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Scopi

1l “Giornale Italiano dell’Arterio-

sclerosi” (GIA), ¢ un periodico di

aggiornamento che nasce come

servizio per i medici, operatori sa-
nitari e studenti di medicina e delle
professioni sanitarie, con I'intenzio-
ne di rendere pili facilmente dispo-
nibili informazioni e revisioni criti-

che nel campo dell’arteriosclerosi e

delle malattie ad essa correlate.

Lo scopo della rivista ¢ quello di

assistere il lettore fornendogli:

a) revisioni critiche di argomenti di
grande rilevanza nel campo
dell’arteriosclerosi sia per quanto
riguarda gli aspetti di base che gli
aspetti clinico-applicativi;

b) quesiti relativi agli argomenti
trattati per una verifica di auto
apprendimento;

¢) opinioni di esperti qualificati sui
nuovi sviluppi delle conoscenze
sull’arteriosclerosi;

d)lavori originali relativi ad aspetti
di ricerca sanitaria nell'ambito
dell’arteriosclerosi e delle malat-
tie ad essa correlate.

TIPOLOGIA E STRUTTURA
DEGLI ARTICOLI

GIA accetta le seguenti categorie di
contribuiti: lavori originali, rasse-
gne, casi clinici e forum dei lettori.
Titolo e, se previsti, parole chiave e
sommario dovranno essere sia in
italiano che in inglese.

Le tabelle dovrenno pervenire in
formato editabile (word, excel, txt,
ecc...).

Le figure dovreanno essere inviate
oltre al formato originario anche in
formato grafico (pdf, jpg, png, ecc...).

Lavori originali

I lavori originali saranno sottoposti
a processo di “peer review”. La lun-
ghezza del testo non deve superare
le 4.000 parole (esclusa la bibliogra-

fia) ma incluso I'abstract, con un

massimo di 4 figure o tabelle.

11 frontespizio dovra contenere:

1) Titolo

2) Autori e loro affiliazione

3) Nome e affiliazione dell’autore
corrispondente.

— Sommario: dovra essere struttu-
rato (premesse, obiettivi, metodi,
risultati, conclusioni) e non dovra
superare le 250 parole.

— Parole chiave: Si raccomanda di
indicare 4-6 parole chiave.

— Testo: 11 corpo del testo dovra
comprendere: a) Introduzione b)
Materiali e metodi c) Risultati d)
Discussione e) Tavole f) Figure
2) Bibliografia.

Bibliografia

Citazione di articoli su riviste: Es. 1:
Austin MA, Hutter CM, Zimmern
RL, Humphries SE. Familial hyper-
cholesterolemia and coronary he-
art disease. Am J Epidemiol 160:
421-429, 2004. Es. 2: Humphries SE,
Whittall RA, Hubbart CS et al. Ge-
netic causes of familial hyperchole-
sterolemia in patients in the UK: a
relation to plasma lipid levels and
coronary heart disease risk. ] Med
Genet 43: 943-949, 2006

Citazioni di capitoli di libri Assmann
G, von Eckardstein A, Brewer H.
Familial analphalipoproteinemia:
Tangier disease. In “The metabolic
and molecular bases of inherited
disease”, Scriver CR, Beaudet AL,
Sly WS, Valle I, eds, 8th ed. New
York, McGraw-Hill, 2001; 2937-60.

Rassegne

1l frontespizio dovra contenere:

1) Titolo;

2) Autori e loro affiliazione;

3)Nome e affiliazione dell’autore
corrispondente.

La lunghezza del testo non deve su-

perare di norma le 5.000 parole, in-

cluso, sommario, glossario, e 'elen-
co puntato degli argomenti affronta-
ti (bullet points). Il numero massimo

di figure e tabelle ¢ 5. Il numero

massimo di voci bibliografiche € 50.

Le rassegne devono includere in

appendice un questionario di auto-

apprendimento relativo all’argomen-
to affrontato nella rassegna.

— Sommario: non dovra superare le
250 parole.

— Parole chiave: Si raccomanda di
indicare 4-6 parole chiave.

— Testo: Lautore é invitato a suddi-
videre la rassegna in capitoli e
sotto-capitoli.

Al termine del testo € opportuno

inserire un capitolo dedicato alle

prospettive future con particolare
riferimento agli aspetti clinico-appli-
cativi.

Glossario: E uno strumento di comu-

nicazione fortemente raccomandato.

Esso dovrebbe contenere una conci-
sa ma esauriente spiegazione dei
termini “nuovi o0 meno comuni” uti-
lizzati nella rassegna. Qualora I'auto-
re lo ritenga utile, al glossario pud
essere allegata una o piu “finestre
esplicative” dedicate ad argomenti a
cui si fa riferimento nella rassegna e
che non sono discussi in sufficiente
dettaglio nel corpo del testo.

Elenco degli argomenti trattati: A
conclusione della rassegna I'autore
¢ invitato a fornire un conciso elen-
co puntato degli aspetti piu rilevan-
ti affrontati.

Bibliografia: Le citazioni bibliografi-
che dovranno essere numerate se-
condo l'ordine di comparsa nel testo.
Le pubblicazioni citate dovranno
contenere il nome di tutti gli autori
(fino a un massimo di 4). Nel caso gli
autori fossero pitl di quattro, si met-
te dopo il terzo autore la scritta et al.

Questionario di auto-apprendimen-
to: Per ogni rassegna il questionario
dovra contenere 5-10 domande con
risposta a scelta multipla.

Casi clinici

Si riferisce alla presentazione di un
caso clinico, preparato su richiesta
da medici esperti, che ha lo scopo
di rafforzare standard di comporta-
mento clinico, diagnostico e/o tera-
peutico, basati sulle evidenze.

Forum su Medicina,

Scienza e Societa

Si tratta di articoli brevi o lettere
all’editore (1.500 parole) sollecitati
ad esperti, riguardanti commenti
e/o opinioni su temi di particolare
attualita. Il testo non dovra superare
le 1.500 parole. Non é richiesto un
sommario. Le voci bibliografiche
non devono superare il numero di
10 e devono essere riportate come
indicato per le rassegne.

NOTE PER GLI AUTORI

11 testo dell’articolo deve essere
predisposto utilizzando il program-
ma Microsoft Word per Windows o
Macintosh. I dischetti devono ripor-
tare sull’apposita etichetta il nome
del primo autore, il titolo abbreviato
dell’articolo, il programma di scrit-
tura e la versione, ed il nome del
contenuto/file.

Lautore é tenuto ad ottenere l'auto-
rizzazione di “Copyright” qualora
riproduca nel testo tabelle, figure,
microfotografie od altro materiale
iconografico, gia pubblicato altrove.
Tale materiale illustrativo dovra es-
sere riprodotto con la dicitura “per
concessione di...” seguito dalla cita-
zione della fonte di provenienza.
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B Meccanismi di malattia

Long non-coding RNA e aterosclerosi.

Solo I'1-2% del genoma umano ha funzione codificante; tecnologie di sequenziamento avanzate
hanno portato all'identificazione dei trascritti non codificanti, non-coding RNA, tra cui i long non-
coding RNAs (IncRNAs) rappresentano una classe eterogenea in grado di controllare I'espressio-
ne genica e i pathways di segnalazione. Chi legge, potra aggiornarsi su espressione, funzione e
meccanismo d’azione dei principali IncRNA ad oggi noti, coinvolti nella patologia aterosclerotica.

Disbiosi intestinale ed infarto del miocardio: nuovi meccanismi di aterosclerosi.

Il microbioma intestinale influenza, sia direttamente che indirettamente, i fattori di rischio dell’a-
terosclerosi, recitando cosi una parte di primo piano nelle malattie cardiovascolari. In questa
rassegna vengono delineati il ruolo del microbioma intestinale nel processo aterosclerotico e i
potenziali interventi terapeutici per modulare la disbiosi.

B Marcatori di rischio

Fibrosi epatica nei pazienti con NAFLD:

un marcatore non lipidico di rischio cardiovascolare residuo?

Il rischio residuo e quello che permane dopo il trattamento ottimale dei fattori di rischio noti ed
¢ particolarmente elevato nei soggetti con steatosi epatica non alcolica (NAFLD). La rassegna
esamina il ruolo della fibrosi epatica nei soggetti NAFLD, come marcatore indipendente di
rischio cardiovascolare residuo.

H Dislipidemie in pediatria

Pratica clinica in ambulatorio pediatrico per le dislipidemie.

Il lavoro evidenzia il ruolo del’ambulatorio di pediatria nell'identificazione precoce dei bambini
con ipercolesterolemia su cui intervenire, gia prima della puberta, con alimentazione, stili di vita
corretti e, a partire dagli 8-10 anni di eta, con statine.

B Medicina, Scienza € Societa

I’ “arteriosclerosi sperimentale” e la nascita dell’ipotesi lipidica in Italia.
Storia dell’aterosclerosi in Italia attraverso la presentazione dei modelli sperimentali ideati per la
comprensione dell’aterosclerosi umana e del ruolo dei lipidi nella sua patogenesi.

B Notizie da Congressi Internazionali
Notizie dal congresso dell’European Society of Cardiology 2020.
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STUDI SISA

STUDIO UPIGEN: APERTURA A

NUOVE DISUIPIDEMIE GENETICHE

LIPIGEN Study: opening to new genetic
dyslipidaemias
GRUPPO LIPIGEN

SUMMARY

Genetic dyslipidemias are a heterogeneous group of diseases characterized by alterations of lipid frac-
tions, due to the presence of mutations in genes coding for proteins involved in synthesis, transport,
and metabolism of plasma lipoproteins. To promote the clinical and genetic diagnosis of familial dys-
lipidemias, in 2012 the Italian Atherosclerosis Society (SISA) through its Foundation started the LIPI-
GEN study, initially focused on familial hypercholesterolemia. The recent progress in the field of rare
dyslipidemias suggested the need to extend the LIPIGEN registry also to severe hypertriglyceridem-
ias, in particular to familial chylomicronaemia syndrome (FCS). FCS is a rare, inherited disorder of
triglyceride-rich lipoprotein (TRLs) metabolism, characterized by severe hypertriglyceridaemia
(HTG), persistence of chylomicrons in plasma, TG levels higher than 885 mg/dL, and increased risk
of recurrent episodes of potentially fatal pancreatitis. However, a diagnosis of FCS is present only in
about 1-2% of subjects with hypertriglyceridemia, while multifactorial chylomicronemic syndrome
(MCS) is more common.

Based on clinical experience in Italy, the LIPIGEN scientific committee has developed a score for the
discrimination of adults with FCS or MCS from other dyslipidemias. It consists of point system that
takes into account information related to personal clinical history and main clinical manifestations of
these pathologies. Starting from autumn 2020, an ad hoc section will be available within the LIPIGEN
register, to begin the data collection of subjects with FCS/MCS suspicion, representing the first step
towards opening the register to other forms of familial dyslipidemias.

Key words: Genetic dyslipidaemias, Pathology registry, Chylomicronemia syndrome, Severe hypertriglyc-

eridaemias.

Le dislipidemie genetiche sono un grup-
po eterogeneo di malattie caratterizzate da
alterazioni di alcune frazioni lipidiche, con-
seguenti alla presenza di mutazioni in diver-

Indirizzo per la corrispondenza

Marta Gazzotti

SEFAP, Dipartimento di Scienze Farmacologiche
e Biomolecolari — Universita degli Studi di Milano
Via Balzaretti, 9 — 20133 Milano

E-mail: marta.gazzotti@unimi.it

si geni che codificano per proteine coinvol-
te nella sintesi, trasporto e metabolismo
delle lipoproteine plasmatiche.

Alcune di queste dislipidemie familiari
sono considerate malattie rare, altre invece
interessano un numero maggiore di sog-
getti, risultando purtuttavia ancora sotto-
diagnosticate e sotto-trattate nella popola-
zione generale (1, 2).

Per promuoverne e facilitarne la dia-
gnosi clinica e genetica, dal 2009 la Societa
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Italiana per lo Studio dell’Aterosclerosi
(SISA) sostiene il Network LIPIGEN (acro-
nimo in inglese di “Lipid TransPort Disor-
ders italian Genetic Network”), una rete di
centri con nota esperienza nella gestione di
soggetti affetti da dislipidemie su tutto il
territorio italiano. Altri obiettivi di questo
progetto consistono nel contribuire ad au-
mentare la consapevolezza e favorire la ri-
cerca consorziata nell'ambito delle dislipi-
demie genetiche in Italia. Sulla base di
queste premesse e traendo vantaggio dalla
rete cosl creata, nel 2012 la SISA, attraver-
so la sua Fondazione, ha avviato lo studio
LIPIGEN, uno studio osservazionale, mul-
ticentrico, in parte retrospettivo e in parte
prospettico, finalizzato alla creazione di un
database nazionale di soggetti affetti da di-
slipidemie genetiche, sia piu frequenti che
rare (3). Lo studio LIPIGEN é iniziato foca-
lizzandosi sulla forma pitt comune di que-
ste dislipidemie, rappresentata dall'iperco-
lesterolemia familiare, portando all’analisi
genetica di pit di 6.000 soggetti con dia-
gnosi clinica di FH e permettendo il conso-
lidamento non solo del Network creato ma
anche delle modalita per la raccolta ed ana-
lisi dei dati.

Poiché in tempi recenti sono stati fatti
progressi importanti nell'ambito delle ma-
lattie rare del metabolismo lipidico, come
documentato dal recente Consensus sulle
dislipidemie rare pubblicato dall’ European
Atherosclerosis Society (EAS), si ¢ ritenuto il
momento opportuno per estendere il regi-
stro LIPIGEN anche alle ipertrigliceride-
mie severe (1), in particolare alla sindrome
chilomicronemica familiare (in inglese fa-
milial chilomicronaemia syndrome - FCS).

La sindrome chilomicronemica
primaria

LFCS é una rara malattia monogenica a
trasmissione autosomica recessiva del me-

tabolismo delle lipoproteine ricche in trigli-

ceridi (TRLs), caratterizzata da grave iper-

trigliceridemia (HTG), con presenza di

chilomicroni a digiuno e livelli di trigliceri-

di (TG) superiori a 885 mg/dL, e associata

ad un aumentato rischio di episodi ricor-

renti di pancreatite potenzialmente fatale.

Nei soggetti affetti da questa patologia, i

chilomicroni prodotti dagli enterociti dopo

un pasto, anziche essere fisiologicamente
eliminati dopo circa 4 ore, tendono ad ac-
cumularsi in circolo (chilomicronemia).

Cio € dovuto ad una mancata/ridotta fun-

zionalita della lipasi lipoproteica (LPL), en-

zima situato sulla superficie endoteliale del
tessuto adiposo e muscolare e deputato
all'idrolisi dei TG presenti nelle TRLs nel
plasma (4). Questa condizione ¢ dovuta
principalmente a mutazioni loss-offuction
in omozigosi o eterozigosi composta nel

gene che codifica per LPL (circa nel 90%

dei casi) o nei geni di alcuni dei suoi modu-

latori, cioe fattori interagenti implicati nella
lipolisi.

Le due forme familiari di chilomicrone-
mia maggiormente conosciute e studiate
sono causate da mutazioni a carico di uno
dei due geni seguenti:

— gene della lipoprotein lipasi (LPL), con
conseguente deficit della normale fun-
zione dell’enzima LPL, deputato al cata-
bolismo ed alla rimozione dei trigliceridi
provenienti dalle lipoproteine a densita
molto bassa (VLDL) e dai chilomicroni;

— gene dell’apoliproteina C2 (APOC2),
con conseguente alterazione di apoC2,
attivatore di LPL.

Recentemente, sono stati identificati an-
che casi di ipertrigliceridemia severa a tra-
smissione autosomica recessiva causati da
mutazioni in altri geni che codificano per
fattori coinvolti nel catabolismo delle TRLs:
APOAS5 (codificante per I'apolipoproteina
A5, un modulatore della funzione di LPL in
grado di stabilizzare il complesso lipopro-
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teina-enzima), GPIHBPI (codificante per la
proteina glycosyl-phosphatidyl-inositol-an-
chored high-density lipoprotein binding pro-
tein 1, che stabilizza il legame di LPL ai
chilomicroni, creando una piattaforma mo-
lecolare per la lipolisi) e LMF1 (codificante
per il fattore di maturazione della lipasi 1,
coinvolto nella produzione intracellulare
della forma matura di LPL) (4). Inoltre, mu-
tazioni nel gene CREB3L3 sono responsa-
bili di rari casi di ipertrigliceridemia severa
dominante.

Una diagnosi di FCS e tuttavia presente
solo in circa 1'1-2% dei soggetti affetti da
ipertrigliceridemia, mentre pitt comune ri-
sulta essere la sindrome chilomicronemica
multifattoriale (in inglese, multifactorial
chylomicroneamia syndrome - MCS) (5). La
MCS puo essere dovuta a una suscettibilita
poligenica, alla presenza di mutazioni in
forma eterozigote in uno dei geni che nello
stato omozigote causerebbero FCS, o alla
presenza di fattori secondari non genetici,
tra cui comorbilita note per causare un au-
mento dei livelli di TG plasmatici (tra cui
diabete non controllato e ipotiroidismo),
fattori ambientali (come abuso di alcol e
cattiva alimentazione) e alcuni trattamenti
farmacologici (come estrogeni, glucocorti-
coidi, farmaci neurolettici) (6).

Manifestazioni cliniche € diagnosi

Le manifestazioni cliniche di FCS, che
si possono presentare fin dalla giovane eta,
includono sintomi gastrointestinali, come
la comparsa di dolore addominale ricor-
rente, oppure piu gravi episodi di pancrea-
tite acuta. In aggiunta, altri sintomi caratte-
ristici di FCS sono la presenza di plasma
lattescente, xantomi eruttivi, lipemia reti-
nalis ed epatosplenomegalia, a cui si pos-
sono aggiungere sintomi neurologici come
irritabilita, alterazioni della memoria e de-
pressione (7).

Nella pratica clinica, tuttavia, questo
raro fenotipo FCS puo essere facilmente
confuso con il piu diffuso fenotipo MCS,
con un ritardo nella diagnosi di FCS pur-
troppo successivo solo allo sviluppo di pan-
creatite acuta. La ricerca di mutazioni a
carico dei geni coinvolti risulta quindi cru-
ciale per identificare le basi genetiche della
malattia. Sono presenti tuttavia alcune dif-
ferenze tra queste due forme di sindrome
chilomicronemica, che sono state prese in
considerazione da un gruppo di esperti a
livello internazionale per la creazione di
uno score diagnostico che potesse essere
utile per discriminare tra FCS e MCS (8).

FCS e MCS si possono differenziare, ad
esempio, per i valori di TG che risultano
essere molto elevati (>885 mg/dL) per di-
verse settimane o mesi nel primo caso,
mentre hanno una maggiore variabilita e
risultano pit sensibili alle modifiche diete-
tiche e/o alla terapia nei soggetti con
MCS. In aggiunta al fenotipo lipidico, an-
che alcune caratteristiche cliniche suppor-
tano la diagnosi di FCS, piuttosto che la
pit comune MCS: la FCS si manifesta in
pazienti pill giovani, principalmente senza
fattori secondari, ad eccezione della gravi-
danza e dell'uso di estrogeni orali contrac-
cettivi, mentre la MCS si presenta tipica-
mente in pazienti adulti in sovrappeso con
sindrome metabolica. Inoltre, la presenza
di pancreatite acuta € piu frequente nel-
I'FCS rispetto alla MCS a causa della rispo-
sta parziale a un basso contenuto di grassi
dieta e a concentrazioni plasmatiche piu
elevate di TG.

Studio LIPIGEN
€ ipertrigliceridemie severe

All'interno dello Network LIPIGEN, il
comitato scientifico ha elaborato, sulla
base dell’esperienza clinica sul territorio
italiano, uno score utilizzabile nei soggetti
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adulti e in grado di discriminare FCS o
MCS dalle altre forme di dislipidemie.
Questo score consiste in un sistema a pun-
ti che tiene in considerazione la storia clini-
ca del soggetto e le principali manifestazio-
ni di queste patologie, assegnando a
ciascuna voce un relativo punteggio, come
riportato in Tabella 1.

Sulla base dei valori plasmatici di trigli-
ceridi possono venire assegnati da 4 a 8
punti, prevedendo invece la sottrazione di 2
punti nel caso di precedenti valori di TG
<200 mg/dL. A questi, vanno poi sommati i
punteggi relativi all'eventuale assenza di

Tabella | - Score per la diagnosi di FCS/MCS
costruito per pazienti italiani adulti.

Storia clinica Punti

Paziente con trigliceridi >1000 mg/dL Si=7
Da un periodo di tempo maggiore Si=8
di 20 anni

Paziente con trigliceridi >1000 mg/dL Si=8
entro i primi 3 anni di eta

Paziente con trigliceridi >500 mg/dL Si=7
in gravidanza

Paziente con trigliceridi tra 500 Si=4
e 1000 mg/dL

Paziente con precedente valore Si=-2
di trigliceridi <200 mg/dL

Assenza di risposta alla terapia Si=2
(fibrati ed omega-3)

Paziente con manifestazioni Si=2
eruttive cutanee

Paziente con Lipemia retinalis Si=2
Paziente con storia di dolore Si=3
addominale ricorrente

Paziente con pancreatite Si=4
Paziente con epatosplenomegalia Si=2
Punteggio totale _
[] FCS/MCS improbabile (<6)
[] FCS/MCS probabile (6-7)
[] FCS definita (=8)

risposta alla terapia con fibrati e omega-3
(+2), alla presenza di manifestazioni erutti-
ve cutanee (+2), lipemia retinalis (+2), epa-
tosplenomegalia (+2), storia di dolore addo-
minale ricorrente (+3) o pancreatite (+4).

Un punteggio totale inferiore a 6 indica
una diagnosi improbabile di FCS o MCS,
un punteggio compreso tra 6 e 7 una dia-
gnosi probabile di FCS/MCS e un punteg-
gio maggiore o uguale a 8 una diagnosi
definita di FCS. Per i soggetti con diagnosi
probabile o definita, € consigliata I'esecu-
zione del test genetico al fine di identifica-
re I'eventuale presenza di mutazioni a cari-
co dei geni coinvolti nella patologia.

Conclusioni € prospettive

Cosi come da anni avviene per l'iperco-
lesterolemia familiare, nel contesto dello
studio LIPIGEN dall’autunno 2020 sara di-
sponibile una sezione ad hoc per la raccolta
di informazioni riferite ai soggetti con so-
spetto di FCS/MCS, rappresentando il pri-
mo step verso 'apertura del registro alle
altre forme di dislipidemie familiari. Cio
permettera di identificare anche i soggetti
affetti da queste tipologie di ipertrigliceri-
demie severe sul territorio italiano median-
te I'utilizzo di protocolli condivisi, validare
il sospetto diagnostico e inviare il campio-
ne ai laboratori specializzati per I'analisi
genetica solo laddove ci sia un forte proba-
bilita di origine monogenica della patolo-
gia. L'analisi dei dati raccolti permettera di
effettuare la stima della prevalenza, dell’in-
cidenza delle forme rare di dislipidemie
genetiche e lidentificazione di eventuali
clusters e/o sottopopolazioni a rischio; da
questi risultati si potranno derivare priorita
sia per intraprendere interventi sanitari
mirati sia per indirizzare studi riguardanti
la eziopatogenesi e l'identificazione di fat-
tori che possono condizionare la prognosi
di specifiche forme rare.
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RIASSUNTO

Le dislipidemie genetiche sono un gruppo eterogeneo di malattie caratterizzate da alterazioni di alcune
frazioni lipidiche, per la presenza di mutazioni in diversi geni che codificano per proteine coinvolte
nella sintesi, trasporto e metabolismo delle lipoproteine plasmatiche. Per promuoverne e facilitarne la
diagnosi clinica e genetica, nel 2012 la Societa Italiana per lo Studio dell’Aterosclerosi, attraverso la sua
Fondazione, ha avviato lo studio LIPIGEN, inizialmente focalizzato sulla forma piit comune di queste
dislipidemie, rappresentata dall’ipercolesterolemia familiare. Visti pero i recenti ed importanti progres-
si nell’ambito delle malattie rare del metabolismo lipidico, si é ritenuto opportuno estendere il registro
LIPIGEN anche alle ipertrigliceridemie severe, in particolare alla sindrome chilomicronemica familia-
re (FCS). LUFCS e una rara malattia monogenica a trasmissione autosomica recessiva del metabolismo
delle lipoproteine ricche in trigliceridi (TRLs), caratterizzata da grave ipertrigliceridemia (HTG), con
presenza di chilomicroni a digiuno e livelli di trigliceridi (T'G) superiori a 885 mg/dL, e associata ad un
aumentato rischio di episodi ricorrenti di pancreatite potenzialmente fatale. Una diagnosi di FCS e
tuttavia presente solo in circa 1'1-2% dei soggetti affetti da ipertrigliceridemia, mentre pit comune risul-
ta essere la sindrome chilomicronemica multifattoriale (MCS). Sulla base dell’esperienza clinica sul
territorio italiano, il comitato scientifico LIPIGEN ha elaborato uno score utilizzabile nei soggetti adul-
ti e in grado di discriminare FCS o MCS dalle altre forme di dislipidemie, che consiste in un sistema a
punti che tiene in considerazione la storia clinica del soggetto e le principali manifestazioni di queste
patologie, assegnando a ciascuna voce un relativo punteggio. Dall’autunno 2020, all'interno del regi-
stro LIPIGEN sara quindi disponibile una sezione ad hoc per la raccolta di informazioni riferite ai sog-
getti con sospetto di FCS/MCS, rappresentando il primo step verso I'apertura della raccolta dati alle
altre forme di dislipidemie familiari.

Parole chiave: Dislipidemie genetiche, Registro di patologia, Sindrome chilomicronemica, Ipertriglice-
ridemie severe.

Bibliografia 4. Brahm AJ, Hegele RA. Chylomicronaemia-cur-
rent diagnosis and future therapies. Nat Rev En-

1. Hegele RA, Borén ], Ginsberg HN, et al. Rare docrinol. 2015; 11: 352-362.

dyslipidaemias, from phenotype to genotype to
management: a European Atherosclerosis Soci-
ety task force consensus statement. Lancet Dia-
betes Endocrinol. 2020; 8: 50-67.

Nordestgaard BG, Chapman M], Humphries
SE, et al. Familial hypercholesterolaemia is un-
derdiagnosed and undertreated in the general
population: guidance for clinicians to prevent
coronary heart disease: consensus statement of
the European Atherosclerosis Society. Eur Heart
J. 2013; 34: 3478-90a.

. Averna M, Cefalu AB, Casula M, et al. Familial
hypercholesterolemia: The Italian Atherosclero-
sis Society Network (LIPIGEN). Atheroscler
Suppl. 2017; 29: 11-16.

Dron JS, Wang ], Cao H, et al. Severe hypertri-
glyceridemia is primarily polygenic. J Clin Lipi-
dol. 2019; 13: 80-88.

Hegele RA, Ginsberg HN, Chapman M], et al. The
polygenic nature of hypertriglyceridaemia: impli-
cations for definition, diagnosis, and management.
Lancet Diabetes Endocrinol. 2014; 2: 655-666.

. Yuan G, Al-Shali KZ, Hegele RA. Hypertriglycer-

idemia: its etiology, effects and treatment.
CMAJ. 2007; 176: 1113-1120.

Moulin P, Dufour R, Averna M, et al. Identifica-
tion and diagnosis of patients with familial chylo-
micronaemia syndrome (FCS): Expert panel
recommendations and proposal of an “FCS
score”. Atherosclerosis. 2018; 275: 265-272.



Giornale Italiano dell’Arteriosclerosi 2020, 11 (3): 10-26

MECCANISMI DI MALATTIA

LONG NON-CODING RNA
€ ATEROSCLEROSI

Long non-coding RNAs and atherosclerosis
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SUMMARY

The recent discovery that only about 1-2% of the human genome encodes proteins has paved the way,
thanks to the development of sequencing technologies, to the identification of non-coding transcripts,
starting a new era in RNA biology. Among non-coding transcripts, long non-coding RNAs (IncRNAs)
represent a heterogeneous group of non-protein-coding RNA, although the molecular mechanisms
by which IncRNAs control gene expression and cell signalling pathways are still under investigation.
Recently findings highlighted the potential regulatory function of some IncRNAs in various processes
related to atherosclerosis, such as endothelial dysfunction, vascular damage, immune response and li-
pid metabolism. For example, some IncRNAs have been implicated in endothelial dysfunction by regu-
lating endothelial cell proliferation and migration (H19, MALAT1) or angiogenesis (MANTIS, MEG3).
Other IncRNAs have been involved in modulating vascular smooth muscle cells proliferation, differ-
entiation and vascular remodeling (e.g. ANRIL, linc-p21, MYOSLID, SENCR, SMILR). Finally, further
IncRNAs are involved in immune response and inflammation (linc00305, lincRNA-Cox2, THRIL), while
others regulate macrophages polarization (GAS5) and lipid metabolism (LeXis, LncHR1, ApoA4-AS).
The objective of the present review is to recapitulate recent developments on the expression, function
and mechanism of action of IncRNAs implicated in atherosclerosis, obtained from animal models and
in humans. The knowledge of the biological activity of the IncRNAs involved in the pathogenesis and
progression of the atherosclerotic lesion could be crucial not only for the identification of novel bio-
markers related to atherosclerosis but also to find out innovative therapeutic targets.

Key words: LncRNA; Non-coding RNAs; RNA biology, Atherosclerosis; Vascular biology.

