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Scopi

Il “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 pit 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

11 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 0 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 pit 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

Il 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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SARS-CoV-2 ed endotelio
Rassegna da leggere per comprendere il ruolo cruciale della disfunzione endoteliale nella pro-
gressione clinica dell'infezione da SARS-CoV-2.

SARS-CoV-2 and endothelium
Review to read to understand the crucial role of endothelial dysfunction in the clinical progression
of SARS-CoV-2 infection.
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Effetti della sigaretta a tabacco riscaldato non bruciato sulla salute dei fumatori

Le sigarette a tabacco riscaldato non bruciato (HNBC) sono dispositivi di nuova generazione che
riscaldano il tabacco a temperature che ne evitano la combustione e producono aerosol della ni-
cotina e di altri composti chimici; sono ancora poco conosciuti gli effetti delle HNBC sulla salute
dei fumatori.

Effects of heated unburned tobacco cigarette on the health of smokers

Unburned Heated Tobacco Cigarettes (HNBC) are new generation devices that heat tobacco to
temperatures that prevent it from burning and aervosol nicotine and other chemical compounds; the
effects of HNBC on the health of smokers are still poorly understood.

B Fisiopatologia dell'aterosclerosi

Ruolo delle chemokine nell’aterosclerosi

La rete delle chemokine guida specificamente il trafficking delle cellule immunitarie durante
I'infiammazione. Questo articolo riassume le sperimentazioni cliniche che riguardano le chemo-
kine infiammatorie e propone alcune strategie sperimentali idonee a superare gli ostacoli al loro
utilizzo terapeutico nelle malattie cardiovascolari.

Role of inflammatory chemokine receptors in atherosclerosis

The chemokine network specifically guides the trafficking of immune cells during inflammation.
This article summarizes the clinical trials concerning inflammatory chemokines and proposes some
suitable experimental strategies to overcome the obstacles to their therapeutic use in cardiovascular
diseases.
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Aderenza alla terapia ipolipemizzante

La scarsa aderenza alle terapie croniche compromette gravemente I'efficacia del trattamento,
caratterizzandosi come un elemento critico per la salute della popolazione sia dal punto di vista
della qualita di vita che dell’economia sanitaria.

Adherence to hypolipemic therapy

Poor adherence to chronic therapies seriously compromises the effectiveness of the treatment, char-
acterizing itself as a critical element for the health of the population both from the point of view of
quality of life and health economics.

B Medicina scienza € societa

LDL elettronegative: intervista al dott. Gabriele Bittolo Bon

Lintervista vuole essere un doveroso riconoscimento all’attivita di uno dei Centri italiani per lo
Studio delle Dislipidemie piu attivi a livello nazionale e al suo fondatore prof. Piero Avogaro, che
ha rappresentato per decenni un punto di riferimento obbligatorio della ricerca lipidologica.

LDL electronegatives: interview with dr. Gabriele Bittolo Bon

The interview is a dutiful tribute to the activity of one of the most active Italian Centers for the Study
of Dyslipidemias and to its founder prof. Piero Avogaro, who for decades has been a mandatory point
of reference for lipidology research.
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SARS-COV-2 €D ENDOTELIO:
UNA INTERAZIONE

CATASTROFICA

SARS-CoV-2 and endothelium:

a catastrophic interaction

VANESSA BIANCONI, ELENA COSENTINI, FILIPPO FIGORILLI,
MASSIMO R. MANNARINO

Struttura Complessa Medicina Inferna, Dipartimento di Medicina e Chirurgia,
Universita degli Studi di Perugia

SUMMARY

Although it begins as a disease of the respiratory system, in some cases the SARS-CoV-2 infection
can evolve as a multisystem disease with various manifestations of life-threatening organ damage. En-
dothelial dysfunction appears to play a crucial role in the clinical progression of SARS-CoV-2 infection.
In particular, the current evidence regarding the interaction between SARS-CoV-2 infection and en-
dothelium suggests, on the one hand, that endothelial dysfunction may be a consequence of the infec-
tion, secondary to the direct cytopathic effect of the virus and to the harmful effects of the immune-in-
flammatory response against infection, and, on the other hand, that the endothelial dysfunction itself,
favoring the dysregulation of the immune-inflammatory response and coagulation homeostasis, may
have an active role in promoting the evolution of the infection towards its most clinically severe forms.
It therefore seems that endothelial dysfunction is at the center of a vicious circle capable of fueling
pathophysiological processes that can ultimately lead to generalized microcirculatory incompetence,
negatively affecting the prognosis of the infection. This review examines the mechanisms underlying
the pathophysiological link between SARS-CoV-2 infection and endothelial dysfunction and discusses
the role of endothelial dysfunction as a potential prognostic marker and therapeutic target in SARS-
CoV-2 infection.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, infection, endothelium, endothelial dysfunction.

Introduzione

Linfezione da SARS-CoV-2 o coronavi-
rus disease 2019 (COVID-19), descritta per

Indirizzo per la corrispondenza la prima volta nel dicembre 2019, rappre-
Vanessa Bianconi o senta ancora oggi una causa rilevante di
Dipartimento di Medicina e Chirurgia ospedalizzazione e mortalita su scala mon-
Universita degli Studi di Perugia . , . . el 1oy 1
Piazzale Menghini, 1 - 06132 Perugia diale, nonostante 'ampia disponibilita di

E-mail: vanessa.bianconi@unipg.it vaccini neutralizzanti e la diffusione di va-
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Elenco degli argomenti trattati
B La disfunzione endoteliale svolge un ruolo fisiopatologi-
co cruciale nell'infezione da SARS-CoV-2.

B Diversi marcatori di disfunzione endoteliale hanno un
significativo potere prognostico nei confronti degli out-
come clinici di disfunzione endoteliale.

B Alcune strategie terapeutiche con azione endotelio-pro-
tettiva sembrano avere un significativo ruolo coadiuvan-
te nel trattamento dell'infezione da SARS-CoV-2.

rianti del virus con ridotta trasmissibilita e
patogenicita (1, 2). Sebbene esordisca di
fatto come un’infezione delle vie respirato-
rie, nelle sue forme clinicamente piu gravi
puo presentarsi come una patologia multi-
sistemica con variabile coinvolgimento
extra-polmonare (3).

Secondo le evidenze emergenti, un pos-
sibile substrato fisiopatologico comune alle
molteplici manifestazioni cliniche della ma-
lattia € rappresentato dalla disfunzione en-
doteliale. Da un lato, I'endotelio risulta infat-
ti un possibile bersaglio dell'infezione da
SARS-CoV-2. In particolare, questultima
sembra in grado di determinare la perdita
dell'integrita anatomica e funzionale dell’en-
dotelio attraverso una serie complessa di
eventi, che comprendono l'effetto citopatico
diretto del virus e gli effetti negativi indotti
alivello dell'endotelio stesso dall’attivazione
della risposta immuno-infiammatoria con-
tro l'infezione (4, 5). Al tempo stesso pero,
I'endotelio danneggiato e disfunzionale,
promuovendo l'attivazione della cascata co-
agulativa e favorendo a sua volta una rispo-
sta immuno-infiammatoria abnorme e disre-
golata, sembra anche svolgere un ruolo at-
tivo nel promuovere I'evoluzione dell’infe-
zione verso le sue forme clinicamente pit
gravi (4, 5). Risulta pertanto verosimile I'e-
sistenza di una relazione bidirezionale tra
disfunzione endoteliale e COVID-19, poten-
zialmente in grado di alimentare un circolo
vizioso che alla fine puo condurre ad incom-

petenza funzionale del microcircolo e danno
d’organo multisistemico.

Alla luce di tali presupposti fisiopatologi-
ci, € emerso un crescente interesse verso il
potenziale ruolo prognostico di diversi mar-
catori di disfunzione endoteliale nei con-
fronti dell’evoluzione clinica dell'infezione
(6). Al tempo stesso € stata rivolta grande
attenzione all'identificazione di strategie
endotelio-protettive potenzialmente utili nel
trattamento dell'infezione (4, 5).

In questa rassegna vengono esaminati i
meccanismi biologici sottostanti il nesso
fisiopatologico tra disfunzione endoteliale
e COVID-19, viene discussa la potenziale
utilita prognostica di diversi marcatori di
disfunzione endoteliale, e vengono illustra-
te le piu attuali evidenze circa I'impatto cli-
nico di alcune strategie terapeutiche poten-
zialmente in grado di mitigare la disfunzio-
ne endoteliale in corso di infezione da
SARS-CoV-2.

Anatomia € fisiologia dell'endotelio

In condizioni fisiologiche, I'endotelio
costituisce un’estesa interfaccia anatomica
tra il circolo ematico e i diversi tessuti; si
stima che lo strato di cellule endoteliali che
riveste il lume di arterie, vene e capillari
misuri in totale circa 7.000 m?di superficie
in un soggetto adulto (7). Al tempo stesso
I'endotelio rappresenta un importante re-
golatore di diversi meccanismi omeostatici
dell’organismo (e.g., equilibrio tra stimoli
proinfiammatori e antinfiammatori, pro-
trombotici ed antitrombotici, vasodilatatori
e vasocostrittori, ossidanti ed antiossidan-
ti) (4, 5) (Figura 1).

Lintegrita della barriera endoteliale e
garantita dalla stretta adesione tra le cellu-
le endoteliali principalmente attraverso le
giunzioni intercellulari, il glicocalice e i re-
cettori Tie2. Le due principali tipologie di
giunzioni intercellulari che permettono la
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connessione tra le cellule endoteliali sono: Il glicocalice € un reticolo molecolare di
1) le giunzioni aderenti endotelio-specifi- circa 400 nm di spessore che riveste la su-
che, costituite dalle caderine dell’endo- perficie dell’endotelio, costituito da prote-
telio vascolare (VE-caderine); oglicani e glicosaminoglicani secreti dalle
2) le giunzioni occludenti, costituite da cellule endoteliali. Esso rappresenta un
specifiche proteine integrali di mem- ostacolo per I'adesione di molecole circo-
brana (i.e., claudine e occludine) (7). lanti alla superficie endoteliale oltre che
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Figura |- Anatomia e fisiologia dell’endotelio.

Pannello A. La funzione di barriera dell’endotelio € mediata da diverse molecole. Le vie del segnale attivate da SP1R1,
PAR-1 e recettori Tie2 promuovono stimoli endotelio-protettivi contribuendo all'integrita endoteliale (1). Le giunzioni
aderenti e le giunzioni occludenti garantiscono la coesione intercellulare (2). Il glicocalice, composto da un intreccio di
proteoglicani e glicosaminoglicani, limita il contatto tra molecole plasmatiche ed endotelio e al tempo stesso stabilizza il
citoscheletro della cellula endoteliale (3). Pannello B. La funzione immunoregolatoria dell’endotelio ¢ principalmente
mediata dai recettori Tie2, che inibiscono il segnale a cascata di NF-kB, STAT3, MyD88, e MAPK, contrastando la produ-
zione di mediatori pro-infiammatori (4). Pannello C. L'endotelio promuove 'omeostasi coagulativa attraverso 'attivazione
dell’antitrombina III da parte del glicocalice, I'attivazione della proteina C da parte della trombomodulina legata ad EPCR
(5), e l'attivazione del segnale antitrombotico di Mas1 sotto lo stimolo di Ang 1-7, a sua volta risultante dalla conversione
di Ang II da parte di ACE2 (6). Lendotelio produce inoltre numerosi fattori implicati nel processo di fibrinolisi (i.e., TFPI,
tPA, uPA, e PGI2), nella regolazione della vasodilatazione (i.e., NO), e dell’equilibrio tra ossidazione e antiossidazione
(i.e., superossido dismutasi) (7).

Acronimi. ACE2, angiotensin-converting enzyme 2; Ang 1-7, angiotensin (1-7); Ang II, angiotensina II; eNOS, endothelial
nitric oxide synthase; EPCR, endothelial protein C receptor; NF-kB, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells; NO, ossido nitrico; PAR-1, protease-activated receptor-1; PGI2, prostaglandina 12; SP1R1, sphingosine-1-phosphate
receptor 1; TFPI, tissue factor pathway inhibitor; tPA, tissue plasminogen activator; uPA, urokinase plasminogen activator.
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per la permeabilita transendoteliale di pro-
teine plasmatiche e liquidi; inoltre, puo fun-
gere da meccanocettore in grado di pro-
muovere, sotto lo stimolo del flusso emati-
co, la riorganizzazione citoscheletrica delle
cellule endoteliali e la conseguente attiva-
zione di vie di segnale intracellulari con
azione citoprotettiva (8).

I recettori Tie2, sotto lo stimolo di angio-
poietina-1, attivano vie del segnale che por-
tano alla stabilizzazione delle giunzioni in-
tercellulari e dei filamenti di actina in pros-
simita della superficie citoplasmatica della
cellula endoteliale, svolgendo anch’essi un
ruolo fondamentale nel mantenimento del-
lintegrita della barriera endoteliale (9).
Analogamente, I'attivazione di altri recettori
espressi sulla superficie delle cellule endo-
teliali [e.g., protease activated receptor type 1
(PAR-1) e sphingosine-1-phosphate receptor 1
(SP1R1)] concorre a garantire lintegrita
delle cellule endoteliali attraverso I'induzio-
ne di diversi meccanismi molecolari endo-
telio-protettivi (10, 11).

La funzione immunomodulante e antin-
fiammatoria svolta dall’endotelio anatomi-
camente integro e funzionalmente sano e
mediata da diverse molecole di superficie,
tra cui i proteoglicani del glicocalice e i re-
cettori Tie2 (12). In particolare, le moleco-
le del glicocalice costituiscono una barrie-
ra che limita l'interazione tra i mediatori
dell'inflammazione e i leucociti circolanti
da un lato e la cellula endoteliale dall’altro.
Invece, i recettori Tie2, sotto lo stimolo di
angiopoietina-1, attivano vie del segnale
che portano ad una ridotta espressione di
mediatori dell'infiammazione.

Alla base dell’omeostasi coagulativa pro-
mossa dall’endotelio vi sono una serie di
complesse interazioni tra molecole della
superficie endoteliale e proteine plasmati-
che. Nel dettaglio, il glicocalice, composto
da diversi proteoglicani, tra cui 'eparan
solfato, € in grado di legare e attivare I'an-

titrombina III, esercitando un’azione anti-
trombotica (12). Lattivazione dei recettori
Tie2 da parte di angiopoietina-1 determina
ridotta espressione e attivita del fattore tis-
sutale (TF), potente agente pro-trombotico
(12). Linterazione tra trombomodulina ed
endothelial cell protein C receptor (EPCR)
facilita la conversione della proteina C nel-
la sua forma attivata, promuovendo lattiva-
zione dell’asse antitrombotico proteina C-
proteina S (12). Il recettore angiotensin-
converting enzyme 2 (ACE2) determina la
conversione di angiotensina II (Ang II) in
angiotensina (1-7) che a sua volta attiva il
recettore Masl, inducendo un’azione anti-
trombotica (13).

Lendotelio produce inoltre una serie di
molecole coinvolte nella regolazione della
fibrinolisi, tra cui tissue factor pathway inhi-
bitor (TFPI) (14), tissue plasminogen acti-
vator (tPA) e urokinase plasminogen acti-
vator (uPA) (15).

Al tempo stesso, lattivita delle cellule
endoteliali € cruciale nell'inibizione dell’atti-
vazione piastrinica attraverso diversi mecca-
nismi, tra cui I'espressione di CD39 e la se-
crezione di prostaglandina I2 (PGI2) (12).

Altre importanti funzioni fisiologiche
dell’endotelio includono la regolazione
dell’equilibrio tra vasocostrizione e vasodi-
latazione arteriosa e la regolazione dell’e-
quilibrio tra stress ossidativo e anti-ossida-
zione. In particolare, in condizioni omeo-
statiche le cellule endoteliali promuovono
la vasodilatazione tonica delle arterie attra-
verso la conversione di L-arginina in ossido
nitrico (NO) mediata dall’enzima endothe-
lial nitric oxide synthase (eNOS) (4, 5).
Inoltre, producono e secernono PGI2 che,
oltre ad esercitare un’azione antiaggregan-
te, agisce anche come un potente stimolo
vasodilatatorio. Al tempo stesso, esprimo-
no enzimi che hanno un ruolo chiave nella
neutralizzazione delle specie reattive del-
I'ossigeno, come superossido dismutasi,
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glutatione perossidasi ed eme ossigenasi
4, 5).

Relazione tra infezione da SARS-
CoV-2 € disfunzione endoteliale

La relazione tra infezione da SARS-
CoV-2 e disfunzione endoteliale sembra
complessa e i meccanismi biologici che ne
sono alla base risultano molteplici.

In primo luogo, I'endotelio sembra subi-
re un danno diretto da parte di SARS-
CoV-2. Come ormai noto, l'ingresso del
virus nelle cellule bersaglio ¢ mediato dal
recettore ACE2 e dal corecettore trans-
membrane serine protease 2 (TMPRSS2),
entrambi espressi anche a livello delle cel-
lule endoteliali (16). Sebbene alcuni studi
suggeriscano che l'espressione di tali re-
cettori sulla superficie delle cellule endote-
liali sia insufficiente a mediare I'infezione
delle cellule endoteliali da parte di SARS-
CoV-2 (4), mettendo quindi in dubbio che
I'endotelio possa rappresentare un bersa-
glio dell'infezione da SARS-CoV-2, altri stu-
di dimostrano invece la capacita del virus
di infettare attivamente le cellule endotelia-
li. In particolare, studi di microscopia elet-
tronica condotti su campioni istologici di
polmoni ottenuti da pazienti deceduti per
COVID-19 hanno dimostrato la presenza di
particelle di SARS-CoV-2 all'interno delle
cellule endoteliali peri-alveolari (4). Inol-
tre, € stata dimostrata la presenza di RNA
virale all'interno delle cellule endoteliali di
capillari umani di organi esposti a SARS-
CoV-2 (4). Non ¢ da escludere quindi che
I'infezione delle cellule endoteliali da parte
di SARS-CoV-2 possa essere mediata an-
che da recettori diversi da ACE2 e TM-
PRSS2 [e.g., neuropilina 1 (NRP1), scaven-
ger receptor class B type 1 (SR-B1) e CD147]
(4). Inoltre, € verosimile che la liberazione
in circolo di pathogen associated molecular
patterns (PAMPs), composti da frammenti

di RNA e proteine virali, possa portare al-
l'attivazione di diversi toll-like-receptors
(TLRs) e NOD-like receptors (NLRs) pre-
senti sulla superficie delle cellule endote-
liali, attivando la via del segnale di nuclear
factor kappa-B (NF-kB) che ha un ruolo
cruciale nell'induzione della disfunzione
endoteliale (4).

In secondo luogo, numerose evidenze
suggeriscono che la disfunzione endotelia-
le che si osserva in corso di infezione da
SARS-CoV-2 possa essere una conseguen-
za della risposta immuno-infiammatoria
indotta dallinfezione stessa. In corso di
infezione da SARS-CoV-2, 'attivazione del-
la risposta immunitaria puo infatti esporre
I'endotelio all’azione di diverse citochine
pro-infiammatorie le quali possono indurre
attivazione endoteliale [aumentata espres-
sione di molecole di adesione quali inter-
cellular adhesion molecule 1 ICAM-1), va-
scular cell adhesion protein 1 (VCAM-1),
P-selectina ed E-selectina), che a sua volta
puo facilitare la chemiotassi e 'extravasa-
zione leucocitaria (5). Inoltre, in presenza
di stimoli inflammatori i recettori Tie2 ini-
biscono le vie del segnale che regolano
negativamente l'espressione di fattori di
trascrizione pro-infiammatori come NF-kB
(17). Complessivamente, ne deriva la per-
dita della capacita fisiologica dell’endotelio
di contrastare I'inflammazione. Al tempo
stesso I'inflammazione puo indurre a livel-
lo delle cellule endoteliali una ridotta espres-
sione e/o attivita dell’enzima eNOS, una
rapida inattivazione di NO ed una accen-
tuata conversione di NO in perossinitrato,
un potente pro-ossidante (4, 5); tutto cio si
puo tradurre nella perdita delle diverse
funzioni omeostatiche dell’endotelio me-
diate da NO. Inoltre, diversi stimoli infiam-
matori promuovono l'attivazione della via
classica del complemento che a sua volta
aumenta l'espressione del fattore di von
Willebrand (WWF) alivello delle cellule en-
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doteliali, favorendo la disregolazione del-
I'omeostasi coagulativa (4, 5). Per di pit,
l'attivazione dei recettori Tie2 da parte di
angiopoietina 2, la cui espressione € au-
mentata in corso di inflammazione, contri-
buisce a determinare un fenotipo endote-
liale pro-trombotico (4, 5). Infine, la reite-
rata esposizione delle cellule endoteliali a
stimoli inflammatori ne puo indurre danno
e morte per piroptosi, compromettendo la
funzione di barriera dell’endotelio (4).

