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Introduzione

Le differenze di genere

Solo in questi ultimi vent’anni le differenze di genere hanno trovato una loro
giusta collocazione nell’'ambito scientifico; per quanto concerne Ila
farmacologia, esse fanno parte del grande capitolo delle variazioni alle risposte
ai farmaci, variabilita che origina sia dal patrimonio genetico che da fattori
ambientali (Kalow et al, 1998). Tali differenze furono dapprima individuate
negli animali da esperimento, quando nel 1932 Nicholas e Barrow (citati in
Skett 1988) evidenziarono che, nelle ratte femmine, la dose ipnoinducente di
barbiturico era inferiore (50%) rispetto a quella dei ratti maschi.
Sfortunatamente, in clinica, sono state a lungo sottovalutate (Kato, 1974;
Giudicelli e Tillment, 1977) anche perché, fino all'ultimo decennio del secolo
scorso, solo pochi, per non dire rari, studi clinici includevano le donne. Ricerche
recenti, tuttavia, evidenziano che tali differenze sono piu frequenti di quelle
sospettate (Beierle, 1999; Meibohm et al, 2002) ed hanno un’entita variabile
dal 20-50% (Fletcher et al, 1994; Beierle, 1999; Meibohm et al, 2002). Le
differenze di genere nella risposta ai farmaci dipendono dalle differenze
anatomiche, fisiologiche e patologiche esistenti tra i due sessi, inclusa la
ciclicita della vita riproduttiva femminile (O'Malley et al, 1971) e in questo
ambito bisogna altresi considerare le problematiche correlate all’assunzione di
associazioni estro-progestiniche. Ad esempio, l'uso di alcuni antiepilettici e
della rifampicina puo accelerare il metabolismo degli estrogeni (Graves et al,
1999); d’altra parte le associazioni di estro-progestinici possono modificare la
risposta del sistema GABAergico (Olsen e Delorey, 1998; Berg, 2001). E’
evidente che il problema delle interazioni non coinvolge solo i farmaci, ma si
estende ai nutrienti, ai supplementi, ai rimedi botanici; ad esempio, e stata
descritta la perdita dell’efficacia dei contraccettivi orali con l'uso dell’iperico
(Hall et al, 2003; Pfrunder et al, 2003). Come si pu0 osservare in tabella 1,
tutte le fasi della farmacocinetica possono essere influenzate dalla differenza di
genere, variando in funzione del ciclo mestruale, della gravidanza,

dell’allattamento, della menopausa, ma non €& ancora ben noto il loro



significato clinico. Inoltre, scarse sono anche le notizie sulle differenze tra
uomo e donna dei sistemi di trasporto intestinali dei farmaci (Morris et al,
2003) e queste, se individuate, potrebbero rivestire una certa rilevanza. Le
variazioni del volume di distribuzione legate alla diversa composizione corporea
sembrano avere una certo significato clinico (Beierle et al, 1999), come nel
caso della vancomicina e dei chinolonici (Ducharme et al, 1994; Overholser et
al, 2004) ed, essendo esse spesso collegate a differenze di peso corporeo,

possono essere evitate normalizzando la dose per la superficie o il peso

corporeo.
Fattore biologico Effetto
Peso corporeo Le donne, in genere, pesano meno dell'uomo, percio il

dosaggio dovrebbe essere normalizzato per il peso.

Grasso corporeo € massa | Le donne hanno una quantita di grasso superiore e
muscolare una minore quantita di massa muscolare rispetto a
guella maschile, il che pud portare a variazioni del
volume di distribuzione (Beierle et al, 1999).

Svuotamento gastrico Lo svuotamento € piu lento nella donna ed ¢
influenzato dalla fase mestruale e dalla gravidanza
(Wilson, 1984; Kando et al, 1995).