Introduzione

La porzione non codificante del genoma
rappresenta un campo di indagine estre-
mamente complesso e solo in parte cono-
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sciuto. Gia dalla meta del secolo scorso,
infatti, era noto che solo una piccolissima
porzione dell'intero genoma umano viene
trascritta in RNA messaggero, poi tradotto
in proteine, e che determinate porzioni ge-
nomiche sono trascritte in RNA con funzio-
ne non codificante, ma strutturale o funzio-
nale, quali RNA ribosomiale e RNA
transfer. Solo recentemente, grazie a pro-
getti di sequenziamento di RNA su larga
scala, sono stati identificati centinaia di
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RNA non codificanti (non-coding RNAs -
ncRNAs), suggerendo che solo 1'1-2% dei
trascritti codifica per proteine (1). La mag-
gior parte dei ncRNA per i quali € nota I'at-
tivita biologica € rappresentata dai long
non-coding RNAs (IncRNAs). Si tratta di
una famiglia di RNA estremamente etero-
genea e ancora scarsamente caratterizzata,
i cui componenti hanno pitu di 200 nucleo-
tidi e una complessa struttura secondaria.
I IncRNA hanno alcune caratteristiche si-
mili agli mRNA codificanti: vengono, infat-
ti, trascritti dalla RNA polimerasi II e pre-
sentano il rivestimento sull’estremita 5,
mentre I'estremita 3’ € poliadenilata; inol-
tre, in seguito a trascrizione, lo splicing
permette la formazione di diversi IncRNA
maturi. A seconda della localizzazione ge-
nomica, i IncRNA vengono classificati in
IncRNA senso, antisenso, intronici, inter-
genici ed enhancers (2).

La maggior parte degli IncRNA ad oggi
noti ha una sequenza scarsamente conser-
vata, a differenza di trascritti codificanti
che, invece, sono caratterizzati da un eleva-
to livello di conservazione (3). Lespressio-
ne dei IncRNA ¢ specifica per la tipologia
cellulare e per lo stadio di sviluppo, svol-
gendo un ruolo chiave nella regolazione di
svariate funzioni cellulari. I IncRNA, grazie
alla particolare stabilita che li caratterizza,
sono considerati potenti regolatori di di-
versi processi biologici, la cui funzione &
differente a seconda della loro localizzazio-
ne cellulare. I IncRNA localizzati nel nu-
cleo sono infatti responsabili di una fine
regolazione del processo trascrizionale.
Sono in grado, ad esempio, di sequestrare
fattori di trascrizione (TFs) o di guidarli
verso il sito di attivazione trascrizionale.
Inoltre, i IncRNA nucleari guidano i com-
plessi di rimodellamento della cromatina
nelle porzioni cromosomiche corrette, in-
ducendo modificazioni istoniche o fungen-
do da RNA enhancer (eRNA). Infine, spe-

Elenco degli argomenti trattati

M Biologia dei IncRNA
B LncRNA e disfunzione endoteliale
B LncRNA e danno vascolare

B LncRNA nell'infiammazione
e nel metabolismo lipidico

B LncRNAs come biomarcatori
e target terapeutici

cifici IncRNA nucleari sono in grado di
promuovere il trasporto nucleocitoplasma-
tico di determinati fattori di trascrizione e
di regolare lo splicing alternativo dei pre-
mRNA. Al contrario, i IncRNA localizzati
nel citoplasma agiscono regolando la stabi-
lita degli mRNA e interferendo con i pro-
cessi traduzionali, fungendo da scaffold
per svariati complessi proteici. Altre fun-
zioni regolatorie dei IncRNA citoplasmatici
includono la stabilizzazione dei complessi
ribonucleoproteici (RNP), la fosforilazione
e l'attivazione di vie di segnale intracellula-
ri. Inoltre, determinati IncRNA, in seguito
a splicing, possono diventare circolari (cir-
cular IncRNAs) e sequestrare miRNA o
regolare la maturazione del RNA riboso-
miale (4). Infine, alcuni IncRNA sono rila-
sciati in esosomi o microvescicole e sem-
brano essere coinvolti nella comunicazione
intercellulare (5) (Figura I).

Ad oggi, solo circa 200 IncRNA identifi-
cati nell'uomo sono stati caratterizzati dal
punto di vista funzionale. Inoltre, il numero
dei IncRNA identificati continua ad aumen-
tare e, sulla base di quanto previsto dalla
banca dati NONCODE (http://www.non-
code.org/), si stima che nel genoma uma-
no potrebbero essere presenti piu di
100.000 geni codificanti per IncRNA.

Le prime osservazioni a suggerire una
potenziale funzione regolatrice dei IncRNA
nell’aterosclerosi derivano da studi di Ge-
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nome Wild Association Studies (GWAS) e
RNA sequencing. Pur essendo un ambito
solo parzialmente esplorato, le prime evi-
denze sperimentali hanno messo in luce
una potenziale funzione regolatoria di alcu-
ni IncRNA in svariati processi correlati
all’aterosclerosi, quali la disfunzione endo-
teliale, il danno vascolare, la risposta im-

munitaria ed il metabolismo lipidico (Figu-
ra 2). La conoscenza dell’attivita biologica
dei IncRNA implicati nella patogenesi e
progressione della lesione aterosclerotica
potrebbe quindi rivelarsi fondamentale per
I'identificazione di biomarcatori legati alla
patologia, oltre che per individuare nuovi
bersagli terapeutici.
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Figura | - Funzioni cellulari dei IncRNA. A. Reclutamento di fattori di trascrizione (TFs) verso la sequenza
genica del promotore e attivazione della trascrizione genica; B. Sequestro di fattori di trascrizione e re-
pressione della trascrizione genica; C. Guida di complessi di rimodellamento della cromatina e induzione
di modificazioni istoniche con conseguente attivazione o repressione trascrizionale; D. Stabilizzazione di
complessi ribnucleoproteici nucleari o citoplasmatici; E. Regolazione della traduzione di mRNA tramite la
degradazione, splicing o inibizione del processo traduzionale; F. Regolazione della fosforilazione di protei-
ne e attivazione di pathways intracellulari; G. Sequestro di miRNA e controllo della loro biodisponibilita;
H. Rilascio in esosomi e partecipazione alla comunicazione intercellulare.
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Figura 2 - LucRNA implicati nell’aterosclerosi. Focus sui principali IncRNA coinvolti nella disfunzione en-
doteliale, nel danno vascolare, nell'infliammazione e nel metabolismo lipidico.

LncRNA € disfunzione endoteliale

La disfunzione endoteliale € presente in
varie condizioni infiammatorie sia acute
che croniche. Lattivazione endoteliale € tra
i primi processi coinvolti nella genesi della
lesione aterosclerotica, in risposta sia a sti-
moli biochimici (come IL-18, LDL modifi-
cate) che biomeccanici (alterazione del
flusso sanguigno). Conseguentemente, I'e-
spressione di molecole di adesione (come
VCAM-1 e E-Selectina), cosi come la secre-
zione di chemochine (MCP-1) facilitano il
reclutamento di sottopopolazioni leucocita-
rie nella parete del vaso. La disfunzione
endoteliale cronica puo portare alla perdita
di integrita dell’endotelio che predispone
all'infiammazione vascolare e all’ateroscle-
rosi (6). In questo contesto, studi recenti
hanno evidenziato un potenziale ruolo
emergente per i IncRNA nella regolazione
della disfunzione endoteliale (7abella I).

MALAT1 (Metastasis-associated lung
adenocarcinoma transcript 1), identificato
per la prima volta come biomarcatore
nell’adenocarcinoma polmonare associato

a metastasi, sarebbe implicato nello svilup-
po di diverse neoplasie. Tuttavia, esso €
marcatamente espresso anche nelle cellule
endoteliali normali (ECs) sia nella macro
che nella microvascolatura. Il silenziamen-
to di MALAT1 porta a una riduzione della
proliferazione delle ECs, inibendo la pro-
gressione del ciclo cellulare, attraverso la
riduzione del numero di cellule in fase S e
la diminuzione di alcune cicline di fase S
come CCNB1, CCNB2 e CCNA2, mentre
aumenta 'espressione dei geni inibitori del
ciclo cellulare come p21 e p27Kipl (7).

In vivo, i topi Malatl”- hanno mostrato
una significativa riduzione della vascolariz-
zazione della retina neonatale causata da
un’alterata proliferazione delle cellule en-
doteliali. La funzione pro-proliferativa e
pro-angiogenica di MALAT1 é stata confer-
mata da ulteriori studi che dimostrano che
il silenziamento di MALAT1 puo migliora-
re la retinopatia diabetica (8, 9). Il silenzia-
mento di MALAT1 ha anche ridotto i livel-
li di p38 fosforilata nelle ECs retiniche e
I'up-regolazione indotta dal glucosio di IL-6
e TNFa attraverso l'attivazione di SAA3
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Tabella | - Principali IncRNA implicati nella disfunzione endoteliale e meccanismo d'azione.

IncRNA M.OdE"' - Rl PR AL G Effetti cellulari Meccanismi d'azione
sperimentali subcellulare
H19 Uomo Nucleare Fattore di rischio indipendente Host gene per il (17-21)
ECs Citoplasmatico | per CAD; aumento della miR-675; attivazione
VSMCs proliferazione e diminuzione delle vie di segnale
dell’apoptosi di p38-MAPK e NF-xB
MALAT1 ECs Nucleare Controllo della proliferazione e del | Sequestrante per (7-12)
Topo ciclo cellulare delle ECs; inibizione | il miR-22-3p; controllo
dell’apoptosi; protezione della fosforilazione
dell’endotelio dalla disfunzione di p38 e AKT e delle
indotta da ox-LDL; controllo loro vie di segnale
dell’omeostasi vascolare nei ratti
diabetici e nei topi sottoposti
a ischemia degli arti posteriori
MANTIS ECs Nucleare Controllo della migrazione Interazione con Brg1 (16)
delle ECs, dell’angiogenesi e controllo su SMADB,
e della formazione di nuovi vasi COUP-TFIl e SOX18
MEG3 ECs Nucleare Controllo della vascolarizzazione, | Sequestrante per il (13-15)
Topo angiogenesi, proliferazione delle miR-9; attivazione della
ECs e senescenza via di segnale PIBK/AKT
RNCRS3 ECs Nucleare Proaterogeno: controllo della ceRNA per il miR-185 (22-23)
VSMCs Esosomiale proliferazione e della migrazione | e de-repressione
Topo delle ECs di KLF2

ECs: cellule endoteliali; VSMCs: cellule muscolari lisce vascolari; CAD: malattia coronarica; oxLDL: LDL ossidate; ceRNA: RNA competitore

endogeno.

nelle ECs (8). In un altro studio, a seguito
della deprivazione di ossigeno e glucosio e
successiva riossigenazione nelle ECs mi-
crovascolari cerebrali, la mancanza di MA-
LAT1 ha ridotto Iattivita di PI3K e I'attiva-
zione della fosforilazione di AKT e ha
aumentato 'apoptosi cellulare e lattivita
della caspasi 3, suggerendo un potenziale
ruolo di MALAT1 nell'ischemia cerebrale
da riperfusione (10). In linea con le osser-
vazioni i vitro, I'inibizione farmacologica
di MALAT1 nei topi sottoposti a ischemia
degli arti posteriori ha portato a una ridu-
zione del recupero del flusso sanguigno e
della densita capillare, confermando gli
studi che descrivono come MALAT1 con-
trolli la proliferazione delle ECs e I'angio-
genesi in vitro e in vivo (7). Inoltre, MA-
LAT1 é in grado di proteggere I'endotelio
dal danno indotto dalle ox-LDL attraverso

la sovraespressione del miR-22-3p, target
dei geni CXCR2 e AKT, agendo come un
sequestrante di miRNA (11).

Mentre i meccanismi molecolari che
mediano gli effetti angiogenici di MALAT1
non sono stati ancora chiariti, uno studio
recente ha indicato che MALAT1 potrebbe
agire come sequestrante endogeno per
miR-26b, regolando 'autofagia e la soprav-
vivenza della ECs (12). Complessivamente,
questi studi evidenziano il rilevante ruolo di
MALAT1 nel regolare 'omeostasi delle EC,
I'angiogenesi e I'infiammazione vascolare.

MEGS3 (Maternally Expressed Gene 3)
¢ un IncRNA inizialmente identificato
come oncosoppressore, down-regolato in
diversi tumori. Ulteriori ricerche hanno
dimostrato che MEG3 ¢ significativamente
sovraespresso durante l'invecchiamento
delle cellule endoteliali.
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Il silenziamento di questo IncRNA
promuove l'angiogenesi, aumentando la
riperfusione dopo ischemia degli arti
posteriori nei topi anziani e ripristinan-
do la funzione delle cellule endoteliali,
compromessa nell'invecchiamento (13).
Inoltre, topi deficienti per MEG3 hanno
mostrato un’aumentata espressione di geni
angiogenetici come VEGF (14). 1l silen-
ziamento di MEG3 iz vivo peggiora la di-
sfunzione dei vasi retinici, come indicato
dal’aumento della perdita della micro-
vascolatura, dalla grave degenerazione
capillare e dall'infliammazione. Nelle ECs
retiniche, il deficit di MEG3 porta ad au-
mento della proliferazione, migrazione e
capacita di formazione di vasi attivando
la via di segnale PI3K/AKT. Riguardo al
meccanismo d’azione, MEG3 agisce come
sequestrante di miRNA nelle ECs vasco-
lari regolando negativamente miR-9, un
attore chiave nell’angiogenesi e nella pro-
liferazione (15).

MANTIS (IncRNA n342419) é un Inc-
RNA aridotta espressione nei pazienti con
ipertensione arteriosa polmonare idiopati-
ca (IPAH) e in un modello animale di iper-
tensione arteriosa polmonare (PAH). Al
contrario, questo IncRNA € sovraespresso
in ECs isolate da pazienti con glioblastoma
umano e nelle carotidi in una specie di Ma-
caco sottoposto a dieta antiaterogena (16).
MANTIS e localizzato nel nucleo e la sua
espressione € controllata dall’istone deme-
tilasi JARID1B, per cui si pensa abbia una
funzione regolatrice della cromatina. I si-
lenziamento funzionale di MANTIS attra-
verso vettori oligonucleotidici, o la delezio-
ne mediata da CRISPR/Cas9 inibisce la
migrazione delle ECs, I'angiogenesi e la
formazione di nuovi vasi in vitro e in vivo
in topi cui erano somministrate cellule en-
doteliali di vene ombelicali (HUVEC). Re-
lativamente al meccanismo, MANTIS inte-
ragisce anche con Brgl e regola SMADG,

COUP-TFII e SOX18, tutti implicati nella
modulazione angiogenica.

Alcuni polimorfismi nell'lncRNA H19
sono stati inizialmente associati al rischio
e alla severita della malattia ateroscleroti-
ca in una popolazione cinese (17). Studi
recenti hanno dimostrato che i livelli pla-
smatici di H19 possono essere predittori
indipendenti per la malattia ateroscleroti-
ca anche dopo correzione per i tradiziona-
li fattori di rischio (18). Si € osservato che
i livelli plasmatici di H19 sono significati-
vamente maggiori in pazienti con atero-
sclerosi rispetto a volontari sani. E stata
dimostrata la presenza di H19 nelle plac-
che aterosclerotiche di topi deficienti per
ApoE (19). La sovraespressione di H19
nelle HUVEC ne aumenta la proliferazio-
ne, mentre diminuisce I'apoptosi regolan-
do le vie di segnale di p38-MAPK e NF-«xB
(19). Al contrario, I'inibizione di H19 ridu-
ce la crescita delle HUVEC, inducendone
I'accumulo nella fase G1 del ciclo cellula-
re, aumentando I'espressione di p21
(CDKN1A) (20). Recentemente, € stato
osservato che H19 ha un ruolo nella reste-
nosi arteriosa, poiché € sovraespresso
nella neointima delle arterie danneggiate
(21). Siccome H19 ¢é un host gene per
miR-675, studi sui polimorfismi con gua-
dagno di funzione hanno evidenziato che
la sovraespressione di H19 aumenta il tas-
so di proliferazione delle cellule muscola-
rilisce vascolari (VSMC) interagendo con
PTEN in modo dipendente da miR-675
(21). I futuri studi di silenziamento in mo-
delli di malattia aterosclerotica saranno
importanti per verificare il potenziale te-
rapeutico del IncRNA H19.

L'RNA3 non codificante della retina
(RNCR3), noto anche come LINC00599,
¢ un IncRNA recentemente identificato e
coinvolto nei processi patogenetici sia
dell’aterosclerosi che del diabete mellito
(22, 23). Aumentati livelli di RNCR3 sono

I5
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stati osservati nelle lesioni ateroscleroti-
che aortiche umane e murine. E stato os-
servato che la delezione di RNCR3 nei topi
ApoE“ accelera lo sviluppo dell’ateroscle-
rosi, aggravando l'ipercolesterolemia e la
risposta infiammatoria (22).

11 silenziamento di RNCR3 ha anche ri-
dotto la proliferazione e la migrazione, e
accelerato I'apoptosi, delle cellule endote-
liali e delle cellule muscolari lisce iz vitro,
suggerendo che l'inibizione di RNCR3 po-
trebbe compromettere la rigenerazione
delle cellule endoteliali nelle arterie dan-
neggiate (22).

Relativamente al meccanismo, € stato
suggerito che RNCR3 agisce come un RNA
competitore endogeno (ceRNA) modulan-
do la concentrazione e le funzioni biologi-
che di alcuni miRNA. E stato osservato che
RNCR3 comunica e co-regola il fattore 2
Kruppellike (KLF2) competendo per 'as-
sociazione a miR-185-5p. Nella patologia
aterosclerotica, '/RNCR3 é significativamen-
te sovraregolato, diminuendo l'effetto re-
pressivo di miR-185-5p, aumentando cosi il
livello del gene bersaglio di miR-185-5p,
KLF2. Questo circuito regolatorio mantiene
un equilibrio nella funzione endoteliale
come risposta allo stress proaterogenico.

LncRNA € danno vascolare

Il danno vascolare ricopre un ruolo di
primaria importanza nell'infliammazione
cronica tipica dell’aterosclerosi. Infatti, in
risposta a un danno meccanico della parete
muscolare, cellule endoteliali, piastrine e
leucociti rilasciano svariati fattori di cresci-
ta (es: PDGF-BB, TGF-B1), citochine (es:
IL-1, IL-6, IL-8), chemochine (es: MCP-1),
metalloproteasi (es: MMP-9) e mediatori
pro-trombotici (es: trombina). Questi con-
tribuiscono a stimolare la proliferazione
delle cellule muscolari lisce vascolari
(VSMCs) nella tonaca media delle arterie,

formando una significativa componente
nella neointima del vaso danneggiato, con
conseguente riduzione del lume del vaso,
stenosi o completa occlusione del vaso san-
guigno. Recentemente, inoltre, € stato
messo in luce come le VSMCs, in un con-
testo aterosclerotico, subiscano una transi-
zione verso un fenotipo simil-macrofagico,
con perdita dei marker tipici muscolari
(24), tanto che fino al 50% delle cellule
schiumose della placca sarebbe di origine
muscolare liscia (25).

Un numero sempre maggiore di evi-
denze sperimentali ha sottolineato il coin-
volgimento dei IncRNA nella biologia del-
le VSMCs, mettendo in luce il loro ruolo
nella fine regolazione dei processi atero-
genici e come potenziali target terapeutici
(Tabella 2).

ANRIL (antisense ncRNA in the INK4
locus) é un IncNA anti-senso localizzato
nel locus INK4 sul cromosoma 9 (9p21.3),
noto per essere correlato ad una elevata
suscettibilita genetica per le patologie va-
scolari, inclusa l'aterosclerosi. ANRIL, in
seguito a trascrizione, subisce splicing al-
ternativo. Ad oggi ne sono note 21 isofor-
me, espresse in svariati tipi cellulari tra cui
VSMCs, ECs e cellule immunitarie (26). La
prima evidenza sperimentale di una corre-
lazione tra elevati livelli di ANRIL e atero-
sclerosi ¢ stata fornita da Holdt et al., che
hanno evidenziato come l'espressione di
due isoforme di ANRIL, EU741058 e
NR_ 003529, risulti aumentata sia nelle
placche aterosclerotiche carotidee, aorti-
che e femorali, sia in cellule mononucleari
circolanti di soggetti con diagnosi di atero-
sclerosi rispetto a controlli sani (27). Infat-
ti, diverse varianti di splicing di ANRIL
sono responsabili di diversi effetti biologi-
ci. 11 silenziamento degli esoni 1 o 19 in
HAVSMCs (cellule muscolari lisce aorti-
che coronariche umane) interferisce con
vari meccanismi patogenetici dell’atero-



Long non-coding RNA € aterosclerosi

sclerosi, inclusa la riduzione della vitalita
cellulare e la proliferazione delle HAVSMCs
(28). Per quanto riguarda il meccanismo,
ANRIL agisce sul silenziamento epigeneti-
co legandosi a CBX7 e SUZ12, componenti
rispettivamente del Polycomb Repression
Complex-1 (PRC-1) e -2 (PRC-2), inibendo
il legame di PRC-1 e PRC-2 al locus INK4.
Questo comporta una riduzione della tri-

metilazione della lisina 27 dell’istone H3,
con conseguente riduzione della trascrizio-
ne di p15INK4b e p16INK4A e promozione
della proliferazione cellulare (29). Recente-
mente, inoltre, & stata individuata una va-
riante circolare di ANRIL (circANRIL),
che sembra essere associata ad ateropro-
tezione. CircANRIL, infatti, si lega a PES1
(Pescadillo Ribosomal Biogenesis Factor

Tabella 2 - Principali IncRNA implicati nel danno vascolare € loro meccanismo d'azione.
Modello

Localizzazione

17

. Effetti cellulari Meccanismi d'azione Ref.
sperimentale subcellulare
ANRIL HAVSMCs Nucleare Fattore di rischio Legame con CBX (26-29)
indipendente per CAD: e SUZ2, componenti
Controllo della rispettivamente
proliferazione di di PRC-1 e PRC-2
HAVSMCs
circANRIL VSMCs Non nota Ateroprotezione: Legame con PEST (80)
intereferenza con la e stimolazione
biogenesi ribosomiale, dell’attivazione di p53
inibizione della
proliferazione e induzione
di apoptosi
GAS5 VSMCs Nucleare Regolazione del Regolazione (84-37)
Citoplasmatica | rimodellamento vascolare; | dell’Annessina A2,
promozione della riduzione dei livelli
proliferazione e di miR-21 e aumento
migrazione, riduzione di PTEN
del differenziamento
LincRNA-p21 VSMCs Citoplasmatica | Promozione dell’apoptosi | Legame con MDM2 (38)
e riduzione della e de-repressione di p53 e
proliferazione trascrizione dei geni target
MYOSLID CASMCs Citoplasmatica | Promuove il Inibizione la fosforilazione (39)
differenziamento di SMAD2 indotta da
di CASMCs e inibisce | TGF-p1; modulazione
a proliferazione; promuove | della traslocazione
la formazione di fibre nucleare di MLK1
da stress
SENCR VSMCs Citoplasmatica | Aumento della Regolazione della (81-33)
contrattilita, inibizione miocardina; diminuzione
della migrazione dell’espressione di FoxO1;
aumento dell’espressione
di TRPC6
SMILR VSMCs Nucleare Regolazione della Riduzione dell’espressione |  (40)
Citoplasmatica | proliferazione di HAS2

HAVSMCs: cellule muscolari lisce aortiche umane; VSMCs: cellule muscolari lisce vascolari; CASMCs cellule muscolari liscie coronariche;

CAD: malattia coronarica.
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1), fondamentale per 'assemblaggio della
subunita 60S dei ribosomi, interferendo
con la biogenesi ribosomiale in VSMCs,
con conseguente attivazione della proteina
p53, riduzione della proliferazione e apop-
tosi cellulare (30). Questo suggerisce che
ANRIL possa svolgere funzioni differenti a
seconda dell'isoforma che si genera in se-
guito a splicing alternativo.

SENCR (smooth muscle and EC-enri-
ched migration/differentiation- associa-
ted IncRNA) é stato uno dei primi IncRNA
identificati nelle cellule muscolari lisce. Si
tratta di un IncRNA trascritto antisenso ri-
spetto alla porzione 5’ del gene che codifica
per il fattore di trascrizione FLI1 (11g24.3),
presente sotto forma di 2 varianti localiz-
zate prevalentemente nel citoplasma. La
riduzione dell’espressione di SENCR in
cellule HAVSMCs si associa a una ridotta
espressione della miocardina (MYOCD),
responsabile della regolazione di svariati
geni codificanti per proteine contrattili,
mentre I'espressione di geni pro-migrato-
ri € risultata aumentata, suggerendo che
SENCR sia un inibitore della migrazione
di VSMCs (31). In un ulteriore studio, Zou
et al. hanno dimostrato che sia in VSMCs
murine che in un modello iz vivo di dia-
bete di tipo 2, I'espressione di SENCR e
risultata ridotta, con conseguente aumento
dell’espressione del fattore di trascrizione
Forkhead box O1 (FoxO1), fondamentale
per la migrazione e proliferazione delle
VSMCs. Inoltre, SENCR sembra essere
coinvolto nell'aumento dell’espressione di
TRPC6, probabilmente mediatore dell’in-
flusso di Ca?*, fondamentale per la contrat-
tilita di VSMCs (32). Infine, in uno studio
condotto su pazienti con diagnosi di diabe-
te di tipo 2, ¢ stata riscontrata una associa-
zione tra i livelli di SENCR plasmatici e il
rapporto tra la massa ventricolare sinistra
e il volume telediastolico, marker di rimo-
dellamento cardiaco (33). Queste evidenze

suggeriscono che SENCR puo essere con-
siderato un fattore di rischio indipendente
per le complicanze vascolari riscontrate
spesso in pazienti con diabete di tipo 2.

GASS5 (Growth arrest-specific 5) € un In-
cRNA coinvolto nella regolazione di diversi
processi biologici quali apoptosi, prolifera-
zione e differenziamento cellulare. Recen-
temente € stato dimostrato il suo coinvol-
gimento nel rimodellamento vascolare in
un modello sperimentale di ipertensione
nei ratti. Inoltre, il silenziamento iz vitro
di GAS5 modula il de-differenziamento in
VSMCs aortiche umane, promuovendone
quindi la proliferazione e la migrazione, e
riducendo I'espressione di proteine contrat-
tili quali o-SMA (a-smooth muscle actin) e
calponina attraverso la regolazione della
traslocazione nucleare della p-catenina
(34). In un secondo studio, Li et al. hanno
dimostrato che GAS5 regola la proliferazio-
ne e la migrazione in SMCs umane. GAS5
e legato dall’Annessina A2 in maniera Ca®
dipendente, ma i meccanismi molecolari
alla base di questa interazione rimangono
ancora da chiarire (35). Inoltre, GAS5 si
lega in modo competitivo con SMAD3, ini-
bendone il legame con i promotori dei geni
coinvolti nell’attivita di TGF-/SMAD3, ri-
ducendo quindi il differenziamento delle
VSMCs (36). Infine, I'espressione di GAS5
e risultata ridotta in un modello sperimenta-
le di fibrosi cardiaca mentre la sovraespres-
sione di GAS5 inibisce la proliferazione dei
fibroblasti cardiaci riducendo I'espressione
di miR-21, regolando quindi indirettamente
uno dei suoi target, PTEN. Questo suggeri-
sce I'importanza di GAS5 nel rimodellamen-
to cardiaco e vascolare (37).

LincRNA-p21 € un IncRNA rilevato in
VSMCs la cui funzione biologica ¢ legata
alla patogenesi e alla progressione atero-
sclerotica. I livelli di lincRNA-p21 sono ri-
dotti nelle placche aortiche di topi ApoE”
rispetto ai topi C57BL/6. Anche nell'uomo,
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il tessuto arterioso prelevato da pazienti
con malattia cardiovascolare presenta mi-
nor espressione di lincRNA-p21 rispetto a
quello di pazienti controllo. LincRNA-p21
riduce la proliferazione e promuove 'apop-
tosi: il silenziamento iz vivo di lincRNA-
p21 é correlato ad una maggior incidenza
di malattia coronarica e iperplasia neointi-
male. LincRNAp21 si lega a MDM2 (Mou-
se double minute 2), il principale inibitore
della proteina p53, che risulta de-repressa
e interagisce quindi con la proteina p300.
Questa, a sua volta, promuove la trascrizio-
ne di geni che inducono apoptosi e inibi-
scono la proliferazione cellulare (38).

MYOSLID (Myocardin-induced Mmo-
oth muscle LncRNA, Inducer of Differen-
tiation) € un IncRNA identificato tramite
RNAseq in VSMCs, nelle quali promuove
il differenziamento e inibisce la prolifera-
zione. Il silenziamento di MYOSLID, infat-
ti, € correlato a una mancata fosforilazione
di SMAD?2 indotta da TGF-p1, fondamen-
tale per il processo di differenziamento.
MYOSLID, inoltre, promuove il fenotipo
contrattile: il suo silenziamento, infatti,
riduce la formazione di fibre da stress e
inibisce la traslocazione nucleare del fat-
tore di trascrizione di MRTFA (MYOCD-
related transcription factor A) (39), capace
di controllare I'espressione di geni coinvol-
ti nella regolazione delle modificazioni del
citoscheletro durante il differenziamento e
migrazione cellulare.

SMILR (Smooth muscle-induced In-
cRNA enhanced replication) ¢ stato iden-
tificato tramite RNAseq selettivamente in
VSMCs umane. In seguito a stimolazione
delle cellule con IL-1a. € PDGF furono rile-
vati elevati livelli nel nucleo, citoplasma e
medium di coltura. SMILR ¢ in grado di sti-
molare la proliferazione cellulare promuo-
vendo l'espressione del gene adiacente
HAS2 (hyaluronan synthase 2), coinvolto
nella sintesi di acido ialuronico, i cui livelli

sono correlati ad una aumentata prolifera-
zione delle VSMCs. In accordo con questa
osservazione, il silenziamento di SMILR
riduce significativamente la proliferazio-
ne delle VSMCs. Inoltre, 'espressione di
SMILR e risultata aumente sia nel plasma
che nelle placche ateromasiche di pazienti
con elevati livelli di proteina C reattiva e
lesione aterosclerotica instabile rispetto a
pazienti sani (40).

