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SUMMARY

The accuracy and the sensitivity of the common methods used to predict the risk of developing car-
diovascular and cerebrovascular events is still far from being optimal, due to criticism of applying the
common clinical algorithms and risk charts on the subjects that, being exposed to a low number of
risk factors, are generally considered “apparently healthy” and not deserving immediate preventive
attention. Notwithstanding, epidemiological data indicate that a non-negligible proportion of these “ap-
parently healthy” subjects yet display preclinical atherosclerotic lesions in multiple vascular districts
and the common vascular imaging tools, which are underused in the most of them in clinical practice,
cannot fully capture this evidence.

It becomes compelling the necessity to introduce novel diagnostic and prognostic weapons to over-
come all these current shortcomings. Among the possibilities that have been explored so far, the
analysis of an array of multiple proteins (“proteomics”) in plasma appears the most sensitive, the most
accurate, the most feasible to study the risk in multiple large populations, and the most affordable in
terms of cost, as compared to the other “omics”.

Furthermore, the advent of potent instruments to analyze a large quantity of data (artificial intelli-
gence) can coordinate the information deriving from proteomics and that deriving from imaging (“ra-
diomics”), upon the final perspective to generate ad hoc panels of markers that can be adapted for
the identification of these same “apparently healthy” individuals and making the preventive approach
more and more timely and effective.
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I1 concetto di medicina personalizzata
prevede l'utilizzo di sempre piu precisi
strumenti per I'identificazione precoce di
soggetti che sono a maggior suscettibilita
di incorrere in un evento clinico avverso.
Questa strategia e di ancor pilu interesse
per la prevenzione delle malattie cardiova-
scolari e cerebrovascolari, che continuano
a rappresentare oggigiorno una delle prin-
cipali cause di mortalita e morbidita nel
mondo (1).

Il continuo aumento nell'incidenza di
queste patologie ¢ dovuto al fatto che, mal-
grado il meccanismo alla base di queste
patologie, I'aterosclerosi, sia ben noto e
ben studiato, la possibilita di identificare
soggetti che, all'interno di ampie popola-
zioni, sono a piu alto rischio rimane ad oggi
ancora lontano dall’essere ottimale per una
serie di motivazioni.

I comuni algoritmi tutt'oggi utilizzati
nella pratica clinica per la stadiazione del
rischio cardiovascolare (per esempio lo
score della American College of Cardio-
logy (ACC)/American Heart Association
(AHA) oppure I'algoritmo SCORE europe-
o) forniscono delle stime sul rischio medio
a dieci anni per alcuni “strati” della popola-
zione, e sono ancora ben lontani dal fornire
una stima precisa, per ogni individuo, sul
suo reale rischio di sviluppare un evento
cardio- o cerebrovascolare, pitt 0 meno fa-
tale, in un tempo pitt lungo. Questa manca-
ta precisione compromette le chances di
iniziare tempestivamente approcci tera-
peutici che permettano di raggiungere i
goals proposti delle Linee Guida. A riguar-

Indirizzo per la corrispondenza

Andrea Baragetti, PhD

Dipartimento di Scienze Farmacologiche
e Biomolecolari “Rodolfo Paoletti
Universita degli Studi di Milano

Via Balzaretti, 9 - 20133 Milano

E-mail: andrea.baragetti@unimi.it

do, € sufficiente considerare che studi di
registro hanno evidenziato come meno
della meta di pazienti che subiscono un
evento cardiovascolare vengono opportu-
namente trattati con una terapia ipolipe-
mizzante e/o antipertensiva nel tempo an-
tecedente all'insorgenza dell'evento (2-4).

E altresi da sottolineare che recenti stu-
di epidemiologici hanno chiaramente mo-
strato come il danno aterosclerotico precli-
nico sia gia presente in piu distretti vasco-
lari anche in soggetti che non sono esposti
a un numero significativo di fattori di ri-
schio (5, 6); Ne deriva che questi stessi al-
goritmi, da soli, non siano in grado di cattu-
rare questa preziosa informazione proprio
in questi soggetti, “apparentemente sani”,
senza avvalersi di opportune indagini di
imaging vascolare.

In aggiunta a queste criticita, la valuta-
zione vascolare rimane ad oggi ancora pro-
blematica nella pratica clinica per una serie
di motivazioni. Innanzitutto, le tecniche di
diagnostica vascolare, non soltanto quelle
pit complesse che permettono una quanti-
ficazione inflammatoria vasculotropica (ad
esempio la risonanza magnetica oppure la
tomografia a emissione di positroni) ma
anche quelle strutturali pitt comuni (come,
per esempio, la tomografia assiale oppure
la ultrasonografia), non sono sempre di-
sponibili. Inoltre, va anche ricordato che,
anche quando queste metodiche sono di-
sponibili, vi € sempre un considerevole li-
vello di variabilita inter-operatore, il che
rende difficoltosa la comparazione dei dati
derivanti da queste analisi, non soltanto
nella pratica clinica ma nella formulazione
di studi epidemiologici multi-centro. Da ul-
timo, rimane da ricordare che queste stes-
se metodiche, in primis la pitt comune in-
dagine attraverso ultrasonografia dei tron-
chi sopraortici, non vengono applicate re-
golarmente proprio su quei soggetti “appa-
rentemente sani”, non permettendo di su-
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perare le sopracitate barriere degli algorit-
mi clinici.