Secrezione gastrica Lo stomaco delle donne ha un pH superiore e cid puo
influenzare I'assorbimento dei farmaci (Wilson, 1984)
Metabolismo Le donne hanno una minore quantita d’alcool

deidrogenasi con conseguente rallentamento del
metabolismo dell’etanolo. Esistono inoltre differenze
legate al genere per quanto riguarda le CYP ed altri
enzimi: ad es. la glicuronconiugazione € maggiore
nell'uomo (Riester et al, 1980; Beierle et al, 1999;
Harris et al, 1995; Pollock, 1997).

Legame farmaco-proteico Le variazioni fra uomo e donna sembrano di scarsa
importanza (Beierle et al, 1999; Meibohm et al, 2002)
perO una diminuzione delle albumine pud essere
presente in gravidanza (Perucca e Crema, 1982).

Rene La Filtrazione glomerulare pud essere influenzata dal
sesso perché e proporzionale al peso e alla massa
muscolare (Wright et al 1997).

Le differenze di genere legate al metabolismo dei farmaci sono notevoli (Riester
et al, 1980); poniamo pero attenzione al fatto che sono molti e diversi i fattori
che ne influenzano la complessa regolazione endogena (polimorfismi, ormoni
etc) ed esogena (alcool, fumo, supplementi, rimedi botanici etc) e cid rende
difficile identificare e valutare correttamente le differenze di genere (Morgan et

al 1998). Ci0 nonostante, ben note sono le differenze tra uomo e donna



imputabili all’attivita degli enzimi citocromo P450. Ad esempio, I'attivita del CYP
3A4, che rappresenta circa il 60% delle ossidasi citocromo P450, e che
metabolizza numerosi farmaci (ciclosporina, diazepam, imipramina, midazolam,
nifedipina, nimodipina, diltiazem, verapamil, chinidina, warfarin, ormoni
steroidei, tamoxifen, etc), € maggiore nel sesso femminile ed & modulata dagli
estrogeni e dai progestinici (Beierle et al, 1999; Harris et al, 1995; Pollock,
1997). A livello dell’escrezione renale, ci possono essere delle differenze e cio
potrebbe spiegare la ridotta clearance (12-14%) della digossina nelle donne
(Yukawa et al 1992).

Nonostante le differenze farmacodinamiche siano piu difficili da individuare
rispetto a quelle farmacocinetiche, ne sono state descritte alcune che
riguardano farmaci di largo impiego come gli oppiodi, gli inibitori dell’enzima di
conversione dell’'angiotensina, i fibrinolitici, le benzodiazepine ecc. Le donne,
infatti, rispondono meglio agli oppiodi presentando, nel contempo, un maggior
numero di effetti collaterali (Kaiko et al, 1996; Zacny, 2001; Craft, 2003);
mentre con i fibrinolitici esse hanno una maggiore incidenza di emorragie
intracraniche (Gurwitz et al, 1998), incidenza che permane anche dopo la
correzione della dose per il peso corporeo e per la funzionalita renale (Van de
Werf, 2002; Becker et al, 1999). Inoltre, le donne anziane, sembrano essere
meno sensibili agli effetti terapeutici degli inibitori dell’enzima di conversione in
confronto ai maschi della stessa eta (Flather et al, 2000), e questi farmaci
sembrano poi indurre piu effetti avversi (tosse) nel sesso femminile (Os et al,
1992). Infine, sono state descritte differenze di genere su base
farmacodinamica, anche per le benzodiazepine (Romano-Torres, 2002). Quel
che ci si auspica e che in futuro le segnalazioni sulle differenze
farmacodinamiche aumentino e che sia possibile arrivare a progettare farmaci
che tengono conto di queste.