IncRNA nell'infiammazione
€ nel metabolismo lipidico

Il genoma non codificante del’RNA offre
I'opportunita di identificare nuovi mediatori
coinvolti sia nell'immunita innata che adatti-
va e nella progressione della malattia atero-
sclerotica. Le prime osservazioni che sug-
geriscono come i IncRNA possano essere
importanti regolatori dell’aterosclerosi de-
rivano dagli studi di GWAS, che mostrano
una forte associazione di alcuni SNP nei
geni non codificanti legati a pathways in-
fiammatori e ad alterazioni del metabolismo
lipidico, fortemente coinvolti nella patologia
aterosclerotica (Tabella 3).

TrailncRNA collegati a processi infiam-
matori, € stato identificato linc00305, la
cui espressione € significativamente au-
mentata nelle placche aterosclerotiche.
Inoltre, linc00305 € presente in quantita piti
elevate nelle cellule mononucleari del san-
gue periferico (PBMCs) di soggetti affetti
da aterosclerosi rispetto a individui sani, e
nella linea cellulare monocitica THP-1 ri-
spetto alle ECs e VSMCs. L'espressione di
linc00305 ¢ indotta dalla stimolazione con
lipopolisaccaride (LPS), ma rimane tutt’o-
ra sconosciuto il meccanismo attraverso
il quale 1linc00305 € coinvolto nella pola-
rizzazione dei monociti. A seguito dello
studio eseguito da Zhang et al. &€ emerso
che 1inc00305 € coinvolto nellinduzione
di numerosi pathways dell'infiammazione

19



B. Papotti, C. Marchi, M. Palumbo, €t al.

20

Tabella 3: Principali IncRNA implicati nell'inflammazione € nel metabolismo lipidico, € loro meccanismo
d'azione.

IncRNA Mpdelli : Localizzazione Effetti cellulari Mcha_nismi
sperimentali subcellulare d’'azione
ApoA4-As Hepa 1-6 Citoplasmatica | Stabilizzazione del’mRNA Legame con (48)
di ApoA4 la proteina HUR
Gasb BMDM; Nucleare Riduzione del trasporto Legame con EZH2 47)
THP-1 inverso di colesterolo; e inibizione
promozione dell’accumulo dell’espressione
di lipidi intracellulari di ABCA1
LeXis Hepa 1-6 Nucleare Regolazione della sintesi Legame con RALY (46)
di colesterolo
LincO0305 PBMCs, Nucleare Promozione dell’attivazione Legame con LIMR (41)
THP-1 € polarizzazione di monociti e attivazione di NF-KB
attraverso la via di
segnale di AHRR
LincRNA- THP-1, Nucleare Mediazione della risposta Interazione (42-43)
Cox2 Cellule Citoplasmatica | immunitaria; promozione con Mi-2/NuRD
dendritiche, dell'infiammazione nei
BMDM macrofagi
LincRNA-p21 PBMCs Citoplasmatica | Coinvolgimento Legame con mRNA (45)
nell’infiammazione cronica di RelA e regolazione
di NF-kB
LncHR1 PBMCs Nucleare Riduzione della sintesi Inibizione (49)
Citoplasmatica | degli acidi grassi della trascrizione
di SREBP-1c
THRIL THP-1 Nucleare Controllo trascrizionale di Formazione un (44)
TNFa: ruolo nel quadro clinico | complesso con
della Sindrome di Kawasaky hnRNPL

PBMCs: cellule mononucleari del sangue periferico; THP-1 linea cellulare monocitica umana; Hepa 1-6: linea cellulare di epatoma murino;
BMDM: macrofagi derivati dal midollo osseo.

in modo NF-«xB- dipendente, anche se il
meccanismo d’azione non e stato ancora
del tutto chiarito. E stato inoltre osserva-
to che 1inc00305 si lega al recettore LIMR
(lipocalin-interacting membrane receptor),
promuovendo la traslocazione nucleare di
AHRR (aryl hydrocarbon receptor repres-
sor) e determinando la trascrizione di geni
coinvolti nel differenziamento dei linfociti
T e nelle funzioni delle cellule presentanti
I'antigene (APC). Queste osservazioni sug-
geriscono un potenziale ruolo di linc00305
nel processo inflammatorio coinvolto nella
progressione dell’aterosclerosi, sebbene
solo ulteriori studi permetteranno di defi-

nire con precisione i meccanismi moleco-
lari (41).

LincRNA-Cox2 (long intergenic non-
coding RNA lincRNA-Cox2) é stato indi-
viduato in prossimita del locus genico di
Cox2 (42). LincRNA-Cox2 e considerato
un IncRNA chiave per la regolazione della
risposta immunitaria, dal momento che e
emersa in diversi studi la sua capacita di
mediare sia l'attivazione che la repressione
di diverse classi di geni legate alla risposta
immunitaria (42). E stato infatti dimostrato
che lincRNA-Cox2, in cellule dendritiche e
in macrofagi del midollo osseo (BMDM),
viene trascritto a seguito dell'interazione
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con LPS attraverso TLR7/8 (42). 1l silen-
ziamento di lincRNA-Cox2 aumenta in
modo significativo 'espressione di geni
pro-infiammatori come Irf7 e CCLS5,
mentre attenua l'espressione di TLR1 e
IL-6 indotta da Pam3CSK4, un ligando di
TLR2 (42).

Recentemente, ¢ infine emerso che
lincRNA-Cox2 modula la trascrizione del
gene I[-12p indotta da TNFa, attraverso
I'interazione con Mi-2/NuRD (43).

THRIL (ITNFoa and hnRNPL-related
immunoregulatory IncRNA) ¢ stato iden-
tificato tramite microarray nella linea
cellulare monocitica umana (THP-1) e
successivamente in diversi tessuti umani.
THRIL € necessario per 'espressione di
molte citochine e geni coinvolti nella ri-
sposta immunitaria, tra i quali TNFa gio-
ca un ruolo di primaria importanza (44).
THRIL e infatti in grado di formare un
complesso con hnRNPL, che a sua volta
regola la trascrizione di TNFa legandosi
al suo promotore e riducendone I'espres-
sione. Dal punto di vista clinico, I'espres-
sione di THRIL e stata correlata a un qua-
dro clinico piu severo in pazienti affetti da
malattia di Kawasaki (44).

Il gia citato lincRNA-p21 ¢ coinvolto
anche nei processi infiammatori di alcune
patologie croniche. E stato osservato infat-
ti che i livelli di lincRNA-p21 sono ridotti in
pazienti con artrite reumatoide rispetto ai
livelli dei soggetti sani (45). Questi stessi
pazienti manifestano inoltre elevati livelli
di p65 fosforilata (RelA), un noto marker
di attivazione di NF-«xB (45). Il trattamento
di questi pazienti con metotressato (MTX)
porta ad una riduzione dell'infiammazione
tramite inibizione di NF-xB, insieme ad un
aumento dei livelli di lincRNA-p21 (45).

Tra i IncRNA coinvolti nella regolazio-
ne del metabolismo lipidico, il IncRNA
LeXis (Liver-expressed LXR-induced se-
quence), identificato da Sallam et al., sem-

bra essere in grado di regolare la sintesi
del colesterolo mediata da LXR. LeXis agi-
sce attraverso il legame con RALY, una ri-
bonucleoproteina eterogenea. RALY ¢ as-
sociata ai promotori dei geni responsabili
della biosintesi del colesterolo e manifesta
una ridotta attivita quando € in presenza di
LeXis, che ne inibisce il legame con il DNA
(46). A ulteriore conferma del ruolo di Le-
Xis, la sua sovraespressione in un modello
murino si associa ad una riduzione sostan-
ziale della colesterolemia (46). Il locus del
gene LeXis si trova nelle immediate vici-
nanze di uno dei principali geni regolati da
ILXR, ABCA1. Dall’analisi della cromatina
di epatociti primari murini, € emerso che
le due sequenze geniche appartengono a
geni distinti con promotori separati e la
loro espressione € indotta da LXR e dagli
agonisti di RXR (46).

Il gia citato GAS5 (Growth Arrest-
Specific 5) sembra essere coinvolto an-
che nella regolazione del metabolismo li-
pidico. Recentemente, Meng et al. hanno
descritto un possibile coinvolgimento nel
trasporto inverso di colesterolo e nell’ac-
cumulo lipidico intracellulare. GAS5 ¢
infatti localizzato principalmente a livello
nucleare ed ¢ altamente espresso nella
linea cellulare monocitica umana THP-1
(47), nella quale promuove I'accumulo
di lipidi e inibisce I'efflusso di colestero-
lo. GAS5 infatti inibisce il trasportatore
ABCALl, legandosi all’enhancer di Zeste
Homolog 2 (EZH2). Loverespressione
di EZH2 riduce l'efflusso di colesterolo e
Iespressione di ABCA1, promuovendo la
tripla metilazione della lisina 27 (H3K27)
nella regione promotrice di ABCA1 (47).
11 silenziamento di GAS5 iz vivo rallenta
la progressione dell’aterosclerosi in topi
apoE”;, con una riduzione dei livelli di
colesterolo totale, TG e LDL (47). Com-
plessivamente, il silenziamento di GAS5
mediato dall’asse EZH2-ABCA1, puo po-
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tenzialmente promuovere il trasporto in-
verso del colesterolo e inibire I'accumulo
di lipidi intracellulari, prevenendo la pro-
gressione dell’aterosclerosi.

ApoA4-AS ¢ un IncRNA identificato
per la prima volta nel fegato di topi obesi
ob/ob, oltre che in campioni epatici di pa-
zienti affetti da steatosi epatica (48). I li-
velli circolanti di ApoA4-AS sono stati cor-
relati ai livelli plasmatici di HDL.
ApoA4-AS stabilizza 'mRNA di ApoA4 in-
teragendo direttamente con Hur, una pro-
teina che lega 'RNA ed ¢ in grado di con-
trollare la stabilita di molti mRNA (48). In
vivo, il silenziamento di ApoA4-AS non
influisce sul contenuto epatico di triglice-
ridi (TG), dei quali riduce invece la con-
centrazione plasmatica, come per il cole-
sterolo. Tuttavia, non € noto il meccanismo
attraverso il quale ApoA4-AS regola la
concentrazione dei lipidi circolanti. E sta-
to ipotizzato che ApoA4-AS influenzi la
secrezione delle VLDL, ma ulteriori studi
dovranno chiarire il suo ruolo nel metabo-
lismo lipidico (48).

LncHR1 (long non-coding RNA HCV
regulated 1) é stato identificato nelle cellu-
le di epatoma inoculate con il virus dell’epa-
tite C. LncHR1 si colloca sia a livello nucle-
are che citoplasmatico e sopprime l'attivita
del promotore di SREBP-1c, responsabile
della sintesi dei TG (49). La sovraespres-
sione di LncHR1 attenua l'espressione di
SREBP-1c e, conseguentemente, riduce la
sintesi degli acidi grassi (FA) e promuove
I'accumulo dei lipidi nelle cellule epatiche.
Infatti, SREBP-1c regola numerosi enzimi
coinvolti in vari passaggi della sintesi dei
FA e dei TG, nei quali I'enzima sintasi de-
gli acidi grassi (FAS) gioca un ruolo pre-
dominante (49). In vivo, topi transgenici
sovraesprimenti LncHR1 hanno mostrato
una ridotta espressione epatica non solo di
SREBP-1c¢, ma anche di FAS, Acetyl-CoA
carboxylase a. (ACCa), e una minore con-

centrazione epatica e plasmatica di TG a
seguito di una dieta ad alto contenuto di
grassi (49).

Prospettive future € conclusioni

I IncRNA sembrano svolgere un ruolo
fondamentale nella regolazione di diversi
processi biologici. Queste molecole, inizial-
mente considerate come trascritti “spazza-
tura”, potrebbero in realta costituire inte-
ressanti basi genetiche di alcune patologie,
tra cui I'aterosclerosi. Dalle evidenze sem-
pre crescenti emerge 'enorme potenziali-
ta dei IncRNA sia come biomarcatori che
come target terapeutici (50). Alcuni impor-
tanti aspetti, tuttavia, rimangono ancora da
chiarire. In primo luogo, infatti, la precisa
comprensione del meccanismo di interazio-
ne di ciascun IncRNA con RNA, DNA e pro-
teine, in contesto fisiologico e nell’ambito
dei processi patologici sara fondamentale
per chiarire la loro funzione biologica. In
quest’ottica, metodiche innovative quali 1'i-
solamento della cromatina su domini speci-
fici tramite purificazione di RNA (dChIRP),
la purificazione di RNA antisenso (RAP) e
I'immunoprecipitazione di RNA (RIP) (51)
sono di primaria importanza. La caratteriz-
zazione funzionale degli IncRNA e ancora
maggiormente complicata dall’enorme va-
riabilita di ciascun trascritto dovuta a spli-
cing alternativo e alla ridotta conservazione
dei trascritti, la cui sequenza é generalmen-
te primate-specifica. Lutilizzo di modelli
sperimentali convenzionali, quali topi o rat-
ti, potrebbe quindi non essere sufficiente
per chiarire il potenziale traslazionale dei
risultati ottenuti (3). Infine, 'espressione
dei IncRNA ¢ generalmente molto bassa
se confrontata ai mRNA: questo profilo
d’espressione rende necessario 'utilizzo
di tecnologie estremamente sensibili per
la loro rilevazione, quali RNA-sequencing
e la tecnologia del microarray.
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Ad oggi, la Food and Drug Administra-
tion ha regolamentato I'uso di alcune te-
rapie a base di RNA nell’ambito cardiova-
scolare. Quindi, comprendere la funzione
biologica dei IncRNA coinvolti nella patoge-
nesi aterosclerotica potrebbe rivelarsi fon-
damentale nell’'ottica di individuare nuovi
bersagli terapeutici, sfruttando tecnologie
di silenziamento genico, o per promuovere
una determinata funzione biologica man-
cante in condizioni patologiche. Le tecno-
logie maggiormente utilizzate per silen-
ziare o ridurre I'espressione genica sono
rappresentate da oligonucleotidi antisenso
(ASO), come ad esempio Mipomersen, un
ASO approvato per il trattamento dell'iper-
colesterolemia familiare che, legandosi al-
I'mRNA dell’'apolipoproteina B, ne media la
degradazione, LNA (locked nucleid acid),
aptameri o ShRNA/siRNA, come Inclisiran.
Queste promettenti tecnologie di silenzia-
mento genico hanno mostrato negli ultimi
anni notevoli miglioramenti in termini di
stabilita, tollerabilita, ridotta immunogeni-
cita ed effetti off-target (52).

Al contrario, per aumentare I'espressio-
ne genica, i IncRNA possono essere veicolati
da vettori virali, come i Lentivirus (il cui uso
tuttavia comporta un rischio di immunogeni-
cita a lungo termine), oppure da vettori non
virali come le nanoparticelle polimeriche o
lipidiche, per le quali vi sono grandi aspet-
tative relativamente al loro utilizzo in studi
clinici (53). Le principali difficolta di questo
approccio sono date dalla necessita di vei-
colare i IncRNA in modo tessuto-specifico e
con un’elevata efficienza. Queste problema-
tiche possono essere superate usando mo-
difiche chimiche e/0 nanoparticelle mirate
aligandi specifici, ad esempio sovraespressi
dalle cellule vascolari in risposta a determi-
nati stimoli. Infine, nuovi strumenti di edi-
ting genico come CRISPR possono essere
usati con successo per manipolare I'espres-
sione di IncRNA con conseguente perdita o

guadagno di funzione a grande specificita
ed efficienza, almeno iz vitro.

In conclusione, i IncRNA sono regolato-
ri chiave nei processi biologici e patologici
correlati all’aterosclerosi. Dato il crescente
numero di IncRNA identificati nei mammi-
feri, le correlazioni con gli studi GWAS e i
loro diversi meccanismi d’azione a livello
del nucleo, del citoplasma o degli esoso-
mi, saranno necessari ulteriori studi per
chiarire in modo preciso le modalita di
espressione dei IncRNA, 1a loro funzione e
le reciproche interazioni. Infine, lo studio
delle interazioni tra IncRNA, DNA, trascrit-
ti codificanti, non codificanti e proteine,
permettera di comprendere a fondo molti
degli eventi biologici che prendono parte
alla fine regolazione della biologia vascola-
re in condizioni fisiologiche e patologiche.

Glossario

ASO: antisense oligonucleotide

BMDMs: bone marrow derived macrophages

CASMCs: coronary artery smooth muscle cells

ceRNA: competing endogenous RNA

circRNA: circular RNA

dCHIRP: domain-specific chromatin isolation by RNA pu-
rification

ECs: endothelial cells

eRNA: RNA enhancer

GWAS: genome-wide association study

HAVSMCs: human aortic vascular smooth muscle cells

HUVEC: human umbilical vein endothelial cells

LNA: locked nucleic acid

IncRNA: long non-coding RNA

miRNA: microRNA

mRNA: messenger RNA

ncRNA: non-coding RNA

PBMC:s: peripheral blood mononuclear cells

RAP: RNA antisense purification

RIP: RNA immunoprecipitation

RNAseq: RNA sequencing

siRNA: short/small interfering RNA or silencing RNA

shRNA: short hairpin RNA

TF: transcriptional factor

VEGEF: vascular endothelial growth factor

VSMCs: vascular smooth muscle cells
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Questionario di auto-apprendimento

1) Quali caratteristiche strutturali 3) In che compartimento subcellulare
sono tipiche dei IncRNA? si localizzano i IncRNA?
a. Struttura secondaria estremamente sem- a. Nel nucleo e nel citoplasma.
plice. b. Nella membrana cellulare.
b. Struttura secondaria simile a quella dei c. Nel mitocondrio.
mRNA.
c. Non esiste nessuna differenza. 4) Quali sono i principali IncRNA
coinvolti nella disfunzione endoteliale?
2) Qual ¢ il meccanismo d’azione a. ANRIL, SENCR, GAS5, lincRNA-p21,
dei IncRNA? MYOSLID, SMILR.
a. Regolano il processo trascrizionale, gui- b. 1linc00305, lincRNA-Cox2, THRIL, lincR-
dano i complessi di rimodellamento della NA-p21, Lexis, ApoA4-AS, LncHR1.
cromatina nelle porzioni cromosomiche c. MALAT1, MEG3, MANTIS, H19, RNCR3.

corrette, promuovono il trasporto nucleo-
citoplasmatico di determinati fattori di 5) Qual ¢ il IncRNA implicato

trascrizione e regolano lo splicing alterna- nella regolazione della sintesi
tivo dei pre-mRNA. del colesterolo?
b. Regolano la stabilita degli mRNA, agisco- a. ApoA4-AS.
no come scaffold per svariati complessi b. Lexis.
proteici, regolano la stabilizzazione dei c. LncHRI1.

complessi ribonucleoproteici (RNP), la

fosforilazione e I'attivazione di pathway di

segnale intracellulari, e se circolarizzano

possono sequestrare miRNA o regolare la

maturazione del RNA ribosomiale. Risposte corrette:
c. Tutte le risposte precedenti. 1B, 2C, 3A, 4C, 5B

RIASSUNTO

La recente scoperta che solo I'1-2% del genoma umano ha funzione codificante ha spianato la strada,
grazie all’utilizzo di tecnologie di sequenziamento avanzate, all'identificazione di trascritti non codifi-
canti, inaugurando una nuova era nella biologia degli RNA. Tra i trascritti non codificanti, i long non-
coding RNAs (IncRNAs) rappresentano una classe di non-coding RNA estremamente eterogenea, seb-
bene i meccanismi molecolari attraverso i quali i IncRNA controllano I'espressione genica e i pathways
di segnalazione sono ancora oggi oggetto di studio. Recenti evidenze sperimentali hanno evidenziato
la potenziale funzione regolatoria di alcuni IncRNA in numerosi processi correlati all’aterosclerosi,
quali la disfunzione endoteliale, il danno vascolare, la risposta immunitaria ed il metabolismo lipidico.
Ad esempio, alcuni IncRNA sono coinvolti nella disfunzione endoteliale, regolando la proliferazione
e migrazione (H19, MALAT1), e I'angiogenesi (MANTIS, MEG3). Altri IncRNA sono coinvolti nella
modulazione della proliferazione e differenziamento di cellule muscolari lisce vascolari, oltre che nel
rimodellamento vascolare (ANRIL, linc-p21, MYOSLID, SENCR, SMILR).

Infine, alcuni IncRNA sono coinvolti nella risposta immunitaria e nei processi inflammatori (linc00305,
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lincRNA-Cox2, THRIL), mentre altri regolano la polarizzazione macrofagica (GAS5) e il metabolismo
lipidico (LeXis, LncHR1, ApoA4-AS). Questo lavoro ha lo scopo di analizzare espressione, funzione e
meccanismo d’azione dei principali IncRNA ad oggi noti, che sembrano essere coinvolti nella patologia
aterosclerotica. La conoscenza dell’attivita biologica dei IncRNA che prendono parte alla patogenesi e
progressione della lesione aterosclerotica potrebbe infatti rivelarsi cruciale non solo per identificare
nuovi biomarcatori legati all’aterosclerosi, ma anche per identificare nuovi possibili bersagli terapeutici.

Parole chiave: LncRNA; RNA non codificanti; Biologia degli RNA; Aterosclerosi; Biologia vascolare.
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Intestinal dysbiosis and myocardial
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of atherosclerosis
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SUMMARY

The human body is home to trillions of microorganisms that form an interactive ecosystem inside and
outside the body. Most of the microbiota that colonizes the human body is found in the gastrointestinal
tract, especially in the colon. The intestinal microbiota plays an important role in maintaining nutrition
and the immune system, which in turn influences the susceptibility of the host and the response to
certain pathological conditions. The imbalance in the intestinal microbiota, also known as intestinal
dysbiosis, is associated with several pathological conditions including gastrointestinal disorders, asth-
ma, allergies, central nervous system disorders, tumors and cardiovascular diseases. Cardiovascular
disease is a major cause of death worldwide. Atherosclerosis is the key pathophysiological mechanism
underlying the development of cardiovascular diseases and the intestinal microbiome influences all the
risk factors that are components of atherosclerosis, both directly and indirectly, thus playing an impor-
tant role, albeit little understood, in cardiovascular diseases. In this review, we outline the role of the
intestinal microbiota in cardiovascular diseases and in particular in the atherosclerotic process and we
address potential therapeutic interventions to modulate a possible dysbiosis.

Key words: Intestinal microbiota, Atherosclerosis, Cardiovascular pathology, Intestinal dysbioss.
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Elenco degli argomenti trattati

B Microbiota intestinale
B Meccanismi di aterosclerosi

B Metaboliti derivanti dal microbiota
intestinale ed aterosclerosi

M Terapia per contrastare eventuale
disbiosi/metaboliti del microbiota

anni fa. Le sue osservazioni hanno eviden-
ziato le profonde differenze che ci sono tra
i microbi all'interno del corpo, e che tali
differenze possono avere un impatto sulla
salute e sulle malattie. Oggi abbiamo nuovi
strumenti per evidenziare queste differen-
ze grazie alla moderna tecnologia di se-
quenziamento che permette di identificare
non solo i taxa specifici, ma anche la com-
posizione funzionale del nostro microbio-
ma. Sebbene la nostra relazione con i mi-
crobi sia sempre stata riconosciuta, solo di
recente stiamo cominciando ad apprezzare
I'interdipendenza simbiotica soprattutto
rispetto alle perturbazioni ambientali come
la dieta, le tossine e persino i farmaci, non-
ché le malattie derivanti dal loro squilibrio.
In questa rassegna, metteremo in evidenza
irecenti progressi fatti nella comprensione
del contributo del microbiota nella pro-
gressione della malattia aterosclerotica.

Microbiota intestinale

I primi studi che dimostrarono che gli
agenti patogeni potessero contribuire all’a-
terosclerosi provengono da lavori effettua-
ti oltre un secolo fa, sui conigli esposti ad
agenti patogeni e che mostravano un au-
mentata lesione aterosclerotica. Questi
risultati sono stati supportati da vari stu-
di epidemiologici che hanno evidenziato
I'associazione tra alcuni agenti patogeni
come la Chlamydia pneumoniae o I'Helico-

bacter pylori e sviluppo dell’aterosclerosi
(1). Successivi studi meccanicistici hanno
evidenziato che, ad esempio, la Chlamydia
puneumoniae é in grado di promuovere la
formazione di cellule schiumose, il recluta-
mento dei leucociti e la progressione della
lesione aterosclerotica, tutti processi tipici
della patogenesi dell’aterosclerosi (2). Altri
studi sono stati condotti su modelli animali
trattati mediante gavage orale o infusione
endovenosa di batteri quali Porphyromonas
gingivalis. In questi animali si € osservata
la presenza all'interno della placca atero-
sclerotica dei batteri che contribuivano
all’aumento della lesione (3).

Piu recentemente, i ricercatori stanno
definendo il possibile ruolo di batteri prove-
nienti da altri distretti dell'organismo come,
ad esempio, dal microbiota intestinale.

I1 microbiota intestinale é indispensabile
per regolare il sistema immunitario dell'in-
testino e contribuisce al mantenimento del-
l'omeostasi intestinale, ed € anche un media-
tore chiave nel mantenimento delle funzioni
metaboliche nei tessuti periferici tra cui fega-
to e pancreas.

Il microbiota intestinale € costituito da
una serie di batteri che abitano nel tratto
gastrointestinale producendo un ecosiste-
ma diversificato di circa 10 microrgani-
smi (Figura 1). La maggior parte del mi-
crobiota intestinale € composta da cinque
phyla, ovvero bacteroidetes, firmicutes, acti-
nobacteria, proteobacteria e cerrucomicro-
bia; ibacteroidetes e firmicutes rappresen-
tano come abbondanza relativa pit1 del 90%
(4). Lomeostasi del microbiota intestinale
¢ fondamentale per il mantenimento della
salute umana e una disbiosi puo6 contribu-
ire allo sviluppo di varie malattie tra cui le
malattie cardiovascolari, le malattie legata
al fegato come la NAFLD e anche alcuni
tipi di cancro.

E interessante notare che recenti studi
hanno suggerito come la disbiosi intestina-
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le possa contribuire allo sviluppo dell’ate-
rosclerosi (5). Infatti, mediante I’analisi del
genoma intestinale in pazienti con o senza
aterosclerosi sintomatica, gli scienziati
hanno scoperto che i pazienti con atero-
sclerosi avevano una differenza, sia nel
tipo sia nella quantita di batteri intestinali
rispetto ai controlli sani. Inoltre, € stato di-
mostrato che Akkermansia muciniphila,
un batterio presente nel tubo digerente
umano per il 3-5% della flora intestinale,
esercita effetti protettivi contro I'ateroscle-
rosi (6) e che i pazienti obesi hanno una
percentuale di questo batterio minore ri-
spetto ai soggetti sani. Questi dati, quindi,
sembrano dimostrare che il microbiota in-
testinale possa giocare un ruolo importan-
te nella progressione del processo atero-
sclerotico mediante la modulazione dell’in-

MICROFLORA INTESTINALE
Ecosistema diversificato di circa 10! microrganismi
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Figura | - Biodiversita del microbiota intestinale, caratterizzato da
una comunita microbica di circa 10' microrganismi, che colonizza
il tratto gastrointestinale dell’ospite, specialmente nella porzione di-

fiammazione e la produzione di metaboliti
microbici.

A supporto del ruolo del microbiota in-
testinale nella malattia aterosclerotica, €
stata la scoperta che le placche ateroscle-
rotiche contengono DNA batterico e che i
taxa batterici osservati nelle placche atero-
sclerotiche erano presenti anche nell’inte-
stino degli stessi individui. Queste osser-
vazioni suggeriscono la possibilita che le
comunita microbiche, in questi siti, possa-
no essere una fonte di batteri nella placca
e che possano interferire sulla stabilita
della placca e sullo sviluppo della malattia
cardiovascolare. Il sequenziamento meta-
genomico del microbiota delle feci ha rive-
lato, inoltre, che la composizione microbi-
ca ¢ alterata nei pazienti con placche insta-
bili rispetto a quelle stabili. In particolare,
la placca instabile € associata a livelli fecali
ridotti del genere Roseburiam, un batterio
in grado di produrre peptidoglicani, mole-
cole pro-infiammatori e una ridotta capaci-
ta di produrre molecole antinfiammatorie
(5). Il microbioma intestinale dei pazienti
aterosclerotici puo quindi favorire I'infiam-

stale, cioe nel colon.

mazione producendo pitt molecole pro-in-
fiammatorie.

Nei ratti é stato riportato un legame
meccanicistico tra il microbiota intestinale
e la gravita dell'infarto del miocardio. E
stato dimostrato, infatti sui modelli di rodi-
tori, che la somministrazione di Lactobacil-
lus plantarum si associa ad una significati-
va riduzione delle dimensioni dell'infarto e
al miglioramento della funzione ventricola-
re sinistra dopo infarto del miocardio. Un
altro studio su modello animale ha mostra-
to che la somministrazione del Lactobacil-
lus rhamnosus ha attenuato lipertrofia
ventricolare sinistra e I'insufficienza car-
diaca dopo infarto miocardico sperimenta-
le. Questi studi dimostrano, quindi, una
stretta correlazione tra i componenti del
microbiota intestinale e I'infarto del mio-
cardio.

Nonostante sia ormai evidente un’asso-
ciazione tra il microbiota e l'aterosclerosi,
non é chiaro come i batteri che risiedono a
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livello intestinale possano contribuire alla
progressione della malattia. In particolare,
ancora non € del tutto chiarito se sono i bat-
teri per se a contribuire al processo atero-
sclerotico oppure sono i prodotti da essi
derivanti. Infatti, & stato dimostrato che topi
privi di specifici batteri intestinali sviluppa-
no piu placche aterosclerotiche rispetto ai
topi di controllo, suggerendo un effetto pro-
tettivo dei batteri commensali. Pero, oltre
all'invasione diretta, il microbiota puo gene-
rare risposte mediante altri prodotti di loro
derivazione che possono generare una ri-
sposta immunitaria forte e contribuire cosi
allo sviluppo dell’aterosclerosi.

