne, con eta di 58 + 12 anni). Sono stati esclusi i
pazienti con storia di patologie cardiopolmonari, renali o epatiche, nonché con storia di infezioni in

atto. | dati demografici, ecocardiografici e laboratoristici sono evidenziati nella tabella I.

Il gruppo di controllo era costituito da 50 soggetti sani abbinati in maniera omogenea con il gruppo
di studio in esame. Nessun paziente presentava una coronaropatia all’entrata nello studio. Tutti i
soggetti del gruppo di controllo erano asintomatici e non presentavano alcuna storia di patologie
cardiovascolari. Criteri di esclusione per tutti i soggetti sono stati: anomalie vascolari cerebrali,
stenosi carotidee o periferiche, anomalie del ritmo, storia di angina o infarto miocardico, utilizzo di
farmaci vasodilatatori, alcolismo. Tutti i partecipanti allo studio presentavano un ECG normale a
riposo e durante iperemia indotta da adenosina. L’assenza di CAD ¢ stata valutata dalla storia
clinica, dall’esame obiettivo e dall’ECG. Lo studio ¢ stato approvato dal comitato etico e tutti i

pazienti hanno firmato il consenso informato.

Tabella | Caratteristiche della popolazione studiata
Controlli IPP P
(n=50) (n=100)
eta 59+12 58 +12 0.6
sesso maschile, n (%) 10 (20) 20 (20) 0.8
PTH, pmol/L 2 (0.8-2.4) 20 (15-29) <0.0001
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calcemia, mmol/L

Cardiovascular risk factors

Fumo attivo, n (%)
Ipertensione, n (%)
Diabete, n (%)
Obesita, n (%)

Dislipidemia, n (%)

Caratteristiche ecocardiografiche

IVSd, mm
PWTd, mm
LVIDd, mm
LVIDs, MM
LV mass, ¢

LV mass index, g/m2
WT relativa

FE %

Onda E, cm/sec
Onda A, cm/sec
E/A

DT, ms

IVRT, ms

E/E' del setto

23 £0.1

6 (12)
22(44)
5(10)
8(16)

11(22)

9.0+2.2
8.4+14
53 +4.9
32.6+6.4
170 £53
102 +26
0.32 £0.05
65 +4
80.1+14.1
60.2 £10.2
1.32 +0.21
192 +15
70 5

7.41£1.42

295 £0.1

12 (12)
45(45)
10(10)
12(12)

23(23)

8.4+15
8.1+1.4
51.6+5.9
32.4+7
158+49
100+26
0.32+0.09
66+3
78.1+12.2
59.1+14.1
1.35+0.42
197+17
73+4

7.61+£1.71

<0.0001
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E/E' parete laterale 6.51 +1.34 6.38+1.72 0.5

Grado di disfunzione diastolica, n(%) 0.8
Nessuna 23(46) 43(43)

Disfunzione diastolica lieve, n(%) 20(40) 43(43)

Disfunzione diastolico moderata, n(%) 7(14) 13(13)

Disfunzione diastolica severa, n(%) 0(0) 1(2)

STUDIO DELLA RISERVA DI FLUSSO CORONARICO

Le immagini sono state ottenute con un trasduttore di 7 MHz. Posto il volume campione a livello
della porzione distale della discendente anteriore con Doppler pulsato e stata valutata la velocita di
flusso in condizioni basali e dopo infusione di adenosina. Il protocollo prevedeva un’infusione di
140 ug/Kg/min per circa 3 minuti. La CFR é stata stimata dal rapporto tra la velocita di picco
durante iperemia e la velocita di picco in condizioni basali'®®>. Un valore di CFR < di 2.5 stato
considerato patologico. E’ stata misurata la variabilita intraosservatore e tra osservatori , che &

risultata rispettivamente del 4.3% e 5.8%.

| pazienti che presentavano una CFR patologica sono stati sottoposti ad Angiotc coronarica al fine

di escludere eventuali stenosi epicardiche.
RISULTATI

Caratteristiche cliniche e valutazione CFR

Le caratteristiche dei pazienti sono presentate nella tabella I. La CFR & piu bassa nei pazienti con
iperparatirodismo rispetto al gruppo controllo (3.0 + 0.8 contro 3.8 + 0.7; p <0.0001). La prevalenza
di CFR < 2.5 e piu alta rispetto al gruppo di controllo (27% contro 4 ; odds ratio, 8.9; p=0.0008). In
otto pazienti con iperparatiroidismo vi era una riduzione severa della CFR (CFR<2) mentre non era
presente in nessun paziente del gruppo controllo. Lo studio della CFR é stato sempre tollerato.
Durante ’infusione di adenosina, rispetto alle condizioni a riposo, in tutti i pazienti sono stati
registrati un aumento della frequenza cardiaca e una diminuzione della pressione cardiaca, cosi

come non sono stati rilevati significativi cambiamenti ecografici o anomalie della cinetica
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ventricolare. Quattordici pazienti erano in trattamento con statine, 10 con aspirina, 2 con nitrati, 14

con aceinibitori, 8 con calcioantagonisti e 18 con betabloccanti.
Parametri emodinamici

La frequenza cardiaca a riposo e durante infusione di adenosina é stata piu alta in pazienti con CFR
patologica (80 = 13 contro 72 + 11 bpm, P=0.005; e 100 + 16 contro 92 + 15 bpm, P= 0.04,
rispettivamente). Nei pazienti con CFR patologica la pressione sistolica a riposo e piu alta (138 + 17
contro 130 + 16; P= 0.03). La velocita di flusso diastolico basale & piu alta in pazienti con CFR
patologica (26 + 9 contro 22+4 cm/sec; P<0.002). La velocita di flusso diastolico durante iperemia e
la CFR sono significativamente piu basse nei pazienti con CFR patologica rispetto a quelli con CFR

normale (57+15 contro 74+16 cm/sec, P<0.002 e 2.0+0.4 contro 3.4+0.6, p<0.0001).
Caratteristiche dei pazienti con disfunzione microvascolare coronarica

Le caratteristiche cliniche dei pazienti con CFR normale e di quelli con CFR patologica sono
riportate nella tabella II. 1 livelli di PTH piu alti nei pazienti con CFR patologica (Figura I). |
pazienti con disfunzione microvascolare coronarica erano piu vecchi e avevano una maggiore
prevalenza di ipertensione. La disfunzione diastolica e i livelli plasmatici di calcio erano
confrontabili nei due gruppi cosi come i parametri ecocardiografici. Non vi erano differenze
terapeutiche nei due gruppi. |1 26 pazienti con CFR patologica non avevano stenosi epicardiche

all’angioTC. Solo un paziente aveva una lieve stenosi (<50%) sulla coronaria destra.
Tabella 11: Confronto tra pazienti con disfunzione microvascolare e pazienti con

riserva di flusso coronarico normale.

CFR<2.5 CFR>2.5 P
(n=27) (n=73)
Eta 63112 5712 0.03
sesso maschile, n (%) 5(18) 15(20) 0.8
tempo dalla diagnosi 8(4-25) 8(4-21) 0.7
PTH, pmol/L 26.4(16-37) 18(13-25) <0.007
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calcemia, mmol/L
Cardiovascular risk factors

Fumo attivo, n (%)

Ipertensione, n (%)

Diabete, n (%)

Obesita, n (%)

Dislipidemia, n (%)
Caratteristiche ecocardiografiche

IVSd, mm

PWTd, mm

LVIDd, mm

LVIDs, MM

LV mass, ¢

LV mass index, g/m2

WT relativa

FE %

Onda E, cm/sec

Onda A, cm/sec

E/A

DT, ms

IVRT, ms

E/E' del setto

2.9+0.1

3(11)
17 (63)
3(11)
4(15)

9(33)

8.6+2
8.3+1.3
52+4.1
33.4+6
160+51
100+22
0.32+0.04
63+2
77.2+13.1
62.1+10.1
1.32+0.21
199+13
7245

7.81+1.32

2.8+0.3

9(12)
28(38)
7(9.5)
8(11)

14(19)

8.3+1.2
8.1+1.1
51+5
31.3+5
156+47
99+19
0.31+0.07
65+5
79.1+11.2
58.1+11.1
1.37+0.32
19516
75%5

7.53+£1.61
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E/E' parete laterale 6.41+1.21 6.39+1.51 0.4

Grado di disfunzione diastolica, n(%) 0.8
Nessuna 12(44) 31(42)
Disfunzione diastolica lieve, n(%) 12(44) 31(42)
Disfunzione diastolico moderata, n(%) 3(12) 10(14)
Disfunzione diastolica severa, n(%) 0 1(2)
Figural: Box Plot del PTH in pazienti con CFR normale e patologica
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Fattori associati a CFR

In un’analisi di regressione lineare aggiustata il PTH (P=0.004), I’eta (P=0.01), la frequenza
cardiaca (P=0.007) e la pressione sistolica (P=0.02) erano associati alla CFR. In un’analisi
multivariata, solo il paratormone (P=0.01), I’eta (P=0.04) ¢ la frequenza cardiaca (P=0.006) sono
indipendentemente correlati con il PTH (tabella 3). Solo il PTH era indipendentemente correlato

con la velocita diastolica di picco durante adenosina (P=0.01). Esclusi dall’analisi I’ipertensione e il
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diabete, il PTH (P=0.01), I’eta (P=0.02), e la frequenza cardiaca (P=0.01) rimanevano gli unici
fattori corre alla CFR.

Tabella I11. Analisi multivariata tra CFR (variabile dipendente) e fattori di rischio o

condizioni cliniche (variabile indipendente)

Analisi
Multivariata
Analisi, P B P
Eta 0.01 —0.232 0.04
Sesso maschile, n (%) 0.5 -0.127 0.2
Tempo dalla diagnosi 0.8 0.046 0.6
PTH 0.004 —0.242 0.01
Calcemia 0.2 0.034 0.7
Fumo 0.1 -0.174 0.07
Ipertensione 0.09 —0.049 0.6
Diabete mellito 0.6 0.167 0.1
Obesita 0.4 0.02 0.8
Dislipidemia 0.1 —-0.126 0.2
Frequenza cardiaca 0.007 —-0.265 0.006
Pressione sistolica 0.02 —0.052 0.6
EF 0.3 —0.078 04
Disfunzione diastolica 0.7 0.077 0.4
Tabella IV Fattori indipendentemente associati con la riduzione di riserva di flusso

coronarico
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OR 95% ic p

Modello 1: ottenuto dalla regressione a step (C statistica=0.79;

R2=0.31)
PTH 3.03 156-59 0.01
Frequenza cardiaca basale 1.08 1.02-1.13 0.02

Modello 2: ottenuto senza frequenza cardiaca basale
(Cstatistica=0.75; R2=0.28)

PTH 271 150-519 0.03

Modello 3: ottenuto includendo anche le variabili

marginalmente statistiche (C statistica=0-80; R2=0.34)
PTH 3.01 1.51-6.04 0.01
Frequenza cardiaca basale 1.08 1.02-1.14 0.02

Modello 4: ottenuto forzando altre variabili (C statistica=0.81;

R2=0.37)
PTH 3.00 151-590 0.01
Frequenza cardiaca basale 1.08 1.02-1.15 0.03

Fattori associati ad una disfunzione microvascolare coronarica

In un’analisi di regressione logistica erano significativi il paratormone (P<0.01), I’eta (P<0.03), la
storia di ipertensione (P=0.03), la pressione sistolica (P.0.03), la frequenza cardiaca (P<0.004), la
storia di dislipidemia (P=0.08) e la disfunzione diastolica (P=0.06). | fattori che indipendentemente

sono associati ad una CFR patologica sono riassunti in Tabella IV.

Utilizzando un modello di regressione a step, aggiustato per differenze di base, si osserva che i
fattori che indipendentemente sono associati con una CFR patologica sono il PTH (odds ratio 3.03;
IC 95%,1.56-5.9; P=0.01) e la frequenza cardiaca (odds ratio, 1.08, IC 95%, 1.02-1.13, P=0.02;

Table IV). Per escludere I’effetto modulatore di altre variabili noi abbiamo anche aggiunto variabili
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marginalmente significative in un’analisi di regressione logistica aggiustata (Modello 3). Quando
altre caratteristiche (sesso, tempo dalla diagnosi, fumo attivo, storia di diabete mellito, uso di statine
0 nitrati) sono a forza inserite nel modello il paratormone e la frequenza cardiaca rimangono

associati con la CFR patologica (P=0.01 e P=0.03 rispettivamente).
CFR dopo paraidectomia

Tutti 1 27 pazienti con una CFR patologica prima dell’intervento hanno una completa
normalizzazione dei valori di CFR (CFR, 2.1 £0.5 contro 3.3 +0.7; P<0.0001) effettuata/valutata
dopo 6 mesi dalla paraidectomia (Figura II). Dopo I’intervento, inoltre, risultano ridotti il
paratormone e i livelli di calcemia nel sangue (26.4 pmol/L contro 5.7 pmol/L; P<0.0001 per il

paratormone e 2.940.1 contro 2.1+0.1 mmol/L, P<0.001 per il calcio).

Figurall CFR prima e dopo paraidectomia

5
p<0.0001

CFR

E—l

T
pre-parathyroidectomy post-parathyrodectomy

DISCUSSIONE

Il nostro studio dimostra che pazienti affetti da un iperparatiroidismo primitivo di recente
insorgenza, per lo pit ancora asintomatico, presentano una disfunzione microvascolare coronarica
in assenza di coronaropatia all’angioTC , che, dopo breve tempo dalla paraidectomia, si osserva una
completa normalizzazione di tale disfunzione, suggerendo/sottolineando in tal modo un ruolo del

paratormone nella patofisiologia del danno cardiovascolare.
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Aumentati livelli di paratormone, sia essi responsabili di un iperparatiroidismo primitivo che

114,124

secondario , sono stati associati ad un’alta mortalitd ¢ morbilita per cause cardiovascolari'®.

Pazienti con iperparatiroidismo primitivo o secondario hanno un aumentato rischio cardiovascolare
che permane anche dopo I’iperparatiroidectomia e ci0 implica la presenza di un danno

199 " che storicamente era attribuito ad una tossicita simil uremica da

cardiovascolare irreversibile
parte di costanti livelli paratormone uniti alla presenza di multipli fattori di rischio
cardiovascolari’®*?*, Ai nostri giorni, nei paesi occidentali I’iperparatiroidismo viene diagnosticato
in una fase precoce quando le complicazioni a livello osseo, renale e cardiovascolare non si sono
ancora del tutto sviluppate. Tuttavia la letteratura ci insegna che anche lievi aumenti del
paratormone al di sopra dei livelli fisiologici sono associati ad un alta incidenza di eventi

112

cardiovascolari in pazienti senza alterazioni del metabolismo minerale osseo™. Inoltre, sia in

pazienti che hanno eseguito una coronarografia che in pazienti con una CAD stabile (con un follow-

up di 8 anni )

i livelli di paratormone sono stati associati ad un aumentata mortalita
cardiovascolare e in pazienti con CAD stabile ad un aumento dell’incidenza per secondi eventi

cardiovascolari‘®,

Come conseguenza a cid sopra detto 1’ipotesi di una specifica azione del paratormone sull’apparato

cardiovascolare si & evoluta nel tempo ed e stata supportata da sempre piu numerosi

108,112,114,129

lavori . Interessante sono anche tanti lavori che mostrato come il paratormone, in diversi

tessuti, possa avere un effetto ionoforetico, causando un sovraccarico di calcio

125,129,133

intracellulare e una compromissione delle difese antiossidanti cellulari, con conseguente

danno cellulare e morte®*

. In particolar modo 1’accumulo intracellulare di calcio pth-mediato
associato all’induzione di un eccessivo stress ossidativo sui mitocondri dei cardiomiociti ¢ stato
associato a morte cellulare e successiva riparazione fibrosa del tessuto miocardico. A lungo termine,
la progressiva perdita del parenchima e il processo riparativo fibrosi che si innescano
compromettono la funzione cardiaca, causando scompenso cardiaco. Inoltre 1’eccesso di calcio

stato associato anche ad un rimodellamento elettrico con maggiore incidenza di aritmie*°.

La complessita delle funzioni del paratormone e ulteriormente evidenziata dalla presenza di un link
bidirezionale tra il paratormone e il sistema renina-angiotensina-aldosternone, che potrebbe essere

rilevante nella regolazione del metabolismo del calcio e nella patogenesi del danno

129,134

cardiovascolare In particolar modo il paratormone pud stimolare la secrezione

dell’aldosterone da parte delle surrenali, noto mediatore nella patogenesi del danno cardiovascolre e

36 134

nell’aterosclerosi™®®, sia direttamente che indirettamente modulando la produzione

dell’angiotensina II.
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D’altronde nell’iperaldosteronismo primitivo o secondario la presenza di ipocalcemia e
ipomagnesia, dovuta principalmente ad una minore escrezione dei cationi, causa iperparatiroidismo
secondario. La surrenectomia e il blocco dei recettori per i mineralcorticoidi normalizzano livelli

127 Interessante & uno studio che mostra

di paratormone nei pazienti con aldosteronismo primitivo
come, in corso di aldosteronismo secondario con iniziale iperparatiroidismo, 1’eccesso di calcio
intracellulare pth-mediato e lo stress ossidativo promuovano un fenotipo infiammatorio nelle cellule
immunitarie infiltranti le coronarie, suggerendo come 1’eccesso di calcio pth mediato e lo stress
ossidativo giochino un ruolo nel rimodellamento cardiovascolare, mediato dall’aldosterone™’. in
aggiunta a quanto detto nell’iperparatiroidismo primitivo i livelli di aldosterone sono elevati e

correlano positivamente con i valori di paratormone®.

Per quanto riguarda gli effetti che il paratormone ha sui vasi, i dati in letteratura sono controversi.
Da numerosi studi analizzati sembra che a breve termine vi sia un effetto vasodilatatore da parte del

115,139

paratormone , mentre un suo cronico aumento si accompagni ad un’eccessiva reazione

ossidativa, che contribuisce alla contrazione delle cellule muscolari lisce!®, e ad un danno delle

118,119 141,142

proprieta vasoprotettive dell’endotelio , che sinergicamente promuovono I’aterosclerosi
Su questa linea Virdis e co mostra come nell’iperparatiroidismo primitivo la ridotta biodisponibilita

di ossido nitrico si associ con disfunzione endoteliale reversibile dopo paraidectomia®®®.

Sebbene 1 meccanismi molecolari che regolano la funzione coronarica nell’iperparatiroidismo non
siano ancora del tutto conosciuti, ¢ concepibile che sia I’eccesso di calcio a giocare un ruolo
importante a livello del microcircolo coronarico e che sia proprio 1’eccesso di calcio pth mediato a
livello delle cellule endoteliali coronariche responsabile dell’induzione dello stress ossidativo,
conosciuto per diminuire la biodisponibilita dell’ossido nitrico, potente vasodilatatore e

antiaterosclerotizzante*®,

In questo modo sarebbe la ridotta biodisponibilita di ossido nitrico ad essere il maggiore
determinante di una compromissione della funzione microvascolare osservata nei nostri pazienti ed
il fattore che spiegherebbe 1’alto rischio cardiovascolare tipico dell’iperparatiroidismo. In

particolare il paratormone controllerebbe 1’attivita e I’espressione dell’ossido nitrico sintetasi**®.

Nell’iperparatiroidismo secondario ad insufficienza renale cronica vi era una riduzione dell’ossido
nitrico sintetasi della produzione di NO, biodisponibilita di NO che veniva ripristinata dopo

paraidectomia'®* .
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Nelle cellule endoteliali, il paratormone induce I’apertura dei canali del calcio ad opera
dell’attivazione della fosfochinasi**. Alcune isoforme di fosfochinasi sono conosciute per attivare
lo stress ossidativo e promuovere la produzione di radicali liberi con effetti dannosi sulla parete

vasale.

Dal punto di vista patofisiologico la riduzione di CFR puo risultare dalla combinazione di diversi
eventi, quali la compromissione della dilatazione, 1’aumento della risposta vasocostrittrice e il
rimodellamento strutturale della microcircolazione coronarica. Nell’iperparatiroidismo ¢ stato
riportato un  coinvolgimento vascolare sia endoteliodipendente che indipendente. Il flusso
coronarico basale era alto in pazienti con CFR ridotta rispetto a quelli con CFR normale , fatto
riconducibile ad una vasodilatazione basale che da sola potrebbe spiegare la riduzione della CFR.
Questo potrebbe essere riconducibile agli effetti vasodilatatori endotelio-indipendenti pth mediati

che avvengono nelle cellule muscolari lisce>***

. Interessante &, pero, notare come in alcuni
pazienti una riduzione della CFR é dovuta ad una riduzione di velocita di flusso coronarico durante
adenosina. Sebbene lo studio della CFR con adenosina non distingua tra alterazioni endotelio-

dipendenti e endotelio-indipendenti'>

, le alterazioni funzionali possono essere ricondotte ad un
danno precoce nel processo che porta alla microvasculopatia. Non si puo escludere la presenza di
anormali strutturali presenti nel microcircolo (calcificazioni o rimodellamenti arteriolari), ma la
normalizzazione della CFR dopo paraidectomia sembra escludere la presenza di danni irreversibili,

almeno nei nostri pazienti in cui I’iperparatiroidismo era lieve.