Le donne sembrano essere piu sensibili agli effetti avversi dei farmaci (Domecq
et al, 1980; Lazarou et al, 1998; Martin et al, 1998; Makkar et al, 1993;
Szarfman, 2000; GAO-01-286R, 2001), o per una particolare vulnerabilita
femminile (ad esempio, medicinali di largo consumo quali antiaritmici,

antibiotici, anti-istaminici, antipsicotici possono indurre aritmia ventricolare che



puo essere fatale; Makkar et al, 1993; Woosley, 2000; Drici et al, 1998) e/o
perché le donne sono trattate con dosaggi individuati per i soggetti di sesso
maschile e/o per il fatto che le reazioni avverse nel genere femminile
potrebbero dipendere direttamente o indirettamente dalle fluttuazioni ormonali
che caratterizzano la vita riproduttiva femminile e che rivestono una grande

rilevanza ai fini dell’efficacia e della sicurezza del trattamento.

Differenze di genere nelle malattie cardiovascolari

Le malattie cardiovascolari rappresentano, globalmente, la principale causa di
morte nel XXI secolo (Murray, 1996).

Nonostante in questi ultimi anni siano stati notevolmente implementati gli
interventi di prevenzione, nel sesso femminile la malattia cardiovascolare resta
la principale patologia killer (American Heart Association, 2003) e i dati
indicano un numero maggiore di vittime rispetto al sesso maschile. Solo negli
Stati Uniti, piu di mezzo milione di donne all'anno muore per le malattie
cardiovascolari.

Ai dati finora citati, se ne aggiunge uno peculiare relativo all’epoca
d'insorgenza delle malattie cardiovascolari nel sesso femminile, cioé in
menopausa. Infatti, al di sotto dei 55 anni, l'incidenza di coronaropatia (CAD)
(che tra le malattie cardiovascolari € la principale causa di morte) nel sesso
femminile € circa 1/3 di quella del sesso maschile, mentre a 75 anni, essa
eguaglia (Barrett-Connor et al, 1991) o, secondo altri autori, € superiore a
quella del sesso maschile (Gu et al, 1999).

La menopausa rappresenta, quindi, il momento della vita della donna che
segna il passaggio da una condizione di basso rischio cardiovascolare ad una di
aumentato rischio, tale da annullare la differenza nell’incidenza di eventi tra i
due sessi (National Center for Health Statistics, 1998; The World Health Report
2002).

La cessazione dell'attivita ovarica con le relative modificazioni ormonali
sarebbe responsabile dell’aumentato rischio cardiovascolare in maniera diretta.
Inoltre, il rischio cardiovascolare aumenta anche indirettamente, sia attraverso

le altre modificazioni che si verificano in menopausa e che interessano Il



metabolismo osseo, il tessuto adiposo, il metabolismo glucidico e lipidico, sia a
causa dell’'aumentata incidenza di patologie sistemiche come |'‘osteoporosi e la
sindrome metabolica.

Pertanto gli sforzi nel settore della ricerca medico-scientifica devono essere
volti, prima che all’identificazione di una terapia idonea, alla definizione dei
meccanismi coinvolti nella patogenesi dell’aterosclerosi in menopausa.

Negli ultimi 20 anni un ruolo preminenete nel determinismo dell’aterosclerosi &
stato attribuito alla carenza di estrogeni ed i primi studi epidemiologici avevano
confermato tale ipotesi.

