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1 INTRODUZIONE

Le complicanze dell'aterosclerosi rappresentan@ila comune
causa di morte nel mondo occidentale ed in Italb&condo i
dati Istat i decessi per malattie del sistema cacdicolatorio,
nel 2006, hanno rappresentato il 39% del totaldadeaiortalita.
(1) L'aterosclerosi € una patologia multifattoriathhe vede
come attori principali le lipoproteine modificateanacrofagi,
linfociti T ed endotelio dei vasi arteriosi. Talegresso porta
allo sviluppo di placche ateromasiche all’internelld parete
vascolare, la cui rottura e superimposizione di engtle
trombotico sono alla base dello stroke e dell'rhda del
miocardio. Numerosi fattori di rischio, sia ambiaht che
genetici sono stati riconosciuti come determinanper

I'instaurarsi ed il progredire delle lesioni atectexotiche.

L'approccio medico nei confronti di tali patologieardio e
cerebrovascolari e attualmente in fase di rilevante
modificazione, per lo piu’ in considerarazione deddicale
cambiamento epidemiologico determinato dall’estensi delle

pratiche interventistiche in quest’ultimo decennfgoprattutto



in ambito cardiologico, naturalmente, ma negli olii anni
anche in ambito neuro radiologico). Negli ultimirapn sempre
maggiore attenzione €& stata rivolta alla preveneion
cardiovascolare piuttosto che al trattamento dedbadiopatia
ischemica, poiche quest’ultima, grazie alle moderme
innovative tecniche di rivascolarizzazione percwarha oramai
raggiunto un plateau di diffusione. Pertanto glitaressi
scientifici sono stati focalizzati sull’identificaane di nuovi
fattori di rischio, ed in particolare sulla predszione
genetica, le cui conoscenze potrebbero ampliare agluali
orizzonti in termini di prevenzione primaria, Sopmato
consentendo l'identificazione precoce dei soggattiischio fin

dall’eta giovanile.

1.1 Meccanismi eziopatogenetici dell’aterosclerosi

La disfunzione endoteliale rappresenta il primo gmasnel
complesso processo dell’aterosclerosi. Le causdidiunzione
endoteliale sono multiple ma si possono sinteticatae

ricondurre a quelli che sono considerati fattori rschio per



I'aterosclerosi, come I'aumento delle LDL, la lanmdificazione
e ossidazione, la presenza di radicali liberi, ¢ua quelli indotti
dal fumo di sigaretta, i prodotti di glicosilazionmesenti nei
diabetici, lI'ipertensione, elevate concentrazionagmatiche di
omocisteina(2). Per motivi di turbolenza di fluss®,ben noto
che le lesioni ateromasiche tendano a interessaggnormente

I punti di biforcazione.
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Figura 1 Progressione del processo aterosclerofino alla rottura della placca con
formazione di trombo

L’aterosclerosi e attualmente considerata come ane
inflammatoria cronica della parete arteriosa. Diifat
I'inflammazione riveste un ruolo chiave nella fipi@tologia del
processo aterosclerotico. L'alterazione funzionale
dell’endotelio si manifesta con |'espressione di letwle di
adesione sulla membrana cellulare e con la secnezidli
sostanze biologicamente attive: citochine, fattalii crescita,
radicali liberi; questi sono responsabili dell'infazione
leucocitaria, della permeabilita alle lipoproteipéasmatiche e
del controllo del tono vascolare (3). Nello svilupgelle lesioni

aterosclerotiche possiamo distinguere diverse fasprocessi



iniziali che generano lesioni clinicamente silentg fasi di
progressione che portano alla formazione di lesistanotiche
non necessariamente sintomatiche, gli eventi coogmii che
stanno alla base delle manifestazioni cliniche acetcroniche.
L'accumulo locale di lipidi a livello subendotelealpud essere
considerato l'evento iniziante della formazione uha lesione

aterosclerotica (figura 1).

| lipidi sono trasportati nel plasma sotto formaligpoproteine,
complesse molecole idrosolubili, composte da un leacdi
esteri del colesterolo e di trigliceridi ed uno &t superficiale
di fosfolipidi, colesterolo libero e dalle specihe proteine
trasportatrici: le apolipoproteine. Le lipoproteine
contribuiscono differentemente le une dalle altedla sviluppo
delle lesioni: quelle ricche in trigliceridi, i climicroni e le
VLDL, non sono considerate aterogeniche, ma siené che lo
siano quelle derivanti dalla loro lipolisi, cioeremnants e le
LDL, lipoproteine piu ricche in colesterolo. | tags assorbono
colesterolo dal plasma attraverso il recettore lgetLDL, detto
LDL-R, in grado di riconoscere e legare |la apolipo@ina

ApoB-100 presente nelle LDL che ne permette



I'internalizzazione nelle cellule. Tale recettoreimuove
approssimativamente il 75% delle LDL dal circolo edegolato
con un feedback negativo per la sua espressionendpal
livello intracellulare di colesterolo aumenta. Il eecanismo
grazie al quale le HDL diminuiscono il rischio diahattie
cardiovascolari € complesso: €& stato proposto chenos il
vettore per il trasporto del colesterolo in ecceskdle cellule
periferiche verso il fegato. Si stima che per ogwimento di 1
mg/dl di colesterolo HDL il rischio di malattie cdiovascolari
diminuisca del 2% negli uomini e del 3% nelle donf¥®. Le
lipoproteine ritenute a maggior rischio aterogenisono le
LDL: in particolare la frazione di lipoproteine LDpiu piccole
e dense, caratterizzata dalla taglia e dal rappapiai/proteine
a favore di queste ultime sembra avere un poteezial
aterogenico maggiore delle comuni LDL. Presentdati, una
emivita plasmatica aumentata dovuta alla diminneodi
affinita per il recettore per le LDL, LDL-R. Persendo in
circolo continuano a cedere lipidi, aumentando dinslita e

diminuendo di dimensioni e sono inoltre esposte ada

maggiore numero di eventi ossidativi divenendo mirhDL



mediamente ossidate (MM-LDL) e poi LDL ossidate (@)
(5). L'ossidazione e ritenuta uno dei fattori dzimizione della
lesione aterosclerotica in quanto i prodotti ossidaono in
grado di indurre danno endoteliale e chemiotassos&idazione
delle lipoproteine occorre sia a livello della porze lipidica
che di quella proteica. Le modificazioni dei lipidicludono la
formazione di idroperossidi, lisofosfolipidi, ossesoli e
prodotti aldeici derivanti dalla rottura delle cate degli acidi
grassi (6). Le modificazioni della porzione apolgroteica
includono rotture della catena peptidica come ancle
formazione di specifici legami tra residui aminodici e
componenti dei lipidi ossidati. Le LDL ossidate ®orstate
riscontrate sia nel plasma sia nelle lesioni ateletiche
precoci e avanzate. In risposta al danno indotto padadotti
ossidativi, da stress meccanico, come alterazioal flusso
ematico, le cellule endoteliali si attivano esprmd® molecole
di adesione sulla superficie e producendo mediatori
chemiotattici, Le zone solitamente piu suscettibihlla
formazione delle lesioni aterosclerotiche, ad esmppunti di

ramificazione, spesso sono caratterizzati da flussdolento.
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Le forze di taglio laminari, che contraddistinguonio flusso
nella maggior parte del sistema arterioso, inibrszo
I'espressione delle molecole di adesione dei leucod@) ed
incrementano la produzione il ossido nitrico, NOa ¢barte
dell'endotelio. L'ossido nitrico e, per altro, unotpnte
vasodilatatore che agisce inoltre come antinfianomiat locale,
riducendo l'espressione di molecole di adesioneedolarita
locali nelle forze emodinamiche possono influenzatali
meccanismi cellulari che esercitano un'azione ptota nei
confronti dell'insorgenza delle lesioni aterosclecbe e
rendono parzialmente conto della distribuzione {ecalelle
lesioni  aterosclerotiche (8). All'accumulo di lipid
all’ossidazione ed alla attivazione endoteliale $aguito il
reclutamento di leucociti nel sito della lesionee Lcellule
coinvolte sono monociti circolanti (che si trasfaano in
macrofagi) e linfociti sia CD4+ sia CD8+: tale pesso
coincide con I'attivazione dell'immunita umorale cellulare
caratteristiche dello stato infiammatorio cronico.lLa
chemiotassi dei leucociti verso il sito della leseo e