Una recente valutazione della perfusione miocardica condotta con tomografia ad emissione di fotoni
ha mostrato che la CFR ¢ significativamente ridotta nell’iperparatiroidismo senza presenza di CAD,

dipendendo questa dalla durata della malattia'*®

. Al contrario, nella nostra popolazione sono 1’eta, la
frequenza cardiaca e i livelli di PTH ad essere correlati indipendentemente con la CFR e non la
durata della malattia. Questa differenza sembra essere spiegata da una breve mediana del tempo di
durata della malattia che riflette una fase precoce nello sviluppo di anomalie cardiovascolari nel

PTPT. Tuttavia, poiché la relazione tra CFR e durata della malattia era stata descritta>

, nel nostro
studio abbiamo aggiustato il modello di analisi multivariata per la variabile tempo. Inoltre, mentre
nello studio di Marini non vi era nessuna data di follow up, nel nostro la valutazione della CFR con
una tecnica non invasiva, quale quella del doppler trans toracico, appare uno strumento semplice e
rapido per controllare nel tempo la disfunzione microvascolare. Infatti la valutazione della CFR ha
permesso di osservare un completo recupero della funzione micro vascolare coronarica dopo

paraidectomia.
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CONCLUSIONI

Dai nostri dati emerge che uno specifico ruolo del paratormone nella precoce disfunzione
microvascolare e che una paraidectomia precoce € in grado di riparare a tale disfunzione. Nel nostro
studio il paratormone é correlato indipendentemente da altri fattori di rischio cardiovascolari o da
altri determinanti del metabolismo minerale con la CFR. | nostri dati pertanto aiutano a spiegare
perche I’iperparatiroidsimo ¢ associato ad un incremento della mortalita cardiovascolare, nonostante

siano necessari in futuro altri studi riguardo ai meccanismi molecolari di tale patologia.

50



DISFUNZIONE MICROVASCOLARE CORONARICA NELL’ACROMEGALIA

INTRODUZIONE

155156 cronica e

L’acromegalia ¢ una patologia rara (incidenza annuale ¢ di 3-4 casi/milione di abitanti)
disabilitante causata da un eccessiva secrezione dell’ormone della crescita (GH) e dell’Insulin Grow
Factor-1 (IGF-I). Alla base di questa patologia c’¢, nella maggior parte dei casi, un tumore ipofisario
benigno monoclonale. Le manifestazioni cliniche sono conseguenza sia dell’ipersecrezione di GH che
dell’effetto della massa tumorale. L’eccesso di GH conduce a progressive alterazioni somatiche e

sistemiche accompagnate da importanti complicanze cardiovascolari, osteoscheletriche e

respiratorie™”
GH

Il GH (secreto in due forme: 191 amminoacidi e 176 amminoacidi) € prodotto in maniera pulsatile e
regolata da molti fattori sia stimolanti che inibenti. La secrezione del GH é regolata in senso

stimolatorio dal GHRH e in senso inibitorio dalla SRIH*®®,

La concentrazione di GH normale é pari a 0.2 ug/L, ma aumenta fino a 30 pg/L durante i 10 normali

picchi di pulsatilita delle 24 ore.

Per quanto riguarda il sistema cardiovascolare il GH é coinvolto nello sviluppo del cuore e nel

mantenimento della usa struttura attraverso meccanismi autocrini e paracrini*>®.
IGF-1

L’insulin-like growt factor e un peptide la cui secrezione e regolata dai livelli di GH e che e prodotto
soprattutto a livello epatico. L’IGF-I circolante & per il 99% legato al carrier IGFBP-3 a all’acid-labile
subunit ALS. L’IGF-1 esplica la sua azione attraverso il legame al suo recettore IGF-IR,

strutturalmente simile al recettore dell’insulina’®.

Il ruolo principale dell’IGF-I € la regolazione della crescita postnatale e la mediazione degli effetti

promuoventi la crescita postnatale la crescita del GH®

Per quanto riguarda il sistema cardiovascolare, i recettori di GH e IGF-1 sono espressi sui
cardiomiociti. L’IGF-1 aumenta il contenuto intracellulare di calcio e ne aumenta la sensibilita da parte

dei miofilamenti. La stimolazione dei cardiomiociti indotta da GH e IGF-l & associata a uno status
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conformazionale a bassa energia, mediato da una bassa attivita della miosina ATPasi. Inoltre il GH e
IGF-I influenzano direttamente la contrattilita dei cardiomiociti incrementando il contenuto

intracellulare di calcio e aumentando la responsivita dei miofilamenti di calcio.
Complicanze Cardiovascolari

GH e IGF-I esercitano il loro effetto sul sistema cardiovascolare sia direttamente, con meccanismi
endocrini, autocrini e paracrini, sia indirettamente aumentando i fattori di rischio cardiovascolare e

I’ipertensione arteriosa®®.

Cardiomiopatia acromegalica

162183 1 °IGF-1 aumenta il contenuto

| recettori di GH e IGF-l1 sono espressi sui cardiomiociti
intracellulare di calcio e ne aumenta la sensibilita da parte dei mio filamenti'®*. La stimolazione dei
cardiomiociti, indotta da GH e IGF-1 é associata a uno status conformazionale a bassa energia, mediato
da una bassa attivitd della miosina ATPasi'®®. Inoltre GH e IGF-1 influenzano direttamente la
contrattilita dei cardiomiociti incrementando il contenuto intracellulare di calcio e aumentando la

responsivita dei miofilamenti al calcio'®®’,

All’istologia, la fibrosi interstiziale rappresenza la piu importante alterazione del cuore ipertrofico
acromegalico'®®. Successivamente ’aumento della deposizione di collagene, il riarrangiamento delle
miofibrille, la comparsa di aree di necrosi e ’infiltrazione da parte di cellule linfo-monocitarie

cambiano la struttura cardiaca configurando un quadro di miocardite*®®.

L’ipertrofia cardiaca dell’acromegalico ¢ un evento precoce e che peggiora progressivamente con il

progredire della malattia*®®.

L’iniziale cardiomiopatia ¢ caratterizzata dalla diminuzione del riempimento diastolico. La
diminuzione dell’elasticita delle fibre miocardiche causa invece un allungamento del tempo di

168

rilasciamento isovolumetrico™". Questa alterazione pud rimanere asintomatica per anni prima del

riscontro di segni clinici e strumentali. La cardiomiopatia acromegalica si sviluppa in fasi succesive:

- nei pazienti giovani, con una durata di malattia inferiore a 5 anni, inizia con un aumento di
volume cardiaco associato ad aumento della frazione di eiezione configurando una sindrome
ipercinetica®’.

- SeI’eccesso di GH e di IGF-I persiste per 5-15 anni la cardiomiopatia progredisce in ipertrofia

cardiaca con segni di disfunzione diastolica e/o sistolica durante lo sforzo.
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- Nei pazienti anziani con una durata di malattia si puo osservare disfunzione sistolica a riposo e,

raramente, insufficienza cardiaca franca con segni di cardiomiopatia dilatativa'™**"2.

Acromegalia e coinvolgimento delle coronarie

La perfusione delle coronarie non é stata approfondita in maniera adeguata, ma nei diversi studi e stata
riportata una prevalenza di coronaropatia compresa tra il 3 e il 37%. Da studi post-mortem e dopo
cateterizzazione cardiaca risulta presente il coinvolgimento dei piccoli vasi e un aumento dei vasi
intramurali nel 22% dei casi'®. Le arterie prossimali sono generalmente normali ma possono essere
ingrandite o tortuose o, raramente stenotiche. Sebbene episodi di angina pectoris siano riscontrati
raramente, patologie coronariche sono descritte nel 20% dei casi e la presenza di ischemia miocardica

cronica non puo essere esclusa’’.

Hermann et al hanno dimostrato, in uno studio con EBCT (eletron beam computed tomography), che la
durata della malattia e i disordini metabolici associati sembrano influenzare il grado di calcificazione
delle arterie coronarie nei pazienti acromegalici. Queste osservazioni sottolineano 1’importanza di un

trattamento precoce ed adeguato nei pazienti acromegalici ad alto rischio*".

Ipertensione arteriosa

L’ipertensione arteriosa sistemica ¢ uno dei piu rilevanti fattori prognostici negativi di mortalita. Essa ¢
presente in un terzo dei pazienti acromegalici. Un ruolo importante e giocato anche dalla resistenza
insulinica e dal diabete. Si trovano infatti valori depressione arteriosa piu elevati nei pazienti con
acromegalia associata a ridotta tolleranza al glucosio o diabete rispetto ai pazienti con normale

tolleranza glucidica.
Eventi aritmici

Disordini del sistema di conduzione sono riportati nel 41% dei pazienti al momento della diagnosi*".
La frequenza dei complessi ventricolari prematuri aumenta col progredire della patologia e la severita

delle aritmie ventricolari & correlata alla massa ventricolare sinistral’™ .

Danno vascolare

Attualmente sono disponibili ancora pochi dati sul coinvolgimento vasale nell’acromegalia.

Chanson et al.'”® riportano una riduzione del flusso nell’arteria brachiale associato ad un aumento delle
resistenze vascolari locali; questo puo essere spiegato da un eterogeneita nella distribuzione dell’output

cardiaco.
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.17 hanno dimostrato un’alterazione dei meccanismi di

In uno studio recente Maison et a
vasodilatazione endotelio-dipendenti con una risposta esagerata agli stimoli vasocostrittori mediati dal

simpatico.

Studi con la flussimetria laser hanno recentemente confermato la presenza di disfunzioni endoteliali a
livello della circolazione cutanea della mano. Le cellule muscolari lisce vasali conservano la capacita
di indurre vasodilatazione cutanea, ma la vasodilatazione endotelio-dipendente risulta alterata e la

vasocostrizione simpatico-mediata & aumentata nei pazienti acromegalici'’’.

Gli studi sul microcircolo periferico hanno mostrato un alterazione dei capillari sia nei pazienti affetti
da ipertensione e diabete che in quelli che non ne erano affetti. Questi studi hanno mostrato una
riduzione nel numero e nella lunghezza dei capillari a fronte di un aumento dei capillari con

andamento tortuoso e serpeggiante®’.

L’aumento dello spessore medio intimale (IMT) carotideo, che viene considerato un marker precoce di
aterosclerosi, & stato osservato in pazienti con acromegalia sia attiva che controllata’”®, benché i dati
non siano univoci'®. Tuttavia la prevalenza delle placche aterosclerotiche non & maggiore rispetto ai

soggetti di controllo.

La flussimetria doppler ha confermato la presenza di disfunzione endoteliale a livello della
circolazione cutanea della mano, incompleta vasodilatazione endotelio-dipendente ed aumentata

risposta vasocostrittiva simpatico-mediata in pazienti acromegalici normotesi'”’.
SCOPO DEL LAVORO

Valutare la presenza di alterazioni della riserva di flusso coronarico in una popolazione di pazienti
acromegalici attraverso 1’ecocardiografia transtoracica con stress farmacologico dopo infusione e.v. di
adenosina e in pazienti sani. Successivamente ¢ stata valutata l’eventuale correlazione tra la

disfunzione microvascolare, in termini di ridotta riserva di flusso coronarico, e I’attivita della malattia
MATERIALI E METODI

Popolazione studiata

Valutazione clinica strumentale

Anamnesi ed Esame obiettivo

Tutti i pazienti sono stati indagati mediante:
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- Anamnesi: familiare, fisiologica remota e prossima
- Esame obiettivo con il rilievo di peso,altezza, indice di massa corporea e circonferenza vita e
fianchi.

Indagini di Laboratorio

Ecografia e Riserva coronarica

AngioTc

L’angioTC coronarica ¢ stata eseguita in tutti i pazienti con valori di CFR patologica al fine di

escludere la presenza di stenosi epicardiche significative.

Holter Pressorio delle 24 ore

ECG Holter delle 24 ore

RISULTATI

Caratteristiche cliniche della popolazione e valutazione della CFR

Le caratteristiche sono presentate nella tabella 1

Controlli Acromegalici P
(n=48) (n=39)
Acromegalia attiva, n (%) 28 (72)
Eta, anni 53+ 12 52 +11 0.8
Eta alla diagnosi, anni 44 +11
Tempo dalla comparsa dei sintomi, anni 6.7+5
Genere maschile, n (%) 25 (52) 22 (56) 0.6
GH, pg/L 5.5 (2.8-10)
IGF-I, pg/L 389 (207-728)
IGF-1 SDS 1.83(0.97-3.18)
Colesterolo totale, mmol/L 40+09 47+1.2 0.6
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HDL, mmol/L

LDL mmol/L
Trigliceridi, mmol/L
Glucosio, mmol/L

BMI

Fattori di rischio cardiovascolare

Fumo, n (%)

Ipertensione, n (%)

Diabete, n (%)

Obesita, n (%)

Ipercolesterolemia, n (%)

Framingham risk score, %
Parametri ecocardiografici

SIVd, mm

PPd, mm

DTD, mm

Massa, g

Indice di massa, g/m2

Ipertrofia, indice di massa, n(%)

Frazione di eiezione, %

Onda E, cm/s

Onda A, cm/sec

E/A

TD, ms

1.1+0.2
2.8+0.7
1.3+04
41+09

27+3

20 (42)
22 (46)
5 (10)
8 (17)
15 (31)

4 (1-5)

9.0£22
8.4+14
51+4
170 + 53
102 + 26
17 (35)
65+ 4
58.1 +10.1
70.2 £10.2
0.9+0.21

198 + 15

1.3+03
3.0+09
1.1+0.7
58+14

27+5

17 (44)
19 (49)
14 (36)
8 (20)
13 (33)

5 (1-9)

200 + 32
128 + 26
32 (82)
637
56.1+12.2
70.1+14.1
0.8+0.36

213 + 58

05

0.2

0.6

0.02

0.9

0.5

0.3

0.01

0.4

0.9

0.2

0.03

0.03

0.8

0.02

0.03

0.004

0.8

0.7

0.8

0.1

0.08
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TRI, ms
Grado di disfunzione diastolica
Assente, n (%)
Lieve, n (%)
Moderata, n (%)

Severa, n (%)

88+5

23 (48)
25 (52)
0 (0)

0 (0)

91+4

14 (36)
25 (64)
0 (0)

0 (0)

0.2

0.04

La CFR era piu bassa nei pazienti acromegalici rispetto ai controlli (2.9 £ 0.8 vs 3.8 £ 0.7; p<0.0001) (Tabella 2

e Figura 1)

Tabella 2: Parametri emodinamici nei controlli e nei pazienti acromegalici (n=87)

Controlli Acromegalici P
(n=48) (n=39)

FC basale, battiti/min 75 (67-82) 76 (67-84) 0.9
FC durante adenosina, battiti/min 96 (86-110) 95 (81-104) 0.7
PAS basale, mmHg 120 (110-127) 120 (110-140) 0.8
PAS durante adenosina, mmHg 100 (95-115) 110 (100-125) 0.3
PAD basale, mmHg 80 (67-83) 80 (70-82) 0.6
PAD durante adenosina, mmHg 60 (60-70) 70 (60-80) 0.3
VDP basale, cm/s 22 (18-28) 22 (19-26) 0.8
VDP durante adenosina, cm/s 84 (64-97) 68 (53-79) <0.0001
CFR 3.8+0.7 29+0.8 <0.0001

Figura 1: Confronto CFR nei pazienti acromegalici e CFR nei controlli
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p<0.0001
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CFR

1—.

|
Controlli Acromegalici

La prevalenza di CFR<2.5 era maggiore nei pazienti rispetto ai controlli (33.3% vs 0%; odds ratio
10.2; p<0.0001).

Parametri emodinamici in base al valore di CFR

I pazienti con CFR<2.5 tendevano ad avere una velocita diastolica di picco in condizioni basali piuu
elevata dei pazienti con CFR>2.5 (p=0.08). la velocita diastolica di picco in condizioni di iperemia e la
CFR erano significativamente piu basse nei pazienti con CFR<2.5 (p<0.0001 per entrambe le

variabili). (Tabella 3)

Tabella 3: Parametri emodinamici nei pazienti con disfunzione micro vascolare (CFR<2.5) e nei pazienti

con CFR normale (n=39)

CFR <25 CFR>25 P
(n=13) (n=26)
FC basale, battiti/min 73 (65-85) 77 (68-84) 0.6
FC durante adenosina, battiti/min 92 (75-116) 95 (83-102) 0.9
PAS basale, mmHg 130 (120-140) 120 (108-140) 0.2
PAS durante adenosina, mmHg 120 (107-125) 110 (100-126) 0.2
PAD basale, mmHg 80 (70-82) 80 (70-80) 0.8

58



PAD durante adenosina, mmHg 70 (60-80) 65 (57-70) 0.08

VDP basale, cm/s 25 (21-31) 21 (19-23) 0.08
VDP durante adenosina, cm/s 43 (38-64) 74 (67-84) <0.0001
CFR 1.9+04 3.4+0.6 <0.0001

Correlazioni tra la CFR e le caratteristiche cliniche e di laboratorio

L’analisi di correlazione bivariata ha evidenziato una correlazione inversa e significativa tra CFR e
IGF-1 (r=0.586; p<0.0001) e tra CFR e IGF-1 SDS (r=0.378; p=0.01) . Al contrario non vi era una
correlazione tra CFR ed i livelli di GH (r=0.229; p=0.2). non sono emerse altre correlazioni

significative
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Caratteristiche dei pazienti con disfunzione coronarica micro vascolare (CFR < 2.5)

Le caratteristiche cliniche e di laboratorio dei pazienti con CFR < 2.5 e dei pazienti con CFR > 2.5

sono presentate nella Tabella 4

Tabella 4: Confronto tra i pazienti con disfunzione micro vascolare (CFR < 2.5) e i pazienti con CFR

normale
CFR <25 CFR>25 P
(n=13) (n=26)
Acromegalia attiva, n (%) 12 (92) 16 (61) 0.04
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Eta, anni
Eta alla diagnosi, anni
Tempo dalla comparsa dei sintomi, anni
Genere maschile, n (%)
GH, ng/L
IGF-I, pg/L
IGF-1 SDS
Colesterolo totale, mmol/L
HDL, mmol/L
LDL mmol/L
Trigliceridi, mmol/L
Glucosio, mmol/L
BMI
Fattori di rischio cardiovascolare
Fumo, n (%)
Ipertensione, n (%)
Diabete, n (%)
Obesita, n (%)
Ipercolesterolemia, n (%)
Framingham risk score, %
Parametri ecocardiografici
SIVd, mm

PPd, mm

55+ 9
46 + 10
7 (1-15)
7 (54)

6.3 (2.8-13.7)
756 (381-898)
1.6 (0.8-2.1)
44+12
12404
2.7+0.9
1.1+0.7
6.0+ 14

26+ 4

4 (31)
5 (38)
6 (46)
3(23)
2 (15)

4 (1-11)

119+15

118+14

49 + 12
42+9
5 (2.7-10)
15 (56)
5.0 (2.8-8.9)
246 (186-484)
2.2 (1.1-3.8)
49+13
13+0.3
3.2+0.9
1.1+0.7
58+14

27+5

13 (50)
14 (54)
8 (31)
5 (19)
11 (42)

5 (1-9)

109+16

108+14

0.1

0.3

0.4

0.8

0.8

<0.004

0.1

0.2

0.4

0.1

0.8

0.6

0.7

0.2

0.5

0.3

0.7

0.1

0.9

0.08

0.05
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DTD, mm
Massa, g
Indice di massa, g/m2
Ipertrofia, indice di massa, n(%)
Frazione di eiezione, %
Onda E, cm/s
Onda A, cm/sec
E/A
TD, ms
TRI, ms
Grado di disfunzione diastolica
Assente, n (%)
Lieve, n (%)
Moderata, n (%)

Severa, n (%)

50+ 4
215 + 40
130 + 22

11 (84)
60+5
53.3+10.1
72.3+11.2
0.9+0.31
220 + 46

88+5

5 (38)
8 (62)
0(0)

0 (0)

53+9
195 + 30
115 + 20
15 (58)
65+ 7
57.1+11.2
71.1+11.1
1.0+0.34
210 + 64

91+4

9 (35)
17 (65)
0 (0)

0 (0)

0.4

0.03

0.04

0.02

0.02

0.4

0.7

0.6

0.6

0.2

0.3

La prevalenza di acromegalia in fase attiva era piu alta nei pazienti con CFR < 2.5 (p=0.04). I livelli

plasmatici di IGF-lerano molto maggiori nei pazienti con disfunzione micro vascolare (CFR <2.5)

(p<0.004) (Figura 5).
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DISCUSSIONE

Il nostro studio dimostra che pazienti affetti da acromegalia presentano una disfunzione
microvascolare coronarica in assenza di coronaropatia all’angioTC e che questa disfunzione ¢
correlata all’aumento dei livelli di IGF-1 suggerendo un ruolo del IGF-I nella patofisiologia del danno

microvascolare.

L’acromegalia € una patologia che puo determinare, se non viene adeguatamente curata, una mortalita

prematura soprattutto a causa delle complicanze a carico del sistema cardiovascolare

Gli effetti dannosi sul sistema cardiovascolare in corso di acromegalia sono da imputarsi non tanto

I’azione del GH ma quanto agli aumentati livelli di IGF-I.
Il ruolo dell’IGF sul sistema cardiovascolare ¢ ambiguo.

Livelli bassi di IGF-I come nel panipopituarismo sono stati associati a un’elevata mortalita € morbilita

per cause cardiovascolari'®. Questo ¢ verosimilmente dovuto alla capacita dell’IGF-I di interagire con

affinita elevata, a siti di legame endoteliali, contribuendo alla produzione e al rilascio di ossido nitrico,

182

noto potente vasodilatatore™. A livello del microcircolo, invece, la vasodilatazione operata dall’IGF

sembra essere garantita grazie a meccanismi dipendenti dai canali del K, con un meccanismo endotelio

indipendente’®,

L’effetto protettivo dell’IGF-I & stato evidenziato da Vasaran et al che hanno osservato un aumento

1 inoltre alcuni studi hanno

dell’incidenza di scompenso cardiaco associato a bassi livelli di IGF-
ipotizzato che I’aumento di IGF-1 sia il meccanismo attraverso cui gli ACE inibitori agiscono
(Giovannini S, Cesari M, Marzetti E, et al. Effects of ACE- inhibition on IGF-1 and IGFBP-3
concentrations in old- er adults with high cardiovascular risk profile. J Nutr Health Aging
2010;14:457-60), infatti la relazione esistente tra angiotensina Il e IGF-I & supportata da numerosi

studi osservazionali‘®.