Come difesa di prima linea dell’ospite
contro i patogeni, la risposta immunitaria
innata si basa su una famiglia di recettori
come irecettori Toll-like (TLR) e irecettori
simili a domini di oligomerizzazione (NOD-
like) legati al nucleotide. Tra questi, i TLR
sono recettori dell'immunta innata con un
ruolo chiave nel combattere alcuni prodot-
ti derivanti dai batteri intestinali quali i lipo-
polisaccaridi. E stato dimostrato, infatti,
che la carenza di TLR2 o TLR4 riduce l'ac-
cumulo di lipidi a livello aortico e previene
aumenti della IL-1a e della proteina che-
miotattica dei monociti. Inoltre, la mancan-
za del TLR4 o della sua proteina adattatrice
Myd88 riduce la progressione della placca
aterosclerotica nei topi ApoE”.

Meccanismi di atero-trombosi

L’aterosclerosi € una malattia infiamma-
toria cronica che coinvolge numerosi pro-
cessi immunologici, e rappresenta la causa
piu frequentemente associata alla manife-
stazione di sindromi coronariche acute
(ACS) che comprendono la malattia coro-
narica instabile (angina instabile) e infarto
miocardico acuto (AMI) che a sua volta
comprende STEMI e NSTEMI o morte
cardiaca improvvisa (SCD).

I1 danno all’endotelio vascolare e lo svi-
luppo di lesioni infiammatorie nella parete
del vaso determinano la formazione di co-
aguli di sangue che portano o al trombo-
embolismo, che si evolve da placche atero-
sclerotiche, o alla chiusura del lume del-
l'arteria nel sito di rottura della placca in-
fiammata, provocando cioé occlusione del
vaso trombotico.

L’aterotrombosi si verifica nel corso
dell’aterosclerosi; infatti studi pato-fisiolo-
gici hanno dimostrato che la causa piu co-
mune della formazione di un coagulo di
sangue ¢ la rottura del cappuccio fibroso,
che separa il contenuto della placca dal
sangue. Partendo da queste considerazioni
fisiopatologiche, i fattori che determinano
la vulnerabilita delle placche e la sua rottu-
ra o la sua erosione superficiale, nonché i
fattori che determinano la probabilita di
trombosi, sono determinanti chiave della
capacita di prevenire le manifestazioni leta-
li determinate dall’aterosclerosi.

Leziologia dell’aterosclerosi ¢ multifat-
toriale e il trigger puo essere o sistemico o
determinato da fattori locali che inducono
il deterioramento della funzione vascolare.
Lipercolesterolemia, e soprattutto elevate
concentrazioni plasmatiche di lipoproteine
a bassa densita (LDL), rappresenta un im-
portante fattore di rischio per I'insorgenza
prematura dell’aterosclerosi e della cardio-
patia ischemica (7). Nelle regioni della pa-
rete vascolare che sono predisposte a le-
sioni aterosclerotiche, con aumento della
permeabilita, I'ipercolesterolemia é asso-
ciata ad un aumento della transcitosi delle
LDL attraverso '’endotelio vascolare. Que-
sto porta ad un accumulo di LDL nello spa-
zio subendoteliale, dove l'interazione con
proteine che stimolano la loro modificazio-
ne come aggregazione, glicosilazione, pro-
teolisi enzimatica e ossidazione, ne aumen-
ta I'aterogenicita e la ritenzione nell'intima
vascolare.
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Una caratteristica importante durante
lo sviluppo di lesioni aterosclerotiche ¢ I'in-
filtrazione di monociti circolanti nello spa-
zio intravascolare. Le particelle di LDL, in
particolare le forme modificate, aumenta-
no I'espressione e la secrezione di compo-
sti chemiotattici solubili come ad esempio
la proteina chemioattrattante i monociti-l
(MCP-1) e l'interleuchina (IL) 8 e favori-
scono 'espressione di molecole di adesio-
ne come integrine e selectine che, esposte
sullla superficie delle cellule endoteliali
attivate, favoriscono il reclutamento, 'ade-
sione e la trasmigrazione dei leucociti (mo-
nociti e cellule T). I monociti infiltrati si
differenziano in macrofagi ed esprimono
recettori scavenger come CD36 e LOX-1,
grazie ai quali internalizzano molte delle
molecole di colesterolo e gli esteri di cole-
sterolo contenuti nelle particelle di LDL
modificate. L'internalizzazione del coleste-
rolo porta alla formazione di cellule schiu-
mose, un elemento cellulare caratteristico
delle lesioni aterosclerotiche. A loro volta,
le cellule schiumose secernono citochine
proinfiammatorie, fattori di crescita e me-
talloproteinasi (MMPs) e specie reattive
dell’ossigeno (ROS) che mantengono lo
stimolo chemiotattico per i leucociti, au-
mentano l'espressione dei recettori sca-
venger, e regolano 'accumulo di cellule
muscolari lisce (SMC) nell'intima. Le SMC
svolgono un ruolo chiave sia nella fase di
inizio che nelle fasi di progressione e com-
plicazione delle lesioni aterosclerotiche.
Le SMC sono caratterizzate dalla loro ele-
vata plasticita con un fenotipo contrattile
non proliferativo, tipico delle arterie sane.
Sotto gli effetti degli stimoli aterogenici, le
SMC si trasformano in cellule attivamente
proliferative, migrano attratte da agenti
chemiotattici e hanno una maggiore sinte-
si di matrice extracellulare (8).

Infine, le modificazioni ossidative a ca-
rico delle LDL influenzano la funzione del-

le piastrine. Il legame tra particelle di LDL
ossidate e recettori specifici come CD36,
SR-B1 e LOX-1 espressi sulla membrana
piastrinica induce I'attivazione, i cambia-
menti morfologici e 'aggregazione piastri-
nica, contribuendo cosi alla formazione di
trombi, in particolare dopo la rottura della
placca.

Le piastrine, inoltre, contribuiscono
all’attivazione endoteliale e modulano le
risposte infiammatorie, favorendo cosi 'in-
sorgenza e la formazione di lesioni atero-
sclerotiche e le loro successive complican-
ze trombotiche (9).

Metaboliti derivanti da microbi
intestinali € aterosclerosi

Lepitelio intestinale € la prima barriera
che protegge lospite dall'invasione di
agenti patogeni e dei loro prodotti. Dato il
suo ruolo fondamentale nella prevenzione
della traslocazione del contenuto intestina-
le, principalmente dei componenti batteri-
ci, lintegrita della barriera intestinale e
essenziale per mantenere la salute dell’o-
spite. Se la barriera epiteliale intestinale ¢
compromessa, I'invasione di prodotti asso-
ciati ai patogeni determina una risposta
immunitaria che provoca un’infiammazio-
ne sistemica e specifica del tessuto. Il mi-
crobiota intestinale, quindi, puo influenza-
re i processi fisiologici e metabolici dell’o-
spite attraverso metaboliti bioattivi che
possono influenzare gli organi distali diret-
tamente o indirettamente (Figura 2). Infat-
ti, il microbiota intestinale interagisce con
I'ospite attraverso una serie di vie, tra cui la
via della trimetilammina (TMA)/trimeti-
lammina N-ossido (TMAO), la via degli
acidi grassi a catena corta (SCFA), la via
dell'acido biliare primario e secondario
(BA) e i peptidoglicani. Alcune di queste
molecole possono interagire funzionalmen-
te con altri ormoni endocrini, tra cui greli-

3l
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na, leptina, peptide 1 simile al glucagone
(GLP-1) e peptide YY (PYY). A queste mo-
lecole si puo aggiungere anche il lipopoli-
saccaride (LPS) che € un prodotto della
parete batterica e puo innescare numerosi
processi di segnalazione cellulare. Sono
stati identificati numerosi recettori in gra-
do di riconoscere questi prodotti derivanti
dai batteri intestinali. Tra questi, i recettori
Toll-like (TLR) che sono in grado di legare
le LPS e i recettori simili al dominio di oli-
gomerizzazione nucleotidica NOD (NLR)
in grado di legare i peptidoglicani (10).

TMAO e aterosclerosi

La fosfatidilcolina derivante dalla dieta
o la L-carnitina vengono metabolizzate
nell'intestino dal microbiota intestinale in
trimetilammina (TMA). La TMA é un pre-
cursore della trimetilammina-N-ossido
(TMAO), che é trasportato nel fegato e
ossidato dalla flavina monoossigenasi 3
(FMO3), un membro della famiglia degli
enzimi epatici FMO, che porta alla produ-
zione di TMAO. Studi di neutralizzazione
di FM O3 nei topi, attraverso un oligonucle-
otide antisenso, hanno mostrato una ridu-
zione dei livelli circolanti di TMAO e un’at-
tenuazione dell’aterosclerosi attraverso
l'attivazione del trasporto inverso di cole-
sterolo nei macrofagi.

Per esplorare i potenziali meccanismi
con cui il TMAO potrebbe promuovere I'a-
terosclerosi, studi in cui € stata sommini-
strata colina nella dieta di topi ApoE” han-
no rivelato livelli elevati di CD36 e SR-Al
nei macrofagi nei topi trattati rispetto ai
normali controlli. Tuttavia, nei macrofagi
dei topi trattati con colina non € stato os-
servato alcun impatto significativo del
TMAO sulla formazione delle cellule schiu-
mose. Questi dati suggeriscono che il
TMAO puo accelerare lo sviluppo dell’ate-
rosclerosi inducendo la disfunzione delle
cellule endoteliali e aumentando 'adesione

dei monociti all'endotelio. Anche se nume-
rosi dati dimostrano che il TMAO puo con-
tribuire allo sviluppo del processo atero-
sclerotico, ci sono altrettanti studi che mo-
strano una non associazione. Infatti, in uno
studio di coorte non sono emerse evidenze
di associazioni significative tra 'assunzio-
ne di colina e il rischio di sviluppare pato-
logie cardiovascolari. Inoltre, in uno studio
in cui L-carnitina e stata somministrata ai
topi ApoE”-, nonostante un aumento signi-
ficativo dei livelli circolanti di TMAO, que-
sti livelli non si associavano in maniera di-
retta con la dimensione della lesione aorti-
ca. Infine, numerosi studi condotti su larga
scala da diversi paesi hanno dimostrato
che l'assunzione di colina e betaina nella
dieta non era associata alla patogenesi del-
la CVD. Di conseguenza, sono necessari
ulteriori studi per confermare I'esatto ruo-
lo del TMAO nell’aterosclerosi e quindi
poter considerare i batteri o enzimi produt-
tori di TMAO come potenziale terapeutico
(11) (Figura 2).

Acidi biliari e aterosclerosi

Gli acidi biliari (AB) sono un altro grup-
po di metaboliti derivati dal microbiota inte-
stinale coinvolti in varie malattie metaboli-
che, che vengono immagazzinati nella cisti-
fellea e rilasciati nell'intestino per facilitare
I'assorbimento dei lipidi alimentari e delle
vitamine liposolubili. Gli AB primari sono
sintetizzati dal colesterolo nel fegato e com-
prendono principalmente acido colico (CA)
e acido chenodesossicolico (CDCA). Gli
AB primari sono di solito metabolizzati in
AB secondari tra cui acido desossicolico
(DCA) e acido litocolico (LCA), acido iode-
sossicolico e acido ursodesossicolico attra-
verso enzimi derivati dal microbiota intesti-
nale. E noto, infatti, che topi privi di germi
presentano livelli elevati di AB primari e
assenza di AB secondari nel sistema ente-
roepatico. Pertanto, esiste una relazione
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bidirezionale tra il microbiota intestinale e
il metabolismo degli AB. Recentemente il
metabolismo degli AB mediato dal micro-
biota intestinale nelle patologie cardiova-
scolari € stato molto studiato. Tuttavia, ad
oggi, il ruolo degli AB nello sviluppo delle
patologie cardiovascolari non e ancora del
tutto compreso. E stato osservato che gli
AB possono promuovere lo sviluppo dell’a-
terosclerosi principalmente attraverso i
propri recettori. Sono stati identificati nu-
merosi recettori per gli AB come il recetto-
re X farnesoide (FXR), una serie di recet-
tori accoppiati a proteine G e il recettore X
della gravidanza (PXR). FXR € un recettore
nucleare che regola il metabolismo dei li-
pidi e del glucosio. Topi ApoE” con deficit
di FXR alimentati con una dieta grassa mo-
stravano un profilo lipidico peggiorato e un

aumento delle lesioni aterosclerotiche ri-
spetto ai controlli ApoE”-. Per quanto ri-
guarda il recettore accoppiato con la pro-
teina G, noto anche come TGRb5, € un altro
importante recettore degli AB. Ricerche
recenti hanno indicato che l'attivazione di
TGRS puo inibire la formazione di atero-
sclerosi, un effetto associato a una riduzio-
ne dell'inflammazione dei macrofagi e del
carico lipidico. Inoltre, lattivazione di
TGR5 contribuisce anche a un maggiore
dispendio energetico e a un migliore con-
trollo glicemico. Infine, il recettore X della
gravidanza (PXR) é un altro tipo di recetto-
re dell’ormone nucleare che regola Te-
spressione dei geni coinvolti nella biosinte-
si, trasporto e metabolismo degli AB, e puo
anche essere attivato da AB secondari
come LCA. La delezione di PXR attenua lo
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sviluppo di aterosclerosi in topi doppi
knockout per PXR e ApoE, che possono
essere associati alla riduzione dell’espres-
sione di CD36 e dell’assorbimento dei lipi-
di nei macrofagi. In conclusione, gli AB
primari e secondari possono contribuire
allo sviluppo dell’aterosclerosi attraverso
la modulazione dei propri recettori quali
FXR, TGR5 e PXR (Figura 2).

SCFA ed aterosclerosi

Gli acidi grassi a catena corta (SCFA),
come l'acetato, il propionato e il butirrato,
sono i principali prodotti finali dalla degra-
dazione microbica di carboidrati e protei-
ne nell'intestino. La maggior parte degli
SCFA ¢ assorbita dall'intestino e metabo-
lizzata in vari tessuti del corpo, contri-
buendo ad alcuni importanti processi fi-
siologici e incidendo in particolare sul
fabbisogno energetico giornaliero. Gli
SCFA sono importanti per il metabolismo
dell’ospite e sono utilizzati come substrati
per la produzione di energia, lipogenesi,
gluconeogenesi e sintesi del colesterolo.
Oltre ad essere substrati metabolici, gli
SCFA agiscono come molecole di segna-
lazione, in particolare attraverso i recetto-
ri accoppiati alla proteina G, quali GPR43/
FFAR2 e GPR41/FFAR3. Lattivazione di
GPR43 sulle cellule Caumenta la secrezio-
ne di peptide-1 simile al glucagone (GLP-
1), mentre 'acetato induce, sempre attra-
verso questo GPR43, un’attivita anti-lipoli-
tica e migliora il metabolismo del glucosio
e dei lipidi. Per quanto riguarda il recetto-
re GRP41, studi hanno dimostrato che &
in grado di regolare il metabolismo attra-
verso l'interazione con il microbiota inte-
stinale. I topi knockout per il recettore
GPR41 sono pitt magri e pesano meno dei
topi wild-type. Inoltre, alcuni studi clinici
hanno anche evidenziato effetti benefici
degli SCFA sul peso corporeo. In partico-
lare, é stato osservato che I'ingestione di

un precursore del propionato € in grado
di aumentare i livelli plasmatici postpran-
diali di PYY e GLP-1 riducendo cosi la
quantita di calorie assorbite. Al contrario,
il trattamento a lungo termine con questo
precursore provoca una riduzione dell’au-
mento di peso.

Infine, é stato osservato che il propiona-
to riduce I'espressione di alcune molecole
di adesione delle cellule endoteliali come
VCAM-1 e ICAM-1 nelle cellule endoteliali
mediante I'inibizione del fattore nucleare-k
B (NF-«B). Inoltre il propionato € in grado
di ridurre il livello di glucosio nel sangue e
inibire la sintesi di colesterolo negli epato-
citi. In conclusione, questi studi suggeri-
scono che gli SFCA hanno un impatto favo-
revole sulla salute umana, regolando/mo-
dulando soprattutto il metabolismo lipidico
(Figura 2).

Peptidoglicani ed aterosclerosi

11 peptidoglicano (PG, chiamato anche
mureina) € un componente unico ed es-
senziale della parete cellulare dei batteri
Gram-negativi ma € anche un componente
della parete dei batteri Gram-positivi. Il
PG ¢ presente abbondantemente nella
normale flora intestinale umana e in altre
mucose ma in siti anatomici differenti fa-
vorisce I'inflammazione attraverso I'attiva-
zione del recettore Toll-like 2 (TLR2). Inol-
tre, il PG é riconosciuto da altri recettori,
tra cui la proteina 1 contenente dominio di
oligomerizzazione legante i1 nucleotidi
(NOD1), NOD2, la proteina 3 contenente
domini NACHT, LRR e PYD (NLRP3) e la
proteina 1 di riconoscimento del peptido-
glicano (PGLYRP1). Lattivazione di que-
ste cascate di segnalazione innesca una
risposta inflammatoria nelle cellule immu-
nitarie e non immunitarie in tutto 'organi-
smo (12).

Usando la metodica del sequenziamen-
to metagenomico, ¢ stato scoperto che i
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pazienti con placche aterosclerotiche sin-
tomatiche avevano un arricchimento di
geni che codificavano la sintesi di PG ri-
spetto ai controlli in assenza di placche
vulnerabili nelle arterie carotidi. Questo
dato suggerisce che 'aumento della produ-
zione di PG da parte del metagenoma inte-
stinale pud contribuire all’aterosclerosi
sintomatica innescando la risposta del si-
stema immunitario innato e favorendo la
funzione dei neutrofili (5).

Conferme del ruolo del PG nell'induzio-
ne della reazione infiammatoria e nella pro-
gressione del processo aterosclerotico sono
derivate anche da esperimenti iz vitro con-
dotti su diversi tipi cellulari. La stimolazione
di cellule umane endoteliali dell’arteria co-
ronaria (CAEC) con il PG induce l'attivazio-
ne di NF-kB e l'espressione di mediatori
solubili quali ICAM-1, IL-6 e IL-8 (13,14).
Inoltre, I'espressione dei mediatori infiam-
matori é risultata significativamente aumen-
tata nelle cellule di pazienti diabetici, sugge-
rendo che le CAEC in soggetti diabetici
adottino un fenotipo iper-infiammatorio e
che questo cambiamento fenotipico endote-
liale possa predisporre l'arteria coronarica
all’aterogenesi (14).

Infine, la stimolazione con il PG favori-
sce una maggiore attivazione dei monoci-
ti, aumentando cosi la possibilita che que-
sti siano in grado di aderire alle cellule
endoteliali attivate che rivestono la parete
del vaso nei siti di infiammazione (15) (Fi-
gura 2).

LPS ed aterosclerosi

I lipopolisaccaridi (LPS), noti anche
come endotossine, sono composti struttu-
rali caratteristici della membrana esterna
dei batteri Gram-negativi. ULPS induce
inflammazione attraverso l’attivazione del
suo recettore, il TLR4, che si esprime su
cellule immunitarie come i macrofagi e su
molti altri tipi di cellule tra cui epatociti,

adipociti e piastrine. L'epitelio intestinale
funge da barriera per prevenire la trasloca-
zione di fattori di origine batterica. Tutta-
via, condizioni quali 'aumento di peso, una
dieta ricca di grassi (16) e 'aumento dell’e-
sposizione agli acidi grassi (17, 18) inter-
rompono la funzione di barriera intestinale
consentendo la traslocazione di LPS (19,
20). Cio si traduce in livelli moderatamente
aumentati di LPS nel sangue che ¢ una con-
dizione definita come endotossinemia me-
tabolica (19). Questo fenomeno si verifica,
inoltre, in condizioni quali diabete di tipo
I, obesita e ipertensione, situazioni in cui
i livelli circolanti di LPS possono risultare
elevati e che sono associate allo sviluppo di
aterosclerosi. Infatti, & stato dimostrato
che I'LPS ¢ in grado di promuovere 'atero-
sclerosi sia in modelli sperimentali animali
che nell'uomo. Ad esempio, conigli iperco-
lesterolemici trattati con iniezioni endove-
nose ripetute di endotossina (lipopolisac-
caride di Escherichia coli da 1,25 a 2,5 png)
hanno mostrato un’aterosclerosi significa-
tivamente accelerata, come evidenziato
dall’aumentata area della lesione aortica e
dal volume della lesione, rispetto agli ani-
mali di controllo (21). Topi knockout per il
TLR4 o per il MyD88, I'adattatore canonico
a valle della segnalazione del TLR4 (22),
hanno dimostrato una ridotta aterosclerosi
dell’aorta, associata a una riduzione dei li-
velli circolanti di citochine proinfiammato-
rie come I1-12 0o MCP1, a una riduzione del
contenuto lipidico della placca e del nume-
ro di macrofagi (23).

Nell'uomo, i biomarcatori d’inflamma-
zione sistemica, come molecole solubili di
adesione, e ilivelli di endotossina batterica
circolante sono significativamente aumen-
tati nei soggetti con infezioni croniche e
sono predittivi di un aumentato rischio di
aterosclerosi (24). Alcuni studi hanno inve-
ce valutato I'impatto delle varianti geneti-
che del TLR4 che conferiscono differenze
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nella risposta infiammatoria provocata dal-
I'LPS e che sono correlate allo sviluppo
dell’aterosclerosi. Ad esempio, le mutazio-
ni che nell'uomo interessano il dominio
extracellulare del recettore TLR4 sono as-
sociate a una riduzione della reattivita al-
I'LPS (25). In un secondo studio & stato
dimostrato che soggetti portatori di un po-
limorfismo del TLR4 in grado di attenuare
la segnalazione del recettore e diminuire la
risposta infiammatoria ai patogeni gram-
negativi hanno un minor rischio di atero-
sclerosi carotidea e uno spessore medio-
intimale piu piccolo nell’arteria carotide
comune (26).

Infine, T'analisi di campioni di arterie
carotidee di pazienti sottoposti a endoarte-
riectomia ha evidenziato che TI'LPS di
Escherichia Coli si localizza nella placca e
che puo contribuire al danno ateroscleroti-
co attraverso un meccanismo mediato dal

TLR4 che coinvolge lo stress ossidativo
27). (Figura 2).

Terapia mirata al microbiota

Considerato i numerosi effetti sulla sa-
lute umana, il microbiota e i metaboliti cor-
relati sono diventati potenziali obiettivi te-
rapeutici, guadagnando gradualmente
molta attenzione (Figura 3).

Gli effetti delle terapie mirate al micro-
biota, che alterano la composizione della
comunita microbica, variano dall’elimina-
zione di singoli ceppi di una singola specie
(ad esempio, con vaccini antibatterici co-
niugati) alla sostituzione dell'intera comu-
nita con un nuovo microbiota intatto (ad
esempio, dal trapianto fecale).

Di seguito sono riportate alcune strate-
gie che agiscono modulando il microbiota
e i suoi effetti.

Riduzione di:

Ipertrofia del miocardio
Fibrosi del miocardio
Livelli di TMAO

Berberina

Riduzione di:
NF-kB,TNFa e IL-6

dimensioni del trombo
attivazione piastrinica

*—, TAK-242 )

Miglioramento di:
Metabolismo dei lipidi
Funzioni cardiache

Riduzione di:
Dimensioni dell'infarto
Livelli di lipoproteine

Ricostituisce le

normali funzioni

Microbiota Intestinale
Ricevente

t Donatore

Figura 3 - Attuali strategie tevapeutiche capaci di modulare il microbiota e i loro effetti sulle patologie cardiovascolari: in-
tervento dietetico (1), utilizzo di antibiotici, prebiotici e probiotici (2), trapianto fecale (3) e antagonisti del Toll-like receptors
4 (TLR4) (4).
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Dieta

La modulazione del microbiota intesti-
nale attraverso l'intervento dietetico € un
potente approccio per la prevenzione e la
terapia delle patologie cardiovascolari. Ad
esempio, nei topi nutriti con una dieta ric-
ca di fibre si osserva un aumento di batte-
ri intestinali che producono acetato, ridu-
cendo significativamente l'ipertrofia e la
fibrosi del miocardio (28). Nell'uomo, un
maggiore consumo di fibre € associato a
un minor rischio di malattie coronariche
(29). Inoltre, un intervento con la dieta
mediterranea riduce i livelli di TMAO, che
di conseguenza possono prevenire conse-
guenze cardiovascolari e scompenso car-
diaco (30, 31).

Probiotici, Prebiotici e Antibiotici

I probiotici sono microrganismi vivi
somministrati per ristabilire un equilibrio
ecologico intestinale. Al contrario, i prebio-
tici sono entita non microbiche e non dige-
ribili coinvolte nella modulazione della co-
munita microbica.

Alcune evidenze suggeriscono che tali
integratori possono essere avere un effetto
cardioprotettivo.

Ad esempio, la somministrazione di Lac-
tobacillus rhamnosus GR-1 ha ridotto le
dimensioni dell'infarto e ha migliorato le
funzioni cardiache (32). In uno studio pilo-
ta randomizzato controllato la somministra-
zione di Saccharonyces boulardii ha avuto
benefici nei pazienti con scompenso cardia-
co come indicato da una migliore frazione
di eiezione ventricolare sinistra (33). Altri-
probiotici comuni includono Bifidobacte-
rium, Enterococcus e Streptococcus (34).

Lintegrazione con inulina, un prebiotico,
ha ridotto significativamente le lesioni ate-
rosclerotiche in topi ApoE /- (35). Inoltre,
alcuni studi hanno dimostrato che i probio-
tici e i prebiotici possono modificare bene-
ficamente il metabolismo dei lipidi (36, 37).

Interventi con antibiotici, ad esempio 'am-
picillina, riducono fattori di rischio atero-
sclerotici, come i livelli di lipoproteine (38).
Sebbene diversi risultati suggeriscano che i
prebiotici, probiotici e antibiotici siano in-
terventi efficaci nella modulazione della
funzione dei microbi colonizzatori associati
con malattie cardiovascolari e malattie, ulte-
riori indagini sono necessarie soprattutto
per ridurre i possibili effetti collaterali.

Trapianto di microbiota fecale

I1 trapianto di microbiota fecale (FMT)
¢ un possibile intervento terapeutico in
grado di modulare gli agenti patogeni inte-
stinali attraverso il trasferimento di batteri
funzionali da soggetti sani nel tratto ga-
strointestinale dei pazienti, ricostituendo
di conseguenza le normali funzioni del mi-
crobiota intestinale (39).

In uno studio pilota controllato rando-
mizzato in doppio cieco, la composizione
del microbiota intestinale nei pazienti con
sindrome metabolica € cambiato in modo
significativo dopo trapianto di microbiota
fecale da donatore vegano. Tuttavia, non ci
sono stati cambiamenti nei livelli del meta-
bolita TMAO. Ad oggi, la FMT rimane una
terapia promettente per le malattie cardio-
vascolari, ma necessita di ulteriori studi.
Infatti, la limitazione di quest’approccio €
che endotossine o agenti infettivi potrebbe-
ro comunque essere trasferiti, portando
cosi a nuove complicanze. Pertanto, il po-
tenziale del trapianto fecale per il tratta-
mento delle malattie cardiovascolari richie-
de ulteriori indagini per ridurre il rischio
di effetti avversi e per migliorare I'efficien-
za della sua applicazione.

Antagonisti del TLR4

Oltre a poter agire direttamente sul mi-
crobiota intestinale modificandone la com-
posizione e mitigandone gli effetti negativi,
¢é possibile anche utilizzare un altro approc-
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cio che si basa sulla modulazione della ri-
sposta infiammatoria legata all’attivazione
del TLR4 da parte dell'LPS.

Gli antagonisti del TLR4 possono deri-
vare sia da fonti naturali sia da fonti sinte-
tiche.

Tra i derivati naturali la berberina, un
alcaloide isochinolina estratto principal-
mente da Rhizoma Coptidis, puo legarsi a
MD-2 che ¢ in grado di legare fino a tre
molecole di berberina. Inoltre, la berberina
blocca anche la trasduzione del segnale del

Glossario

CD36: Cluster of Differentation 36. CD36 ¢ una glicopro-
teina di membrana espressa su piastrine, monociti e
cellule endoteliali.

FFAR2/ FFARS3: Free fatty acid receptors 2 and 3. Sono
recettori accoppiati a proteine G (GPCR) espressi ab-
bondantemente sulle cellule intestinali e regolano varie
funzioni fisiologiche e cellulari.

GLP1: glucagon-like peptide 1. E un ormone peptidico di
30 aminoacidi prodotto nelle cellule L epiteliali endocri-
ne intestinali mediante elaborazione differenziale del
pro-glucagone.

LOX1: Lectin-like oxidized low-density lipoprotein (LDL)
receptor-1. LOX-1 € una proteina di membrana apparte-
nente alla famiglia delle lectine di tipo C.

MMPs: Matrix metalloproteinases. Sono una famiglia di
endopeptidasi Ca** e Zn?* dipendenti che processano
vari componenti della matrice extracellulare.

NOD-like receptors (NLR): Nucleotide-binding and oli-
gomerization domain (NOD)-like receptors. Sono recet-
tori per il riconoscimento di pattern molecolari e sono
simili ai Toll-Like receptors (TLR). )

SRB1: The scavenger receptor, class B type 1. E una pro-
teina multifunzionale che si trova sulla superficie di una
varieta di cellule e che svolge principalmente una funzio-
ne anti-infiammatoria e anti-aterosclerotica.

TLRs: Toll-like receptors. Sono una classe di recettori che
si localizzano sulla superficie cellulare o nei comparti-
menti intracellulari come reticolo endoplasmatico, endo-
soma, lisosoma o endolisosoma.