Quest'ultima e stata, perd, confutata da una rigorosa valutazione scientifica
(Hulley et al, 1998; Rossouw et al, 2002). Infatti, gli studi di intervento sulla
terapia ormonale sostitutiva (HRT) hanno fatto sorgere dubbi circa la priorita
del ruolo degli estrogeni nella protezione della donna dalle malattie
cardiovascolari e hanno fatto ipotizzare che esistano meccanismi diversi. Da
qui € sorta la necessita di identificare nuovi fattori di rischio cardiovascolare
nella donna in menopausa. Infatti, dai suddetti studi si € compreso che
probabilmente solo “perpetuando” le condizioni ormonali esistenti in
premenopausa € possibile mantenere “basso” il rischio cardiovascolare nelle
donne. Pertanto e fondamentale esplorare le funzioni degli altri ormoni sessuali
la cui produzione cessa con la menopausa, vale a dire gli androgeni, che
possono rappresentare i nuovi target nella prevenzione cardiovascolare della
donna in menopausa, dopo il fallimento della terapia ormonale sostitutiva.
Relativamente ai nuovi fattori di rischio, che direttamente potrebbero favorire
lo sviluppo dell’aterosclerosi, non sono da trascurare i risultati di recenti studi
che hanno enfatizzato come lo sviluppo delle calcificazioni vascolari
aterosclerotiche sia un processo simile a quello della mineralizzazione dell’'osso
(Elhage et al, 2001; Parhami et al, 2001; Watson et al, 1997; Moon et al,
1992). Infine, anche nelle donne in menopausa, € utile considerare Ila
prevalenza della cosiddetta “sindrome metabolica”, considerata attualmente
una patologia emergente di questo periodo della donna. Essa € una condizione
caratterizzata dalla costellazione d’alterazioni lipidiche e non, d’origine

metabolica. La sindrome metabolica € molto frequente nella popolazione adulta



e nella postmenopausa (Export Panel on Detection, Evaluation, and Treatment
of High Blood Cholesterol in Adults. 2001; Ford et al 2002). Gli studi hanno
dimostrato una associazione tra la sindrome metabolica e gli eventi
cardiovascolari (Lakka et al, 2002; Isomaa et al, 2001; Ridker et al 2003;
Alexander et al 2003).

E proprio in questo ambito di eventi cardiovascolari che si sta sempre pil
affermando il ruolo dei recettori PPAR. Ruolo decisamente controverso
soprattutto per PPARy, in quanto tale recettore esercita da un lato complessi
effetti anti-aterogenici, quali [linibizione del rilascio di citochine pro-
inflammatorie, la riduzione dell’espressione delle metalloproteinasi e degli
scavenger receptor SR-A (Ricote et al., 1998, 1999; Chawla et al., 2001;
Chinetti et al., 2001; Moore et al., 2001), dall’altro molti lavori riportano come
i ligandi di PPARy siano responsabili della stimolazione dell’espressione di
recettori pro-inflammatori (es. CD14 e CD11/CD18), dell'up-regolazione di
scavenger receptor come CD36 (responsabile dell’'uptake delle LDL ossidate) e
come siano coinvolti nella formazione delle foam cells (Tontonoz et al., 1998;
Nagy et al., 1998; Chinetti et al., 2000), tutti eventi pro-aterogenici.

Inoltre, € da poco stato pubblicato uno studio dove si & dimostrato che il
rosiglitazone, noto ligando sintetico di PPARy, della famiglia di farmaci
antidiabetici orali di ultima generazione, i tiazolidindioni, & associato ad un
significativo aumento del rischio di infarto del miocardio nell'uomo (Nissem &
Wolski, 2007).



Scopo

Poiché le malattie cardiovascolari rappresentano, globalmente, la principale
causa di morte nel XXI secolo e vista I'importanza che la famiglia dei PPAR sta
assumendo in questi ultimi anni nell’evoluzione delle malattie cardiovascolari,
con questo studio si € voluta valutare |'espressione dei recettori PPAR (alfa e
gamma) in monociti (M) e macrofagi-derivanti da monociti (MDM) di pazienti
affetti da Coronaropatia (CAD), uomini e donne, fumatori e non fumatori,
sondando l'esistenza di una possibile differenza di genere nell’espressione dei
recettori nucleari PPAR, ed ipotizzando cosi un loro eventuale ruolo come

marcatori predittivi di rischio cardiovascolare.



Materiali e metodi

Popolazione

Sono stati arruolati pazienti in maniera consecutiva, 20 uomini e 20 donne in
postmenopausa, con eta compresa fra i 45 e i 75 anni, afferiti all’ambulatorio
di Coronarografia dell’'Ospedale Maggiore della Carita di Novara.

