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1. INTRODUZIONE

Recentemente sta emergendo wun ruolo sempre piu importante
dellinfiammazione nella patogenesi delle malattie cardiovascolari, la
principale cause di morte nel mondo. | livelli circolanti di globuli bianchi e
mediatori dell'inflammazione, come la proteina C-reattiva e I'interleuchina-6,
sono, infatti aumentati sia nei pazienti con malattie cardiovascolari
conclamate che in quelli con fattori di rischio cardiovascolare. Inoltre, la
proteina C-reattiva ad alta sensibilita predice I'outcome sia nei pazienti con
malattia coronarica che nei soggetti sani. Molti lavori si sono occupati del
rapporto tra inflammazione e la struttura e funzione vascolare (rigidita
arteriosa e disfunzione endoteliale). La disfunzione endoteliale, caratterizzata
da una ridotta biodisponibilita di ossido nitrico, & considerata, infatti, un
evento chiave nello sviluppo delle placche ateromatose [1] e predice
'outcome in pazienti con malattia cardiovascolare [2] o ipertensione [3].
Recentemente, grande attenzione € stata anche posta sulla rigidita arteriosa
come misura surrogata di rischio cardiovascolare [4]. La rigidita delle grandi
arterie elastiche, misurata attraverso la pulse wave velocity o 'augmentation
index, &, infatti, associata ad un aumentato rischio cardiovascolare in vari
setting clinici [5-9]. L'indurimento delle grandi arterie pud rappresentare la
prima tappa nello sviluppo del processo di aterosclerosi, in parte attraverso
cambiamenti meccanici all'interno della parete vascolare ed in parte
attraverso una riduzione dello shear stress [10]. Molti autori hanno dimostrato
come la disfunzione endoteliale e 'aumentata rigidita arteriosa siano presenti
nei pazienti con vasculiti sistemiche acute o in diverse patologie
caratterizzate da infiammazione cronica, come lartrite reumatoide e le

malattie inflammatorie croniche intestinali. E’ verosimile che parte
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dellaumentato rischio cardiovascolare riportato nei pazienti con
inflammazione cronica possa essere spiegato dalla rigidita arteriosa. Inoltre,
e stato riportato che riducendo linflammazione per mezzo di un’efficace
terapia immunosoppressiva si assiste alla normalizzazione della funzione
endoteliale e della rigidita arteriosa [11-14].

L’'infammazione pud provocare lindurimento delle grandi arterie attraverso
un gran numero di meccanismi. E’ stato recentemente dimostrato che diversi
fattori circolanti di derivazione endoteliale, incluso l'ossido nitrico e
'endotelina 1, influenzano la rigidita delle grandi arterie provocandone la
cosiddetta regolazione funzionale. Come riportato sopra, in presenza di
inflammazione si ha, infatti, la comparsa di disfunzione endoteliale, la quale
pud portare ad un indurimento funzionale delle grandi arterie a causa di una
riduzione della biodisponibilita di ossido nitrico ed un’aumentata attivita di
mediatori, come l'endotelina 1, aventi l'effetto opposto. La disfunzione
endoteliale pud causare diversi cambiamenti nella matrice extracellulare
inclusa la proliferazione delle cellule muscolari lisce e 'aumentata sintesi
delle proteine strutturali come il collagene. Un aumento dei mediatori
dellinflammazione promuove quindi infiltrazione di leucociti nelle arterie e
cambiamenti fenotipici delle cellule muscolari lisce. Entrambe queste cellule
rilasciano metalloproteinasi come la MMP9 che sono responsabili del
degrado dell’elastina. Una perdita dell’elastina o delle lamelle elastiche dalla
media pud provocare un aumento della rigidita arteriosa. In presenza di
inflammazione, le cellule muscolari lisce dei vasi sanguigni esprimono
markers degli osteoblasti, possono assorbire fosfati e produrre bioapatite,
con conseguente calcificazione della media e ridotta elasticita vascolare. E’

inoltre possibile che la composizione di proteoglicani e lo stato di idratazione

Stefania Rastelli, Dottorato di Ricerca Internazionale in “Medicina Sperimentale Clinica e Fisiopatologia Cellulare”



Pag 4

differisca nelle arterie infammate rispetto ai vasi normali, con conseguente
alterazione delle proprietda biomeccaniche delle grandi arterie. Infine,
'inflammazione perivascolare e [linfiltrazione cellulare attorno ai vasa
vasorum puo portare ad ischemia vasale, in particolare in presenza di una
trombo-occlusione che pud anche promuovere il rimodellamento della
matrice ed in fine l'irrigidimento della parete vasale.

Nel corso degli ultimi anni, diversi lavori hanno riportato come i pazienti con
malattie inflammatorie croniche intestinali presentino ispessimento media-
intimale (Figura 1.1) [15,16] e disfunzione endoteliale (Figura 1.2 Pannelo
A) [17-19] che migliora dopo la somministrazione di farmaci anti TNF-alfa
(Figura 1.2 Pannelo B) [19]. Nelle malattie infiammatorie croniche intestinali,
il morbo di Crohn e la rettocolite ulcerosa, le cellule endoteliali dei piccoli vasi
dellintestino sono danneggiate da un’anomala risposta immunologica che
causa un inflammazione cronica seguita da episodi di inflammazione acuta
durante i periodi di riattivazione della malattia. Recentemente, Hatoum et al.
[18] hanno osservato la presenza di disfunzione endoteliale nelle aree
cronicamente infiammate dell'intestino ma non nei vasi isolati da segmenti
affetti da processi inflammatori acuti, ipotizzando che sia necessario uno
stimolo inflammatorio prolungato per determinare un danno endoteliale.
Inoltre, i livelli di proteina C reattiva risultano correlati con I'estensione della
malattia nei pazienti con rettocolite ulcerosa e sono in grado di predire la
necessita di una resezione chirurgica sia nei pazienti con rettocolite ulcerosa
che in quelli con Morbo di Crohn [20]. Ad oggi pochi sono i lavori in cui si &
valutato se la rigidita arteriosa sia aumentata nei soggetti con malattie

infammatorie croniche intestinali.
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2. LARIGIDITA ARTERIOSA

Le grandi arterie, oltre alla funzione di far procedere il sangue fino alla
periferia, hanno anche un ruolo critico nel fornire un’adeguata riserva
vascolare ad ogni contrazione ventricolare per mezzo dell’accoppiamento
ventricolo-vascolare. Questo fenomeno €& di primaria importanza poiché il
flusso diastolico nelle arterie pud rappresentare oltre la meta dell’output
cardiaco. La caratteristica struttura istologica dell’aorta gioca un ruolo chiave
nello smorzare il flusso pulsatorio di sangue proveniente dal ventricolo
sinistro attuando le due classiche funzioni di reservoir e sistema di
conduzione (modello di Windkessel). La rigidita arteriosa pud, quindi, essere
assimilata alla resistenza alla deformazione. L’aorta toracica e le sue
immediate diramazioni sono ricche in fibre elastiche (arterie elastiche) che
consentono lo stoccaggio dello stroke volume in corrispondenza di ciascun
impulso sistolico; le porzioni piu distali dei vasi diventano sempre piu rigide,
con una maggior componente di fibre muscolari (arterie muscolari).

La pulse wave velocity € una misura della rigidita di un distretto arterioso,
correlata al modulo elastico della parete arteriosa (che rappresenta la rigidita
intrinseca della parete stessa), la geometria delle arterie (spessore e raggio)
ed alla densita del sangue. La pulse wave velocity pud essere determinata
misurando il tempo di transito dellonda pulsatoria (pulse transit time) a
partire dalle onde pressorie acquisite in corrispondenza di due siti lungo un
segmento vascolare (Figure 2.1) [21]. La distanza (AL) divisa per il tempo
impiegato dallonda a percorrerla (AT) rappresenta la pulse wave velocity
che & inversamente correlata con la compliance vascolare. Piu € rigido il
vaso, maggiore sara la velocita dellonda sfigmica al suo interno. La pulse

wave velocity carotido-femorale (arteria elastica) rappresenta una misura
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diretta della rigidita aortica ed &€ usata come un test diagnostico per valutare il
danno d’organo, come indicato fin dall’edizione del 2007 delle Linee Guida
della European Society of Cardiology (ESC)/European Society of
Hypertension (ESH) per la gestione del paziente iperteso [22], mentre la
pulse wave velocity carotido-radiale (arteria muscolare) non € stata ancora

validata per la valutazione del rischio cardiovascolare.