TMA/TMAQO: trimethylamine (TMA)/ trimethylamine N-
Oxide. La trimetilammina (TMA) é un metabolita deri-
vato dal microbiota intestinale, formatosi dalla scissione
enzimatica di nutrienti contenenti una porzione di TMA
nella loro struttura chimica.

TLR4 sopprimendo NF-kB. Un altro deri-
vato naturale € il partenolide, un lattone
sesquiterpenico che blocca la segnalazione
del TLR4, inibisce il pathway di NF-kB e
inibisce I'espressione del TLR4 dopo sti-
molazione delle cellule con LPS.

Tra i derivati sintetici, il TAK-242 (Resa-
torvid) € un derivato del cicloesene. E una
piccola molecola con una specifica e seletti-
va funzione inibitoria della segnalazione del
TLR4 (40). Infatti, TAK-242 inibisce la pro-
duzione di mediatori infiammatori, indotti
da LPS, legandosi al dominio intracellulare
del TLRA4. Studi preclinici hanno dimostrato
una promettente efficacia di TAK-242 in mo-
delli cellulari e animali. Ad esempio, € stato
scoperto che TAK-242 riduce citochine in-
fiammatorie, come il fattore di necrosi tu-
morale alfa (TNF-alfa) e linterleuchina-6
(IL-6) in macrofagi di topo stimolati con LPS
con valori IC50 di 1,9 e 1,3 nM, rispettiva-
mente. Inoltre, TAK-242 mostra marcati ef-
fetti benefici in modelli sperimentali. Infatti,
la somministrazione endovenosa di una
dose di 0,1 mg/kg o piu sopprimeva la pro-
duzione di varie citochine (TNF-alfa, IL-6 e
IL-1beta) in un modello murino di shock
endotossico. Inoltre, proteggeva i topi dalla
morte in modo dose-dipendente e tutti i topi
sopravvivevano alla dose di 3 mg/kg. Infine,
la somministrazione di TAK-242 in un mo-
dello sperimentale di trombosi, riduce in
maniera significativa le dimensioni del
trombo e l'attivazione piastrinica.

Numerose altre prove sono presenti in
letteratura a conferma dell’efficacia del
TAK-242 in diversi contesti patologici asso-
ciati all'infiammazione.

Conclusioni

La relazione tra microbiota, ospite e
predisposizione all'insorgenza di malattie
rappresenta, sicuramente, un abito della
ricerca scientifica ampio e non ancora del
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a. CD36
b. TLR4
c. FXR
d. PXR

a. TMAO

b. Peptidoglicani
c. LPS

d. Grelina

3) Il TAK-242 &

. Un peptide che inibisce il CD36
d. Un inibitore degli acidi biliari

1) Qual ¢ il recettore a cui si lega 'LPS

2) Quale tra questi non ¢ un metabolita/
componente del microbiota intestinale

Questionario di auto-apprendimento

4) La flavina monoossigenasi 3 ossida

a. La trimetilammina
b. La fosfatidilcolina
c. L-carnitina
d. Propionato

a. Dieta

b. Probiotici

c. Antibiotici

d. Antinfiammatori

a. Un derivato sintetico che inibisce il TLR4
b. Un derivato naturale che inibisce il TLR4
c

5) Quale tra le seguenti opzioni non & un
trattamento per modulare la disbiosi

Risposte corrette:

1B, 2D, 3A, 4A, 5D

tutto esplorato soprattutto nella patologia
aterosclerotica. Pertanto, la sfida scientifi-
ca, che sicuramente potra aprire in un fu-
turo prossimo nuovi scenari, € quella di
caratterizzare ulteriormente il microbiota
e i suoi derivati, studiandone il loro impatto

RIASSUNTO

sulla fisiologia dell’ospite. Nuovi interventi
terapeutici mirati a contrastare questo fe-
nomeno possono, quindi, contribuire a mi-
gliorare il decorso e la progressione della
patologia aterosclerotica in pazienti affetti
da malattie cardiovascolari.

Il corpo umano ospita trilioni di microrganismi che formano un ecosistema interattivo all'interno e
all'esterno dell’organismo. La maggior parte del microbiota che colonizza il corpo umano si trova nel
tratto gastrointestinale, specialmente nel colon. Il microbiota intestinale svolge un ruolo importante nel
mantenimento della nutrizione e del sistema immunitario, che a sua volta influenza la suscettibilita
dell’ospite e la risposta a determinate condizioni patologiche. Lo squilibrio nel microbiota intestinale,
noto anche come disbiosi intestinale, e associato a diverse condizioni patologiche tra cui disturbi ga-
strointestinali, asma, allergie, disturbi del sistema nervoso centrale, tumori e malattie cardiovascolari.
Le malattie cardiovascolari sono una delle principali cause di morte in tutto il mondo. ’aterosclerosi &
il meccanismo fisiopatologico chiave alla base dello sviluppo delle malattie cardiovascolari e il micro-
bioma intestinale influenza tutti i fattori di rischio componenti dell’aterosclerosi, sia direttamente che
indirettamente, svolgendo cosi un ruolo importante, sebbene poco compreso, nelle malattie cardiova-
scolari. In questa rassegna, delineiamo il ruolo del microbiota intestinale nelle malattie cardiovascolari
ed in particolar modo nel processo aterosclerotico e affrontiamo i potenziali interventi terapeutici per

modulare una eventuale disbiosi.

Parole chiave: Microbiota intestinale, Aterosclerosi, Patologia cardiovascolare, Disbiosi intestinale.
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FIBROSI EPATICA NEI PAZIENTI
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Hepatic fibrosis in patients with NAFLD:
a non-lipid residual cardiovascular risk

marker?
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SUMMARY

Hepatic fibrosis results from the accumulation of extracellular matrix proteins (ECM) that occurs in
most chronic liver diseases. In NAFLD, severe hepatic fibrosis (F2-F3) is estimated to involve around
900,000 subjects in Italy, mostly asymptomatic. Furthermore, in patients with NAFLD the first cause of
death is cardiovascular disease and the presence of liver fibrosis and its severity seem to be the only
markers of liver damage capable of predicting the increased cardiovascular risk. However, in many
studies, the diagnosis of liver fibrosis was based on the “best standard”, that is the liver biopsy and
therefore the results are limited to translation to daily clinical practice. The FIB-4 and the NFS (NAFLD
Fibrosis Score) are two surrogate, non-invasive markers of fibrosis that can be calculated very easily,
starting from values of routine laboratory tests and anthropometric and anamnestic data; liver fibrosis,
assessed in this non-invasive way, is a predictor of mortality especially cardiovascular.

In conclusion, NAFLD in the absence of significant fibrosis is not associated with an increase in hepat-
ic and cardiovascular mortality, while NAFLD with the presence of significant fibrosis independently
predicts total and cardiovascular mortality. Hepatic fibrosis could therefore be interpreted as a non-lipid
marker of residual cardiovascular risk, defined as the risk that remains after the optimal multifactorial
treatment of all the coexisting risk factors in the individual.

Key words: Hepatic fibrosis, NAFLD, Residual cardiovascular risk, Fib4 score, NAFLD score.
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Fibrosi epatica nei pazienti con NAFLD: un marcatore non lipidico di rischio cardiovascolare residuo?

soggetti trattati nell’ambito dei grandi trials
con statine (1, 2). Era il rischio residuo dei
soggetti nei quali si era raggiunto un con-
trollo ottimale del colesterolo LDL attraver-
so il trattamento farmacologico con statine,
non-statine o terapie di combinazione. Era
in gran parte legato ai trigliceridi, alle HDL
e alle altre lipoproteine aterogene. In altre
parole, il concetto di “rischio residuo” era in
gran parte dovuto alle componenti lipidiche
diverse dalle LDL ed in particolare ai rem-
nants del colesterolo e alle lipoproteine ric-
che in trigliceridi sia in condizioni di digiu-

no che di non digiuno (3).

Piu recentemente, il concetto di rischio
residuo é stato allargato al rischio che per-
mane dopo il trattamento multifattoriale ot-
timale di tutti i fattori di rischio presenti nel
singolo individuo. Pertanto, pit1 in generale,
il rischio cardiovascolare residuo si puo de-
finire come la probabilita di sviluppare un
evento cardiovascolare maggiore dopo aver
posto il paziente in trattamento cosi come
raccomandato dagli standard di cura. Il ri-
schio residuo € particolarmente elevato nei
soggetti obesi, diabetici di tipo 2, con sin-
drome metabolica e con NAFLD (4).

I1 rischio residuo ha molteplici compo-
nenti:

e ]l rischio associato a fattori noti e ignoti
ma non modificabili (es. eta, sesso, et-
nia, predisposizione genetica, etc.).

e [l rischio associato a fattori noti e modi-
ficabili ma non del tutto corretti e cor-
reggibili (es. livelli di HDL e trigliceridi,
LP(a), adiposita addominale, pressione
arteriosa, insulino-resistenza, fumo, ste-
atosi epatica etc.).

e [l rischio associato a fattori non ancora
completamente noti (es. infiammazio-
ne, stress ossidativo, fibrosi epatica,
ossisteroli, ecc).

E quindi evidente che numerosi fattori
lipidici e non lipidici contribuiscono al ri-
schio residuo.

Elenco degli argomenti trattati

B Descrizione del significato e delle principali

componenti del rischio cardiovascolare residuo.
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B Descrizione della prevalenza della steatosi epatica non
alcolica e dell'importanza della valutazione della fibrosi

per la definizione della progressione clinica.

B Evidenze epidemiologiche e cliniche sull’associazione

fra fibrosi epatica e rischio cardiovascolare.

M Descrizione dell'impiego di markers non invasivi di
fibrosi per la valutazione del danno epatico nel soggetto

con steatosi epatica non alcolica.

B Prospettive dell’'uso di markers non invasivi di fibrosi
epatica per la definizione del rischio cardiovascolare

residuo.

B Prospettive dell’'uso delle statine nella NAFLD/NASH.

Le dislipidemie sono uno dei principali
determinanti del rischio cardiovascolare. Il
rischio residuo viene spesso associato alla
presenza di una dislipidemia (es. dislipide-
mia aterogena). Altre lipoproteine oltre
alle LDL contribuiscono all’arteriosclerosi.
In particolare, altre lipoproteine contenen-
ti apo-B, quali le lipoproteine endogene ed
esogene ricche in trigliceridi ed i loro rem-
nants. I remnants sono lipoproteine di pic-
cole dimensioni in grado di penetrare
nell'intima arteriosa, di legarsi alla matrice
connettivale e stimolare la progressione
delle cellule muscolari lisce e la prolifera-
zione dei macrofagi residenti. Contribui-
scono attivamente alla formazione e pro-
gressione della placca. La presenza di
remmnants si associa ad una condizione di
infiammazione di basso grado.

In condizioni di digiuno, il colesterolo
remnant corrisponde al contenuto di cole-
sterolo presente nelle lipoproteine a densi-
ta molto bassa (VLDL) sintetizzate nel fe-
gato e nei loro remmnants parzialmente
impoveriti di trigliceridi (IDL), contenenti
apoB-100. In condizioni di non digiuno, il
colesterolo remnant comprende, oltre al
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colesterolo delle lipoproteine sopra defini-
te, anche il colesterolo presente nei chilo-
microni derivanti dall’assorbimento intesti-
nale dei grassi alimentari contenenti
apoB-48. Volendo semplificare, possiamo
considerare remmnant tutto il colesterolo
plasmatico meno il colesterolo HDL ed il
colesterolo LDL, ossia, tutto il colesterolo
presente nelle VLDL, nei chilomicroni e
nei loro remnants, definiti globalmente li-
poproteine ricche in trigliceridi (5).

NAFLD € fibrosi epatica: dimensioni
del problema ed importanza clinica

La fibrosi epatica e il risultato dell’accu-
mulo delle proteine della matrice extracel-
lulare (ECM) che si verifica nella maggior
parte delle patologie croniche del fegato
(6). La deposizione di proteine del’ECM
genera delle cicatrici fibrotiche che, nelle
fasi terminali di malattia, sono causa del
sovvertimento dell’architettura epatica e
della genesi di noduli di rigenerazione epa-
tocellulare. In altre parole, il progressivo
accumulo di fibrosi conduce allo sviluppo
della cirrosi epatica, dapprima compensata
e successivamente manifesta, con il possi-
bile sviluppo di insufficienza epatica e di
ipertensione portale. Storicamente, I'infe-
zione da HCV e I'abuso alcolico sono state
le principali cause di fibrosi epatica e della
conseguente cirrosi (7). Tuttavia, nell’ulti-
mo decennio, il progressivo aumento
dell'incidenza della steatosi epatica non
alcolica (NAFLD) e la parallela diminuzio-
ne dei casi di cirrosi HCV-relati, hanno tra-
sformato la cirrosi NAFLD relata nella pri-
ma causa di trapianto epatico negli USA
nelle donne e la seconda causa nell'uomo;
inoltre, in considerazione dell’elevato tasso
di crescita di nuovi casi di steatoepatite
non alcolica (NASH), ben piu rapido di
quello osservato per l'epatite alcolica, €
previsto che a breve, anche nell’'uomo, la

NAFLD diventi la prima causa di trapianto
epatico (8).

Il burden di fibrosi epatica aumenta pa-
rallelamente con I'amplificarsi delle “pan-
demie” di obesita, diabete e sindrome me-
tabolica che sono le principali responsabili
della sempre pitt ampia diffusione tanto
della NAFLD che della NASH. Come con-
seguenza della sia pur lenta progressione
della steatosi semplice verso la piu severa
NASH, le previsioni per i prossimi anni
suggeriscono un aumento dei casi di malat-
tia epatica avanzata e della mortalita epato-
relata.

Secondo una recente analisi (9), in Ita-
lia, si stima che vi siano circa 15,2 milioni
di soggetti con NAFLD e circa 2,6 milioni
con NASH. Tali numerosita, nell’arco dei
prossimi 10 anni, potrebbero aumentare a
circa 17,4 e 3,7 milioni, rispettivamente.
Per quanto riguarda la fibrosi epatica seve-
ra (F2-F3) NAFLD-relata, si stima che essa
coinvolga circa 900.000 soggetti, in massi-
ma parte asintomatici, e che tale numero-
sita, nel 2030 possa raggiungere gli 1.5
milioni di casi. Nonostante la quasi com-
pleta assenza di sintomatologia, 400.000
pazienti potrebbero sviluppare una cirrosi
epatica.

Inoltre, nell'ambito di uno studio inter-
nazionale di soggetti con NAFLD con un
lungo follow-up e biopsie epatiche ripetute
nel tempo, ¢ stata valutata la progressione
della fibrosi (10). E stato stimato che la
progressione annua di fibrosi dalle classi
F1 aF2 e daF2aF3 avvenga nel 2,8-13,3%
dei soggetti e quella dalla classe F3 a F4
(cirrosi) nel 3,8-9,9% dei casi.

Nella comune pratica clinica, la fibrosi
epatica, nonostante questi numeri, € co-
stantemente sottostimata in quanto asinto-
matica nella maggioranza dei casi e spesso
associata a forme meno avanzate di NA-
FLD. Infatti, fino ad un terzo dei pazienti
NAFLD con fibrosi epatica (F1+) ed un
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quinto dei pazienti con fibrosi epatica seve-
ra (F3-F4) non presentano una NASH. Tut-
tavia, la severita della fibrosi € il pitt impor-
tante predittore di outcome epatico negativo
nei pazienti con NAFLD (11-13). Inoltre,
con l'aumentare del grado di fibrosi, si re-
gistra un progressivo aumento del rischio
di epatocarcinoma (HCC) e di insufficien-
za epatica (14).

Tuttavia, per effetto della lunga durata di
malattia (15) e, soprattutto, a causa dell’ele-
vata presenza di comorbidita, nei pazienti
con la NAFLD la prima causa di morte ¢ la
malattia cardiovascolare. Anche per questo
outcome, la presenza di fibrosi epatica e la
sua severita sembrano essere gli unici mar-
kers di danno epatico in grado di predire
I'aumentato rischio cardiovascolare (16).

Sulla base di queste considerazioni, ap-
pare molto evidente I'importanza del mo-
nitoraggio dello stadio della fibrosi nella
NAFLD che, in modo indipendente dalla
presenza o dalla gravita di altre caratteri-
stiche istologiche, si associa alla mortalita
per malattie epatiche e per tutte le cause.

Fibrosi epatica e rischio cardiovascolare
nella NAFLD

Numerosi studi sperimentali, clinici ed
epidemiologici hanno mostrato una asso-
ciazione della NAFLD con le malattie car-
diovascolari e i markers surrogati di arte-
riosclerosi (17).

In una metanalisi di 34 studi, la NAFLD
si associava ad un aumentata incidenza di
eventi cardiovascolari (hazard ratio [HR]:
1,37) e nello specifico con gli eventi coro-
narici (HR: 2,31). Tuttavia, in questa meta-
nalisi, la diagnosi di NAFLD non era asso-
ciata ad un aumento della mortalita, né
totale né cardiovascolare (18). Risultati si-
mili provengono da un’ulteriore metanalisi
condotta su 16 studi dalla quale ¢ risultato
cheipazienti con NAFLD avevano il 64% in
piu di probabilita di sperimentare eventi

cardiovascolari o cerebrovascolari, fatali o
non fatali (19).

Nonostante il progressivo aumento de-
gli studi che correlano la diagnosi di NA-
FLD con un aumentato rischio cardiova-
scolare, pochi tentativi sono stati fatti per
comprendere meglio il ruolo indipendente
della NAFLD sul rischio cardiovascolare.
In particolare, la NAFLD si presenta fre-
quentemente con le caratteristiche clini-
che della sindrome metabolica; pertanto, €
stata suggerita I'ipotesi che la NAFLD pos-
sa associarsi ad un rischio piu elevato di
eventi cardiovascolari in quanto essa non €
altro che la manifestazione epatica della
sindrome metabolica. Numerosi studi tra-
sversali hanno esplorato le relazioni tra
NAFLD e fattori di rischio cardiovascolare
quali l'insulino-resistenza, la dislipidemia
aterogena, i marcatori di infiammazione di
basso grado e lo stress ossidativo, che po-
trebbero tutti, a loro volta, fungere da sti-
molo per l'ulteriore rilascio di fattori pro-
aterogeni.

Nonostante numerosi studi e metanalisi
abbiano dimostrato un aumentato rischio
di eventi cardiovascolari nella NAFLD, po-
che ricerche hanno indagato 'associazione
tra eventi cardiovascolari e specifiche alte-
razioni epatiche quali I'infiammazione o la
fibrosi.

In Svezia, é stato condotto un interes-
sante studio osservazionale su pazienti con
diagnosi bioptica di NAFLD (20). Dopo un
follow-up medio di 26,4 anni, i soggetti con
NAFLD mostravano una aumentata morta-
lita totale rispetto alla popolazione di con-
trollo, principalmente da attribuire ad un
aumentato rischio di morte cardiovascola-
re e per malattie epatiche. Riguardo le biop-
sie basali di questi pazienti, il punteggio del
NAS (NAFLD activity score) e I'inflamma-
zione non predicevano gli eventi fatali,
mentre il grado della fibrosi prediceva sia
la mortalita totale che quella specifica per
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malattia. Risultati simili sono stati ottenuti
in uno studio multicentrico osservazionale
retrospettivo di soggetti con diagnosi biop-
tica di NAFLD (13). Anche i questo caso, in
un tempo medio di osservazione di 12,6
anni, il grado della fibrosi si associava alla
mortalita totale ed alla mortalita per com-
plicanze epatiche. Inoltre, tale associazione
era indipendente dal grado del NAS e per-
sisteva anche dopo avere escluso dall’ana-
lisi i soggetti con fibrosi avanzata.

Lo studio di Vilar-Gomez et al. (21) con-
dotto su 458 pazienti con NAFLD e fibrosi a
ponte o cirrosi compensata confermate dal-
la biopsia, mostrava un’incidenza di eventi
vascolari dello 0,9% per anno. Il sottogruppo
di pazienti con fibrosi a ponte pre-cirrosi
aveva una piu elevata probabilita di svilup-
pare eventi vascolari rispetto alle compli-
canze legate alla malattia epatica.

Sebbene questi studi forniscano dati
molto solidi sull’associazione tra fibrosi
epatica ed eventi cardiovascolari, in quanto
utilizzano per la diagnosi di fibrosi epatica
il best standard, ovvero la biopsia epatica,
i risultati sono traslabili in maniera limi-
tata all’attivita clinica quotidiana. Infatti,
questi studi, se da una parte ci suggerisco-
no chiaramente di effettuare un pit atten-
to follow-up cardiovascolare nei pazienti
con NAFLD e fibrosi alla biopsia epatica,
dall’altro non offrono una valida opzione
per lo screening del rischio cardiovascola-
re residuo se il paziente non presenta una
chiara indicazione clinica alla biopsia epa-
tica. In quest’ultimo caso, 'assenza di una
biopsia epatica rischierebbe di non fare
individuare un elevato numero di pazien-
ti con fibrosi epatica, e quindi aumentato
rischio cardiovascolare, in quanto asinto-
matici e senza evidenti alterazioni di labo-
ratorio. Infatti, nella NAFLD, una elevata
proporzione di pazienti con fibrosi epatica
presentano valori di enzimi epatici nel ran-
ge di normalita (22).

Per questo motivo, volendo intendere la
fibrosi epatica come un marker di rischio
residuo, ed ipotizzando la sua diagnosi
come un alert di aumentato rischio cardio-
vascolare utilizzabile su vasta scala, € fon-
damentale assicurarsi che anche i marcato-
ri indiretti di fibrosi epatica siano in grado
di predire, allo stesso modo della fibrosi
diagnosticata con la biopsia, un’aumentata
incidenza di eventi cardiovascolari.

Un metodo non invasivo per la diagnosi
di fibrosi epatica € quello che prevede I'u-
tilizzo di analisi di specifiche sequenze, o
la spettroscopia in risonanza magnetica
nucleare (RMN). Nello studio Mesa, una
vasta indagine condotta su una corte mul-
tietnica esente da malattie cardiovascolari
all'arruolamento, gli indici di fibrosi valu-
tati indirettamente con le sequenze T1 alla
risonanza magnetica effettuata al decimo
anno di follow-up, si associava retrospetti-
vamente con gli eventi cardiovascolari. In
particolare, si osservava una forte associa-
zione della fibrosi con la fibrillazione atria-
le, mentre, seppur significativa, era di mi-
nore grado quella con gli eventi coronarici
(23). Tuttavia, sebbene la RMN sia una
metodica non invasiva e quindi scevra da
effetti collaterali, essa ¢ gravata da costi
elevati ed € quindi difficile ipotizzarne un
utilizzo su grande scala.

I1 FIB-4 e il NFS (NAFLD Fibrosis Sco-
re) sono due markers surrogati, non invasi-
vi di fibrosi calcolabili molto agevolmente,
a partire da valori di esami di laboratorio di
routine e di dati antropometrici ed anamne-
stici (24-27) (Tabella 1). 11 costo per il loro
calcolo e trascurabile ed il risultato € imme-
diato. Entrambi gli scores sono stati svilup-
pati e validati per I'identificazione di pazien-
ti con NAFLD ad elevata probabilita di
avere una fibrosi a ponte (F3) o una cirrosi
(F4). Valori di FIB-4 score >2,67 o di NFS
>(0,676 identificano soggetti con una elevata
probabilita di fibrosi epatica avanzata (F3/
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Tabella | - Metodiche disponibili per la diagnosi di fibrosi epatica nella NAFLD.

Metodica Evidenze sulla correlazione
per la diagnosi di Vantaggi Svantaggi tra fibrosi epatica
fibrosi epatica ed eventi cardiovascolari
Biopsia Best standard In\{a3|va . Forti
Costi elevati
RMN Non invasiva ot e!evatl Buone (retrospettive)
Poco diffusa
Non invasiva . - RN .
NFS Basso Costo Ampia zona grigia Buone in piu setting
) Non invasiva Ampia zona grigia RN .
oz Basso Costo Disegnato per identificare F4 Elema i [PU S2iing)
Non invasiva
Elastosonoarafia Costi contenuti Poco diffusa Assent
9 Valutazione “continua” Operatore dipendente
della fibrosi

F4) (Figura 1). 1l loro impiego e suggerito  go per una eventuale fibroelastografia e/o
dalle Linee-guida per lidentificazione dei biopsia epatica. Essi sono in particolare rac-
soggetti con NAFLD da inviare all'epatolo- comandati per la valutazione iniziale della

(Age x AST) / (Platelets x Y ALT)

= Basso rischio per firbosi avanzata (F3/F4)

= Alto rischio per firbos:
* Punteggio > 2.67 per qus

-1,675 + (0.037 x Age) + (0.094 x BMI) + (1.13 if IFG or
NAFLD Diabetes) — (0.013 x Platelets) — (0.66 x Albumin)
= Basso rischio per firbosi avanzata (F3/F4)
FIBROSIS 1.455 nei soggetti con meno di 65 anni
SCORE * < 0.12 nei soggetti di 65 anni o pit

= Alto rischio per firbosi avanzata (F3/F4)
= Punteggio = 0.676 per qualsiasi cta

Figura | - Formule per il calcolo di FIB-4 e Nafld Fibrosis Score (NFS) per la valutazione non invasiva della
fibrosi epatica avanzata nella NAFLD.
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fibrosi pitl severa nei soggetti con diabete,
sindrome metabolica ed obesita.

Numerose ricerche hanno dimostrato
una associazione tra la fibrosi valutata con
i marker non invasivi e i markers surrogati
di arteriosclerosi quali lo spessore medio
intimale carotideo e il calcium score coro-
narico (28, 29).

Recentemente, il nostro gruppo, nell’am-
bito di un follow-up medio di 46 mesi di pa-
zienti arruolati nello studio Plinio, ha dimo-
strato una piu elevata incidenza di eventi
cardiovascolari nei soggetti con NAFLD ri-
spetto a quelli senza. Inoltre, nei soggetti
con NAFLD si osservava una incidenza di
eventi cardiovascolari maggiori 4 volte su-
periore nei soggetti con FIB-4 score >2,67 o
NFS >0,676, dopo correzione per la presen-
za di comorbidita (Figura 2) (30).

La capacita di questi due score di predi-

re un aumentato rischio cardiovascolare e
stata testata anche in pazienti senza diagno-
si certa di NAFLD. Leffetto a lungo termi-
ne della NAFLD sulla mortalita ¢ stato ana-
lizzato nell’ambito del National Health and
Nutrition Examination Survey condotto
negli USA nel 1988-1994 (31). Dopo un fol-
low-up medio di 14,5 anni, la diagnosi eco-
grafica di NAFLD non si associava ad un
aumento della mortalita. Al contrario, la fi-
brosi epatica, valutata in modo non invasivo
mediante il calcolo del FIB-4, NFS e APRI
(AST/piastrine) era un fattore predittivo di
mortalita soprattutto cardiovascolare indi-
pendentemente da altre possibili cause di
morte. Piu di recente, in uno studio di fol-
low up della durata media di 7,5 anni con-
dotto in Cina su pazienti con malattia coro-
narica stabile, i valori pit elevati di NFS e di
FIB-4 si associavano ad un aumentato ri-
schio di mortalita cardiovascolare e per
tutte le cause (32). Sulla base di questo ri-
sultato, gli Autori proponevano la valutazio-

°

FIB-4<2.67
SFIB-4>2.67

p=0.004

ne non invasiva della fibrosi epatica come
un semplice strumento per I'identificazione
di una prognosi a lungo termine meno favo-
revole nei pazienti con malattia coronarica.
Inoltre, una post-hoc analisi di uno studio
osservazionale multicentrico di pazienti
con fibrillazione atriale non valvolare ar-
ruolati in un registro in Giappone, mostra-
va una associazione indipendente della fi-
brosi epatica, valutata mediante il FIB-4,
con gli eventi cardiovascolari e con la mor-
talita per tutte le cause, in particolare tra i
pazienti con un maggior rischio di eventi
avversi (con un CHADS2 score >2) (33).
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Fibrosi epatica: un nuovo target nell ambito
del controllo del rischio residuo?

Lesame complessivo della letteratura
sembra dimostrare che la NAFLD in as-
senza di fibrosi significativa non si associa
ad un aumento della mortalita epatica e
cardiovascolare. Al contrario, la NAFLD

Soprawivenza libera da eventi

o
o
o

10 20 30 40 50 60 70
Mesi di follow-up

Figura 2 - Sopravvivenza esente da eventi cardiovascolari in base alla
presenza o assenza di elevata probabilita di fibvosi epatica avanzata
(F3-F4) valutata con gli score FIB-4 0 NFS in 660 soggetti con NAFLD.
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con presenza di fibrosi significativa predi-
ce in modo indipendente la mortalita totale
e cardiovascolare.

Le evidenze della letteratura suggeri-
scono l'ipotesi che lo sviluppo della fibrosi
epatica nei pazienti con NAFLD possa es-
sere il risultato di un’esposizione a lungo
termine a fattori di rischio cardio-metabo-
lici quali il diabete e la sindrome metaboli-
ca. Infatti, la presenza concomitante di
molteplici condizioni cardio-metaboliche
potrebbe indurre uno stato cronico pro-
infiammatorio di basso grado e pro-ossi-
dante che potrebbero indurre necro-in-
fiammazione epatica (con attivazione dei
macrofagi), attivazione delle cellule stella-
te e deposizione di collagene. La fibrosi
epatica potrebbe quindi essere interpreta-
ta come un marker non lipidico di rischio
cardiovascolare residuo.

Tutto cio suggerisce di identificare preco-
cemente i soggetti con NAFLD e fibrosi
avanzata in modo da attuare un controllo ri-
goroso di tutti i fattori di rischio cardiovasco-
lare e iniziare un attento monitoraggio della
progressione della fibrosi quale possibile
marker di rischio residuo cardiovascolare.