Numerose evidenze suggeriscono pero
che la disfunzione endoteliale possa a sua
volta favorire 1 meccanismi fisiopatologici
che determinano I'evoluzione dell'infezio-
ne da SARS-CoV-2 verso le sue forme clini-
camente piu gravi (4, 5). Le cellule endote-
liali attivate dagli stimoli infiammatori pos-
sono infatti a loro volta secernere citochine
proinfiammatorie contribuendo a promuo-
vere una risposta immunitaria abnorme e
non controllata (4, 5). Per di piu il rilascio
in circolo di damage-associated molecular
patterns (DAMPs), costituiti da frammenti
di cellule endoteliali, promuove I’attivazio-
ne della via del segnale di NF-kB, che ha un
ruolo cruciale nell’attivazione della rispo-
sta inflammatoria (4). Inoltre, 'accumular-
si di neutrofili nel sito di inflammazione,
facilitato dalla disfunzione endoteliale, si
puo associare ad un abbondante rilascio di
neutrophil extracellular traps (NETS) nel-
I'ambiente extracellulare (4, 5); tali agglo-
merati di materiale nucleare e proteine ci-
toplasmatiche sono in grado di esercitare
una significativa azione pro-infiammatoria
e pro-trombotica risultando determinanti
nell'induzione della cosiddetta immuno-
trombosi, tappa fisiopatologica cruciale
nell’evoluzione clinica dell'infezione da
SARS-CoV-2 nelle sue forme clinicamente
piu gravi (18).

Alla luce di quanto detto risulta plausi-
bile che la relazione tra infezione da SARS-
CoV-2 e disfunzione endoteliale sia bidire-

zionale e che possa promuovere un circolo
vizioso potenzialmente in grado di esitare
in disfunzione microcircolatoria generaliz-
zata e danno d’organo multisistemico.

Disfunzione endoteliale
€ manifestazioni cliniche
dellinfezione da SARS-CoV-2

Linfezione da SARS-CoV-2 presenta
un’ampia varieta di possibili manifestazioni
cliniche polmonari ed extra-polmonari, con
uno spettro di gravita estremamente etero-
geno che va dall'infezione asintomatica a
forme potenzialmente fatali quali I'acute
distress respiratory syndrome sindrome
(ARDS) e l'insufficienza multiorgano. Se-
condo le linee guida per la gestione clinica
del COVID-19 proposte dal National Insti-
tute of Health (NIH) si possono distinguere
cinque fenotipi di gravita clinica della ma-
lattia (i.e., forma asintomatica, forma lieve,
forma moderata, forma grave, e forma cri-
tica) a seconda della presenza e dell’entita
di segni clinici, laboratoristici e radiologici
di polmonite e danno d’organo multisiste-
mico (3).

Sebbene molti aspetti biologici dell'infe-
zione da SARS-CoV-2 restino ancora dubbi,
numerosi studi hanno permesso di rag-
giungere un’approfondita comprensione
del ruolo della disfunzione endoteliale nel
condizionare la presentazione clinica del-
I'infezione (19). In particolare, le evidenze
disponibili suggeriscono che la compro-
missione dell'integrita anatomica e funzio-
nale dell’endotelio possa rappresentare un
momento cruciale nella transizione dell'in-
fezione da SARS-CoV-2 verso forme clini-
che gravi/critiche con manifestazioni mul-
tisistemiche (20).

Alivello polmonare, la compromissione
microcircolatoria promossa dall’interazio-
ne sfavorevole tra infezione e disfunzione
endoteliale si puo tradurre in microtrom-
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bosi capillare e danno della barriera alveo-
lo-capillare, con accumulo di essudato ini-
zialmente a livello interstiziale e successi-
vamente anche a livello alveolare. Il corre-
lato clinico-radiologico di tali alterazioni &
rappresentato inizialmente dalla comparsa
di polmonite interstiziale e successivamen-
te dalla comparsa di addensamenti bilate-
rali multifocali e ARDS (12) (Figura 2).

Alivello dell’apparato cardiovascolare il
danno anatomico e 'incompetenza funzio-
nale dell’endotelio conseguenti all'infezio-
ne da SARS-CoV-2 possono concretizzarsi
in danno miocardico acuto (Figura 2). La
disfunzione microcircolatoria a livello mio-
cardico e la destabilizzazione delle lesioni
ateromasiche nel distretto coronarico sono
due dei principali meccanismi endotelio-
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Figura 2- Relazione tra infezione da SARS-CoV-2 e disfunzione endoteliale. Il danno citopatico prodotto dal
virus e lattivazione della risposta infiammatoria contro I'infezione facilitano I'attivazione delle cellule endo-
teliali oltre che la perdita dell'integrita endoteliale e I'aumento della permeabilita vascolare, promuovendo
I'extravasazione leucocitaria (1). Il rilascio di PAMPs e DAMPs promuove I'attivazione di TLRs e NLRs, che
a loro volta inducono la risposta immuno-infiammatoria (2). Linattivazione dei recettori Tie2 mediata dal
legame con angiopoietina 2 esita nell'inibizione di segnali antitrombotici ed antinfiammatori (3). L'endotelio
disfunzionante si caratterizza per un’aumentata espressione vWf, il quale contribuisce insieme ad altri me-
diatori (7.e., NETs e C5 attivato) alla formazione di microtrombi (4).

Acronimi. ACE2, angiotensin-converting enzyme 2; ARDS, acute respiratory distress syndrome DAMPs, damage-asso-
ciated molecular patterns; ICAM-1, intercellular adhesion molecule 1; MAPK, mitogen-activated protein kinase; MyD88,
myeloid differentiation primary response 88; NF-kB, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; NETsS,
neutrophil extracellular traps; NLRs, NOD-like receptors; PAMPs, pathogen-associated molecular pattern molecules;
STATS3, signal transducer and activator of transcription 3; TF, fattore tissutale; TLRs, Toll-like receptor; TMPRSS, trans-
membrane serine protease 2; VCAM-1, vascular cell adhesion protein 1; vWF, fattore di von Willebrand.
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dipendenti coinvolti in questa forma di
danno d’organo. Alla stessa possono con-
correre pero anche altri meccanismi fisio-
patologici, come la discrepanza tra riforni-
mento e fabbisogno di ossigeno a livello
miocardico, la cardiomiopatia da stress e
I'infezione diretta dei miocardiociti da par-
te di SARS-CoV-2 (12).

Le complesse alterazioni della funzione
endoteliale che si verificano in corso di in-
fezione da SARS-CoV-2 possono inoltre
determinare un’aumentata suscettibilita a
manifestazioni tromboemboliche arteriose
e venose. I tromboembolismo venoso, in
particolare, si presenta come una condizio-
ne clinica estremamente prevalente nei
pazienti ospedalizzati per infezione da
SARS-CoV-2 (10-15% dei casi), e ancor piu
in coloro che accedono in unita di terapia
intensiva (20-30% dei casi) (12).

In generale, in corso di infezione da
SARS-CoV-2 I'incompetenza funzionale del
microcircolo e gli eventi microtrombotici
che ne conseguono, possono interessare
pressoché tutti i distretti corporei, deter-
minando un danno d’organo di entita pro-
porzionale all’estensione del territorio va-
scolare coinvolto (Figura 2). Trai distretti
spesso interessati vi sono anche il rene e
I'intestino, a livello dei quali I'incompeten-
za funzionale del microcircolo puo manife-
starsi rispettivamente con insufficienza
renale acuta ed infarto intestinale (12).

Significato clinico dei marcatori
di disfunzione endoteliale
nell'infezione da SARS-CoV-2

Le evidenze circa il cruciale ruolo fisio-
patologico dell’endotelio nell'infezione da
SARS-CoV-2 hanno alimentato un signifi-
cativo interesse verso l'identificazione di
marcatori clinici di disfunzione endotelia-
le (parametri laboratoristici e strumenta-
li) in grado di stratificare la gravita e pre-

dire la prognosi intra-ospedaliera dell'infe-
zione stessa, orientandone potenzialmente
anche la gestione terapeutica.

Tra i biomarcatori sierici di disfunzione
endoteliale piu studiati nel contesto clinico
dell'infezione da SARS-CoV-2 vi sono I'anti-
gene di vVWE, le cellule endoteliali circolan-
ti, le microparticelle endoteliali circolanti,
ICAM-1, VCAM-1, tPA, e trombomodulina
(6, 21, 22). Numerosi studi osservazionali
e alcune metanalisi di studi osservazionali
hanno mostrato un significativo valore pre-
dittivo di questi parametri laboratoristici
nei confronti delle forme a peggiore evolu-
zione clinica dell'infezione da SARS-CoV-2,
aprendo potenzialmente la strada al loro
impiego nella pratica clinica (6, 21, 22).
Analogamente, vari studi osservazionali han-
no dimostrato la significativa capacita di-
scriminatoria di alcuni biomarcatori emer-
genti di disfunzione endoteliale (e.g., proa-
drenomedullina, proendotelina), nei con-
fronti della gravita e della prognosi dell'in-
fezione da SARS-CoV-2, suggerendone una
potenziale utilita clinica (23). Vi sono pero
alcuni limiti rilevanti connessi all’'uso rou-
tinario di tali biomarcatori in ambito assi-
stenziale. In primo luogo, le tecniche di
determinazione richieste non sono diffuse
su larga scala nei diversi contesti clinici. In
secondo luogo, i tempi necessari per la de-
terminazione potrebbero essere troppo
lunghi per garantire che I'esito della misu-
razione possa orientare eventuali decisioni
terapeutiche in situazioni d’emergenza.

Maggiore interesse si € quindi focaliz-
zato su altri parametri clinici di disfunzione
endoteliale, di piu facile e rapida valutazio-
ne, anche al letto del paziente, ed informa-
tivi in tempo reale. In quest’ottica, sono
stati estesamente valutati come predittori
di gravita e prognosi nell'infezione da
SARS-CoV-2 alcuni parametri strumentali
di disfunzione endoteliale che si ottengono
da misurazioni non invasive della funzione
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macro e microcircolatoria [e.g., brachial
artery flow-mediated dilation (bFMD) valu-
tabile attraverso la misurazione della vaso-
attivita flusso-mediata dell’arteria brachia-
le, 'indice di iperemia reattiva, valutabile
attraverso la pletismografia digitale, e I'in-
dice di flusso microvascolare valutabile
attraverso la capillaroscopia sublinguale]
(24-29). Tra questi, labFMD e risultata am-
piamente studiata (24-27). La misurazione
della bFMD, come € noto, valuta indiretta-
mente la funzione endoteliale quantifican-
do la dilatazione dell’arteria brachiale a
seguito dell'iperemia reattiva generata da
uno stimolo ischemico transitorio (i.e., in-
sufflazione del manicotto di uno sfigmoma-
nometro a valori sovrasistolici per 3-5 mi-
nuti); la tensione di parete generata dal
flusso iperemico reattivo al ripristino della
pervieta dell’arteria (i.e., desufflazione del
manicotto) stimola infatti il rilascio di NO
da parte delle cellule endoteliali e la conse-
guente vasodilatazione dell’arteria brachia-
le in maniera direttamente proporzionale
all'integrita anatomica e funzionale dell’en-
dotelio (30). La maggior parte degli studi
ad oggi disponibili suggeriscono ['utilita
clinica della bFMD nella stratificazione
della gravita clinica e della prognosi dell’in-
fezione da SARS-CoV-2 in fase acuta (24-
27). Il pitt ampio di questi studi ¢ stato con-
dotto su 408 pazienti ospedalizzati per infe-
zione da SARS-CoV-2 sintomatica; in tale
studio ¢ stata dimostrata la capacita di bas-
si valori di bFMD riscontrati al momento
del ricovero (<4,4%, ossia inferiori al valore
mediano nella popolazione esaminata) di
predire un rischio aumentato di 1.5-1.6 vol-
te dell'endpoint composito accesso in tera-
pia intensiva/morte intra-ospedaliera, indi-
pendentemente da molteplici fattori con-
fondenti (24). Pertanto, si potrebbe ipotiz-
zare l'impiego routinario della bFMD al
momento del ricovero per orientare pre-
ventivamente l'intensita delle misure tera-

peutiche da adottare nel singolo paziente
con infezione da SARS-CoV-2.

Alcuni parametri strumentali di disfun-
zione endoteliale sembrano inoltre avere
una potenziale utilita clinica per la loro ca-
pacita di discriminare la persistenza di sin-
tomi e la prognosi a lungo termine nei pa-
zienti con pregressa infezione da SARS-
CoV-2, suggerendo che la disfunzione en-
doteliale innescata dall'infezione in fase
acuta possa in alcuni casi non regredire e
condizionare 'andamento clinico nel perio-
do post-infezione. In uno studio osserva-
zionale condotto su 798 pazienti dopo riso-
luzione dell'infezione da SARS-CoV-2, I'in-
dice di qualita endoteliale valutato attraver-
so il monitoraggio termico digitale dopo un
follow-up medio di 69 giorni dalla diagnosi
di infezione, ha mostrato un’associazione
inversa con la persistenza di alcuni sintomi
come astenia e dolore toracico (31). Inol-
tre, in uno studio trasversale condotto su
una coorte di 86 pazienti con pregressa
infezione da SARS-CoV-2, dopo una media-
na di 327 giorni dalla diagnosi i valori di
bFMD sono risultati significativamente ri-
dotti rispetto a quelli di una popolazione
sana di riferimento ed inversamente asso-
ciati con i livelli sierici di tumor necrosis
factor-o (INF-0); in considerazione del
fatto che la bFMD e un noto marcatore
surrogato di rischio cardiovascolare, tali
risultati suggeriscono che la persistenza a
lungo termine di infiammazione sistemica,
seppure di basso grado, possa condiziona-
re negativamente la prognosi cardiovasco-
lare dei pazienti con pregressa infezione da
SARS-CoV-2 (32). Futuri studi prospettici
finalizzati alla valutazione longitudinale in-
tegrata della disfunzione endoteliale e di
altre misure di danno vascolare rispetto
all'incidenza di malattia cardiovascolare su
ampie coorti di pazienti con pregressa in-
fezione da SARS-CoV-2 dovranno far luce
su questo aspetto. In questo senso sono
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attesi i risultati dello studio “COVID-19 Ef-
fects on Arterial Stiffness and Vascular
Aging” [NCT04558450], attualmente in
fase di arruolamento.

Strategie endotelio-protettive
nel trattamento dell'infezione
da SARS-CoV-2

Alla luce della centralita che la disfun-
zione endoteliale riveste nella fisiopatolo-
gia dell'infezione da SARS-CoV-2, numero-
si studi hanno valutato il possibile ruolo
terapeutico contro l'infezione stessa di di-
verse strategie, farmacologiche e non, in
grado di agire selettivamente sul ripristino
dell'integrita strutturale e funzionale del-
I'endotelio (Tabella 1) (4, 5). Come gia di-
scusso, le evidenze attuali suggeriscono
che la disfunzione endoteliale correlata
all'infezione da SARS-CoV-2 possa essere
attribuita, da un lato, all'infezione delle cel-
lule endoteliali e, dall’altro, agli effetti no-
civi prodotti sull’endotelio dalla risposta
immuno-infiammatoria contro l'infezione.
Pertanto, tra le opzioni di trattamento pro-
poste nell’'ottica di mitigare la disfunzione
endoteliale in corso di infezione da SARS-
CoV-2 vi sono sia strategie mirate ad inibi-
re l'infezione delle cellule endoteliali da
parte di SARS-CoV-2 [e.g., human recombi-
nant ACE2 (hrACE2)], sia strategie volte
ad attenuare gli effetti nocivi dell'infiam-
mazione sull’omeostasi endoteliale (e.g.,
tocilizumab, desametasone). Alcune evi-
denze preliminari, per lo piu precliniche,
supportano il potenziale ruolo terapeutico
di hrACE2 nell'infezione da SARS-CoV-2,
attribuendolo alla neutralizzazione di
SARS-CoV-2 mediata dal legame hrACE2-
proteina S virale e alla conseguente ridu-
zione del danno endoteliale diretto virus-
mediato (4, 5). Tuttavia, tale strategia tera-
peutica necessita ancora di essere estesa-
mente esplorata in ambito clinico. Per di

pit, richiedono ancora una approfondita
valutazione anche i potenziali limiti ad essa
connessi, legati principalmente agli effetti
biologici sfavorevoli che potrebbero deri-
vare dall'inibizione dell’azione regolatoria
di ACE2 a livello del sistema renina-angio-
tensina-aldosterone (RAAS). Tocilizumab,
un anticorpo monoclonale che inibisce il
legame dell'interleuchina-6 (IL-6) al suo
recettore, ad oggi risulta un farmaco antin-
fiammatorio utile nel trattamento dell'infe-
zione da SARS-CoV-2 nelle sue forme clini-
camente piu gravi. A supportare il suo im-
piego clinico in questo contesto clinico vi &
principalmente un ampio studio clinico
condotto 4.485 pazienti con infezione da
SARS-CoV-2 critica ricoverati in terapia in-
tensiva, in cui e stata dimostrata la capacita
del trattamento precoce con il farmaco di
attenuare linfiammazione e ridurre la
mortalita intra-ospedaliera (33). L'impiego
del desametasone ha mostrato un’efficacia
significativa nel contrastare I'infiammazio-
ne e nel ridurre la mortalita intra-ospeda-
liera in un ampio studio clinico che ha coin-
volto 6.425 pazienti con infezione da SARS-
CoV-2 e insufficienza respiratoria (studio
RECOVERY) (34). Ad oggi, la terapia an-
tinflammatoria con desametasone costitui-
sce pertanto uno dei cardini della gestione
medica dell'infezione da SARS-CoV-2.
Un’ulteriore strategia terapeutica am-
piamente studiata per la sua potenziale ef-
ficacia nel contrastare la disfunzione endo-
teliale in corso di infezione da SARS-CoV-2
¢ rappresentata dalla terapia cellulare con
mesenchimal stem cells (MSCs). Tale stra-
tegia sembrerebbe in grado di esercitare
un’azione endotelio-protettiva sia favoren-
do la clearance virale e inibendo 'infezione
delle cellule endoteliali da parte di SARS-
CoV-2, sia contrastando I'inflammazione e
attenuando di conseguenza i suoi effetti
nocivi sull’omeostasi endoteliale. Ad oggi
alcuni studi clinici preliminari hanno valu-
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I5

ridurre i marcatori di infiammazione siste-
mica (36) e di migliorare la performance
respiratoria (37) dei pazienti con infezione
da SARS-COV-2 trattati. Sono pertanto at-
tesi i risultati di pitt ampi studi clinici per

tato I'efficacia terapeutica delle MSCs nel
trattamento dell'infezione da SARS-CoV-2.
In alcuni di essi, diversi schemi di infusio-
ne di MSCs sono risultati in grado di miti-
gare la risposta linfocitaria T kelper (35), di

Tabella | - Risultati di studi clinici interventistici con strategie endotelio-protettive nel trattamento
dell'infezione da SARS-CoV-2.

Principio

attivo

Tipo di studio

Gravita
di COVID-IS

Mortalita
da COVID-IS

Codice identificativo
su ClinicalTrial.gov

Inibitori RAAS Studio clinico randomizzato Lo 4 L o 4 NCT04338009
controllato in aperto
Studio clinico randomizzato controllato LS4 Lo 4 NCT04353596
in aperto

Statine Studio clinico randomizzato controllato 7 [\ NCT04359095
in aperto
Studio clinico randomizzato controllato LS4 Lo 4 NCT04486508
con placebo in doppio cieco

Acidi grassi w-3 | - - - -

Tocilizumab Studio clinico randomizzato controllato LS4 LS 4 NCT04320615
con placebo in doppio cieco
Studio clinico randomizzato controllato LS4 Lo 4 NCT04356937
con placebo in doppio cieco
Studio clinico non randomizzato in 7 - NCT04331795
aperto

Eculizumab - - - -

Doronase alfa Studio clinico non randomizzato in - - NCT04402970
aperto

hUC-MSCs Studio clinico randomizzato controllato 7 - NCT04288102
con placebo in doppio cieco

Desametasone Studio clinico randomizzato-controllato 7 (2 NCT04381936
in aperto
Studio clinico randomizzato-controllato 7 v NCT04327401
in aperto

Enoxaparina Studio clinico randomizzato-controllato 7 v NCT04372589
in aperto
Studio clinico randomizzato-controllato 7 v NCT04372589
in aperto
Studio clinico randomizzato-controllato 7 v NCT04359277
in aperto

Acido Studio clinico randomizzato-controllato LS4 L NCT04381936

acetilsalicilico in aperto

hr-ACE2 - - - -

COVID-19, coronavirus disease 2019; hr-ACE2; recombinant human ACE2; hUC-MSCs, human umbilical cord mesenchymal stem cells,

RAAS, sistema renina-angiotensina-aldosterone.
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stabilire la potenziale utilita di tale strate-
gia terapeutica nella pratica clinica.