I'espressione di molecole di adesione sono medigsite dai
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prodotti dell'ossidazione lipidica che da citochingro
inflammatorie. | leucociti riescono ad aderire alleellule
endoteliali grazie a molecole di adesione ed a tt®cespecifici
espressi sulla superficie endoteliale. Tra questdeole sono
importanti la VCAM-1, vascular cell adhesion moléeul, e la
ICAM-1, intracellular adhesion molecule 1 (appamren alla
famiglia delle immunoglobuline) e la P-selectinardfeina che
fa parte di una famiglia distinta di recettori peteucociti, le
selectine, appunto). Dopo avere aderito alla supssf
endoteliale i leucociti attraversano lo strato etedale e si
insediano nella tonaca intima. | monociti differeatzsi in

macrofagi fagocitano ingenti quantita di lipidi e tsasformano
in cellule schiumose. Questo processo viene faatititdal fatto
che le LDL ossidate sono riconosciute e fagocitadai
macrofagi mediante recettori specifici, come il ettore LOX-1
e il CD36 o recettore spazzino, scavenger recef®r Poiché
I'espressione di questi recettori non € inibita davelli

intracellulari di colesterolo i macrofagi possonssarbire LDL
in continuazione fino ad assumere l'aspetto di udell

schiumose, foamy cells, le quali si accumulano cintendo
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all'accrescimento della lesione. D'altra parte akudi esse
possono andare in contro a morte per apoptosi iaddo la
formazione di un nucleo, detto core lipidico: adpet
caratteristico di placche aterosclerotiche avanzéaee lesione a
gquesto stadio e definita stria lipidica ed e cagHitzata
dall'accumulo di lipidi liberi o sotto forma di dele schiumose.
Tali lesioni non hanno manifestazioni cliniche,rsscontrano in
soggetti normali, senza malattia aterosclerotica pw@ssono
essere evidenziate ecograficamente. Non tutte e dipidiche

progrediscono in ateroma: quest'ultimo € consideratna

lesione avanzata e si contraddistingue per la presali tessuto
anche fibrotico. Alcuni fattori di crescita e citoime prodotte
dai macrofagi sono in grado di stimolare la migaem dalla
tonaca media verso l'intima delle cellule muscollsice e la
loro proliferazione. L'interleuchina 1 (IL1) ed ilTumor

Necrosis Factor alfa (TNF-alfa), sono esempi diochine che
possono indurre la produzione locale di ulterioriolecole,

come fattori di crescita, incluso il Platelet dexd/ growth factor
(PDGF) ed il fattore di crescita per i fibroblas{FGF).

L'interferone gamma, sintetizzato dalle cellule Ttiaate
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(anch'esse presenti a livello delle lesioni), eedi in grado di
inibire la proliferazione delle cellule muscolariiste. |
fenomeni ed 1 processi che abbiamo appena elencato
testimoniano come l|'aterogenesi dipenda da un ceswyd
equilibrio tra mediatori promuoventi ed altri in ago di
inibirla. Le citochine ed i fattori di crescita paotti nelle fasi
iniziali del processo aterosclerotico sono in gratiostimolare
la migrazione delle cellule muscolari lisce dall@anaca media
alla tonaca intima dove esse, in risposta a stinmltogeni,
modificano il fenotipo da “contrattile” a “secernti (10). La
proliferazione delle cellule muscolari lisce rappeata una fase
di transizione critica, in quanto esse sono in @rad generare
abbondante matrice extracellulare e formare unaioles
fibrolipidica che va a sostituire la stria lipidicd.'accumulo
lipidico viene circondato da formazioni fibrose éimad esserne
qguasi totalmente sostituito. La fibrosi pud esser@sa come un
fattore stabilizzante la lesione poiché crea unpscda attorno
al core lipidico rendendo la placca piu resisteata rottura. Il
fattore di crescita trasformante beta, TGF-betanéesempio di

molecola che stimola intensamente la produzionecaliagene
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interstiziale da parte delle cellule muscolari kBscTuttavia le
cellule muscolari lisce delle lesioni ateroscleoht¢ complicate
si replicano piuttosto lentamente. In effetti I'edena avanzato
spesso ha carattere fibroso mentre manca l'asppéicellulare
caratteristico di stadi meno avanzati. Con l'ingtani della
lesione le cellule muscolari lisce ed i macrofatggentono della
carenza di sostanze nutritive e dell'ipossia andafatilmente
incontro ad apoptosi. La calcificazione e un alti@nomeno
spesso riscontrato nelle placche di tipo avanzatb.
rimodellamento della lesione pu0 avvenire anche sieguito
all'espressione ed attivazione di metalloproteasi grado di
degradare la matrice extracellulare della laminbrdtica che
riveste la placca. Queste comprendono vari enzoollagenasi,
gelatinasi e stromelisina che degradano i diverestiduenti
della matrice. La loro attivita e inibita da spdche proteine
tissutali, ma a livello della placca vulnerabilégedposizione
delle varie componenti cellulari alle citochine iammmatorie
altera I'equilibrio con incremento della produzionei

metalloproteasi e non di inibitori. Questo procest®mde ad

aumentare la fragilita delle placche, favorendona
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rottura.(figura 2). L'evoluzione delle lesioni atsclerotiche e
estremamente variabile per cui tutti i fenomeni ceési per la
fasi iniziali e tardive possono avere piu 0 menkevanza nelle
diverse placche, né esiste una lineare consequktizidegli

eventi che portano al manifestarsi delle stessg.(11
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piastrine
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globuli rossi
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Figura 2 Alla formazione del trombo contribuisconaopo la rottura della placca -
I'iniziale aggregazione di piastrine e la successieposizione di fibrina.

1.2 Fattori di Rischio Cardiovascolari

L'identificazione di fattori di rischio cardiovaskaoe fornisce
un mezzo per ridurre l'incidenza della malattia woarica e
cerebrovascolare, tendendo a controllare i fattaddificabili
ed inoltre puo guidare l'inizio di eventuali ter&@pia scopo
preventivo. Una distinzione significativa viene padra fattori
di rischio modificabili e non modificabili. Questiultimi

comprendono il sesso, l'eta, la storia familiareckratteristiche
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genetiche. Tali fattori non possono essere corratd devono
essere tenuti presenti per determinare il risclaodocovascolare.
E' stato osservato che l'incidenza di malattie cardscolari e
doppia negli uomini rispetto alle donne ed il 60%gti eventi
coronarici avvengono negli uomini(12). L'esordianito negli
uomini avviene generalmente una decina di anni prohe nelle
donne e, dopo la menopausa, lincidenza delle mealat
cardiovascolari aumenta rapidamente portandosi nacial
livello maschile. La maggioranza degli infarti deliocardio e
degli ictus cerebrovascolari avvengono | pazienwonceta
superiore a 65 anni. La familiarita puo essere gpta dalla
predisposizione genica. L'insorgenza precoce dbedkoni e la
loro rapidissima progressione in alcune famigliesgtuiscono
un vero e proprio fattore di rischio correlato ad determinato
genotipo, come messo in evidenza nell'ipercoledtanoa

familiare.