L’associazione tra fibrosi epatica e ri-
schio cardiovascolare apre il campo ad un
ulteriore potenziale ruolo delle statine per il
trattamento dei pazienti con NAFLD. Re-
centemente, I'impiego del NFS in 14.819
pazienti arruolati nello studio IMPROVE-IT
ha consentito di identificare una sotto-popo-
lazione indipendente di pazienti che erano a
piu alto rischio di eventi coronarici ricorren-
ti, che beneficiavano della terapia di combi-
nazione con simvastatina/ezetimibe otte-
nendo cosi una riduzione assoluta del 3,7%
del rischio di eventi cardiovascolari (34).
Inoltre due recenti metanalisi hanno dimo-
strato che le statine possono ritardare lo
sviluppo della fibrosi nei pazienti con malat-
tia epatica cronica di diversa eziologia (35)
e che il loro impiego puo ridurre il rischio

di sviluppare I'epatocarcinoma (36). Infine,
¢ stato anche ipotizzato che la cirrosi possa
rappresentare una nuova indicazione per
I'impiego delle statine (37). Pertanto, sem-
brerebbe che le statine, nei pazienti con
NAFLD, possono influenzare favorevol-
mente sia gli esiti correlati all’evoluzione
della malattia epatica, sia quelli correlati agli
eventi cardiovascolari. Tuttavia, nonostante
queste importanti evidenze, vi € in genere
uno scarso atteggiamento nel prescrivere le
statine nei pazienti con NAFLD, principal-
mente a causa della preoccupazione, non
documentata, di una la loro possibile tossi-
cita nelle malattie del fegato (38, 39).

In conclusione, la grande diffusione del-
la NAFLD nella popolazione generale e, in
particolare, nelle popolazioni a rischio (dia-
bete, obesita) suggerisce fortemente di
monitorare in modo non invasivo la pro-
gressione della fibrosi epatica. Limpiego
routinario di test non invasivi consentira di
identificare soggetti con scarsa o assente
fibrosi ed escludere ragionevolmente la
presenza di un rischio aumentato per even-
ti cardiovascolari e per gravi complicanze
epatiche. Al contrario, la documentazione
di una fibrosi severa potra contribuire a
identificare precocemente soggetti a mag-
gior rischio di progressione della malattia
epatica e a meglio definire il rischio cardio-
vascolare residuo.

Glossario

NAFLD: steatosi epatica non alcolica
NASH: steatoepatite non alcolica
ECM: matrice extracellulare

NAS: NAFLD activity score

NFS: NAFLD Fibrosis Score

APRI: rapporto AST/piastrine

AST: transaminasi aspartato-transferasi
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CHADS2: score (congestive heart failure, hypertension,

age >75 years, diabetes mellitus, stroke)
FIB-4: score per la fibrosi epatica
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Questionario di auto-apprendimento

1) A digiuno, il contenuto 4) 1l rischio cardiovascolare residuo

di colesterolo remnant corrisponde ¢ aumentato

al colesterolo contenuto a. Nel diabete

a. Nelle LDL b. Nella NFLD

b. Nelle VLDL piu IDL c. Nella sindrome metabolica

c. Nei chilomicroni d. In tutte queste condizioni

d. Nelle VLDL 5) Nel Fib4 score vengono valutate
2) La NAFLD si associa a. Eta, conta piastrinica, AST, ALT

a. Ad un’aumentata incidenza b. Albumina, eta, gGT

di eventi cardiovascolari c. Transaminasi, bilirubinemia, BMI,

b. Ad un’epatite acuta eta, fibrinogeno

c. A splenomegalia d. Eta, ALT, diabete, piastrine

d. Avasculite sistemica

3) Qual ¢ il golden standard
per la diagnosi di fibrosi epatica?
a. I NAFLD score

b. 11 Fib4 score

c. Labiopsia epatica Risposte corrette:

d. Lecografia epatica 1B, 24, 3C, 4D, 5A
RIASSUNTO

La fibrosi epatica é il risultato dell’'accumulo delle proteine della matrice extracellulare (ECM) che si
verifica nella maggior parte delle patologie croniche del fegato. Nella NAFLD si stima che la fibrosi
epatica severa (F2-F3) in Italia coinvolga circa 900.000 soggetti, in massima parte asintomatici. Peraltro,
nei pazienti con NAFLD la prima causa di morte ¢ la malattia cardiovascolare e la presenza di fibrosi
epatica e la sua severita sembrano essere gli unici markers di danno epatico in grado di predire I'au-
mentato rischio cardiovascolare. Tuttavia, in molti studi, la diagnosi di fibrosi epatica ¢ stata fondata
sul “best standard”, ovvero la biopsia epatica e quindi i risultati sono traslabili in maniera limitata all’at-
tivita clinica quotidiana. I1 FIB-4 e il NFS (NAFLD Fibrosis Score) sono due markers surrogati, non
invasivi di fibrosi calcolabili molto agevolmente, a partire da valori di esami di laboratorio di routine e
di dati antropometrici ed anamnestici; la fibrosi epatica, valutata in questo modo non invasivo € un fat-
tore predittivo di mortalita soprattutto cardiovascolare.

In conclusione, la NAFLD in assenza di fibrosi significativa non si associa ad un aumento della morta-
lita epatica e cardiovascolare, mentre, al contrario, la NAFLD con presenza di fibrosi significativa pre-
dice in modo indipendente la mortalita totale e cardiovascolare. La fibrosi epatica potrebbe quindi es-
sere interpretata come un marker non lipidico di rischio cardiovascolare residuo, definito come il
rischio che permane dopo il trattamento multifattoriale ottimale di tutti i fattori di rischio coesistenti nel
singolo individuo.

Parole Chiave: Fibrosi epatica, NAFLD, Rischio cardiovascolare residuo, Fib4 score, NAFLD score.
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Clinical approach to the pediatric patient
with dyslipidemia
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SUMMARY

Cardiovascular disease (CVD) is still the most prominent cause of death and morbidity in the world,
there is a strong evidence that it begins in childhood end the major risk factor is hypercolesterolemia.
Early detection and treatment of familial hypercholesterolemia (FH) can reduce LDL-burden, can im-
prove endothelial function, can substantially attenuate the progression of atherosclerosis and improve
coronary outcomes. Multiple screening strategies have been proposed, but in most population only a
small proportion of all cases have been identified. In 2008, the APP published the criteria for targeted
screening, while some experts recommend universal screening particularly in the young, although cost
effectiveness has not been analysed. The first test, to perform between 2 and 10 years of age, is the lipid
profile: total cholesterol, LDL-C, HDL-C, triglycerides plasma levels. Hypercholesterolemia had to be
confirmed with a second sample and followed by the detection of family history for early (before 55y
in men and 60y in women) or subsequent cardio-vascular events and/or hypercholesterolemia in 1st
and 2nd degree relatives. The treatment consists of a healthy lifestyle and a prudent low-fat diet, em-
phasizing the Mediterranean diet. Statins are the cornerstone of the drug therapy approved in USA and
in Europe for use in children, ezetimibe or a bile acid sequestrant may be required to attain LDL-C goal
in some patients. Periodic (six-monthly/annual) visits are recommended for the control of growth, for
the evaluation of the lipid profile and the adherence to treatment in particular for those patients playing
sport or use other medications, in order to maintain therapy for a long period, until adulthood.

Keywords: Hypercholesterolaemia, Children, Screening, Management, CVD.
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Bullet Points

B La precoce identificazione dei bambini con ipercoleste-
rolemia dovrebbe garantire un’aderenza a stili di vita
corretti instaurata prima della puberta, cosi da aumen-
tare la probabilita che possa mantenersi nel tempo.

M Nei bambini con ipercolesterolemia si dovrebbe inter-
venire prima sulla dieta e sullo stile di vita e successiva-
mente con terapia farmacologica con statine dagli 8-10
anni di eta.

M Nei bambini con ipercolesterolemia ¢ utile il dosaggio
della Lp(a) per la stratificazione del rischio.

M I bambini di sesso maschile e femminile dovrebbero ini-
ziare la terapia alla stessa eta

M Per i bambini di eta compresa tra 8 e 10 anni, € rac-
comandata una riduzione del 50% del LDL-C rispetto ai
valori inziali.

M Per i bambini di eta >10 anni, specialmente se vi sono
fattori di rischio cardio-vascolari addizionali, il target di
LDL-C e <130 mg/dl.

M Se il target non viene raggiunto, valutare la aderenza alla
terapia; in alcuni casi puo essere utile la doppia terapia.

adulta hanno portato a una riduzione della
mortalita per CVD. E ormai ampiamente
dimostrato che il processo aterosclerotico
inizia in eta pediatrica ed & progressivo. Fin
dalla vita fetale, una costante esposizione
delle pareti arteriose ad elevati livelli di co-

lesterolo LDL accelera lo sviluppo di lesio-
ni a livello endoteliale, specialmente nelle
coronarie e nell’aorta, con conseguente
comparsa di aterosclerosi precoce (2, 3).

Studi autoptici hanno dimostrato la pre-
senza di placche aterosclerotiche anche nei
bambini e che la loro estensione ¢ associata
ai livelli di colesterolo LDL (4). Inoltre, un
recente lavoro ha rilevato che lo spessore
medio-intimale carotideo (cIMT) ¢ pit ele-
vato in pazienti con ipercolesterolemia fami-
liare rispetto ai controlli normolipemici.
Questa differenza, che é direttamente cor-
relata ai livelli di LDL-C, diventa statistica-
mente significativa a partire dai 10 anni di
eta e addirittura a partire dagli 8 anni nei
bambini con ipercolesterolemia familiare
(FH) rispetto ai fratelli non affetti (5, 6).

Come si osserva nella figura 1, vi € una
correlazione diretta tra esposizione al cole-
sterolo LDL (espressa come aumento in
grammi di LDL-C per anno) e la soglia per
lo sviluppo di malattia coronarica, in indivi-
dui affetti dalla forma eterozigote di FH,
individui affetti dalla forma omozigote di
FH e individui sani (7).

Alla luce di questi dati, I'individuazione
precoce dei soggetti ad alto rischio cardio-
vascolare risulta fondamentale: il tratta-

Figura | - Adattata da:
A. Wiegman. Lipid Scre-
ening, Action, and Fol-
low-up in Children and HoFH
Adolescents. Curr Car- 10 '

diol Rep. 2018; 20: 80.

Esposizione cumulativa (cholesterol years) in base
all’eta: FH vs soggetti sani

HeFH Joggetti

A

Cholesterol year score, g/dL-years

Soglia per
CVD:
20 anni nei
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mento tempestivo in termini di modifica-
zione dello stile di vita, di acquisizione di
abitudini alimentari adeguate e, dove ne-
cessario, di terapia farmacologica gia a
partire dall’eta pediatrica, puo modificare
la storia naturale della malattia e ridurre gli
eventi cardiovascolari in eta adulta (8).

Dislipidemie primitive € secondarie

Le dislipidemie possono essere distinte
in forme primitive e secondarie.

Le forme primitive sono geneticamente
determinate e possono essere distinte in
monogeniche e poligeniche. La tabella 1
(9) mostra le forme piu frequenti.

Tra le forme primitive, I'ipercolesterole-
mia Familiare (FH) rappresenta una delle
pill comuni, € caratterizzata da un’altera-
zione del trasporto e del metabolismo del

colesterolo e da una ridotta capacita del
fegato di rimuovere dalla circolazione le
lipoproteine aterogene ricche in colestero-
lo (LDL), con conseguente accumulo di
LDL-colesterolo in circolo.

La forma eterozigote della FH (HeFH)
¢ un disordine frequente, presente in ~1:
200-250 individui della popolazione gene-
rale. La forma omozigote (HoFH) é mol-
to pill rara, con una prevalenza pari a 1:
160000-300000. Nella maggior parte dei
casi la FH é causata da mutazioni (finora
ne sono state individuate 1700) nel gene
del recettore LDL (gene LDLR), localizza-
to sul cromosoma 19 (10). Tali mutazioni
determinano l'assenza di recettori o la
formazione di recettori non funzionanti
sulla superficie degli epatociti, essendo
il fegato il principale organo responsabi-
le del catabolismo delle LDL. Nel 5% dei

TABELLA |. Adattata da: Expert Panel on Integrated Guidelines for Cardiovascular Health
and Risk Reduction in Children and Adolescents; National Heart, Lung, and Blood Institute.
Expert panel on integrated guidelines for cardiovascular health and risk reduction in
children and adolescents: summary report. Pediatrics. 20Il; I28 (Suppl. 5): S2I3-S256.

Principali forme di dislipidemie primitive in bambini € adolescenti

Dislipidemie primitive

Ipercolesterolemia familiare

Profilo lipidico

Forma omozigote

1 1 LDL colesterolo

Forma eterozigote

1 LDL colesterolo

Deficit familiare di apolipoproteina B

1 LDL colesterolo

Iperlipidemia familiare combinata

Tipo lla 1 LDL colesterolo

Tipo lIb 1 LDL, 1 VLDL colesterolo, 1 trigliceridi
Tipo IV 1 VLDL colesterolo, 1 trigliceridi

Tipo lIb e IV | HDL colesterolo

Ipercolesterolemia poligenica

1 LDL colesterolo

Ipertrigliceridemia familiare

1 VLDL colesterolo, 1 trigliceridi

Ipertrigliceridemia severa

1 chilomicroni, 1 VLDL colesterolo, 1 1 trigliceridi

Ipoalfalipoproteinemia familiare

| HDL colesterolo

Disbetalipoproteinemia

1 IDL colesterolo, chilomicroni remnants
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casi, 'FH ¢ causata da mutazioni nel gene
codificante T’Apolipoproteina B (gene
APOB), che costituisce il 40% della fra-
zione proteica delle lipoproteine, fungen-
do da ligando per i recettori delle LDL.
In circa I'1% dei casi € mutata la proteina
convertasi subtilisina/kexina tipo 9 (gene
PCSKY9), che regola la degradazione del
recettore LDL, modulando il numero di
recettori sulla membrana cellulare degli
epatociti. Mutazioni del gene codificante
la proteina adattatrice del recettore LDL
(gene LDLRAP1) sono responsabili della
rara forma di FH recessiva. Infine, il 5-30%
dei casi di FH puo derivare da mutazioni

in altri geni ancora non identificati oppure
puo avere una causa poligenica (8).

Le forme secondarie, dette anche acqui-
site, sono causate da patologie concomi-
tanti che provocano un’alterazione del pro-
filo lipidico o cause esogene, quali le forme
iatrogene o associate all’eccessivo consu-
mo di grassi saturi. La tabella 2 (9) mostra
le forme pitl frequenti.

Identificazione dei soggetti a rischio

I1 riconoscimento precoce dei soggetti
a rischio risulta fondamentale. Negli anni
sono stati proposte e messe in atto diverse

Tabella 2 - Adattata da: Expert Panel on Integrated Guidelines for Cardiovascular Health and Risk
Reduction in Children and Adolescents; National Heart, Lung, and Blood Institute. Expert panel on
integrated guidelines for cardiovascular health and risk reduction in children and adolescents:
summary report. Pediatrics. 20Il; 128 (Suppl. 5): S2I3-S256.

Eziologia

"Disease” (malattia)

Cardiaca

Condizione
"Diet” (Dieta)

Ad alto contenuto di grassi saturi
Ipercalorica

Da accumulo

"Disease” (malattia)

Glicogenosi

Malattia di Gaucher
Malattia di Tay-Sachs
Malattia di Niemann-Pick

Eccesso di carboidrati
Eccesso di assunzione di alcol
Anoressia nervosa

Malattia di Kawasaki
Trapianto di cuore
Cardiopatia congenita

Epatica

Colestasi intraepatica
Epatopatia cronica
Cirrosi biliare primitiva
Atresia biliare
Sindrome di Alagille

Renale

Insufficienza renale cronica
Sindrome nefrosica
Sindrome emolitico-uremica

Infezioni

Infezione acuta (virale o batterica)
Epatite acuta/cronica
Infezione da HIV

Reumatologica

Lupus eritematoso sistemico
Artrite reumatoide

Altro

"Drugs” (Farmaci)

"Dysmetabolism” (dismetabolismo)

Post-terapia oncologica
Sindrome di Klinefelter
Sindrome di Werner
Progeria

Ustioni

Corticosteroidi

Diuretici tiazidici
B-bloccanti

Resine leganti acidi biliari
Contraccettivi orali

Inibitori delle proteasi
Derivati dell’acido retinoico
Anticonvulsivanti

Obesita

Ipotiroidismo

Diabete tipo 1 e tipo 2
Insulino-resistenza
Porfiria acuta intermittente
Ipopituitarismo
Lipodistrofia
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strategie di screening. I’American Aca-

demy of Pediatrics (11) nel 2008 ha identi-

ficato i criteri per 'esecuzione di uno scre-

ening mirato nei confronti di:

1) bambini o adolescenti i cui genitori e/o
nonni sono stati sottoposti a by-pass co-
ronarico o angioplastica prima dei 55
anni;

2) bambini o adolescenti con storia fami-
liare di infarto miocardico, angina pec-
toris, malattia vascolare cerebrale o pe-
riferica o morte improvvisa prima dei 55
anni;

3) bambini o adolescenti i cui genitori han-
no alti livelli di colesterolo totale (>240
mg/dl);

4) bambini o adolescenti con storia fami-
liare non nota ma con due o piu fattori
di rischio per lo sviluppo di malattie car-
diovascolari tra cui BMI >30 kg/m?
bassi livelli di colesterolo HDL, diabete
mellito, ipertensione, inattivita fisica e
fumo di sigaretta;

5) T'ultima categoria specifica di bambini,
comprende quelli “a rischio speciale”
cioé obesi o anche solo sovrappeso, in-
dipendentemente dalla presenza di altri
fattori di rischio cardiovascolare.
Lesecuzione di uno screening universa-

le e tuttora controversa. Faciliterebbe 1'i-

dentificazione dei soggetti a rischio, in

particolare quei bambini con forme gene-
tiche che potrebbero andare persi ad uno
screening selettivo, soprattutto se i loro

genitori sono giovani, senza evidenza di

malattia cardiovascolare e ignari dei propri

livelli di lipidi plasmatici e potrebbe porta-
re all’attenzione medica anche i loro fami-
liari adulti a maggiore rischio coronarico.

Allo stesso tempo risulta un approccio mol-

to costoso.

Come in molti paesi europei, anche in
Italia ¢ stata creata una rete (Network LIPI-
GEN: LIPid transport disorders Italian GE-
netic Nework) (12) che comprende centri

specializzati nella gestione di pazienti affet-
ti da dislipidemie primitive in tutto il terri-
torio nazionale, incoraggiando lo scambio
di informazioni e la promozione di attivita
in linea con protocolli condivisi secondo le
raccomandazioni delle societa scientifiche.
Tale rete consente la diffusione di informa-
zioni e conoscenze tra i partecipanti e in
ultima analisi migliora la possibilita di dia-
gnosi di tali malattie, in particolare dei pa-
zienti con ipercolesterolemia familiare. Lo
studio LIPIGEN e stato ideato per creare
un database nazionale dei pazienti affetti da
FH per approfondirne le caratteristiche fe-
notipiche e genetiche e per contribuire a
sensibilizzare i professionisti della sanita e
la popolazione (13, 14).

I1 consensus dell’European Atheroscle-
rosis Society del 2015 conclude afferman-
do che lo screening nella popolazione pe-
diatrica dovrebbe essere un intervento
specifico per ogni paese, utilizzando tutte
le strategie disponibili, incluso lo scree-
ning selettivo nel contesto di una famiglia
con anamnesi familiare positiva, e lo scre-
ening a cascata basato su test genetico
dove disponibile. Lo screening universale
potrebbe essere considerato dall’eta di 10
anni nei paesi ove questo € possibile, spe-
cialmente laddove ¢ presente una frequen-
za di FH elevata come nel Quebec (Cana-
da), Sud Africa e Libano (8).

Come screening iniziale & consigliabile
la determinazione dei livelli di colesterolo
totale, colesterolo LDL, colesterolo HDL e
trigliceridi. Il periodo ottimale per esegui-
re questo tipo di screening ¢ 'eta compre-
satrai2eil0anni,in quanto minimi sono
gli effetti attribuibili alla dieta o influenze
ormonali. Infatti, prima dei 2 anni i valori
possiedono ancora una significativa varia-
bilita intra- e inter-individuale e spesso non
riflettono i valori reali del soggetto che si
stabilizzeranno nelle eta successive. Inol-
tre, qualunque tipo di intervento dietetico
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restrittivo non € comunque raccomandabi-
le prima dei 2 anni. La determinazione del
profilo lipidico dopo i 10 anni pu6 essere
influenzata dall’attivazione degli ormoni
sessuali che si verifica durante lo sviluppo
puberale (15).

Management del bambino
con ipercolesterolemia

La gestione del bambino con ipercoleste-
rolemia prevede due livelli di intervento:

— una valutazione generale volta a indivi-
duare i soggetti a rischio (pediatra di
base - programmi di screening);

— una valutazione specifica dei soggetti
ad alto rischio cardiovascolare e/o af-
fetti da ipercolesterolemia severa (cen-
tro specialistico).

Di fronte a un bambino/adolescente con
ipercolesterolemia Tabella 3 (9): valori di
riferimento a digiuno), risulta fondamentale
I'approfondimento della storia familiare at-
traverso I'anamnesi mirata alla ricerca di
eventi cardiovascolari (angina, infarto, ic-
tus) precoci (nell'uomo eta <55 anni, nella
donna <60 anni) o successivi e/0 ipercole-
sterolemia nei parenti di I e II grado.

Successivamente, il dato biochimico
(ipercolesterolemia), deve essere confer-

mato (anche a distanza di alcuni mesi) con
un prelievo ematico eseguito a digiuno e
contestualizzato per il singolo paziente at-
traverso la valutazione clinica (parametri
antropometrici, stadio puberale) ed esclu-
dendo le possibili cause secondarie quali
ipotiroidismo, sindrome nefrosica, epato-
patia, obesita, anoressia nervosa, tratta-
menti farmacologici. Questo inquadramen-
to di base risulta poco costoso e applicabile
da parte del pediatra di base o dal medico
che segue il bambino/adolescente, nei
controlli di crescita/bilanci di salute.

11 riscontro di ipercolesterolemia in un
paziente con storia familiare positiva per
CVD e/o ipercolesterolemia merita sempre
un approfondimento diagnostico. La flow-
chart (Figura 2) ripresa dal consensus EAS
2015 risulta pienamente attuale (8).

Intervento specialistico

Il bambino con ipercolesterolemia e fa-
miliarita per ipercolesterolemia e/o CVD
viene valutato al primo accesso presso il
nostro Centro di Dislipidemie Pediatriche
mediante un approfondimento anamnesti-
co, che prevede anamnesi mirata al rischio
CVD e presa visione del quadro lipidico di
entrambi i genitori. Il paziente viene quindi

Tabella 3 - Adattata da: Expert Panel on Integrated Guidelines for Cardiovascular Health and Risk
Reduction in Children and Adolescents; National Heart, Lung, and Blood Institute. Expert panel

on integrated guidelines for cardiovascular health and risk reduction in children and adolescents:
summary report. Pediatrics. 20Il; 128 (Suppl. 5): S2I3-S256.

Categoria Accettabile Border Line Alto
Colesterolo totale (mg/dl) <170 170-199 >200
LDL-colesterolo (mg/dl) <110 110-129 >130
Non HDL-colesterolo (mg/dl) <120 120-144 >145
Trigliceridi (mg/dl)

0-9 anni <75 75-99 >100
10-19 anni <90 90-129 >130
HDL- colesterolo (mg/dl) >45 40-44 <40
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Bambino con ipercolesterolemia

Genitore con ipercolesterolemia

LDL-C > 160 mg/dl rilevato tramite:
- screening dai 5 anni di eta

- CVD precoce in un genitore

- screening a cascata

Approfondimento nel genitore per:
- presenza di segni/sintomi

- CVD precoce in un parente

- screening a cascata

Y ¥

SI

Genitore con mutazione

NO

|_ patogenetica FH —|

Eseguire al bambino
test genetico e
dosaggio LDL-C

¥

1l bambino ha

NO

la mutazione

Diagnosi

Dosaggio LDL-C
di FH

ogni 12 mesi
A

NO

LDL-C > 135 mg/dl

B ire di Intervento dietetico
dseg“‘“? LI‘;“L"Z:" — ¢ sullo stile di vita.
0sagglo - Dosaggio LDL-C se > 130
T f NO
Y
NO
. | LDL-C>200 w| LDL-C > 160 mg/dl e anamnesi
il mg/dl familiare positiva per CVD
precoce o ipercolesterolemia

SI

SI

FH molto
probabile

=

Management clinico

Figura 2 - Adattato da: A.Wiegman et Al. Familial hypercholesterolaemia in children and adolescents: gaining
decades of life by optimizing detection and treatment. Eur Heart J. 2015; 36: 2425-2437.

inserito in un programma di approfondi-
mento diagnostico per migliorare I'inqua-
dramento clinico (Tabella 4).

Vengono inoltre date alcune indicazioni
dietetico-nutrizionali che saranno successi-
vamente puntualizzate ed individualizzate
in base alla scomposizione del questiona-
rio delle frequenze alimentari (FFQ).

A distanza adi 6-8 mesi dall'inquadra-
mento iniziale, il paziente viene rivalutato
ambulatorialmente per chiarimento in me-
rito alla diagnosi e impostazione del pro-
gramma di follow-up, che prevede almeno
6 mesi di intervento nutrizionale e succes-
sivamente, se necessario, I'inizio della te-
rapia farmacologica. L'intervento dietetico-

nutrizionale deve essere modulato in base
all'eta del bambino e alle esigenze della
famiglia che di frequente, facendo riferi-
mento al genitore affetto, tende a restrin-
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Tabella 4 - Programma di approfondimento diagnostico.

Esami ematochimici di base

Profilo lipidico completo

Funzionalita tiroidea

Dosaggio Lp(a)

Dosaggio ApoA e ApoB

Dosaggio omocisteina

Ricerca di mutazione nei geni LDL-R, ApoE e MTHFR

ECG

Compilazione di FFQ
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gere l'intake di latticini e carne, e deve es-
sere revisionato regolarmente dal pediatra
con esperienza nutrizionale o da un dietista
esperto in nutrizione clinica.

La terapia farmacologica viene proposta
in accordo con le linee guida e discussa
con entrambi i genitori e con il bambino/
adolescente al fine di ottenere la massima
compliance.

Nel follow-up € previsto un controllo se-
mestrale/annuale per la valutazione della
crescita, il monitoraggio dell’aderenza alle
indicazioni nutrizionali e 'aggiustamento
della terapia farmacologica.

Trattamento

Un trattamento precoce puo ridurre
I'impatto negativo di elevati livelli di LDL-C,
migliorando la funzione endoteliale, rallen-
tando in modo sostanziale la progressione
dell’aterosclerosi e riducendo il rischio di
malattia cardiovascolare (8).

Terapia dietetica e stile di vita

La dieta e la promozione di uno stile di
vita sano rappresentano un cardine nella
gestione dei bambini con ipercolesterole-
mia. Dal punto di vista dietetico-nutrizio-
nale 'obiettivo € quello di instaurare delle
abitudini alimentari corrette che abbiano
le maggiori probabilita di mantenersi nel
tempo, fino all’eta adulta. E opportuno li-
mitare il consumo di alimenti ad alto con-
tenuto in grassi saturi, in quanto principa-
li responsabili dellincremento della
colesterolemia. Pertanto, si raccomanda
una dieta prudente ipolipidica (<30% calo-
rie in grassi totali, <7% di calorie derivato
da grassi saturi, 200 mg di colesterolo per
giorno), incoraggiando I'apporto di frutta,
verdura, cereali non raffinati, latte e deri-
vati a ridotto contenuto in grassi, legumi,
pesce, e carni magre (8). La tradizionale
dieta mediterranea costituisce il modello

ideale in quanto propone un’alimentazio-

ne ricca di tali alimenti, un ridotto consu-

mo di sale e condimenti nella preparazio-
ne degli alimenti, preferendo Iolio
extravergine di oliva e le cotture al vapo-
re, al forno e in umido.

La dieta ideale (15) dovrebbe avere le
seguenti caratteristiche:

— quota proteica pari al 12-14% delle calo-
rie totali (con un rapporto tra proteine
animali e vegetali di circa 1:1;

— quota glucidica pari al 55-60% circa delle
calorie totali, principalmente di tipo
complesso (rapporto ideale 3:1 fra com-
plessi e semplici);

— quota lipidica inferiore al 30%, ma non al
di sotto del 25%, delle calorie totali, sud-
divisa fra acidi grasi saturi, monoinsatu-
ri e polinsaturi: sarebbe ottimale un ap-
porto di saturi <10%, di monoinsaturi tra
i1 10% e il 15% e di polinsaturi frail 5 e il
10% delle calorie totali giornaliere.

Dal punto di vista pratico vengono con-
sigliati 4 pasti principali: colazione, pranzo,
merenda e cena piu 1 spuntino; le calorie
giornaliere vanno ripartite correttamente:
20% tra colazione e spuntino, 40% a pranzo,
10% a merenda e 30% a cena.

I 14 piatti settimanali dovranno essere
variati tra carne magra (3 volte/settimana),
pesce (3-4 volte/settimana) ricco in DHA
(pesce azzurro, merluzzo, salmone, tonno
evitando crostacei e molluschi), legumi (3-4
volte/settimana), formaggi magri (1-2 vol-
te/settimana), affettati (1-2 volte/settimana,
preferendo bresaola o prosciutto crudo) e
l'uovo (1/settimana) (15).

Nei bambini di eta <2 anni non € racco-
mandata alcuna restrizione dietetica di
grassi e colesterolo per il rischio di deficit
staturo-ponderale e di un rallentamento
dello sviluppo.

Lutilizzo di nutraceutici puo essere pre-
so in considerazione per breve periodo
come integrazione all'intervento nutrizio-
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nale anche se mancano indicazioni specifi-
che per 'eta pediatrica.