In considerazione del ruolo attivo della
disfunzione endoteliale nel promuovere
I'evoluzione dell'infezione verso le sue for-
me clinicamente piu gravi attraverso la di-
sregolazione della risposta immuno-in-
fiammatoria e dell’omeostasi coagulativa,
tra le strategie terapeutiche proposte al
fine di mitigare gli effetti nocivi della di-
sfunzione endoteliale in corso di infezione

Glossario

ACE2: angiotensin-converting enzyme 2

Ang II: angiotensina II

ARDS: acute respiratory distress syndrome
bFMD: brachial artery flow-mediated dilation
COVID-19: coronavirus disease 2019
DAMPs: damage-associated molecular patterns
eNOS: endothelial nitric oxide synthase
EPCR: endothelial cell protein C receptor
hrACE2: human recombinant ACE2

ICAM-1: intercellular adhesion molecule 1
IL-6: interleuchina-6

MSCs: mesenchymal stem cells

NETs: neutrophil extracellular traps

NF-kB: nuclear factor kappa-B

NIH: National Institute of Health

NO: ossido nitrico

NLRs: NOD-like receptors

NRP1: neuropilina 1

PAMPs: pathogen associated molecular patterns
PAR-1: protease activated receptor type 1
PGI2: prostaglandina 12

RAAS: sistema renina-angiotensina-aldosterone
SP1R1: sphingosine-1-phosphate receptor 1
SR-B1: scavenger receptor class B type 1

TF: fattore tissutale

TFPI: tissue factor pathway inhibitor

TLRs: toll-like-receptors

TMPRSS: transmembrane serine protease 2
TNF-a: tumor necrosis factor-a

tPA: tissue plasminogen activator

uPA: urokinase plasminogen activator
VCAM-1: vascular cell adhesion protein 1

VE: caderine: caderine dell’endotelio vascolare
vWEF: Von Willebrand factor

da SARS-CoV-2 vi sono anche farmaci in
grado di inibire diversi mediatori dell'im-
munotrombosi [e.g., enoxaparina, acido
acetilsalicilico, DNasi I ricombinante (dor-
nase alfa), eculizumab]. Vari studi clinici
hanno dimostrano I'efficacia dell’anticoa-
gulazione con enoxaparina nella riduzione
dell'incidenza di complicanze trombotiche
e della mortalita intra-ospedaliera in pa-
zienti con infezione da SARS-CoV-2 (38,
39); I'enoxaparina € pertanto una delle te-
rapie raccomandate in questo contesto cli-
nico. Numerose evidenze suggeriscono
peraltro che 'efficacia terapeutica dell’eno-
xaparina nel trattamento dell'infezione da
SARS-CoV-2 non sia dovuta soltanto alla
sua azione anticoagulante ma anche alla
sua azione antinfiammatoria ed endotelio-
protettiva (40). Un altro agente antitrom-
botico ed antinfiammatorio proposto nel
trattamento dell'immunotrombosi in corso
di infezione da SARS-CoV-2 ¢ I'acido acetil-
salicilico (41); tuttavia, il suo impiego clini-
co non é attualmente supportato dagli stu-
di di intervento. La terapia con DNasi I ri-
combinante (dornase alfa) agisce attraver-
so l'attenuazione dell’effetto patogeno di
frammenti di DNA extracellulare, inclusi i
NETs, potenti mediatori della disregolazio-
ne immuno-inflammatoria e dell’attivazio-
ne della cascata coagulativa in corso di in-
fezione da SARS-CoV-2. Pertanto, ¢ plausi-
bile che il farmaco possa esercitare indiret-
tamente effetti endotelio-protettivi. Ad
oggi, la terapia con DNasi I ricombinante
(dornase alfa) e risultata in grado di mi-
gliorare in maniera significativa la perfor-
mance ventilatoria di pazienti con infezione
da SARS-CoV-2 in diversi studi clinici (42,
43). Non ¢ invece noto il suo impatto su
altri outcomes clinici, inclusa la mortalita
intra-ospedaliera. L'azione terapeutica di
eculizumab, anticorpo monoclonale che
blocca la cascata del complemento iniben-
do l'attivazione di C5, e associata alla inibi-
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zione dellimmunotrombosi e dei suoi ef-
fetti nocivi sull’endotelio. I risultati di alcu-
ni studi clinici preliminari hanno mostrato
l'efficacia di tale farmaco nel migliorare il
tasso di sopravvivenza globale in pazienti
con infezione da SARS-CoV-2 ricoverati in
unita di terapia intensiva (44, 45). I risulta-
ti di pitt ampi studi clinici dovranno pertan-
to orientare sull'impiego di tale strategia
farmacologica nella pratica clinica.

Infine, a prescindere dai meccanismi
fisiopatologici sottostanti I'interazione tra

endotelio ed infezione da SARS-CoV-2, al-
cuni farmaci gia in uso nella pratica clinica
e con documentata azione endotelio-protet-
tiva, potrebbero avere un ruolo coadiuvan-
te nel trattamento dell'infezione stessa. A
tale proposito vari studi hanno valutato
I'impatto clinico sullinfezione da SARS-
CoV-2 della terapia concomitante con alcu-
ni farmaci ampiamente utilizzati in ambito
cardiovascolare come inibitori del RAAS,
statine, acidi grassi omega-3 e fibrati.
Come ¢ noto, gli inibitori del RAAS grazie

1) Quali tra questi mediatori non
promuove la vasodilatazione arteriosa:
a) NO
b) TFPI
c) PGI2

2) La disfunzione endoteliale in corso

di infezione da SARS-CoV-2:

a) non e mediata dalla risposta
immuno-infiammatoria

b) € mediata dall'effetto citopatico
del virus a livello delle cellule
endoteliali

¢) non é attenuata da farmaci
antinfiammatori

3) I NETs sono implicati
nel processo della:
a) immunotrombosi
b) rigenerazione endoteliale
¢) vasocostrizione

4) Quale tra questi non ¢ un limite legato
alla determinazione dei comuni
biomarcatori di disfunzione endoteliale:
a) disponibilita delle tecniche

di determinazione

Questionario di auto-apprendimento

b) tempi necessari per la determinazione
¢) incapacita di discriminare la gravita
clinica e la prognosi dell'infezione
da SARS-CoV-2

5) Con quale di queste tecniche ¢ stata
ampiamente studiata la disfunzione
endoteliale in corso di infezione
da SARS-CoV-2?

a) capillaroscopia

b) vasoattivita flusso-mediata dell’arteria
brachiale

¢) monitoraggio termico digitale

6) La terapia cellulare con cellule
staminali mesenchimali non esercita
un’attivita:

a) endotelio-protettiva
b) anti-trombotica
¢) antinflammatoria

Risposte corrette: 1b, 2b, 3a, 4c, 5b, 6b
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alla loro capacita di contrastare la produ-
zione di Ang II sono in grado di migliorare
diverse funzioni omeostatiche dell’endote-
lio (46). In linea con tale presupposto far-
macodinamico, i risultati di numerosi studi
osservazioni hanno mostrato I'impatto fa-
vorevole della terapia concomitante con
tale classe di farmaci su diversi outcome
clinici dell'infezione da SARS-CoV-2. Al
tempo stesso, le statine potrebbero eserci-
tare un ruolo protettivo contro I'infezione
da SARS-CoV-2 attraverso diversi meccani-
smi, tra cui anche l'attenuazione della di-
sfunzione endoteliale (47). Coerentemente
con tale ipotesi, i risultati di diversi studi
osservazionali e metanalisi di studi osser-
vazionali hanno mostrato 'impatto favore-
vole della terapia con statine sulla prognosi
dell'infezione da SARS-CoV-2 (48, 49). Ol-
tre alle statine anche altri farmaci ipolipe-
mizzanti con documentato effetto endote-
lio-protettivo, tra cui gli acidi grassi w-3 ed
i fibrati potrebbero avere un ruolo terapeu-
tico nell’attenuazione della disfunzione en-
doteliale in corso di infezione da SARS-
CoV-2 (50). Tuttavia, il loro impatto clinico
nel trattamento di questa condizione resta
ancora incerto (50).

Conclusioni

Fin dai primi casi descritti I'infezione da
SARS-CoV-2 € risultata di fatto una malattia
dell’endotelio, con uno spettro di gravita
clinica estremamente variabile, anche in
funzione dell’entita della disfunzione endo-
teliale indotta a livello multisistemico. Cio
ha portato a considerare la potenziale utili-
ta clinica di diversi indicatori di disfunzio-
ne endoteliale nella stratificazione della
gravita e della prognosi dell'infezione da
SARS-CoV-2. Inoltre, ha lasciato ipotizzare
che 'evoluzione dell'infezione stessa verso
le sue manifestazioni cliniche piu gravi po-
tesse essere contrastata adottando la di-

sfunzione endoteliale come bersaglio tera-
peutico. Ad oggi, alcune evidenze suggeri-
scono la possibilita di mitigare la disfunzio-
ne endoteliale e migliorare gli outcome cli-
nici dell'infezione attraverso I'inibizione
dell'ingresso di SARS-CoV-2 nella cellula
endoteliale, I'attenuazione degli effetti no-
civi sull'endotelio promossi dalla risposta
immuno-infiammatoria incontrollata con-
tro I'infezione, e I'inibizione dell'immuno-
trombosi. Alcune delle strategie terapeuti-
che che offrono questa possibilita trovano
gia spazio nelle raccomandazioni sulla ge-
stione clinica dell'infezione da SARS-CoV-2.
Altre rappresentano invece terapie in fase
sperimentale il cui impiego nel trattamento
dell'infezione da SARS-CoV-2 richiede an-
cora evidenze di efficacia e sicurezza pro-
venienti da studi clinici randomizzati con-
trollati. Inoltre, alla luce di alcuni studi cli-
nici, vari farmaci di largo impiego e con
diverse indicazioni terapeutiche (e.g., inibi-
tori del RAAS e statine), in virtu della loro
documentata azione endotelio-protettiva,
sembrano avere un potenziale ruolo coa-
diuvante nel trattamento dell'infezione da
SARS-CoV-2 nei pazienti che li assumono
come terapie concomitanti.

Resta da considerare, tuttavia, che il
continuo emergere di diverse varianti di
SARS-CoV-2 cosi come l'elevato tasso di
copertura vaccinale raggiunto in Italia e
altri paesi, condizionando I'emergere di
forme cliniche di infezione da SARS-CoV-2
molto diverse rispetto a quelle descritte nei
primi mesi di pandemia, potrebbero richie-
dere una rivalutazione complessiva delle
misure terapeutiche contro linfezione
adottate/proposte fino ad oggi. Pertanto,
anche eventuali terapie mirate a mitigare
la disfunzione endoteliale in corso di infe-
zione da SARS-CoV-2 dovrebbero essere
riesaminate alla luce dell’andamento epide-
miologico in continua evoluzione dell'infe-
zione.
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RIASSUNTO

Sebbene esordisca come una malattia dell’apparato respiratorio, in alcuni casi l'infezione da SARS-
CoV-2 puo evolvere come una patologia multisistemica con diverse manifestazioni di danno d’organo
potenzialmente letali. La disfunzione endoteliale sembra avere un ruolo cruciale nella progressione
clinica dell'infezione da SARS-CoV-2. In particolare, le attuali evidenze circa I'interazione tra infezione
da SARS-CoV-2 ed endotelio suggeriscono, da un lato, che la disfunzione endoteliale possa essere una
conseguenza dell’infezione, secondaria all’effetto citopatico diretto del virus e agli effetti dannosi della
risposta immuno-infiammatoria contro l'infezione, e, dall’altro, che la stessa disfunzione endoteliale,
favorendo la disregolazione della risposta immuno-infiammatoria e dell'omeostasi coagulativa, possa
avere un ruolo attivo nel promuovere I'evoluzione dell'infezione verso le sue forme clinicamente pitt
gravi. Sembra quindi che la disfunzione endoteliale stia al centro di un circolo vizioso in grado di
alimentare processi fisiopatologici che alla fine possono portare ad incompetenza microcircolatoria
generalizzata, condizionando negativamente la prognosi dell'infezione. In questa rassegna vengono
esaminati i meccanismi sottostanti il nesso fisiopatologico tra infezione da SARS-CoV-2 e disfunzione
endoteliale e viene discusso il ruolo della disfunzione endoteliale come potenziale marcatore progno-

stico e bersaglio terapeutico nell'infezione da SARS-CoV-2.
Parole chiave: SARS-CoV-2, COVID-19, infezione, endotelio, disfunzione endoteliale.
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SUMMARY

Tobacco smoke has a significant impact on all stages of the atherothrombotic process, contributing to
endothelial dysfunction, oxidative stress, platelet activation and the development of atherothrombotic
plaque. In recent years, heat-not-burn cigarette (HNBC) have become popular as an alternative to
traditional cigarettes. However, the effects of HNBC on the cardiovascular system and the underlying
pathophysiological mechanisms are still unclear. The aim of this review is to analyze the effects of
HNBCs on endothelial dysfunction and platelet activation and to evaluate the effects on the health of
smokers.

Key words: Tobacco smoke, atherosclerosis, oxidative stress, inflammation.

Introduzione
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tano, rispetto alla popolazione generale,
un’aumentata incidenza di complicanze
cardiovascolari quali I'angina stabile, le
sindromi coronariche acute, la morte im-
provvisa, l'ictus e l'arteriopatia obliteran-
te degli arti inferiori (2). Numerosi studi
hanno cercato di definire i meccanismi
fisiopatologici alla base del danno cardio-
vascolare mediato dal fumo di tabacco,
identificando nella patogenesi del proces-
so aterosclerotico alcune fasi di priorita-
ria importanza: 'innesco della risposta
inflammatoria e dello stress ossidativo, la
disfunzione endoteliale e I'attivazione pia-
strinica (2-4). Un ruolo centrale come
trigger di questi eventi e stato attribuito
allo stress ossidativo: I'incremento di ra-
dicali liberi dell’ossigeno derivante dall’e-
sposizione al fumo di sigaretta riduce la
biodisponibilita di ossido nitrico e prosta-

ciclina e determina I'espressione di geni
proinfiammatori, la sintesi di citochine e
molecole d’adesione che favoriscono il
reclutamento delle cellule dell'immunita
innata e l'instaurarsi del danno immuno-
mediato a carico dell’endotelio vascolare
(5, 6) (Figura I). La disfunzione endote-
liale, con la ridotta produzione di sostan-
ze ad azione antitrombotica, e 'attivazio-
ne della risposta infiammatoria a carico
della parete dei vasi conducono ad un’al-
terata regolazione dell’attivazione piastri-
nica, della cascata coagulativa e dei mec-
canismi fibrinolitici, divenendo responsa-
bili delle modificazioni della placca atero-
masica e quindi degli eventi cardiovasco-
lari (4, 7, 8).Inoltre, lo stress ossidativo
generato dal fumo di sigaretta ¢ in grado
di attivare le piastrine, favorendone mec-
canismi atero-trombotici (9).

Esposizione al fumo di sigaretta:
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Figura | - Gli effetti del fumo di sigaretta.
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Negli ultimi anni sono stati commercia-
lizzati diversi nuovi prodotti alternativi
alla sigaretta tradizionale come le heat-not-
burn-cigarettes (HNBC). Le HNBC sono dei
dispositivi di nuova generazione che riscal-
dano il tabacco a temperature evitandone la
combustione e provocando 'aerosol della
nicotina e di altri composti chimici (10, 11).
Sono ancora poco chiari gli effetti delle
HNBC sull’apparato cardiovascolare (12).

Scopo di questa review é di analizzare
gli effetti della sigaretta a riscaldamento
del tabacco sulla disfunzione endoteliale e
l'attivazione piastrinica e di valutare gli ef-
fetti sulla salute dei fumatori.

Sigarette a tabacco riscaldato non
bruciato (Heat Not Burn Cigarettes)

Le Sigarette a tabacco riscaldato non
bruciato (come 'iQOS®, prodotte da Philip
Morris International, PMI) (11), hanno
avuto un successo notevolmente maggiore
rispetto ai prodotti simili introdotti negli ul-
timi tre decenni, tanto che in Italia, una del-
le nazioni pilota per la loro introduzione in
commercio, gia nel 2017 quasi un milione
di persone avevano provato iQOS e, di que-
ste, 1/3 era rappresentato da non fumatori
(13). Sono composte da 3 parti principali:
heatstick, supporto e caricatore tascabile.
Gli heatstick, che contengono delle lunghe
strisce di tabacco, vengono inseriti all'inter-
no del supporto per I'uso. Questo contiene
al suo interno una lama elettronica che ri-
scalda la miscela di tabacco ad una tempe-
ratura sotto i 350°C, notevolmente inferio-
re rispetto ai 600°C necessari perché si at-
tivi la reazione di combustione (11). Il ta-
bacco viene quindi riscaldato e non brucia-
to, evitando la produzione delle sostanze
che si generano nel processo di combustio-
ne della sigaretta tradizionale (11).

Nel 2017, dopo aver condotto tre studi
quantitativi tra i consumatori adulti statuni-

tensi per testare gli effetti dell'iQOS sulla

salute (14), la PMI ha presentato il prodot-

to alla Food and Drug Administration

(FDA), chiedendone l'autorizzazione al

commercio sulla base di tre affermazioni:

— il sistema iQOS riscalda il tabacco ma
non lo brucia;

— viene significativamente ridotta la pro-
duzione di sostanze chimiche dannose
e potenzialmente dannose;

— passare completamente dalle sigarette
convenzionali al sistema iQOS puo ridur-
re i rischi di malattie legate al tabacco.
Gli effetti delliQOS sulla salute, tuttavia,

sono ancora ampiamente da valutare (11).

Funzione endoteliale ed HNBC

Diversi studi indipendenti sono stati
condotti negli ultimi anni per valutare le
conseguenze dell’utilizzo di HNBC sulla
salute cardiovascolare. In relazione a quan-
to gia noto sulla patogenesi del danno car-
diovascolare provocato dal fumo di tabacco
(Figura 1) le ricerche si sono concentrate
prevalentemente sugli effetti delle HNBC
su quei fattori universalmente riconosciuti
come promotori e indicatori di disfunzione
endoteliale. La disfunzione endoteliale puo
essere rilevata in modo non invasivo da
una ridotta dilatazione mediata da flusso
(flow-mediated dilation, FMD) in risposta
ad uno stimolo ischemico transitorio,
come l'inflazione di una cuffia sfigmoma-
nometrica a livelli sopra sistolici sull'avam-
braccio (15). Dopo aver sgonfiato il brac-
ciale, il flusso sanguigno dell’arteria bra-
chiale aumenta in risposta a questa ische-
mia acuta (15). Le cellule endoteliali sane
rilasciano fattori, tra cui l'ossido nitrico
(NO), che mediano il rilassamento della
muscolatura liscia e la vasodilatazione acu-
ta (16). La ridotta biodisponibilita di NO,
che puo essere associata ad un aumento
dello stress ossidativo, contribuisce ad una
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ridotta FMD (17). E importante sottolinea-
re che la compromissione della FMD ¢ as-
sociata ad un aumentato rischio di eventi
cardiovascolari (18).

In un recente lavoro pubblicato da Gie-
be et al. su Redox Biology sono descritti
gli effetti provocati da estratti acquosi di
HNBC, sigaretta tradizionale e sigaretta
elettronica, a diverse concentrazioni, su
colture di cellule endoteliali estratte da
vena ombelicale umana (19). In questo
studio i vitro la vitalita cellulare e la capa-
cita di riparazione del danno endoteliale
vengono compromessi in maniera signifi-
cativa solo dalla sigaretta tradizionale, at-
traverso un meccanismo solo in parte ri-
conducibile alla concentrazione di nicotina
e che sembra invece coinvolgere la via di
segnalazione PI3K/AKT/eNOS risultando
in una ridotta produzione di NO (19). Pari-
menti, anche lo stress ossidativo, valutato
in maniera indiretta attraverso la misura-
zione di NRF2, molecola antiossidante pro-
dotta dalle cellule in risposta all’aumento
dei radicali liberi dell’ossigeno, sembra es-
sere maggiore in presenza di estratto di si-
garetta tradizionale, in misura dipendente
dalla concentrazione utilizzata. Cio che si
osserva, invece, anche in colture esposte
ad estratti di iQOS e sigaretta elettronica,
seppur in minor misura rispetto alla siga-
retta tradizionale, € un aumento della capa-
cita di adesione dei monociti alle cellule
endoteliali e un aumento dell’espressione e
della sintesi di geni e proteine pro-infiam-
matori, valutati rispettivamente mediante
PCR e Western blot (19).

Questi risultati sembrano essere solo in
parte in linea con quanto emerso da ricer-
che effettuate i vivo. In un trial randomiz-
zato controllato condotto all'Universita La
Sapienza di Roma (20), € stato comparato
su 20 soggetti I'effetto in acuto delle HNBC,
delle sigarette elettroniche e del fumo di
tabacco su diversi parametri clinico-labora-

toristici utilizzati come marker di stress os-
sidativo, attivazione piastrinica e disfunzio-
ne endoteliale. In particolare, come indica-
tori di stress ossidativo, sono stati dosati
nel siero dei tre gruppi di fumatori i livelli
di sNOX-dp, H>O; e isoprostani, che in tutti
i casi sono risultati aumentati dopo che i
soggetti avevano fumato, per poi tornare a
livelli normali dopo il wash out. Anche i li-
velli sierici di CD40L e P-Selectina, presi in
esame come marker di attivazione piastrini-
ca, sono risultati aumentati in tutti e tre i
gruppi per poi normalizzarsi dopo il wash
out. In riferimento alla disfunzione endote-
liale, in tutti i soggetti la FMD e risultata
ridotta dopo aver fumato. Sorprendente-
mente, tuttavia, nel gruppo esposto al con-
sumo di iQOS non si € osservata una ridu-
zione dei livelli sierici di NO, suggerendo,
in linea con quanto evidenziato da studi
precedenti, che gli effetti delle HNBC sulla
funzione endoteliale possano essere media-
ti, almeno in parte, dalla nicotina (12, 21). E
interessante in tal senso quanto emerso da
uno studio di Nabavizadeh et al. (22) che,
tramite I'utilizzo di ultrasuoni ad alta risolu-
zione e tecniche microchirurgiche, ha ef-
fettuato misurazioni della FMD su topi
esposti al fumo di HNBC vs sigaretta tradi-
zionale: a parita di concentrazione di nicoti-
na nell’aria inalata, i livelli sierici della so-
stanza sono risultati 4 volte piu elevati nel
gruppo di topi esposti al fumo di HNBC.
Questo potrebbe dipendere in parte dal fat-
to che, nel fumo di HNBC, rispetto a quello
di sigaretta, la nicotina € presente per lo piu
in forma di particolato e in quota minore
come aerosol, risultando pertanto pit facil-
mente assorbibile a livello della membrana
alveolo-capillare; i valori di FMD erano
comparabili fra i due gruppi.