Tra i fattori di rischio modificabili rientrano: ifumo, I'obesita,
le dislipidemie, l'ipertensione, il diabete mellitee la
sedentarieta. Il fumo di sigaretta riduce il coksio HDL,

aumenta significativamente il rischio di vasospasentavorisce
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l'aggregazione piastrinica, e, mediante ['aumentcella
produzione di radicali liberi, promuove la genesi HDL
modificate. L'obesita ha un ruolo importante neléwiluppo
dell'aterosclerosi. In uno studio (13) effettuato soggetti
giovani, di eta compresa tra 15 e 34 anni, morti pause non
cardiovascolari, & stata osservata una forte aszocne tra
indice di massa corporea, BMI, e presenza di leision
aterosclerotiche. Il tessuto adiposo, non € solo daposito
passivo di riserve energetiche ma, si comporta camedrgano
endocrino producendo ormoni, quali le adipocitoehim grado
di avere effetti metabolici in tutto il corpo. E'ogsibile che
laumentata presenza di mediatori proinflammatoome la
leptina e ridotti livelli di altri antiinflammatori ad esempio
l'adiponectina alterino la funzione endoteliale,riamdone la
permeabilita, I'espressione di molecole d'adesiomefattori
chemiotattici. Livelli elevati di LDL e bassi livel di HDL
insieme all'aumento dei trigliceridi e del colesikr totale sono
certamente associati all'aterogenesi e costituiecom fattore di

rischio noto. Sono note da tempo le mutazioni acadel gene

del recettore delle LDL associate all'ipercolestenoia
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familiare e coronaropatia precoce. In tale condnzpl'alterata
funzionalita del recettore per le LDL ne inibisca taptazione
dal circolo. Il risultato € di aumentarne i livelplasmatici e
I'emivita favorendone l'ossidazione e gli effetteeogeni. L'apo
E, presente nei chilomicroni, nelle VLDL, nei Renms e nelle
LDL, e necessaria per la loro rimozione dal circbkégandosi al
recettore per le LDL, presenta piu isoforme allekc L’Apo E2
che manifesta ridotta affinita per il suo recettok® Apo E4 che
viceversa presenta una capacita di legame piu ferlt@a Apo E3,
che rappresenta la variante allelica piu comune ¢eicasici.
L'ipertensione contribuisce all'aterogenesi siagquoendo stress
emodinamico sulla parete arteriosa che favorendpracessi
ossidativi. Numerosi studi epidemiologici, condottin
popolazioni etnicamente e geograficamente differremtanno
stabilito una relazione diretta tra elevazione defressione
arteriosa e l'incidenza di malattie cardiovascolare
cerebrovascolari. Le modificazioni di fattori soilibin corso
d’'ipertensione, ad esempio l'aumento della concezitme di
angiotensina Il, un potente vasocostrittore prodadal sistema

renina-angiotensina, contribuisce all’aterogenesmelando la
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proliferazione delle cellule muscolari lisce (14)ncrementa
inoltre I'attivita delle lipossigenasi delle celeuimuscolari lisce
in grado di ossidare le LDL e sostenere il processo
inflammatorio cronico. L'insulino resistenza € uoamponente
eziologica fondamentale del diabete di tipo 2 ed e
frequentemente associata allo sviluppo di lesioni
aterosclerotiche. E' possibile formulare delle st riguardo
I'interazione tra le funzioni dell'insulina e formiane della
placca aterosclerotica. Normalmente l'insulina ddu la
concentrazione plasmatica degli acidi grassi libed il suo
mancato effetto, nell'insulino resistenza, si traelunel loro
aumento. Nei pazienti diabetici, in presenza di ealt
concentrazioni di glucosio, le lipoproteine vannm contro a
modificazioni non enzimatiche, la glicazione, che altera il
riconoscimento ed il legame da parte dei recettbai.glicazione
delle LDL causa il prolungamento dell'emivita e dume
'aumento della concentrazione plasmatica. La ooudi
interazione tra carboidrati e proteine puo condurada

formazione di prodotti di avanzata glicazione altarte reattivi,

detti AGEs, advanced glycosilation endproducts.cciamulo di
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questi in proteine a lunga emivita, come quellela@ehembrana
basale subendoteliale, dovuto alla migrazione d&efdeproteine
modificate, altera le caratteristiche della matrieesvolge un
ruolo peculiare nello sviluppo delle complicanze sualari
associate al diabete.(15). Il bersaglio delle AGBE®0 monociti
ed endotelio, sui quali sono stati isolati i reosttspecifici, R-
AGEs. Ed e stato osservato che dall'interazioneréeettore e
composti di avanzata glicazione si generano radical
dell'ossigeno in grado di modulare la funzione etediale
modificandone la permeabilitd e I'espressione dilenole di

adesione, per altro coinvolte nel processo atemsdico.

1.3 Predisposizione genetica all'aterosclerosi

Alcune varianti geniche costituiscono un fattoreegisponente
allo sviluppo della malattia aterosclerotica a paridi
condizioni ambientali. Non tutti i geni associatl'aterosclerosi
sono stati identificati, ma quelli candidati sonolcune
centinaia, e la loro individuazione risulta un cabop

particolarmente difficile a causa degli effetti dondenti. Ad
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esempio, un singolo gene puo determinare fenotiffedenti tra
loro, causando pleiotropismo, oppure un gene saperi
I'espressione fenotipica di un altro mascherando canattere
ereditario (3, 16). Livelli elevati di omocistein@stituiscono
un fattore di rischio accertato (17). Alcuni difetd carico del
metabolismo di tale aminoacidico solforato sono peessabili
del suo accumulo nel sangue associato a manifestazi
trombotiche precoci quale ictus cerebrovascolaratdmpatia
ischemia, arteropatia obliterante. L'iper omocietania di
grado moderato € anche dovuta alla carenza di vitamcome
I'acido folico, la vitamina B6 e la B12, che agis® come
cofattori nel metabolismo aminoacidico. Per quaniiguarda la
componente genetica e stata imputata una variamtedlabile
dell'enzima metilenetetraidrofolato reduttasi, respabile della
metilazione dell'omocisteina a metionina. Un polni®mo ne
altera la funzione causando una sostituzione antdithaa nella
regione codificante per il sito di legame con l'catsieina (18).
L'elevata concentrazione plasmatica di omocisteiagisce

direttamente danneggiando I|'endotelio e con effetto

protrombotico. Il sistema emostatico, responsaldbdl'arresto
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del sanguinamento in seguito a danno vasale, e emnwmiplicato
nel rischio di trombosi. Le alterazioni della fuomnie piastrinica
e dei sistemi emocoagulativi e fibrinolitici possomfluenzare
il rischio trombotico (19). | fattori della cascataagulativa ed
in particolare il fibrinogeno, il fattore VII, il dttore V,
['attivatore  tissutale del plasminogeno e I'inibrego
dell'attivazione del plasminogeno sembrano coinvaitmisura
piu significativa. E' noto come il fibrinogeno caituisca ad
aumentare la viscosita plasmatica e l'aggregazipimastrinica e
faciliti la coagulazione. L'attivita plasmatica déhttore VI,
primo proenzima della via estrinseca, € un ultexigpunto
chiave ed é correlata con fattori ambientali quaha dieta ad
alto contenuto lipidico, l'elevato peso corporetabitudine al
fumo, Il'assunzione di contraccettivi orali. Le ahleioni
dell'attivita anticoagulante del fattore V e dellmodulazione
della sua attivita da parte del complesso protehgroteina S
potrebbero aumentare il rischio di trombosi artedaocosi come
sono stati correlati all'insorgenza di trombosi wea (20).
L'aumento in circolo del t-PA e dell'inibitore tismle del

plasminogeno su base congenita sono stati mesgkelazione
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all'insorgenza di eventi trombotici acuti, anche iseisultati

ottenuti da tali studi sono controversi.

1.4 |l Recettore beta-2 adrenergico e potenziali impliazioni

nel processo aterosclerotico

| recettori beta-adrenergici rappresentano elemesgsenziali
nella fisiopatologia cardiovascolare. Finora sonotatis

identificati 3 recettori: Beta-1, Beta-2, Beta-3.