Tutti i pazienti sono stati sottoposti ad analisi ematochimiche per la valutazione
di glicemia, colesterolo totale, HDL, LDL, trigliceridi, proteina C reattiva; inoltre
i pazienti sono stati sottoposti ad un questionario relativo alla storia clinica,
assunzione attuale e pregressa di farmaci, fumo, presenza di malattie
cardiovascolari e ad un esame fisico per la determinazione dell'indice di massa

corporea (BMI) e di altri parametri, quali circonferenza vita/fianchi.

Preparazione di monociti umani (M) e Monocyte-Derived Macrophages
(MDM)

I monociti umani (M) sono stati isolati da 30cc di sangue prelevato ai pazienti
al mattino a digiuno. Il sangue prelevato viene fatto sedimentare con una
soluzione di destrano in rapporto 1:1 e centrifugato a 400g per 30’ a
temperatura ambiente su gradiente di Hystopaque (densitd = 1.077 g/cm?3).
L'anello di cellule mononucleate viene trasferito in un altro tubo e lavato con
PBS (phosphate-buffered saline pH 7.4) per 10’ a 2509 per tre volte; le cellule
cosi recuperate vengono piastrate in RPMI 1640 medium, con l'aggiunta di FBS
al 5% (fetal bovine serum scomplementato), 2 mM di glutammina, 50 ug mi*
di streptomicina, 5 U ml? di penicillina e 2.5 ug ml? di anfotericina B
(Brunelleschi et al., 1998). La popolazione purificata di monociti viene ottenuta
per adesione (90’, 37°C, 5% CO;) e le cellule in sospensione (principalmente
linfociti) vengono rimosse con tre lavaggi di PBS; la vitalita cellulare viene
valutata con “trypan blue dye exclusion” ed €& normalmente > 98%
(Brunelleschi et al., 1998). Attraverso la citofluorimetria sono stati valutati
diversi marker di superficie che hanno permesso di appurare che fosse una
popolazione pura di monociti (> 90% CD14 ¥, < 2% CD3%). I Monocyte-

Derived Macrophages (MDM) sono ottenuti da monociti incubati a 37°C per 8-



10 giorni con RPMI 1640 completo con l'aggiunta del 20% di FBS, con cambi di
terreno ogni 2-3 giorni. Gli MDM vengono considerati cellule “*macrophage-
like”, in accordo a Gantner et al. (1997), grazie alla diminuzione dei marker di
superficie CD14 (soltanto il 25-30% degli MDM sono CD14) ed all’assenza
dell’espressione del marker CD1la che dimostra che nelle preparazioni di MDM
non ci sono cellule che si stanno differenziando in cellule dendritiche
(Brunelleschi et al., 2001).

Espressione proteica e quantificazione dei PPAR

Le cellule isolate da donatori sani, fumatori e non-fumatori, sono state
utilizzate come cellule controllo (in cui si valuta I'espressione basale costitutiva
di PPAR gamma e alfa) rispetto a quelle dei pazienti coronaropatici. Le cellule
(2 x 10°), sono state lavate due volte con PBS freddo e staccate in tampone di
lisi (3% SDS, 0.25 M Trizma base e 1 mM PMSF, phenyl-methyl-sulfonyl
fluoride). Le cellule lisate sono state sonicate in immersione per circa 2 min. ed
inoltre gli estratti sono stati sottoposti a shock termico. La determinazione
delle concentrazioni proteiche e stata fatta con metodo BCA. I campioni di
proteina (20 pg) sono stati analizzati con SDS-PAGE (10% acrilammide) e
trasferiti su membrane di nitrocellulosa. Gli immunoblots sono stati eseguiti
con metodiche standard utilizzando i seguenti anticorpi: anticorpo monoclonale
anti-PPAR-gamma (Santa Cruz 1:1000 in TBS-Tween 5% latte) anticorpo
monoclonale anti-PPAR-alfa (ABCAM 1:1000 in TBS-Tween 5% latte) ed
anticorpo monoclonale B-actina (Sigma; 1:5000 in TBS-Tween 3% BSA).
L'anticorpo secondario utilizzato € associato con la perossidasi (Amersham
Biosciences). Le proteine sono state visualizzate attraverso un sistema di
intensificazione della chemioluminiscenza (ECL, Perkin Elmer). Il segnale di
chemioluminescenza e stato analizzato con un densitometro in condizioni non
saturanti (Versadoc, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). La quantificazione delle
proteine PPAR e stata fatta calcolando il rapporto tra I'espressione proteica di
PPAR e quella della B-actina, quest’ultima utilizzata come proteina house-