Dallo studio degli effetti cardiovascolari
acuti delle HNBC é emerso, dunque, che
seppur in misura minore rispetto alla siga-
retta tradizionale, hanno un impatto non
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trascurabile sugli indicatori di salute car-
diovascolare (20). Questi dati sembrano
essere confermati anche per quanto ri-
guarda l'utilizzo delle HNBC in cronico.
Loffredo et al. (23) hanno studiato campio-
ni di sangue provenienti da 60 soggetti di-
visi in tre gruppi: 20 fumatori cronici di si-
garetta tradizionale, 20 fumatori cronici di
HNBC e 20 controlli sani. Il siero dei fuma-
tori di HNBC e quello dei fumatori di siga-
retta tradizionale presentavano livelli so-
vrapponibili di cotinina, un derivato della
nicotina utilizzato per valutare il livello di
compliance al fumo nei due gruppi in stu-
dio (23). Lo studio ha evidenziato nei fuma-
tori (HNBC o sigaretta a tabacco tradizio-
nale) una riduzione significativa di NO e
FMD rispetto al gruppo dei non fumatori.
Nessuna differenza significativa € stata os-
servata tra il gruppo fumatori di HNBC e
quello di tabacco (23). La riduzione della
FMD e risultata essere direttamente corre-
lata ai livelli di cotinina sierica, a suggerire
I'esistenza di una relazione tra entita del
consumo di sigarette (o heatstick) e grado
di disfunzione endoteliale. Quest'ultimo
dato € in linea con quanto dimostrato in un
precedente studio che prendeva in oggetto
la disfunzione endoteliale in relazione ai li-
velli sierici di cotinina in soggetti fumatori
di sigaretta tradizionale (3, 24).

Meccanismi di attivazione
piastrinica nelle malattie
cardiovascolari

Le piastrine sono piccole cellule anucle-
ate del sangue, originate dai megacariociti
nel midollo osseo con una vita media di cir-
ca 810 giorni. Le piastrine hanno diverse
funzioni fisiologiche e hanno un ruolo im-
portante nella patogenesi della trombosi.
Grazie al loro coinvolgimento nell’attiva-
zione della cascata coagulativa, sono fonda-
mentali nel mantenere un adeguato volu-

me di sangue nei soggetti con lesioni va-
scolari. Linizio di questa attivita inizia con
il danno tissutale e determina il rilascio e il
legame di diverse glicoproteine, fattori di
crescita e fattori della coagulazione. Le pia-
strine contengono una membrana plasma-
tica, membrane interne (sistemi canalico-
lari aperti e tubolari densi), un citoschele-
tro (microtubuli e microfilamenti), mito-
condri, granuli di glicogeno, granuli di ac-
cumulo (a-granuli e granuli densi), liso-
somi e perossisomi (25). La membrana
esterna delle piastrine e fondamentale per
la loro funzione nell’emostasi e per la loro
attivazione. Infatti, diversi recettori che
sono espressi in modo costitutivo sulla su-
perficie o in seguito all’attivazione, consen-
tono I'adesione delle piastrine alle superfi-
ci endoteliali e I'aggregazione con altre
piastrine. All'interno della piastrina invece,
sono presenti granuli alfa e granuli densi,
che contengono composti specifici i quali
sono fondamentali per una varieta di fun-
zioni. Nello specifico, i granuli alfa sono
pitt numerosi e contengono composti come
P-selectina, GPIIb/IIla, GPIb, fattore di
von Willebrand (vWF), fattori V, IX e XIII
ed altri. I granuli densi oltre a contenere
alcuni dei fattori appena citati, sono princi-
palmente responsabili delle riserve di cal-
cio, potassio, serotonina e importanti nu-
cleotidi come adenosina trifosfato (ATP) e
adenosina difosfato (ADP) (25). Dopo l'at-
tivazione, le piastrine perdono la loro for-
ma discoidale, assumono una forma sferica
ed estendono pseudopodi lunghi e appun-
titi. Gli organelli sono contratti verso il cen-
tro piastrinico e sono racchiusi da un anel-
lo aderente di microtubuli e microfilamen-
ti. Infine, il contenuto degli organelli secre-
tori viene espulso. Durante la secrezione,
le membrane dei granuli si fondono con
quelle del sistema canalicolare connesso
alla superficie, con la diffusione delle pro-
teine della membrana granulare interna,
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come la P-selectina, nella membrana pla-
smatica. Mentre i contenuti di granuli den-
si sono facilmente secreti, il rilascio di gra-
nuli alfa richiede concentrazioni di agonisti
piu elevate. Oltre al contenuto dei tre gra-
nuli secretori, le piastrine producono e se-
cernono sostanze farmacologicamente atti-
ve, come il trombossano (Tx) A2 e il fattore
attivante piastrinico (PAF), durante la loro
attivazione e aggregazione, stabilendo un
sistema di feedback positivo per la risposta
emostatica (26).

Le piastrine svolgono un ruolo impor-
tante nelle malattie cardiovascolari. Ad
esempio, la normale risposta delle piastrine
puo essere alterata, sia da aumentati stimo-
li proaggreganti sia da una diminuzione di
sostanze antiaggreganti per produrre con-
dizioni di aumentata attivazione e aggrega-
zione piastrinica e manifestarsi in stati di
malattia cardiovascolare attiva sia su base
cronica (es. angina pectoris stabile) che
acuta (ad es. infarto miocardico acuto). Tra
i meccanismi coinvolti nell’attivazione pia-
strinica anche lo stress ossidativo gioca un
ruolo importante. Lo stress ossidativo &
una condizione fisiopatologica causata del-
lo squilibrio tra la produzione di specie re-
attive dell'ossigeno (ROS) e il funzionamen-
to dei sistemi antiossidanti. Durante l'attiva-
zione piastrinica, la produzione di ROS
compreso I'anione superossido (02-), i ra-
dicali idrossilici (OH) e il perossido di idro-
geno (H202) avviene mediante mobilizza-
zione del calcio, inattivazione dell’ossido
nitrico (NO) e interazione con acido arachi-
donico per la formazione di isoprostani
(27). I ROS nelle piastrine possono essere
generati da diversi sistemi enzimatici, tra
cui la NADPH ossidasi, la cicloossigenasi
(COX), l'ossido nitrico sintasi endoteliale
disaccoppiato (eNOS), la xantina ossidasi
(XO) e la respirazione mitocondriale (28).

In condizioni fisiologiche normali, quan-
do un vaso sanguigno ¢ danneggiato, il

compito delle piastrine all'interno della cir-
colazione € arrestare la perdita di sangue.
Questo processo comporta la rapida ade-
sione delle piastrine al subendotelio espo-
sto, seguita dall’adesione piastrina-piastri-
na, che culmina infine nella formazione di
un tappo piastrinico, il quale sigilla tempo-
raneamente la parete del vaso danneggiato.
Al contrario, in condizioni patologiche,
come l'aterosclerosi, la formazione di trom-
bi arteriosi puo limitare I'afflusso di sangue
ai tessuti vicini, provocando ischemia loca-
le e/o la progressione della lesione atero-
sclerotica. Infatti, nell’emostasi, le piastrine
circolano a stretto contatto con il rivesti-
mento delle cellule endoteliali della parete
del vaso senza aderire ad esso. In condizio-
ni patologiche, tuttavia, le piastrine rispon-
dono rapidamente alle alterazioni delle cel-
lule endoteliali (ad es. formazione di stria-
ture grasse o rottura della placca) e all’e-
sposizione delle strutture subendoteliali
attaccandosi saldamente al sito della lesio-
ne (25, 29, 30). Questo conduce alla forma-
zione di aggregati piastrinici (trombi) con
eventi ischemici cardiovascolari associati.
Inoltre, vi sono evidenze che dimostrano
uno stato di aumentata attivazione piastrini-
ca in soggetti che presentano diversi fattori
di rischio cardiovascolari come diabete
mellito, ipercolesterolemia, ipertensione e
fumo (25). Infine, lo studio e I'uso di una
gamma crescente di terapie antipiastrini-
che nella gestione degli stati patologici, so-
pra elencati, sottolinea ulteriormente il ruo-
lo fondamentale delle piastrine nella pato-
genesi delle malattie cardiovascolari.

HNBC € attivazione piastrinica:
studi sperimentali e clinici

Il fumo costituisce un importante fatto-
re di rischio modificabile per le malattie
cardiovascolari (31). I meccanismi fisiopa-
tologici alla base dei suoi effetti deleteri
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comprendono I'elasticita arteriosa (32) e la
deformazione miocardica (33), la disfun-
zione endoteliale (34), I'accentuazione del-
lo stress ossidativo (35) e 'aumento dell’at-
tivazione piastrinica (36). Dunque, il fumo
puo promuove il processo di aterotrombo-
si inducendo un aumento dell’attivazione
piastrinica, infatti, & stato dimostrato che
nei soggetti fumatori cronici i livelli dei
marcatori sia di stress ossidativo che di at-
tivazione piastrinica rispetto ai soggetti
non fumatori risultano alterati (35, 37). A
questo proposito, negli ultimi anni, si sta
cercando di sviluppare nuovi prodotti alter-
nativi per ridurre gli effetti negativi asso-
ciati all’'uso dei prodotti del tabacco (38). 1
dispositivi a tabacco riscaldato non brucia-
to (heat-not-burn cigarette, HNBC) sono
una tecnologia che riscalda il tabacco anzi-
ché bruciarlo per generare un aerosol con
livelli sostanzialmente inferiori di sostanze
tossiche rispetto al fumo di sigaretta (39).
Tuttavia, questo effetto non e stato costan-
temente associato ai benefici della funzio-
ne cardiovascolare. Da un lato, sono emer-
se prove che HNBC altera in modo acuto
I'equilibrio dello stress ossidativo, 'attiva-
zione piastrinica, la funzione endoteliale e
la pressione sanguigna periferica in misura
minore rispetto al fumo tradizionale (40).
Draltro canto, in modelli di ratto, I'esposi-
zione all’aerosol di HNBC risultava danno-
sa per la funzione endoteliale, misurata
tramite FMD, come il fumo di sigaretta
tradizionale (22). Tuttavia, gli effetti dell'u-
so di HNBC sulla funzione cardiovascolare
non sono stati ancora completamente defi-
niti e poche sono le evidenze sull’attivazio-
ne piastrinica.

Uno studio cross-sectional, randomizza-
to in 20 fumatori sani (20), ha valutato gli
effetti acuti dell'uso di sigarette HNBC di
nuova generazione rispetto alle sigarette
elettroniche da “svapo” (EVC) e alle tradi-
zionali sigarette a combustione di tabacco

(TC). E emerso che l'uso singolo di qualsi-
asi prodotto, era associato a effetti avversi
acuti su una serie di marcatori biologici e
fisiologici (23). L'uso di HNBC pero, ha
mostrato un minor impatto, rispetto sia a
EVC che TC, sull’attivazione della Nox2 e
sulla produzione di 8iso-prostaglandina
F2a-II1. Inoltre, le concentrazioni dei mar-
catori piastrinici, CD40 ligando e la P-se-
lectina solubili, risultavano meno alterati
dopo I'uso di HNBC rispetto a TC (20).

11 passaggio dalle TC ai prodotti HNBC
ha comportato una significativa riduzione
dell’esposizione ai costituenti nocivi e po-
tenzialmente dannosi presenti nel fumo di
sigaretta ed e stato associato ai migliora-
menti osservati rispetto ad alcuni biomar-
catori che svolgono un ruolo importante
nei meccanismi patofisiologici delle malat-
tie legate al fumo (41), come quelle cardio-
vascolari. Questo aspetto ¢ stato approfon-
dito in uno studio recente a 2 bracci paral-
leli, di fumatori adulti sani, non disposti a
smettere di fumare TC, i quali sono stati
randomizzati a passare a HNBC (n=80) o a
continuare a usare TC (n=40) per 5 giorni
in ambiente controllato. I risultati mostrati
hanno evidenziato cambiamenti favorevoli
di alcuni biomarcatori nel gruppo HNBC,
in particolare, una riduzione della conta
dei globuli bianchi, delle molecole di ade-
sione intracellulare solubili e dei livelli di
11-deidrotrombossano B2, indicativi di ri-
dotta infiammazione, disfunzione endote-
liale e attivazione piastrinica (41). Ikono-
midis e collaboratori hanno confrontato gli
effetti della sigaretta HNBC con quelli del-
la TC, sulla funzione miocardica, coronari-
ca e arteriosa, nonché sullo stress ossida-
tivo e sull’attivazione piastrinica in 75 fu-
matori. Lo studio, articolato in una fase
acuta e una cronica ha rilevato una riduzio-
ne significativa dei livelli plasmatici di
trombossano (Tx) B2, valido marcatore di
attivazione piastrinica, dopo 60 minuti dal
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“puffing” di HNBC rispetto alla basale. Al
contrario, il fumo di TC ne induceva un au-
mento. Anche dopo 1 mese di utilizzo di
HNBC, i livelli plasmatici di TxB2 risulta-
vano significativamente ridotti, lo stesso
non si osservava nel gruppo parallelo di
fumatori di TC (42).

Infine, i risultati di un recente studio
suggeriscono che le risposte individuali ai
nuovi dispositivi come gli HNBC differi-
scono in modo sostanziale. Infatti, metten-
do insieme i dati ottenuti dall’analisi di una
popolazione di 60 individui, sono stati iden-
tificati gruppi di soggetti che mostrano ri-
sposte diverse per parametri di stress ossi-
dativo, aggregazione piastrinica e disfun-
zione endoteliale dovute alle EVC e HNBC
(21). Quindi, l'identificazione di gruppi di
soggetti che presentano risposte favorevoli
o sfavorevoli per marcatori della funzione
cardiovascolare come 'attivazione piastri-
nica, potrebbe facilitare i fumatori a sce-
gliere di utilizzare HNBC come strategia di
riduzione del rischio.

Le evidenze scientifiche inerenti al ruo-
lo dellHNBC sull’attivazione piastrinica
restano ancora poche, dunque, sono ne-
cessarie ulteriori indagini a lungo termine
che chiariscano gli effetti cardiovascolari
cronici di questi nuovi dispositivi per una
valutazione corretta del rischio cardiova-
scolare.

Discussione

Le sigarette heat-not-burn (HNBC) so-
no, ad oggi, considerate una alternativa
preferibile alle sigarette convenzionali per
la mancanza di prodotti di combustione.
Di conseguenza, le sigarette HNBC hanno
rapidamente guadagnato popolarita tra i
fumatori, i non fumatori e soprattutto tra
gli adolescenti (43). In realta, 'assenza di
combustione non significa assenza di dan-
no aterosclerotico e di assorbimento di

sostanze potenzialmente dannose. Infatti,
la maggior parte delle sostanze dannose
del fumo di sigaretta derivano dall’incom-
pleta combustione del tabacco (pirolisi) e
dalla degradazione termogenica (44). I li-
velli di queste emissioni, pur essendo infe-
riori a quelli delle sigarette tradizionali,
sono potenzialmente dannose (nicotina,
particolato, benzene, acroleina e nitrosam-
mine) per la salute cardiovascolare (12).
Anche se un recente studio su una popola-
zione asiatica ha evidenziato una riduzione
del rischio cardiovascolare per i fumatori
che da sigaretta tradizionale sono passati
ad HNBC, occorre sottolineare che la ri-
duzione del rischio cardiovascolare mag-
giore € stata osservata nei soggetti che
hanno cessato di fumare (45). Come evi-
denziato da questa review, le HNBC provo-
cano disfunzione endoteliale ed aumento
dell’attivazione piastrinica, attraverso mec-
canismi legati all’'aumento dell'infiamma-
zione e dello stress ossidativo, sia in acuto
che in cronico. Pertanto, i fumatori di
HNBC potrebbero essere maggiormente
esposti ad aterosclerosi e complicanze
tromboemboliche. L'abolizione del fumo,
sia da sigaretta tradizionale che HBNC, ¢
l'obiettivo da perseguire per evitare danni
alla salute.

In conclusione, i nuovi prodotti heat-not-
burn non sono esenti da rischi per la salute
e, seppur in misura minore rispetto alla si-
garetta tradizionale, sembrano avere un
impatto significativo sulla salute cardiova-
scolare con meccanismi in gran parte so-
vrapponibili a quelli osservati nel fumo di
tabacco caratterizzati da attivazione piastri-
nica e disfunzione endoteliale. Tuttavia,
non sono ancora disponibili dati compara-
tivi indipendenti sia sull'impatto dopo una
lunga esposizione alle HNBC su funzione
vascolare, stress ossidativo, attivazione
piastrinica negli adulti fumatori sia sull’e-
sposizione al fumo passivo delle HNBC sui
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bambini. Quindi, la recente storia di questi
prodotti e gli evidenti limiti di carattere eti-
co imposti alle ricerche sul campo rendono

RIASSUNTO

necessari maggiori sforzi volti alla creazio-
ne di evidenze scientifiche sempre pit so-
lide sull’argomento.

Il fumo di tabacco ha un impatto significativo su tutte le fasi del processo aterotrombotico, contribuen-
do alla disfunzione endoteliale, allo stress ossidativo, all’attivazione delle piastrine e allo sviluppo della
placca aterotrombotica. Negli ultimi anni in alternativa alla sigaretta tradizionale si sono diffuse le
sigarette a tabacco riscaldato non bruciato (heat-not-burn cigarette) (HNBC). Sono ancora pero poco
chiari gli effetti delle HNBC sull’apparato cardiovascolare ed i meccanismi fisiopatologici che ne sono
alla base. Scopo di questa review € di analizzare gli effetti delle HNBC sulla disfunzione endoteliale e
l'attivazione piastrinica e di valutare gli effetti sulla salute dei fumatori.

Parole chiave: Fumo di tabacco, aterosclerosi, stress ossidativo, infiammazione.
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SUMMARY

The chemokine network specifically orchestrates the trafficking of immune cells in both homeostasis
and during inflammation. Although several studies support an important pathogenic role of inflamma-
tory chemokines and their receptors in atherosclerosis, potentially representing attractive therapeutic
targets in the pathology, there is no clinical application of drugs targeting chemokine receptors for the
treatment of cardiovascular diseases. Inflammatory chemokines are generated by any cell type in the
atherosclerotic vessel wall and can interact with multiple inflammatory chemokine receptors. Howev-
er, redundancy, ligand sharing and overlapping expression patterns typify the inflammatory chemok-
ine/receptor system. Accordingly, we have an insufficient understanding of the complex roles played
by individual, and combination of, chemokine receptors in regulating vascular inflammation, which
has precluded the development of targeted therapies. Most of the clinical trials are in phase II and do
not show any statistically significant results, some of them are ongoing or completed but results are
still not available. This article summarizes the major clinical trials targeting inflammatory chemokines
and their receptors and proposes a novel experimental strategy that could overcome the main barrier
to their use as anti-inflammatory therapies in cardiovascular diseases.

Keywords: Atherosclerosis, chemokines, clinical trials, inflammatory chemokine receptors, vascular in-
fAammation.
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questa patologia. Negli ultimi 30 anni, la
ricerca di base ha dimostrato in modo ine-
quivocabile il ruolo causale delle risposte
immuno-infiammatorie nell’aterosclerosi
e, quindi, il potenziale teorico di manipola-
re la risposta infiammatoria per prevenire
eventi cardiovascolari. Ipotesi confermata
nel 2017 con la pubblicazione dello studio
CANTOS (Canakinumab Antiinfiammato-
ri Thrombosis Outcome Study) (1, 2), pri-
ma dimostrazione clinica che la riduzione
dell'inflammazione vascolare ¢ utile nella
prevenzione secondaria degli eventi car-
diaci avversi maggiori (major adverse car-
diac events, MACE).