Il recettore beta-2 adrenergico e formato da ungsio
filamento proteico che attraversa, caratteristicatee la
membrana cellulare sette volte: I'estremita caritessiinale e
rivolta  verso il citoplasma, guella  aminoterminale
extracellulare; esso presenta poi tre anse @d3aatracellulari
ed altrettanti extracellulari. E' accoppiato alleopeina Gs, che
stimola I'adenilato ciclasi aumentando la concenitwae
intracellulare di cAMP. Il legame con le catecolamiinduce il
cambiamento di conformazione della parte citoplasosa del
recettore e si trasmette alla proteina G accoppita si lega
con diversi punti di contatto proprio in corrisparza delle

zone carbossiterminale e del terzo loop citosolied recettore.

25



La porzione carbossiterminale € inoltre importanper la

regolazione (figura 3).
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Recettore beta 2 ?drmergico

Proteina G Adenilato qiclaﬁi

___catecolamine

-y — — —_ —_— —_— —_— = = —_—_ —_— —_= —

L- STP

— —
Altwvita GTPasica |hrr:gfec§,.

Figura 3 Il recettore beta 2 adrenergico € un unfdamento proteico che attraversa
sette volte la membrana fosfolipidica, presentadnse extracellulari ed altrettante
intracelllulari. 1l sito di legame per I'agonista @appresentato da alcuni territori
transmembrana e € localizzato in una tasca dellanbrana plasmatica. Il dominio
aminoterminale e extracellulare, quello carbossiérale e invece intracellulare ed
insieme alla terza ansa citoplasmatica interagisoa le proteine Gs nella cascata di
trasduzione del segnale. Il legame recettore-agangtiva la proteina Gs che puo
interagire con l'adenilato ciclasi: 'effetto e lianento del cAmp intracellulare.
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1.5. Localizzazione ed effetti biologici

| recettori betal e beta 2 adrenergici sono entiae"pressi a
livello cardiaco, ed in tale sede regolano l'ingiremo ed il
crono tropismo cardiaci. Nelle arterie coronarigeicettori 3-
adrenergici sono situati a livello avventiziale ella zona di
transizione media-intima, dunque | recettofi-adrenergici
risultano essere in rapporto diretto con le termzioai nervose
simpatiche. In rapporto, 2 rappresentano circa il 30% mentre
I B1 circa il 70% ed in valore assoluto a livello doronarie
extra parenchimali vi € un maggior numero di rec#ttf
rispetto ad una coronaria intra parenchimale (2iLhbilancio del
tono vasomotore a livello delle coronarie e talee dhrecettori
beta 2 contribuiscono alla vasodilatazione in aotagmo alla
vasocostrizione indotta dai recettori alfa 1 e, corso di
aterosclerosi, dalla iperresposivita di questi élalaisfunzione
endoteliale. Sull'endotelio coronarico sono espressa |
recettori B1 che 2, questi ultimi, inoltre, evocano
vasodilatazione con la loro funzione miorilassanterecettori

B1l, adrenergici sono per lo piu localizzati a liwelldelle
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coronarie epicardiche. | recettofi2 adrenergici sono posti a
livello delle arteriole (figura 4). Piu recententenla presenza
di recettorip3 e stata dimostrata a livello del miocardio e del
sistema vascolare cardiaco (piu specificamente esudéllule
endoteliali delle arteriole) dove sarebbero indpadi mediare
la vasodilatazione attraverso un meccanismo chenwvalge

l'ossido nitrico e I'iperpolarizzazione vascolare.

Arteriole . :
Microcircolo
Arterie epicardiche (100-300 pm ) (30-100 um)

[, ————————_ % b By endotelio
T R s ST VSMC

Figura 4 Distribuzione dei recettori adrenergici lavello del circolo coronarico. Il
colore verde chiaro rappresenta I'endotelio, il o giallo rappresenta la media
(ovvero le cellule muscolari lisce — VSMC).
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1.6 Gli SNPs del recettore beta2 adrenergico

Il recettore beta 2 adrenergico umano, codificdi un gene
privo di introni, € posto sul cromosoma 5q31-32 X.22Nella
regione codificante sono state individuate 12 vatia
polimorfiche consistenti in sostituzioni di una gola base

(SNPs)..

| polimorfismi dei geni sono varianti alleliche m@nti in una
percentuale superiore all’1% della popolazione gaie dovute
a sostituzioni di singole basi, inserzioni e debtami ed a
variazioni nel numero di tandem repeats. Il tipa gomune é il
Single Nucleotide Polymorphism (SNPs o polimorfisna
singolo nucleotide). Gli SNPs consistono nella stogione di
una singola base, la loro frequenza e di circa hidg00 basi
con una presenza, nel genoma umano dai 3 ai 10omildi

SNPs.

Attualmente risultano identificati circa 1,8 miligncon una
media di 5-10 polimorfismi per gene. Di questi I'lp@ossono

avere significato biologico localizzandosi a liveldelle regioni
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codificanti o quelle regolatrici. L'effetto di un®NP puo essere
ridondante, senza sostituzione aminoacidica; oppuagisare
sostituzione aminoacidica con effetti minimi sulpaoteina o,
ancora, in grado di provocarne un cambiamento gigaiivo

della struttura e della funzione. Generalmente uefizano
I'attivita della proteina o modificandone la cap@cfunzionale

oppure la possibilita di regolazione.

GIn/Glu base 79 AA27 Arg/Gly base 47 AA16
Gin “wild type” Arg "wild type’
Glu mancata “down regulation” Gly aumentata "down regulation”
HOOOOO0O00000000000 Ny
Recettore beta 2
adrenergico
LXK
':J.H

Thr / lle base 491 AA164

X
Thr “wild type" M%Jm I

lle dimunito “coupling”

Figura 5 Struttura del recettore beta-2 adrenergesito dei SNPs in posizione 16, 27,
164, con i relativi impatti funzionali proposti $attivita del recettore
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Per quanto riguarda il recettore beta2 adrenergicasono 5
varianti “non sinonime”(ovvero capaci di provocarana
sostituzione aminoacidica): Arg 16Gly, GIn27Glu, I84Met,
Thrl64lle, Ser220Cys; le restanti 7 sono sinonimd &
improbabile che abbiano un significato funzional2ei SNPs
considerati, tre, posizione 16, 27 e 164, hanndetéf
funzionali sia in vitro che in vivo (figura 5), mee il
polimorfismo in posizione 34 (estremamente rarogmbra che
non alteri la funzione recettoriale e, per il potifismo in
posizione 220, al momento, non ci risultano essgresenti in
letteratura studi sulle conseguenze funzionali (23Esistono
ulteriori polimorfismi a singolo nucleotide, almenaltri 8,
contenuti entro 1,5 kb della regione non trascrittaposizione
5'" (5 'UTR) sino al codone d'inizio ATG(24), almemnmo dei

quali influenza l'espressione del recettore.