keeping.



Risultati

Con questo studio si € voluta valutare I'espressione proteica dei recettori PPARy
e PPARa, in monociti ed MDM di pazienti con CAD, fumatori e non-fumatori,
uomini e donne, ed e stato possibile quantificare I'espressione di tali recettori
rapportandoli all’espressione di una proteina housekeeping, la p-actina.

Come controllo di espressione proteica, rispetto ai pazienti, si sono studiati i
valori basali delle proteine PPARa e PPARy (attraverso tecniche di Western blot)
in M e MDM di donatori sani, fumatori e non fumatori.

Come si puo vedere in Figura 1 l'espressione di PPARy e risultata up-regolata
durante il differenziamento dei monociti a MDM. Inoltre, 6 ore di incubazione
con il ligando endogeno 15d-PGJ, (usato a 10 pM) o il ligando sintetico,
ciglitazone (usato a 50 uM), aumentano fortemente |'espressione di PPARy in M
e in macrofagi totalmente differenziati (MDM), confermando cosi precedenti
osservazioni, fatte anche dal nostro laboratorio (Amoruso et al, 2007; Chinetti

et al., 1998; Tontonoz et al., 1998).
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(Figura 1: espressione, basale ed indotta dai ligandi, di PPARyin M e MDM di donatori
sani, fumatori e non-fumatori )
Come mostrato in Figura 1, il rapporto di PPARy/B-actina negli MDM e 1.47 +



0.2 (n = 12), ed & circa quattro volte piu alto che nei M (0.38 + 0.08; n = 12;
p < 0.001 vs MDM), ed entrambi i ligandi di PPARy ne aumentano I
espressione. Alla concentrazione di 10 pupM, la 15d-PGJ, incrementa
I'espressione di PPARy di circa 2.4 volte e 2.5 volte in M e MDM,
rispettivamente (n = 12; p < 0.01 vs controllo; Figura 1). Il ciglitazone (50
uM), invece, incrementa l'espressione di PPARy di 2 volte circa nei M e di 1.7

volte negli MDM, (n = 12; p < 0.05 vs controllo; Figura 1).

Ratio PPAR-a/B-actina
N

M NS MDM NS MS MDM S

(Figura 2: espressione basale di PPARain M e MDM di donatori sani, fumatori e non-

fumatori)

Sono stati quindi valutati i valori basali di PPARa espressi nelle cellule dei
donatori sani, fumatori e non-fumatori. Come si pud vedere dalla Figura 2,
I'espressione della proteina PPARa subisce un incremento, non statisticamente
significativo, di quasi 2 volte durante il differenziamento e valutando le diverse
espressioni tra fumatori e non-fumatori, non si &€ osservata alcuna differenza
significativa (n=5; p > 0.05).

Questo dato potrebbe far ipotizzare un non-coinvolgimento di tale proteina
nella cascata d’attivazioni geniche scatenate da fattori inflammatori, quali il
fumo.

Visto I'ormai confermato ruolo dei recettori PPAR in diverse patologie, quali
I'aterosclerosi, diabete, trombosi..etc, &’ stato quindi interessante andare a
valutare I'espressione dei recettori PPAR in pazienti con coronaropatia,

fumatori e non, e osservarne le differenze rispetto ai donatori sani.