E noto che l'aterosclerosi accelera il
reclutamento delle cellule immunitarie
nei vasi arteriosi, sia nelle fasi iniziali che
in quelle avanzate della patologia (3, 4).
Il nostro gruppo di ricerca ha dimostrato
in modelli murini che il trafficking ed il
priming locale dei linfociti T naive a livel-
lo aortico contribuisce al processo atero-
sclerotico (5-8). Nelle fasi avanzate della
patologia, le cellule immunitarie migrano
nel tessuto connettivo avventiziale che av-
volge le arterie per formare organi linfoidi
terziari indicati come ATLOs (artery ter-
tiary lymphoid organs). Questi aggregati
linfoidi sono in grado di controllare in situ
la risposta vascolare delle cellule T, bypas-
sando gli organi linfoidi secondari (9, 10).
Piu recentemente, tecniche innovative co-
me la citometria di massa (cytometry by ti-
me-offlight, CyTOF) ed il sequenziamento
dell’RNA a singola cellula (single-cell RNA
sequencing) hanno permesso una mappa-
tura completa dei diversi sottotipi di cel-
lule immuni presenti all'interno dei vasi
aterosclerotici (11).

Ruolo delle chemochine infiammatorie
e dei loro recettori nell’aterosclerosi

La migrazione dei leucociti nei vasi ate-
rosclerotici € regolata in gran parte dalle

chemochine, proteine a basso peso mo-
lecolare (8-12 kD) tutte strutturalmente
omologhe e provviste di uno o due ponti
disolfuro. Possono essere monomeri, di-
meri o oligomeri. La famiglia delle chemo-
chine é suddivisa, in base al numero ed alla
posizione dei residui di cisteina collocati
nella regione N-terminale, nelle seguenti
sottoclassi: CC, CXC, XC e CX;C (12). Le
chemochine si legano a recettori apparte-
nenti alla famiglia dei recettori accoppiati
a proteine G (G-Protein Coupled Receptors,
GPCR) con sette domini transmembrana
comprendenti due famiglie: 19 recettori
convenzionali (conventional chemokine re-
ceptors, cCCKRs) e 4 recettori “atipici” (at-
ypical chemokine receptors ACKRs) (13).Le
chemochine possono essere ulteriormente
classificate in chemochine infiammatorie
e chemochine omeostatiche. Mentre le
chemochine infiammatorie sono indotte
in risposta a stimoli pro-infiammatori e pro-
muovono il rapido reclutamento di cellule
immunitarie nei siti di infezione, flogosi e
danno tissutale, le chemochine omeosta-
tiche ed i loro recettori sono costitutiva-
mente espresse e regolano il traffico basa-
le dei leucociti all'interno e all’esterno dei
tessuti periferici e degli organi linfoidi se-
condari. L'espressione dei recettori omeo-
statici delle chemochine risulta ridotta sui
leucociti, contrariamente, i recettori delle
chemochine inflammatorie (inflammatory
chemokine receptors, iICCRs) sono ampia-
mente espressi sulle cellule infiammato-
rie (Tabella 1). Inoltre, mentre i recettori
omeostatici delle chemochine legano al
massimo due chemochine, i recettori del-
le chemochine infiammatorie legano nu-
merose chemochine (Tabella 2) (14, 15).
Diversi studi genetici nell'uomo hanno
collegato i polimorfismi a singolo nucleo-
tide nei geni dei recettori C-C per le che-
mochine alla malattia cardiometabolica
(16-19). Questi recettori ed i loro moltepli-
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ci ligandi sono espressi durante I'infiam-
mazione vascolare e sebbene siano stati
ampiamente studiati nell’aterosclerosi, c’e
ancora un vivace dibattito relativo al ruo-
lo dei singoli recettori nella formazione
e nello sviluppo di tale patologia (20-22).
Dibattito evidente se si guarda agli articoli
pubblicati nell'ultimo decennio sul reclu-
tamento dei monociti nelle placche atero-
sclerotiche. Nel 2007, Tacke et al. hanno
mostrato che CCR2, CCR5 e CX3CR1 sono
necessari per il reclutamento dei monociti
nella placca (23). Piu recentemente, tutta-
via, € stato dimostrato che CCR1 e CCR5
ma non CCR2 o CX3CRI1 sono necessari
per il reclutamento dei monociti (24).
Sembra dunque che il ruolo generale di
CCR1, CCR2 e CCR5 nella formazione
dell’ateroma sia contraddittorio. I topi de-
ficienti di CCR2 e CCR5 sviluppano meno
aterosclerosi; al contrario, i topi deficienti
di CCR1 mostrano una maggiore formazio-
ne di placca (25-28) con una risposta Thl
pro-aterogenica (29). Pit recentemente,
¢ stato dimostrato che la neutralizzazione
farmacologica di CCR2 riduce il processo
aterosclerotico ma non influenza il reclu-
tamento microvascolare dei leucociti (30).
Sebbene CCR3 sia espresso in placche ate-
rosclerotiche umane (31), non € stato ad
oggi studiato in modelli animali. I risultati
contraddittori suggeriscono che il ruolo di
alcune chemochine varia a seconda delle
fasi dello sviluppo dell’aterosclerosi, ren-
dendo lo studio dell’attivita biologica delle
chemochine infiammatorie e dei loro re-
cettori nella patologia estremamente com-
plesso.

In questo articolo abbiamo esaminato
il potenziale clinico delle strategie tera-
peutiche basate sul sistema chemochine
infiammatorie/recettori nonché la relativa
complessita del targeting farmacologico
di questa famiglia di molecole. Abbiamo
anche discusso nuove strategie sperimen-

Tabella | - Espressione dei recettori infiammatori

delle chemochine (iCCRs) sulle cellule immuni.

35

Neutrofili CCR1, CCR2, CXCR2
Monociti CCR1, CCR2, CCR5, CX3CR1
Macrofagi CCR1, CCR2, CCR5, CX3CR1
Mastociti CCR1, CCR2, CCR5, CXCR2
Basofili CCR1, CCR2, CCR3, CCR5
Eosinofili CCR1, CCR3

Cellule Natural Killer CCR1, CCR2, CCR5, CX3CR1

Tabella 2 - Promiscuita dei recettori delle chemochine

infiammatorie.

orI:desttt:{if:o Chemochine
CCR7 CCL19, 21
CCR9 CCL25
CCR10 CCL27, 28
infl?aerf;:ta?cr:rio ShEmee s
CCR1 CCLS3, 5,6,7,8,9,13, 14,15, 16, 23
CCR2 CCL2,7,8,12,13, 16
CCR3 CCL2, 3,5,7,8,11,13, 15, 24, 26, 28
CCR5 CCL3, 4,5,7,8,11,14,16
CXCR2 CXCL1,2,8,5,6,7,8

tali per superare gli ostacoli riguardanti lo
sviluppo di terapie mirate a chemochine
infiammatorie ed ai loro recettori per il
trattamento delle patologie cardiovasco-
lari.

Studi clinici

I principali studi clinici su patologie
cardiovascolari che prendono in conside-
razione le chemochine infiammatorie e/o
i loro recettori come possibili bersagli te-
rapeutici sono riportati in Tabella 3.

MLN1202 é un anticorpo monoclonale
che interagisce con CCR2 ed inibisce il
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Tabella 3 - Principali studi clinici su patologie cardiovascolari che prendono in considerazione
le chemochine infiammatorie o i loro recettori come possibili bersagli terapeutici registrati
su http://www.clinicaltrials.gov o EudraCTR.

Farmaco

Target

Condizione

Fase
trial

Scopo dello
studio

Risultati principali

Identificativo

MLN1202 CCR2 Aterosclerosi | Fase Il | Effetto sui livelli Riduzione significativa NCTO00715169
(Anticorpo sierici di proteina dei livelli sierici di
monoclonale C-reattiva proteina C-reattiva
umanizzato)
Maraviroc CCR5 Infezione Fase IV | Efficacia in pazienti | Significativo NCT03402815
(antagonista da HIV con affetti da HIV miglioramento di FMD,
recettoriale) aterosclerosi con aterosclerosi cfPWV, IMT
rispettivamente del 66%,
11% e 13%. Effetto
benefico sul rapporto
EMP/ EPCs (P<.001)
e piastrine/aggregati
di leucociti (P=.013)
Bindarit CCL2, Restenosi Fase Il | Efficacia e sicurezza | Riduzione non NCT01269242
(inibitore CCL7, in pazienti dopo PCI statisticamente
di NF-xB) CCLs8 sottoposti significativa della perdita
a PCI tardiva di lume all'interno
senza effetti sugli eventi
avversi cardiovascolari
maggiori
JVS-100 CXCL12 | Insufficienza | Fase Il | Efficacia e sicurezza; | Sicurezza di un singolo NCT01643590
(plasmide a cardiaca valutazione del dosaggio endocardico,
DNA non virale) 6MWT e MLHFQ nessun miglioramento
a4 mesidi di BMWT e MLHFQ
follow-up a 4 mesi dal trattamento
ACRX-100 CXCL12 | Insufficienza | Fase | | Sicurezza, Completato, risultati NCT01082094
(plasmide a cardiaca tollerabilita ed non ancora disponibili
DNA non virale) efficacia sulla
funzione cardiaca
POL6326 CXCR4 | Infarto Fase Il | Effetto su Completato, risultati NCT01905475;
(antagonista acuto del mobilizzazione non ancora disponibili EudraCT 2012-
recettoriale) miocardico di cellule staminali, 003229-91
funzione cardiaca,
dimensione
dell’infarto e su
sicurezza e
tollerabilita
AZD5069 CXCR2 | PCl nella Fase Il | Effetto sulla funzione | In corso, risultati EudraCT 2016-
(antagonista malattia cardiaca (riserva non ancora disponibili 000775-24
recettoriale) coronarica frazionale di flusso;
funzione diastolica)
e sull’infiammazione
vascolare

FMD = dilatazione flusso-mediata dell’arteria brachiale; cfPWV = velocita dell’onda di polso carotideo-femorale; IMT = spessore intima-
media carotideo; EMP = microparticelle endoteliali circolanti; EPCs = cellule progenitrici endoteliali; PCl = intervento coronarico percutaneo;
6MWT = Six minute walking test; MLHFQ = Minnesota living heart failure questionnaire; NF-kB = Nuclear factor kappa-B.
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legame con il suo ligando chemokine (C-C
motif) ligand 2 (CCL2) anche conosciuto
come monocyte chemoattractant protein 1
(MCP1). MLN1202 ¢ stato utilizzato in
uno studio di fase II randomizzato (112 pa-
zienti), in doppio cieco, controllato verso
placebo, per analizzare l'effetto dell’inibi-
zione di CCR2 sui livelli sierici di proteina
C-reattiva. L'antagonismo CCR2 da parte
di MLN1202 ha mostrato una riduzione
dei livelli sierici di proteina C-reattiva nei
soggetti a piu alto rischio di ateroscle-
rosi (32). Tuttavia, sara necessario uno
studio di fase III per valutare l'effettiva
efficacia di MLN1202 nel ridurre eventi
cardiaci avversi maggiori. Un altro stu-
dio clinico di fase II randomizzato € stato
disegnato al fine di valutare l'effetto di
MLN1202 sull'infiammazione vascolare in
pazienti con malattia vascolare ateroscle-
rotica (malattia coronarica, arteriopatica
periferica, aterosclerosi aortica o aneuri-
sma dell’aorta addominale <5 cm, malattia
carotidea o malattia cerebrovascolare) cli-
nicamente stabile per almeno 3 mesi pri-
ma dell'inizio del trial. Il trial, tuttavia, non
¢ stato portato a conclusione (Identificati-
vo ClinicalTrials.gov: NCT02388971).
L’aterosclerosi € una complicanza co-
mune nei pazienti affetti da HIV, in parti-
colare durante il trattamento con inibitori
della proteasi virali (PI). Maraviroc (Cel-
sentri/Selzentry; Pfizer) € un farmaco
antivirale che agisce inibendo il recettore
delle chemochine infiammatorie CCRS5,
una delle proteine chiave per la penetra-
zione dell’HIV nelle cellule bersaglio. Dati
preliminari derivanti da uno studio in cui
sono stati confrontati 6 pazienti positivi
per HIV trattati con PI e maraviroc per 6
mesi con 9 pazienti arruolati retrospetti-
vamente e trattati con PI suggeriscono un
effetto protettivo del farmaco sui parame-
tri inflammatori, metabolici ed endoteliali
associati al processo di aterogenesi. Nel-

lo specifico, l'utilizzo di maraviroc é sta-
to associato a miglioramenti significativi
del profilo dei trigliceridi, dello spessore
medio-intimale carotideo e della rigidita
arteriosa, valutata misurando la velocita
di propagazione dell'onda sfigmica PWV
(pulse wave velocity, PWV), oltre ad essere
stato associato ad una significativa ridu-
zione di citochine pro-infiammatorie (IL-6
e CCL-2) e molecole di adesione solubili
(sVCAM e sICAM) (33). Questi risultati
supportano i dati ottenuti dal trial MERIT
(34) che ha dimostrato un effetto protetti-
vo del maraviroc sui danni dismetabolici
indotti dai PI e i risultati di uno studio che
ha evidenziato elevati livelli di lipoproteine
ad alta densita (HDL) e la diminuzione dei
trigliceridi plasmatici in pazienti con una
variante naturale del gene CCR5 CCR532
che si traduce in un recettore CCR5 non
funzionale (18). Recentemente ¢& stato
completato uno studio clinico randomiz-
zato che ha incluso 22 pazienti affetti da
HIV ad alto rischio cardiovascolare tratta-
ti con maraviroc (35). Il trattamento con
maraviroc ha portato a miglioramenti si-
gnificativi in diversi marcatori di rischio
cardiovascolare come disfunzione endo-
teliale, rigidita arteriosa e aterosclerosi
carotidea precoce, accompagnati da un au-
mento della capacitanza vascolare, senza
alcun effetto rilevante sull'inflammazione
sistemica (35). Dati che supportano la ne-
cessita di studi pitt ampi per testare even-
tuali effetti di maraviroc sulla prevenzione
delle patologie aterosclerotiche.

Le chemochine infiammatorie sono
coinvolte nella regolazione del processo di
restenosi (36). Gli autori di un trial rando-
mizzato di fase II (148 pazienti), in doppio
cieco, hanno valutato il potenziale terapeu-
tico di bindarit, che inibisce selettivamen-
te le chemochine CCL2, CCL7 e CCLS, nel
prevenire la restenosi nei pazienti sotto-
posti ad intervento coronarico percutaneo
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(37). Lendpoint primario era la perdita
tardiva intra-segmento (in-segment late
loss), mentre 1 principali endpoint secon-
dari erano perdita tardiva di lume interno
(in-stent late loss) e gli eventi cardiovasco-
lari avversi maggiori. Questo € stato uno
studio negativo con l'endpoint primario
non raggiunto. Tuttavia, una significativa
riduzione in-stent late loss suggerisce che
bindarit probabilmente esercita un’azio-
ne favorevole sulla parete vascolare dopo
I'angioplastica. Bindarit € stato ben tolle-
rato con un tasso di compliance superiore
al 90%.

Lo studio di fase II Stromal Cell-Derived
Factor-1 Plasmid Treatment for Patients
with Heart Failure (STOP-HF), in doppio
cieco, randomizzato, controllato verso pla-
cebo (93 pazienti), ha valutato invece la
sicurezza e l'efficacia di un singolo dosag-
gio endocardico di JVS-100 [un plasmide
di DNA non virale, codificante Stromal-
cell Derived Factor 1 (SDF-1), anche co-
nosciuto come C-X-C motif chemokine 12
(CXCL12)] al fine di migliorare le presta-
zioni cardiache in pazienti con frazione di
eiezione del ventricolo sinistro <40% (38).
Questo studio non é riuscito a dimostrare
la significativita statistica sul suo endpoint
primario, rappresentato da un composito
del test del cammino in 6 minuti (EMWT)
e della valutazione della qualita della vita
(MLHFQ) da basale a 4 mesi di follow-up.
Tuttavia, attraverso un’analisi predefinita,
lo studio STOP-HF ha dimostrato il poten-
ziale di attenuare il rimodellamento ven-
tricolare sinistro e migliorare la frazione
di eiezione nella cardiomiopatia ischemi-
ca ad alto rischio. Non sono, invece, anco-
ra disponibili i risultati di un altro studio
di fase I, non randomizzato, disegnato al
fine di valutare la sicurezza e l'efficacia
di una singola dose crescente, sommini-
strata tramite iniezione endocardica, di
ACRX-100, un plasmide di DNA non virale

progettato per esprimere transitoriamen-
te SDF-1 in 16 pazienti con cardiopatia
ischemica (Identificativo ClinicalTrials.
gov: NCT01082094). Inoltre, € stato com-
pletato uno studio clinico di fase II rando-
mizzato che esamina l'effetto di POL6326,
un antagonista di CXCR4, sulla mobiliz-
zazione cellulare, sulla funzione cardiaca
e sulla dimensione dell'infarto in 120 pa-
zienti con infarto miocardico acuto, ma i ri-
sultati non sono ancora disponibili (Identi-
ficativo ClinicalTrials.gov: NCT01905475).
Un’altra applicazione clinica oggetto di
studio € T'uso dell'imaging molecolare di
CXCR4 (il recettore specifico per SDF-1/
CXCL12) come strumento diagnostico
nell’aterosclerosi (39). Recentemente, un
farmaco con proprieta teranostiche, il pen-
tixather marcato con 177Lu o 90Y, ¢ stato
introdotto per l'endoradioterapia a base
di radionuclidi (ERT) di neoplasie ema-
tologiche che sovraesprimono CXCRA4.
Lendoradioterapia diretta da CXCR4 con
pentixather marcato in 5 pazienti con mie-
loma multiplo, ha mostrato di ridurre le
lesioni aterosclerotiche (40). Sebbene
questo studio preliminare sia caratterizza-
to da un numero molto limitato di pazienti
e un disegno retrospettivo, il targeting di
CXCR4 dovrebbe essere considerato per
applicazioni future e potrebbe aprire una
nuova opzione terapeutica per pazienti ad
alto rischio di aterosclerosi.

Un trial randomizzato controllato di
fase II in corso (Identificativo EudraCT:
2016-000775-24), si propone di valutare
se AZD5069, un antagonista di cysteine-
X-cysteine chemokine receptor 2 (CXCR2),
sia in grado di variare la riserva di flusso
coronarico in 90 pazienti con malattia co-
ronarica sottoposti a intervento coronari-
co percutaneo (41). Lendpoint secondario
di questo studio € di correlare I'inibizione
di CXCR2 all’alterazione della placca verso
placche pit stabili e ridotta restenosi.
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Discussione

Sebbene un gran numero di moleco-
le che prendono di mira le chemochine
inflammatorie ed i loro recettori siano at-
tualmente in fase di sperimentazione clini-
ca, solo poche molecole sono state appro-
vate clinicamente: I'antagonista allosterico
CCR5 maraviroc (Celsentri/Selzentry; Pfi-
zer) € approvato per il trattamento dell'HIV;
I'antagonista CXCR4 plerixafor (Genzyme
Corporation) € stato approvato per mobili-
tare le cellule staminali emopoietiche per il
trapianto autologo in pazienti con linfoma
non Hodgkin e mieloma multiplo; il mo-
gamulizumab, un anticorpo monoclonale
umanizzato anti-CXCR4, é stato approvato
per il trattamento del linfoma cutaneo a cel-
lule T (CTCL) e del linfoma leucemia dell’a-
dulto a cellule T. Non vi € dunque, ad oggi,
alcuna applicazione clinica di farmaci che
abbiano come target le chemochine infiam-
matorie ed iloro recettori per il trattamento
delle malattie cardiovascolari. Il fallimento
della maggior parte degli studi di fase II nel
raggiungere la significativita statistica e la
loro interruzione potrebbe essere dovuta
a molteplici fattori. L'espressione e la fun-
zione delle chemochine infiammatorie e
dei loro recettori sono alterate nei pazienti
con disturbi cardiovascolari e quindi capi-
re con esattezza I'espressione dei diversi
iCCR nelle diverse fasi della patologia e nei
diversi letti vascolari aiuterebbe a capire
come essi possano influenzare il trafficking
delle cellule immunitarie nell'infiammazio-
ne vascolare, nonché il loro contributo in
processi come la proliferazione cellulare, la
migrazione e I'espressione di citochine. Il
quadro é ulteriormente complicato dall’eta,
dal sesso, dall’etnia e dalle variazioni gene-
tiche, nonché dalle comorbidita con pato-
logie inflammatorie croniche come l'artrite
reumatoide che provocano una accelera-
zione dei processi aterosclerotici. Ostacoli

importanti includono la comprensione li-
mitata del signalling delle chemochine, I'e-
levata ridondanza del sistema, le differenze
tra i tipi cellulari e il legame non specifico
di antagonisti dei recettori delle chemo-
chine. Comprendere dunque la complessa
rete delle chemochine infiammatorie e dei
loro recettori, le funzioni effettrici e la re-
golazione della risposta immunitaria nella
patologia cardiovascolare € essenziale per
sviluppare future strategie terapeutiche di
SuCCesso.

Prospettive future e conclusioni

Prospettive future

Gli studi sperimentali condotti soprat-
tutto su modelli murini si sono rivelati in-
dispensabili per chiarire molti dei mecca-
nismi che guidano la biologia del sistema
chemochine infiammatorie/recettori nella
fisiopatologia dell’aterosclerosi; tuttavia,
la mancata capacita di traslare questi risul-
tati nella pratica clinica richiede ulteriori
studi sperimentali con approcci diversi che
consentano di definire il ruolo individuale
ed integrato dei singoli recettori delle che-
mochine infiammatorie nell’aterosclerosi.