Altri posti in linkage disequilibrium con i polimbéismi sono
ArgleGly e GIn27Glu. La sostituzione Isoleucina viptofano
in posizione 164 (1le164Thr) in vitro dimostra umauzione

dell'attivazione del recettore beta 2 (25).
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Dei polimorfismi a singolo nucleotide (SNPs) resggabili di
alterazioni funzionali particolarmente interessarstono stati
ampiamente riportati in letteratura: Argl6Gly, Gilu;
Thrl64lle. In studi condotti su colture cellularigiascun
recettore presenta un fenotipo unico messo a paragoon
guello nativo (wild type). Con la variante Glyl6 rkecettore
mostra aumentata downregulation, ovvero perdite@spressione
del recettore promossa dall'agonista. La variantey @7 e
resistente alla downregulation. Quella lle 164 mastuna
funzione di accoppiamento alla proteina Gs, pestianolazione
dell’adenilato ciclasi, notevolmente depressa. Itidattenuti
sull'impatto di tali varianti genetiche sulla reswovita del
sistema vascolare sono quanto meno controversidiStandotti
su volontari sani l'infusione sistemica A2 agonisti evoca una
maggiore vasodilatazione nei soggetti omozigoti fewvariante
Arg 16, sebbene l'infusione “locale” nella vena ldemano o
nell'arteria brachiale risultava in una rispostasedilatatoria
piu ampia nei soggetti omozigoti per Gly 16(26).tflavia, in
uno studio, la terbutalina evocava effetti venotalari

maggiori in soggetti omozigoti per Arglé.
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D'altra parte, individui omozigoti per Glu27 hanna, livello
dell'avambraccio, una risposta vasodilatatoria magy
all'isoproterenolo comparata ai soggetti omozigpér GIn27.
Questa risposta vasodilatatoria € piu pronunciatavello delle
vene che delle arterie. Una risposta vasodilatat@imentata €
stata comunque osservata solo a livello venoso swmjgetti

omozigoti per Glyl6 sottoposti ad alte dosi di isoferenolo.

La ragione di tali discrepanze non € ben compreihsib sono
stati invocati, per la spiegazione, fattori tessutoagonista

dipendenti.

La variante eterozigote Thrl64lle, [|'unica riscoanta
nelll'uomo, € associata con una diminuzione delliata
dell’adenilato ciclasi sia in condizioni basali chdopo
stimolazione con agonista. Cio sembra dovuto alléerata
conformazione del recettore polimorfico che porta ana
riduzione del passaggio allo stato attivo sia spoeib che
indotto dal legame con l'agonista. Studi su toparnsgenici
hanno rilevato che tale variante determina una dsgione della

funzione contrattile rispetto ai controlli. Inoltréigget ed altri
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(27) hanno mostrato che questo polimorfismo ha ufeteo
significativo nel modificare I'andamento della m#ia nello
scompenso cardiaco congestizio, visto che gli induv
eterozigoti presenterebbero un rischio aumentatondrte o di
andare in corso a trapianto paragonati ai portatl@lia variante

omozigote Thr/Thr.

Ancora due studi, sebbene effettuati su campiodotti, hanno
investigato I'impatto del polimorfismo Thrl64lle inelazione
alla risposta vasodilatatoria evocata da beta agtonDishy ed
altri (26) hanno riportato che la sensibilita allasodilatazione
dovuta all'isoprenalina € circa di cinque volte emnifore negli
eterozigoti rispetto agli omozigoti Thr/Thr. Ed modo molto
simile Bruck ed altri (28) hanno potuto evidenziac@e in
soggetti, precedentemente sottoposti a vasocostriei con
fenilefrina delle vene della mano, la sensibilitallaa

vasodilatazione indotta da terbutalina era circaatino volte

inferiore nel gruppo che presentava il polimorfisiibrl64lile.
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1.7 Polimorfismo del recettore B2 adrenergico e

Aterosclerosi

La regolazione adrenergica della circolazione carica e gia alterata ad
uno stadio precoce dell'aterosclerosi coronaricéatti, la presenza di
disfunzione endoteliale pregiudica la componentesoddatatoria
adrenergica localizzata a livello endoteliale, stpndo il bilancio verso la
componente vasocostrittoria.(36). Costantemente,aiterie coronarie
angiograficamente normali, vasodilatazione indowall'esercizio &
ampiamente attenuata in presenza di fattori dhigssper la disfunzione
endoteliale, quali l'ipercolesterolemia, il fumo I'pertensione. Con il
progredire dell'aterosclerosi, la risposta vastalitaia coronarica
tipicamente osservata in corso di attivazione dmbatico € rimpiazzata
dalla vasocostrizione. L'esercizio fisico, il test freddo, il pacing atriale,
lo stress mentale ed il fumo sono tutti noti com#oki in grado di generare
una risposta vasocostrittoria in coronarie con daswerosclerotico grave.
Numerosi studi suggeriscono che la vasocostrizammenarica in presenza
di aterosclerosi sia mediata dell'effetto vasodbste o adrenergico

smascherato dal carente effetto vasodilatgi@erenergico. (29, 30, 31)

La stimolazione selettiva dei recett@@, con infusione intracoronarica di
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salbutamolo, mostra un’incompleta vasodilataziome pazienti con
aterosclerosi coronarica lieve, mentre in artetenctiche il salbutamolo
induce una vasocostrizione paradossa. Dopo cHedtta sia indotto con

la fentolamina, tale vasocostrizione non € piu vsdele, a sostegno del

fatto che il rilascio di noradrenalina dalle riservneuronali
normale Disfunzione endoteliale Aterosclerosi lieve Aterosclerosi grave
L
(5] ] g
al &
)
===

Figura 6. Modificazione della distribuzione dei e¢tori beta-adrenergici coinvolti nel
controllo della vasoreattivita dai soggetti normadi diversi gradi di severita di
ateroscelerosi. Con l'avanzare della malattia assierotica, si ha una prevalenza
dell’attivita alfa-adrenerigica (e quindi vasocogiione) su quella beta-adrenergica
(vasodilatazione).

(e la vasocostrizione risultante) sia mediatoadsiimolazione dei recettori
2 adrenergici presinaptici (30). Questa osserva&zi@uggerisce il

progressivo pregiudicarsi della funzione dei rexett2 adrenergici con
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I'avanzare della aterosclerosi (figura 6).

Le varianti polimorfiche del recettore beta-2 admgco, oltre a
contribuire a potenziali eventi ischemici su baasoreattiva, e, pertanto
condizionare la sopravvivenza agli eventi critiei pazienti aterosclerotici,
potrebbero essi stessi avere un ruolo etiopatogenatel processo
aterosclerotico. Difatti, in base al tipo di premate espressione di tali
polimorfismi, verrebbe in primo luogo favorita o n@el'insorgenza di un
importante fattore di rischio cardiovascolare, guapertensione arteriosa,
ma soprattutto si € anche osservato come i recétta-2 adrenergici (la
cui espressione dipende da tali polimorfismi) siacminvolti nella
regolazione della proliferazione delle cellule nalaa lisce e pertanto
potrebbero modificare la crescita e la composizioela placca

ateromasica.
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2 OBIETTIVI DELLO STUDIO

Il nostro studio ha i seguenti obiettivi:

1) Valutare la relazione tra i polimorfismi del ettore beta-

2 adrenergico e la coronaropatia

2) Valutare la relazione tra i polimorfismi del ettore beta-

2 adrenergici e I'ateromasia carotidea.
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3 MATERIALI E METODI

La nostra popolazione e rappresentata da un totHle904
pazienti consecutive sottoposti ad angiografia o@rmca dal
Giugno 2007 a Dicembre 2008 presso I'Azienda Ospeda-
Universitaria, “Maggiore della Carita” di Novaral tonsenso
informato €& stato ottenuto da tutti i pazienti parmdi eseguire
I’'angiografia. Il protocollo e stato approvato dalostro
Comitato Etico. Nessun criterio di esclusione etagtapplicato,

eccetto il rifiuto a firmare il consenso informato.

Tutti | pazienti sono stati sottoposti al momento
dell’ospedalizzazione ad wun accurato esame obiettigd
anamnesi. Abbiamo rilevato in ogni paziente | paeam
antropometrici, quali altezza, peso e cintura addoaie.
L’ipertensione arteriosa era definite come pressi®mnstolica >
140 mmHg e/o pressione diastolica > 90 mmHg oppseei
pazienti erano gia in trattamento farmacologicoiipertensivo.
La diagnosi di diabete si basava sul dato anamoadi diabete
mellito trattato o meno con terapia farmacologicbutte le

caratteristiche cliniche ed angiografiche sono etat
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prospetticamente raccolte in un database dedicptotetto da

password.

