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'INTRODUZIONE

La Spondilite Anchilosante (SA) ¢ una malattia infiammatoria cronica
caratterizzata da un interessamento prevalente dello scheletro assiale
(rachide e articolazioni sacroiliache), ma anche da artrite periferica ed
entesite, con evoluzione verso 1’anchilosi, in particolare del rachide.
Nella popolazione italiana la SA ha una prevalenza del 0.45% circa, con
un rapporto M:F pari a 5:1. Alcuni studi indicano che i pazienti affetti da
SA hanno una ridotta aspettativa di vita rispetto alla popolazione
generale, il rischio relativo di mortalita ¢ infatti pari all’ 1.5 - 3 %;
tuttavia il contributo che i disordini cardiovascolari danno all’aumentata
mortalita non ¢ stato ancora quantificato. Si ritiene comunque che, come
accade in altre malattie reumatiche infiammatorie come I artrite
reumatoide, che si associano ad un incremento del rischio
cardiovascolare rispetto alla popolazione generale, cid possa accadere
anche nella SA.

In letteratura sono pochi, e non concordi, 1 dati riguardanti il rapporto tra
infiammazione e malattie cardiovascolari nella SA; I’aumentato rischio
cardiovascolare in questi pazienti potrebbe essere infatti dovuto ad una
alta prevalenza dei fattori di rischio convenzionali e al fatto che hanno,
ovviamente, una diminuita attivita fisica. Alcuni studi, tuttavia, indicano
non solo come la SA sia significativamente associata a malattie cardiache

(difetti di conduzione: blocco A/V e blocco di branca), ma lasciano anche
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supporre che, in questi pazienti, I’inflammazione cronica stessa possa
dare un contributo importante all’aumentato rischio cardiovascolare.
Infatti alcuni studi dimostrerebbero come elevati livelli di Proteina-C-
Reattiva (PCR) siano alla base dello sviluppo del processo aterosclerotico
e come questo rappresenti un fattore di rischio indipendente.
L’aterosclerosi ha inizio con la disfunzione endoteliale che porta alla
formazione della placca; tale disfunzione rappresenta la tappa
fondamentale nell’aterogenesi, ed ¢ gia presente molto tempo prima della
formazione e strutturazione della placca aterosclerotica. Molti studi su
pazienti affetti da varie patologie, inclusa 1’ Artrite Reumatoide e il Lupus
Eritematoso sistemico, evidenziano come la disfunzione endoteliale, si
associ all’espressione clinica dell’aterosclerosi.

Essa ¢ stata dimostrata sia con metodiche strumentali che
laboratoristiche, e sembra essere piu frequente e severa nei pazienti
affetti da SA rispetto alle popolazioni di controllo. Recentemente sono
stati proposti rapporti tra 1’inflammazione presente nella SA ¢ la
disfunzione endoteliale o 1’alterata funzione del microcircolo: Caliskan et
al. hanno studiato la Riserva di Flusso Coronarico (CFR) come marker
della funzione del microcircolo  coronarico, dimostrando che una
alterazione della CFR nei pazienti con SA e che i livelli di PCR e di
Tumor Necrosis Factor-alfa (TNF-a), possono essere interpretati come

fattori di rischio indipendenti di una ridotta CFR.
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Per studiare la funzione endoteliale viene sfruttata la capacita di
vasodilatazione dell’endotelio. In molti studi ¢ stata usata la Dilatazione
Flusso Mediata (FMT) dell’arteria brachiale come indice di funzione
endoteliale: alterazioni di tale indice sono state dimostrate in molte
patologie che rappresentano esse stesse fattori di rischio cardiovascolare,
come il diabete mellito, I’ipertensione arteriosa e 1’ipercolesterolemia.
Molti studi suggeriscono che anche alcune citochine proinfiammatorie,
come il TNF-a e I’'IL-6, che rivestono un ruolo cardine nella patogenesi
della SA, possano contribuire allo sviluppo dell’aterosclerosi ¢ al
coinvolgimento cardiovascolare nei pazienti affetti da questa malattia.
Un certo interesse rivestono poi altri studi, relativamente recenti, che
hanno identificato come fattore di rischio per 1’aterosclerosi sistemica,
anche la terapia con Methotrexate, in quanto sembra aumentare i livelli
plasmatici di omocisteina.

In ogni caso, ad oggi, non ¢ noto se nei pazienti con SA vi sia un
aumento della rigidita arteriosa. Probabilmente in questi pazienti, i fattori
di rischio legati alla malattia, in associazione a fattori di rischio
tradizionali, determinano un danno vascolare amplificato ed accelerato,
responsabile dell’eccesso di mortalita per malattie cardiovascolari.

Lo stesso effetto sul rischio cardiovascolare delle moderne terapie con
farmaci anti TNF-a in pazienti affetti da SA non ¢ noto; comunque,

poiché questi farmaci sono in grado di controllare 1’infiammazione,
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potrebbero, agendo sui fattori di rischio intrinseci alla malattia, essere in
grado di modificare anche 1’assetto funzionale vascolare.