Ridondanza, promiscuita nella condivi-
sione del ligando e modelli di espressione
sovrapposti che caratterizzano il network
delle chemochine infiammatorie non han-
no finora consentito una comprensione suf-
ficiente dei complessi ruoli svolti dai singo-
li recettori delle chemochine inflammatorie
e dalla loro combinazione nella regolazione
dell'infiammazione vascolare precludendo
lo sviluppo di terapie mirate. Ad esempio,
i monociti possono esprimere CCR1, 2 e
5 e CX3CR131, e quindi la delezione di un
singolo recettore compromettera, ma non
blocchera completamente, il reclutamento
dei monociti. Questo ¢ il motivo per cui i
topi deficienti di CCR2 spesso mostrano
solo un blocco parziale o ritardato nell'in-
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gresso dei monociti nei siti infiammati.
Inoltre, gli iCCR possono anche regolare la
mobilizzazione dei progenitori dal midollo
osseo, il reclutamento dal sangue periferi-
co al tessuto infiammato, il movimento e la
cinetica cellulare allinterno dei tessuti ed
esercitare funzioni non chemiotattiche (21,
30, 42, 43). Pertanto, i modelli esistenti di
animali knockout per un singolo recettore
non possono aiutarci a chiarire la comples-
sita della risposta infiammatoria guidata
da iCCR. Anche gli approcci farmacologici
sono inadeguati per tali analisi.

Per superare questi problemi, Gerard
Graham all’'Universita di Glasgow ha ge-
nerato topi con i classici recettori delle
chemochine inflammatorie CC (CCR1, 2,
3 e 5) silenziati. Il silenziamento é reversi-
bile e consente di attivare selettivamente
clascun recettore a turno, nonché in com-
binazioni selezionate. In questo modo €&
possibile valutare lo specifico ruolo svol-
to dai singoli recettori in modelli speri-
mentali di aterosclerosi. Sono stati anche
generati topi transgenici in cui i recettori
delle chemochine inflammatorie sono resi
fluorescenti (topi reporter) e che consen-
tono di studiare iz vivo come varia la loro
espressione nell'inflammazione vascolare
in modelli sperimentali di aterosclerosi.

Topi reporter iCCR (GGIREP)

Questi “topi reporter” transgenici for-
niranno le prime informazioni approfondi-
te sulle dinamiche spazio-temporali dell’e-
spressione di iCCR durante la formazione e
lo sviluppo dell’aterosclerosi sperimentale.
Questi topi reporter possiedono un BAC
(bacterial artificial chromosome) inserito
casualmente nei loro genomi che codifica
per il locus iCCR, ma i geni per gli stessi
iCCR sono stati sostituiti con geni che co-
dificano per proteine fluorescenti (CCR3-
mTagBFP2, CCR1-Clover, CCR2-mRuby2,
CR5IRFP682). Questi topi esprimono con-

temporaneamente sia i recettori delle che-
mochine infiammatorie che le specifiche
proteine fluorescenti, consentendo una va-
lutazione diretta dell’espressione tempora-
le e spaziale del recettore delle chemochine
nell'aterogenesi. Questo modello consenti-
ra di tracciare in tempo reale I'espressione
dei recettori delle chemochine infiammato-
rie nell’aterosclerosi sperimentale in diver-
si stadi e letti vascolari.

Topi null iCCR (TAKO)

In questo ceppo, l'intero cluster iCCR
sul cromosoma 9 & stato eliminato, risul-
tando in un topo iCCR KO (CCR1, CCRZ,
CCR3, CCR5 KO). I topi TAKO sono vitali
e sani e non mostrano anomalie dello svi-
luppo. In condizioni basali questi topi mo-
strano una marcata diminuzione dei mo-
nociti infiammatori circolanti (44). Cio €
prevedibile, poiché CCR2 é necessario per
il rilascio dei monociti dal midollo osseo.
Utilizzando questi topi, si € recentemente
dimostrato che la ridondanza e la specifici-
ta del recettore delle chemochine dipende
dal contesto. Gli iCCR regolano in modo
ridondante popolazioni di cellule mielomo-
nocitiche residenti nei tessuti mentre solo
CCR2 controlla il reclutamento di mono-
citi nell'infiammazione acuta (44). Questi
topi permetteranno di analizzare e definire
I'entita del reclutamento di cellule infiam-
matorie nel vaso e la formazione di atero-
ma in assenza di iCCR.

Topi che esprimono singoli iCCR

Il silenziamento di iCCR e reversibile
e consente di attivare selettivamente cia-
scun recettore a turno, nonché in com-
binazioni selezionate. In questo modo €&
possibile valutare lo specifico ruolo svolto
dai singoli recettori in modelli sperimen-
tali di aterosclerosi. A tal proposito, ¢ sta-
to “ricombinato” I'iCCR BAC murino per
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introdurre cassette di arresto 5’ affiancate
da ricombinasi a ciascun recettore. Questi
topi possono essere utilizzati per generare
topi che esprimono singoli iCCR o combi-
nazioni di iCCR (a livelli fisiologici) come
desiderato. Cio puo essere ottenuto, per
ogni iCCR, incrociando con appropriati
ceppi di delezione della linea germinale.

Conclusioni

II ruolo delle chemochine infiamma-
torie e dei loro recettori nello sviluppo e
nella progressione dell’aterosclerosi risul-
ta complesso e non completamente chia-
rito. La maggior parte delle sperimenta-
zioni cliniche ha rivelato che il targeting
di tale sistema € un approccio terapeutico
promettente in linea di principio, ma sono
ancora necessarie ulteriori indagini che ne
consentano I'approvazione clinica. Ulterio-
ri studi sui ruoli pato-fisiologici dei recet-
tori delle chemochine infiammatorie nelle
patologie cardiovascolari consentirebbe la
progettazione di agenti farmacologici mi-
gliori e pitt mirati. Attraverso l'utilizzo dei
modelli murini sopra descritti si potranno
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ottenere nuove informazioni sul contribu-
to individuale e integrato di iCCR all’in-
fiammazione vascolare e chiarire se il tar-
geting individuale oppure in combinazione
di questi recettori potrebbe rappresentare
un approccio praticabile per limitare la for-
mazione e lo sviluppo dell’aterosclerosi.
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La rete delle chemochine guida specificamente il trafficking delle cellule immunitarie sia nellomeostasi
che durante I'infiammazione. Sebbene diversi studi indicano un importante ruolo delle chemochine infiam-
matorie e dei loro recettori nella patogenesi dell’aterosclerosi, rappresentando potenzialmente interessanti
bersagli terapeutici per i disturbi aterosclerotici, non esiste un’applicazione clinica di farmaci mirati ai re-
cettori delle chemochine per il trattamento delle malattie cardiovascolari. Le chemochine infiammatorie
sono generate da qualsiasi tipo di cellula nella parete del vaso aterosclerotico e possono interagire con pit
recettori delle chemochine infiammatorie. Tuttavia, la ridondanza, la condivisione del ligando e modelli di
espressione sovrapposti caratterizzano il sistema delle chemochine infiammatorie e dei loro recettori. Di
conseguenza, abbiamo una comprensione insufficiente dei complessi ruoli svolti dai singoli recettori delle
chemochine inflammatorie e dalla loro combinazione nella regolazione dell'infiammazione vascolare, che
ha precluso lo sviluppo di terapie mirate. La maggior parte degli studi clinici sono in fase II e non mostrano
alcun risultato statisticamente significativo, alcuni di essi sono in corso o completati ma i risultati non sono
ancora disponibili. Questo articolo riassume le sperimentazioni cliniche che prendono di mira le chemo-
chine infiammatorie e i loro recettori e propone alcune strategie sperimentali che potrebbero superare la
principale barriera al loro utilizzo come terapie anti-infiammatorie nelle malattie cardiovascolari.

Parole chiave: Aterosclerosi, chemochine, test clinici, recettori delle chemochine infiammatorie, infiam-

mazione vascolare.
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TERAPIA

ADERENZA ALLA TERAPIA
IPOUIPEMIZZANTE: PROBLEMI

€ POSSIBIU SOLUZIONI

Adherence to hypolipidic therapuy:

problems and possible solutions

MARIA DEL BEN, FRANCESCO BARATTA, FRANCESCO ANGELICO
Dipartimento di Scienze Cliniche, Internistiche, Anestesiologiche e Cardiovascolari —

Sapienza Universita, Roma

SUMMARY

Poor adherence to the treatment of chronic diseases may seriously compromise the effectiveness of
therapy, characterizing itself as a critical element for the health of the population both from the point
of view of quality of life and health economics. The causes of low adherence are many and can affect
the patient, the doctor, and the healthcare system. Low adherence to lipid-lowering therapy is a wide-
spread phenomenon that may strongly limit the great advantages of lipid reduction in primary and
secondary cardiovascular prevention. There are numerous strategies to increase adherence to thera-
py. They concern the doctor and the patient. Some must be implemented at the time of prescription,
others later during follow-up. Increasing therapeutic adherence can have a much greater impact on the
health of the population than any other therapeutic advance.

Key words: Statins, Lipid lowering therapy, Adherence to treatment.

Introduzione

La moderna terapia ipolipemizzante rap-
presenta uno dei maggiori progressi della
medicina moderna. Essa svolge un ruolo
centrale nella riduzione della morbilita e
della mortalita dovute alle malattie cardio-
vascolari, cerebrovascolari e vascolari peri-
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feriche. Le statine (inibitori della HMG-CoA
reduttasi) rappresentano i farmaci di prima
linea nella terapia ipolipemizzante, come
chiaramente indicato nelle Linee guida (1.)
Lefficacia della riduzione dei lipidi plasma-
tici € stata dimostrata nell’'ambito di nume-
rosi grandi #7ial clinici con statine condotti
nel corso degli ultimi 30 anni che hanno
confermato, in particolare, i benefici della
riduzione del colesterolo LDL sia in preven-
zione primaria che in prevenzione seconda-
ria (1,2). Analoga efficacia, pitt recentemen-
te, & stata osservata nei t7ial clinici con la
terapia ipolipemizzante di associazione con
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Ezetimibe e con inibitori del PCSK9 (1).
Risultati particolarmente significativi sono
stati ottenuti in prevenzione primaria nei
pazienti con ipercolesterolemia familiare ed
altre forme di dislipidemia su base genetica
e, in prevenzione secondaria, in quelli con
pregressa sindrome coronarica acuta. In en-
trambe le condizioni, I'impiego della terapia
ipolipemizzante ha causato una riduzione
significativa della morbilita e mortalita car-
diovascolare. Tuttavia, l'efficacia della tera-
pia osservata nell'ambito dei grandi trial cli-
nici randomizzati puo riflettersi in benefici
“real-life” solo se é presente una buona ade-
renza alla terapia prescritta (3). E nel caso
della terapia ipolipemizzante, I'aderenza alla
terapia osservata nel mondo reale € molto
piu bassa rispetto a quella descritta nei t7ial
clinici con statine sia in monoterapia che in
associazione e tende a diminuire con il tem-
po. Sappiamo inoltre che una minore ade-
renza alla terapia ipolipemizzante si riflette
su una minore efficacia della prevenzione
cardiovascolare (4,5).

La bassa aderenza alla terapia farmaco-
logica viene oggi riconosciuta come una
delle pit1 preoccupanti condizioni di sanita
pubblica, che puo riflettersi sulla morbili-
ta, mortalita e costi per l'assistenza (3). La
scarsa aderenza alle prescrizioni del medi-
co € la principale causa della poca efficacia
delle terapie farmacologiche e rappresenta
un aspetto critico da valutare attentamente.
Si stima che dal 30 al 50% dei farmaci pre-
scritti per le terapie a lungo termine non
venga assunto in modo corretto. In parti-
colare, nel caso delle malattie croniche, la
scarsa aderenza alla terapia compromette
gravemente l'efficacia del loro trattamento
caratterizzandosi come un elemento critico
per la salute della popolazione sia dal pun-
to di vista della qualita della vita che dell’e-
conomia sanitaria. E pertanto importante
conoscerne le cause e identificare gli inter-
venti comportamentali ed organizzativi per

ottenere una migliore aderenza alle pre-
scrizioni. Aumentare 'aderenza terapeutica
puo avere un impatto sulla salute della po-
polazione molto maggiore dell'introduzio-
ne di nuove terapie. E quindi fondamentale
rafforzare la cultura dei pazienti e dei me-
dici sull'importanza della buona aderenza
alla terapia per il conseguimento di migliori
risultati terapeutici.

Cause della bassa aderenza
alla terapia

Generalmente, I'aderenza alla terapia si
valuta per mezzo della compliance, dell’a-
derenza e della persistenza. Altri termini
usati occasionalmente sono l'adesione e
la concordanza. Nella maggior parte degli
studi sono stati definiti buoni aderenti i pa-
zienti che assumevano almeno 1'80% della
dose del farmaco prescritta o che assume-
vano la terapia per almeno 1'80% dei giorni
previsti.

La compliance ¢ il grado con cui un pa-
ziente, quando assume un farmaco che gli
€ stato prescritto, rispetta le indicazioni
posologiche ed i tempi di assunzione in-
dicati dal medico prescrittore. Il termine
suggerisce che il paziente stia seguendo
accuratamente, ma in modo passivo, quan-
to prescritto dal medico. Laderenza ¢é il
grado con cui il paziente che assume un
farmaco rispetta, dopo averle condivise,
le indicazioni di un operatore sanitario. Il
termine sottolinea la partecipazione del
paziente alla decisione medico-terapeuti-
ca. E il prodotto finale di una relazione tra
paziente e operatore sanitario che si basa
sul rispetto, sulla partecipazione attiva e
sulla collaborazione, non sulla coercizio-
ne o manipolazione. La non aderenza puo
essere suddivisa in non aderenza primaria
(ovvero il mancato inizio della terapia) e
la non aderenza secondaria (cioé la so-
spensione della terapia). La non aderenza
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secondaria puo ulteriormente essere clas-
sificata come mancata assunzione del far-
maco secondo la prescrizione (dose e fre-
quenza della terapia) o come interruzione
anticipata del farmaco. La persistenza € il
tempo che intercorre fra l'inizio e la fine di
un trattamento farmacologico prescritto.
Numerose sono le cause di bassa aderen-
za o di sospensione della terapia; alcune
sono ovvie e facilmente identificabili, altre
sono piu sottili e sfuggenti ed eventual-
mente specifiche per un dato farmaco. Le
principali cause possono essere classifica-
te in tre categorie principali: cause legate
al paziente, cause legate al medico pre-
scrittore e fattori legati all'organizzazione
del sistema sanitario. Molto spesso vi sono
interazioni tra le diverse categorie di cau-
se di cattiva aderenza (6-9).

Le principali cause legate al paziente
comprendono caratteristiche di base quali
il basso livello socio-culturale, I'instabilita
dell’ambiente familiare, la presenza di co-
morbidita e le difficolta pratiche nell’ese-
cuzione della terapia. Talvolta il paziente
decide di non curarsi e arriva a negare la
presenza della propria malattia, o a con-
siderarla non curabile. Tuttavia, molto
spesso prevalgono atteggiamenti volon-
tari quali la mancata comprensione della
propria patologia e della sua gravita, la
presenza di esperienze negative con pre-
cedenti terapie e, soprattutto, la mancanza
di fiducia sull’efficacia della terapia e sulla
competenza del medico. Inoltre possono
anche manifestarsi atteggiamenti di sfida
nei confronti del medico o della malattia.
Altro motivo di bassa aderenza ¢ dovuto
alla delusione per non aver ottenuto i be-
nefici attesi o. esattamente all’opposto, in
presenza di effetti positivi, quando il ciclo
di cure viene abbandonato in anticipo.
Inoltre, ulteriore causa di bassa aderenza
puo derivare, specialmente negli ultimi
tempi, da informazioni derivanti dai canali

social, non filtrate dal medico di riferimen-
to e lasciate alla sola auto interpretazione
del paziente. Ultimo aspetto da tenere in
considerazione sono i regimi terapeutici
complessi basati su politerapie con assun-
zioni plurime giornaliere che posso indur-
re, per la loro complessita di gestione, a
una scarsa aderenza al piano terapeutico.
Infine, per alcuni farmaci, in particolare
per le statine, possono essere rilevanti i
possibili effetti avversi.

Le principali cause legate al medico
comprendono la prescrizione di multi-
terapie e di regimi complessi, la mancata
applicazione delle raccomandazioni delle
Linee-guida e il poco interesse a valutare
I'aderenza del paziente. Altra importante
causa puo essere l'insufficiente spiegazio-
ne al paziente della sua condizione clinica,
dei possibili benefici della terapia prescrit-
ta e degli eventuali effetti avversi. Infine, le
difficolta di accesso al medico, la sua spe-
cializzazione, le informazioni contrastanti
date da piu medici e le prescrizioni con so-
stituzioni fra farmaci equivalenti possono
essere altre cause di ridotta aderenza.

Le principali cause legate al sistema sa-
nitario riflettono la necessita di ridurre i
costi di gestione e la complessita delle
procedure amministrative per accedere
alle strutture ambulatoriali. Cio si riflette
in una riduzione dei tempi di interazione
medico-paziente con una conseguente im-
possibilita di valutazione dell’aderenza e
di attivazione di iniziative al fine di aumen-
tarla. Infine, ultima causa possono essere i
costi eccessivi di alcune terapie.

La valutazione complessiva delle nu-
merose cause di bassa aderenza legate al
paziente, al medico e al sistema sanitario
puo aiutare a predire 'andamento della
terapia. I fattori maggiormente predittivi
sono gli eventuali effetti collaterali della
terapia, 'assenza di sintomi della malattia,
la complessita del regime terapeutico, la
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presenza di depressione e di decadimento
cognitivo del paziente e le cattive relazioni
medico-paziente. Tutto cio si riflettera in
un follow-up inadeguato e nella perdita di
fiducia nella terapia da parte del paziente.

Aderenza alla terapia
ipolipemizzante

Nel mondo reale, 'aderenza alla terapia
ipolipemizzante € molto piu bassa rispetto
a quella descritta nei t7ial clinici con stati-
ne e numerosi pazienti sospendono la tera-
pia o non raggiungono i target terapeutici
indicati dalle Linee guida. Cio é anche fa-
cilitato dal fatto che i benefici della terapia
non sono immediatamente visibili dal pa-
ziente mentre la comparsa di eventuali ef-
fetti collaterali puo manifestarsi precoce-
mente. Revisioni sistematiche e metanalisi
hanno dimostrato che una bassa aderenza
alle statine si associa ad un maggiore ri-
schio di eventi cardiovascolari fatali e non
fatali e di mortalita per tutte le cause.

Recentemente, una bassa percentuale
di soggetti a target per il colesterolo LDL
¢ stata dimostrata dallo studio DA VINCI,
che ha arruolato 5888 pazienti che aveva-
no ricevuto una terapia ipolipemizzante in
18 paesi europei tra giugno 2017 e novem-
bre 2018 (10). Sia in prevenzione primaria,
che in prevenzione secondaria, le statine di
moderata intensita in monoterapia erano la
terapia piu frequente in tutte le categorie
di rischio. Rispetto ai farget di colestero-
lo LDL indicati nelle Linee guida del 2016
per le differenti categorie di rischio, solo il
54% dei soggetti aveva raggiunto il farget.
Tale proporzione risultava rispettivamen-
te del 63%, 75%, 63% e 39% nei soggetti a
basso, moderato, alto e molto alto rischio.
Come prevedibile, il target di colesterolo
LDL veniva raggiunto piu facilmente con
statine ad alta intensita in monoterapia o in
associazione con Ezetimibe o inibitori del

Tabella | - Principali cause di bassa aderenza alla
terapia ipolipemizzante.

Cause legate al paziente

Basso livello socio-culturale, instabilita dell’ambiente
familiare, eta avanzata

Presenza di comorbidita e di poli-terapie

Negazione della malattia e/o0 della sua possibilita di essere curata

Mancata conoscenza dei possibili benefici della terapia

Assenza di obiettivi chiari della terapia
(target di colesterolo LDL)

Esperienze negative con precedenti terapie

Mancanza di fiducia sull’efficacia della terapia o sulla
competenza del medico

Informazioni errate derivanti dai social media

Cause legate al medico

Poco tempo dedicato all’informazione del paziente
sui possibili benefici della terapia

Poco impegno posto nella valutazione dell’aderenza alla terapia

Prescrizione di multi-terapie e di regimi terapeutici complessi

Prescrizioni con sostituzioni fra farmaci equivalenti

Informazioni in contrasto da parte di medici
con specializzazioni differenti

Mancata applicazione delle raccomandazioni delle Linee guida
Cause legate al sistema sanitario
Tempi lunghi per prenotare visite ambulatoriali specialistiche

Poco tempo da dedicare al paziente durante la visita

Rotazione dei medici nello stesso ambulatorio

Complessita degli aspetti burocratico/amministrativi

PCSKO9. Prendendo poi in considerazione i
soli soggetti in prevenzione secondaria, la
proporzione di quelli a farget si riduceva al
39% e, nei soggetti a rischio molto elevato,
al 19% alla luce dei target del colesterolo
LDL proposti nelle Linee guida del 2019,
che, come noto, sono stati ulteriormente
ridotti.