3.1 Esami di Laboratorio

Un campione di sangue e stato prelevato a digiudop6
almeno 12 ore di digiuno) al momento del ricoverme& giorno

di esecuzione della coronarografia.

La glicemia, la creatinemia, i livelli di acido ad, |'esame
emocromocitometrico ed il profilo lipidico sono tdeterminati secondo

le metodiche standard in uso presso il nostro Cdped

3.2 Genotipizzazione dei recettori beta-2 adrenergi

I DNA genomico € stato estratto a partire da 20@ratitri di sangue
intero usando il kit commerciale GenElute™ BloodhGmic DNA (Sigma
Aldrich). Una volta isolato il DNA genomico il potiorfismo lle164 del

recettore beta 2 adrenergico e stato studiato e@mndp i risultati della
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PCR con l'analisi dei frammenti di restrizione otié dalla digestione
enzimatica del prodotto della PCR effettuata cordoencleasi di
restrizione MNL | (Fermentas). La PCR é& stata affgh con |l
termociclatore Applied Byosistem T2720 impostanagonumero di cicli
pari a 30 ed una temperatura di melting, TM di 580 il volume dei
campioni e stato di 10 microlitri, per ogni PCR @gostati inclusi un
controllo negativo ed uno positivo. La coppia tigonucleotidi utilizzata
come primers (sintetizzata da IDT DNA, Leuven Be)g stata disegnata e
confrontata in silico grazie agli strumenti informeg liberamente
disponibili in rete, Primer3, SNPer view ed Oligo Analizer (IDT DNA) .

La loro sequenza € di seguito riportata:

1) primer forward : (5-TTA CTT CAC CTT TCA AGT ACC AGA GC-

3’), 26 bp;

2) primer reverse: (5-CAT AGC AGT TGA TGG CTT CCT G-3), 22

bp.

| reagenti usati per la PCR sono stati GoTaq® HiatrtSPolymerase
(Promega), con buffer 5X Green GoTagq® Flexi BuferCloruro di

Magnesio separati che hanno permesso la messata ptiimale della
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reazione.

Circa 4 microlitri dei 10 disponibili sono stati §i0 per la corsa
elettroforetica su gel di agarosio (gellyphor, &) al 2,5% in TAE 1x
(tris acetato EDTA), usando come intercalante dedlsi per la fotografia
all’ultravioletto 4 microlitri di GEL RED (TM) in 00 ml di gel di
agarosio. La corsa e stata effettuata in un camgdfdrenza di potenziale
costante di 90 Volts per 30 minuti, la differenaapdtenziale scelta ha
permesso di prevenire il riscaldamento del tampmbroorsa ed il rischio di
raggiungere la temperatura di melting della rea@iB&R con conseguente
denaturazione del DNA. Come marker sono statizatlii pesi molecolari
da 50 paia di basi (50 bp marker, Fermentas). &astosi messa in
evidenza con la fotografia all’'ultravioletto (efigdta con Gel Doc, Biorad),
nei campioni indagati, una banda di 154 paia di,beorrispondente

all’amplicone desiderato.(figura 7)
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Figura 7 Nei pozzetti di gel d’agarosio in bassstéto fotografato, all’'UltraVioletto, il
risultato della PCR per amplificare il tratto di DN genomico interessato dal
polimorfismo in posizione 164 del recettore betad2energico: la banda attesa € di
154 bp; il primo pozzetto include il controllo neya. Nei pozzetti in alto & stato
fotografato I'effetto della digestione enzimatiaandVINL |. | campioni presentano tutti
2 bande a 99 e 55 bp, corrispondenti alla variahte/Thr, wild type.

La digestione del prodotto della PCR € stata eff# incubando a 37 °C
per 120 minuti i 6 microlitri rimanenti con una auiga, per ciascun

campione, di 2,75 microlitri di acqua, 1 microlitio buffer G (Fermentas,
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TM) e 0,25 microlitri di endonucleasi di restrizedMNL I.

L'analisi dei frammenti di restrizione attesi, siaa precedentemente
attraverso l'uso del software Vector NTI (Invitrage e stata effettuata
sempre tramite elettroforesi su gel di agarosigiHResolution agarose,
Sigma Aldrich) al 3 % con 4 microlitri /100ml di Gdred come
intercalante del DNA. Come markers sono stati usatiora i 50 bp e la
differenza di potenziale applicata e stata di 90Its/oLa corsa
elettroforetica e stata di cinquanta minuti e &igrafia all’ultravioletto
sono stai messi in evidenza i differenti patterergfiro attesi): (99 bp + 55
bp,) ovvero la variante Thr/Thr, per la quale I'endcleasi effettuava la
digestione su entrambi gli alleli e pertanto pexviia € stata denominata
TT (taglio/taglio); (154 bp + 99 bp +55 bp) ovvdeovariante eterozigote
Thr/lle, per la quale MNL | evidenziava un soloosii restrizione in
guanto la presenza dello SNP esclude il sito diaagll'altro allele (figure
7 e 8) denominata TNT (taglio/non taglio). Tale iaate polimorfica,
infatti, € contraddistinta dalla sostituzione diausingola base, C/T
(citosina/timina) a livello dell’acido nucleico 49alla quale corrisponde la

variazione dell’aminoacido lle in posizione 164.
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Thr/Thr 99, 55 bp

Figura 8 Nel dettaglio e indicato I'effetto dellagéstione enzimatica con MNL | del
prodotto della PCR. In verde la variante lle164 Tl recettore beta 2 adrenergico con
tre bande rispettivamente a 154, 99 e 55 paia disi.bin giallo la variante nativa
Thr/Thr con 2 bande a 99 e 55 paia di basi.

3.3 Angiografia coronarica

L’angiografia coronarica € stata eseguita medikntecnica di Judkins con

utilizzo di cateteri angiografici 6-French. L’angmafia quantitativa
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(Siemens Acom Quantcor QCA, Erlangen, Germany)a&a stseguita da
due cardiologi esperti che non erano a conoscepzaati clinici e di
laboratorio dei pazienti. Una malattia coronariagnificativa veniva
definita come la presenza di almeno una stenosinemica superiore al
50%. Una malattia coronarica severa veniva defimtene malattia

trivasale e/o del tronco comune.

3.4 Misurazione dello spessore medio intimale

L’ecografia carotidea e stata eseguita da un edogten
esperto), che non era a conoscenza dei dati climcgiografici
e/o genetici del paziente. E’ stato utilizzato ustrumento
Acuson-Siemens XP 128/10, equipaggiato con un t#sde a
scansione lineare L538 (5,0 MHz). | pazienti sonatis fatti

accomodare in posizione supina usando un angola@&ti del

trasduttore per I'acquisizione. Le immagini deld'se maggiore
e cross-sezionali delle arterie carotidi sia desth@ sinistra al
di sopra ed al di sotto del bulbo carotideo sonatestottenute
ponendo il trasduttore con angolazione posterianediale ed

anteriore. Le misurazioni dello spessore medionrale (IMT),
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definito come la distanza tra due zone ecogene che
corrispondano al confine tra lume e intima e tradmae ed
avventizia, sono state rilevate nei 10 mm distdliedtrambe le
arterie carotidi comuni, sia destra che sinistraon®& state
eseguite 5 determinazioni su ciascun lato e la medelle
misurazioni € stata usata per I'IMT. Inoltre abb@monsiderato
I'IMT massimale tra le due arterie. Un’arteria ecéassificata
come affetta da placca aterosclerotica allorchéissam riportato
un ispessimento localizzato > 1,5 mm che non colgesse
uniformemente l'intera arteria carotide, destraipnistra, con o

senza alterazione del flusso.

3.5 Analisi statistica

Le variabili continue sono espresse come medi®ewviazione
Standard, e le variabili categoriche come perceletua
L'analisi della varianza é stata usata per le viiliacontinue,
laddove il x-quadro test e stato usato per le variabili

categoriche. La regressione multipla logistica atatutilizzata
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per valutare la correlazione tra il polimorfismildecettore in

posizione 164,e la coronaropatia.