Linee guida dedicate per I'utilizzo della
diagnostica vascolare carotidea sono state
proposte da societa internazionali, inclu-
dendo l'analisi di parametri vascolari che
riflettano 'entita, il grado e la stabilita della
lesione ateromasica; queste includono, per
esempio, la misurazione dell’area di placca
e 'ecolucescenza, ovvero il numero di pi-
xels che compongono I'immagine ultraso-
nografica assemblata dagli strumenti di
ecografia, e che é compreso tra 0 (total-
mente nero) a 255 (totalmente bianco).
Software sempre pitl specializzati sono in-
clusi nelle macchine ultrasonografiche og-
giin commercio e sono utilizzati nella inda-
gine vascolare carotidea, sfruttando algo-
ritmi di intelligenza artificiale (A.L) al fine
di aumentare la qualita dell'immagine e di
includere le informazioni vascolari sopra
citati che, ancillari all'immagine, informino
sullo stato di avanzamento del fenomeno
aterosclerotico (“radiomica” (7)). Inoltre,
altrettanti software sono stati oggi svilup-
pati per integrare le informazioni prece-
dentemente acquisite dall’'operatore in pre-
cedenti analisi, utilizzandole successiva-
mente per aumentare le possibilita di iden-
tificare caratteristiche vascolari (come, per
esempio, le ateromasie pilt precoci) che
altresi non verrebbero identificate dall’o-
peratore stesso (concetto di “deep lear-
ning”) (6).

Tutte queste possibilita tecnologiche
sono solo recentemente proposte e non an-
cora dettagliatamente sfruttate su piu am-
pia scala al fine di testare il loro contributo
per lidentificazione di soggetti a piu alto
rischio cardio- e cerebrovascolare nella po-
polazione.

Emerge, pertanto, sempre pitl urgente
la necessita di trovare delle nuove strategie
di predizione del rischio, che includano
delle metodiche sensibili, riproducibili, alla

portata della pratica clinica per un utilizzo
su ampie popolazioni, e che permettano di
superare le attuali problematiche diagno-
stiche. Tra le strategie possibili, la quantifi-
cazione di nuovi biomarcatori puo essere
ragionevole ma, considerando la comples-
sa multifattorialita del fenomeno ateroscle-
rosi, questa non puo essere perseguita con
una ricerca basata su una ipotesi, a priori,
di uno o pochi meccanismi. Per contro, €
necessario un approccio “unbiased” che
includa, in maniera “olistica”, un pitt ampio
spettro di biomarcatori misurati simultane-
amente su una stessa matrice e con un ele-
vato grado di sensibilita (8). Con questa
prospettiva, la proteomica sul plasma rap-
presenta il candidato migliore per rispon-
dere, in maniera positiva, a tutte le necessi-
ta appena citate.

Lanalisi di pit proteine circolanti ha in-
fatti recentemente dimostrato un significa-
tivo potere predittivo di eventi cardio- e
cerebrovascolari incidenti, di gran lunga
superiore rispetto ai comuni algoritmi di
stima e ai singoli fattori di rischio classici.
In particolare, utilizzando la tecnologia
Proximity Extension Assay (PEA), che
sfrutta reazioni mediate da anticorpi e oli-
gonucleotidi per quantificare simultanea-
mente 368 proteine e per raggiungere an-
che quelle con concentrazioni comprese
tra i nanogrammi e i picogrammi per milli-
litro (9), sono state recentemente identifi-
cate cinquanta proteine (attraverso analisi
di A.I) che, con maggiore sensibilita ri-
spetto agli algoritmi clinici (SCORE e Fra-
mingham) identificavano soggetti “appa-
rentemente sani” alla visita basale, ma che
erano esposti a un maggiore rischio di svi-
luppare eventi cardiovascolari in un follow-
up ventennale (10).

In uno studio successivo condotto su
altrettanti soggetti “apparentemente sani”,
ma che non presentavano ateromasie pre-
cliniche carotidee documentate da indagi-
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ni diagnostiche ultrasonografiche, erano
state identificate sette proteine di natura
infiammatoria, che predicevano I'insorgen-
za di ateromasie carotidee pre-cliniche, va-
lutate tramite ultrasonografia dopo un fol-
low-up decennale, con maggiore sensibilita
rispetto agli algoritmi clinici e ai fattori di
rischio (abitudine al fumo, sovrappeso/
obesita, ipertensione, elevati livelli di trigli-
ceridi a digiuno e bassi livelli di colesterolo
nelle lipoproteine a alta densita “HDL”)
(11). Nello stesso studio é inoltre utile sot-
tolineare che altre tre proteine, indipen-
denti dalle precedenti sette, predicevano la
progressione dello spessore medio-intima-
le carotideo (fattore che piu dipende, ri-
spetto alla placca focale, di fattori emoreo-
logici) nel gruppo di soggetti che non ave-

vano sviluppato placca carotidea, sugge-
rendo che specifici marcatori plasmatici
possono informare sulla progressiva evolu-
zione del fenomeno aterosclerotico.