Dati simili erano stati ottenuti negli
USA in uno studio in 4106 pazienti dopo
un pregresso evento coronarico. Meno del
50% venivano trattati secondo le raccoman-
dazioni delle Linee guida per motivi dovuti
al paziente (rifiuto o effetti collaterali) o al
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medico (colesterolo LDL stabile e control-
lato). Circa il 30% non era in terapia con
statine principalmente per decisione del
medico e il 22% assumeva un dosaggio del
farmaco inferiore a quello indicato dalle
Linee guida a causa della comparsa di ef-
fetti collaterali (11).

Questi risultati dimostrano la presenza
di un notevole gap fra le Linee guida e la
pratica clinica e suggeriscono, soprattutto
nei soggetti a rischio piu elevato, una tera-
pia piu intensiva basata sull’ impiego mag-
giore di altre terapie ipolipemizzanti in as-
sociazione con le statine ad alta intensita.
Tuttavia, nella pratica clinica corrente, sia
in prevenzione primaria che in prevenzio-
ne secondaria, il mancato raggiungimento

Tabella 2 - Azioni per migliorare I'aderenza alla terapia
ipolipemizzante

A. Interventi da intraprendere al momento

della prescrizione della terapia

Promuovere la condivisione del paziente nelle decisioni
terapeutiche

Fornire informazioni chiare sui benefici della terapia

Aiutare a rendere il paziente consapevole del proprio rischio
cardiovascolare

Definire con chiarezza gli obiettivi della terapia
(target di colesterolo LDL)

Informare sulla possibile comparsa di effetti avversi
(sintomi muscolari)

B. Interventi da attuare dopo la prescrizione
della terapia

Programmare visite periodiche di follow up

Sempilificare le procedure amministrative per accedere
alle visite ambulatoriali

Attivare sistemi di promemoria per ricordare di assumere
i farmaci

Rinforzare i concetti relativi ai benefici della buona aderenza
alla terapia

Sempilificare i regimi terapeutici complessi

Ridurre il numero di compresse da assumere

Intervenire prontamente (sospensione e/o rechallange)
o rassicurare il paziente nel caso di effetti avversi
(sintomi muscolari)

dei target puo anche essere dovuto a una
bassa aderenza alla terapia che puo esse-
re largamente subottimale a causa di nu-
merosi fattori legati al paziente, al medico
prescrittore e alle strutture sanitarie. Infat-
ti, circa la meta dei pazienti interrompe la
terapia entro il primo anno. In particolare,
I'aderenza alla terapia diminuisce con il
tempo. Cio é stato ben dimostrato in un
ampio studio effettuato in due ospedali di
Boston dove sono state studiate le princi-
pali cause di sospensione della terapia con
statine in oltre 100.000 soggetti ai quali
erano state prescritte fra il 2000 e il 2008.
Circa la meta dei soggetti aveva sospeso la
terapia per un periodo di almeno 12 mesi
e le principali motivazioni riferite dal pa-
ziente erano “non pill necessaria, non piu
prescritta, interrotta dall’assicurazione o
troppo cara”. Eventi avversi legati alle sta-
tine venivano documentati solo nel 17% dei
pazienti e di questi, dopo rechallenge con
una statina, oltre il 90% era ancora in tera-
pia dopo 1 anno (12).

Una aderenza molto bassa alla terapia
con statine é stata osservata anche in Cina,
sia nei pazienti in prevenzione primaria
che in quelli in prevenzione secondaria. La
grande maggioranza delle sospensioni av-
veniva nel corso dei primi tre mesi dopo la
prescrizione delle statine. L'aderenza era
di circa il 30 percento dopo il primo mese e
si riduceva fortemente nel secondo e terzo
mese sino a raggiungere solo il 10% dopo i
primi tre mesi (13).

Un’aderenza subottimale € stata osser-
vata anche in Italia, a Firenze, in una co-
orte di soggetti che avevano ricevuto una
prima prescrizione di statine. A 1 anno di
distanza, I'aderenza era bassa nel 26% dei
soggetti, bassa/intermedia nel 16.2%, alta/
intermedia nel 19.7% e alta nel 41.1%. I sog-
getti con bassa aderenza erano pil giovani
ed avevano meno comorbidita (14). Dati
simili sono stati osservati in Lombardia in
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una ampia casistica di soggetti ai quali era-
no state prescritte le statine. Circa il 60%
dei soggetti aveva una bassa o molto bassa
aderenza alla terapia e solo il 20% mostrava
una buona aderenza. Anche in questo caso,
i soggetti meno aderenti erano pil giovani
ed avevano meno comorbidita (15).

Un interessante studio sull’aderenza
alla terapia e stato condotto su una ampia
casistica di soggetti anziani ai quali erano
state prescritte le statine alla dimissione
dopo una sindrome coronarica acuta. Una
buona aderenza ¢ stata osservata il circa
il 70% dei pazienti. L'aderenza era minore
nei pazienti trattati con rivascolarizzazio-
ne coronarica rispetto a quelli trattati con
terapia medica. Gli autori concludono che
I'assenza di sintomi dopo avere effettuato
una rivascolarizzazione puo spiegare la
percezione da parte del paziente di una
minore necessita di assumere una terapia
medica con statine (16).

In uno studio condotto su 90000 sog-
getti che iniziavano la terapia con statine,
I'aderenza alle precedenti terapie croniche
prediceva meglio I'aderenza alla terapia
con statine a distanza di 1 anno rispetto
alle variabili cliniche e demografiche del
paziente (17). Questi risultati venivano
confermati in uno studio retrospettivo di
coorte, condotto su 22,925 pazienti arruo-
lati nel the Texas-based Medicare Advan-
tage plan, in cui in grado di aderenza alla
pregressa terapia di base con ACE inibi-
tori, con ARBs e con gli antidiabetici orali
si associava con I'aderenza alla terapia con
statine a distanza di 1 anno dalla loro prima
prescrizione (18). Entrambi gli studi sug-
geriscono di valutare 'aderenza di base
alle terapie croniche per potere predire e
migliorare quella alle statine in occasione
della loro prima prescrizione.

Una maggiore aderenza ¢ stata descrit-
tain coorti di pazienti con diabete e dislipi-
demia nei quali 'aderenza alla terapia con

statine era riscontrata in oltre il 70% e dove
circa il 40% raggiungeva i valori farget di
colesterolo LDL raccomandato dalle Linee
guida (19,20).

Un vasto studio condotto in Canada ha
valutato l'effetto della concordanza di eta
e di genere fra paziente e medico prescrit-
tore sull’'aderenza dopo un anno da una
prima prescrizione di statine. Lo studio
conclude che la concordanza di eta e di
genere non sono predittori significativi di
buona aderenza (21). Infine, nell’ambito
del Kaiser Permanente Northern Califor-
nia (KPNC) é stata eseguita un’inchiesta
telefonica per valutare le preoccupazioni
e le barriere nei confronti della prescri-
zione delle statine (22). Le priorita piu co-
munemente riportate erano di preferire i
cambiamenti dello stile di vita (66%), non
gradire i farmaci in generale (59%), e pro-
blemi al fegato o ai reni (31%); il motivo
pil comune per assumere un dosaggio
inferiore era avere difficolta a ricordare
di prendere le statine (9%). I soggetti con
maggiore consapevolezza di un rischio
cardiovascolare elevato avevano meno
probabilita di essere non aderenti (22).

Intolleranza alle statine
€ aderenza alla terapia

Sebbene le statine siano generalmente
ben tollerate, 'intolleranza per la compar-
sa di sintomi muscolari € una causa fre-
quente di bassa aderenza o sospensione
della terapia. Tuttavia la reale prevalenza
dellintolleranza e difficile da valutare a
causa di criteri diagnostici non ben defini-
ti e per la presenza di sintomi indotti da un
effetto nocebo.

Lintolleranza alle statine dovuta alla
comparsa di sintomi muscolari ¢ stata va-
lutata retrospettivamente in 16717 pazien-
ti dislipidemici in trattamento in 23 Lipid
Clinic italiane afferenti alla SISA. La pre-
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valenza di sintomi muscolari era del 9.6%.
Tuttavia, dopo dechallenge (interruzione
del trattamento) e/o rechallenge (modifica
o ripresa della terapia con statine), vi era
ricomparsa dei sintomi muscolari solo nel
3,01% dell'intera casistica (23).

Recentemente una metanalisi condot-
ta su oltre 4 milioni di soggetti trattati
con statine ha confermato una prevalenza
dell'intolleranza alle statine del 9.1% quan-
do definita sulla base di criteri internazio-
nali, sottolineando come spesso tale pre-
valenza possa essere sovrastimata (24). La
prevalenza dell'intolleranza era significati-
vamente piu elevata negli studi di coorte
(17%) rispetto a quella osservata nei trial
clinici randomizzati (4.9%). Lintolleranza
alle statine era piu elevata tra le donne, nei
soggetti con diabete, ipotiroidismo, malat-
tie croniche del fegato e renali e in coloro
che assumevano farmaci antiaritmici e cal-
cioantagonisti, confermando pertanto I'im-
portanza di una attenta valutazione clinica
del paziente.

Una recente review ha valutato i trial
clinici randomizzati, gli studi di coorte e
le review sistematiche nei quali sono sta-
ti presi in considerazione gli interventi
per migliorare I'aderenza alla terapia nei
soggetti intolleranti alle statine. Lo studio
dimostra che T'aderenza alla terapia puo
migliorare se si intensifica la cura del pa-
ziente e se si effettua un rechallange con la
stessa o con un’altra statina (25).

Come migliorare I'aderenza
alla terapia ipolipemizzante

Numerose sono le strategie per miglio-
rare la tolleranza e I'aderenza dei pazienti
alla terapia ipolipemizzante. Gli interventi
per migliorare I'aderenza possono essere
effettuati al momento della prima prescri-
zione della statina o dopo la sua prescrizio-
ne (3,6,8-9).

Interventi al momento della prescrizione

Alla base della prima prescrizione di
una terapia ipolipemizzante vi deve essere
una decisione condivisa sulla terapia tra
paziente e medico, fattore fondamentale
per una pratica clinica realmente efficace.
Inoltre, il paziente deve avere un ruolo at-
tivo nella decisione terapeutica al fine di
migliorare la compliance (26). Cio lo aiuta
a capire il motivo del trattamento, i benefi-
ci che ne possono derivare, incluso il fatto
che le statine possono aiutare a prolunga-
re la sua vita e a ridurre il rischio cardio-
vascolare. Questi concetti € bene siano
estesi allambiente familiare del paziente
che potra in tal modo supportare 'aderen-
za alla terapia. In particolare, € importante
che il paziente acquisisca una consapevo-
lezza del proprio rischio cardiovascolare
in modo da adeguare il suo stile di vita e
mantenere nel tempo una buona aderen-
za alla terapia. Inoltre, € necessario anche
che il medico condivida con il paziente gli
obiettivi finali della terapia intesi come tar-
get di colesterolo LDL da raggiungere in
relazione al livello di rischio. Tutto cid po-
tra offrire al paziente un valido razionale
per effettuare la terapia. Infine, il medico
deve condividere con il paziente le infor-
mazioni relative all’eventuale comparsa di
effetti collaterali chiarendo gli eventuali
dubbi sulla terapia e come gestirli. In tal
modo il paziente sara in grado di prendere
una decisione pienamente informata ga-
rantendo una migliore aderenza sul cor-
retto proseguimento della terapia.

Interventi dopo la prescrizione

Dopo la prescrizione della terapia, € ne-
cessario attuare un attento monitoraggio
che consenta di identificare le eventuali
problematiche o effetti avversi da affronta-
re prontamente con l'attiva partecipazione
del paziente. Cio puo realizzarsi attraverso
frequenti visite di follow up, contatti telefo-
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nici, la semplificazione diregimi terapeutici
complessi, la collaborazione del personale
sociosanitario e l'attivazione di sistemi di
reminder (promemoria) anche per mezzo
dell'impiego di strumenti digitali. E inoltre
molto importante intensificare I'assistenza
e semplificare le procedure amministrati-
ve per l'accesso alle visite di controllo al
fine di prolungare i tempi dell'interazione
medico paziente e motivare attivamente il
paziente al proseguimento della terapia o
alle sue eventuali modifiche. Tutti questi
interventi potranno essere personalizzati
individualmente sulla base delle ragioni
specifiche della non aderenza del pazien-
te. In aggiunta, sara anche utile aumentare
le conoscenze sia del medico che del pa-
ziente sull'importanza di massimizzare la
terapia ipolipemizzante, in particolare nei
soggetti a rischio piu elevato.

Infine, sara fondamentale intervenire
prontamente nel caso della comparsa di
segni di intolleranza alle statine attuando
un breve periodo di sospensione della te-
rapia e il rechallenge con la stessa statina o
una diversa statina (o una dose piu bassa).

Conclusione

La terapia ipolipemizzante riduce il ri-
schio cardiovascolare e le statine sono i

RIASSUNTO

farmaci piu prescritti per ridurre il cole-
sterolo LDL. Tuttavia, nella pratica clini-
ca, nonostante i documentati benefici in
prevenzione primaria e secondaria, molti
pazienti riducono I'aderenza alla terapia.
Le cause della ridotta aderenza sono
numerose: riguardano il paziente, il me-
dico e Tlorganizzazione delle strutture
sanitarie. Tra le pitt importanti vi sono la
presenza di comorbidita, la mancata com-
prensione della propria condizione di ri-
schio e la sottovalutazione dei benefici del-
la terapia. Frequente causa di bassa ade-
renza puo essere l'intolleranza alle statine
che deve essere attentamente valutata ed
eventualmente sottoposta a rechallenge. 11
miglioramento dell’aderenza si basa prin-
cipalmente su un diretto coinvolgimento
del paziente nel processo decisionale te-
rapeutico aumentando cosi le motivazioni
e la consapevolezza dell'importanza della
terapia. Altri efficaci interventi possono
essere la semplificazione delle procedure
di accesso alle visite di controllo, i perio-
dici promemoria per I'assunzione regola-
re del farmaco, la semplificazione del re-
gime terapeutico e la pronta valutazione
dell’eventuale comparsa di effetti avversi.
Laumento dell’aderenza alla terapia ipoli-
pemizzante puo avere effetti pitt favorevoli
dell'introduzione di nuovi farmaci.

La scarsa aderenza alle terapie croniche compromette gravemente I'efficacia del trattamento caratte-
rizzandosi come un elemento critico per la salute della popolazione sia dal punto di vista della qualita di
vita che dell’economia sanitaria. Le cause della bassa aderenza sono molteplici e possono interessare il
paziente, il medico e il sistema sanitario. La bassa aderenza alla terapia ipolipemizzante € un fenomeno
assai diffuso che rischia di limitare fortemente i grandi vantaggi della riduzione dei lipidi in prevenzio-
ne cardiovascolare primaria e secondaria. Esistono numerose strategie per aumentare 'aderenza alla
terapia. Esse riguardano il medico e il paziente. Alcune vanno attuate al momento della prescrizione,
altre successivamente nel corso del follow up. Aumentare 'aderenza terapeutica puo avere un impatto
sulla salute della popolazione molto maggiore di qualunque altro progresso terapeutico.

Parole chiave: Statine, Terapia ipolipemizzante, Aderenza alla terapia.
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La scuola veneziana del

prof. Piero Avogaro, di cui sei stato
il massimo esponente, alla fine
degli anni 80 del secolo scorso

ha iniziato ad occuparsi di LDL
modificate, quali sono state

le motivazioni”?

Sappiamo bene che elevate concentra-
zioni plasmatiche di lipoproteine a bassa
densita (low density lipoproteins, LDL)
sono ormai considerate fattore causale di
aterosclerosi. Gran parte del colesterolo
accumulato nelle lesioni aterosclerotiche e
veicolato da LDL, invischiate dal loro lega-
me con i proteoglicani nello spazio sub-
endoteliale; la lipoproteina cosi ritenuta va
incontro a modificazioni, per processi di
ossidazione, lipolisi o proteolisi, che le con-
feriscono proprieta aterogene (1). Una vol-
ta modificata, la LDL innesca una risposta
inflammatoria localizzata e promuove il
reclutamento di monociti, che questi nel
sub-endotelio assumono funzioni macrofa-
giche e spazzano le LDL modificate, dando
cosl luogo alla formazione delle cosiddette

foam cells (cellule schiumose); si tratta il
primo e piu evidente segno di aterosclerosi
a livello cellulare. In ogni suo stadio, dalle
prime manifestazioni microscopiche, alla
placca avanzata, la lesione aterosclerotica
si caratterizza infatti per 'accumulo di lipi-
di intracellulari (soprattutto esteri di cole-
sterolo) in cellule sottoendoteliali, la mag-
gior parte delle quali di origine macrofagi-
ca (2). Si ritiene pertanto che uno dei mo-
menti chiave dell’aterogenesi implichi la
captazione di LDL ad opera di queste cellu-
le immunitarie. Abbiamo imparato la LDL
nativa, anche a concentrazioni molto eleva-
te, non € tuttavia in grado di determinare
accumulo di colesterolo nelle cellule ma-
crofagiche umane in coltura (3, 4). Questi
rilievi hanno stimolato la ricerca di vie di
internalizzazione di LDL diverse dal mec-
canismo recettoriale classico, cosi fine-
mente contro-regolato da non consentire
un eccesso di colesterolo endocellulare. Si
e cosi supposto che LDL dovesse essere
modificata per poter essere riconosciuta
dal macrofago e indurre la formazione di
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Joam cells. Godstein e Brown, gli stessi au-
tori che avevano scoperto il recettore cellu-
lare di LDL nativa, hanno confermato que-
sta ipotesi osservando che, una volta modi-
ficata in vitro mediante acetilazione, LDL
non € piu riconosciuta dal suo recettore
specifico, ma da uno diverso, chiamato re-
cettore scavenger, che lega e internalizza la
LDL modificata con un meccanismo non
inibito dal contenuto cellulare di colestero-
lo e pertanto responsabile dell’esorbitante
accumulo di colesterolo nelle foam cells
(4). I recettori scavenger dei macrofagi ri-
conoscono altre forme di LDL modificate
per via chimica, o coniugate con aldeidi
prodotte nel corso dalla loro perossidazio-
ne in presenza di rame (5). Nel 1981, Hen-
riksen e collaboratori hanno osservato che
LDL incubate con cellule endoteliali in col-
tura per 12-18 ore vanno incontro ad una
serie di modificazioni chimico-fisiche che
determinano il loro riconoscimento da par-
te dei macrofagi, acquisendo una affinita
competitiva per lo stesso recettore scaven-
ger delle LDL acetilate (6). La modificazio-
ne di LDL operata dalle cellule in cultura
comporta una perossidazione lipidica, con
conversione di lecitina in lisolecitina; puo
essere riprodotta i vitro dall'incubazione
con metalli bivalenti, come lo ione rame o
ferro, ed ¢ totalmente inibita dagli antiossi-
danti (6).

Come nasce l'interesse per le LDL
elettronegative o LDL(-)?

Attributo comune delle modificazioni di
LDL, tali farle perdere affinita con il suo
recettore specifico e di renderla affine al
recettore scavenger, ¢ 'aumento della sua
carica negativa.

Durante uno degli abituali incontri per
il caffé, con il direttore professor Pietro
Avogaro, era emersa lidea di sfruttare
questa caratteristica fisica per cercare di
verificare la presenza nel plasma umano di

una LDL modificata. Merita ricordare che
il concetto di LDL elettronegativa era stato
proposto per la prima volta nel 1979 dal
gruppo di Gotto, al Baylor College of Me-
dicine; studiando le caratteristiche delle 1i-
poproteine estratte da lesioni ateroscleroti-
che dell’aorta umana, si era osservato che
queste possiedono una carica elettrica piu
elettronegativa rispetto alla LDL plasmati-
ca (8).

11 tecnico di laboratorio Giuseppe Caz-
zolato aveva suggerito di verificare I'ipotesi
di LDL plasmatiche con diversa carica elet-
trica utilizzando la tecnica della cromato-
grafia a scambio ionico, capace appunto di
discriminare le lipoproteine sulla base del-
la loro carica. Con questa metodica si € ot-
tenuta la separazione di LDL in due frazio-
ni: una maggiore, pari al 90-98%, e una mi-
nore, che rende ragione fino al 10% di LDL
totale. Fummo cosi i primi a descrivere la
presenza nel plasma umano di una frazione
di LDL, eluita ad una forza ionica maggiore
di 0,3 M di NaCl, pertanto con carica elet-
trica pill negativa rispetto al grosso della
LDL (9). Questa LDL si caratterizza per
aver un minor contenuto di fosfolipidi, una
maggiore concentrazione di colesterolo li-
bero e di proteine, e un contenuto maggio-
re di dieni coniugati, soprattutto di esteri di
colesterolo. Si osserva inoltre la presenza
di aggregati proteici, reattivi agli anticorpi
monoclonali anti-apoB. La microscopia
elettronica ha documentato nella frazione
piu elettronegativa una maggior variabilita
nelle dimensioni delle particelle lipoprotei-
che e la tendenza a formare aggregati.
Questa LDL, inoltre, ha una ridotta capaci-
ta di legame con alcuni anticorpi monoclo-
nali che reagiscono con il dominio recetto-
riale di apoB e una minore affinita per i
recettori specifici dei fibroblasti umani in
coltura. Questo comportamento viene
mantenuto anche nei confronti dei recetto-
ri specifici per LDL nativa nei macrofagi,
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senza essere riconosciuta dal recettore
scavenger; I'effetto netto € che questa fra-
zione piu elettronegativa viene internaliz-
zata dai macrofagi meno di LDL acetilate
ed anche di LDL con normale carica elettri-
ca. Le modificazioni chimico-fisiche, il con-
tenuto di dieni coniugati e il comportamen-
to con i recettori dei fibroblasti e dei ma-
crofagi ci avevano fatto concludere che la
frazione LDL piu elettronegativa poteva
rappresentare un’aliquota di LDL umane
circolanti che ha subito delle modificazioni
dovute a fenomeni di tipo perossidativo. Il
nostro lavoro, che portava il titolo di Pre-
sence of a modified low-density lipoprotein in
humans, & stato pubblicato nel 1988 su Ar-
teriosclerosis (9).