D’altra parte livelli patologicamente elevati di IGF-I, come quelli osservati in corso di acromegalia
sono stati associati a una piu elevata mortalita e a una maggiore prevalenza di malattie

168,169

cardiovascolari . Le azioni negative di livelli costantemente elevati di GH e IGF-I sul sistema

cardiovascolare hanno trovato ampia conferma sia negli studi clinici che sperimentali, e piu
recentemente anche negli studi effettuati sui modelli animali*® . Tuttavia, se da un lato le alterazioni
riguardanti la funzione contrattile sono state ampiamente indagate, meno note sono invece le

compromissioni a carico dei vasi, sia a livello del circolo coronarico che a livello periferico. E ancor
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minori sono gli studi sul microcircolo coronarico. Solo in un precedente studio™®’

effettuato peraltro
con metodica scintigrafica (Tallio) era stato ipotizzato che le alterazioni della perfusione miocardica

del paziente acromegalico potessero essere imputabili ad una alterazione della micro circolazione.

Nel nostro studio vi e una riduzione della riserva coronarica nei pazienti acromegalici rispetto al

gruppo di controllo

Dal punto di vista patofisiologico la riduzione di CFR puo risultare dalla combinazione di diversi
eventi quali la compromissione della dilatazione, 1’aumento della risposta vasocostrittrice e il
rimodellamento strutturale della microcircolazione coronarica. Nell’acromegalia ¢ stato riportato un
coinvolgimento vascolare con vasodilatazione sia endotelio dipendente (ad opera dell’azione
dell’IGF sullo stimolo alla produzione di NO) che indipendente (grazie all’azione diretta dell’IGF-I
su specifici recettori che interagiscono con i canali del potassio). Interessante € notare come la
riduzione della CFR sia riconducibile ad una diminuzione del flusso durante adenosina e non del
flusso basale, riduzione correlata all’aumento dell’IGF-I. A ulteriore riprova della presenza di
significative riduzioni delle alterazioni del flusso coronarico e della correlazione dei livelli di IGF-I
sono sempre i nostri dati che mostrano una CFR normale rispetto al gruppo di controllo nei pazienti
con acromegalia non attiva e non elevati livelli di IGF-1. Nel nostro studio non siamo in grado di
dimostrare se la riduzione della CFR possa essere imputabile ad un danno anatomico o funzionale
della microcircolazione coronarica del paziente acromegalia. Entrambi questi aspetti tuttavia devono
essere tenuti presenti. Sebbene lo studio della CFR con adenosina non distingua tra alterazioni
endotelio dipendenti e endotelio indipendenti'®, le alterazioni riscontrate possono essere ricondotte
ad un danno precoce nel processo che porta alla microvasculopatia. Non si pud escludere, infatti, la
presenza di anomalie strutturali presenti nel microcircolo (calcificazioni o rimodellamenti arteriolari)
peraltro gia descritte da Schiavon et al che hanno mostrato un danno strutturale con rarefazione dei

capillari'™.

D’altra parte dobbiamo tenere conto che lo stimolo con adenosina induce un aumento del flusso
coronarico agendo direttamente sulle miocellule della parete vasale favorendone il rilasciamento e,
quindi, la vasodilatazione che ¢ causa dell’iperafflusso misurato a livello della coronaria discendente
anteriore. L’iperemia post adenosina ¢ tuttavia almeno in parte mediata anche dall’ulteriore rilascio di
sostanze vasoattive prodotte dall’endotelio per effetto dello stress di parete. Sotto questo profilo €
stato ad esempio ben dimostrato a livello periferico dei che i pazienti acromegalici possano
presentare un aumento delle resistenze o un alterazione del flusso vasale a diversi stimoli

farmacologici a causa di una disfunzione endoteliale'’”.
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Peraltro nonostante, quindi, la riduzione della CFR possa essere imputabile alle anomalie strutturali
presenti nel microcircolo e descritte in letteratura’™ il riscontro di un valore normale di CFR nei
pazienti con malattia non attiva (che verosimilmente si possono considerare come controllo post
trattamento) sembra escludere la presenza di danni irreversibili, almeno in un sottogruppo di pazienti

acromegalici.
CONCLUSIONI

In conclusione dai nostri dati emerge uno specifico ruolo dell’IGF-1 nella precoce disfunzione micro
vascolare. Nel nostro studio L’IGF-1 & correlato indipendentemente da altri fattori di rischio
cardiovascolari o da altri determinanti metabolici quali il GH. | nostri dati pertanto aiutano a
spiegare perche l’acromegalia ¢ associata ad un incremento della mortalita cardiovascolare,

nonostante siano necessari in futuro altri studi rigurado ai meccanismi molecolari di tale patologia.
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DISFUNZIONE MICROVASCOLARE CORONARICA
NELLE PATOLOGIE INFIAMMATORIE

Studi Clinici
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LA DISFUNZIONE MICROVASCOLARE NEI PAZIENTI OBESI, SENZA
ALTRI FATTORI DI RISCHIO CARDIOVASCOLARI

INTRODUZIONE

L’obesita ¢ una malattia ad andamento cronico che si caratterizza per un eccessivo accumulo di
tessuto adiposo non solo a livello viscerale e sottocutaneo, ma anche in altri tessuti corporei
determinando diverse patologie che in Europa, ad esempio, risultano responsabili di circa il 6%
dei costi per la salute e causano 1 milione di morti su base annua'®. La gravita dell’impatto
socio-sanitario ed economico dell’obesita € resa ancor piu drammatica dalla consapevolezza che
I’obesita di per s¢ e il diabete, che ¢ la complicanza piu frequente dell’obesita, sono importanti
fattori di rischio cardiovascolare.

Nel 1998 I’OMS ha raccomandato, per la popolazione occidentale, di classificare I’obesita in
base all’indice di massa corporea (Body Mass Index, BMI), dato dalla formula: PESO (espresso
in Kg) diviso ALTEZZA (espressa in m?). Il semplice BMI perd non & in grado di distinguere la
composizione corporea tra massa magra, massa grassa e componente liquida, e soprattutto non
permette di descrivere la distribuzione del grasso corporeo. Un indice che maggiormente correla
con il rischio cardiometabolico & il waist, ovvero il diametro della circonferenza vita. Particolare
attenzione si € concentrata su questa misurazione, utilizzata come indice indiretto di accumulo a
livello viscerale del tessuto adiposo. E’ stato dimostrato, quindi, che il rischio di infarto
miocardico e statisticamente aumentato negli uomini con circonferenza vita maggiore di 102 cm

e nelle donne con circonferenza vita maggiore di 88 cm*®.

L’organo adiposo

Nell’uomo il tessuto adiposo ¢ prevalentemente tessuto adiposo bianco e si concentra soprattutto
nelle regioni sottocutanee e viscerali. Oltre ai ruoli di riserva energetica, protezione contro gli
urti, sostegno meccanico a vari organi e isolamento termico, non si puo dimenticare che 1’adipe ¢
un vero e proprio organo metabolicamente attivo, con un ruolo centrale nel metabolismo dei
lipidi e del glucosio e con capacita di secernere una notevole quantita di molecole bioattive,
come:

substrati energetici (acidi grassi liberi, corpi che tonici, glicerelo etc)

ormoni steroidei quali androgeni ed estrogeni

alcune proteine chiamate adipocitochine.
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Le adipocitochine, in particolare, sono una scoperta relativamente recente che ha permesso di
considerare il tessuto adiposo un vero e proprio organo endocrino, in grado di svolgere un ruolo
nella regolazione di molteplici processi fisiologici. Oltre al metabolismo di glucidi e lipidi, le
adipocitochine contribuiscono, infatti, alla regolazione dell’introito di cibo, della sensibilita
insulinica, dell’inflammazione,  dell’immunita, della pressione arteriosa, dell’omeostasi
vascolare e della coagulazione. La prima adipocitochina a essere stata trovata, sequenziata e

studiata, & stata la leptina nel 1994'%

, Seguita poi da un numero sempre maggiore di altre
proteine, fino ai giorni nostri, nei quali si annoverano oltre 50 molecole prodotte e secrete
dall’organo adiposo™®,

Tra le principali adipocitochine ricordiamo alcune interluchine, in particolare I’IL-6, il PAI-1,
I’angiotensinogeno, i fattori D e C3a del complemento, la leptina, la resistina, 1’adiponectina e il
TNF a. Alcune di queste proteine sono prodotte esclusivamente dal tessuto adiposo, sia a livello
degli adipociti che delle cellule stromali, altre invece vengono prodotte e secrete in molteplici
organi. L’azione delle adipocitochine si esplica mediante meccanismi sia endocrini che paracrini
che autocrini ,con numerosi bersagli che includono il sistema nervoso centrale, il fegato, il
muscolo scheletrico, il pancreas e le cellule endoteliali.

Il tessuto adiposo viscerale ¢ maggiormente implicato nell’insorgenza delle complicanze legate
all’obesita rispetto al tessuto adiposo sottocutaneo; infatti gli adipociti della regione gluteo-
femorale sono molto sensibili agli estrogeni e all’insulina e poco sensibili alle catecolamine,
mentre gli adipociti omentali hanno un’elevatissima sensibilita lipolitica alle catecolamine, sono
spiccatamente sensibili al cortisolo e al testosterone e sono assai poco sensibili all’effetto
antilipolitico dell’insulina’®, inoltre presentano un’importante attivitd proteino-sintetica, gia
ampiamente descritta, e una maggiore irrorazione da parte del flusso sanguineo

Il tessuto adiposo bruno (BAT), invece, e abbondante durante la vita embrionale e presente in
piccole quantita nel neonato, ma é praticamente assente o scarsamente rappresentato nell’adulto,

dove generalmente si colloca nelle regioni paracervicali e sopraclaveari

COMPLICANZE DELL’OBESITA’

Sistema / Organo Malattie varie
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Sistema cardiovascolare

ok~ w0 Dnp e

Ipertensione arteriosa (RR 2-3)
Cardiopatia ischemica (RR 2-3)
Scompenso cardiaco

Cuore polmonare

Insufficienza venosa degli arti
inferiori

Tromboembolia polmonare
Ictus cerebri

Sistema respiratorio

Dispnea da sforzo ed a riposo (RR
>> 3)

Sdr. delle apnee ostruttive
notturne (RR >> 3)

Sdr. da ipoventilazione (sdr di
Pickwich)

Ipertensione polmonare

Aumentato rischio post-operatorio
(RR 1-2)

Sistema endocrino —
metabolico

Insulino-resistenza e DM di tipo
Il (RR>>3)

Dislipidemie (RR >> 3)

Sdr. metabolica (RR >> 3)

Sdr. dell’ovaio policistico (RR 1-
2)

Alterazioni della funzione
riproduttiva (RR 1-2)

Iperuricemia e gotta (RR 2-3)

Sistema nervoso centrale

Ansia/alterazioni del tono
dell’umore

Depressione
Disturbi alimentari

Sistema gastrointestinale

=

Malattia da reflusso
gastroesofageo

Colelitiasi (RR >> 3)
Ernie addominali

Sistema muscolo-scheletrico

Osteoartriti (RR 2-3)
Ernie discali (RR 1-2)

Sistema genito-urinario

Ll A

Incontinenza urinaria
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1. Mammella  (in eta  post-
menopausale) (RR 1-2)

Ovaio

Endometrio (RR 1-2)
Esofago

Stomaco

Pancreas

Colon-retto (RR 1-2)
Rene

Prostata

Patologie neoplastiche

© o N o gk w

Tab. I: Complicanze dell’obesita.

Aterosclerosi

Nel paziente obeso le cause di aterosclerosi sono molteplici. Le malattie correlate all’obesita
(ipertensione, dislipidemia, diabete) sarebbero di per sé sufficienti a giustificare 1’insorgenza di
placche aterosclerotiche nel sistema vascolare di questi pazienti. A questi fattori si associa
I’azione specifica delle adipocitochine con elevati livelli di TNFa e IL-6 associati all’insulino-
resistenza provocano una riduzione dell’attivita dell’Ossido Nitritico Sintetasi con conseguente
riduzione del NO e disfunzione endoteliale secondaria all’aumentata vasocostrizione. Lo stato
inflammatorio cronico provoca inoltre un aumento della concentrazione dei radicali liberi
dell’ossigeno, che ulteriormente peggiorano il danno endoteliale. | bassi livelli di adiponectina
provocano una maggior espressione delle molecole di adesione leucocitaria e favoriscono
I’uptake del colesterolo all’interno dei macrofagi, che si trasformano cosi in cellule schiumose.
L’aumento del PAI-1, che nel soggetto con obesita centrale pud raggiungere anche valori
patologici compatibili con uno stato ipofibrinolitico, porta alla formazione di microtrombi e alla
inibizione della migrazione indotta dal plasminogeno delle cellule muscolari lisce vasali nelle
placche aterosclerotiche, rendendole maggiormente esposte alla rottura. L’aggregazione
piastrinica ¢ favorita dall’iperleptinemia ed ¢ presente uno stato procoagulativo secondario alla
produzione del fattore tissutale (TF), da parte del tessuto adiposo, implicato nell’attivazione della
via estrinseca della cascata coagulativa; infine alcuni fattori della coagulazione sono
maggiormente prodotti dal fegato sotto lo stimolo di IL-6 e probabilmente anche per la presenza
degli elevati livelli di FFA'®,

1l paradosso dell’obesita
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L’obesita sicuramente favorisce la genesi e la progressione delle malattie cardiovascolari appena
citate. Tuttavia alcuni studi hanno rilevato come il calo di peso in pazienti sovrappeso o obesi,
gia affetti da una qualsiasi patologia cardiaca, puo aumentare il rischio di mortalita . Si € visto
infatti che soggetti sovrappeso o con obesita di basso grado affetti da cardiopatia ischemica
cronica hanno una prognosi sia quod vitam sia verso eventi cardiovascolari maggiori migliore
rispetto a pazienti magri'®. Anche i pazienti affetti da scompenso cardiaco hanno mostrato una
prognosi migliore se sovrappeso o obesi'®’. Infine un’analisi post-hoc dello studio canadese
APPROACH ha mostrato una minore mortalita nei pazienti andati incontro a rivascolarizzazione

coronarica percutanea o chirurgica %

. Questi dati possono in parte correlare con il fatto che il
paziente obeso ha una maggior disponibilita di riserve energetiche per contrastare lo stato di
catabolismo presente ad esempio nel caso dello scompenso cardiaco cronico, alla maggior
attenzione dei medici alla terapia farmacologica in questa tipologia di pazienti e a una migliore
tollerabilita alla politerapia a cui va incontro il paziente cardiopatico.

Infine non si deve dimenticare che a fronte di una maggior produzione di TNF « si ha anche una
maggior produzione da parte del tessuto adiposo del suo recettore, che puo cosi ridurre gli effetti
biologici avversi. Di contro, altri studi, che non hanno tenuto conto del solo peso o del BMI ma
anche del grasso corporeo e della massa magra, hanno evidenziato che i soggetti che presentano
un calo ponderale a carico della massa grassa hanno registrato un minor tasso di mortalita.

Tali evidenze pongono ulteriormente 1’accento sull’importanza di una accurata diagnostica
dell’obesita.

L’obesita non complicata®®

Storicamente 1’obesita ¢ stata considerata un importante fattore di rischio cardiovascolare.
Benché questo concetto sia ovviamente tuttora valido, recenti e sempre maggiori evidenze
mostrano come 1’obesita non sia obbligatoriamente e costantemente associata con un profilo
cardiovascolare sfavorevole. Nella pratica clinica, infatti, non e cosi raro incontrare pazienti
affetti anche da obesita grave che non presentano alcun fattore di rischio cardiovascolare.
Numerosi e recenti studi hanno mostrato come questa tipologia di pazienti raggiunga circa il
30% di tutta la popolazione obesa, permettendo cosi di definire I’obesita non complicata come
una vera e propria entita clinica.

Come si ¢ visto anche nel caso del paradosso dell’obesita, I’esistenza di un’obesita non
complicata deve far riflettere nella ridefinizione dei tipi di obesita che non possono essere distinti
solo in base al BMI, ma devono essere classificati in base alla circonferenza vita e quindi alla

presenza di tessuto adiposo disfunzionale.
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OBBIETTIVI DELLO STUDIO

L’obesita ¢ considerata universalmente un fattore indipendente di rischio cardiovascolare. Un
numero sempre maggiore di studi sta pero dimostrando che non é la semplice presenza di tessuto
adiposo in eccesso a causare il danno d’organo, ma ¢ la presenza di tessuto adiposo
disfunzionale, nel quale prevale la produzione di citochine pro-inflammatorie. Pertanto gli
obiettivi del nostro studio sono stati quelli di:

- verificare se i pazienti obesi, senza complicanze cardiovascolari note,
sviluppino alterazioni della funzione microcircolatoria coronarica in fase ancora subclinica
ed eventualmente ricercare i determinanti di tale danno.

- verificare se un calo ponderale significativo comporti un miglioramento

del danno d’organo e dei suoi determinanti.

MATERIALI E METODI

Tra Settembre 2008 e Gennaio 2011, abbiamo esaminato 86 pazienti obesi (27% maschi e 73%
femmine) rivoltisi consecutivamente e spontaneamente alla nostra Unita Bariatrica facente parte
dell’ Azienda Ospedale Universita di Padova. Sono stati esaminati inoltre 48 controlli non obesi,
scelti per confrontabilita di sesso, eta e fattori di rischio. Di questi 86 pazienti obesi 17 hanno a
tutt’oggi eseguito follow-up completo dopo significativo calo ponderale (> del 10%), ottenuto o
tramite approccio chirurgico (sono stati sottoposti a intervento di chirurgia bariatrica restrittiva)
0 tramite approccio internistico-dietologico. Il follow up ha compreso la completa rivalutazione
internistica per tutti e la rivalutazione cardiologia (in 12 pazienti) per quei pazienti che avevano

presentato alla prima valutazione una riserva coronarica ridotta.

Valutazione internistica

La valutazione internistica, espletata in regime ambulatoriale, € stata eseguita in tre momenti
diversi: durante la prima visita ¢ si ¢ provveduto alla raccolta anamnestica e all’esame obiettivo;
successivamente ogni paziente e stato sottoposto a prelievo ematico con dosaggio dei marcatori
di rischio cardio-vascolare e metabolico. In particolare a ogni paziente & stato eseguito:
emocromo con formula leucocitaria, indici di funzionalita renale e ionemia, curva da carico di
glucosio prolungata (180 minuti) con dosaggio di glicemia, insulinemia e peptide ¢, AST, ALT,

indici di funzionalita tiroidea, cortisolo libero urinario (per escludere la presenza di un’obesita
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secondaria a malattia/sindrome di Cushing), leptinemia, colesterolo totale, LDL, HDL,
trigliceridemia, Apo A e Apo B, Acido Urico, Proteina C reattiva ultrasensibile, TNF a e IL-6.
La terza valutazione e stata comprensiva di esame antropometrico, valutazione del dispendio di
energia tramite [’utilizzo della calorimetria indiretta a circuito chiuso, valutazione della
composizione corporea mediante bioimpedenziometria e colloquio con la dietista con correzione
del diario alimentare e indicazioni approfondite, fornite anche in base al risultato della
calorimetria, per seguire un regime dietetico ipocalorico/ipolipidico associato ad adeguata
attivita fisica.
Calorimetria indiretta®®*

Il calorimetro € un sistema che permette di valutare il metabolismo basale, cioé la spesa
energetica a riposo di una persona, mediante la misurazione del volume di O, consumato e del
volume di CO; prodotto. Il rapporto tra questi due volumi determina il quoziente respiratorio
(RQ). Affinché la misurazione sia veritiera & necessario che il paziente sia a digiuno da almeno
12 ore, sia posto in un ambiente con una temperatura per lui adeguata e non subisca stimoli fisici
o psichici per I’intera durata dell’esame. L’esame ha durata di circa mezz’ora, durante la quale
viene raccomandato al paziente di non muoversi, non parlare e non addormentarsi.

Il metabolismo basale, calcolato in Kcal/m? rappresenta circa il 70% della spesa energetica
giornaliera totale ed é determinato dalla termogenesi obbligatoria che avviene soprattutto a
livello del SNC, del cuore, del fegato e dei reni.

Bioimpedenziometria

La bioimpedenziometria ¢ un esame che permette di valutare 1’idratazione corporea in qualsiasi
condizione clinica indipendentemente dal peso corporeo. Vengono applicati al paziente quattro
elettrodi cutanei, una coppia sul dorso della mano (preferita la destra), uno sull'articolazione
metacarpo-falangea del 1l dito (elettrodoiniettore) e laltro sull'articolazione radio-ulnare
(elettrodo sensore), e una coppia sul dorso del piede omolaterale, uno sull'articolazione
metatarso-falangea del 111 dito (iniettore) e l'altro sull'articolazione tibiotarsica (sensore). Il
paziente viene posto in posizione supina e una corrente di 50 kHz attraversa il corpo del
paziente. Sfruttando il principio che i tessuti biologici si comportano come conduttori,
semiconduttori o isolanti, si ottiene una stima della composizione corporea..