2.1 La rigidita arteriosa nelle malattie caratterizzate da infiammazione

cronica

2.1.1 Artrite reumatoide

L’artrite reumatoide € una malattia inflammatoria sistemica a patogenesi
autoimmune e ad eziologia sconosciuta associata ad aterosclerosi precoce
ed aumentata morbidita e mortalita cardiovascolare [23,24]. Questa
inflammazione provoca la comparsa di disfunzione endoteliale, complicanze
vascolari e perdita dell’elasticita arteriosa ed & un fattore di inizio e
progressione dell’'aterosclerosi. Alcuni studi mostrano come [I'elasticita
arteriosa sia ridotta in pazienti con artrite reumatoide [25-26]. Recentemente,
e stato anche riportato che, in giovani pazienti affetti da artrite reumatoide
(21-34 anni, durata media di malattia 14+13 mesi), la pulse wave velocity
carotido-femorale sia aumentata e I'elasticita arteriosa diminuita rispetto ai
controlli (8.3+0.6 m/s vs 7.5£0.6 m/s; p=0.03) [27]. In giovani pazienti affetti
da artrite reumatoide il tempo di propagazione dellonda sfigmica &
significativamente ridotto rispetto ai controlli (p=0.02) [27]. Infine, l'uso di
farmaci anti TNF-alfa & in grado di normalizzare dopo 12 settimane la rigidita

arteriosa [28-29].
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2.1.2 Lupus eritematoso sistemico

Il lupus eritematoso sistemico € una malattia autoimmune inflammatoria
cronica che colpisce le giovani donne associata ad un aumentata malattia
aterosclerotica vascolare [30]. Nel lupus eritematoso sistemico, il livello di
inflammazione cronica €& correlato con lo sviluppo dell’aterosclerosi [31]. Gli
anticorpi antifosfolipidi (una famiglia di autoanticorpi che riconosce varie
combinazioni di fosfolipidi e proteine leganti fosfolipidi) e i complessi immuni
possono ritrovarsi frequentemente nei pazienti con lupus eritematoso
sistemico [32]. In questa malattia, benché alcuni autori [33] suggeriscano che
gli anticorpi antifosfolipidi non siano associati ad un’aumentata aterosclerosi
ed alla rigidita arteriosa, questi anticorpi potrebbero danneggiare le arterie
[30]. Questi complessi antigene-anticorpo si legano a recettori endoteliali,
provocando un’upregolazione di molecole di adesione come la E-selectina, la
molecola di adesione intercellulare 1 (ICAM-1) e la molecola di adesione
vascolare 1 (VCAM-1). Inoltre, le lipoproteine a bassa densita (LDL),
lipoproteina A e CD40-CD40L hanno un ruolo nella patogenesi
dell’aterosclerosi, trombosi e processo inflammatorio [34-37]. Recentemente
e stato riportato che la pulse wave velocity carotido-femorale € aumentata
nelle donne in premenopausa con lupus eritematoso sistemico (eta media
3410 vs 3019 anni, durata media di malattia 55 anni), rispetto ai controlli

(9.0£2.1 m/s vs 8.1+0.9 m/s; p=0.04) [38].

2.1.3 Granulomatosi di Wegner
La granulomatosi di Wegner € un malattia rara che colpisce 1 ogni 30.000-

50.000 persone che si manifesta spesso con inflammazione delle alte vie
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aeree o0 del polmone e puo progredire con un’inflammazione dei vasi
sanguigni [39-43]. Esiste una forte e specifica associazione tra la
granulomatosi di Wegner e la presenza di anticorpi anticitoplasma (ANCA)
verso un antigene target definito proteinasi 3 (PR3-ANCA) presente
all'interno dei granuli azzurrofili dei granulociti e dei lisozimi dei monociti [40].
Dopo l'attivazione dei neutrofili da parte della citochina, questo enzima
trasloca sulla superficie cellulare dove interagisce con gli antigeni e attiva i
neutrofili [41]. De Leeuw et al. [44] hanno dimostrato che I'aterosclerosi e
aumentata nei pazienti affetti da granulomatosi di Wegner. Infine, & stato
recentemente dimostrato che la pulse wave velocity carotido-femorale e

aumentata in questi pazienti [45].

2.1.4 Psoriasi

La psoriasi € una malattia inflammatoria cronica della pelle che colpisce il 2-
3% della popolazione caucasica [46]. Questa malattia € mediata da linfociti
T, citochine infiammatorie e cellule dendritiche ed & caratterizzata da
un‘aumentata proliferazione dei cheratinociti e da alterazioni della
vascolatura del derma [47]. L’artrite psoriasica € una malattia inflammatoria
associata a psoriasi, generalmente sieronegativa per il fattore reumatoide,
che colpisce equamente uomini e donne. La prevalenza dell’artrite psoriasica
tra i pazienti affetti da psoriasi varia dal 6% al 42% [48]. E’ stato dimostrato
che la psoriasi e I'artrite psoriasica sono associate ad un’aumentata mortalita
e morbidita cardiovascolare [49], almeno in parte spiegabile con 'aumento

della pulse wave velocity carotido-femorale [50-51].

2.1.5 Febbre mediterranea familiare
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La febbre mediterranea familiare € un disordine autosomico recessivo
virtualmente ristretto ad un certo gruppo etnico originario dell’'oriente: ebrei
sefarditi, armeni, arabi e turchi [52]. E' caratterizzata da episodi ricorrenti di
sierositi, dolore toracico, e artrite solitamente accompagnati da febbre [52].
La complicazione principale dei pazienti non trattati & lo sviluppo di amiloidosi
[52]. Nella maggior parte dei pazienti con febbre mediterranea familiare il
trattamento con colchicina previene gli attacchi febbrili e lo sviluppo
dell’amiloidosi [53]. Durante gli attacchi febbrili si sviluppa una risposta acuta
che si manifesta con un marcato aumento della velocita di sedimentazione
eritrocitaria, proteina C-reattiva, amiloide A, fibrinogeno e leucociti [52]. Dal
punto di vista istopatologico la febbre mediterranea familiare & caratterizzata
da un’inflammazione con infiltrazione di neutrofili [52]. In questi pazienti la
pulse wave velocity carotido-femorale & leggermente aumentata rispetto ai
controlli (8.5£1.7 m/s vs 7.8+£0.9 m/s p=0.05) [54-55]. E’ stata, inoltre, trovata
una correlazione significativa tra pulse wave velocity ed eta (p<0,001,
r=0.67), indice di massa corporea (p<0,001, r=0.52) e leucociti (p<0.001,
r=0.66). La febbre mediterranea familiare € una malattia autosomica
recessiva caratterizzata da mutazioni nel gene MEFV localizzato sul
cromosoma 16 [56]. Il gene codifica per una proteina di 781 aminoacidi
chiamata pirina espressa in cellule della linea mieloide, importante nella
regolazione della secrezione di interleuchina 1, una citochina fondamentale
nei meccanismi dell'inflammazione. Sebbene il ruolo del gene MEFV nello
sviluppo degli attacchi di febbre mediterranea familiare non sia ancora noto, il
suo malfunzionamento porta ad inflammazione. E’ stato suggerito che nella
febbre mediterranea familiare qualsiasi minimo stimolo porti ad una reazione

inflammatoria non controllata con attivazione del complemento, a causa della
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mancanza di un inibitore del C5a, e ad eccessivo rilascio di fattore di necrosi
tumorale [57-58]. Il processo infiammatorio di febbre mediterranea familiare &
anche causato dal leucotriene B4, un potente mediatore dell'inflammazione
acuta [59]. | leucociti circolanti svolgono ruoli importanti nel processo
dell’aterosclerosi considerata una malattia infiammatoria [60]. E’ stata, infine,
riportata un’associazione positiva tra la conta dei leucociti totali, aterosclerosi

coronarica ed arteriopatie [61,62].

2.1.6 Sarcoidosi

La sarcoidosi & wuna malattia infiammatoria sistemica multiorgano,
caratterizzata da infiltrazione dei linfociti T negli organi colpiti, formazione di
granulomi e distorsione della microarchitettura normale. L’aspetto istologico
dei granulomi mostra una zona centrale con macrofagi, cellule epitelioidi e
cellule giganti multinucleate oltre alla attivazione di linfociti CD4 e una zona
periferica con macrofagi, fibroblasti, linfociti CD4 e CD8 [63-67]. La
prevalenza di sarcoidosi varia da 9 a 64 per 100.000 soggetti (in Svezia e in
Italia, rispettivamente) [64]. Sebbene la sarcoidosi sia nota per essere una
malattia sistemica infiammatoria che pud colpire qualsiasi organo, si €
ritenuto per diverso tempo che non coinvolgesse i vasi. Tuttavia, alcuni autori
hanno suggerito che si possa sviluppare una vasculite durante la sarcoidosi
[68,69]. In uno studio, la angioite granulomatosa e la microangiopatia sono
stati riportate nel 31% dei pazienti con sarcoidosi con interessamento
cutaneo [65]. La coesistenza di sarcoidosi e vasculite suggerisce che
entrambe possano avere una origine eziopatogenetica comune.
L’'inflammazione della sarcoidosi pud compromettere la funzione endoteliale,

la compliance arteriosa e I'elasticita delle arterie ed agire come un fattore che
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contribuisce all'inizio ed alla progressione dell’aterosclerosi. Recentemente é
stato dimostrato come la pulse wave velocity carotido-femorale sia maggiore
nei pazienti con sarcoidosi rispetto al gruppo di controllo (10.0+1.7 vs 9.1+1.2

m/s; p=0.04) [70].