Come € stato accolto il vostro
lavoro dalla comunita scientifica”?

Certamente con grande interesse. Non
mancavano dubbi circa la possibilita che i
nostri risultati fossero da attribuirsi ad arte-
fatti nel corso della preparazione delle fra-
zioni lipoproteiche, e anche atteggiamenti
decisamente critici. In particolare, le nostre
conclusioni sono state duramente osteggia-
te dal prestigioso gruppo di San Diego, gui-
dato da Steinberg. Si partiva dall’assunto
che Tossidazione di LDL fosse possibile
solo nella parete arteriosa, in ambiente sub-
intimale, non in circolo, data la ricca presen-
za di antiossidanti nel plasma; si sosteneva
inoltre che, anche se LDL circolanti fossero
coinvolte in fenomeni ossidativi, queste sa-
rebbero spazzate dal sistema reticolo endo-
teliale nel giro di pochi minuti (10).

A dispetto di critiche severe, abbiamo
continuato il nostro lavoro di studio. Da al-
lora ci siamo tuttavia guardati bene dall'u-
sare il termine di “LDL modificata”, che
qualcuno pretendeva dovesse essere riser-
vato solo a modificazioni di LDL in vitro o
dall'interazione con cellule in coltura. Si e
cosl iniziato ad usare il termine pit diplo-

matico di LDL elettronegativa [LDL “mi-
nus” o LDL()], per distinguerla da LDL
con normale carica elettrica [nLDL]; que-
sta terminologia € stata poi accolta da mol-
ti altri autori ed é tuttora in uso.

Quali sono stati i vostri passi
ulteriori in questo campo di studio?
Innanzitutto si & migliorata la tecnica di
frazionamento, passando alla cromatogra-
fia analitica ad alta pressione (High Pres-
sure Ion Exchange Liquid Chromato-
graphy; IE-HPLC), che consente una mi-
glior discriminazione di LDL(-) da nLDL,
oltre a una piu rapida esecuzione dell'inda-
gine. Con questa metodica si € confermato
in LDL(-) un maggior contenuto di sostan-
ze reattive all’acido barbiturico (TBARS),
ovvero di molecole a basso peso molecola-
re, fra cui la malondialdeide (MDA), che si
formano durante la decomposizione di al-
cuni prodotti di perossidazione lipidica. A
questo, si aggiunge una riduzione signifi-
cativa del contenuto dell’antiossidante vita-
mina E, il che rende LDL(-) piu facilmente
ossidabile in presenza di ioni rame, con
accorciamento o perdita della tipica lag
phase, legata al tempo di consumo degli an-
tiossidanti (11). Anche il rilievo di aggrega-
ti di apoB nella LDL(-) sembrava essere
giustificato da una maggior concentrazio-
ne di MDA: l'incubazione di LDL in vitro
con MDA determina infatti la formazione
di aggregati di apoB (12). Si € cosi avuta
conferma che questa frazione di LDL sia
espressione di un, sia pur lieve, danno os-
sidativo occorso in circolo. Non potevamo
comunque escludere che LDL potesse rac-
cogliere, durante la sua permanenza in cir-
colo, piccole quantita di MDA prodotta al-
trove, diventando simile alla LDL “minima-
mente” modificata, che si produce ix vitro
con incubazione con MDA (14) e che assu-
me appunto una carica piu elettronegativa.
Restava aperta anche la possibilita che si
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trattasse di LDL rientrata in circolo, dopo
un passaggio nel sub-endotelio.

Abbiamo poi allargato lo spettro di ri-
cerca, ricorrendo a collaborazioni interna-
zionali, soprattutto con il gruppo di Los
Angeles, guidato dal compianto amico Alex
Sevanian. Si € cosi confermata la presenza
di LDL() nella scimmia macaco cinomol-
go; la sua concentrazione, relativa a LDL
totale, aumenta sensibilmente negli anima-
li trattati con dieta aterogena. Con gas cro-
matografia capillare si € documentato che
il contenuto di ossisteroli in LDL(-) € 5 vol-
te maggiore rispetto a quanto rilevato nella
frazione meno elettronegativa. Inoltre, la
LDL() della scimmia, diversamente dalla
nativa, € citotossica nei confronti di cellule
endoteliali in coltura (14). L'analisi degli
idroperossidi, con una tecnica molto sensi-
bile, basata sulla chemiluminescenza e
conta dei singoli fotoni, ha documentato
che LDL(-) € una lipoproteina circolante
con un contenuto di idroperossidi piu di sei
volte maggiore rispetto alla nativa; a que-
sto si aggiunge un minor contenuto di acidi
grassi poli-insaturi, piu suscettibili all’ossi-
dazione, e una minor concentrazione degli
aminoacidi pill ossidabili, come istidina e
lisina, verosimilmente consumati nel corso
del processo ossidativo (15).

LDL() potrebbe dunque essere espres-
sione di una popolazione di LDL piu “vec-
chie”, non sufficientemente modificate da
essere rimosse rapidamente dal circolo,
ma con minor 'affinita per il recettore pro-
prio di LDL nativa (9), tale da favorire un
maggior tempo di residenza in circolo. In
queste circostanze i perossidi lipidici si
possono accumulare per reazioni radicali-
che di propagazione. Resta comunque
aperta la possibilita di un coinvolgimento

aumentare sensibilmente nella fase post-

prandiale (16). La possibilita che LDL(-)
sia in qualche modo correlabile con modi-
ficazioni post-secretorie dovute a un mag-
gior tempo di residenza in circolo, sembra
anche confermata dal rilievo di una sua
maggior concentrazione in LDL “piccole e
dense” e puo rendere ragione della loro
maggior suscettibilita all’ossidazione in vi-
tro (17). Sappiamo che le LDL pit dense
hanno un tempo di residenza in circolo si-
gnificativamente maggiore e questo si cor-
rela con loro modificazioni ossidative (18).
D’altra parte, un maggior tempo di circolo,
aumenta per la lipoproteina le occasioni di
entrare e riemergere dal sub-endotelio va-
scolare, ovvero dall’ambiente in cui € piu
facile che si verifichino fenomeni ossidativi
(19). I rapporto di LDL(-) con una sua piu
lunga permanenza in circolo sembra anche
suffragato dalla marcata riduzione della
concentrazione di questa frazione che si
osserva dopo trattamento aferetico, capace
di eliminare selettivamente le LDL pit1 vec-
chie, piu ossidate e con basso contenuto di
vitamina E (20).

Che LDL(-) sia legata a fenomeni di tipo
ossidativo sembra confermato dall’effetto
del farmaco probucolo, che oltre al suo
noto effetto ipocolesterolemizzante, ha
proprieta antiossidanti ed ¢ in grado di ini-
bire “in vitro” la modificazione ossidativa
di LDL ad opera delle cellule endoteliali in
coltura (21). Il trattamento con probucolo
in soggetti ipercolesterolemici induce la
riduzione attesa del 17% della concentrazio-
ne di LDL totali e una riduzione molto pit
sensibile, pari al 43%, della frazione LDL(-);
la LDL dei pazienti trattati si dimostra inol-
tre piu resistente alla ossidazione in vitro
indotta da ioni rame (22).

Come origina la carica negativa
di LDL(-)”?

La natura della carica negativa di LDL()
e controversa. Come si é visto, il titolo dei
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gruppi aminici di superficie indica un au-

mento della carica negativa, probabilmente

per un consumo ossidativo preferenziale di

lisina, fra gli altri aminoacidi sensibili all’'os-

sidazione (16). In generale, piu studi hanno
sottolineato modificazioni dell’apolipopro-
teina B-100, come elemento chiave per de-
terminare una aumentata elettronegativita
della lipoproteina (23-25). 11 dicroismo cir-
colare ha documentato una parziale perdita
della struttura secondaria di apoB-100, con
maggior contenuto di strutture beta e un
minor contenuto di alfa-eliche (26). Se &
inoltre osservata una perdita di emissione
di fluorescenza del triptofano attribuibile a
una alterazione nell'impacchettamento del-
lo strato lipidico di superficie, probabilmen-
te legato alla presenza di lipidi ossidati; un
monostrato lipidico meno compatto, puo
favorire un’alterazione del ripiegamento
della proteina, con “affondamento” di sue

parti in ambiente piu idrofobico (26). 11 di-

sordine della struttura lipidica osservato in

LDL(-) puo anche rendere ragione della sua

tendenza a formare aggregati, cosi come

l'alterato ripiegamento di apoB-100 puo es-

sere motivo della sua scarsa affinita per il

recettore specifico di LDL (9).
Ovviamente, una delle prime questioni

che si sono poste riguarda la possibilita

che Tossidazione di LDL, con formazione

di LDL(-), sia frutto di artefatti nel corso

della sua preparazione e separazione. Vi

sono tre ordini di evidenze che portano ad

escludere questa ipotesi:

1) LDL(-) puo essere rilevata mediante
elettroforesi capillare nel plasma non
frazionato (27);

2) la perossidazione in vitro di LDL isolate
produce un largo spettro di lipoproteine
con mobhilita elettroforetica aumentata,
ma pochissime particelle con i caratteri
di LDL() (28);

3) si puo misurare nel plasma utilizzando
anticorpi monoclonali (29).

LDL() puo essere generata da meccani-
smi diversi dall'ossidazione e la relativa pre-
ponderanza di un meccanismo rispetto ad un
altro, dipende dalla patologia sottostante o
dallo stato metabolico di ciascun individuo.
Questo non significa che ciascun meccani-
smo specifico corrisponda ad uno stato pato-
logico, ma piuttosto che modificazioni o alte-
razioni molecolari sono fra loro connesse e
probabilmente si potenziano mutualmente.

La glicosilazione non enzimatica di
LDL, ad esempio, contribuisce alla genera-
zione di LDL(-) e, nello stesso tempo, ren-
de la lipoproteina pit1 prona alla perossida-
zione, riduce la sua affinita con il recettore
specifico, aumenta il contenuto di esteri di
colesterolo nei macrofagi e altera la funzio-
ne endoteliale (30).

Anche la rimozione di acido sialico dalle
catene oligosaccaridiche di apo-B100 pro-
duce una LDL che determina accumulo di
colesterolo nelle cellule in coltura e mostra
avere effetti citotossici (31). In effetti si e
osservato che la LDL desialilata isolata dal
sangue umano presenta caratteristiche
molto simili a LDL() (32).

La carbamilazione risulta dalla sostitu-
zione di residui di lisina e arginina ad opera
di cianati derivati dall'urea (nei pazienti
uremici) o dal tiocianato (nei fumatori)
(33); lo stress ossidativo proprio dell'insuf-
ficienza renale cronica e del consumo di
tabacco puo contribuire all'aumento della
carica elettronegativa della LDL carbamila-
ta. In questo contesto, si € osservato che la
carbamilazione rende la LDL piu suscetti-
bile alla ossidazione (34).

Anche la presenza di LDL “piccole e
dense” (small dense LDL; sdLDL), proprie
della ipertrigliceridemia, della dislipidemia
diabetica e della sindrome metabolica, con-
tribuisce a una maggior proporzione di
LDL(), con meccanismi diversi (17, 35).
Anzitutto le sdLDL hanno di per sé una ca-
rica elettrica piut negativa e sono piu su-
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scettibili all’'ossidazione e alla glicazione
non enzimatica (17, 36, 37). Alla diversa
carica elettrica di sdLDL potrebbe contri-
buire la presenza di piccole quantita di apo-
lipoproteine non B (38).

Altro elemento con un ruolo rilevante
nella formazione di LDL(-) €& costituito
dall’aumento di acidi grassi non esterificati
(non-esterified fatty acids, NEFA) nel san-
gue. Si é sostenuto che la concentrazione
plasmatica di NEFA sarebbe il maggior de-
terminante della carica elettrica di LDL(),
almeno nei soggetti normolipidemici (35).
Elevate concentrazioni di NEFA nel pla-
sma si osservano in condizioni fisiologi-
che, come la fase postprandiale e dopo in-
tenso esercizio aerobico, e in processi pa-
tologici come il diabete, I'insulino-resisten-
za, la sindrome metabolica e la steatosi
epatica non alcolica. Alcuni studi indicano
che il contenuto di NEFA in LDL le confe-
risce capacita inflammatorie e favorisce
I'aggregazione lipoproteica; entrambe ca-
ratteristiche di LDL() (39, 40).

Quali metodi sono in uso
per isolare e studiare le LDL(-)?

Per separare LDL(-) in un primo tempo
e stata utilizzata la cromatografia a scam-
bio ionico, in un sistema HPLC (high per-
formance liquid chromatography) (9); la
tecnica € stata poi ottimizzata utilizzando
un sistema FPLC (fast protein liquid chro-
matography) (11, 14, 15, 42). Si € anche
impiegata I'isotacoforesi capillare (capilla-
ry isotschophoresis), che separa le subfra-
zioni lipoproteiche sulla base della loro
carica elettrica netta (27, 42). Piu recente-
mente si é ricorso all’'uso di anticorpi mo-
noclonali che riconoscono epitopi presenti
in LDL(), isolata con FPLC, e non nella
LDL nativa (43, 44). Usando due diversi
anticorpi monoclonali € stata messo a pun-
to un sistema di dosaggio ELISA, che
avrebbe il vantaggio di avere una maggiore

sensibilita e specificita, consentendo an-
che di testare numerosi campioni in tempo
relativamente breve (45).

Va considerato che i metodi di dosaggio
di LDL(-) sono specifici per la LDL elettro-
negativa, indipendentemente dalla sua ori-
gine. Non discrimina LDL(-) generata da
fenomeni ossidativi, da glicosilazione non
enzimatica, da lipolisi o proteolisi enzimati-
che, dall’arricchimento con NEFA, da pre-
senza di apolipoproteine non B, o da altre
modificazioni post-secretive. Infine, man-
cano studi che mostrino una stretta corre-
lazione fra i vari metodi di dosaggio ripor-
tati in letteratura; non disponiamo pertanto
di una metodica di studio standardizzata.

Quale significato hanno
in ambito clinico le LDL(-)?

Una concentrazione percentuale mag-
giore di LDL(-) si osserva nell'ipercoleste-
rolemia familiare e nell'ipertrigliceridemia
(46); il trattamento con statine corregge
I'eccesso percentuale di LDL(-) (47, 48).
Anche nel diabete, sia esso di tipo 1 o di
tipo 2, si osserva un significativo incremen-
to di LDL(-) (49-51); l'ottimizzazione del
controllo glicemico, con riduzione delle
proteine glicosilate comporta una norma-
lizzazione di LDL(-) (52). Nei pazienti con
diabete si € rilevata una relazione fra glica-
zione di apoB-100 e la presenza di LDL();
come gia osservato, non si puo escludere
che la glicazione possa, per sé, conferire
una carica elettrica piu elettronegativa a
LDL; in ogni caso, la LDL glicata ¢ anche
piu suscettibile alla ossidazione in vitro
(53). Un aumento della quota di LDL(-) in-
teressa anche soggetti con insulino-resi-
stenza o con sindrome metabolica (54, 55)
e si correla negativamente con la concen-
trazione plasmatica di colesterolo HDL
(56). Altre situazioni che comportano un
aumento della frazione LDL(-) sono la ste-
atosi epatica non alcolica (57), I'insufficien-
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za renale cronica severa (58, 59) e il fumo
di sigaretta (60). LDL(-) aumenta anche in
fase post-prandiale (16), o dopo uno stress
ossidativo, come un intenso esercizio aero-
bico (61). In malattie autoimmuni, come il
lupus eritematoso sistemico, che si accom-
pagnano con complicazioni ateroscleroti-
che severe, aumenta significativamente la
frazione di LDL piu elettronegativa, a di-
spetto di valori normati o bassi di LDL tota-
le (62). Analoghe osservazioni si riferisco-
no all’artrite reumatoide (63).

Si € osservata una correlazione fra pre-
valenza di LDL() e I'entita dell’aterosclerosi
coronarica valutata con angiografia (64, 65).

La concentrazione di LDL(-) aumenta
dopo infarto del miocardio (66, 67) o ictus
ischemico (68); in queste situazioni € stato
osservato 'aumento della frazione chiama-
ta L5, che mostra carica elettrica pit elet-
tronegativa (69).

Lampio spettro di situazioni nelle quali
si osserva un aumento di LDL() riflette la
loro eterogeneita e la varieta dei processi
coinvolti nella sua generazione. Il suo com-
portamento nei processi aterosclerotici
acuti, cosi come la sua correlazione con
I'entita del danno aterosclerotico, potreb-
be, per contro, essere espressione del pro-
cesso patologico sottostante piuttosto che
la sua causa. Questa ipotesi appare partico-
larmente credibile nelle situazioni in cui la
rottura di una placca aterosclerotica deter-
mina ischemia; in questo caso le lipoprotei-
ne ingabbiate nello spazio sub-endoteliale
possono essere rimesse in circolo e contri-
buire al pool di LDL(-), probabilmente sot-
to forma della pitu elettronegativa L5, in
grado di peggiorare I'ischemia a causa del-
la sua trombogenicita (66, 68).

Quale altri ruoli biologici sono stati
ipotizzati per LDL(-)?

Non tutti gli effetti di LDL(-) sono da
considerarsi strettamente aterogeni. E sta-

to descritto infatti un doppio ruolo per
LDL(-) a proposito di una sua attivita in-
fiammatoria (70): I'espressione di moleco-
le di adesione ad opera di cellule endotelia-
li indotta da LDL(-) puo essere rovesciata
per azione di lipoprotein lipasi (LpL). La
lipolisi di LDL(-), mediata da LpL, genera
dei fattori di trascrizione anti-infiammatori,
che a loro volta inibiscono la sintesi di mo-
lecole di adesione; entrerebbe dunque in
opera un meccanismo di feedback che li-
mita la risposta inflammatoria. Si € poi os-
servato che LDL(-), in parallelo all’azione
su citochine pro-flogistiche, promuove il
rilascio da monociti e linfociti della citochi-
na anti-infiammatoria interleuchina 10 (IL-
10), contribuendo cosi a modulare la rispo-
sta inflammatoria (71). Dunque, l'attribu-
zione a LDL(-) di effetti biologici non puo
essere categorica, poiché dipende dalle si-
tuazioni. Puo giocare un ruolo di modula-
tore della risposta infiammatoria per evita-
re risposte immuni inappropriate. Abbia-
mo visto come la concentrazione relativa di
LDL() sia aumentata in situazioni flogisti-
che come Tl'artrite reumatoide o il lupus
eritematoso sistemico. In queste situazioni
potrebbe modulare in qualche modo la ri-
sposta immune, emergere per contrastare
una risposta infiammatoria eccessiva: esse-
re dunque conseguenza, piuttosto che cau-
sa, dei processi flogistici.

In conclusione, puoi riassumere
le ragioni del rinnovato interesse
scientifico € clinico verso le LDL(-)?
Al classici fattori di rischio cardiovasco-
lare, si sono aggiunti nel tempo le modifi-
cazioni fisico-chimiche delle lipoproteine,
in particolare di LDL, che includono la sua
carica elettrica. In questo contesto, un inte-
resse particolare assume la frazione LDL
con carica piu elettronegativa, da noi con-
notata come LDL(-). La sua origine, com-
plessa ed eterogenea, include processi di
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tipo ossidativo. Diverse situazioni che au-
mentano il rischio cardiovascolare, favori-
scono la formazione di LDL(-) o si associa-
no a un suo aumento. In aggiunta, eventi
cardiovascolari acuti danno luogo ad im-
portanti incrementi di LDL(-), probabil-
mente per ritorno in circolo di questa lipo-
proteina modificata nel corso della la sua
permanenza in ambiente sottoendoteliale.
Molti studi iz vitro hanno dimostrato la ca-
pacita di LDL() di promuovere a livello
cellulare varie azioni di tipo infiammatorio,
ma anche di determinare alcuni effetti anti-
infiammatori in grado di controllare una
risposta infiammatoria eccessiva.

In conclusione LDL(-) € un probabile
marcatore di stress metabolico. Non dispo-
niamo ancora di una metodologia di studio
ben standardizzata, anche se, ad ora, la pitt
usata ¢ la FLPC. Non disponiamo poi di in-
formazioni di ampia scala, quali si potreb-
bero ottenere includendo lo studio di
LDL(-) in studi prospettici, randomizzati;
solo cosi sara possibile valutare corretta-
mente la sua rilevanza clinica.
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