Variabile TT n=871 TNT n=33 P
etd (media + deviazione

standard) 68.7+10.6 65.5+10.7 0.09
altezza (cm) 166.8+10.7 168.5+8.7 0.35
peso (kg) 75.1+14.9 77.7+12.9 0.33
cinta addominale (cm) 95.5+13.6 98.3+11.2 0.25
pressione sistolica (mmHQ) 137.2+20 132.3+23.3 0.17
Sesso maschile (%) 66 75.8 0.24
Diabete (%) 27.3 27.3 1.0
lpercolesterolemia (%) 48.4 36.4 0.17
Abitudine al fumo (%) 36.8 36.4 0.68
storia familiare di coronaropatia

(%) 27.8 42.4 0.067
insufficienza renale (%) 19.2 6.1 0.067
ipertensione (%) 71.9 63.6 0.30
Precedente infarfo miocardica

acuto (%) 24 21.2 0.71
Precedente PTCA (%) 15.5 24.2 0.18
Precedente by pPass

aortocoronarico (%) 11.7 6.1 0.32
Precedente accidente

cerebrovascolare (%) 4.1 8.5 0.012
Indicazione alla coronarografia

angina stabile od ischemia

silente (%) 22.6 18.1 0.21
miocardiopatia  dilatativa o

valvulopatia (%) 22.7 26.3 >0.0001
sindrome coronarica acuta (%) 56.2 60.4 0.06

Tabella 1. Caratteristiche demografiche e clinichen base al
polimorfismo llel64 Thr del recettore beta 2 adregi€o.
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Variabile 1T TNT valore di p
Dati di laboratorio

all'ammissione

glicemia a digiuno(mg/dl) 128.4+48.1 135.4+51.1 0.41
Creatinina (mg/dl) 1.17+0.64 1.12+0.44 0.63
Emoglobina glicosilata 6.3+1.22 6.3+1.39 0.97
Fibrinogeno 477+158 468+114 0.76
Acido urico 6.27+1.77 6.45+1.87 0.57
Colesterolo totale (mg/dl) 164+41 164+43 0.99
Colesterolo LDL (mg/dl) 98+42 88+28 0.19
Colesterolo HDL (mg/dl) 39+12 38+8 0.61
Trigliceridi (mg/dl) 152+94 168+96 0.33
Conta piastrinica 217+67 212+61 0.67
Globuli bianchi 7.79+3.1 7.68+2.56 0.9
Globuli rossi 4.56+0.61 4.5+0.44 0.59
terapia al momento

delllammissione

Statine (%) 45.2 45.5 0.98
Acido acetilsalicilico (%) 58.1 54.5 0.68
Nitrati (%) 41.1 39.4 0.85
Beta bloccanti (%) 49.8 39.4 0.24
Ace inibitori (%) 38.5 33.3 0.55
Antagonisti  del recettore | 21.7 33.3 0.11
dell'angiotensina (%)

Diuretici (%) 33.8 12.1 0.008
Calcio antagonisti (%) 21.4 18.2 0.66
Clopidogrel (%) 25.1 33.3 0.29

Tabella 1. Caratteristiche demografiche e clinichen base al

polimorfismo llel64 Thr del recettore beta 2 adregi€o
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4. RISULTATI

Abbiamo analizzato il polimorfismo del recettore the
adrenergico in posizione 164 in un totale di 904ipati che
rappresentano pertanto la popolazione finale deliodio. Un
totale di 33 pazienti (3.6%) presentavano una waea

polimorfica.

4.1 Caratteristiche demografiche e cliniche

Le caratteristiche demografiche e cliniche dei eafi in base

al polimorfismo sono presentate nella Tabella 1.

Nessuna differenza  significativa e stata riscotdranelle
caratteristiche cliniche di base tra i due grup@’ da
sottolineare una maggiore prevalenza di familiapex CAD, di
insufficienza renale e di una eta piu giovane deazipnti
polimorfici, anche se queste differenze erano amili della

significativita statistica. Non vi erano differenzeer quanto
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riguarda lI'indicazione alla coronarografia, e nesasuifferenza

in termini di parametri ematochimici (Tabella 2)

Eccetto che per la terapia diuretica (piu frequemdate
utilizzata nei pazienti normali (33.8% vs 12.1%7®.008), non
sono osservate differenze maggiori tra i due gruper quanto

riguarda la terapia cardiovascolare al momentordsdvero.
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variabile T TNT valore di p
coronaropatia 67.2 66.7 0.95
CAD (%)

Numero di Vasi Malati 0.79
0 32.8 33.3

1 28.6 27.3

2 17.2 24.2

>3 21.3 15.2

Malattia del tronco | 9.1 3.0 0.23
comune

Malattia trivasale o | 27.9 27.3 0.94
del tronco

comune (%)

Coronaria sinistra 44.4 39.4 0.57
Circonflessa 36.2 36.4 0.98
Coronaria destra 42.8 39.4 0.70
Lunghezza della 16.8+12.2 12.7+5.5 0.11
lesione

percento distenosi | 85.5 + 16 83+ 15.5 0.45
Diametro di 3.01 +0.69 3.05+0.69 0.75
riferimento (mm)

Calcificazione (%) | 25.7 28 0.8
Occlusione 18.2 8 0.19
cronica (%)

Restenosi (%) 4.8 8 0.47
Biforcazione (%) 16.1 12 0.85
Trombo 6. 8 0.66
intfacoronarico (%)

flusso TIMI 0.18
3 72.3 92

2 3.8 0

1 3.3 0

0 20.5 8

Tabella 2. Caratteristiche angiografiche in base al polimerfio 1lel64Thr del

recettore beta 2 adrenergico.
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4.2 Caratteristiche angiografiche
Come mostrato nelle Figure 9 e 10,

P=0.95

70 1 67.2 66.7

80 -
50 |
40
30 |
20
10 -

Prevalenza di CAD (%)

TNT

Figura 9 Il grafico a barre mostra che la prevalemali coronaropatia e
paragonabile nei due gruppi di pazienti, dove TTdiea coloro i quali
sono portatori della variante nativa (Thr/Thr) e TNi portatori della
variante (lle/Thr)

BT ] TNT

P=0.79
357 328333

288 973

27.3
21.3

Prevalenza del numero
di vasi malati (%)

Figura 10 Il grafico a barre mostra la distribuziendel numero di coronarie malate
simile tra i soggetti normali (TT) ed i soggettilipworfici (TNT).
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Non si & osservata nessuna differenza in terminpmivalenza
di malattia aterosclerotica tra i due gruppi di pa#i. Simili
dati sono stati osservati per quanto riguarda lavptenza di
malattia del tronco comune (figura 11) o di una atélh severa
(definita come malattia trivasale e/o malattia d&lonco
comune)(figura 12). Nessuna differenza é stata mveta per
guanto riguarda le caratteristiche morfologiche leektenosi
coronariche (Tabella 2), della dimensione dei vdsnghezza e

percento di stenosi.