2.1.7 Malattia di Bechet

La malattia di Bechet & un disordine cronico multisistemico caratterizzato da
afte orali e genitali, lesioni dermatologiche ed uveite [71]. In alcuni pazienti le
complicanze vascolari, che possono includere trombosi venosa profonda e
arteriosa ed aneurismi aortici, possono dominare il quadro clinico [71]. La
causa della malattia vascolare nella malattia di Bechet & sconosciuta. Studi
di istopatologia hanno riportato che la lesione predominante € la vasculite; le
pareti dei vasi e del tessuto perivascolare sono infatti infiltrate da linfociti,
monociti, plasmacellule e neutrofili [71]. Studi recenti suggeriscono che i
leucociti attivati possano contribuire al danno vascolare nella malattia di
Bechet [72]. In vivo, i neutrofili dei pazienti affetti da tale patologia possono
provocare lisi delle cellule endoteliali [72]. Nei pazienti con Bechet la
concentrazione dei prodotti circolanti di perossidazione lipidica risulta
aumentata [73]. Orem et al. [74] hanno studiato la lipoproteina (a) e il loro
rapporto con l'attivita di malattia in pazienti con Bechet, concludendo che le
fluttuazioni dei livelli della lipoproteina nel plasma in relazione all'attivita di
malattia possano essere un fattore di rischio che contribuisce allo sviluppo
delle complicanze trombogeniche in pazienti con malattia di Bechet. Un altro
studio, ha riportato che i livelli di autoanticorpi rivolti contro le LDL ossidate

sono significativamente piu elevati nei pazienti rispetto ai controlli [75]. Questi
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autoanticorpi possono essere coinvolti nello sviluppo di disfunzione
endoteliale e di patologia vascolare nella Bechet [75].

La perossidazione lipidica € stata trovata aumentata durante il periodo di
attivita rispetto al periodo inattivo della malattia. Pertanto, i pazienti con
Bechet attiva risultano essere molto piu sensibili agli eventi aterogeni di quelli
in fase di inattivita e dei soggetti di controllo. La pulse wave velocity carotido-
femorale non sembra essere aumentata nei pazienti con malattia di Bechet

rispetto ai controlli (8.4+1.4 vs 8.5£1.1 m/s; p=NS) [76].

2.1.8 Sclerosi sistemica

La sclerosi sistemica € un disturbo generalizzato clinicamente eterogeneo
che colpisce il tessuto connettivo della pelle ed il tratto gastrointestinale,
polmoni, cuore e reni. E' caratterizzata da alterazioni del microcircolo,
disturbi del sistema immunitario e da massiccia deposizione di collagene
[77]. La disfunzione endoteliale e la vasculopatia dei piccoli e grandi vasi
sono fattori patogeni cruciali nella sclerosi sistemica. Timar et al. [78] hanno
dimostrato un aumento della augmentation index e della pulse wave velocity
aortica in pazienti con sclerosi sistemica rispetto a controlli sani, appaiati per
eta e sesso. Cypiene et al. [79] hanno dimostrato che i pazienti con sclerosi
sistemica hanno, oltre ad un aumento di augmentation index e pulse wave
velocity, una minore vasodilatazione endotelio dipendente (tecnica
dipendente dagli ultrasuoni che misura la vasodilatazione mediata dall'ossido
nitrico della arteria brachiale in risposta all'aumento dello shear stress della

parete arteriosa).

2.1.9 Arterite di Takayasu
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L’arterite di Takayasu & una rara malattia infammatoria cronica che colpisce
principalmente I'aorta ei suoi rami [80,81]. Le arterie succlavia, renale e le
carotidi possono anch’esse essere coinvolte. L’'inflammazione dei grandi vasi
sanguigni porta ad un indebolimento ed allungamento segmentale dei vasi
fino alla formazione di aneurismi. | vasi possono anche ridursi di calibro o
chiudersi completamente. L’arterite di Takayasu € piu comune nelle donne
che negli uomini e di solito inizia nella seconda o terza decade [81]. La
diagnosi di arterite di Takayasu & basata su diverse valutazioni strumentali,
tra cui [l'angiografia computerizzata e la risonanza magnetica. Le
complicanze cardiovascolari sono la principale causa di mortalita e morbilita
in pazienti con arterite di Takayasu. Ng et al. [82] hanno dimostrato che la
PWYV carotide-femorale e 'augmentation index sono piu elevate nei pazienti

con arterite di Takayasu rispetto ai controlli.

2.1.10 Malattie infiammatorie croniche intestinali

La rigidita arteriosa nei soggetti con malattie inflammatorie croniche
intestinali & stata valutata in pochi studi, tutti pubblicati negli ultimi 3 anni
(Tabella 2.1) [13,14,83-86]. Il primo studio che si € occupato dell’argomento
e stato quello da me pubblicato nel 2012 [13]. in cui ho misurato la pulse
wave velocity di un’arteria elastica (I'aorta) e di un’arteria muscolare (I'arteria
brachiale) in un piccolo gruppo di soggetti con morbo di Crohn e rettocolite
ulcerosa che riporto in breve. Le caratteristiche dei pazienti sono riportate in
Tabella 2.2 [13]. | pazienti affetti da malattie inflammatorie croniche
intestinali erano relativamente giovani (30£9 anni) e prevalentemente uomini
[19 (59%) uomini e 13 (41%) donne]. La durata media della malattia era di

63161 mesi (range 0-267 mesi). | controlli erano ben appaiati per eta e sesso
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e non vi era alcuna differenza significativa tra pazienti con malattie
inflammatorie croniche intestinali e controlli (Tabella 2.2) [13].

| principali dati di laboratorio dei pazienti affetti da malattie inflammatorie
croniche intestinali sono riportati in Tabella 2.3 [13]. | livelli di glucosio nel
plasma ed il profilo lipidico erano nella norma; la VES era 18+10 mm/h; i
valori di proteina C-reattiva rientravano anch’essi nel range di normalita (<3
mg/l) nel 88% dei pazienti. Tutti i pazienti con malattia in fase attiva tranne
uno avevano livelli di proteina C-reattiva superiori a 3 mg/l, il valore massimo
era di 5,15 mg/l. Tra i pazienti affetti da malattie infammatorie croniche
intestinali, il 50% (n=16) era affetto da rettocolite ulcerosa ed il 50% (n=16)
da morbo di Crohn. Non vi erano differenze di carattere demografico né dei
parametri arteriosi tra i pazienti con rettocolite ulcerosa e malattia di Crohn.
L’88% (n=28) dei pazienti affetti da malattie inflammatorie croniche intestinali
era in remissione, mentre il 12% (n=4) aveva una malattia in fase attiva; il
66% (n=21) non aveva avuto complicanze gastrointestinali, mentre il 22%
(n=7) presentava stenosi, il 25% (n=8) fistole e il 22% (n=7) ascessi. Dei
pazienti con morbo di Crohn il 19% (n=3) presentava complicanze non
riguardanti il tratto gastrointestinale (due pazienti con artrite periferica e un
paziente con eritema nodoso). Dei pazienti con rettocolite ulcerosa il 6%
(n=1) aveva complicanze non riguardanti il tratto gastrointestinale (un
paziente con eritema nodoso). In fine, il 38% (n=12) dei pazienti con malattie
inflammatorie croniche intestinali erano stati trattati solo con salicilati, mentre
il restante 62% (n=20) con salicilati e steroidi o farmaci immunosoppressori.
La pressione arteriosa brachiale e la frequenza cardiaca erano paragonabili
tra i pazienti con malattie inflammatorie croniche intestinali ed i controlli.

Nonostante presentassero una pressione centrale media paragonabile
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(Figura 2.2, pannello B) [13], i pazienti con malattie infiammatorie croniche
intestinali avevano una pressione centrale differenziale (3216 vs 28t7
mmHg, rispettivamente; p<0.05; Figura 2.2, pannello A) [13] ed una PWV
carotido-femorale piu elevata rispetto ai controlli (6.6£1.4 vs. 6.0+ 0.8 m/s,
p<0.05; Figura 2.2, pannello C) [13]. L’augmentation index non era
significativamente aumentato nei pazienti con malattie inflammatorie
croniche intestinali. Tra i pazienti con malattie inflammatorie croniche
intestinali, quelli che presentavano livelli di proteina C reattiva nel quartile piu
alto (PCR=1.32 mg/l) avevano una pulse wave velocity carotido-femorale piu
elevata (7.3+2.0 vs. 6.4+1.0 m/s). Tuttavia, questa differenza non era
statisticamente significativa (P=0.10). La pulse wave velocity carotido-radiale
era piu elevata nei pazienti con malattia in fase attiva che in quelli con
malattia quiescente (9.51£1.3 e 7.7£1.2 m/s, rispettivamente, p<0.05). E’ stata
osservata una relazione significativa tra eta e pulse wave velocity carotido-
femorale sia nei pazienti con malattie infiammatorie croniche intestinali che
nei controlli (Figura 2.3, pannello B) [13], mentre un’associazione tra eta e
pulse wave velocity carotido-radiale & stata osservata solo nelle malattie
inflammatorie croniche intestinali (Figura 2.3, pannello B) [13] e confermata
anche dopo aggiustamento per la terapia con steroidi 0 immunosoppressori e
I'attivita di malattia (PWV=5.6+0.1 x eta; p<0,001, Tabella 2.4) [13]. La pulse
wave velocity carotido-radiale € risultata essere piu elevata nei pazienti con
malattie inflammatorie croniche intestinali rispetto ai controlli (8.5 vs 7.2 m/s,
p<0.001). Una relazione significativa & stata osservata tra la durata di
malattia e la pulse wave velocity carotido-radiale (Figura 2.4, Pannello A)
[13]. Tra i pazienti affetti da colite ulcerosa e morbo di Crohn, non vi era

differenza significativa nella pulse wave velocity carotido-femorale (6.8 vs.
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6.5 m/s, rispettivamente, p=NS) e nella pulse wave velocity carotido-radiale
(8.7 vs 8.3 m/s, p=NS).