Quale ¢ il messaggio finale suggerito da
queste evidenze?

La proteomica plasmatica ha il potenzia-
le di ridisegnare la “roadmap” per una piu
accurata definizione del rischio cardio- e
cerebrovascolare individuale rispetto agli
attuali approcci che partono dalla valuta-
zione dei singoli fattori di rischio clinici. Vi
¢ effettivamente la fattibilita di questo ap-
proccio, considerando che questi risultati
da studi epidemiologici, dove ampi numeri
di proteine sono state misurate su vaste co-
orti, rappresentano dei punti di partenza
per validare, solo le proteine pit importan-

Imaging vascolare ™" o H ||I|||
caratterizzazione ! W::—-—\
Ly
delle placche .
b Y g i 0
e g ,‘ —
—
@ »
— <
Migliorare
P'accuratezzadella
stima del rischio
7S .
i o W T A Algoritmi clinicie
L v ) fattori di rischio
4 Protein
& o ( .) cardiovascolare
o Proteomica plasmatica tradizionali

Figura |- Integrazione dei dati di proteomica plasmatica con i dati “radiomici” per aumentare I'accuratezza

della stima del rischio cardiovascolare.

Lo schema riassume quanto riportato nel testo, suggervendo che l'integrazione, mediante intelligenza artificiale, dei dati di
imaging (relativi a presenza, morfologia e composizione della placca ateromasica) con i dati di proteomica plasmatica puo
migliorare l'accuratezza nell’identificare un maggior numero di soggetti che, seppur “apparentemente sani” secondo i classici
algoritmi di rischio, sono gia esposti a un maggior rischio cardiovascolare. Nella figura: “Al” = Intelligenza Artificiale.
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ti, su altre coorti, e per proporre queste
stesse come futuri biomarcatori, determi-
nabili su scala clinica, con metodiche piu
economiche e con minimi volumi di pla-
sma.

Per arrivare a questo livello e per forni-
re delle informazioni che siano degne di
traslazione clinica, vi € pero la necessita di
unire pit coorti epidemiologiche indipen-
denti e di analizzare questo ampio spettro
di informazioni mediante avanzate tecni-
che di analisi dati. A riguardo, I’'A.L. per-
metterebbe anche di integrare i dati di pro-
teomica con quelli radiomici e di imaging
vascolare, cosi da identificare marcatori
“vasculotropici” che meglio possano infor-
mare sull’evoluzione del danno d’organo
preclinico (Figura 1).

Lidentificazione di panelli “ad hoc”, per
specifici strati della popolazione, ha un im-
mediato risvolto dal punto di vista inter-
ventistico, al fine di avvicinarsi alla “perso-
nalizzazione” di interventi farmacologici
preventivi. Di questa tangibile possibilita,
né ¢ un esempio lo studio CANTOS, in cui
i soggetti che erano maggiormente esposti
a un rischio “inflammatorio” residuo (ovve-
ro che presentavano livelli plasmatici di
proteina C reattiva) erano anche coloro
che, gia esposti alla piti aggressiva terapia
ipolipemizzanti, avevano piu beneficiato
della neutralizzazione dell'interleuchina
1beta (Canakinumab) (12).

RIASSUNTO

E altrettanto vero che, ad ogni modo,
questa ipotesi non deve indurre il clinico a
ritenere che le terapie antinflammatorie, di
elevato costo e la cui traslazione nella pra-
tica comune € questionabile, debbano di-
ventare delle armi terapeutiche di prima
linea; per contro, questa ipotesi deve sug-
gerire che l'identificazione di un effettivo
“rischio infiammatorio residuo” in alcuni
soggetti “apparentemente sani” sia lo spun-
to per ridefinire le priorita di strategie tem-
pestive. Questa possibilita racchiude an-
che la prospettiva, di ottimizzare le risorse
e le risorse terapeutiche messe a disposi-
zione dal nostro Servizio Sanitario per la
cura della popolazione.
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L’accuratezza e la sensibilita delle comuni metodiche per la predizione del rischio di sviluppare eventi
cardiovascolari e cerebrovascolari € ancora ben lontana dall’essere soddisfacente, date alcune criticita
nell’applicare le comuni carte di rischio a quei soggetti che, essendo esposti a un basso numero di
fattori di rischio, sono generalmente considerati “apparentemente sani” e che, pertanto, non rientrano
tra le casistiche a piu alta priorita di intervento preventivo. Pur tuttavia, studi epidemiologici indicano
che vi € una significativa proporzione di questi soggetti che gia presentano lesioni aterosclerotiche
precliniche in piu distretti cardiovascolari e le pitt comuni metodiche di imaging, che sono anche spes-
so sottoutilizzate in questi soggetti, non riescono a catturare questa evidenza.
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