30 -

25 A

20 -
— P=023
9.1

10 -
3.0

Prevalenza di malattia
del tronco comune(%)

K TNT

Figura 11 Il grafico a barre mostra la prevalenzalid malattia del tronco comune
simile tra i soggetti normali (TT) ed i soggettilipworfici (TNT).
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Figura 12 Il grafico a barre mostra la prevalenza whalattia coronarica severa
(definita come malattia del tronco comune e/o melatavasale) simile tra i soggetti
normali (TT) ed i soggetti polimorfici (TNT)

4.3 Malattia carotidea

L’ecografia carotidea e stata eseguita in 343 prtZzie
consecutivi (37.9%), di cui 13 erano polimorfici. o@e
mostrato nella Figura 13, non si € osservato neadlifferenza
statisticamente significativa tra i due gruppi i@mini di IMT
sia medio (0.94 40.24 nel gruppo normale (TT) vs 0.870t19
nei polimorfici (TNT), p = 0.33) che massimale (2.8 0.28 nel
gruppo normale (TT) vs 0.92 8.22 nei polimorfici (TNT), p =

0.22). Risultati simili sono stati osservati in t@ni prevalenza
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di placche significative, definita come IMT .5 mm, sia come

IMT medio che massimo (Figura 14).

| Bl [ ] TNT

1.2

1,1 - P=022
1 - P=0.33

0,9

IMT (mm)

0,8 -

0,7

0,5 -
IMT Medio IMT Massimo

Figura 13 Il grafico a barre mostra il livelli dimessore carotide (IMT = Intima-media
thickness) tra i soggetti normali (TT) ed i sogggiblimorfici (TNT). Nessuna
differenza statisticamente significativa e stat@evgata tra i due gruppi sia nella
valutazione dello spessore medio tra le due cardtMT Medio) sia dello spessore
massimo (IMT Massimo)
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Figura 14 1l grafico a barre mostra la prevalenza mlacche carotidee significative
(definite come valori di IMT_>1.5 mm) tra i soggetti normali (TT) ed i soggetti
polimorfici (TNT). Nessuna differenza statisticabteesignificativa & stata osservata tra
I due gruppi sia nella valutazione dello spessosslim tra le due carotidi (IMT Medio)
sia dello spessore massimo (IMT Massimo)
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5. DISCUSSIONE

Questo e il piu grande studio prospettico conddiittora per
valutare l’associazione tra il polimorfismo in pagne 164 e
I'estensione dell’ateromasia coronarica e carotide&a
principale conclusione del nostro studio e che allimorfismo
del recettore beta2 adrenergico llel64 non e catoelcon il

grado di coronaropatia e ispessimento medio-inten@drotideo.

5.1 Polimorfismi dei recettori beta2-adrenergici e

coronaropatia

Ampio interesse e stato posto nel ruolo che il paifismo
abbia nell’estensione di coronaropatia. Infattireicettori beta2
adrenergici sono largamente espressi nel sistema
cardiovascolare, dove modulano [l'inotropismo ed il
cronotropismo cardiaci (29, 32) ed inoltre intergemo nella

regolazione della vasodilatazione coronarica(33¢c&temente
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e stato dimostrato che i recettori beta2 adrenergitdoteliali
contribuiscono al vasorilassamento e all'angiogene®st-
ischemica (30). Si e visto che la sequenza del ttece beta?2
adrenergico umano é altamente polimorfica. In pariare, la
sostituzione della treonina in posizione 164 coolesicina e
associata con un decremento dell'attivita, sia l|ashe mediata
dall'agonista, dell'adenilato ciclasi ed una dimtauaffinita per
i beta2 agonisti (34). In modo simile I'attivita sadilatatrice
dei portatori della variante 1lel64 del recettoreetd?
adrenergico e pregiudicata nell'uomo (34). Di reeerPiscione
e altri (35), hanno trovato che la proliferazione cellule
muscolari lisce vascolari € ridotta nei pazientirg@bori del
polimorfismo Ilel64Thr come dimostrato dalla dimiteu
proliferazione cellulare. Cosi in via speculativai, potrebbe
considerare come un recettore beta2 adrenergictunzsonale
possa favorireuna ridotta cellularita, a livello lide placche
aterosclerotiche (per calo nella proliferazione ldelcellule
muscolari lisce vascolari) che condurrebbe allolsypo di
placche piu facilmente soggette ad instabilita &u@. Inoltre,

poiché le cellule muscolari lisce vascolari sono uaiche
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produttrici della componente di tensione della mer
extracellulare (in particolare del collagene di aipl), una
diminuzione nel loro numero porterebbe ad wuna ridot
produzione di molecole stabilizzanti la placca ertpato a
ridotta stabilitda di placca. Un numero assai limatadi studi ha
fin qui investigato la relazione tra il polimorfismlilel64Thr e
la coronaropatia. Barbato ed altri, in una popobamz= di 786
pazienti consecutivi sottoposti ad angiografia aoadca non ha
trovato alcuna differenza nella prevalenza del pwlifismo in
posizione 164 tra pazienti affetti da coronaropatigpetto a
qguelli non affetti (37). Risultati opposti sono stasservati da
Piscione ed altri. Questi ultimi hanno valutato rielazione tra
polimorfismo Ilel64Thr e la coronaropatia in piu @00
pazienti sottoposti ad angioplastica coronaricaoafcontati con
un gruppo di pazienti controllo (donatori sani).s€ione e altri
hanno osservato che Il'esordio della cardiopatiehestica era
significativamente piu precoce in coloro i qualipesnevano
tale polimorfismo. Tuttavia, la differenza é stati@atisticamente
modesta (p=0,04) e non é stata corretta per leaalii cliniche.

Inoltre la differenza potrebbe essere considerataoaa meno
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rilevante da un punto di vista prettamente cliniessendo di
soli 2,7 anni. La presenza di coronaropatia grave setata
confermata angiograficamente attraverso l'osseisazidi una
piu elevata incidenza di lesioni di tipo B2 e C, pmnu alto
numero di casi di malattia multivasale ed un numero
apprezzabilmente maggiore di lesioni gravi che mat@vano di
trattamento con PCI (percutaneus catheter inteorgti Per di
piu, essi hanno osservato un numero significativiatae
maggiore di placche aterosclerotiche nei paziehg presentano
insieme la variante llel64 ed un valore IMT (intinmaedia

thickness) piu grande.

Il nostro studio, con l'inclusione di 904 pazientappresenta
attualmente il piu grande studio sull’associazionga
polimorfismo 1le1l64Thr e aterosclerosi coronaricac@&otidea.
Differentemente dallo studio di Piscione ed altapbiamo
arruolato una popolazione consecutiva di pazieotigoosti ad
esame coronarografico. Diversamente dal precedstudio, ed
in accordo con Barbato ed altri, non abbiamo trovatna

relazione tra tale polimorfismo e la severita dedl@onaropatia
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e dell'aterosclerosi carotidea.
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6. LIMITAZIONI

Uno dei limiti maggiori dello studio e rappreserdatalla scarsa
prevalenza della variante polimorfica, che Ilimith potere
statistico soprattutto nel confronto delle caraiddche cliniche
tra | due gruppi di pazienti. Uno studio caso cofhlis avrebbe
certamente superato il limite della disparita teapgopolazione,
ma il nostro studio €& stato volutamente condotto soa
popolazione continua di pazienti in modo da evitéexentuale
bias di selezione dei pazienti fatta in manieraaspettica. Non
e stato utilizzato un gruppo controllo di donatosani,
comunemente utilizzati in studi di genetica, in qta la
coronarografia rappresenta la metodica piu validallan
valutazione dell’ateromasia coronarica, laddoves$anza di
sintomi (angina e/o dispnea) o esami diagnosticgatesi che
gualificano un donatore sano, hanno un limitato oval
predittivo negativo, soprattutto in pazienti anzian diabetici,
in larga prevalenza inclusi nel nostro studio. h#i la
valutazione dell’aterosclerosi coronarica € stataluvata

mediante angiografia coronarica. L’utilizzo di wWsonografia
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intravascolare avrebbe certamente fornito informazi

aggiuntive rilevanti e migliorato i risultati delostro studio.
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7. CONCLUSIONI

Il nostro studio ha mostrato una bassa prevaleragapdlimorfismo
lle164Thr del recettore beta-2 adrenergico, ossema33 pazienti (3,6%),
Il polimorfismo in posizione 164 non si associavd @na maggiore
incidenza di coronaropatia rispetto al gruppo aaladr Dati simili sono
stati osservati in termini di spessore medio-intemdn attesa di ulteriori
studi di maggiori dimensioni, tale polimorfismo npao essere considerato

un fattore di rischio cardiovascolare.
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