All'analisi di regressione multipla eseguita sull'intera popolazione (Tabella
2.4) [13], le IBD erano associate alla pulse wave velocity carotido-femorale,
spiegando il 10% della sua variabilita, anche dopo aggiustamento per eta,
l'uso di steroidi o immunosoppressori e I'attivita di malattia. La presenza delle
malattie inflammatorie croniche intestinali sposta il rapporto eta-PWV verso
I'alto (Figura 2.3, pannello B) [13] di 0.7 m/s. Nel modello multivariato, in cui
entrambi i gruppi di pazienti erano stati considerati nel loro insieme, I'eta era
positivamente associata con la pulse wave velocity carotido-femorale
(R?=0.09+0.05 m/s per incremento di 1 anno; intervallo di confidenza al 95%,
0.10-0.08 m/s; p<0,05), cosi come la presenza delle malattie infammatorie
croniche intestinali (R>=0.10+0.72 m/s se presenti; intervallo di confidenza al
95%, 0.19-1.26 m/s; p<0.05). Selezionando solo i pazienti con malattia in

fase attiva i risultati non si modificavano.

3 LE MALATTIE INFIAMMATORIE CRONICHE INTESTINALI ED IL
RISCHIO CARDIOVASCOLARE

Diversi studi hanno evidenziato come la prevalenza dei classici fattori di
rischio cardiovascolare sia minore nei pazienti con malattie inflammatorie
croniche intestinali rispetto alla popolazione generale [87-89] mentre la
prevalenza di fattori di rischio non tradizionale (ad es. il numero dei globuli
bianchi circolanti) sia maggiore nei pazienti con malattie inflammatorie
croniche intestinali rispetto alla popolazione generale (Figura 1.3 [87]. |
pazienti con malattie inflammatorie croniche intestinali hanno, rispetto alla

popolazione generale, un indice di massa corporea e livelli di colesterolemia
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ridotti [87,89-91]. Questi pazienti hanno anche una prevalenza
significativamente inferiore di ipertensione, diabete e obesita [87]. Di
conseguenza, considerando il profilo di rischio cardiovascolare predetto dai
classici fattori di rischio cardiovascolare di questi pazienti, la morbidita e
mortalita cardiovascolare dovrebbero essere ridotte rispetto a quanto
osservato nella popolazione generale. Tuttavia, una metanalisi ha
recentemente riportato che il tasso standardizzato di mortalita, un indice
statistico che paragona la mortalita dei pazienti con malattie infiammatorie
intestinali con la mortalita della popolazione generale non considerando la
differente prevalenza dei classici fattori di rischio cardiovascolare nei due
gruppi, non sia ridotto nei pazienti con rettocolite ulcerosa o morbo di Crohn
(Figura 1.4 [92]). Inoltre, studi recenti hanno riportato un aumentato rischio di
coronaropatia nei soggetti affetti da malattie infammatorie croniche intestinali
[87,93]. Considerati nel loro insieme, questi dati suggeriscono che
meccanismi aggiuntivi rispetto a quanto considerato dai classici fattori di
rischio cardiovascolare, come ad esempio l'inflammazione, potrebbero
essere responsabili dell’incremento del rischio cardiovascolare nelle malattie
inflammatorie croniche intestinali. In questi soggetti, il basso rischio
cardiovascolare conseguente alla bassa prevalenza dei fattori di rischio
tradizionali potrebbe essere almeno in parte controbilanciato da un aumento
del rischio cardiovascolare associato alla presenza di infiammazione cronica.
A questo riguardo, la rigidita arteriosa potrebbe rappresentare un link tra

infammazione cronica e rischio cardiovascolare.

4 RAZIONALE DELLO STUDIO

Stefania Rastelli, Dottorato di Ricerca Internazionale in “Medicina Sperimentale Clinica e Fisiopatologia Cellulare”



Pag 18

In un precedente studio ho riportato per la prima volta come in soggetti affetti
da malattie infammatorie croniche intestinali la rigidita arteriosa risulti essere
aumentata (Capitolo 2.1.10) [13]. Ad oggi non € ancora chiaro quale sia |l
meccanismo patogenetico alla base dellaumentata rigidita arteriosa nella
rettocolite ulcerosa e nel morbo di Crohn cosi come se la rigidita arteriosa sia
associata all'inflammazione acuta o cronica. Inoltre, non ci sono studi che
riportino nelle malattie inflammatorie croniche intestinali gli effetti della
terapia immunomodulatoria sulle arterie muscolari e su quelle elastiche. In
altri modelli di inflammazione cronica & stato dimostrato come la rigidita
aortica, ma non quella delle arterie muscolari, sia ridotta in seguito al
trattamento di breve durata con farmaci anti TNF-alfa [28,29,94]. Infine,
nessuno degli studi esistenti ha esaminato gli effetti a lungo termine della

terapia immunomodulatoria sulla rigidita aortica.

5 OBIETTIVI DELLO STUDIO

Nello Studio 1 ho testato l'ipotesi che la rigidita delle arterie elastiche e
muscolari sia associata alla presenza di inflammazione, acuta o cronica.
Nello Studio 2 ho valutato se la rigidita arteriosa in soggetti affetti da malattie
infiammatorie croniche intestinali possa essere normalizzata dopo tre anni di

terapia immunomodulatoria (steroidi, azatioprina o farmaci anti TNF-alfa).
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6. MATERIALI E METODI

6.1 Popolazione

6.1.1 Studio 1

Studio trasversale. Sono stati arruolati 74 soggetti con IBD (40 soggetti con
rettocolite ulcerosa e 34 soggetti con Morbo di Crohn) ed 80 controlli appaiati
per eta, sesso ed indice di massa corporea. La diagnosi di malattie
inflammatorie croniche intestinali & stata effettuata con criteri clinici,
radiologici, endoscopici ed istologici ben validati in letteratura. Sono stati
esclusi dallo studio individui con malattia cardiovascolare (malattia
coronarica, scompenso cardiaco, stroke, TIA o claudicatio intermittens),
diabete mellito, insufficienza renale cronica e dislipidemia cosi come i
soggetti in trattamento con farmaci antiipertensivi ed i fumatori. Il protocollo &
stato approvato dal comitato etico in accordo con la Dichiarazione di Helsinki

e tutti i partecipanti hanno fornito il proprio consenso informato.

6.1.2 Studio 2

Studio prospettico osservazionale. Tutti i soggetti arruolati nello studio 1 sono
stati considerati eleggibili per partecipare allo Studio 2. Dopo almeno 2.5 anni
dalla prima valutazione € stata eseguita sia nei pazienti affetti da malattie
inflammatorie croniche intestinali che nei controlli una seconda rivalutazione
clinica ed emodinamica non invasiva (media 3.4+0.5 anni, range 2.5-4.5
anni). Sono stati arruolati un totale di 32 soggetti con IBD senza fattori di
rischio cardiovascolare, suddivisi in tre gruppi in base alla terapia praticata

durante il follow-up (14 soggetti trattati solo con salicilati, 11 soggetti trattati
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con steroidi ed azatioprina e 7 soggetti trattati con farmaci anti TNF-alfa) e
appaiati per eta e pulse wave velocity carotido-femorale al basale sia tra i tre
gruppi di trattamento che con un gruppo di controllo di 30 soggetti senza
fattori di rischio cardiovascolare. | farmaci anti TNF-alfa sono stati
somministrati in quei pazienti che non hanno risposto ad altri regimi
terapeutici, in accordo alle correnti linee guida terapeutiche. La terapia &
stata sempre prescritta, prima della valutazione basale, da un medico

esterno, per evitare bias di selezione.

6.2 Disegno dello studio

1-7 giorni prima delle valutazioni di base sono stati eseguiti esami standard
di laboratorio ed il dosaggio dei livelli di proteina C reattiva. Tutti i partecipanti
sono stati studiati in una stanza tranquilla a temperatura controllata di 22 °C.
In ogni partecipante lo studio emodinamico non invasivo & stato condotto da
un operatore blindato per tutte le informazioni cliniche inclusa la terapia. Un
secondo operatore, non a conoscenza dei risultati del’esame emodinamico,

ha raccolto i dati clinici usando un questionario standardizzato.

6.3 Valutazione emodinamica non invasiva dei parametri arteriosi

Sia nello Studio 1 che nello Studio 2 le misurazioni emodinamiche non
invasive sono state eseguite dopo 15 minuti di riposo. Le misurazioni della
pressione brachiale sono state effettuate usando un apparecchiatura
oscillometrica (Dinamap Procare 100; GE Healthcare, Milwaukee, USA). La
pressione centrale €& stata registrata in maniera non invasiva mediante

tonometria d’applanazione dell'arteria radiale (SphygmoCor, AtCor Medical,
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Sydney, Australia) [95] dopo calibrazione con la pressione diastolica e media
dell'arteria brachiale controlaterale [21].