La SA si presenta quindi come una malattia quanto mai complessa; la
ricerca, da questo punto di vista, non fa altro che confermare questa
complessita, cercando di caratterizzare anche quegli aspetti
apparentemente secondari, che ritrovano pero tutta la loro importanza
nel miglioramento della gestione, che diventa cosi sempre piu

interdisciplinare, del paziente che ne ¢ affetto. -
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MARCATORI PRECOCI DEL DANNO CARDIOVASCOLARE NELLA SA

Negli ultimi anni si fa sempre piu pressante la necessita di individuare
marcatori precoci della malattia cardiovascolare al fine di individuare
procedure terapeutiche atte a ridurre la progressione del danno vasale gia
nelle fasi precoci di malattia. A tal proposito 1’attenzione si ¢ rivolta allo
studio della parete vasale in quanto essa ¢ il sito in cui avvengono le
alterazioni precoci della malattia.

La disfunzione endoteliale, considerata la prima tappa nello sviluppo
delle alterazioni strutturali e funzionali tipiche del processo
aterosclerotico, viene estensivamente studiata sia dal punto di vista
funzionale (variazioni dinamiche del tono arterioso in risposta a stimoli
ischemici o farmacologici) sia dal punto di vista degli esami di
laboratorio con il dosaggio di marcatori specifici della funzione
endoteliale.

Negli ultimi anni numerose evidenze sperimentali hanno sottolineato il
ruolo della ridotta biodisponibilita dell’ossido nitrico nello sviluppo della
disfunzione endoteliale.

La rilevazione delle modificazioni dello spessore del complesso intima-
media ¢ un indicatore di malattia pre-clinica e consente di orientare
I’approccio farmacologico e di monitorare I’evoluzione del danno

vascolare.
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Recentemente inoltre la valutazione della rigidita arteriosa ha dimostrato
di fornire valide informazioni sullo stato della parete vascolare utile a
consentire una stratificazione del rischio cardiovascolare che superi 1
limiti legati all’impiego dei fattori di rischio cardiovascolare tradizionali.
Tali metodologie hanno trovato recente applicazione nello studio della
malattia cardiovascolare nell’AR allo scopo di identificare quali processi
patogeni e quali variabili cliniche correlate alla malattia fossero predittori
indipendenti del danno vascolare e in un ultimo dell’eccesso di

mortalita.

L A DISFUNZIONE ENDOTELIALE

Evidenze sperimentali e cliniche indicano che le complesse funzioni
dell’endotelio siano da correlare alla sua natura di esteso organo con
attivita autocrina e paracrina preposto a mantenere I’omeostasi vascolare.
La sua attivita ¢ rivolta sia verso la parete vasale, in quanto modula il
tono e la struttura vasale rivestendo un ruolo primario nel modellamento
che si osserva come risposta fisiologica alle variazioni emodinamiche, sia
in stati patologici come 1’aterosclerosi e I’ipertensione, sia verso il lume
vasale dove modula la coagulazione ¢ le interazioni con e tra le cellule

ematiche.
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In passato 1’endotelio era considerato come una barriera di diffusione tra
sangue ed interstizio, oggi ¢ considerato un dinamico modulatore della
fisiologia vascolare per la sua capacita di sintetizzare e rilasciare una
varieta di fattori attivi sul tono vasale, sulla permeabilita e sulla
proliferazione e migrazione delle cellule endoteliali e dei miociti, in
risposta a, variazioni di shear stress, sul meccanismo di angiogenesi ¢ sul
modellamento vascolare. La capacita dell’endotelio di modulare il tono
vascolare e 1’entita del flusso ematico in risposta stimoli nervosi,
meccanici ed umorali ¢ affidata alla sintesi ed al rilascio di un pacchetto
di sostanze ad attivita sia vasodilatante che vasocostrittrice.

L’ossido nitrico (NO) ¢ la molecola chiave della funzione endoteliale in
quanto ¢ un potente vasodilatatore e inibisce 1’azione vasocostrittrice di
altre molecole dell’endotelio (endotelina I e angiotensina III) che
determinano una alterazione vasomotoria, fenotipo pro-coagulante della
superficie endoteliale, infiammazione e infine formazione della placca.
Tale radicale ¢ prodotto e rilasciato dalle cellule endoteliali per
attivazione di un “ pathway” intrinseco endoteliale L-arginina/NO ad
opera dell’enzima costitutivo Nitrossidosintetasi (eNOS) in risposta ad
agonisti recettoriali o a modificazioni dello “ shear-stress’ di parete e
quindi alla forza tangenziale del flusso ematico nella parete vasale. La