Valutazione cardiologica

La valutazione cardiologica ha previsto I’esecuzione di un ecocolordoppler cardiaco con lo

studio della riserva coronarica mediante infusione di adenosina (Figura I).
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In sequito, pazienti che presentavano a questa prima valutazione una CFR patologica sono stati
sottoposti ad una AngioTC coronarica al fine di escludere eventuali stenosi dei vasi coronarici

epicardici.
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Figura 1: Metodica ecocardiografica, in particolare ¢ stato messo in evidenza il tratto distale
dell’arteria ascendente anteriore su cui € consigliato svolgere lo studio della CFR.

ANALISI STATISTICA

Per le analisi statistiche € stato utilizzato il software SPSS versione 17.0 (SPSS, Inc., Chicago,
IL).

Le variabili in esame con distribuzione continua sono state espresse come valori medi + la
deviazione standard.

Si sono quindi utilizzati il test t di Student per le variabili indipendenti, il chi-quadrato ed il Test
esatto di Fischer quando appropriati.

Per le correlazioni bivariate della riserva coronarica con le condizioni cliniche si é fatto ricorso al

test di Pearson.
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Sono state effettuate analisi di regressione lineare multivariata tra la riserva coronarica e i
parametri clinici e laboratoristici che si sono dimostrati significativamente correlati ad essa (p <
0,1) all’analisi univariata.

Le variabili a distribuzione significativamente diverse dalla normalita (p < 0,01 al test di
Schapiro-Wilk) come la circonferenza dei fianchi (HIP), del TNF a e dell’IL 6, sono state
utilizzate dopo essere state trasformate in logaritmo in base 10.

RISULTATI

Come si puo vedere dalla tabella, la popolazione obesa ¢ risultata confrontabile per eta, sesso e
fattori di rischio rispetto ai controlli (Tabella 1). Il gruppo dei pazienti obesi era costituito
soprattutto da grandi obesi con BMI medio superiore a 40 kg/m? , nella maggioranza donne
(72%) con eta media di 44 + 12 anni.

Variabile Controlli Obesi P
(n=48) (n=86)
Body Mass Index, kg/m? 231 41+8 <0.0001
Circonferenza Vita, cm 72+3 119+ 15 <0.0001
Indice Vita / Fianchi 0.75+0.1 0.93+0.09 <0.0001
Eta, anni 43+ 10 44 + 12 0.6
F,n (%) 31 (65) 62 (72) 0.4
Fumatori, n (%) 12 (25) 19 (22) 0.6
Ipertesi, n (%) 20 (42) 40 (46) 0.3
Diabetici, n (%) 9(18) 21 (24) 0.2
Ipercolesterolemici, n (%) 13 (28) 24 (28) 0.9

Tabella 1: Caratteristiche demografiche, antropometriche e fattori di rischio presenti nella
popolazione obesa confrontati con i casi controllo.

Dalle indagini bioumorali ¢ emerso un profilo lipidico sovrapponibile tra pazienti obesi e
controlli, fatta eccezione per i livelli di trigliceridemia che sono risultati significativamente
aumentati nei pazienti obesi.

Significativamente piu sfavorevole e risultato invece, il metabolismo glucidico con livelli di
glicemia e insulinemia media a digiuno piu elevati nella popolazione obesa, pur rimanendo nei
range di normalita. Contemporaneamente, anche la resistenza insulinica, calcolata mediante

I’HOMA (homeostasis model assessment), e risultata significativamente piu alta, presentando
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nella popolazione obesa valori patologici (se consideriamo come cut-off per patologia valori di
HOMA > 2,5).

Per quanto concerne il pattern pro-infiammatorio, la nostra popolazione di pazienti obesi non ha
smentito i dati noti in letteratura, mostrando livelli di IL-6, TNF a ¢ hs PCR significativamente

aumentati rispetto alla popolazione di controllo (Tabella 2).

Variabile Controlli Obesi P
(n=48) (n=86)

Colesterolo totale 178+ 35 210+146 0,5

(mg/dL)

LDL (mg/dL) 128420 133433 0.3

HDL (mg/dL) 4919 47413 0.7

Trigliceridi (mg/dL) 98+41 137471 <0,05

Glicemia media (mg/dL) 88+14 98+13 <0,05

Insulinemia media 9+2 1443 <0,001

(nUI/ml)

HOMA-index 1,4+0,3 3,44+1,2 <0,001

IL-6 (pg/ml) 1,1+0,8 3,8t1,2 <0,0001

TNF o (pg/ml) 3,1+1,3 11,4434 <0,0001

PCR (mg/L) 0,7+0,4 5,7£1,5 <0,0001

Tabella 2: Caratteristiche ematochimiche nella popolazione obesa e nella popolazione di controllo

Infine, i valori medi della riserva coronarica non sono risultati significativamente diversi tra i
pazienti normopeso e i pazienti obesi (3,3 £ 0,6 vs 3,2 £ 1 con p = 0,4), ma tra la popolazione
obesa vi e un numero significativamente maggiore di soggetti con riserva coronarica patologica.
Inoltre é necessario sottolineare come la riserva coronarica dei pazienti obesi, quando patologica,

sia particolarmente ridotta con un valore medio di 1,9 £ 0,3.
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Proseguendo 1’analisi statistica e facendo la correlazione tra i valori di riserva coronarica e il
BMI, si e vista la presenza di una significativa correlazione inversa (p < 0,004) : all’aumentare

del BMI si ha infatti una progressiva riduzione della CFR. (Figura 2).

r=-0.311; p<0.004

20 30 40 50 6‘0 70
BMI (Kg/m2)

Figura 2: Rappresentazione grafica della correlazione tra CFR e BMI

In un secondo tempo si e deciso di analizzare le differenze presenti tra i pazienti obesi con
riserva coronarica ridotta e i pazienti obesi con riserva coronarica conservata, le cui

caratteristiche sono riportate alla tabella 3

Obesi con Obesi con
Ris. Cor. <2.5 Ris. Cor. > 25 P
(n=27) (n=59)
M, n (%) 9 (33) 15 (25) 0.4
Colesterolemia totale, 217 + 46 197 + 39 0.1
mg/dI
LDL, mg/di 143 + 31 121 +43 0.06
HDL, mg/dl 40+ 8 48+ 9 0.1
Trigliceridemia, mg/di 147 £ 34 133 £59 0.6
Glicemia, mg/dl 102 £ 12 9512 0.1
Insulinemia, pUI/ml 15 (9-31) 13 (7-17) 0.3
HOMA index 3.8 (1.9-7.8) 3.2 (1.7-4) 0.2
hsCRP, mg/I 6.2 (2.6-8.5) 4.4 (1.5-7.2) 0.07
Leptina, pg/ml 28+9 24+ 12 0.2




Fumatori, n (%) 5(18) 10 (17) 0.8

Ipertesi, n (%) 16 (59) 24 (41) 0.1
Diabetici, n (%) 8 (29) 13 (22) 0.4

Ipercolesterolemici, n
(%) 7 (26) 17 (29) 0.7

Tabella 3: Caratteristiche cliniche ed ematochimiche della popolazione obesa suddivisa in due

gruppi

Significativamente aumentati risultano inoltre i livelli delle citochine pro- infiammatorie dosate,
TNF a e IL-6 (rispettivamente in pg/ml 12 vs 10 e 4,6 vs 3 con p < 0,0001) (Figura 3).
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Figura 3: Correlazione tra i livelli di citochine inflammatorie e i due sottogruppi della popolazione

obesa

Da un’analisi di regressione lineare univariata si evidenzia che i determinanti con maggiore
significativita sono il BMI, i valori delle citochine infiammatorie TNF o e IL-6, i valori della

pressione arteriosa sistolica e, con minor significativita, la circonferenza vita, I’eta, la frequenza
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cardiaca e i valori di LDL. All’analisi di regressione multivariata , invece, gli unici parametri che

hanno confermato il proprio ruolo di determinanti indipendenti nei confronti della CFR sono stati

le adipocitochine inflammatorie TNF a e IL-6 (Tabella 4).

Analisi . L
Univariata Analisi Multivariata
Coefficiente
P standard
Body Mass Index, kg/m? 0.004 -0.19 0.2
Circonferenza Vita, cm 0.05 -0.10 0.5
Eta, anni 0.07 -0.04 0.8
Sesso Maschile 0.7 0.13 0.4
Leptina, ug/ml 0.3 -0.18 0.2
Log hsCRP, mg/I 0.2 -0.07 0.7
Log IL 6, pg/ml <0.001 -0.37 0.02
Log TNF o, pg/ml <0.0001 -0.36 0.02
Log Adiponectina, pug/ml 0.8 0.03 0.8
HOMA index 0.4 -0.15 0.4
Pressione Sistolica, mmHg 0.001 -0.15 0.3
Frequenza Card., bpm 0.02 -0.27 0.08
Diabete Mellito 0.1 0.01 0.9
Tabagismo 0.9 -0.18 0.2
Colesterolemia, mg/dI 0.09 0.12 0.4
LDL, mg/dl 0.05 0.19 0.2
HDL, mg/dl 0.6 -0.13 0.4
Trigliceridemia, mg/dl 0.7 -0.06 0.6

Tabella 4: Analisi di regressione lineare univariata e multivariata tra riserva coronarica
(variabile dipendente) e parametri clinici (variabile indipendente) dei soggetti obesi. p

(ANOVA) del modello multivariato = 0,001. R? del modello multivariato = 0,632.
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Da ultimo abbiamo cercato di capire se un calo ponderale significativo ( > 10% del proprio peso
corporeo iniziale) comportasse un miglioramento del danno d’organo e dei suoi determinanti.
Degli 87 pazienti obesi presi in considerazione in questo studio, 17 a tutt’oggi hanno presentato
un calo ponderale significativo. Le loro caratteristiche sono espresse nella tabella 5 . Di questi
17 pazienti, 12 /hanno registrato una riserva coronarica ridotta. Dato che i valori medi di CFR tra
la popolazione obesa e la popolazione normopeso non sono risultati significativamente differenti,
si e deciso di ripetere lo studio solo su quei pazienti che avevano una riserva coronarica ridotta.
Dei 17 pazienti che hanno eseguito il follow up 10 erano donne (58%), 3 erano affetti da diabete
mellito di tipo 2 (18%), 8 erano ipertesi (47%), 3 1 pazienti fumatori (18%) e 6
ipercolesterolemici (35%). 6 pazienti hanno ottenuto il calo ponderale seguendo un percorso
internistico-dietologico (35%), 11 sono invece stati sottoposti a intervento di sleeve gastrectomy
(65%), continuando pero a seguire una dieta ipolipidica/ipocalorica. La scelta tra ’intervento di
chirurgia bariatrica restrittiva e I’approccio dietologico si ¢ basata sulla presenza/assenza di
indicazioni specifiche all’intervento (eta, obesita grave o obesita di II grado in presenza di
comorbidita) e sulla volonta espressa dal paziente. Come € evidente dalla tabella V, quasi tutti i
parametri studiati sono significativamente migliorati dopo il calo ponderale. | pazienti sono
passati da un grado di obesita severo a un’obesita di II grado, con una significativa riduzione
della circonferenza vita e di conseguenza del tessuto adiposo disfunzionale. A sottolineare la
riduzione di questo tipo di tessuto e la consensuale significativa diminuzione delle citochine
inflammatorie e il netto miglioramento del profilo glucidico.

Nessuna significativa modificazione si e invece osservata nel profilo lipidico, fatta eccezione per

un lieve miglioramento dei livelli di trigliceridemia.

Pazienti pre-calo  Pazienti post-

ponderale calo ponderale P
BMI (Kg/m®) 47 £ 10 36+6 <0,0005
Waist (cm) 130,5+ 15 109,5+12 <0, 0001
Colesterolo Tot. 537+0,9 51+172 0,5
(mmol/L)
HDL (mmol/L) 1,18 +0,2 1,22 +£0,16 0,5
LDL (mmol/L) 36+0,8 3,3+0,9 0,4
TGL (mmol/L) 1,8+0,9 1,08 +0,5 <0,05
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Glicemia (mmol/L) 57+09 45+0,3 <0,0001
Insulina (mU/L) 27,4 +175 94+7 <0,01
HOMA index 6,6 £4,7 18+14 < 0,001
hsPCR (mg/L) 7,3+4,8 34+33 <0,01
IL-6 (pg/ml) 39+17 25+0,9 <0,01
TNF a (pg/ml) 115+29 8,4+16 < 0,001

Tabella 5: Parametri antropometrici e biochimici dei 17 pazienti studiati prima e dopo calo
ponderale.
Tutti 1 12 pazienti hanno mostrato un netto miglioramento della riserva coronarica che da
patologica, con una media di 1,9, é tornata nei range di norma, con una media di 3,3. (P=0.002)
(Figura 4)

3,5 M Pre
3 Post
2,5

1,5

0,5

CFR

Figura 4: Valutazione della riserva di flusso coronarico prima e dopo calo ponderale

DISCUSSIONE

L’obesita ¢ una patologia che sta assumendo caratteristiche di tipo endemico. Rappresenta un

fattore di rischio indipendente per le malattie cardiovascolari?®*2%31%’

ed é associata a un rischio
di maggiore morbilita e mortalita per tutte le cause. Esiste pero un’entita clinica, ancora oggetto
di studio, rappresentata da circa un 30% di pazienti obesi che non hanno e non sviluppano
complicanze cardiovascolari in un significativamente lungo periodo di osservazione?®. Tale fatto

implica che il semplice aumento di peso e di adipe non e di per sé sufficiente a definire con
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certezza un fenotipo esposto ad un piu elevato rischio cardiovascolare. Alcuni aspetti qualitativi,
piuttosto che la mera valutazione quantitativa del tessuto adiposo, sono essenziali per la
definizione dello stato di malattia, per cui numerose ricerche scientifiche hanno infatti posto
I’attenzione soprattutto sulla distribuzione dell’eccesso di adipe. E’ noto, infatti, che soprattutto
il tessuto adiposo bianco viscerale & correlato con un aumentato rischio cardiovascolare ed é
responsabile della produzione di numerose citochine pro-infiammatorie e dell’insorgenza
dell’insulino-resistenza®®*?®. Da ascrivere al comparto del tessuto viscerale & anche il tessuto
adiposo epicardico, che si ipotizza avere un ruolo diretto sul danno coronarico, non essendo
separato dal muscolo cardiaco e dai suoi vasi da nessuna fascia.

Il nostro studio ha cercato quindi di valutare la possibile presenza di complicanze cardiovascolari
in fase subclinica tramite la combinazione di due metodiche non invasive, come
I’ecocardiografia color-doppler trans toracica con adenosina (valutazione della riserva
coronarica) e I’angio-TAC, per evidenziare alterazioni aterosclerotiche della parete delle
coronariche. | risultati hanno mostrato che la media della CFR nella popolazione obesa e
sovrapponibile alla media di quella riscontrata nella popolazione normopeso. Ad una piu
approfondita analisi dei due gruppi di pazienti si e evidenziato che una CFR patologicamente
ridotta (pazienti con CFR<2,5), indicativa di un danno microcircolarorio dei vasi epicardici, €
presente in oltre il 30% degli obesi rispetto al 5% della popolazione di controllo. La mancata
rilevazione di alterazioni a carico del circolo coronarico nei soggetti con CFR ridotta ha
ulteriormente avvalorato 1’ipotesi che la riduzione della CFR possa essere ascritta ad un danno
primario del microcircolo cardiaco.

Consensualmente ai dati presentati in precedenti lavori scientifici, in cui si € evidenziato un ruolo
delle adipocitochine coinvolte nei processi di flogosi cronica nella genesi di complicanze
cardiovascolari, anche nel nostro studio la popolazione obesa che presentava una riserva
coronarica patologica ha mostrato livelli di TNF a e IL-6 significativamente aumentati associati
a un BMI e a una circonferenza vita significativamente maggiori, rispetto ai soggetti obesi con
normale CFR.

La mancata rilevazione di danni a carico del circolo coronarico nei soggetti con CFR ridotta ci
ha spinto a considerare come target dei fenomeni inflammatori, che sembrano determinare la
riduzione della CFR, la porzione del microcircolo cardiaco.

Se consideriamo che tra i due gruppi (obesi con CFR patologica e obesi con CFR normale) il
profilo lipidico, glucidico, i livelli di pressione arteriosa non differivano in maniera significativa,
si avvalora ancora di piu I’ipotesi che il danno microvascolare sia a carico della condizione pro-

inflammatoria presente in quei pazienti con tessuto adiposo disfunzionale. A ulteriore sostegno
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di questa ipotesi ¢ I’analisi di regressione lineare multivariata che indica nel TNFa e nell’IL 6 gli
unici due determinanti indipendenti della riserva coronarica.

La principale incognita che si ¢ aperta con la formulazione dell’ipotesi di un danno
microcircolatorio sostenuto da fenomeni infiammatori correlati all’obesita riguarda la possibile
reversibilita di tale danno.

Per questo motivo si & proceduto ad una rivalutazione complessiva dei pazienti che avevano
ottenuto un significativo calo ponderale a distanza di circa 6 mesi.

| dati preliminari, sebbene estremamente esigui dal punto di vista della numerosita campionaria,
hanno dimostrato che tutti i pazienti che hanno eseguito lo studio della riserva coronarica dopo
calo ponderale hanno mostrato un decremento delle citochine infiammatorie, con una
consensuale normalizzazione dei livelli di CFR. Chiaramente 1’esiguita del campione non
permette di elaborare dei dati con significativita statistica, ma, oltre a non smentire 1’ipotesi
iniziale, risulta particolarmente incoraggiante, lasciando supporre una assoluta reversibilita del

danno microcircolatorio.

CONCLUSIONI

Alla luce del dato globalmente condiviso, che la presenza di una condizione di flogosi cronica €
uno dei meccanismi coinvolti nello sviluppo di aterosclerosi e quindi del potenziale sviluppo di
vasculopatia sistemica ¢ coronarica, I’evidenza fin qui emersa, che il calo ponderale é in grado di
determinare un miglioramento del pattern inflammatorio e di conseguenza di determinare una
potenziale reversibilita del danno microcircolario, dovrebbe far concentrare maggiormente gli

sforzi degli operatori sanitari sulla prevenzione e sul trattamento precoce dell’obesita.
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LA DISFUNZIONE MICROVASCOLARE CORONARICA IN GIOVANI
PAZIENTI AFFETTI DA PSORIASI SEVERA

INTRODUZIONE

La psoriasi € una patologia cronica infiammatoria molto comune che colpisce il 2-3% della
popolazione generale!. La distribuzione della malattina ha un andamento bimodale presentando due
picchi:12-27 anni e 50-60 anni 1. Una predisposizione ereditaria € stata riscontrata nel 30% dei casi:
la modalita do trasmissione piu accreditata é quella autosomica dominante a ridotta penetranza o con
ereditarieta poligenica multifattoriale 3.La patogenesi della psoriasi € immunomediata: un
associazione di fattori genetici e ambientali innesca una reazione immulogica T-mediata (Thl e
Th17). A questa attivazione immunologica segue un alterazione della cinetica di proliferazione
epidermica. Lo stato infiammatorio € mantenuto da umerose citochine pro inflammatori (TNF-a e
IFN-y) e in alcuni casi di psoriasi severa si osservano elevati livelli di PCR. Al giorno d’oggi anche
I’aterosclerosi considerata un complesso processo infiammatorio € immuno mediato in cui i leucociti
e fattori solubili quali citochine infiammatorie, complemento e anticorpi svolgono un ruolo
cruciane®®. Un crescente numero di studi mostra un aumentata prevalenza di malattia
cardiovascolare nei pazienti con psoriasi di grado severo, analogamente a quanto gia dimostrato per
I’artrite reumatoide o il LES, patologie infiammatorie croniche mediate da linfociti Thl. Tale
associazione sembra essere indipendente rispetto ai tradizionali fattori di rischio cardiovascolari
(diabete, dislipidemia, ipertensione, fumo, obesita) e potrebbe essere mediata da un alterazione della

funzione microvascolare®®®%°,

Strumenti di valutazione del grado di severita della psoriasi

La severita attribuita alla patologia € un concetto che non puo prescindere dalla percezione
soggettiva sia del medico che effettua 1’esame che del paziente.

Dal punto di vista del medico, la psoriasi si deve considerare di grado “severo” se diffusa
estesamente sulla superficie cutanea, se intensamente eritematosa, desquamante o infiltrata, se
presente nelle varianti eritrodermica o pustolosa generalizzata, se refrattaria alle terapie
(specialmente dopo trattamenti intensivi e a lungo termine o ricoveri) e se fonte di forte disagio

per il paziente®.

I principali metodi a disposizione del clinico per la valutazione del grado di severita della

psoriasi sono rappresentati dai seguenti sistemi di punteggio: Body Surface Area (BSA),
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Psoriasis Area and Severity Index (PASI), Nail Psoriasis Severity Index (NAPSI), Physician’s
Global Assessment (PGA), Self- Administrated PASI (SAPASI), Psoriasis Symptom
Assessment (PSA) e Dermatology Life Quality Index (DLQI)**.

La raccolta di questi indici durante la visita contribuisce a dare una definizione comune del

grado di severita della malattia, che tenga conto sia del punto di vista

el medico che di quello del paziente: infatti, il SAPASI, il PSA ed il DLQI vengono calcolati
sulla base di questionari compilati dal paziente o di scale analogiche visive (VAS) e riguardano

la percezione soggettiva della malattia e la qualita di vita.