Sono stati arruolati per questo studio, pazienti con caratteristiche comparabili,

quali l'eta, il BMI, i trattamenti farmacologici (naturalmente non sono stati

inclusi pazienti sottoposti a trattamento con ligandi PPAR).

Qui di seguito sono riportate le tabelle con i vari parametri biochimici e i

risultati

femmine:

delle analisi

ematochimiche dei

Female patients 20
Age (years) 64+ 3
(38-85)
Weight 66,54+3,2
Height 161+11
BMI (Kg/m ?) 2642
(19.2-34.6)
Smokers 5 (25%)
Non-smokers 15 (75%)
Glycemia 132414
Total Cholesterol 171+10
HDL Cholesterol 434
LDL Cholesterol 101+8,43
Triglycerides 104+12

pazienti, suddivisi
Male patients 20
Age (years) 66+ 1,6
(55-83)
Weight 81+2,3
Height 172+11
BMI (Kg/m 2) 28+1
(21,9-34,6)
Smokers 5 (25%)
Non-smokers 15 (75%)
Glycemia 118+6
Total Cholesterol 18148
HDL Cholesterol 43+2
LDL Cholesterol 120+8
Triglycerides 1029

in maschi e

Comparando |'espressione della proteina PPARy nei sani con |'espressione nei

pazienti, si & notato che la proteina e costitutivamente piu elevata rispetto ai

donatori sani, sia a livello di monociti che di macrofagi.
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PPAR-y/B-actin ratio
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e

Data are mean+SE; ***p< 0,005 CAD patients vs healthy donors; ANOVA
(Figura 3: comparazione dell’espressione basale di PPARy in M e MDM tra

M  M4d MDM

M M4d MDM

pazienti, fumatori e non-fumatori)

M M4d MDM

D Healthy non-smokers n=10
- Healthy smokers n=10
I:]CAD patients, non-smokers n=30

-CAD patients, smokers n=10

M M4d MDM

sani e



Inoltre, come si evince dalla Figura 3, i M e MDM di pazienti con coronaropatia
(CAD) presentano livelli di espressione di PPARy significativamente piu rilevanti
rispetto ai volontari sani. I pazienti CAD non-fumatori esprimono di piu il
recettore rispetto ai pazienti fumatori: addirittura, negli MDM, i non fumatori
hanno un incremento di 4.3 volte dell’espressione di PPARYy, rispetto ai fumatori
che aumentano |'espressione della proteina di solo 2.7 volte.

Considerata la maggior espressione di PPAR nei pazienti CAD e le differenze di
genere finora identificate (v. Introduzione), si € andati a valutare I'espressione

di PPARy nei pazienti CAD, maschi e femmine.
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(Figura 4: espressione basale di PPARy in M e MDM di pazienti maschi e femmine,

fumatori e non-fumatori)

Come si pud ben vedere dalla Figura 4, le donne non fumatrici esprimono
maggiormente la proteina, in maniera significativa, rispetto agli uomini non
fumatori, ed inoltre lI'incremento della proteina nelle donne non fumatrici e
significativamente piu alto rispetto a uomini e donne fumatrici.

Non vi €, invece, una rilevanza statistica fra uomini e donne fumatori e
neppure fra uomini fumatori e uomini non-fumatori.

Andando ad indagare l'espressione di PPARa in pazienti, uomini e donne,

fumatori e non-fumatori, non si € trovata una grossa variabilita di espressione



B Pazienti femmine
B Pazienti maschi

Ratio PPAR-a/B-actina

M NS MDM NS MS MDM S

p<0,05 MDM NS uomini vs M NS uomini

(Figura 5: espressione basale di PPARa in M e MDM di pazienti maschi e femmine,

fumatori e non- fumatori)

proteica, tranne che una differenza, marginalmente significativa, tra uomini
non-fumatori e uomini fumatori. D’altra parte |'espressione di PPARa non
mostra nessun tipo di alterazione nemmeno nel confronto tra sani e pazienti
CAD fumatori e non, essendo le ratio PPARa/B-actina del tutto confrontabili
(Figura 5; v. per controllo Figura 2).