Le pulse wave velocity carotido-femorale e carotido-radiale sono state
misurate con un’apparecchiatura SphygmoCor (AtCor Medical, Sydney,
Australia) usando la metodica piede-piede dellonda sfigmica, I'algoritmo
intersecting tangent e la misurazione diretta tra i siti dove e stata eseguita la
misurazione [96]: PWV (m/s) = 0.8 X [distanza diretta (m) / At (s)].
L’Augmentation Index € stato calcolato come precedentemente descritto in
letteratura [13] e corretto per la frequenza cardiaca usando un modello di

regressione lineare (AlXyR).

6.4 Caratteristiche cliniche

La malattia clinicamente attiva €& stata definita dalla presenza di
sanguinamento rettale con un incremento della frequenza delle scariche
(>3/die) o da una mucosa anormale allesame endoscopico in soggetti con
colite ulcerosa e dalla presenza di un indice di Harvey-Bradshaw = 8 [97] in
soggetti con Morbo di Crohn. Le ricadute della malattia sono state definite
dalla riattivazione della malattia in soggetti precedentemente in remissione.
La malattia & stata definita estesa dalla presenza di lesioni illeo-coliche in
soggetti con morbo di Crohn o lesioni estese prossimali o alla flessura
splenica, inclusa la pancolite, in soggetti con rettocolite ulcerosa al’esame

endoscopico.

6.5 Analisi statistica
L’analisi statistica & stata eseguita usando il programma NCSS 2007 e PASS

2005 (Gerry Hintze, Kaysville, UT, USA). La numerosita del campione é stata
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calcolata per dimostrare che i soggetti con IBD avevano la pulse wave
velocity carotido-femorale piu elevata rispetto ai controlli. Un campione di 74
soggetti con IBD e di 80 controlli ha consentito di ottenere una differenza
statisticamente significativa (errore alfa = 0.05000 con test t a due code e
due campioni) tra pazienti con malattie inflammatorie croniche intestinali e
controlli di -0.6 m/s con un potere dello studio di 80%, dove -0.6 m/s
rappresenta la differenza di PWV carotido-femorale tra IBD e controlli da me
riportata nel precedente studio eseguito in soggetti giovani con IBD e senza
fattori di rischio cardiovascolare [13]. Le variabili continue sono presentate
con la media e la deviazione standard; le variabili categoriche sono
presentate come conta e percentuale. | parametri clinici ed emodinamici
sono stati paragonati usando I'analisi univariata della varianza (ANOVA) per
le variabili continue ed il test del chi quadrato per le variabili categoriche.
Nello Studio 2 TANOVA é stata usata per valutare gli effetti del trattamento
sulla rigidita arteriosa. La sfericita & stata confermata con il test di Mauchly.
Per confermare i risultati del’ANOVA univariata sono stati utilizzati mixed
models per misure ripetute aggiustati per eta, sesso, pressione arteriosa
media, frequenza cardiaca e durata del follow-up. Quando il test del mixed
model era significativo (P<0.05), & stato utilizzato il test di Bonferroni per
valutare la differenza tra il basale e la fine del follow-up sia nei controlli che
nei soggetti con IBD in accordo con il trattamento. Le analisi di regressione
lineare univariata e multivariata sono state eseguite per valutare le relazioni

tra PWV e parametri clinici.

6.6 Considerazioni etiche

Stefania Rastelli, Dottorato di Ricerca Internazionale in “Medicina Sperimentale Clinica e Fisiopatologia Cellulare”



Questo e uno studio osservazionale poiché € stato ritenuto non etico
eseguire un trial randomizzato a doppio cieco dei farmaci anti TNF-alfa nei
soggetti con malattie infammatorie croniche intestinali che non hanno

risposto ad altre terapie.
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7. RISULTATI

7.1 Studio 1

7.1.1 Caratteristiche cliniche dei pazienti con IBD

| dati clinici principali sono riportati in Tabella 7.1. Non vi erano differenze di
gruppo nelle caratteristiche cliniche tra i gruppi. Nei soggetti con malattie
inflammatorie croniche intestinali il profilo lipidico ed i livelli di glicemia erano
nel range di normalita, 27% (n=20) dei pazienti con IBD avevano una

proteina C reattiva >0.8 mg/dI.

7.1.2 Parametri arteriosi

La pressione brachiale e centrale erano simili nei soggetti con malattie
inflammatorie croniche intestinali e nel gruppo di controllo (Tabella 7.1). La
pulse wave velocity carotido-femorale, la pulse wave velocity carotido-radiale
e l'augumentation index erano significativamente piu elevati sia nelle
rettocolite ulcerosa che nel morbo di Crohn rispetto ai controlli.
L’associazione tra eta e pulse wave velocity carotido-femorale e carotido-
radiale & riportata in Figura 7.1, Pannelo A e B.

In un'analisi di regressione multipla riguardante l'intera popolazione (Tabella
7.2), sia la rettocolite ulcerosa che il morbo di Crohn erano importanti
determinanti della pulse wave velocity carotido-femorale e carotido-radiale e
spiegavano rispettivamente il 9% e il 30% della sua variabilita anche dopo
aggiustamento per eta, sesso, pressione arteriosa media e frequenza
cardiaca. In tutti i soggetti affetti da malattie inflammatorie croniche intestinali

e stata osservata una significativa correlazione tra durata della malattia e
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pulse wave velocity carotido-femorale (Figura 7.2). Questo dato & stato
confermato anche dopo aggiustamento per eta, sesso, pressione arteriosa
media e frequenza cardiaca (Tabella 7.2). La pulse wave velocity carotido-
radiale é stata associata in modo indipendente con la proteina C-reattiva e la
storia di recidiva (Tabella 7.2). | risultati sono stati confermati anche dopo
aggiustamento per il tipo di malattie infiammatorie croniche intestinali (morbo
di Crohn o rettocolite ulcerosa) e la presenza di malattia in fase attiva. Non si
sono osservate differenze significative tra i gruppi nei parametri arteriosi, tra
cui la rigidita arteriosa, o di terapia tra soggetti con rettocolite ulcerosa o
morbo di Crohn. Tuttavia, la prevalenza di malattia estesa era leggermente
superiore (p=0.11), laddove il colesterolo era leggermente inferiore (p=0.12)
nei soggetti con morbo di Crohn rispetto a quelli con rettocolite ulcerosa

(Tabella 7.1).

7.2 Studio 2

Le caratteristiche della popolazione al basale e dopo un follow-up medio di
3.4£0.5 anni (range 2.5-4.5 anni) sono riportate nelle Tabelle 7.3 e 7.4. Sia i
controlli che i soggetti affetti da malattie infammatorie croniche intestinali,
appaiati per eta e pulse wave velocity carotido-femorale al basale, erano
anche paragonabili per pressione arteriosa media e Alxyr. Durante il follow-
up, né la pressione media né I'Alxyr erano significativamente variate nei
soggetti con malattie inflammatorie croniche intestinali e nei controlli.
Tuttavia, rispetto al basale, la pulse wave velocity carotido-femorale risultava
significativamente aumentata durante il follow-up nei controlli e nei soggetti

con malattie inflammatorie croniche intestinali trattati con salicilati, mentre
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era quasi invariata in quelli trattati con steroidi e azatioprina o farmaci anti
TNF-alfa (Figura 7.3, pannello A).

Di conseguenza, l'incremento annuo della pulse wave velocity carotido-
femorale era significativamente aumentato nei soggetti trattati con salicilati
rispetto a quelli trattati con steroidi e azatioprina o anti TNF-alfa
(rispettivamente P=0.004 e P=0.001; Figura 7.3, Pannelo B). Questi risultati
sono stati confermati anche dopo aggiustamento per eta, sesso, pressione
arteriosa media, frequenza cardiaca e durata del follow-up (mixed models
per misure ripetute, P=0.003; Tabella 7.4) e in un modello aggiustato anche
per il tipo di malattia inflammatoria cronica intestinale (malattia di Crohn o
rettocolite ulcerosa), durata della malattia e storia di recidive. La pulse wave

velocity carotido-radiale non é stata modificata dal trattamento (Tabella 7.4).
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8. DISCUSSIONE

Nel presente studio ho riportato come sia la rigidita aortica, un noto marker di
rischio cardiovascolare, che la rigidita delle arterie muscolari siano
aumentate nei soggetti con malattie inflammatorie croniche intestinali e
differentemente correlate con i markers di infammazione acuta e cronica.
Solamente la rigidita aortica € normalizzata in seguito ad una terapia di lunga

durata con farmaci immunomodulatori.