Il BSA corrisponde alla percentuale di superficie corporea affetta da psoriasi; per valutarne
I'estensione si puo utilizzare il metodo del palmo (considerando che il palmo della mano
(incluse le dita) del paziente corrisponde all’1% dell’intera superficie corporea) o la “regola del
9” di Fallace (il capo e gli arti superiori equivalgono ciascuno al 9%, ciascun arto inferiore

equivale al 18% e il tronco al 36% della superficie corporea totale).

Il PASI integra la valutazione dell'estensione della malattia sulla superficie corporea
con la valutazione della severita delle lesioni. Si considerano separatamente 4 regioni
corporee: testa, tronco, arti superiori e arti inferiori. L’estensione della malattia in ciascuna
delle quattro regioni e quantificata tramite 1’attribuzione di un punteggio su scala da 0 a 6 a

seconda della percentuale di coinvolgimento cutaneo.

La severita delle lesioni si calcola considerando il grado di eritema, di infiltrazione
e di desquamazione: a ognuna di queste tre caratteristiche lesionali (eritema, infiltrato e
desquamazione) si attribuisce un punteggio da 0 a 4. Con un’apposita formula (che tiene conto
della porzione di tegumento rappresentata da ciascuna regione rispetto al totale della superficie
corporea) si integrano i punteggi (ottenuti per ognuna della 4 regioni esaminate) relativi
all’estensione di malattia e alla severita delle lesioni e si otterra il PASI, il cui valore pu6 andare
da 0 (assenza di malattia) a 72 (massima severita della malattia) punti.

L’utilizzo del PASI nella pratica clinica garantisce: una buona correlazione con i punteggi
ottenuti usando altre tecniche di valutazione del quadro clinico, una buona correlazione fra
I punteggi PASI di uno stesso paziente calcolati nel corso di valutazioni ripetute a distanza di
tempo dallo stesso esaminatore e tra quelli calcolati simultaneamente da diversi esaminatori, la

facilita nell’esecuzione?®.
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Il PASI, pertanto, si deve considerare un ottimo strumento di valutazione nel follow-up del
paziente perché riflette miglioramenti e peggioramenti della clinica e quindi I’efficacia delle
terapie. Anche la ricerca si avvale dell'indice PASI, dal momento che puo fungere da
parametro di confronto tra studi diversi: nei trials clinici condotti per la valutazione
dell’efficacia dei farmaci, quest'ultima & spesso espressa come percentuale di pazienti che
abbiano ottenuto una riduzione del PASI del 90%, 75% e 50% (tali decrementi vengono
definiti rispettivamente PASI90, PASI75, PASI50).

Il metodo PASI, tuttavia, non e scevro da svantaggi: tale punteggio non tiene conto né
della percezione della malattia da parte del paziente né della qualita di vita, la valutazione
dell’estensione della malattia da parte del medico & spesso imprecisa, i punteggi risultano quasi
sempre compresi tra 1 e 10, non vengono considerate aree particolari come le mucose e le
unghie?®®. Tutti questi elementi suggeriscono che il PASI non sia sufficiente a definire la

severita della psoriasi e vada necessariamente integrato con altri indici.

Il NAPSI puo essere utile, accanto al PASI, per un’adeguata valutazione dell’onicopatia
psoriasica. Si suddivide ogni unghia in quattro quadranti tramite due linee immaginarie: una
longitudinale e una trasversale. In ogni quadrante si valutano separatamente le alterazioni
indice di patologia della matrice ungueale (pitting, linee di Beau, onicoressi) e quelle indice di
patologia del letto ungueale (chiazze “a macchia d’olio”, ipercheratosi sub-ungueale, onicolisi).

A ciascuno di questi due tipi di alterazioni si attribuisce un punteggio da 0 a 4

Il PGA ¢ un indice che rappresenta la valutazione complessiva della malattia da parte del
medico: I'esaminatore esprime una stima della psoriasi utilizzando una scala comprendente sette
gradi di severita della patologia, con lo 0 corrispondente all'assenza di lesioni e il 6 alla malattia

molto severa.

Lo svantaggio di questo metodo diagnostico & chiaramente quello di dipendere totalmente dal
metro di giudizio del medico, apportando una valutazione estremamente soggettiva. Tuttavia,
rispetto al PASI, il PGA e di immediata comprensione anche per altri specialisti in quanto
presenta maggiore analogia con i metodi di valutazione clinica usati in altri ambiti della pratica
medica; pertanto, questo indice viene frequentemente associato al PASI nella valutazione

globale del paziente psoriasico.

Il SAPASI é frutto di una valutazione effettuata autonomamente dal paziente. Per il calcolo di

quest'indice, il paziente deve annerire, in base alla propria valutazione personale, due silhouette
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(rappresentanti la superficie anteriore e quella posteriore del corpo) in corrispondenza delle aree
affette e deve indicare il grado medio di intensita delle lesioni secondo la propria stima in tre
scale VAS relative a eritema, infiltrato e desquamazione. Il medico, osservando le silhouette
annerite dal paziente, attribuisce un punteggio a ciascuna delle quattro regioni considerate nel
calcolo del PASI (testa, tronco, arti superiori ed inferiori), utilizzando la stessa scala di
punteggio del PASI: da zero a sei, intendendo con 0 I'assenza di lesioni (e quindi nessun segno
grafico apportato dal paziente in quella regione della silhouette) e con 6 la presenza di lesioni
coinvolgenti un‘area compresa tra il 90 e il 100% di quella regione (annerimento di tutta o
quasi tutta la regione da parte del paziente sulla silhouette). Ciascuna delle tre scale VAS é
lunga 10 centimetri e millimetrata, pertanto ognuna di esse include valori compresi tra zero e
cento. L'eritema, linfiltrato e la desquamazione vengono indicati rispettivamente come
“rossore”, “spessore” e “friabilita” delle lesioni per facilitare la valutazione da parte del
paziente, che pertanto & capace di apportare un segno sul punto della scala che meglio
definisce la caratteristiche cliniche delle proprie lesioni. La stima del livello di severita
dell'eritema, dell'infiltrato e della desquamazione e rappresentata quindi dalla lunghezza in
millimetri del tratto della VAS corrispondente compreso tra O e il segno apportato dal paziente
(range 0-100). Il SAPASI si ottiene tramite una formula che integra la percentuale di superficie
cutanea coinvolta, calcolata sulla base dell'annerimento delle silhouette da parte del paziente,

e la severita delle lesioni indicata dal paziente stesso tramite le scale VAS.

I DLQI ¢ il piu utilizzato indice di valutazione della qualita della vita del paziente psoriasico: si
ottiene sommando i punti attribuiti a ogni risposta data (in scala da 0 a 3) ad un questionario
composto da dieci domande relative al disagio creato dalla psoriasi nello svolgere le attivita
quotidiane (studio, lavoro, sport, attivita ricreative) e nella vita di relazione, allo stato emotivo

del paziente rispetto alla propria malattia e allimpatto delle terapie sulla qualita di vita®®.

L'interpretazione dei risultati del DLQI e stata oggetto di numerosi studi volti a definire il
range di punteggio corrispondente a una seria compromissione della qualita di vita. Uno di
questi ha stabilito che il range 0-1 corrisponde a nessun effetto sulla qualita della vita, il range
2-5 a un deterioramento moderato, il range 11-20 a un deterioramento grave e il range 21-30 a
un deterioramento gravissimo della qualita di vita®’®. Durante il follow-up dei pazienti in
trattamento, i cambiamenti del DLQI correlano con l'efficacia della terapia: per definire una
terapia efficace, il punteggio DLQI ottenuto deve essere incluso nel range 0-1 o 2-5
(DLQI<5)?*"; quindi, a differenza del PASI, nel caso del DLQI non sono da considerare le

riduzioni relative del punteggio ma il range di punteggio assoluto raggiunto dopo il trattamento.
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Secondo I'American Academy of Dermatology, la scelta delle terapie da adottare per la psoriasi
dovrebbe considerare la qualita della vita del paziente®’’. Pertanto, anche il DLQI dovrebbe

essere utilizzato nella stima del grado di severita della psoriasi.

Nella scelta della strategia terapeutica da usare, la severita della psoriasi rappresenta un fattore
determinante: & un requisito fondamentale per poter candidare un paziente all'impiego di
trattamenti sistemici o caratterizzati da significativi effetti collaterali’®. Numerose proposte
sono state avanzate per individuare criteri standard nella definizione di psoriasi di grado
“severo”. Una delle possibilita e I'applicazione della “regola del dieci”: BSA>10%,
PASI>10, DLQI>10?"®. Se a questi tre indici si affiancano il SAPASI e il PSA (che sono
parametri relativi alla percezione soggettiva della malattia da parte del paziente), si avra una
stima ancora piu precisa del reale grado di severita della psoriasi. Secondo le Linee Guida
Italiane la psoriasi e “severa” se coinvolge piu del 25% della superficie corporea (BSA>25%)
0 meno del 25% ma con importanti effetti psicologici e sociali e se non risponde alla terapia
topica o se coinvolge meno del 25% della superficie corporea ma e caratterizzata da instabilita e
progressione rapida. Sono considerate “severe” anche le varianti artropatica e pustolosa
diHallopeau

SCOPO DELLO STUDIO

Lo scopo del presente studio e di valutare la CFR che corrisponde, in assenza di stenosi a carico dei

vasi coronarici epicardici, alla funzione del microcircolo coronarico, in pazienti giovani e affetti da

psoriasi di grado severo. Inoltre abbiamo valutato 1’associazione tra una sua eventuale riduzione e

una serie di variabili demografiche, cliniche laboratoristiche.
MATERIALI E METODI

| pazienti

Tra il 2010 e il 2012 abbiamo analizzato 85 pazienti reclutati presso la Clinica Dermatologica

dell'Universita di Padova. L'eta media dei pazienti era 367 anni.

Strumenti per la stima del grado di severita della psoriasi.

Per la valutazione della severita della psoriasi abbiamo utilizzato il metodo PASI (Psoriasis Area and

Severity Index) (Tabella IV e Figure 12, 13 e 14). Questo indice é stato calcolato al momento dello
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studio della riserva di flusso coronarico (CFR) prima del trattamento sistemico della psoriasi e dopo

quest'ultimo.

Tabella I: Gradazione del PASI

PASI 0 1 2 3 4
NO LIEVE MODERATO | GRAVE MOLTO
GRAVE
ERITEMA(E) | no Rossore lieve Rossore Rossore Rossore molto
moderato intenso intenso
SPESSORE no Appena Facilmente Rilevato Molto rilevato
INFILTRATO palpabile palpabile
M
DESQUAMA no Squame  fini, | Squame  piu | Squame piu| Squame molto
ZIONE alcune lesioni | spesse, alcune | spesse, tutte le | spesse, tutte le
prive di | lesioni prive di | lesioni sono | lesioni sono
(D) squame squame coinvolte coperte

Studio della riserva coronarica mediante doppler transtoracico:

L'ecocardiografia transtoracica con prove farmacodinamiche e stata la metodica utilizzata per lo
studio della CFR: per calcolare questo parametro, i pazienti sono stati sottoposti prima a

un‘ecocardiografia di base e poi a un'ecocardiografia con stimolo adenosinico.

| diametri ventricolari sinistri telediastolici e telesistolici sono stati misurati mediante M-mode
dall'approccio parasternale in asse corto. | volumi ventricolari e le frazioni di eiezione sono stati
misurati mediante approccio apicale in proiezione a quattro e due camere con metodo area-lunghezza
biplano. La massa ventricolare é stata calcolata secondo la formula di Devereux e indicizzata per la
superficie corporea. La funzione diastolica del ventricolo sinistro € stata valutata analizzando il
profilo di riempimento diastolico a livello distale dei lembi valvolari mitralici, calcolando il rapporto
E/A 1l flusso coronarico e stato localizzato avvalendosi del color-Doppler opportunamente tarato
(scala 16-20 cm/s) con adeguato aggiustamento dei filtri di parete e campionando con il Doppler
pulsato, massimizzando il campione e ottenendo una rappresentazione della velocita come profilo

bifasico, e stato quindi misurato il picco di flusso diastolico in condizioni basali.
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La velocita di flusso coronarico é stata valutata a livello della porzione distale della LAD in
condizioni di riposo e dopo stimolo con adenosina, somministrata mediante infusione endovenosa

(140 pg/kg al minuto per 3 minuti)

Ogni paziente era a digiuno da sostanze contenenti metilxantine (caffe, the, cioccolato, bevande
contenenti caffeina) da almeno 48 ore antecedenti I'esame. La CFR e stata calcolata come rapporto tra
le velocita massime di flusso diastoliche in condizioni iperemiche e basali rispettivamente, misurate
avendo l'accortezza di eseguire il campionamento sempre nello stesso segmento di coronaria. 4.

Analisi statistica

Il nostro studio € prospettico, singolo-cieco (dal momento che il cardiologo non conosceva le

condizioni cliniche del paziente e I’eventuale miglioramento della psoriasi).

Le variabili continue sono state espresse come mediatdeviazione standard o mediana (IQR) a
seconda che avessero una distribuzione normale o anormale; le variabili categoriche sono state

espresse come percentuali.

ANALISI STATISTICA

La differenza tra i gruppi € stata analizzata mediante il test t di Student per dati con distribuzione
normale (sia per gruppi di dati indipendenti che appiati) oppure mediante i test non parametrici di
Mann-Whitney e di Wilcoxon (rispettivamente per gruppi di dati indipendenti o appaiati).

La correlazione tra variabili continue & stata valutata attraverso ’analisi della correlazione di Pearson.

L’associazione tra una CFR patologica (<2,5) e il miglioramento della stessa dopo terapia e le singole
variabili (demografiche, cliniche e laboratoristiche) € stata analizzata attraverso la regressione

logistica multivariata con metodica backward per valutare il peso delle singole covariate

RISULTATI

Abbiamo studiato 64 pazienti adulti affetti da psoriasi e 44 controlli sani con lo studio della

riserva coronarica mediante doppler transtoracicon con infusione di adenosina.

92



Le cartatteristiche cliniche, laboratoristiche ed emodinamiche sono descritte nella tabelle 2

Tabella 2: Caratteristiche cliniche della popolazione studiata

Controlli Psoriasi P

(n=48) (n=64)
Eta, anni 38+12 367 0.8
PASI 12+4
IL-6 (ng,L) 3.7+2.1
PCR (ng/L) 3.242.7
TNFa(mg/L) 14.7+12
Durata della psorisi, anni 7+5 7+5
Genere maschile, n (%) 25 (52) 44 (69) 0.06
Aurtrite psoriasica 49 (76)
Colesterolo totale, mmol/L 40+09 46+1.2 0.6
HDL, mmol/L 1.1+0.2 13+03 0.5
LDL mmol/L 2807 3.0+£0.6 0.2
Trigliceridi, mmol/L 1.3+04 1.1+0.8 0.6
BMI 27+3 274 0.9

Fattori di rischio cardiovascolare
Fumo, n (%) 20 (42) 34 (52) 0.6
Ipertensione, n (%) 12 (32) 6 (10) 0.04
Parametri ecocardiografici

SIvd, mm 9.0+22 10+£1.6 0.6
PPd, mm 84+t14 9+14 0.2
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DTD, mm

Frazione di eiezione, %

Onda E, cm/s

Onda A, cm/sec

E/A

51+4

65+ 4

58.1+10.1

70.2+10.2

09+0.21

45+ 7

63+7

56.1+12.2

70.1+14.1

0.8 +0.36

0.8

0.8

0.7

0.8

0.1

La CFR era piu bassa nei pazienti psoriasici rispetto ai controlli (2.8 £0.8 vs 3.8 £ 0.7, p<0.0001) (Tabella

3 e Figura 1)

Tabella 3.Caratteristiche emodinamiche della popolazione studiata

Controlli Psoriasi P
(n=48) (n=64)
FC basale, battiti/min 75 (67-82) 74 (66-84) 0.8
FC durante adenosina, battiti/min 96 (86-110) 94 (84-106) 0.6
PAS basale, mmHg 120 (110-127) 120 (110-130) 0.6
PAS durante adenosina, mmHg 100 (95-115) 100 (100-120) 0.7
PAD basale, mmHg 80 (67-83) 80 (70-80) 0.8
PAD durante adenosina, mmHg 60 (60-70) 65 (60-75) 0.5
VDP basale, cm/s 22 (18-28) 21 (18-25) 0.2
VDP durante adenosina, cm/s 84 (64-97) 60 (53-79) <0.0001
CFR 3.8+0.7 28+0.8 <0.0001

Figura 3. Confronto CFR tra la popolazione psoriasica e il gruppo controllo
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3’5 P<0.0001

2,5

1,5

PSORIASI CONTROLLI

Figura 1: Confronto CFR psoriasi e gruppo controllo

L’analisi di correlazione bivariata ha evidenziato una correlazione inversa e significativa tra CFR

e PASI (r=-0,085; p<0.0001) (Figura 2)
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Follow-up

La mediana di follow up era di 13 mesi (12-20) mesi. Due pazienti, un uomo e una donna hanno
avuto NSTEMI. Entrambi avevano la CFR<2.5. La coronarografia mostrava una lieve stenosi
coronarica senza stenosi significativa della DA nel primo caso e un albero coronarico privo di
stenosi epicardiche significative nel secondo (X?=7.6; OR1.2, 95% CI 1.07-1.54, p=0.006). II

PASI era >15 in entrambi i pazienti.

Dopo 6 mesi di terapia abbiamo ripetuto la CFR in 42 pazienti. La seconda CFR risultava

3.60.6 (vs CFR1, p<0.0001). Figura 2.
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Figura 2: Confronto CFR prima e dopo terapria
DISCUSSIONE

Il nostro studio dimostra che i pazienti affetti da psoriasi, per lo piu grave, presentano una
disfunzione micro vascolare coronarica in assenza di coronaropatia all’AngioTC, e che dopo terapia
Immunosoppressiva si osserva una completa normalizzazione della funzione micro circolatoria

coronarica suggerendo un precoce danno micro vascolare correlato alla psoriasi.

Sempre piu evidenze mostrano come la Psoriasi sia associata ad un aterosclerosi accelerata e ad un
aumentato rischio di coronaropatia come riportato in altre patologia a carattere infiammatorie come

I’artrite reumatoide e il lupus eritematoso sistemico.

Interessante & notare come nei nostri pazienti il rischio di disfunzione micro vascolare, valutato in
termini di riduzione della riserva coronarica, € piu alto nei pazienti con piu alto grado di sverita di
psoriasi, valutato dal PASI score, indipendentemente dai classici fattori di rischio cardiovascolari.
PASI & un affidabile, semplice, riproducibile sistema per valutare I’attivita della psoriasi’** e ai giorni
d’oggi ¢ considerato il glod standard per a stadi azione della severita delle manifestazioni cutanee
della psoriasi. Inoltre é stato riporto che il PASI correla con gli alti livelli di PCR,, interferon-gamma,
TNF-alfa, IL-77%%%%,

I meccanismi che contribuiscono ad una aterosclerosi accelerata e all’incremento del rischio di eventi
cardiovascolari nella psoriasi sono in gran parte sconosciuti e multifattorialei. 1 nostri risultati

supportano il concetto che sia I’inflammazione cronica sistemica a rappresentare un fattore di rischio
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224
. In

per la coronaropatia a causa del danno prolungato e nocivo che provoca a livello dei vasi
accordo con questo nel nostro gruppo di pazienti giovani affetti da psoriasi hanno una riduzione della
riserva coronarica, indice, in assenza di stenosi epicardi che di disfunzione micro vascolare, correlata
con il pattern infiammatorio. Svariati meccanismi cellulari e molecolari contribuiscono alla
disfunzione micro vascolare osservata nei nostri pazienti; in primo luogo lo stress ossidativo con

6

conseguente riduzione della biodisponibilita dell’ossido nitrico?®. Inoltre la psoriasi & associata

3

all’incremento dei livelli di citochine pro infiammatorie, in particolar modo al TNF-0?*® che &

conosciuto per provocare disfunzione endoteliale e micro vascolare.
CONCLUSIONI

I nostri dati mostrano che la CFR e ridotta in giovani pazienti con severa psoriasi. Pertanto il
microcircolo coronarico potrebbe rappresentare un nuovo target per la diagnosi e le scelte
terapeutiche e lo studio della riserva coronarica mediante TTE un nuovo strumento per la

stratificazione, ancor piu per il fatto che e un sistema non invasivo e riproducibile.

Le correnti linee guida in tema di rischio cardiovascolare nella psoriasi si basano quasi
esclusivamente sui tradizionali fattori di rischio®®; la valutazione non invasiva della CFR potrebbe

aiutare a capire il rischio cardiovascolare presente in questa patologia.
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FISIOPATOLOGIA DELLA DISFUNZIONE
MICROVASCOLARE NEL TRAPIANTO CARDIACO

Studi clinici
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LA RISERVA DI FLUSSO CORONARICA PREVIENE E PREDICE
L’INSORGENZA DELLA CORONAROPATIA DEL GRAFT CARDIACO

INTRODUZIONE

Il trapianto cardiaco

Il trapianto cardiaco, nonostante le nuove scoperte in campo di assistenza ventricolare meccanica,
rimane il gold standard per il trattamento dei pazienti affetti da scompenso cardiaco in fase
terminale, ritenuto irreversibile, non piu suscettibile di terapia medica o chirurgica conservativa e

con un aspettativa di vita non superiore a 6-12 mesi®’.