Lefficacia delle fibre alimentari (psyl-
lium, glucomannano, avena, gomma guar)
sul miglioramento del profilo lipidico € sta-
ta dimostrata in diversi studi dalla riduzio-
ne deilivelli di CT e LDL (16, 17) ed é rico-
nosciuta dalla European Food Safety
Authority (18).

Lintegrazione con steroli vegetali (1-2
g/die) (19, 20) riduce i livelli di CT in bam-
bini con ipercolesterolemia lieve e in bam-
bini affetti da FH, ma la sicurezza a lungo
termine ¢ stata messa in discussione (21).

Infine, 'efficacia di altre sostanze nutra-
ceutiche quali il riso rosso fermentato
(RYR) (22, 23), acidi grassi polinsaturi a
lunga catena (PUFA) (24) omega-3 e ome-
ga-6, proteine della soia (25, 26) e probioti-
ci (27) é stata testata in bambini dislipide-
mici risultando una opzione possibile per
migliorare il profilo lipidico sempre in ag-
giunta ad adeguato intervento dietetico-
nutrizionale.

Molto importante € anche la valutazio-
ne dello stile di vita del paziente promuo-
vendo lattivita fisica e riducendo o se pos-
sibile eliminando le condizioni correlate al
rischio di CVD, come linattivita fisica,
un’eccessiva sedentarieta, il fumo, l'iper-
tensione, I'obesita e il diabete.

La precoce identificazione dei bambini
con ipercolesterolemia dovrebbe garantire
che l'aderenza a stili di vita corretti sia in-
staurata prima della puberta, cosi da au-
mentare la probabilita che possa mante-
nersi nel tempo (8).

Terapia farmacologica

Per molti anni gli unici farmaci autoriz-
zati per il trattamento dell'ipercolesterole-
mia in eta pediatrica erano le resine a
scambio ionico e in particolare in Europa
la colestiramina. Tali farmaci che agiscono
sequestrando gli acidi biliari, pur non pro-

vocando effetti collaterali sistemici, sono
gravati da scarsa palatabilita e possono de-
terminare disturbi gastro-intestinali.

Attualmente le statine rappresentano la
terapia principale, hanno un’azione ipolipi-
demizzante attraverso I'inibizione della
biosintesi endogena di colesterolo e I'up-
regolazione dei recettori LDL localizzati a
livello degli epatociti. Simvastatina, lova-
statina, atorvastatina, pravastatina, fluva-
statina e rosuvastatina, sono approvate in
USA ed Europa per I'impiego in eta pedia-
trica. Negli USA, sono approvate in bambi-
ni di eta superiore ai 10 anni, con I'eccezio-
ne della pravastatina che puo essere
utilizzata a partire dagli 8 anni. In Europa,
la rosuvastatina e stata approvata anche a
partire dai 6 anni di eta (28). La terapia con
statine in eta pediatrica si & dimostrata si-
cura, almeno nel breve e medio periodo.
Un recente studio ha dimostrato il benefi-
cio nell'inizio precoce della terapia con sta-
tine sulla riduzione del rischio cardiova-
scolare in eta adulta (29).

Il trattamento dovrebbe iniziare con la
dose piu bassa raccomandata e in seguito
la dose dovrebbe essere titolata in accordo
con la riduzione dei livelli di LDL-C e la
tollerabilita. Le linee guida raccomandano
un target di LDL-C <130 mg/dL dall’eta di
10 anni, o idealmente una riduzione del
50% rispetto ai valori pre-trattamento nei
bambini di 810 anni (8) In alcuni casi, per
il raggiungimento dei livelli target di LDL-
C puo essere necessaria una duplice tera-
pia con l'aggiunta di ezetimibe o di resine
(30, 31). Lezetimibe, che inibisce selettiva-
mente I'assorbimento intestinale di cole-
sterolo, € approvato per l'uso a partire
dall’eta di 10 anni, € un farmaco ben tolle-
rato con minimi effetti collaterali.

Nella pratica clinica, la proposta della
terapia farmacologica deve essere sempre
ben ponderata e motivata/discussa con i
genitori e con il paziente. Infatti, frequen-
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temente i genitori dei bambini (soprattutto
dei pit1 piccoli) possono avere difficolta ad
accettare la terapia con farmaci mentre gli
adolescenti possono presentare uno scarso
interesse nei confronti della patologia e
una piu bassa aderenza alla terapia.

Nei casi piu gravi, in particolare nelle
forme di ipercolesterolemia familiare omo-
zigote (HoFH), puo essere necessaria la
LDL-aferesi, a partire dall’eta di 2 anni nei
centri specializzati. Due nuovi farmaci, la
lomitapide (per via orale), un inibitore del-
la proteina di trasferimento dei trigliceridi
(MTP), e il mipomersen (per via sottocuta-
nea), oligo-nucleotide anti mRNA, aventi
entrambi come “bersaglio” la produzione
epatica di lipoproteine contenenti apoB,
sono stati approvati di recente come farma-
ci aggiuntivi nella terapia della HoFH. Nel
campo delle nuove terapie in corso di svi-
luppo, quelle a base di anticorpi monoclo-
nali contro PCSK9 (alirocumab, evolocu-
mab e pil di recente bococizumab) si sono
mostrate promettenti, riducendo sia il livel-
lo di LDL-C che quello di Lp(a) (8).

Follow-up

Sono raccomandate visite periodiche
(semestrali/annuali) per la valutazione del
profilo lipidico, dell’aderenza al trattamen-
to e per il controllo della crescita. Di fonda-
mentale importanza € il monitoraggio
dell’aderenza e della tollerabilita dei farma-
ci ipolipemizzanti, in particolare per coloro
che svolgono attivita sportiva intensa o as-
sumono altri farmaci.

In eta pediatrica gli effetti collaterali
delle statine sono rari, ma dal momento
che i pitt sono le miopatie e I'epatotossicita,
€ opportuno eseguire un dosaggio basale
di transaminasi e CPK e successivamente
monitorarne i livelli plasmatici durante la
terapia (32).

Alle dosi raccomandate di statine la cur-
va dose-risposta non ¢ lineare: la gran parte

della riduzione dei livelli di LDL-C si verifica
alle dosi piu basse, mentre successivamen-
te, anche raddoppiando la dose, si ottengo-
no riduzioni del 6-7% (33). Pertanto, la ne-
cessita di intensificare il trattamento con
dosi pit1 elevate di statine dovrebbe essere
valutata tenendo conto dei possibili effetti
collaterali a lungo termine dovuti alla pit
prolungata esposizione al farmaco. L’ade-
renza e la risposta alla terapia con statine
dovrebbero essere accuratamente valutate
con maggiore attenzione nei bambini nei
quali non si raggiunge il “target” di LDL-C,
nonostante I'impiego di piu farmaci.

Pazienti pediatrici con una FH non com-
plicata e ben controllata possono essere
gestiti dai medici responsabili delle cure
primarie. Mentre i pazienti con livelli di
LDL-C particolarmente elevati, che presen-
tano multipli fattori di rischio cardiovasco-
lare o complicanze della terapia farmacolo-
gica oppure gli affetti da HoFH, dovrebbero
essere gestiti da specialisti che includano
pediatri con competenze cardiologiche e
lipidologiche.

Transizione

Gli adolescenti e i giovani adulti spesso
dimostrano uno scarso interesse nei con-
fronti dell’assistenza sanitaria e in questo
periodo la compliance potrebbe essere
scarsa. E per tale motivo che € opportuno
educare i pazienti fin dall'infanzia sottoline-
ando I'importanza della terapia, in modo da
migliorare la loro aderenza a lungo termi-
ne (32).

Durante I'adolescenza, per i pazienti di
sesso femminile in terapia farmacologica,
devono essere sottolineati i possibili effet-
ti teratogeni delle statine, se necessario si
possono consigliare metodi contraccettivi.
Allo stesso tempo, in caso di utilizzo di con-
traccettivi orali € fortemente raccomanda-
to uno stretto controllo del profilo lipidico
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perché questi possono determinare un
consistente aumento dei livelli di triglice-
ridi e di LDL-C. Inoltre, € opportuno segna-
lare che I'uso delle statine dovrebbe essere
interrotto almeno 3 mesi prima dell’even-
tuale concepimento e sospeso durante
I'intera gravidanza ed allattamento (34).
Proprio in considerazione dell’eventuale
sospensione della terapia farmacologica
durante tale periodo, nel paziente di sesso
femminile € opportuno non procrastinare
I'inizio della terapia.

La transizione dal pediatra specialista al
medico lipidologo dell’adulto potrebbe av-
venire tra i 16 e i 18 anni, idealmente alla
fine dello sviluppo puberale (33). Nella pra-
tica quotidiana questo passaggio viene fre-
quentemente vissuto dal genitore come
‘termine dell'infanzia’ ed € molto elevata la
richiesta di mantenere il Centro pediatrico
come riferimento. In altri casi il genitore,
soprattutto quando gia seguito presso un
Centro specialistico dell’adulto, trova natu-
rale condividere con il figlio adolescente il
proseguimento delle cure. In questo conte-
sto si conferma fondamentale la presenza
di un network che condivida impostazioni
e modalita di trattamento.

Prospettive future

Come gia precedentemente sottolinea-
to, I'identificazione precoce dei soggetti ad
alto rischio cardiovascolare e con ipercole-
sterolemia severa risulta fondamentale nel-
la prevenzione dalla malattia ateroscleroti-
ca. Negli ultimi 10 anni sono state messe in
atto diverse strategie di screening che
coinvolgono I'intero nucleo familiare: scre-
ening selettivo, screening a cascata, scree-
ning inverso, screening universale, con
I'obiettivo di identificare e trattare adegua-
tamente questi soggetti.

Tuttavia, la consapevolezza della rile-
vanza epidemiologica e clinica della malat-
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1) A quale eta inizia a svilupparsi
Paterosclerosi:
a. A sviluppo puberale completo
b. Dai 6 anni
c. Dai 2 anni
d. Dall’epoca fetale

2) Il periodo ottimale per eseguire

a. Alla nascita

b. All'eta di 2 anni
c. Trai2e 10 anni
d. Dopoi 10 anni

3) In merito al trattamento dietetico,
Pintervento principale consiste nel:
a. Ridurre la quota di grassi insaturi
b. Ridurre la quota di grassi saturi
c. Aumentare la quota di carboidrati
d. Ridurre la quota di proteine

familiare in eta pediatrica prevede:
a. Terapia dietetica
b. Terapia dietetica e intervento

sullo stile di vita

vita e trattamento farmacologico
d. Nessun intervento fino all’eta adulta

5) In eta pediatrica si considera:
a. Il colesterolo totale (CT)
alto se > 180 mg/dl
b. 1l colesterolo HDL
accettabile se > 35 mg/dl
c. Il colesterolo LDL
accettabile se < 110 mg/dl
d. Il colesterolo non-HDL
alto se >130 mg/dl

Questionario di auto-apprendimento

lo screening lipidico in eta pediatrica é:

4) Il trattamento dell’ipercolesterolemia

c. Terapia dietetica, intervento sullo stile di

Risposte corrette:
1D, 2C, 3B, 4C, 5C
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tia aterosclerotica, 'importanza di una dia-
gnosi precoce, fin dall’eta pediatrica, e di
un trattamento tempestivo, restano ancora
scarsamente considerati e conosciuti dai
professionisti della salute e dalla popolazio-
ne generale (35). La presenza di una rete
specifica che consenta lo scambio di infor-
mazioni e promuova una attivita clinica in
linea con le piu recenti raccomandazioni
nazionali ed internazionali, potenzia la pos-
sibilita di identificare i pazienti con dislipi-

RIASSUNTO

demia primitiva severa, facilita I'accesso
alla diagnosi genetica e ottimizza il percor-
so clinico.

La costante collaborazione tra operatori
sanitari (pediatri e specialisti dell’adulto), or-
ganizzazioni di pazienti e responsabili politici
risulta fondamentale per sviluppare uno stan-
dard di cura dei pazienti pediatrici ad alto ri-
schio cardiovascolare e delle loro famiglie.

Gli Autori dichiarano 'assenza di con-
flitti di interesse.

La CVD ancora oggi rappresenta la prima causa di mortalita e morbilita nell’adulto nei paesi industria-
lizzati. L'individuazione precoce dei soggetti ad alto rischio cardio-vascolare risulta fondamentale. La
diagnosi tempestiva permette infatti di avviare il prima possibile un coretto stile di vita e un’appropriata
terapia ipolipemizzante. Negli anni sono stati proposte e messe in atto diverse strategie di screening.
L’APP nel 2008 ha identificato i criteri per I'esecuzione di uno screening mirato ed € ancora dibattuto
T'utilizzo su larga scala di uno screening universale. Come test iniziale, preferibilmente da eseguire
trai2 ei 10 anni di eta, & consigliabile la determinazione del profilo lipidico completo: colesterolo
totale, LDL-C, HDL-C, trigliceridi. Una volta confermata I'ipercolesterolemia, risulta fondamentale la
rivalutazione della storia familiare attraverso 'anamnesi mirata alla ricerca di eventi cardio-vascolari
precoci o successivi /0 ipercolesterolemia nei parenti di 1° e 2° grado. Il trattamento si basa inizial-
mente sulla promozione di uno stile di vita sano e una dieta prudente ipolipidica, dando enfasi alla
dieta mediterranea. Per i soggetti ad alto rischio e con ipercolesterolemia severa deve essere valutato
I'inizio di una terapia farmacologica. Attualmente il cardine terapeutico é rappresentato dalle statine, a
cui si possono associare in combinazione le resine o 'ezetimibe. Sono raccomandate visite periodiche
(semestrali/annuali) per la valutazione del profilo lipidico, per il controllo della crescita e dell’aderenza
al trattamento, in particolare per coloro che svolgono attivita sportiva intensa o assumono altri farmaci,
al fine di mantenere una buona compliance alla terapia fino all’eta adulta.

Parole chiave: Ipercolesterolemia, Eta pediatrica, Screening, Management, CVD.
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Introduzione

Gli esperimenti e le considerazioni de-
finite tra il 1908 e il 1913 da Alexander 1.
Ignatowski (1875-1955), da Nikolai N.
Anitschkow (1885-1964) e altri innescaro-
no, come ¢ noto, un formidabile processo
di rinnovamento nelle conoscenze sull’e-
ziopatogenesi dell’aterosclerosi. Stando
alle sperimentazioni condotte, si inizid a
comprendere come il colesterolo e una
dieta ricca di questa sostanza potessero
essere associati alla formazione della plac-
ca ateromatosa dell'intima.

Si intende in questo articolo analizzare
brevemente come le riflessioni sul rappor-
to tra dieta, lipidi e aterosclerosi si siano
estese e siano state recepite in Italia negli
anni immediatamente successivi alla loro
formulazione e sperimentazione, andando
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cosl a delineare la diffusione delle stesse
nella rete medico-scientifica italiana della
prima meta del Novecento.

Materiali € metodi

Lelaborazione di tale indagine storica
¢ stata condotta attraverso la metodologia
di ricerca propria della Storia della Medi-
cina, ossia tramite 1'analisi di fonti dirette
e indirette. Ci si € basati primariamente
sullo studio della manualistica, trattatistica
e stampa medica specialistica di produzio-
ne italiana, cronologicamente collocabile
all'incirca tra gli ultimi dieci anni dell’Ot-
tocento e i primi cinque decenni del Nove-
cento. In secondo luogo si sono consultate
alcune fonti indirette, italiane e straniere,
di revisione sull’argomento e di pitt ampio
intervallo cronologico.

La consultazione di opere antecedenti
alle esperienze di Ignatowski e Anitschkow
¢ stata ritenuta preliminare alla definizio-
ne dello stato dell’arte sulle conoscenze
anatomo-patologiche  dell’aterosclerosi,
sulle quali si sono poi inserite e incardi-
nate le “nuove” concezioni patogenetiche
della lesione ateromasica.

L’analisi di tali fonti si € realizzata at-
traverso un approccio clinico e anatomo-
patologico al fine di valutare descrizioni
istopatologiche e meccanismi fisiopato-
logici, nell'ottica del loro divenire e della
loro evoluzione storica.

Discussione

Le premesse

Larteriosclerosi, come € noto, venne in-
quadrata sotto il profilo terminologico per
la prima volta da Jean Lobstein (1777-1835)
nel 1833, a cui sussegui la definizione di
aterosclerosi proposta da Felix Marchand
(1846-1928) nel 1904. Tra la fine dell’Otto-
cento e I'inizio del Novecento vennero pro-

dotti a livello italiano e estero numerosissi-
mi studi intesi a definire 'eziopatogenesi e
la clinica dell’arteriosclerosi. Ricordiamo
che all’epoca il termine arteriosclerosi era
usato spesso indistintamente per inqua-
drare tanto l'arteriosclerosi dei vasi di
grosso e medio calibro quanto quella dei
vasi di piccolo calibro (1, 2). Si distingue-
vano, tuttavia, '“ateroma delle arterie” o
“ateroma arterioso” dall’“arteriosclerosi”
propriamente detta. In particolare, come
descritto da Vincenzo Piazza-Martini “I’a-
teroma e l'arterio-sclerosi non sono che due
epifenomeni di uno stesso processo morboso
delle arterie; la lesione essenziale, primiti-
va [...] € larterio-sclerosi, la lesione secon-
daria e lateroma, manifestazione clinica
dell’arterio-sclerosi dei vasa vasorum delle
grosse arterie” (1). Tra gli inquadramenti
nosografici maggiormente in auge all’e-
poca si riscontra quello dell’anatomopato-
logo fiorentino Guido Banti (1852-1925),
che distinse una arteriosclerosi ateroma-
tosa o arteriosclerosi delle grosse arterie
con un predominante carattere di dege-
nerazione e una arteriosclerosi fibrosa o
arteriosclerosi delle arterie parenchimali
con una predominanza di lesioni iperpla-
stiche su quelle degenerative (3-5). La
caratteristica distintiva dell’arterioscle-
rosi ateromatosa era, inoltre, la presenza
di placche di cui vennero descritte varie
tipologie (p. ateromatose, fibrose, cartilagi-
nee, gelatinose, calcaree) (3-5). La maggior
parte degli Autori a cavallo tra Ottocento e
Novecento ritenevano, a seguito delle os-
servazioni microscopiche condotte, che la
placca ateromatosa fosse costituita princi-
palmente da “gocciole adipose”, cristalli di
colesterina [colesterolo n.d.a.], acidi gras-
si, mielina, margarina e, talvolta, anche di
“gocciolette e |[...] granuli proteici” e pure
da “frrammenti di cellule e di lamelle fibro-
elastiche dell’intima degenerate e necrosa-
te” (1-5). Lindagine sulle cause dell’arte-



Arteriosclerosi sperimentale € ipotesi lipidica

riosclerosi, come pure la progressione dei
momenti patogenetici di questa condizio-
ne, animarono il dibattito tra i medici e la
ricerca scientifica in tal senso tra Otto e
Novecento. Tra le molteplici teorie patoge-
netiche affermatesi al tempo si rammen-
tano la “teoria distrofica” dell’obliterazio-
ne dei vasa vasorum; la teoria di Thoma
della “malacia della media e conseguente
proliferazione dell’intima”; le ricerche di
Jores sull'iperplasia intimale, la teoria del
“comsumo precoce del sistema vasale” e la
“teoria della colesterinemia” (6-8). Sullo
scadere del XIX secolo, inoltre, si impose
I'esigenza di un approccio sperimentale
allo studio dell’arteriosclerosi: “era natu-
rale - come scrisse il clinico dell’'Universita
di Pavia Giovanni Galli - che nel fervore ge-
neralizzato di riconoscere meglio l'essenza
dell’arteriosclerosi, si ricorresse anche alle
ricerche sperimentali. Queste risalgono a
una trentina di anni fa [a partire all'incirca
dagli anni Novanta dell’Ottocento n.d.a.],
quando si iniziavano i primi tentativi di
riprodurre Uarteriosclerosi negli animali”
(Figura 1).

Lepopea dell’arteriosclerosi sperimentale
e della colesterina

I primi esperimenti intrapresi al fine di
riprodurre delle lesioni simili a quelle tipi-
che dell’arteriosclerosi potrebbero essere
definiti del tutto avveniristici per 'epoca.

Non ci sorprenda, dunque, che uno dei
primi esperimenti illustrati nella letteratu-
ra italiana specialistica dell’epoca sia stato
quello condotto attraverso iniezioni ripe-
tute di adrenalina (O. Josué, 1903) nelle
vene dell’'orecchio di coniglio. Una volta
soppresso I'animale e dissecato per finali-
ta anatomo-patologiche, lo sperimentatore
riscontro l'aorta “slargata e con superficie
esterna irregolare” e con dilatazioni aneuri-
smatiche. Questarisultava, inoltre, difficile

Prof. GIOVANNI GALLI
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Figura | - Frontespizio dell'opera di Giovanni Galli
“L'arteriosclerosi e il suo trattamento” (Societa Editri-
ce Libraria, Milano 1926).

da tagliare a causa delle calcificazioni pre-
senti (4, 6). L'Autore di questo esperimen-
to riteneva che le lesioni indotte nell’aorta
del coniglio fossero del tutto sovrapponi-
bili alle lesioni dell’arteriosclerosi nell’uo-
mo (6). Questa analogia, tuttavia, venne in
seguito rigettata dagli scienziati che prefe-
rirono parlare di “arterionecrosi”, ossia di
una “necrosi della media con calcificazione
secondaria” (6). Secondo Giovanni Galli
“la scoperta di Josué diede l'aive dovunque
ad un numero di ricerche sperimentali, tan-
to numerose da poterle a mala pena segui-
re tutte. Oltre l'adrenalina vennero anche
sperimentate le sostanze pin diverse, viventi
0 morte, che appena lontanamente ritenute
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erano causa dell’arteriosclerosi. Tabacco,
alcool, veleni alimentari, microbi e tossine,
gli stessi medicamenti vennero iniettati e,
fatto singolare, tutta questa congerie di so-
stanze produsse nelle mani dei moltissimi
ricercatori lesioni ateromatose” (Figura 1).

Nel novero di queste numerosissi-
me sperimentazioni, Alessandro Lustig
(1857-1937) e Gino Galeotti (1867-1921)
nel loro Trattato di Patologia generale (4)
riportano, ad esempio, alcuni esperimen-
ti condotti sempre nel coniglio attraverso
iniezioni di colture di stafilococco che,
congiuntamente ad una alimentazione in-
congrua, avrebbero determinato quadri di
arteriosclerosi.

La grande svolta degli studi sperimen-
tali sull’arteriosclerosi si ebbe tuttavia a
partire dal 1908, anno in cui l'arterioscle-
rosi stessa venne messa definitivamente
in relazione con lalimentazione. Alcuni
ricercatori, tra cui Alexander I. Ignatowski
e altri (Hueck, Lubarsch, Saltykow, Fahr,
Stuckey) come testimoniato da Galli (6),
alterarono la consueta dieta erbivora dei
conigli da esperimento aggiungendo al-
bumine animali derivanti da uova, latte e
carne rossa (6, 7). A seguito di tali varia-
zioni vennero riscontrate “alterazioni di
organi parenchimatosi (fegato, rene, ecc.),
anche una sclerosi dell’aorta con necrosi
della media e con calcificazione dell’intima,
alterazioni che I’Autore [Ignatowski n.d.a.]
attribui all’azione dannosa dell’albumina
etevogenea, come quella animale, per una
specie ad alimentazione vegetale come il
coniglio” (7). Successivamente Steinbiss,
addiziono I'alimentazione del coniglio con
albumine animali secche derivanti dalla
frammentazione e polverizzazione di fe-
gato, muscoli, timo e capsule surrenali-
che determinando uno stato di glicosuria
unitamente ad alterazioni aortiche e delle
arterie periferiche (7).

Un ulteriore fondamentale passo fu

compiuto quando fu osservato (1912-
1913) che nei modelli sperimentali ani-
mali era possibile indurre la formazione
di lesioni arteriosclerotiche attraverso la
somministrazione di colesterina pura ag-
giunta alla dieta degli animali stessi. Su
questi esperimenti si concentrarono tanto
Anitschkow e Chalatow quanto Wacker
e Hueck, e ancora Aschoff, Zinserling,
Verse, Albrecht (4, 6, 7). Il “razionale”
dell'impiego della colesterina derivava
dall’'osservazione che le lesioni arteriose
erano ricche di esteri della colesterina:
“tali risultati sperimentali hanno raffor-
zato - scrissero Lustig e Galeotti - I’ipotesi
della dipendenza dell’arteriosclerosi da di-
sturbi del ricambio colesterinico, ipotesi gia
formulata da Chauffard, da Pribvam e da
altri, in base alla constatazione di un certo
grado di ipercolesterolemia negli arterio-
sclerotici, e al reperto istologico di notevoli
depositi di colesterina nei focolai arterio-
sclerotici umani” (4). Si inauguro, dun-
que, I'epopea della “malattia sperimentale
da colesterina” ricreata nell’animale da
laboratorio e caratterizzata da “ipercoleste-
rinemia” e da “infiltrazione di lipoidi biri-
frangenti in quasi tutti i parenchimi” che
sarebbe esitata secondo il Versé, a livello
sistemico, in una “steatosi colesterinica ge-
nerale” (7). Gli scienziati testarono svaria-
te condizioni di insorgenza della lesione
arteriosa a seguito di somministrazione di
colesterina esogena nei conigli. Seguiro-
no numerose caratterizzazioni istologiche
dell’arteriosclerosi sperimentale, le quali
rilevarono principalmente “nell’intima
una cospicua infiltrazione di esteri coleste-
rinici accompagnata poi da una moderata
iperplasia di questa tonaca con neoforma-
zione di connettivo e di fibve elastiche” (7).
Inoltre, 'anatomo-patologo dell’Universita
di Torino Ferruccio Vanzetti (1873-1942),
scrisse che “in seno all’intima si osserva la
comparsa di grandi cellule rotondeggianti,
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a protoplasma schiumoso, ripiene di nume-
rosissime goccioline di colesterina, appar-
tenenti al gruppo dei macrofagi e dette an-
che fagociti della colesterina” (7) (Figura
2). Gli esperimenti si estesero anche agli
animali onnivori per una determinazione
pit aderente alla fisiologia e alla patolo-
gia umana. In quel frangente, il grande
quesito che necessariamente si posero
gli scienziati era se quanto emerso dai
test sugli animali potesse essere rappre-
sentativo e assimilabile anche alla patolo-
gia umana. “Secondo Anitschkow, Aschoff,
Versé¢, Wacker e Hueck, ecc., — scrisse
Vanzetti — il processo arterioso riprodotto
sperimentalmente mediante 'introduzione
di colesterina si puo identificare con quello
della patologia umana ed anzi Anitschkow
non esita a definire laffezione provocata
nell’animale dalla colesterina come una
vera arteriosclerosi sia per il reperto isto-
logico, che per i caratteri microchimici del
grasso, il tipo della reazione iperplastica
della parete vasale, la sua localizzazione
ed il suo sviluppo” (7). In ogni caso c’era
chi invitava alla prudenza nell'intravedere
un’assoluta sovrapposizione tra patologia
umana e modello sperimentale: “giova
comunque in tema di espervimenti negli
animali - scrisse il Galli - andare guar-
dinghi nelle illazioni e i risultati vanno
considerati cum grano salis e non si de-
vono trasportare tali e quali nella patolo-
gia umana. Nel caso della colesterinemia
artificiale noi somministriamo alimenti e
sostanze profondamente innaturali, come
¢ impossibile avvenga nell’'uomo. Si sono
alimentati i conigli, animali erbivori per
eccellenza, con uova e latte, con fegato, con
carne di cavallo, eventualmente con l'ag-
giunta di alcool e di acido lattico. Questo
e un complesso di alimentazione straordi-
narviamente innaturale e pervertita, come
non si puo mai verificare nell’'uomo. Que-
sto poi da tempo immemorabile e abituato

Figura 2 - Aterosclerosi di un’arteria carotide: si
noti una proliferazione dell’intima con, in profondita,
un focolaio ateromatoso (tratto da: Ferruccio Van-
zetti, Sistema circolatorio, in “Trattato di Anatomia
Patologica per Medici e Studenti pubblicato dal Prof.
Pio Foa”, Unione Tipografico-Editrice Torinese, To-
rino 1920, p. 95).

a cibarsi con alimenti svariatissimi, con le
pin diverse sostanze albuminoidi ed ¢ per
eccellenza onnivoro” (6). Essendoci, tut-
tavia, ancora incertezza sia sui modelli
animali che sugli eventi patogenetici che
avrebbero contraddistinto I'arteriosclero-
si, i medici si appellavano ad una misurata
cautela nel far collimare univocamente la
lesione sperimentale con quella umana
(7). In modo prudenziale, per la maggior
parte, si affermava dunque che “I’ipotesi
di uno stretto rapporto fra alterazioni del
ricambio della colesterina ed arterioscle-
rosi sia anche per la patologia umana ac-
cettabile e che pure abbia un fondamento
laffermazione di Anitschkow ed altri, che
larteriosclerosi consista in un processo
di infiltrazione primaria della parete con
esteri colesterinici, sia che avvenga in una
parete normale quanto precedentemente
alterata” (7).

7
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1 lipidi ematici

Le fasi successive della ricerca del
rapporto tra colesterolo e arteriosclerosi
furono focalizzate nel tentativo di stabili-
re una relazione tra lesioni ateromatose
e livelli di colesterina nel siero umano. I
medici infatti, rilevavano spesso che sog-
getti arteriosclerotici avevano un elevato
tasso di colesterina nel sangue. Alcune
volte, tuttavia, venivano evidenziati livelli
di colesterina nella norma in soggetti de-
finiti ugualmente arteriosclerotici e cau-
tamente si affermo che “si puo concludere
che fra ipercolesterinemia plasmatica ed
arteriosclerosi —come sostenuto dal medi-
co laboratorista di Milano Giulio Vanzetti
(1912-2000, da non confondere col sopra-
citato Ferruccio Vanzetti) - esiste solo un
rapporto di frequente coincidenza, non un
rapporto di causa ed effetto” (9). Le inda-
gini in tal senso dovevano tuttavia ancora
pienamente delinearsi.