8.1 La rigidita arteriosa € aumentata nelle malattie infiammatorie
intestinali

| risultati dello Studio 1 indicano che si ha un incremento della rigidita
arteriosa nei soggetti affetti da Morbo di Crohn e rettocolite ulcerosa. In uno
studio trasversale eseguito su un piccolo campione ho precedentemente
misurato la PWV nei pazienti affetti da malattie inflammatorie croniche
intestinali senza fattori di rischio cardiovascolare, riportando per la prima
volta un’aumentata rigidita arteriosa in questa classe di pazienti rispetto ad
un gruppo di soggetti sani di controllo [13]. Tuttavia, considerando il fatto che
abbiamo arruolato nel precedente studio solo 32 soggetti con malattie
inflammatorie croniche intestinali (16 affetti da Morbo di Crohn e 16 affetti da
rettocolite ulcerosa) di eta compresa tra 16 e 49 anni, la numerosita del
campione non era sufficiente per generalizzare i risultati ottenuti. Al contrario,
nel presente Studio 1 la popolazione presa in esame (74 soggetti) ha un
sufficiente potere statistico per dimostrare che i soggetti con malattie
inflammatorie croniche intestinali hanno un’aumentata rigidita arteriosa.
Infine, la PWV & stata misurata in accordo con le ultime linee guida

disponibili [96].
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8.2 La rigidita arteriosa e l'inflammazione nelle malattie intestinali
croniche.

Nello Studio 1, & stata riportata un’associazione tra la rigidita arteriosa e
numerosi markers di inflammazione acuta e cronica. Risultati simili sono stati
precedentemente riportati in soggetti sani e negli ipertesi [98,99], cosi come
in diverse malattie caratterizzate da un’infiammazione cronica [28,100-102].
in cui 'aumento della rigidita arteriosa €& indipendente dalla presenza di
aterosclerosi ed € correlata alla durata della malattia. Inoltre, & stato riportato
come anche uno stimolo inflammatorio acuto, moderato e transitorio come
quello provocato da un vaccino possa portare ad un deterioramento delle
proprieta elastiche delle arterie elastiche [103].

Le malattie infammatorie croniche intestinali sono il risultato di una
combinazione di fattori ambientali, genetici ed immunologici nei quali una
risposta immune non controllata all'interno dell’intestino  provoca
un’inflammazione in soggetti geneticamente predisposti. Numerosi studi
hanno suggerito come le malattie inflammatorie croniche intestinali siano
associate non solo ad aterosclerosi precoce [15,88], un segno clinico
comune a diverse malattie immunologiche e inflammatorie, ma anche ad un
aumentato ispessimento dello spessore intima—media carotideo [16],
iperomocisteinemia [104], insulino-resistenza [105], e disfunzione endoteliale
[17] che regredisce dopo somministrazione di antagonisti del TNF alfa [19]. A
tal riguardo, poiché lossido nitrico € un potete regolatore della rigidita
arteriosa [106], la disfunzione endoteliale potrebbe spiegare almeno parte
degli effetti dell'infiammazione sulla rigidita arteriosa nei soggetti con malattie

infammatorie croniche intestinali. Purtroppo, molti dei fattori prima
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menzionati non sono stati direttamente valutati nella nostra popolazione.
Quindi, il loro ruolo nella patogenesi della rigidita arteriosa non pud essere
direttamente chiarito dal presente studio. Tuttavia, la prevalenza dei classici
fattori di rischio cardiovascolare risulta essere piu bassa nei pazienti con
malattie inflammatorie croniche intestinali rispetto alla popolazione generale,
incluso un ridotto indice di massa corporea e colesterolemia, cosi come una
minore prevalenza di ipertensione, diabete ed obesita [89,91,107]. Quindi,
dato il profilo di rischio dei soggetti affetti da malattie infammatorie croniche
intestinali, la morbidita e la mortalitd dovrebbero essere inferiore che nella
popolazione generale. Tuttavia, questo non sembra corrispondere ai dati
riportati in letteratura in quanto il tasso standardizzato di mortalita non e
ridotto [108] ed il rischio di eventi cardiovascolari € aumentato nei soggetti
con malattie inflammatorie croniche intestinali [87,93]. Le malattie
inflammatorie croniche intestinali rappresentino un modello utile per studiare
gli effetti sia dellinfiammazione cronica subclinica che dei picchi di
inflammazione acuta nella patogenesi delle malattie cardiovascolari. La mia
ipotesi & che nei soggetti con malattie inflammatorie croniche intestinali, il
basso rischio cardiovascolare associato ad una bassa prevalenza dei fattori
di rischio tradizionali potrebbe in parte compensare l'aumentato rischio
cardiovascolare associato allinfiammazione cronica. La comprensione di
questi effetti concomitanti ed inversi, per lo piu non considerato nella
stratificazione del rischio cardiovascolare dei soggetti affetti da malattie
inflammatorie croniche intestinali, potrebbe spiegare il perché questi soggetti
presentino un aumentato rischio cardiovascolare in assenza di un’aumentata
prevalenza dei tradizionali fattori di rischio cardiovascolare. A tal riguardo, la

rigidita arteriosa potrebbe rappresentare un link tra I'inflammazione cronica
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ed il rischio cardiovascolare nei soggetti affetti da malattie infammatorie
croniche intestinali. Sono necessari studi basati su endpoints clinici forti per
confermare come la riduzione della rigidita arteriosa porti ad una parallela
riduzione del rischio cardiovascolare nelle malattie inflammatorie croniche
intestinali cosi come ampiamente dimostrato in altri setting clinici. A questo
riguardo, sebbene non siano statisticamente significative, 'andamento della
proteina C reattiva durante il follow-up € in accordo con i restanti dati della
tesi che suggeriscono una correlazione tra inflammazione e rigidita

vascolare.

8.3 La rigidita arteriosa é ridotta dalla terapia immunomodulatrice nelle
malattie infiammatorie croniche intestinali

Nello Studio 2 ho riportato come la terapia immunomodulatrice di lunga
durata sia efficace nel ridurre la rigidita aortica nelle malattie infammatorie
intestinali. Questi risultati sono in accordo con evidenze simili
precedentemente riportate nei pazienti con artrite reumatoide [28,29] che
mostrano una riduzione a breve termine della PWV carotido-femorale ma
non della PWYV carotido-radiale dopo 12 settimane di terapia con farmaci anti
TNF alfa e suggerisce che l'efficacia di questa terapia sulla riduzione della
rigidita arteriosa possa essere mantenuta anche per lungo tempo. Inoltre,
'assenza della riduzione della PWV carotido-radiale durante il follow-up
supporta lipotesi che possano essere implicati differenti meccanismi
nell'irrigidimento  delle arterie elastiche e muscolari in risposta
allinflammazione e potrebbe aiutare a spiegare perché la rigidita delle arterie
muscolari sia maggiore di quella delle arterie elastiche in pazienti affetti da

malattie infammatorie croniche intestinali. | risultati qui esposti sono inoltre in
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accordo con i dati che dimostrano come un’efficace terapia
immunomodulatrice possa migliorare la disfunzione endoteliale nei soggetti
affetti da malattie infiammatorie croniche [19] ed in altri modelli di
inflammazione cronica [11,109]. Infine, i dati qui esposti dimostrano come la
rigidita aortica aumenti significativamente meno nei soggetti trattati con
farmaci immunomodulatori rispetto a quelli trattati solo con salicilati,
suggerendo che i farmaci immunomodulatori potrebbero essere piu efficaci
rispetto ai salicilati nel ridurre l'infiammazione nelle malattie inflammatorie
croniche intestinali e che soggetti trattati solo con salicilati potrebbero ancora

avere una inflammazione subclinica.

8.4 Limiti dello studio

Il presente studio ha diversi punti di forza. Primo, questo € il primo studio in
cui & stata misurata la rigidita delle arterie elastiche e muscolari nei soggetti
affetti da rettocolite ulcerosa e morbo di Crohn ed €& stata riportata una
riduzione della rigidita arteriosa in questi soggetti dopo 3 anni di terapia
immunomodulatoria. Secondo, in questo studio & stato utilizzata la metodica
di riferimento per la valutazione della rigidita arteriosa (SpygmoCor; AtCor
Medical, Sydney, Austarlia) [21]. Terzo, il potere dello Studio 1 & sufficiente
per dimostrare che i soggetti con malattie infiammatorie croniche intestinali
hanno un’aumentata rigidita aortica e I'analisi post-hoc del potere dello
Studio 2 rivela che la numerosita del campione fornisce un adeguato potere
dello studio (89%) per dimostrare che i farmaci immunomodulatori riducono
la rigidita aortica. Infine, i risultati qui esposti evidenziano una forza di
associazione, temporalita, conseguenzialita, plausibilita biologica, gradiente

e coerenza con studi precedenti eseguiti in altri modelli di infammazione
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cronica [28,29]. Queste caratteristiche rendono probabile che i risultati
riflettano un fenomeno biologico piuttosto che un’associazione spuria [110].