La selezione dei pazienti da inserire in lista d’attesa per trapianto cardiaco e la definizione dei criteri
di priorita rappresentano un problema clinico importante e tuttora aperto sia per la mancanza di
sicuri indici di prognosi nei pazienti con cardiopatia in fase avanzata, sia per il numero insufficiente
di organi a disposizione. Cid rende necessaria un’attenta selezione dei candidati al trapianto per

poter garantire che venga data la precedenza ai pazienti in base alla prognosi post intervento®?,

L’indicazione al trapianto si pone sicuramente e con criterio di prioritd per i pazienti ricoverati in
unita di terapia intensiva e che dipendono, per sopravvivere, dalla somministrazione di farmaci

inotropi o, addirittura, dall’assistenza meccanica cardiocircolatoria e/o respiratoria.

Secondo la 24° Bethesda Conference i criteri di selezione vengono schematicamente divisi in tre

distinte classi di indicazioni:
1)  Sicure:

1 consumo di O2 massimo durante test spirometrico (VO2) < 10 ml/kg/min con raggiungimento

della soglia anaerobica;

(1 angina grave e invalidante, non trattabile con tecniche di rivascolarizzazione quali bypass o

angioplastica;
(] aritmie ventricolari sintomatiche e ricorrenti, refrattarie alla terapia.

2)  Dubbie:
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(1 consumo massimo di O2 durante test spirometrico (VO2) < 14 ml/kg/min e importanti

limitazioni nello svolgimento delle attivita quotidiane;
(1 angina instabile e ricorrente con coronarie non suscettibili di rivascolarizzazione;

(1 instabilita del bilancio di liquidi e/o della funzione renale nonostante 1’impostazione di una

corretta terapia e una buona compliance del paziente.

3) Inadeguate:

(1 consumo massimo di O2 durante test spirometrico (VO2) > 15 ml/kg/min;
O frazione di eiezione ventricolare sinistra inferiore al 20%;

N sintomi inquadrabili in 111 0 IV classe NYHA;

[]  pregresse aritmie ventricolari?®®*%*’.

Risultati e complicanze

La sopravvivenza media ¢ di 11 anni per I’intera coorte di pazienti adulti e pediatrici trapiantati da
quando ¢ stato ¢ stato istituito il (1982) Registro dell’ ISHLT nel 1982 ed ha raggiunto i 14 anni nei
cardiotrapiantati che sopravvivono al primo anno post-trapianto; ad oggi quasi 100 pazienti hanno

vissuto piu di 25 anni dal trapianto.
Rigetto

Il cuore trapiantato ¢ soggetto all’azione del sistema immunitario del ricevente, che reagisce ai
tessuti esogeni del graft con risposte immunitarie umorali B-mediate, ma soprattutto cellulari,
mediate dai linfociti T. Queste reazioni sono alla base del fenomeno del rigetto di ogni organo
trapiantato e, se non adeguatamente controllate, portano alla distruzione dello stesso; il rigetto
quindi & una delle maggiori cause di morbilita e mortalita sia a breve che a lungo termine. A
seconda della rapidita di comparsa, viene classificato in iperacuto, acuto (cellulare o umorale) e

cronico.

Il rigetto iperacuto si verifica quando sono presenti anticorpi preformati anti-HLA o anti-endotelio

nel siero del ricevente. Nel momento in cui il cuore trapiantato viene riperfuso, questi anticorpi si
legano ad antigeni endoteliali del donatore; il legame tra anticorpo e antigene specifico attiva il
complemento con conseguente comparsa di infiltrato inflammatorio acuto, che determina una

necrosi fibrinoide dei vasi del graft. Il risultato € un rigetto immediato e catastrofico che porta ad
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un’insufficienza completa del cuore appena trapiantato; si manifesta peri-operatoriamente, da pochi
minuti a poche ore dall’intervento. Una selezione dei pazienti con tipizzazione ABO ha eliminato il
problema del rigetto dovuto ad anticorpi preformati anti-ABO; inoltre, grazie alla valutazione pre-
operatoria della reazione tra il siero del ricevente e 1 linfociti T e B del donatore con la “reazione di

cross-match”, gli episodi di rigetto iperaucuto sono ormai molto rari®®.

Il rigetto acuto cellulo-mediato rappresenta la risposta naturale dell’ospite verso gli alloantigeni del

donatore. 1l 20-40% dei cardiotrapianti presenta almeno un episodio di rigetto acuto nel primo anno
post-trapianto, con un’incidenza maggiore in assoluto nei primi sei mesi dall’intervento; questa
complicanza puo pero potenzialmente ripresentarsi in qualunque momento del follow-up di un
trapianto. Questo tipo di rigetto € una risposta immunitaria mediata dalle cellule T attivate e si
caratterizza per la presenza a livello miocardico di un infiltrato di macrofagi e linfociti; queste
cellule provocano un danno miocardico attraverso meccanismi quali una citolisi mediata da enzimi
proteolitici rilasciati dai linfociti T citotossici o tramite 1’attivazione della via di trasduzione del
segnale Fas/FasL. Dal punto di vista clinico, questi episodi possono presentarsi in maniera del tutto
asintomatica (a causa soprattutto della denervazione del cuore trapiantato) o leggermente
sintomatica, con leggera dispnea e una ridotta tolleranza allo sforzo; nei casi di rigetto piu severo
possono comparire segni di disfunzione ventricolare sinistra e alterazioni elettrocardiografiche,

quali turbe della conduzione, aritmie sopraventricolari e riduzione dei voltaggi del QRS.

La tecnica piu accurata per la diagnosi di rigetto acuto € la biopsia endomiocardica, eseguita di
norma a livello della porzione settale del ventricolo destro con accesso tramite la vena giugulare
interna destra. La classificazione dei reperti bioptici avviene secondo un sistema di stadiazione
redatto dall’ISHLT nel 1990 (Tabella V) e riconosciuto a livello internazionale®®. Per episodi di
rigetto acuto di stadio > 3A il trattamento consiste in corticosteroidi in bolo ad alte dosi e nel

potenziamento della terapia immunosoppressiva gia in atto?*"?%,

Il rigetto acuto umorale (o vascolare) avviene piu precocemente, da qualche giorno a qualche

settimana dopo 1’intervento, ed € mediato da alloanticorpi diretti contro antigeni HLA o endoteliali

del donatore®*®

. Il rigetto acuto umorale, con un’incidenza del 7% circa, € molto meno frequente di
quello cellulare; fattori di rischio sono costituiti dal sesso femminile, da un importante mismatch
degli antigeni HLA del donatore rispetto al ricevente e dalla positivita per Citomegalovirus. La
diagnosi ¢ data dalla presenza di immunoglobuline e del complemento nei vasi del graft all’analisi
di una biopsia endomiocardica. La lesione dell’endotelio dei vasi del graft mediata dagli anticorpi

pud condurre in modo progressivo alla disfunzione endoteliale, alla coagulazione microvascolare,
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all’ischemia miocardica e alla disfunzione del cuore trapiantato; il rigetto umorale si accompagna
infatti in quasi la meta dei casi ad un’importante compromissione emodinamica e rappresenta la
causa diretta di morte nel 6% dei casi. Questi episodi di rigetto sono trattati con un’intensificazione
della terapia immunosoppressiva in associazione a trattamenti specifici per la modulazione della
produzione di anticorpi o per la rimozione degli stessi come la ciclofosfamide, il trattamento con
immunoglobuline specifiche o la plasmaferesi. La disfunzione e il danno endoteliale che
caratterizzano questo tipo di rigetto rendono ragione della sua presenza tra i fattori di rischio per

I’insorgenza di CAVH3H2®,

SCOPO DEL LAVORO

e Valutare la probabilita di CAV angiograficamente evidente e la probabilita di
microvasculopatia, diagnosticata mediante misurazione della riserva di flusso coronarico con
metodica ecocardiografica.

¢ Valutare se la disfunzione microcircolatoria preceda la comparsa di stenosi epicardiche e se
questo processo sia I’evoluzione del precedente.

e Stabilire se una CFR < 2.5, indice di una disfunzione microcircolatoria, & un fattore predittivo

indipendente per I’insorgenza di CAV in pazienti con coronarie angiograficamente sane.

MATERIALI E METODI
| Pazienti

Tra gennaio 2005 e luglio 2012, presso ’ospedale di Padova, abbiamo studiato 153 pazienti
sottoposti a trapianto cardiaco (122 di sesso maschile, con un’eta media al momento del trapianto
di 52 anni, in un range d’eta compreso tra 9 e 73 anni; un tempo medio di ischemia di 181 + 45
minuti).

La durata media del follow up post trapianto al momento dell’entrata in studio era di 8.5 anni
(con un range compreso tra 13 mesi e 19 anni).

Il protocollo immunosoppressivo utilizzato nei pazienti consisteva prevalentemente in una
triplice terapia costituita da Ciclosporina, Azatioprina e Prednisone; una minoranza di pazienti
era in terapia con Miclofenolato Mofetil e con Tacrolimus. La dose giornaliera di Ciclosporina

veniva aggiustata in base alla funzionalita renale del paziente (verificata attraverso la
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misurazione della creatininemia) e ai livelli target desiderati (C0): 50-400 ng/mL nei primi tre
mesi; 150-300 ng/mL dal 4° al 12°mese; 100-250 ng/mL dopo 12 mesi dal trapianto. Prednisone
per via orale veniva associato a una dose pari a 0.1 mg/Kg/die nei primi 6 mesi, quindi sospeso.
Solo in caso di rigetto o di insufficienza renale, tali da richiedere una riduzione del dosaggio di
Ciclosporina, veniva continuato a basse dosi.

Di questi 153 pazienti abbiamo considerato un sottogruppo costituito da 105 pazienti (79 di sesso
maschile, con un’eta media al momento del trapianto di 52,15 £ 12,2 anni) che all’inizio dello

studio presentavano tutti un angiogramma normale.

Rejection Score e dose cumulativa di farmaci immunosoppressori

Il monitoraggio di un eventuale rigetto acuto veniva effettuato mediante biopsie
endomiocardiche secondo protocolli prestabiliti (1 volta a settimana nel 1° mese, 1 volta ogni 2
settimane fino al 3° mese, 1 volta al mese fino al 1° anno; in presenza di un rigetto di grado 2
una biopsia veniva eseguita dopo 10-15 giorni). Alle biopsie ¢ stato assegnato un rejection score
basato su una modifica della gradazione dei reperti dell’ISHLT come segue 1A=1, 1B=2, 2=3,
3A=4, 3B=5 e 4=6.

Non venivano eseguite biopsie dopo il 1° anno dal trapianto, a meno che non fossero indicate da
un quadro clinico sospetto per rigetto acuto. Per ogni paziente venivano calcolati il rejection
score totale (TRS), il rejection score relativo al 1° anno (RS 1 anno), il TRS comprensivo dei
rigetti severi (>3°) e il RS 1 anno relativo ai rigetti severi (RS sev 1 anno). Tutti 1 punteggi
venivano normalizzati dividendo la somma dei punteggi per il numero di biopsie eseguite sul

singolo paziente.

3.3 Diagnosi di CAV: ruolo dell’angiografia

Il cateterismo cardiaco veniva eseguito entro 24 ore dalla valutazione della CFR mediante CE-
TTE in tutti i pazienti cardiotrapiantati.

| risultati coronarografici venivano analizzati secondo la stessa classificazione angiografica della
CAV tilizzata in un importante studio multicentrico di Costanzo et al e poi validata dal
consensus dell’ISHLT del 2010

La CAV e stata definita:

non significativa (ISHLT CAVO) in assenza di lesioni angiograficamente rilevabili;

105



lieve (ISHLT CAV1) in presenza di una stenosi del tronco comune (left main, LM) < 50%, o di
una stenosi di un vaso principale <70%, o di una stenosi di un qualunque vaso secondario <
70%, in assenza di disfunzione del graft;

moderata (ISHLT CAV2) corrispondente ad una stenosi di LM < 50%, o ad una singola stenosi
in un vaso principale > 70%, o a stenosi isolate di vasi secondari > 70% in 2 sistemi, in assenza
di disfunzione del graft;

severa (ISHLT CAV3) corrispondente ad una stenosi di LM > 50%, o ad almeno 2 stenosi in
vasi principali > 70%, a stenosi isolate di vasi secondari > 70% in tutti e tre i sistemi, 0 a una
CAV lieve 0 moderata associata ad una disfunzione del graft.

Sono stati considerati: vasi principali il terzo prossimale e medio dell’arteria discendente
anteriore, dell’arteria circonflessa sinistra e dell’arteria coronaria destra dominante (o co-
dominante) con 1’arteria discendente posteriore e i rami posterolaterali; vasi secondari il terzo
distale dei vasi primari o qualunque segmento di un ramo perforatore del setto, i rami diagonali, i

marginali ottusi e un qualunque segmento di un’arteria coronaria destra non dominante.

Tabellan 1 Classificazione angiografica della CAV; ISHLT, 2010

ISHLT CAV, (Not significant): No detectable angiographic lesion

ISHLT CAV; (Mild ): Angiographic left main (LM) <50%, or primary vessel with maximum lesion of <-70%, or any branch
stenosis <70% (including diffuse narrowing) without allograft dysfunction

ISHLT CAV; (Moderate): Angiographic LM <<50%; a single primary vessel =70%, or isolated branch stenosis =70% in branches
of 2 systems, without allograft dysfunction

ISHLT CAV, (Severe): Angiographic LM =50%, or two or more primary vessels =70% stenosis, or isolated branch stenosis =70%
in all 3 systems; or ISHLT CAV1 or CAV2 with allograft dysfunction (defined as LVEF =45% usually in the presence of regional
wall motion abnormalities) or evidence of significant restrictive physiology (which is commaon but not specific; see text for
definitions)

Definitions

a). A “Primary Vessel” denotes the proximal and Middle 33% of the left anterior descending artery, the left circumflex, the ramus
and the dominant or co-dominant right coronary artery with the posterior descending and posterolateral branches.

b). A “Secondary Branch Vessel” includes the distal 33% of the primary vessels or any segment within a large septal perforator,
diagonals and obtuse marginal branches or any portion of a non-dominant right coronary artery.

c). Restrictive cardiac allograft physiology is defined as symptomatic heart failure with echocardiographic E to A velocity ratio =2
(=1.5 in children), shortened isovolumetric relaxation time (<60 msec), shortened deceleration time (<150 msec), or
restrictive hemodynamic values (Right Atrial Pressure =12mmHg, Pulmonary Capillary Wedge Pressure =25 mmHg, Cardiac
Index <2 [/min/m2)

I 105 pazienti con coronarie angiograficamente indenni all’entrata dello studio eseguivano una seconda

coronarografia dopo 3,5 £ 1.9 anni.

Valutazione della CFR: Ecocontrastografia Doppler trans-toracica
La valutazione della CFR e stata effettuata utilizzando 1’ecocontrastografia, prima e dopo
infusione endovenosa di adenosina. La riserva di flusso coronarico € stata misurata lungo la

porzione distale della coronaria discendente anteriore da una proiezione a due camere
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modificata; qualora la valutazione del flusso della porzione distale non fosse realizzabile, € stata
utilizzata una proiezione parasternale asse corto alla base cardiaca.

Nel caso in cui 1’angolo tra il color flow e I’impulso Doppler fosse maggiore di 20°, ¢ stata
effettuata una correzione con il software apposito incluso nello strumento. La somministrazione
di contrasto (Levovist, Shering AG, Berlin, Germany) & stata attuata sia prima sia durante
I’infusione endovenosa di adenosina, qualora la qualita del segnale Eco-Doppler lo avesse

richiesto.

Valutazione della velocita di flusso coronarico

Tutti i pazienti dello studio avevano una registrazione Doppler del flusso della DA durante
I’infusione di adenosina al dosaggio di 0.14 mg/Kg/min per 3 minuti. I farmaci cardioattivi non
erano interrotti prima del test, eccezion fatta per alimenti o farmaci contenenti metilxantine,
sospesi 48 ore prima dello studio. La CFR, ovvero il rapporto tra la velocita di flusso diastolico
basale e quello iperemico, veniva valutata da un esperto ecocardiografista. Per ciascuna variabile
nel calcolo della CFR veniva fatta la media di 3 cicli cardiaci (Figura 1).

Per definire normale la CFR dei pazienti, veniva posto un valore di cut-off >2,5. Alcuni studi
hanno infatti dimostrato come questo valore abbia un impatto prognostico sia nei

cardiotrapiantati sia nei pazienti dopo 1’esecuzione di un’angioplastica andata a buon fine.

Adenosine
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Figura 1: Differenze nella modifica del flusso coronarico in risposta all'adenosina in assenza di CAV (A)
e in presenza di CAV diffusa (B); velocita basale (a sinistra) e dopo stimolo iperemizzante (a destra)
valutate mediante CE-TTE

ANALISI STATISTICA

Le variabili numeriche sono state espresse come media + deviazione standard. Le variabili
categoriche sono state espresse come percentuali. Il confronto tra medie é stato eseguito
mediante il T test di Student per campioni indipendenti ed appaiati o il test esatto di Fischer. I
confronto tra frequenze é stato eseguito mediante test del Chi-quadrato con la valutazione del
coefficiente di associazione (K) per valutare la corrispondenza degli indici di diffusione della
malattia.

Abbiamo utilizzato un modello di regressione logistica per valutare la probabilita,espressa con
OR, di sviluppare CAV angiografica o danno microcircolatorio (CFR < 2.5), dopo aver
aggiustato il modello per le variabili determinanti il danno microvascolare e la CAV angiografica
Sensibilita, specificita, valore predittivo positivo (PPD) e valore predittivo negativo (NPD) sono
stati calcolati in base alle definizioni standard.

L’evidenza angiografica di nuova comparsa di CAV ¢ stata presa come riferimento positivo.
L’analisi della curva di Roc ¢ stata effettuata per discriminare il cut off di CFR, piu accurato
nell’identificare i pazienti con insorgenza di stenosi coronariche.

Le sopravvivenze libere da coronaropatie sono state valutate mediante test di Kaplan-Meyer e
confrontate mediante test di Long-Rank.

E stata eseguita un’analisi univariata per I’insorgenza della CAV, inserendo sia variabili cliniche
che strumentali. Per I’analisi multivariata sono stati costruiti tre modelli (il primo utilizzando le
variabili continue, il secondo utilizzando le variabili categoriali e il terzo utilizzando la CFR
come variabile categoriale e le altre come variabili continue). | modelli di analisi multivariata di
Cox sono stati costruiti utilizzando le variabili risultate predittive o al limite della predittivita di
insorgenza di CAV, sia al confronto tra gruppo sia all’analisi multivariata di Cox.

La variabilita intra e interosservatore e la riproducibilita del metodo sono state valutate mediante
regressione lineare ed espresse come coefficiente di regressione r ed errore standard della media
(dal metodo di Balnd-Altman); e mediante coefficiente di correlazione intraclasse. La
riproducibilita e stata considerata soddisfacente se il coefficiente di correlazione intraclasse era
compreso tra 0.8 e 1.

L’analisi statistica ¢ stata condotta con software SPSS versione 18 (Chicago, SPSS, Inc.,

Chicago, Illinoid).
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I risultati sono stati considerati statisticamente significativi quando la p raggiungeva un valore <
0,05.

RISULTATI

Caratteristiche cliniche dei pazienti

Le caratteristiche cliniche e diagnostiche di base del donatore e del ricevente sono riportate in
tabellan 2.

Tabella n 2 : Caratteristiche cliniche e diagnostiche dei riceventi e dei donatori

Totale pazienti (n=153)

Follow up (anni) 7,6+48
Eta al trapianto (anni) 52+ 125
Sesso maschile (%) 80
Ipertensione dopo trapianto (%) 73
Diabete dopo trapianto (%) 15

Fumo (%) 33
Dislipidemia (%) 40
Colesterolo sierico (mmol/L) 52%1
Trigliceridi nel siero (mmol/L) 1,7+£0,9
Frequenza cardiaca (battiti/min) 86 +12
Pressione Arteriosa Sitolica (mmHQ) 138 + 20
Pressione Arteriosa Diastolica (mmHQ) 85+ 14
FE all’eco (%) 67+9
Eta del donatore (anni) 35+12
Sesso maschile del donatore (%) 60,5
Differenza di sesso tra donatore e ricevente (%) 12,4
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Tempo di ischemia (min)

CAV (%)

CAV lieve (ISHLT CAV1)
CAV moderata (ISHLT CAV2)
CAV severa (ISHLT CAV3)
TRS

RS 1 anno

TRS sev

RS sev 1 anno

181 + 45

30,7

35,4

16,5

13,9

1,18 £ 0,58

1,23+0,64

0,43 +0,42

0,50 +0,54

Valutazione del flusso coronarico

L’ecocontrastografia ¢ stata ben tollerata in tutti i pazienti. Durante I’infusione di adenosina

aumentava la frequenza cardiaca rispetto alla condizione basale (92 + 16 bpm vs 86 + 12 bpm, p

< 0.0001), la pressione sistolica diminuiva (126 = 23 mmHg vs 138 £ 20 mmHg, p < 0.0001)

cosi come la pressione diastolica (78 £ 14 mmHg vs 85 + 14 mmHg, p < 0.0001).

Nell’intero gruppo di 153 pazienti (con e senza CAV angiografica), la CFR ¢ di 2.79 £+ 0.85 (in

un range compreso tra 1.08 e 4.90), risultando minore nei pazienti di sesso maschile o con CAV

angiograficamente visibile, in quelli che presentavano una stenosi > 70% a livello di DA o con

diagnosi pre-trapianto di cardiopatia ischemica. A 5, 10, 15 anni dal trapianto cardiaco la
probabilita di CFR < 2.5 risulta piu alta della probabilita di insorgenza di CAV (p < 0.0001)

(Figura 2).
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Figura 2: correlazione temporale della probabilita di CAV e di CFR

Dei 105 pazienti con coronarie indenni al reclutamento, 31 (29.5%) presentava una CAV new
onset alla seconda CVG e, tra questi, 15 (48%) caratterizzati da un valore di CFR < 2.5 al primo
studio con CE-TTE. Dei 74 (70,5%) pazienti esenti da CAV alla 2° CVG 65 (87,8%) avevano
una CFR > 2.5 concomitante alla 1°CVG.