Dopo alcune ricerche su animali mi-
ranti ad indagare il rapporto tra arterio-
sclerosi, grassi e colesterolo ad opera di
Christianson, rilevanti furono le esperien-
ze condotte trail 1939 e i1 1945 da Wilhelm
Carl Hueper (1894-1978) sull'iniezione di
sostanze cosiddette “macromolecolari” e
lo sviluppo di cellule schiumose (“foam
cells”). Di queste esperienze ce ne da
ancora notizia Giulio Vanzetti, in un suo
articolo di aggiornamento sull'importan-
za dei lipidi nella patogenesi dell’arterio-
sclerosi, nel quale descrisse le procedure
di Hueper. Quest’ultimo inoculo per via
endovenosa in topi, conigli e cani alcu-
ne sostanze tra le quali pectina di cedro
pura, metilcellulosa, alcoli polivinilici e
gomma arabica e ne osservo I'accumulo
a livello intimale in localizzazioni arterio-
se “tipiche” delle lesioni ateromasiche. A
seguito di osservazioni di carattere isto-
logico riscontro la presenza, nell'intima,
di cellule schiumose, con accumuli delle

sostanze iniettate anziché di lipidi le quali
avrebbero configurato un quadro di quel-
la che defini “arteriosclerosi macromole-
colare” di tipo sperimentale (9).

Le ricerche di Hueper, sottolinea il
Vanzetti, furono riprese e sviluppate da
John R. Moreton (1919-2013) che tra il
1947 e il 1948 delineo una “teoria disme-
tabolica” dell’arteriosclerosi. “Moreton
attribuisce - scrisse Giulio Vanzetti - ai
«chilomicron» (emoconi), corpuscoli di
grasso presenti nel sangue in seguito all’as-
sorbimento di grasso alimentare, un ruolo
essenziale nella patogenesi dell’ateromasia
delle arterie. I chilomicron verrebbero fa-
gocitati dai macrofagi presenti nell’intima
delle arterie, dando luogo alle caratteri-
stiche «cellule schiumose», e successiva-
mente, nel corso degli anni, alle tipiche
lesioni ateromatose ed arteriosclerotiche”
(9). Vanzetti inoltre rese note, nella sua
analisi, le metodiche attraverso le quali
statunitense si avvalse dell’osservazione
diretta e della fotomicrografia dei chilomi-
croni, della nefelometria sierica (misura
della torbidita) e della centrifugazione del
siero. In particolare Moreton riscontro
che in determinate condizioni quali dia-
bete, nefrosi, xantomatosi, ipercolesterine-
mia sperimentale del coniglio, sussisteva
un incremento del grado di torbidita sie-
rica dopo somministrazione di grassi (9).

A partire dal 1949, come riferisce il
Vanzetti, Gerald Herbert Becker (1922-
2005) e Colleghi si dedicarono a studi
approfonditi sulla curva temporale dei
chilomicroni (chilomicrogramma). Essi
somministrarono una dose standardizza-
ta di grassi a individui giovani e ad indivi-
dui anziani e rilevarono due diversi picchi
orari di chilomicroni ematici. Riscon-
trarono, inoltre, che i soggetti anziani
presentavano valori di “chilomicron” tre
volte pil elevati rispetto ai giovani. Que-
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Figura 3 - Frontespizio dell’'opera di Ferruccio Van-
zetti “L'arteriosclerosi con appendice clinica del prof.
L. Ferrio” (Unione Tipografico-Editrice torinese,
Torino 1928).

sta iperchilomicronemia (o iperlipidemia)
era attribuita ad una diminuita quantita di
lipasi pancreatica la quale era ritenuta fi-
siologicamente ridotta negli anziani (9).
Particolarmente all’avanguardia, infi-
ne, furono ritenute da Vanzetti le ricerche
sperimentali di John W. Gofman (1918
2007), Frank T. Lindgren (1924-2008) e
Collaboratori sulle lipoproteine (1950).
Il gruppo di ricercatori americani effet-
tuo degli studi sul siero di alcuni animali
e dell'uomo attraverso l'impiego dell'ul-
tracentrifuga. Nel siero di conigli nutriti
con una alimentazione ricca in colesterolo
riscontrarono la presenza di una “compo-

nente anormale” la quale presentava una
velocita di ascesa (Aotation rate) di 10-30
Unita Svedberg. Questa componente ano-
mala nel processo di ultracentrifugazione
venne imputata alla presenza di “micelle
di lipidi” o “lipoproteine” ed era maggior-
mente presente nel siero di conigli che,
una volta dissecati, presentavano lesioni
arteriosclerotiche. Risultava, invece, as-
sente nei conigli che non presentavano
alterazioni aterosclerotiche dell’albero ar-
terioso. Le osservazioni vennero condotte
anche nel campo della patologia umana:
la presenza di micelle con analoga veloci-
ta di flotazione all’ultracentrifuga vennero
rilevate anche nel siero di pazienti (95%
dell'insieme di soggetti) che erano incor-
si in un infarto miocardico. Tali micelle
erano quasi del tutto assenti in donne di
eta compresa tra i 20 e i 40 anni, mentre
la loro rilevazione era assai frequente in
uomini e donne di eta superiore ai 40 anni
e in pazienti diabetici (9). “Le osservazio-
ni di Gofman e collaboratori - sintetizzo
il Vanzetti - fanno pensare ad uno stretto
rapporto fra la presenza delle suaccennate
micelle, di natura evidentemente lipidica o
lipoproteica, ma diverse e assai pin picco-
le dei chilomicron, e la comparsa di fattj
di arteriosclerosi a carico delle arterie. E
ovvio che anche altri fattori non metaboli-
ci debbono essere in gioco nella patogenesi
dell’arteriosclevosi (basti pensare all’in-
fluenza degli stati ipertensivi). [...] Sareb-
be comunque un errorve credere che le ricer-
che biochimiche e chimico-ﬁsicfze abbiano
soltanto carattere speculativo. E assai pro-
babile invece che il tipo di alimentazione
abbia grande importanza nella patogenesi
dell’arteriosclerosi” (9).

Molte scoperte erano state dunque fat-
te, molte osservazioni e correlazioni dove-
vano pero ancora essere stabilite. Vanzetti,
infine, conscio del molto lavoro ancora da
effettuare, incito alla prosecuzione delle



74

A. Cozza, G. Thiene

ricerche nell’ottica di un progresso con
ricadute positive non solo nel campo del-
la patogenesi ma anche nella profilassi e
nella terapia dell’arteriosclerosi.

Conclusioni

Oggi € noto a tutti come una dieta iper-
calorica e/o ricca in grassi saturi, l'iper-
colesterolemia, elevate concentrazioni di
LDL, ridotte quantita di HDL, l'ipertrigli-
ceridemia concorrano, in qualita di fattori
di rischio (per altro potenzialmente modi-
ficabili!), all'insorgenza dell’aterosclerosi.
Se questi elementi sono un dato di fatto
nell’attuale conoscenza dell’aterosclero-
si nei suoi aspetti multifattoriali, € anche
grazie alla creazione dei modelli speri-
mentali che sono stati descritti. Attraverso
questi stessi modelli gli scienziati pote-
rono disporre di potenti strumenti per la
comprensione dell’aterosclerosi umana e
del ruolo dei lipidi nella sua patogenesi,
aprendo definitivamente la strada alla na-
scita della lipidologia contemporanea.
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Nei giorni dal 29 agosto all’l settembre 2020 si e tenuto il
meeting annuale dell’ European Society of Cardiology (ESC),
completamente online. Tra gli argomenti discussi durante il
Congresso, alcuni aggiornamenti delle recenti linee guida dal-
la Societa e gli ultimi risultati dei trial clinici.

Evolocumab sicuro ed efficace

nei soggetti pediatrici con FH:

il trial HAUSER

L’anticorpo monoclonale PCSK9 evolo-
cumab (Repatha, Amgen) é risultato ben
tollerato e ha ridotto efficacemente il co-
lesterolo LDL del 38% rispetto al placebo
in uno studio controllato randomizzato in
pazienti pediatrici con ipercolesterolemia
familiare eterozigote (FH), che gia assu-
mevano statine, con o senza ezetimibe.

Lo studio di 24 settimane, randomizzato, in
doppio cieco, controllato contro placebo,
ha coinvolto 157 pazienti di eta compresa
tra 10 e 17 anni con FH eterozigote che gia
assumevano statine, con o senza ezetimi-
be, e che avevano un livello di colesterolo
LDL di 130 mg/dL o piu e un livello di tri-
gliceridi di 400 mg/dL o inferiore. I pazienti
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sono stati assegnati in modo casuale, in un
rapporto 2: 1, a ricevere iniezioni sottocu-
tanee mensili di evolocumab (420 mg) o
placebo. I risultati hanno mostrato che alla
settimana 24 la variazione percentuale me-
dia dal basale del livello di colesterolo LDL
era -44,5% nel gruppo evolocumab e -6,2%
nel gruppo placebo. La variazione assoluta
del livello di colesterolo LDL é stata di-77,5
mg/dL nel gruppo evolocumab e -9,0 mg/
dL nel gruppo placebo, con una differenza
di -68,6 mg/dL. I risultati per tutti gli altri
parametri lipidici sono stati significativa-
mente migliori con evolocumab rispetto
al placebo. Lincidenza degli eventi avversi
che si sono verificati durante il periodo di
trattamento € stata simile nei gruppi evolo-
cumab e placebo.

Il beneficio degli SGLT2 inibitori

si osserva anche nella nefropatia
cronica in assenza di diabete:

il trial DAPA-CKD

I pazienti con malattia renale cronica, con
o senza diabete, si aggiungono all’elenco
crescente di persone che traggono be-
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neficio dal trattamento con un inibitore
SGLT2.

Nello studio DAPA-CKD, il trattamento
con linibitore del co-trasportatore sodio-
glucosio-2 (SGLT2) dapagliflozin (Farxi-
ga, AstraZeneca), aggiunto a trattamento
standard, ha ridotto I'incidenza di peggiora-
mento della malattia renale cronica (CKD)
in media del 39% rispetto al placebo, con un
numero necessario da trattare per preveni-
re un esito primario di 19 dopo una media-
na di 2,4 anni.

I1livello di beneficio era simile sia in un ter-
zo dei pazienti arruolati senza diabete che
nei due terzi con diabete, mostrando una
riduzione statisticamente significativa del
50% dell’end point primario. Questa eviden-
za inaugura un’era completamente nuova
nella gestione della malattia renale cronica.
I risultati hanno mostrato che dapagliflozin
¢ un farmaco “rivoluzionario” per CKD,
dopo l'introduzione degli inibitori dell’enzi-
ma di conversione dell’angiotensina (ACE-
I) e dei bloccanti il recettore dell’angioten-
sina (ARB).

Coerentemente con i risultati di diversi al-
tri studi, che hanno documentato una pro-
tezione renale significativa da parte di ini-
bitori SGLT2 diversi, i risultati di questo
singolo studio indicano in modo convin-
cente dapagliflozin come farmaco stan-
dard di cura da utilizzare nei pazienti con
caratteristiche simili a quelli inclusi in
questo trial. Lo studio DAPA-CKD ha ar-
ruolato 4.304 pazienti con albuminuria,
sulla base di un rapporto albuminuria/cre-
atininuria di almeno 200 mg/g e una velo-
cita di filtrazione glomerulare stimata
(eGFR) da 25 a 75 ml/min per 1,73 m? (il
90% dei pazienti presentava eGFR <60 mL/
min per 1,73 m?); il 97% stava ricevendo un
trattamento con un farmaco bloccante il
sistema renina-angiotensina. L'end point
primario era la percentuale combinata di
riduzione dell’eGFR di almeno il 50% ri-

spetto al basale, la progressione alla malat-
tia renale allo stadio terminale o la morte
renale o cardiovascolare. I risultati di que-
sto trial dovrebbero costituire un valido
argomento nel convincere i medici dell’op-
portunita di usare dapagliflozin o altri far-
maci inclusi nella classe degli inibitori
SGLT?2 in pazienti con funzione renale so-
stanzialmente depressa.

Benefici del trattamento
antipertensivo anche nei soggetti
con livelli pressori normali

o moderatamente elevati
Labbassamento della pressione arteriosa
con farmaci antipertensivi riduce gli even-
ti cardiovascolari futuri anche in individui
con pressione normale o solo leggermen-
te elevata. Una meta-analisi dalla Blood
Pressure Lowering Treatment Trialists’
Collaboration (BPLTTC) sui dati di singoli
pazienti ricavati da 48 studi sul trattamento
antipertensivo, per un totale di 348.854 par-
tecipanti, ha infatti mostrato che I'abbassa-
mento della pressione arteriosa € associato
ariduzione del rischio relativo di eventi car-
diovascolari futuri nell'intero spettro delle
pressioni basali fino a una sistolica di 115
mm Hg, indipendentemente dal fatto che
gli individui abbiano o meno malattie car-
diache preesistenti. In una media di 4 anni
di follow-up, ogni riduzione di 5 mm Hg del-
la pressione arteriosa sistolica ha ridotto il
rischio relativo di eventi cardiovascolari
maggiori di circa il 10%. II rischio di ictus,
cardiopatia ischemica, insufficienza cardia-
ca e morte per CVD é stato ridotto rispetti-
vamente del 13%, 7%, 14% e 5%.

Come sottolineato dagli autori, 'iperten-
sione € forse meno rilevante come dia-
gnosi, ma il trattamento della pressione
arteriosa sta diventando sempre pitl im-
portante come modificatore del rischio
cardiovascolare basale anche in presenza
di pressioni iniziali relativamente basse.
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Possibile ruolo della colchicina

a supporto delle terapie standard
in prevenzione secondaria:

il trial LoDoCo2

I farmaco antinfiammatorio colchicina
e stato confermato come possibile sup-
porto nella prevenzione secondaria nella
malattia coronarica cronica, riducendo
il rischio di eventi cardiovascolari di un
terzo quando aggiunto alle terapie di pre-
venzione standard. Nello studio in doppio
cieco LoDoCo2, con un follow-up media-
no di 29 mesi e su pitu di 5.000 pazienti, la
randomizzazione a colchicina ha portato a
un rischio di morte cardiovascolare (CV),
infarto miocardico (IM), ictus ischemico
o rivascolarizzazione coronarica inferiore
del 31% rispetto al placebo. Leffetto be-
nefico della colchicina a basso dosaggio
(0,5 mg al giorno) € stato osservato pre-
cocemente e si € accumulato nel tempo,
estendendosi a 5 degli 8 end point secon-
dari, inclusa una riduzione di quasi il 30%
nel composito di eventi cardiaci avversi
maggiori, nonché riduzioni degli end point
individuali di IM e di rivascolarizzazione
guidata dall'ischemia. L'effetto era coeren-
te in 13 sottogruppi, inclusi soggetti con e
senza ipertensione, diabete o precedente
sindrome coronarica acuta (ACS).

La colchicina ha dimostrato benefici simili
nel piu piccolo studio in aperto LoDoCo,
in cui pero 1 paziente su 10 non poteva
tollerare il farmaco, per lo piu a causa di
problemi gastrointestinali. I ricercatori di
LoCoDo2 hanno optato molto saggiamen-
te per un periodo di run-in di 30 giorni per
la tolleranza: il 90% dei pazienti in ciascun
braccio ha continuato il trattamento in stu-
dio mentre il 3,4% si € fermato a causa de-
gli effetti collaterali. I medici dovrebbero
tenere presente i potenziali effetti avversi
e le interazioni con altri farmaci, in parti-
colare le statine, per questo € indicato il
monitoraggio degli esami ematochimici,

in particolare la conta delle cellule del san-
gue, le transaminasi e la creatinchinasi.
Inoltre, la colchicina puo essere pericolo-
sa nei pazienti con malattia renale cronica,
poiché viene escreta per via renale, in par-
ticolare se i pazienti assumono anche al-
cuni antibiotici comuni come la claritromi-
cina. Per questi motivi, nonostante questi
dati confermino I'importanza dell’inibizio-
ne dell'infiammazione nella malattia coro-
narica stabile, la colchicina non ¢ indicata
in tutti i pazienti.

Primo studio randomizzato
rassicura su ACE-inibitori € sartani
in pazienti con COVID-IS:

il trial BRACE CORONA

Il primo studio randomizzato disegnato
per confrontare l'uso continuativo con
I'interruzione della terapia con inibitori
dell’enzima di conversione dell’angioten-
sina (ACE-I) o i bloccanti del recettore
dell’angiotensina (ARB) nei pazienti con
COVID-19 non ha mostrato alcuna diffe-
renza negli end point primari tra i due ap-
procci.

Lo studio BRACE CORONA - condotto su
pazienti che stavano assumendo un ACE-I
o un ARB a lungo termine e che sono sta-
ti successivamente ricoverati in ospedale
con COVID-19 - non ha mostrato diffe-
renze nell’end point primario del numero
di giorni di vita e fuori dall’'ospedale tra
quelli in cui il farmaco é stato sospeso per
30 giorni e quelli che hanno continuato il
trattamento con questi agenti.

Ci sono due ipotesi contrastanti sul ruolo
degli ACE-I e degli ARB in COVID-19.
Un’ipotesi suggerisce che l'uso di questi
farmaci potrebbe essere dannoso, poiche
aumenterebbe I'espressione dei recettori
ACE2 (che il virus SARS-CoV-2 utilizza
per lingresso nelle cellule), favorendo
cosi l'azione virale. L'altra suggerisce che
gli ACE-I e gli ARB potrebbero essere pro-
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tettivi, riducendo la produzione di angio-
tensina II e aumentando la sintesi di angio-
tensina 1-7, che attenua I'inflammazione e
la fibrosi e di conseguenza il danno polmo-
nare.

Lo studio BRACE CORONA ha arruolato
659 pazienti da 29 siti in Brasile. Ueta media
dei pazienti era di 56 anni, il 40% erano don-
ne, il 52% obesi. Gli ACE-I venivano assunti
dal 15% dei partecipanti allo studio, gli ARB
dall’85%. La durata mediana del trattamento
con ACE-I/ARB é stata di 5 anni. I pazienti
erano arruolati a una mediana di 6 giorni
dall'insorgenza dei sintomi COVID. Per il
30% dei pazienti, la saturazione di ossigeno
all'ingresso era inferiore al 94%. In termini
di sintomi COVID, il 57% ¢ stato classificato
come lieve e il 43% come moderato. I risul-
tati hanno mostrato che, a 30 giorni, il nu-
mero medio di giorni in cui i pazienti sono
risultati in vita e fuori dall’ospedale era di
21,9 giorni in quelli che hanno interrotto
I'assunzione di ACE-I/ARB e di 22,9 giorni
in quelli che ne hanno continuato I'assun-
zione. La differenza media tra i gruppi e
stata di -1,1 giorni, per un rapporto di 0,95
(95% CI, 0,90-1,01; P=0,09). La percentuale
di pazienti in vita e fuori dall’'ospedale entro
30 giorni nel gruppo che ha sospeso i far-
maci era del 91,8%, contro il 95% nel gruppo
che li ha continuati. Nei due gruppi € stato
osservato un tasso di mortalita a 30 giorni
simile, rispettivamente del 2,8% e del 2,7%
(rischio relativo 0,97).

Nuove linee guida

sugli infarti NSTEMI

La prima revisione dal 2015 alle linee guida
della Societa Europea di Cardiologia per la
Diagnosi e la Gestione della Sindrome Co-
ronarica Acuta senza Sopraslivellamento
del Tratto ST ha posto un maggiore affida-
mento sul test della troponina cardiaca ad
alta sensibilita (hs-cTn) per la diagnosi e
ha adottato la TC coronarica per escludere

pazienti a basso rischio. Ha inoltre eviden-
ziato la necessita di regimi antipiastrinici
personalizzati, sistemi di cura e migliora-
mento della qualita.

Tra le nuove raccomandazioni relativamen-
te ai trattamenti medici per ridurre al mini-
mo lischemia, € riportato 'avvertimento di
non utilizzare il pretrattamento di routine
con un inibitore del recettore P2Y12 (come
il clopidogrel) prima che il test determini
I'anatomia coronarica. Un approccio antiag-
gregante piastrinico piu selezionato e diffe-
rito sarebbe migliore qualora I'angiografia
mostri la necessita di un intervento chirur-
gico di bypass coronarico. I risultati di studi
recenti non hanno mostrato alcun beneficio
aggiuntivo dal pretrattamento e il suo utiliz-
70 puo essere particolarmente problematico
nei pazienti destinati a una strategia invasiva
pianificata.

Le nuove linee guida forniscono anche in-
dicazioni su come applicare una strategia
invasiva, con un’enfasi sull'intervento im-
mediato entro 2 ore per i pazienti ad altis-
simo rischio e un intervento precoce entro
24 ore per i pazienti ad alto rischio.

Una nuova sezione delle nuove linee guida
¢ dedicata a misure di qualita che possono
aiutare i sistemi sanitari e i centri medici
a monitorare I'aderenza alle raccomanda-
zioni delle linee guida, a valutare le loro
prestazioni rispetto alle istituzioni di pari
livello e a seguire i cambiamenti nelle pre-
stazioni che rispondono a miglioramento
della qualita. E una sorta di passo “futuri-
stico” per una linea guida, con 'obiettivo
di persuadere gli amministratori a imple-
mentare il monitoraggio di queste misure
e migliorare i risultati per i pazienti.

Acido Icosapentil €Etilico, i risultati
finali del trial EVAPORATE

I risultati finali a 18 mesi dello studio
EVAPORATE suggeriscono che Tacido
Icosapentil Etilico (Vascepa) rallenta ulte-
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riormente la progressione della placca co-
ronarica quando aggiunto alle statine nei
pazienti con alti livelli di trigliceridi.

Lo studio ¢ stato progettato per esplorare
un potenziale meccanismo alla base della
riduzione degli eventi cardiovascolari in
REDUCE-T. I risultati intermedi riportati
in precedenza hanno mostrato che, dopo 9
mesi, il composto ha rallentato significati-
vamente la progressione di diversi tipi di
placca, ma non l'end point primario della
riduzione di volume della placca a bassa
attenuazione alla TC multidetector.

Dal basale al follow-up di 18 mesi, tuttavia,
I'end point primario € stato significativa-
mente ridotto del 17% nel gruppo in tratta-
mento, mentre i volumi di placca a bassa
attenuazione sono aumentati del 109% nel
gruppo placebo (p=0,0061). I risultati coin-
cidono con quelli recenti di REDUCE-IT
REVASC, in cui I'acido Icosapentil Etilico a
4 g/die ha fornito un beneficio molto pre-
coce sui primi eventi di rivascolarizzazione,
che hanno raggiunto una significativita sta-
tistica dopo soli 11 mesi (hazard ratio 0,66),

La somministrazione precoce

di evolocumab abbassa
rapidamente le LDU dopo PCI

La somministrazione precoce di evolocu-
mab ha ridotto significativamente i livelli
di colesterolo LDL nei pazienti con sindro-
me coronarica acuta sottoposti a interven-
to coronarico percutaneo (PCI), secondo i
dati di uno studio randomizzato in aperto
su 102 adulti in Giappone.

I dati di studi precedenti hanno dimostrato
che gli inibitori di PCSK9 possono ridurre
il colesterolo LDL nei pazienti con sindro-
me coronarica acuta. In particolare, lo stu-
dio EVOPACS ha riportato che la terapia
con evolocumab iniziata in una fase preco-
ce di ACS ha portato a una riduzione del
livello di colesterolo LDL a 4-8 settimane.
Tuttavia, l'efficacia entro 4 settimane non

¢ nota. I ricercatori hanno randomizzato 52
pazienti a ricevere 140 mg di evolocumab
per via sottocutanea entro 24 ore dall'in-
tervento coronarico percutaneo e dopo 2
settimane. Un gruppo di 50 controlli ha ri-
cevuto evolocumab solo dopo PCI, ma nes-
suna dose aggiuntiva dopo 2 settimane. I
livelli basali di colesterolo LCL erano 120,8
mg/dL e 124,7 mg/dL rispettivamente nel
gruppo evolocumab e nel gruppo di con-
trollo. Le variazioni rispetto al basale sono
risultate significativamente maggiori nel
gruppo evolocumab rispetto ai controlli,
rispettivamente -76% e -33%. Tutti i pazienti
nel gruppo evolocumab e il 27% dei pazien-
ti nei gruppi di controllo hanno raggiunto
livelli di colesterolo LDL inferiori a 70 mg/
dL a 4 settimane. Inoltre, il 92% e il 96% dei
pazienti con evolocumab ha raggiunto li-
velli di colesterolo LDL inferiori a 55 mg/
dL rispettivamente a 2 e 4 settimane.

Le variazioni complessive del colestero-
lo non HDL, del colesterolo HDL e delle
LDL piccole e dense nel gruppo in evolo-
cumab e nel gruppo di controllo sono state
-66,2% e -26,0%; 2,8% e -0,7%; -67% e -13,8%,
rispettivamente. Di questi, i cambiamenti
del colesterolo non HDL e delle LDL pic-
cole e dense erano significativamente dif-
ferenti tra i gruppi. Inoltre, i pazienti nel
gruppo evolocumab hanno mostrato una
diminuzione del 3% della lipoproteina(a),
rispetto a un aumento dell’82% nel gruppo
di controllo. Questo suggerisce 'ulteriore
vantaggio di evolocumab per la gestione
del rischio residuo in pazienti con livelli
elevati di lipoproteina(a) dopo infarto acu-
to del miocardio. Gli eventi avversi totali e
quelli gravi erano simili tra i gruppi.

Somministrazione precoce

di colchicina nei soggetti
post-infartuati: il trial COLCOT
Secondo una nuova analisi dello studio
COLCOT il beneficio € tanto maggiore
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quanto prima viene iniziato il farmaco an-
tinflammatorio colchicina dopo un infarto
del miocardio (IM).

Lo studio COLCOT e stato condotto in pa-
zienti con recente infarto del miocardio,
aggiungendo 0,5 mg di colchicina alla cura
standard. Come riportato in precedenza, la
colchicina ha ridotto significativamente il
rischio dell’end point primario - un compo-
sito di morte cardiovascolare (CV), arre-
sto cardiaco rianimato, IM, ictus o ricovero
urgente per angina che richiede rivasco-
larizzazione - del 23% rispetto al placebo.
Questa nuova analisi mostra che il rischio
e stato ridotto del 48% nei pazienti che rice-
vevano colchicina entro 3 giorni dall'infarto
(4,3% vs 8,3%; hazard ratio aggiustato [HR]
0,52; IC 95%, 0,32-0,84, p=0,007). Il rischio
dell’end point secondario di efficacia - mor-
te CV, arresto cardiaco rianimato, IM o ic-
tus - € stato ridotto del 45% su un follow-up
medio di 22,7 mesi (3,3% vs 6,1%; HR aggiu-
stato 0,55; IC 95%, 0,32-0,95, p=0,031). I ri-
sultati supportano I'inizio precoce in ospe-
dale della colchicina per la prevenzione
post-IM. Sono stati accumulati dati positivi
per la colchicina dagli studi COLCOT, Lo-
DoCo e, pitt recentemente, LoDoCo2, an-
che se un altro farmaco antinflammatorio,
il metotrexato, non si & dimostrato efficace
in prevenzione secondaria cardiovascolare
nello studio CIRT. Il nuovo sotto-studio del
trial COLCOT ha incluso 4661 dei 4.745
pazienti originali ed ha esaminato l'inizio
del trattamento utilizzando tre strati: entro
0-3 giorni (n=1193), 4-7 giorni (n=720) e
8-30 giorni (n=2748). I pazienti che hanno
ricevuto il trattamento entro 3 giorni era-
no leggermente pitt giovani, avevano pit
probabilita di essere fumatori e di avere
un tempo piu breve dall'infarto miocardico
alla randomizzazione (rispettivamente 2,1
giorni contro 5,1 giorni contro 20,8 giorni).

Nel sottogruppo che ha ricevuto il tratta-
mento entro 3 giorni, quelli in colchicina
hanno avuto lo stesso numero di decessi
cardiaci di quelli trattati con placebo (2 vs
2), ma meno arresti cardiaci rianimati (1 vs
3), IM (17 vs 29), ictus (1 vs 5) e ricoveri
urgenti per angina richiedenti rivascolariz-
zazione (6 vs 17). Gli autori sottolineano
pero che 1 paziente su 10 non era in grado
di tollerare il farmaco, soprattutto a causa
degli effetti gastrointestinali.

Un secondo sotto-studio del trial COLCOT
mirava a identificare i marcatori genetici
predittivi della risposta alla colchicina e
ad acquisire informazioni sui meccanismi.
Ha compreso 767 pazienti trattati con col-
chicina e 755 con placebo, ovvero circa un
terzo dei pazienti dello studio originale. I
risultati, sebbene preliminari, supportano
la potenziale necessita di un approccio per-
sonalizzato alla riduzione dell'infiamma-
zione per la prevenzione cardiovascolare.

Riduzioni lipidiche con acido
bempedoico in aggiunta alle statine:
il trial CLEAR Harmony

Lestensione a 78 settimane in aperto del
trial CLEAR Harmony ha mostrato che I'a-
cido bempedoico mantiene una tollerabili-
ta costante e una buona efficacia in oltre
2,5 anni di trattamento.

11 trial CLEAR Harmony, della durata di
52 settimane, aveva gia dimostrato che
I'acido bempedoico, per lintero periodo
dello studio, era stato generalmente ben
tollerato e riduceva significativamente il
colesterolo LDL rispetto al placebo a 12
settimane, se aggiunto a statine o ad altri
ipolipemizzanti orali. I risultati dello studio
di estensione hanno mostrato che il tratta-
mento ha ridotto significativamente il cole-
sterolo LDL del 14,4%, coerentemente con
quanto osservato nello studio originale.