Questo studio pud avere qualche limitazione. Primo, potrebbe essere
necessario studiare un maggior numero di soggetti per eseguire con un
potere sufficiente analisi separate nei pazienti con morbo di Crohn e
rettocolite ulcerosa cosi come in quelli con malattia in fase attiva o in
remissione. Cio nonostante, la rigidita arteriosa era comparabile tra i soggetti
con morbo di Crohn e rettocolite ulcerosa ed i risultati del’analisi multivariata
rimanevano sostanzialmente immodificati dopo correzione per il tipo di
malattia inflammatoria cronica intestinale, durata e storia di riacutizzazione
della malattia. Secondo, questo & uno studio osservazionale e, di
conseguenza, I'assegnazione del tipo di trattamento ai soggetti con malattie
inflammatorie croniche intestinali &€ stato, per definizione, non randomizzato.
Questo riflette il fatto che non é stato considerato etico condurre uno studio
randomizzato sui farmaci anti TNF-alfa nei soggetti affetti da malattie
infiammatorie croniche intestinali che non hanno risposto alle altre classi di
farmaci. Un disegno dello studio simile & stato precedentemente adottato da
altri autori [28,101,109].Noi abbiamo tentato di minimizzare i bias usando (a)
un medico non a conoscenza del disegno per prescrivere la terapia
immunomodulatoria, (b) un operatore blindato per la misurazione dei
parametri emodinamici, (c) un secondo operatore blindato per la raccolta dei
dati clinici attraverso un questionario standardizzato e (d) una procedura di
matching). Tuttavia, in seguito alla natura non randomizzata del presente
studio, non & possibile escludere la possibilita di una riduzione della pulse
wave velocity carotido-femorale indipendente dalla terapia praticata. Infine,

poiché gli esami ematochimici non erano disponibili nei controlli, non & stato
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possibile eseguire una comparazione diretta dei livelli di proteina C reattiva,
un biomarker di infammazione acuta, tra i soggetti affetti da malattie
inflammatorie croniche intestinali ed i rispettivi controlli. Tuttavia, i risultati di
questo studio suggeriscono che sia necessaria una cronica inflammazione
piuttosto che un episodio di inflammazione acuta per far aumentare la rigidita

aortica nei soggetti con malattie inflammatorie croniche intestinali.
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9. CONCLUSIONI

La rigidita aortica € aumentata nei soggetti con rettocolite ulcerosa ed in
quelli con morbo di Crohn e pud essere normalizzata da un trattamento di
lunga durata con farmaci immunomodulatori. Questo dato suggerisce che un
efficace controllo a lungo termine dell'infiammazione nei soggetti con malattie
inflammatorie croniche intestinali possa ridurre il rischio cardiovascolare di
questi soggetti e migliorare la rigidita arteriosa, un noto marker surrogato del

rischio cardiovascolare.
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10. SIGNIFICATO DELLO STUDIO

Le malattie inflammatorie croniche intestinali rappresentano un ottimo
modello per studiare gli effetti dell'infiammazione cronica e di quella acuta
nello sviluppo delle malattie cardiovascolari. Tutti i risultati del presente
studio supportano [lipotesi che nelle malattie infiammatorie croniche
intestinali I'infammazione sistemica sia associata ad un’aumentata rigidita
arteriosa, un riconosciuto marker surrogato del rischio cardiovascolare, che
la rigidita aortica pud essere efficacemente ridotta dalla terapia
immunomodulatoria (steroidi, azatioprina e farmaci anti TNF-alfa), come
recentemente riportato in altri modelli di inflammazione cronica, e suggerisce
che il controllo dellinfammazione possa aiutare a ridurre il rischio
cardiovascolare nei soggetti affetti da malattie infiammatorie croniche

intestinali.
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Tabella 2.1 Studi che hanno valutato la rigidita arteriosa nelle malattie infiammatorie croniche intestinali.

Autore Malattia in fase Pazienti, n Pulse wave velocity, m/s P value
attiva / anti TNF-
alfa
Crohn RU IBD Controlli Crohn RU IBD Controlli
TOT. TOT.

a b c d a-b cd
Zanoli L. et al 12% / 9% 16 16 32 32 --- --- 6.6£1.4 6.0+0.8 --- <0.05
(2012) [13]
Akdogan RA et 100% / 5% --- 37 37 30 --- 8.9+3.0 8.9+3.0 7.2+1.7 --- <0.05
al. (2013) [83]
Zanoli L et al. 72% 1 19% 34 40 74 80 8.0+1.6 7.8+1.7 --- 7.0%£1.1 NS <0.05
(2014) [14]
Korkmaz H. et 100% / 0-5% --- --- 38 74 --- --- 6.6+1.2 6.0+1.3 --- <0.05
al. (2014) [84]
Theocharidou 26% / 44% 43 23 66 44 6.8t1.3 6.3+x1.1 6.6%1.3 6.1+x0.9 NS NS
E. etal. (2013)
[85]
Theocharidou 27% | 46% 29 15 44 44 7+1.2 6.3t1.2 6.841.2 6.4+0.9 <0.05 NS

E. etal. (2014)
[86]
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Tabella 2.2 Principali parametri clinici della popolazione [13].

Parametri IBD Controlli p
M (SD) M (SD)

Pazienti, n 32 32

Eta, anni 30 (9) 31 (7) NS
Sesso maschile, % 59 59 NS
Peso, Kg 67.1 (14.0) 69.0 (12.6) NS
Altezza, m 1.68 (0.10) 1.68 (0.10) NS
BMI, Kg/m? 23.5(3.6) 24.3(28) NS
Frequenza cardiaca, b/min 68 (9) 65 (10) NS
Pressione sistolica brachiale, mm Hg 115 (10) 113 (11) NS
Pressione diastolica brachiale, mm Hg 66 (10) 68 (8) NS
Pressione differenziale brachiale, mm Hg 49 (10) 45 (11) NS
Pressione media brachiale, mm Hg 82 (9) 83 (7) NS
Pressione sistolica centrale, mm Hg 99 (11) 97 (8) NS
Pressione diastolica centrale, mm Hg 67 (11) 69 (9) NS
Pressione differenziale centrale, mm Hg 32 (6) 28 (7) <0.05
Pressione media centrale, mm Hg 81 (10) 80 (9) NS
PWYV carotido-femorale, m/s 6.6(1.4) 6.0(0.8) <0.05
PWYV carotido-radiale, m/s 8.5 (1.2) 7.2 (1.0) <0.001
Augmentation index, % 7.4 (10.5) 1.5(154) NS

PWYV, pulse wave velocity.
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Tabella 2.3 Principali dati di laboratorio dei pazienti con malattie
inflammatorie croniche intestinali [13].

Parametri Valori
Colesterolo totale, mg/dL 162126

LDL, mg/dL 95117

HDL, mg/dL 4613
Glicemia, mg/dL 8618

Proteina C-reattiva, mg/L 0.57 [0.35-1.32]
VES, mm/h 18110

| dati sono riportati come media £ deviazione standard o mediana [range
interquartile].
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Tabella 2.4 Determinanti della rigidita arteriosa [13].
Parametri Aumento R?> Coeff. beta Intervallo di confidenza P-value

Popolazione dello studio nel suo insieme
Variabile dipendente: PWV carotido-femorale ("

eta, anni 0.11 0.05 0.01 0.09 <0.05
IBD 0.10 0.90 0.23 1.58 <0.05
R?=0.20

Pazienti con IBD
Variabile dipendente: PWV carotido-radiale "

Eta, anni 0.31 0.09 0.04 0.13 <0.001
R*=0.41

(1) Aggiustato per 'uso di terapia steroidea o farmaci immunosoppressori (si/no) ed attivita di malattia (si/no).
Unita beta: m/s. IBD, malattia inflammatoria cronica intestinale; PWV, pulse wave velocity.
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Tabella 7.1 Principali dati clinici dei soggetti arruolati nello Studio 1 [14].

Parametri Controlli Rettocolite Morbo di P-value
ulcerosa Crohn

Pazienti, n 80 40 34

Eta, anni 38 (13) 38 (14) 36 (14) 0.74

Sesso maschile, % 50 53 47 0.90

Indice di massa corporea, Kg/m? 247 (4.3) 246(4.9) 23.8(5.0) 0.62

Frequenza cardiaca, b/min 67 (11) 68 (10) 70 (11) 0.27

Pressione sistolica brachiale, mm Hg 115(12) 118 (12) 118 (13) 0.30
Pressione diastolica brachiale, mm Hg 70 (9) 69 (10) 70 (12) 0.91
Pressione media brachiale, mm Hg 84 (10) 86 (10) 87 (13) 0.40
Pressione sistolica centrale, mm Hg 102 (12) 105(12) 106 (16) 0.27
Pressione diastolica centrale, mm Hg 71 (9) 70 (10) 71 (12) 0.90

Alxur, % 13.8(3.9) 17.1(3.7) 16.4 (4.0 <0.001
PWV carotido-femorale, m/s 7.0(1.1) 7.8(1.7) 8.0(1.6) <0.001
PWV carotido-radiale, m/s 7.2(0.9) 8.8(1.4) 88(1.3)" <0.001
Proteina C-reattiva, mg/dL - 1.12 (1.44) 0.80 (1.07) 0.29
Colesterolo totale, mg/dl -—- 164 (21) 156 (19) 0.12
Glucosio plasmatico, mg/dl -—- 83 (10) 84 (6) 0.50
In remissione, % - 73 71 0.86
Malattia estesa, % - 38 56 0.11
Durata della malattia, anni - 59(5.6) 7.0(6.2) 0.42
Storia di riacutizzazioni, % - 70 62 0.46
Terapia 0.92

Salicilati, % --- 38 38

Steroidi e azatioprina, % - 45 41

Anti TNF alfa, % --- 17 21

PWV, pulse wave velocity; Alxugr, augmentation index corretta per la
frequenza cardiaca. P<0.001 vs. controlli; #P<0.05 vs. controlli.
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Tabella 7.2 Analisi multivariata della rigidita arteriosa nello Studio 1 [14].