Nei 31 pazienti che presentavano CAV new onset la CFR & inferiore rispetto a quella riscontrata
nei pazienti esenti da tale complicanza (rispettivamente 2.6 + 0.8 contro; p < 0.0001) (Figura 3).
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All’analisi della curva di Roc, un valore di CFR < 2.5 ¢ risultato essere il piu accurato nell’identificare i

pazienti con nuova comparsa di coronaropatia (figura 4).
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Figura 4: Curva di Roc

La sensibilita e il NPV sono di 48% e 80% rispettivamente. La specificita e il PPV sono di 88%
e 62,5% rispettivamente. L accuratezza diagnostica ¢ risultata essere del 76 %.

La probabilita d’insorgenza di CAV in pazienti con CFR < 2.5 risulta piu di tre volte maggiore (
RR = 3,16) rispetto ai pazienti con CFR > 2.5.

La sopravvivenza libera da CAV angiografica e risultata essere significativamente minore nei

pazienti che, a coronarie angiograficamente normali, avevano una riserva di flusso coronarico <
2.5 (P =0.002) (Figura 5).
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Fattori determinanti I’insorgenza di CAV angiograficamente rilevabile

Dall’analisi univariata risulta che CFR, RS severo totale ¢ RS severo del primo anno, espressi sia

come variabili continue che categoriche, siano fattori predittivi per I'insorgenza di CAV

angiograficamente rilevabile. Altri fattori predittivi evidenziati da quest’analisi sono stati il

tempo dal trapianto, espresso come variabile continua, e I’eta al momento del trapianto, espressa

come variabile categorica.

Variabile RR 95% ClI 1 P

CFR 2,12 1,32-3,42 9,933 <0,002
CFR <25 3,15 1,55-6,43 11,16 <0,002
Tempo dal tx (anni) 1,22 1,06-1,41 7,77 <0,006
Sesso 0,67 0,27-1,64 0,765 0,3
Eta al tx (anni) 0,99 0,97-1,02 0,06 0,8
Ipertensione 1,15 0,56-2,33 0,15 0,7
Dislipidemia 1,31 0,4-4,3 0,2 0,6
Diabete 2,1 0,5-9,1 1,2 0,3
RS severo 1 anno 3,7 1,6-8,2 10,9 <0,001
RS severo totale 2,3 1,3-4,1 9,2 0,003
Mediana RS severo 1 anno 24 1,12-51 5.4 0,02
Mediana RS severo totale 24 1,08-5,15 5 0,03
Mediana del tempo dal

trapianto (anni) 18 113-36 2,7 01
Mediana eta al trapianto 1.9 0.9-4.1 31 0.08

Dall’analisi multivariata, in tutti e tre i modelli, la CFR espressa sia come variabile continua che

categorica risulta essere un fattore predittivo indipendente per I’insorgenza di CAV

angiograficamente rilevabile. Anche il RS severo del primo anno, il tempo dal trapianto e I’eta al

trapianto, espressi come variabili categoriche, risultano essere fattori predittivi indipendenti per

I’insorgenza di CAV angiograficamente rilevabile.
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Tabella 3: Relazione dell’insorgenza di CAV con variabili continue

) Variabili RR 95% CI p
X
CFR 2,5 15-43 < 0,001
Tempo dal 1,2 11-14 <0,003
trapianto
RS severo 1 anno 3,6 15-85 < 0,005

25.869 p <0,0001

Tabella 4 : Relazione dell’insorgenza di CAV con variabili categoriche

Variabili RR 95% CI p
CFR<25 4,8 2,1-110 <0,0001
Mediana del tempo 2,6 12-58 <0,017
dal trapianto
Mediana eta al 3,2 14-73 < 0,006
trapianto
Mediana RS severo 1 2,0 11-44 < 0,083

anno

x*25.383 p <0,0001
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tabella 5 : Relazione dell’insorgenza di CAV con variabili continue e categoriche

Variabili RR 95% CI p
¥  CFR<25 35 17-72 <0,001
Tempo dal trapianto 1,2 1,1-14 < 0,007
RS severo 1 anno 3,6 15-8,6 < 0,005

27.824 p<0,0001

Dall’analisi multivariata risulta che CFR e tempo dal trapianto, espresse sia come variabili
continue che categoriche, siano fattori predittivi indipendenti per I’insorgenza di CAV
angiograficamente rilevabile. Anche il RS severo del primo anno, espresso come variabile
continua, e 1’eta al trapianto, espressa come variabile categorica, risultano essere fattori predittivi

indipendenti.

DISCUSSIONE:

La vasculopatia del paziente cardiotrapiantato (CAV) € un processo patologico diffuso,
coinvolgente 1’intero alvero coronarico, compreso il microcircolo: in presenza di una cav
angiograficamente rilevabile (caforio 2004).

Dai nostri dati emerge che la probabilita di una disfunzione microvascolare, valutata in termini di
CFR ridotta (CFR<2.5) ¢ maggiore della probabilita di sviluppare una CAV definita come la
presenza di stenosi coronariche epicardiche. In quest’ottica il nostro studio ha anche dimostrato
che la disfunzone microvascolare, valutata mediante la misurazione della riserva di flusso
coronarico (CFR) e un predittore indipendente di insorgenza di vasculopatia epicardica.

Dallo studio PITA emerge come in presenza di una CAV angiograficamente rilevabile, oltre alla
stenosi dei vasi epicardici sia presente un danno micovarscolare. Tuttavia p stato dimostrato
come la comparsa di stenosi epicardiche sia un riscontro tardivo mentre il processo patologico a
carico dell’abero coronarico inizia precocemente nel primo anno post trapianto, con ispessimento
intimale diffuso e rimodellamento della parte vascolare ma conservazione iniziale del lume
soprattutto a livello dei vasi epicardici (9). A conferma di questo Fearon et al, ha dimostrato,
accoppiando la misurazione della CFR alla misurazione della Fractional Flow Reserve la

presenza di una disfunzione microcircolatoria in pazienti privi di CAV angiograficamente
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significativa. Il valore della CFR rappresenta un indicazione dello stato funzionale dell’intero
sistema coronarico ed una sua eventuale diminuzione identifica quindi la presenza di una lesione
ma non la sede della stessa. La FFR, misurando la differenza di pressione a monte e a valle di
una stenosi epicardica, fornisce una valutazione piu accurata sull’impatto funzionale di tale
stenosi. La misurazione simultanea di questi due parametri fornisce quindi informazioni
aggiuntive sullo stato funzionale del circolo coronarico e permette di differenziale la sede della
patologia coronarica, tra epicardica e microcircolatoria. Nel 15% dei pazienti studianti si
osservava una diminuita CFR associata ad una normale FFR, in questi pazienti quindi un alterata
risposta allo stimolo iperemizzante era dovuta esclusivamente ad una microvasculopatia®*®.

I due processi patologici che portano ad una disfunzione microcircolatoria e all’insorgenza della
CAV sono in realta manifestazioni diverse di una stessa entita patologica. Infatti, dalla letteratura
si evince che i determinanti sono gli stessi, ovvero che siano prevalentemente episodi di rigetti
acuti avuti in passato a determinare disfunzione endoteliale ed ad avere indotto la formazione di
piccole cicatrici fibrose a livello miocardico e che quindi sia un unico fenomeno immunomediato
ad essere responsabile della CAV nel cardiotrapiantato cui contribuiscono poi numerosi fattori
non immunologici®’.

A conferma ulteriore di questo sono proprio i nostri dati: nel gruppo di pazienti cardiotrapiantati
con coronarie angiograficamente indenni considerati nel nostro studio, il rischio relativo di
comparsa di stenosi coronariche risulta tre volte maggiore nei pazienti con CFR <2.5 rispetto a
quelli con CFR >2.5. Secondo la nostra analisi statistica, una disfunzione microvascolare in
termini di ridotta CFR costituisce un fattore predittivo indipendente per I’insorgenza di CAV
angiograficamente rilevabile. In assenza di stenosi epicaridiche una diminuita CFR ¢ indice di
alterazioni a carico del microcircolo coronarico; la disfunzione microcircolatoria, diagnosticata
in modo non invasivo grazie alla misurazione di CFR tramite TTE, costituisce quindi un fattore

predittivo per I’insorgenza di CAV epicardica.

CONCLUSIONI

In conclusione possiamo affermare che la probabilita di una disfunzione microvascolare é piu
alta della probabilita di CAV angiogradica e che tale rimane nel tempo. In secondo luogo
possiamo dire che una disfunzione microvascolare, in termine di ridotta riserva di flusso
coronarica, € un predittore indipendente di insorgenza di CAV diagnosticabile con la

coronarografia.
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CORRELAZIONI ANATOMO-FUNZIONALI DELLA MALATTIA DEL
MICROCIRCOLO NEL TRAPIANTO DI CUORE

INTRODUZIONE

La vasculopatia dell’allograft rappresenta il maggiore fattore limitante la sopravvivenza del
paziente trapiantato di cuore?®. Il 15% dei pazienti sviluppa a lungo termine una disfunzione del
graft, pur in presenza di coronarie angiograficamente indenni, identificando un sottogruppo di
pazienti in cui la patologia si esplica a livello microcircolatorio indipendentemente dal danno alle
coronarie epicardiche e ne condiziona negativamente la prognosi. Dal punto di vista isto-
patologico, circa il 40% dei trapiantati di cuore sviluppa un quadro di rimodellamento
ipertrofico/iperplastico a carico della tonaca media arteriolare osservabile a livello della biopsia
endomiocardica per il monitoraggio post trapianto. Tale parametro costituisce un fattore
prognostico negativo indipendente di outcome a lungo termine, sia dal punto di vista
d’insorgenza di eventi cardiaci avversi maggiori, che di sviluppo di vasculopatia del graft a

livello epicardico.
SCOPO DELLO STUDIO

Il nostro studio si propone di valutare nel follow-up a lungo termine di pazienti sottoposti a
trapianto cardiaco e privi di malattia coronarica dell’allograft a livello epicardico, valutata alla

coronarografia, i sequenti punti:

1) il rimodellamento strutturale del microcircolo, con morfometrica su biopsia
endomiocardica;

2) la correlazione anatomo-clinica tra il dato funzionale della riserva di flusso coronarica
(CFR) e il substrato patologico microvascolare;

3) T’esistenza di un determinato profilo clinico-biochimico dei pazienti trapiantati che nel
follow-up sviluppano microvasculopatia, indagando se esista correlazione tra parametri
quali eta del donatore, sesso del ricevente, sex mismatch del trapianto, diabete,

ipertensione ed il profilo anatomo-funzionale dei pazienti.
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MATERIALI E METODI

Tra gennaio 2004 e maggio 2012 presso 1’ospedale di Padova sono stati studiati un sottogruppo
di 28 pazienti (25 di sesso maschile) dei 105 pazienti sottoposti a trapianto cardiaco presso

I’ospedale di Padova.

Il protocollo immunosoppressivo utilizzato nei pazienti consisteva prevalentemente in una
triplice terapia costituita da Ciclosporina, Azatioprina e Prednisone. La dose giornaliera di
Ciclosporina veniva aggiustata in base alla funzionalita renale del paziente e ai livelli target
desiderati (C0): 50-400 ng/mL nei primi tre mesi; 150-300 ng/mL dal 4° al 12° mese; 100-250

ng/mL dopo 12 mesi dal trapianto.

Il Prednisone per via orale veniva associato a una dose pari a 0.1 mg/Kg/die nei primi 6 mesi,
quindi sospeso. Solo in caso di rigetto o insufficienza renale tale da richiedere una riduzione dei

dosaggi di Ciclosporina veniva continuato a basse dosi.

Le biopsie sono state scelte nella serie delle biopsie eseguite nel follow-up da protocollo
internazionale del primo anno, e per i pazienti per i quali la CFR e misurata nel follow-up a

lungo termine ¢ stata considerata la biopsia piu recente.

Diagnostica clinica

1) Misurazione della CFR.

2) Coronarografia

La coronarografia viene effettuata tramite iniezione selettiva di mezzi di contrasto radiopachi
all’interno della circolazione coronarica. L’esame dura circa 30 minuti e prevede un digiuno da

almeno 8 ore ed eventuale premedicazione in caso di pazienti con allergia a mezzo di contrasto.

Si parte con l’introduzione di un catetere tramite accesso dall’arteria radiale, femorale e
brachiale. La tecnica piu utilizzata ¢ quella di Judkins, con approccio percutaneo all’arteria

tramite puntura percutanea con ago di Seldinger.
Il protocollo di follow-up coronarografico del paziente cardiotrapiantato prevede:

- ogni settimana nei primi 3 mesi
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- ogni 15 giorni nel secondo trimestre
- ogni mese dai 6 ai 12 mesi
- ogni uno-due anni

La CAV viene classificata secondo 1’attuale schema proposto dalla ISHLT 20107

Diagnostica patologica

1) Biopsia endomiocardica

Il protocollo attuale di follow-up del paziente trapiantato prevede:

- prima biopsia nel 7° giorno del post trapianto;

- biopsia settimanale nel primo mese;

- biopsia ogni 15 gioni nel 2°-3° mese;

- biopsia mensile dal 4° al 12° mese;

- biopsia di controllo dopo 10-15 giorni da un episodio di rigetto visualizzato all’anatomia

patologica come grado ISHLT di almeno 2.

Le biopsie a piu di un anno dal trapianto sono effettuate in presenza di: rialzo della temperatura
corporea in assenza di un quadro infettivo, aritmie cardiache e segni di disfunzione del graft o

malessere generale, quadri che pongono la verifica diagnostica di rigetto in corso.

Nella biopsia la presenza di rigetto cellulare e classificata secondo le attuali linee guida ISHLT
2004.

La procedura si svolge in sala di emodinamica e prevede I’esecuzione di un cateterismo cardiaco
destro tramite accesso da una grossa vena (giugulare, succlavia o femorale). L’inserzione di un
biotomo sospinto fino al ventricolo destro consente [’estrazione di un frammento
endomiocardico di dimensioni minime di 2 mm. La sensibilita della biopsia endomiocardica e
I’accuratezza del grading dipendono dal numero di frammenti adeguati, quindi dalla quantita di
tessuto miocardico disponibile per 1’analisi, e dal numero delle sezioni esaminate. Il protocollo
approvato dalla comunita internazionale prevede la valutazione di almeno tre frammenti di
endomiocardio studiati su tre livelli diversi per ridurre il piu possibile errori di “sampling”

(Stewart 2005).
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2) Rejection Score

Il rejection score é stato calcolato associando al punteggio del grading ISHLT di rigetto cellulare
acuto un punteggio ordinario crescente (come riportato nella tabella 1) ad ogni singolo episodio

di rigetto

Tabella 1. Grading istopatologico ISHLT

Grading istopatologico ISHLT Punteggio
1A 1
IB 2
2 3
3A 4
3B 5
4 6

Successivamente per calcolare il Totale Rejection Score (TRS) e stata effettuata la sommatoria
dei punteggi di tutti i rigetti, indicizzati per il numero dei rigetti del paziente, ottenendo un
parametro ordinale categorico. Per il calcolo del RS del primo anno, RS 1lyear, si é utilizzata la
stesa procedura considerando solo i rigetti avvenuti entro il primo anno dal trapianto. Per
calcolare il RS degli episodi piu gravi di rigetto sevTRS si sono considerati nel calcolo solo gli
episodi con grading superiore o uguali a 3°, mentre per il RS degli episodi gravi nel primo anno

sevRS 1year sono stati computati solo quelli del primo anno®®.

3) Analisi istologica e immunoistochimica
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Per ogni paziente si € proceduto considerando la biopsia piu recente rispetto al tempo di
realizzazione della coronarografia e CFR. Per ogni paziente e stata considerata un'unica biopsia
ottenuta durante follow-up istopatologico. Ogni biopsia endomiocardica considerata € stata
ottenuta in un periodo di stabilita clinica del paziente. Nessuna biopsia € stata ottenuta durante
episodi di rigetto cellulare acuto: sono state considerate biopsie con grado ISHLT 0-1°. L’effetto
Quilty e stato considerato non significativo di rigetto.

Il materiale é stato fissato con formalina 4% in tampone fosfato 0.1M (PH=7.2), disidratato in

una serie crescente di alcoli e dopo passaggio in xilolo, incluso paraffina.

Da ciascuna biopsia sono state ottenute sezioni di 4 risum di spessore colorate con Ematossilina ed

Eosina (EE) e Azan-Mallory modificata Heidenhain per 1’analisi istologica.

Ulteriori sezioni di 4 pm sono state sottoposte ad immunoistochimica. Gli anticorpi utlilizzati sono :
anti-actina muscolo liscio (a-SMA 1:200, Dako-Cytomation) per 1’analisi dell’ispessimento
arteriosalere e anti CD31 (a-CD31 1:200, Dako-Cytomation) per ’analisi della densita capillare. In
breve: le sezioni dopo trattamento con acqua ossigenata per bloccare 1’attivita perossidasica endogena
sono state intubate con 1’anticorpo primario per un’ora a temperatura ambiente. Dopo lavaggio sono
state incubate con anticorpo secondario coniugato (DAB, Dako-Cytomation) che fornisce una

colorazione morrone nei siti di avvenuta reazione.

4) Studio morfometrico

Le misurazioni morfometriche eseguite per ogni paziente sono: diametro miocitario (valutato con
sezioni in EE), percentuale di tessuto fibroso (valutato con sezioni di Azan-Mallory), ispessimento
medio arteriolare (valutato con immunoistochiica per CD31). Per ogni parametro studiato sono stati
acquisiti 3 campi a medio ingrandimento (20X). Per I’acquisizioni delle immagini e 1’analisi dei loro
parametri € stato utilizzato un sistema d’analisi Olympus BH2 con telecamera digitale e software di

morfometrica Image Pro 6.0 (Media Cybernetics, Silver Spring MA, U.S.A.)
Image Pro Plus 6.0

Le immagini sono state ottenute tramite il programma per 1’analisi morfologica anatomo-patologica,

ottenendone un formato digitale. I calcoli matematici per ottenere ogni parametro sono stati condotti su
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ogni singola immagine utilizzando il software del programma stesso, ed i dati estratti da ognuno dei
singoli tre campi per variabile sono stati poi inseriti in un foglio di calcolo Excel.

Le analisi morfometriche sono state condotte in cieco rispetto ai risultati di coronarografia e CFR ed i
valori ottenuti sono stati rivisti in modo indipendente da due patologi, un senior ed un junior ottenendo

risultati concordi.
Parametri

- Diametro miocitario: la conta é stata eseguita su tre campi ottenuti a 20X dal campione trattato

in EE. In ogni campo considerato la sezione dei cardiomiociti é trasversale, in modo che le

miocellule risultino tagliate lungo il loro asse (Figura 1)

Figura 1: Misura del diametro medio dei miociti, valutati all’ematossilinia ed eosina

- Quantificazione percentuale di fibrosi: e stata condotta su tre sezioni di tessuto miocardico a
20X di ingrandimento colorato con Azan-Mallory. Ogni campo microscopico e stato suddiviso
in tre aree cumulative rappresentanti:

area 1: tessuto miocardico vascolare
area 2: tessuto fibrotico
area 3: interstizio

Il dato finale rappresenta un media della percentuale ottenuta sui tre campi in AZ.(Figura 2)

122



Figura 2: Quantificazione della fibrosi. Colorozioane con Azan-Mallory a sinistra, immagine

creata dal programma di morfometria a destra

Densita capillare: é stata realizzata con la colorazione immunoistochimica per CD31, detta
anche PECAM-1, antigene della superfamiglia delle immunoglobuline, che funge da recettore
per la diapedesi leucocitaria, I’angiogenesi e 1’attivazione integrinica. Questo marker ¢ stato
utilizzato per evidenziare 1’endotelio dei capillari. Sono stati calcolati nelle tre sezioni a 20X
tutti i capillari presenti nella sezioni, ottenendo infine un valore medio dai differenti campi.

Ispessimento medio delle arteriole: ¢ stato calcolato sull’intera sezione bioptica, campo per
campo, considerando tutte le arteriole presenti purché tagliate trasversalmente. Sono state
analizzate 818 arteriole in totale, con una media di 30 arteriole per paziente. Per mezzo della
colorazione immunoistochimica per actina-muscolo-liscio le cellule lisce vascolari della tonaca
media delle arteriole risultano evidenziate in marrone rispetto al tessuto circostante. L’area
interna \ed esterna della tonaca media, di ogni arteriola & stata ricondotta dal software a
superfici circolari equivalenti. Dalla differenza tra questi due valori si ¢ ottenuta I’area di una
corona circolare corrispondente alla tonaca media. Per svincolare, quindi, 1’area della tonaca
media dal diametro del vaso ¢ stato calcolato il rapporto tra I’area della corona circolare e
I’area racchiusa dalla circonferenza esterna. Tramite questa semplice formula matematica ¢
possibile ricavare per ogni arteriola un valore di ispessimento percentuale della tonaca media
sull’area totale del vaso, e successivamente, mediando tutti 1 valori delle arteriole della biopsia,
calcolare un valore medio di ispessimento arteriolare per ogni paziente. Il raggio medio delle

arteriole, ottenuto dalle aree circolari equivalenti rientra in un range di 3-50 um.
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Analisi statistica

Le variabili continue sono state espresse come media + deviazione standard; le variabili dicotomiche
sono state espresse come numero di pazienti e con percentuale. La distribuzione delle singoli variabili
e stata valutata mediante test di Shapiro-Wilk. Il confronto tra gruppi indipendenti e stata eseguita
mediante t-test di Student e test del X?