Pertanto, almeno per quanto riguarda M e MDM, il recettore PPAR-g sembra
avere un ruolo predominante.

Si & passati quindi a valutare le possibili correlazioni esistenti tra I'espressione
di PPARy in uomini e donne ed i vari parametri rilevanti per la CAD, quali:
colesterolo totale, HDL, LDL, BMI e Trigliceridi.

Si e dunque cercato di correlando i valore di espressione di PPARy (in M e
MDM) con i livelli plasmatici di colesterolo totale, HDL e LDL. Come si puo
vedere dalla Figura 6, esiste un’ottima correlazione per quanto riguarda
espressione di PPAR nei monociti isolati da pazienti di sesso maschile e
“assetto” del colesterolo. Infatti, con I'aumentare dell’espressione della
proteina, si osserva una diminuzione dei livelli di colesterolo totale e LDL ed un
concomitante aumento dei livelli di HDL, dato, quest’ultimo, che viene
osservato anche negli MDM. Questi dati suggeriscono un potenziale ruolo anti-
aterogenico del recettore PPARY.

Nelle donne la situazione € molto meno chiara (Figura 7): infatti si sono

trovate due evidenti correlazioni solo tra I'aumento di PPARy e la diminuzione di



LDL nei M e l'aumento rispettivamente di PPARy e HDL negli MDM. Non
abbiamo una esaustiva spiegazione per tale situazione; dobbiamo pero
evidenziare come i dati ematochimici delle pazienti di sesso femminile fossero

non completi.
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(Figura 6: correlazioni tra espressione di PPARye livelli colesterolo totale, LDL e HDL

in M e MDM di pazienti maschi.)
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(Figura 7: correlazioni tra espressione di PPARy e livelli colesterolo totale, LDL e HDL

in M e MDM di pazienti femmine)



Come ultima analisi, si & deciso di comparare i livelli di espressione di PPARyin
M e MDM, con altri due parametri biofisici, quali BMI e Trigliceridi, per i pazienti
maschi e femmine. Come risulta dalla Figura 8, non vi € nessuna correlazione

tra il recettore e questi ulteriori parametri.
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(Figura 8: correlazioni tra espressione di PPARy e livelli di trigliceridi e BMI in M e

MDM di pazienti maschi e femmine)

Quindi, concludendo, con questi risultati € possibile riconfermare le valutazioni
gia fatte negli anni precedenti, cioe che nei pazienti affetti da coronaropatie il
recettore PPARy e costitutivamente espresso, sia nei monociti che negli MDM,
ad alti livelli se comparato ai donatori sani. Inoltre, per quanto nei pazienti e
evidente una larga variabilita di espressione di PPARy in monociti e macrofagi,
dovuta alla variabilita individuale di ciascun paziente, una notevole espressione
di PPARy €& presente soprattutto nei monociti e negli MDM dei non-fumatori, e
questo dato sembrerebbe dipendere da una differenza di genere, dovuta al
fatto che le donne non-fumatrici esprimerebbero maggiormente il recettore
PPARYy. Visto che le donne arruolate in questo studio sono tutte in menopausa

(e considerato che la menopausa rappresenta il momento della vita della



donna che segna il passaggio da una condizione di basso rischio
cardiovascolare ad una di aumentato rischio, tale da annullare la differenza
nell'incidenza di eventi cardiovascolari tra i due sessi), I'aumentata espressione
del recettore PPARy nelle donne ribadisce, ancora una volta, il possibile ruolo
anti-aterogenico e quindi citoprotettivo della proteina. Questo dato sembra
essere ulteriormente supportato dalle evidenti correlazioni esistenti tra i
parametri dei pazienti presi in considerazione (livelli di colesterolo totale, LDL,)

e l'espressione della proteina PPARYy.
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