Parametri incren;ento Coeff. beta Cl P-value
R

Tutti i soggetti (n=154) )
Variabile dipendente: PWV carotido-femorale

IBD 0.09
Rettocolite ulcerosa 0.77 0.39-1.15 <0.001
Morbo di Crohn 1.01 0.61-1.42 <0.001
Variabile dipendente: PWV carotido-radiale ~
IBD 0.30
Rettocolite ulcerosa 1.50 1.09-1.91 <0.001
Morbo di Crohn 1.58 1.14-2.02 <0.001
Variabile dipendente: Alxug"
IBD 0.16
Rettocolite ulcerosa 3.6 2.1-5.0 <0.001
Morbo di Crohn 3.0 1.5-46 <0.001
IBD (n=74) ]
Variabile dipendente: PWV carotido-femorale
Durata della malattia, 1 anno 0.03 0.054 0.001-0.108 <0.05
Variabile dipendente: PWV carotido-radiale ~
PCR, 1 mg/dL 0.05 0.26 0.04-0.47 0.02
Storia di ricadute 0.08 0.84 0.24-1.45 0.01

*Aggiustato per eta, sesso, pressione arteriosa media e frequenza cardiaca;
Beta unit: m/s. #Aggiustato per eta, sesso, pressione arteriosa. Unita beta: %.
PWYV, pulse wave velocity; Alxyr, augmentation index corretto per la
frequenza cardiaca; Cl, intervallo di confidenza; IBD, malattie inflammatorie
croniche intestinali
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Tabella 7.3 Principali dati clinici dei soggetti arruolati nello Studio 1 [14].

Pag 55

Parametri Controlli IBD P-value
Salicilati Steroidi e azatioprina Anti TNF-alfa

Pazienti, n 30 14 11 7

Eta, anni 30 (13) 31 (6) 30 (10) 33 (9) 0.65
Sesso maschile, % 60 64 45 43 0.67
Pressione sistolica brachiale, nrmHg 113 (12) 116 (11) 114 (7) 113 (12) 0.82
Pressione diastolica brachiale, mm Hg 68 (9) 66 (10) 68 (9) 67 (10) 0.84
Pressione media brachiale, mm Hg 82 (10) 82 (9) 83 (8) 83 (11) 0.99
PWV carotido-femorale, m/s 6.9 (1.0) 7.3(0.9) 6.9 (1.3) 7.7 (1.2) 0.29
PWV carotido-radiale, m/s 7.2(0.8) 85(1.0) 8.5 (1.9) 9.2 (1.4) <0.001
AlXur, % 9.6 (4.8) 11.8(6.4) 10.7 (4.4) 11.2 (5.3) 0.57
Proteina C-reattiva, mg/dL --- 0.74 (1.01) 0.60 (0.83) 1.40 (1.81) 0.36
Morbo di Crohn, % --- 36 55 43 0.64
In remissione, % -—- 71 91 57 0.25
Malattia estesa % --- 29 55 57 0.31
Durata di malattia, anni --- 3.9 (4.6) 4.7 (2.7) 8.5 (7.5) 0.12
Storia di ricadute, % --- 43 73 86 0.11

IBD, malattie inflammatorie croniche intestinali; PWV, pulse wave

cardiaca. P<0.001 vs. controlli; #P<0.05 vs. controlli.
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Tabella 7.4 Effetti a lungo termine della terapia immunomodulatrice sull'inflammazione e sui parametri emodinamici [14].

Parametri Controlli Salicilati Ste.’°'°". e Anti TNF-alfa P-value
azatioprina

Mixed models
1-way repeated-

Basale Follow-up Basale Follow-up Basale Follow-up Basale Follow-up measures ANOVA  Per misure
ripetute

Pazienti, n 30 30 14 14 11 11 7 7

Pressione media brachiale, mm Hg 82 (10) 83 (7) 82 (9) 82 (9) 83 (8) 81 (9) 83 (11) 83 (10) 0.59 -
Proteina C-reattiva, mg/dL --- -~ 0.74 (1.01)1.18 (1.31)0.60 (0.83)0.59 (0.71)1.40 (1.81)0.38 (0.35) 0.04 0.04
PWYV carotido-femorale, m/s 6.9 (1.0)7.2 (1.0)* 7.2(0.9) 7.9(1.2)* 69(1.3) 69(1.0) 7.7(1.2) 7.6(1.1) 0.002 0.003
PWV carotido-radiale, m/s 7.2(0.8)7.2(0.7) 85(1.0) 89(11) 85(19) 9.0(1.8) 9.2(14) 9.2(1.5) 0.26 ---
Alxur, % 9.6 (4.8)10.1 (2.2) 11.8 (6.4) 13.6 (1.7) 10.7 (4.4) 9.0 (2.6) 11.2(5.3) 8.7 (2.6) 0.18 -

PWV, pulse wave velocity; Alxyr, augmentation index corretta per la frequenza cardiaca. Differenza | dati al basale ed alla fine del
follow-up (test di Bonferroni): *P<0.05; *P<0.001.
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Figura 1.1
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Spessore intima-media (IMT) dell’arteria carotide comune (CCA) in pazienti con malattie
inflammatorie croniche intestinali ed in un gruppo di controllo [16].
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Figura 1.2
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Pannelo A: Risposta all’acetilcolina (Ach) in microvasi della sottomucosa dell’intestino in
soggetti con malattie inflammatorie croniche intestinali ed in controlli. | microvasi
provenienti dai controlli si dilatano in risposta a dosi crescent di acetilcolina mentre |
microvasi provenienti da soggetti con malattie inflammatorie croniche intestinali
presentano una attenuate dilatazione in seguito all'incubazione con acetilcolina (*P<0.05).
| vasi erano stati precostretti con endotelina 1. L’asse Y indica la variazione percentuale
dal diametro precostretto. | valori sono presentati come media + errore standard [68].
Pannello B: Valori di flusso sanguigno dell’avanbraccio in risposta all’infusione
intrarteriosa di dosi crescent di acetilcolina in pazienti con morbo di Crohn durante una
concomitante infusione di soluzione salina o infliximab (200 mg/min). | valori sono espressi

Stefania Rastelli, Dottorato di Ricerca Internazionale in “Medicina Sperimentale Clinica e Fisiopatologia Cellulare”



come media * errore standard. | valori della P si riferiscono al paragone della risposta
vasale tra | due trattamenti in un esame della varianza a due code per dati ripetuti.
*P<0.05; **P<0.01 al 'analisi post hoc di Bonferroni [19].
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Figura 1.3

R o Gender
R o Smoking
® o HTN
N = Family history of CAD

Diabetes mellitus

He

e ' Dyslipidemia

° — CKD

—s—1— BMI=30

= WBC

l Platelet count @ |IBD group

& Non-IBD group

* Anemia

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Impatto dei fattori di rischio tradizionali sugli eventi coronarici nei pazienti con malattie
inflammatorie croniche intestinali e nei controlli. BMI, indice di massa corporea; CAD,
malattia coronarica; CKD, insufficienza renale cronica; CV, cardiovascolare; HTN,
ipertensione; IBD, malattie inflammatorie croniche intestinali; WBC, leucociti [87].
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Figura 1.4
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Tasso standardizzato di mortalita nei pazienti con malattia di Crohn (Pannello A) e rettocolite
ulcerosa(Pannello B) [92].
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Figura 2.1
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Apparecchiatura per la misurazione della pulse wave velocity (PWV).
PWYV = distanza (AL, metri) / intervallo di tempo (At, secondi) [21].
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Figura 2.2
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Pressione differenziale centrale (Pannello A), media (Pannello B) e rigidita arteriosa
(Pannello C) nei pazienti con malattie infammatorie croniche intestinali (IBD) e nei controlli
[14].
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Figura 2.3
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Correlazione tra I'eta dei pazienti e la rigidita arteriosa. Pannello A: PWV carotido-radiale
(arteria muscolare); Pannello B: PWV carotido-femorale (arteria elastica) [14].
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Figura 2.4
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Correlazione tra durata della malattia e PWV carotido-radiale (arteria muscolare) [14].
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Figura 7.1
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Associazione tra rigidita arteriosa ed eta. Pannello A, pulse wave velocity carotido-

femorale (cf PWV); Pannello B, pulse wave velocity carotido-radiale (cr PWV) [14].
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Figura 7.2

cf PWV g, = 7.13 + 0.12 x disease duration (years)
B=0.12(0.06 to 0.18). R?=10.19; P<0.001
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®—— Crohn’s disease

14 ° O--- Ulcerative colitis
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Disease duration, years
Associazione tra pulse wave velocity carotido-femorale e durata della malattia nello Studio
1. Analisi cumulativa nei soggetti con malattie infiammatorie croniche intestinali considerati
in un gruppo unico (cf PWVigp). Sono anche riportate le linee di regressione dei soggetti
con rettocolite ulcerosa (- - -) e morbo di Crohn (-----) [14].

Pag 67 Stefania Rastelli, Dottorato di Ricerca Internazionale in “Medicina Sperimentale Clinica e Fisiopatologia Cellulare”



Figura 7.3
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Variazione della pulse wave velocity carotido-femorale (PWV) durante il follow-up.
Aggiustato per eta, sesso, pressione arteriosa media, frequenza cardiaca e durata del
follow-up [14].
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