RISULTATI

Come mostrato nella tabella, la statistica descrittiva dei 28 pazienti ha mostrato che la CFR media
risulta di 2.7 £ 0.8, I’ispessimento medio sul raggio 4 £ 0.9 um.; il rimodellamento arteriolare, inteso
come percentuale di area della tonaca media sull’area totale di media-intima e lume, e di 68+£7%, la
densita media ¢ di 16,2+41,3 capillari per capo a 20X, la fibrosi espressa come media percentuale di
area fibrotica su area fibrotica e cellulare ¢ di 7.7+4.9%, il diametro medio dei miociti espresso in pm

risulta 20.85+6.7.

L’eta media al trapianto cardiaco era 54,2+ 10,3, il tempo al trapianto della misurazione della CFR era

di 7.745 anni.

Nell’analisi descrittiva dei parametri clinici 1I’eta media del donatore ¢ risultata di 34.4+12.9; il tempo
medio di ischemia di 166,1+43,9 minuti, il severe Rejection Score é risultato in media 0.5+0.4, il
Severe Rejection Score al primo anno in media é risultato di 0.6+0.6.

Tabella: Analisi descrittiva delle variabili continue

N= 28 pz Media £ dev. standard
CFR 2.7x0.8
FC di base 84.7+9.7
PAS di base 132.8+17.2
PAD di base 81.8+11.9
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Velocita massima di base
FC adenosina

PAS adenosina

PAD adenosina

Velocita massima adenosina
Ispessimento del raggio
Rimodellamento % in area
Densita capillare

Fibrosi

Diametro dei miociti

Hb

Creatinina

Colesterolo

Trigliceridi

Eta al trapianto

Eta del donatore

Tempo di ischemia

Tempo dal trapianto alla CFR
Sev-RS totale

Sev-RS al primo anno

27.8+10.1

89.7+12.7

118.2+16.4

72.1+11.1

76.6+28.2

4+0.9

68+7

167.2+41.3

7.7¥4.9

20.8+3.7

13.6+1.3

164+102.9

5+0.7

1.7+0.7

54.2+10.3

34.4+12.9

166.1+43.95

7.7%5

0.5+0.4

0.6+0.6

Tabella: Analisi descrittiva delle variabili dicotomiche
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Variabile N %

Sesso maschile 25 89,3
Sesso del donatore maschile 22 78,6
Sex mismatch presente 6 21,4
Ipertensione 12 49,9
Diabete 2 7,1
Cardiopatia ischemica 11 39,3
CFR>25 17 60,7

Per analizzare I’eventuale correlazione tra il valore della CFR e gli indici morfologici, clinici e
biochimici, i pazienti sono stati suddivisi in due categorie in base al valore della CFR, scegliendo come
cut-off tra valori indicativi di riserva normale e patologica 2.5. Il primo gruppo dei pazienti, pertanto,

mostra valori di CFR < 2.5 e il secondo gruppo presenta una riserva coronarica > 2.5 (p<<0.0001).

Tabella Analisi statistica delle variabili continue

Variabile CFR<25 CFR>25 P
CFR 2+0.5 3.2+0.6 0.0001
FC base 81.2+12.3 87+7.1 0.174
PAS base 136.8+16.8 130.3+17.5 0.334
PAD base 81.8+11.7 81.8+12.4 0.991
Vel max di base 28.2+8.2 27.5+11.4 0.850
FC adenosina 87.6+18.2 91+7.8 0.504
PAS adenosina 125+18.6 113.8+13.8 0.105
PAD adenosina 73.2£11.7 71.5+11.1 0.704
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Vel max adenosina 63.7£24.6 85+27.8 0.045
Ispessimento del raggio 4.2+1.3 3.9+0.7 0.36
Rimodellamento % in aerea 72.3+8 65.2+4.7 <0.007
Densita capillare 157.2+42.4 174.7+40.6 0.35
Fibrosi 6.8+5 8.3+4.9 0.46
Diametro miociti 20.5+3.7 21.1+3.7 0.704
Hb 14.1+1.1 13.3+x1.4 0.085
Creatinina 146.9+44.4 175.3£127.6 0.409
Colesterolo 5.1+0.6 4.9+0.7 0.523
Trigliceridi 1.9+0.7 1.6+0.7 0.346
Eta al trapianto 52.5+12.2 55.449.2 0.500
Eta del donatore 39.7+18.2 31.8+9.1 0.234
Tempo d’ischemia 185.8+46.3 156.3+41.1 0.218
Tempo dal trapianto CFR 8.7x4.5 31.8+9.1 0.402
RS-sev totale 0.5+0.3 0.5£0.4 0.802
RS-sev primo anno 0.6+0.5 0.6+0.8 0.902
Tabella. Analisi statistica delle variabili dicotomiche

Variabile CFR<25 CFR>25 P
Sesso maschile 10 (90.9%) 15 (88.2%) 0.823
Sesso del donatore maschile 11 (100%) 11 (66.7%) 0.109

Sex mismatch presente 0 (0%) 6 (33.3%) 0.109
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Ipertensione 4 (36.4%) 8 (47.1%) 0.676
Diabete 1(9.1%) 1(5.9%) 0.747

Trapianto per malattia ischemica 4 (33.3%) 7 (41.7%) 0.732

La percentuale di rimodellamento arteriolare calcolata sull’area del vaso ¢ risultata significativamente
maggiore nei pazienti con CFR < 2.5 ad indicare come nei pazienti con alterazioni funzionali a carico
del microcircolo (si ricordi infatti che il campione consta unicamente di pazienti a coronarie sane) sia
anche presente un rimodellamento strutturale a carico delle arteriole di minor calibro, con ispessimento

della tonaca muscolare.

Tra le altre variabili e interessante notare come non vi sia una differenza significativa tra i due gruppi
riguardo la velocita massima del flusso in condizioni di base, mentre si & dimostrata una differenza
significativa per le velocita massime di flusso in condizioni di iperemia adenosina-indotta. Per quanto
riguarda le altre variabili, al contrario, é stato dimostrato che la differenza nella loro distribuzione non
e significativa: da un lato la mancanza di differenze concerne le variabili cliniche e biologiche, quali
eta al trapianto, tempo trascorso dal trapianto alla misurazione della CFR, eta del donatore, tempo di
ischemia, rejection, sta a dimostrare come i gruppi di pazienti siano uniformi nella distribuzione di
queste variabili che quindi non fungono da fattori di confondi mento; dall’altro lato la non
significativita di parametri morfologici, quali diametro di miociti, percentuale di fibrosi e densita
capillare, comporta interessanti considerazioni di correlazione anatomo-funzionale. Anche le variabili
dicotomiche sono state analizzate, per vedere se la loro distribuzione fosse significativamente

differente nei due gruppi di pazienti.

DISCUSSIONE

Danno istologico a carico del microcircolo nel cardiotrapiantato

| dati hanno dimostrato come nel paziente cardiotrapiantato, in assenza di malattia cardiaca
angiografica dei grandi vasi epicardici, si instauri un rimodellamento strutturale a carico delle porzioni
distali arteriose dell’albero coronarico, gia evidenziabile nelle arteriole di 6-100 um di diametro, e
come questa alterazione si estrinsechi a livello clinico con la diminuzione della riserva del flusso

coronarico.
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I nostri dati confermano nel followup a lungo termine i risultati ottenuti da altri autori. Clausell et al
(CIT) hanno evidenziato la presenza di un rimodellamento strutturale a carico delle arteriole muscolari
intramiocardiche, che interessa sia la tonaca media che I’intima, e hanno dimostrato come tale

rimodellamento si estrinsechi in

- rigonfiamento cellulare delle cellule endoteliali o “cellular swelling” o ispessimento del mono-
strato endoteliale, e deposizione di matrice extracellulare o migrazione di “foamy cells”,
derivate da linee macrofagiche e muscolari lisce vasali

- ispessimento della tonaca media da ipertrofia ed iperplasia delle cellule muscolari lisce
vascolari

Anche Hiemann et al.?*® in un successivo lavoro hanno dimostrato il coinvolgimento dell’intima e
della tonaca media nel processo di rimodellamento, formulando per la prima volta anche dati
quantitativi. Gli stessi autori**® hanno di concerto evidenziato che il rimodellamento micro vascolare,
valutato in termini qualitativi ¢ quantitativi all’analisi morfologica, si instaura in modo indipendente
dalle modificazioni precoci a livello dei grandi vasi epicardici, intese come ispessimento intimale
all’IVUS e test funzionale all’acetilcolina®®, e come il rimodellamento della tonaca media, e non le
alterazioni intimali di per s&, incida in modo negativo sulla prognosi a lungo termine dei pazienti®* in
modo indipendente dalla presenza di CAV epicardica angiograficamente significativa. L’ispessimento
della tonaca media si € rilevato un fattore predittivo indipendente di sviluppo di CAV epicardica e di

minor sopravvivenza di MACE?*®,

Valutazione funzionale del microcircolo

Come appena considerato per i dati morfologici, & noto come lo studio funzionale del flusso
miocardico tramite CFR da stress all’adenosina, condotto in modo non invasivo per mezzo
dell’ecocardiografia transtoracica, possa categorizzare i pazienti trapiantati in due gruppi a prognosi

624° come indicatore di riserva coronarica ridotta. 1l valore

differente, sfruttando un valore cut off di 2.
della CFR, inoltre, correla con la sopravvivenza libera da MACE nel post trapianto e nel follow-up a
lungo termine correla inversamente con lo sviluppo di CAV epicardica valutata all’IVUS in pazienti a
coronarie angiograficamente indenni®**. Il contribuito originale dello studio consiste nella correlazione
tra il dato strutturale del microcircolo e quello funzionale, nei pazienti la cui CFR non viene
influenzata emodinamicamente dallo stato dei vasi epicardici, dal momento che si sono valutati

unicamente pazienti angiograficamente negativi per lesioni coronariche.

La possibilita che un danno strutturale quale un ispessimento della tonaca media vascolare possa avere

ripercussioni sull’emodinamica funzionale ¢ gia stato studiato nella vasculopatia ipertensiva: anche in
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questa patologia, infatti, il processo di rimodellamento si manifesta con fenomeni di iperplasia ed
ipertrofia nel comparto delle cellule muscolari lisce arteriolari, verificandosi un aumento dello spessore
della tonaca media rispetto al diametro del lume vasale. Questo processo ¢é alla base del meccanismo
fisiopatologico dell’amplificatore strutturale di Folko®*. Esso consente di spiegare come il
rimodellamento ipertrofico concentrico della parete vasale arteriosa sia alla base dell’aumento delle
resistenze al flusso, secondo la legge di Poiseville, in modo direttamente proporzionale alla quarta
potenza del raggio. Le neo caratteristiche geometriche del vaso sono alla base dell’aumento delle
resistenze in seguito a stimoli vasocostrittori e della ridotta risposta alla vasodilatazione. Si evince
quindi come, nel trapianto cardiaco, una modificazione strutturale possa ripercuotersi sulla funzionalita
del microcircolo del graft. Nel dettaglio le caratteristiche della risposta emodinamica all’adenosina
stress-test, misurata con ecografia transtoracica, ed espressa come CFR, sembrano proprio avvalorare
I’ipotesi di un danno arteriolare nella risposta vasodilatatrice, dal momento che la velocita di flusso in
condizioni é confrontabile tra pazienti con riserva funzionale ridotta e maggior rimodellamento e quelli
con riserva piu conservata ¢ minor rimodellamento. Al contrario sotto stimolo all/dell’adenosina il
sottogruppo di pazienti con CFR ridotta e maggior danno strutturale mostrano una riduzione della
capacita di reclutare la riserva di flusso. Lo studio morfometrico ha inoltre dimostrato come
I’impairment funzionale considerato frutto dell’alterata risposta di superficie del microcircolo, che si
sarebbe potuta esprimere come eventuale riduzione della densita capillare, sia come maggiore area di
tessuto fibrotico all’interno del miocardio. Questo dato appare in contraddizione rispetto agli studi
morfometrici di Tsagalou et al (9), condotti in un differente modello di malattia quale la
cardiomiopatia dilatativa, ove gli autori dimostrano una correlazione diretta tra CFR e densita capillare
alla biopsia endomiocardica. questo dato non & emerso nel nostro studio su pazienti cardiotrapiantati. Il
nostro studio appare valido dal punto di vista fisiopatologico, dal momento che la maggiore quota di
resistenze che determinano il flusso nell’albero coronarico ¢ confinata al distretto delle arteriole

muscolari, a fronte di un contributo del letto capillare inferiore all’1%*
Danno istologico e correlazioni con la riserva circolatoria funzionale

La dimostrazione di come il rimodellamento istopatologico sia associato ad un’incapacita da parte di
questi pazienti di reclutare la riserva di flusso, spiega come questo sottogruppo di pazienti, pur scevri
da malattia coronarica all’epicardio, dimostrino una prognosi a lungo termine post trapianto cardiaco

peggiore rispetto ai pazienti con CFR conservata*).

In condizioni di aumentata richiesta metabolica miocardica, i pazienti a CFR ridotta non sono in grado

di adattare la risposta microvascolare, con conseguente squilibrio perfusorio ed ischemia. Questo dato
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1.2, i quali hanno dimostrato, tramite uno studio su 9713

completa ’osservazione di Hiemann et a
biopsie di routine, che le modificazioni istopatolofiche microvascolari non sono rare e sono associate
ad una peggiore prognosi, i quadri bioptici con lesioni microvascolari stenotizzanti si associano ad un
impatto prognostico significativamente peggiore sulla sopravvivenza post trapianto cardiaco,
esplicantesi in eventi cardiaci maggiori in modo indipendente dalla presenza o assenza di vasculopatia
dei vasi epicardici maggiori. Il nostro studio, infatti, permette di individuare all’interno dell’insieme
dei pazienti con alterazioni morfologiche alla biopsia, un sottogruppo nel guale esse sono associate a
decurtazione funzionale di riserva coronarica, determinante eziologico della loro peggiore prognosi.
Allo stesso tempo la CFR, quando ridotta a valori inferiori a 2.5, funge da efficace marker diagnostico
nei pazienti a coronarie epicardiche angiograficamente indenni per identificare il sottogruppo a

prognosi peggiore che necessita pertanto di un piu stretto monitoraggio diagnostico-terapeutico.
Danno istopatologico, rigetto umorale ed everolimus

Il riscontro di danno istopatologico alle biopsie ottenute durante il follow-up dei pazienti
cardiotrapiantati, e il fatto che esso si esplichi mediante risposta iperplastica e ipertrofica a carico delle
cellule muscolari lisce vascolari, pone un interessante focus sulla patogenesi del danno, anche e
soprattutto in considerazione di eventuali nuove strategie terapeutiche. Il risultato, seppur preliminare,
dell’analisi sul nostro campione non ha dimostrato correlazione tra CFR e Rejectin Scores RS,
polarizzando I’interesse verso le vie di signalling innescate dai mediatori di rigetto umorale, e relativo
pathways di proliferazione e migrazione delle cellule muscolari lisce vascolari. La disponibilita di
farmaci immunosoppressori, quali I’everolimus, che esplicano la loro azione su mTOR, puo infatti
bloccare queste vie mitogene con possibile rallentamento o blocco del processo di sviluppo della CAV.
Si puo anche pensare che come lo sviluppo di CAV epicardica sia collegato al rigetto acuto cellulare
(espresso tramite il Rejection Score), come dimostrato in letteratura, in modo indipendente, il
microcircolo risenta principalmente degli effetti del rigetto umorale cronico. La suddivisione
topografica lungo I’albero coronarico dei due meccanismi fisiopatogenetici potrebbe essere il risultato
delle differenti condizioni emodinamico-immunologiche nei due distretti: con prevalenza a livello
epicardico dei meccanismi aterogenetici mediati dallo shear stress, agenti in sinergia con I’attivazione
clonale T; e con preponderanza a livello microcircolatorio, a regimi rallentati di flusso, della
deposizione endoteliale anticorpale e dell’attivazione di segnali mitogenici a livello citologico

vascolare.
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CONCLUSIONI

Nei pazienti cardiotrapiantati in follow-up a lungo termine, a coronarie angiograficamente indenni, €
evidente alla biopsia un rimodellamento ipertrofico/iperplastico della tonaca vascolare media delle

arteriole di diametro inferiore ai 300 um senza che sia interessato il letto capillare.

Tale substrato anatomo-patologico sta alla base della decurtazione della riserva coronarica: ad una
diminuita riserva coronarica corrisponde un maggior rimodellamento vascolare a livello delle arteriole
di resistenza, tale da rendere la microvasculopatia un marker istologico per individuare un sottogruppo

di pazienti a prognosi peggiore proprio a causa della minor possibilita di fronteggiare insulti ischemici.

L’identificazione di un meccanismo di rimodellamento per mezzo di una risposta ipertrofica e
iperplastica delle cellule muscolari lisce vascolari appare interessante dal punto di vista non solo
prognostico, ma anche per future prospettive terapeutiche. La prevenzione della microvasculopatia del
graft nel cardiotrapiantato potrebbe in futuro essere un ulteriore target terapeutico verso cui indirizzare
gli studi sui nuovi farmaci immunosoppressori disponibili, quali 1’everolimus, che interagiscono

proprio con le vie molecolari di proliferazione che si attivano in queste cellule vascolari.
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CONCLUSIONI

Questo studio apre una finestra sul microcircolo coronarico che € sempre stato trascurato nella
letteratura, nonostante, in assenza di patologie a carico dei vasi pericardici, sia il distretto

maggiormente responsabile della riserva coronarica.

Le anomalie coronariche funzionali rappresentano il primo marker del processo aterosclerotico

coronarico.

La riduzione della CFR si & dimostrata essere un fattore prognostico negativo per successivi eventi
cardiovascolari, in particolare laddove era correlabile a patologie coinvolgenti i vasi epicardici
come ad esempio nel post infarto (rigo et al, 2996). Va segnalato tuttavie che, quando viene esclusa
la presenza di stenosi significative a carico dei vasi epicardici la riduzione della CFR costituisce
comunque un potenziale indicatore di danno della funzione micro vascolare coronarica con possibili
alterazioni secondarie della funzione ventricolare sinistra. Questo aspetto é stato ben dimostrato, ad
esempio, nella popolazione diabetica in cui indipendentemente dalla presenza di coronarosclerosi la
riduzione della CFR e quindi un danno al microcircolo é considerato un marker precoce di danno

vasale, indipendentemente correlato con la mortalita cardiovascolare (Galderisi 2006)

La disfunzione microvascolare, valutata in termini di ridotta riserva di flusso coronarico, €
compromessa nelle patologie a carattere infiammatatorio ed endocrino con noto rischio

cardiovascolare.

Tale disfunzione potrebbe spiegare 1’aumentato rischio cardiovascolare indipendente dai

convenzionali fattori di rischio presente in queste patologie.

Nel cardiotrapiantato la riduzione della riserva di flusso coronarico, a cui corrisponde un substrato
anatomo-patologico caratterizzato da un maggior rimodellamento vascolare a livello delle arteriole
di resistenze, un ¢ in grado di predire I’insorgenza della CAV, maggiore fattore limitante la

sopravvivenza dell’allograft cardiaco.

Pertanto la CF potrebbe diventare di rilevanza clinica nella gestione e nelle trattamento precoce di

tutte queste patologie
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PROSPETTIVE FUTURE

Visti gli incoraggianti risultati presentati in questa tesi, il nostro laboratorio ha intenzione di
continuare questo lavoro, incrementando la casistica (nell’acromegalia), aggiungendo controlli post-
trattamento delle patologie studiate (obesita, iperparatiroidismo, psoriasi), in modo da rafforzare il

ruolo della CFR nel scelta del timing terapeutico.

Inoltre vi sono altre patologie a carattere inflammatorie ed endocrino di elevato interesse quali

I’ipogonadismo, le paraodontopatie, il lupus eritematoso sistemico e la depressione.

Quest’ultima recentemente ¢ oggetto di numerosi studi che mostrano come nella depressione lo

stato immunologico é alterato quanto quello neurologico

Le conseguenze di questa alterazione psico-neuro-immunologica si ripercuotono nello stato del
cuore e ne influenzano la salute al pari di altri fattori di rischio, da sempre considerati importanti,
come il fumo, ’obesita, la qualita del colesterolo, il diabete, la mancanza di regolare esercizio

fisico, nonché 1’assunzione massiccia di farmaci e di ormoni.

Uno studio, pubblicato su Archives of General Psychiatry, ha analizzato 7641 persone di eta
compresa tra i 17 e i 39 anni scoprendo che in particolare aver tentato il suicidio, nelle persone piu

giovani dei 40 anni, incide in maniera importante sul rischio di morire per attacchi cardiaci*®

Un'altra patologia a cui ci stiamo interessando ¢ I’iperprolattinemia. Un recente studio pubblicato
sull’European Heart Journal ha studiato 3929 soggetti, categorizzati secondo i livelli di prolattina.
Haring et al concludono evidenziando comela prolattina sia un fattore di rischio indipendente per
mortalita da tutte le cause e cardiovascolari, sebbene ancora poco conosciuti siano i meccanismi

fisiopatologici alla base di tale evidenza®*’.

Noi stiamo valutando la funzione microvascolare coronarica in pazienti affetti da ipogonadismo,
paraodontopatie, lupus eritematoso sistemico  da depressione maggiore, e, a breve, da
iperprolattinemia al fine di indagare le prime fasi coinvolte nella patologia cardiovascolare

associata a queste patologie.
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