vasodilatazione NO-dipendente ¢ indice difunzione endoteliale
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fisiologica ed ¢ la risposta che si osserva dopo stimolazione con agenti
farmacologici in risposta a variazioni di shear-stress. Una ridotta
disponibilita di ossido nitrico ¢ indice di Disfunzione Endoteliale e puo
attivare una cascata di eventi predisponenti lo sviluppo di aterosclerosi,
trombosi ed instabilita di placca. Varie cause si riconoscono come
responsabili della ridotta biodisponiobilita di NO. Certamente un ruolo
importante ¢ da associare alla diminuita disponibilita plasmatica di L-
arginina e dei cofattori della eNOS (ac.folico, derivati flavinici), nonche
alla ridotta attivita dell’isoforma endoteliale della NO-sintetasi (eNOS),
enzima in grado di ottenere NO a partire dall’L-arginina, per ossidazione
del suo nitrogruppo terminale guanidinico. La eNOS ¢ in grado di
sintetizzare quantitd di NO in pochi secondi, in risposta ad agonisti
recettoriali oppure in risposta allo shear-stress di parete. Un ruolo
preminente nella disfunzione endoteliale va assegnato all’inattivazione
delI’NO da parte dei radicali liberi dell’ossigeno. Le specie reattive
dell’ossigeno reagiscono con I’NO producendo perossinitriti, molecole
cito-ossidanti, che, tramite la nitrazione delle proteine cellulari
endoteliali, ne alterano la funzione; i perossinitriti sono anche coinvolti
nell’ossidazione delle LDL, che aumentano cosi il loro effetto pro-
aterogeno e riducono a loro volta la biodisponibilita di NO inibendone la
via biosintetica tramite una alterazione della conformazione dei recettori
Gi-dipendenti, con conseguente mancata attivazione della eNOS, oppure

inattivando direttamente lo NO per un eccesso di anione superossido.
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In modelli animali affetti da ipertensione arteriosa, un eccesso ossidativo
caratterizzato da produzione di elevate quantita di radicali liberi sotto
forma di anione superossido, perossido di idrogeno e radicale ossidrilico,
¢ associato a disfunzione endoteliale, come dimostrato da un
miglioramento della vasodilatazione endotelio-dipendente dopo 1’uso di
antiossidanti. L’eccesso ossidativo si associa inoltre ad un aumento dei
processi infiammatori e della formazione di trombi e la sua entita correla
con il grado di riduzione della vasodilatazione endotelio-dipendente e
con lo sviluppo di eventi cardiovascolari.

La sintesi dell’NO puo essere bloccata farmacologicamente in maniera
competitiva con I’N-monometil-L-arginina (L-NMMA), analogo della L-
arginina. L’L-NMMA agisce, in modelli sperimentali, causando
vasocostrizione, facilitando 1’aggregazione cellulare e 1’adesivita
piastrinica e promuovendo il processo aterogeno. La dimetilarginina
asimmetrica (ADMA), inibitore endogeno della NOS, agisce in vivo con
le medesime caratteristiche della L-NMMA ed ¢ pertanto stata
estensivamente studiata in modelli animali e in trials clinici per valutarne
il ruolo nel processo che porta dalla disfunzione endoteliale alla malattia
aterosclerotica conclamata. L’ADMA viene sintetizzata, in numerosi tipi
cellulari, dalla’ metilazione dei residui di arginina delle proteine ad opera
della proteina arginina-metil-transferasi tipo 1 (PMTRs) e viene
rilasciata, in seguito alla idrolisi delle proteine, nel citosol cellulare e

quindi in circolo. L’ADMA puo essere metabolizzata, a livello cellulare,
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mediante conversione in citrullina ad opera dell’enzima dimetilarginina-
dimetilaminoidrolasi (DDAH). Oltre alla produzione di ADMA Ila
metilazione della L-arginina, ad opera della PRMT tipo 2, porta alla
formazione dell’isomero asimmetrico LNMMA e della dimetilarginina
simmetrica (SDMA). L’LNMMA, verosimilmente in relazione alle sue
basse concentrazioni nei liquidi biologici, non gioca pero alcun ruolo in
vivo nella regolazione dei livello dell’NO. L’ADMA pertanto agirebbe
come un modulatore endogeno della via metabolica dell’NO. In presenza
di un incremento delle concentrazioni di ADMA sarebbe pertanto logico
aspettarsi una modificazione dell’assetto vascolare mediato dalla
riduzione della sintesi dell’NO. Evidenze sperimentali e cliniche
dimostrano che anche minime modificazioni dei livelli plasmatici
del’ADMA sono associate con 1’aterosclerosi subclinica, la disfunzione
endoteliale e la rigidita arteriosa nella popolazione generale e in
numerose condizioni patologiche. = Nel contesto delle patologie
reumatiche ¢ stata evidenziata un’elevazione dei livelli plasmatici
del’ADMA nei soggetti affetti da Artrite Reumatoide rispetto alla
popolazione di controllo e una correlazione tra i livelli del’ADMA e lo
spessore intima-media carotideo. Dagli studi clinici cross-sectional e
dalle evidenze sperimentali emerge il ruolo del’ADMA come di un
fattore di rischio cardiovascolare suggerendo la necessita di studi ad hoc
per valutare il contributo dell’ADMA nella patogenesi della disfunzione

vascolare e della malattia cardiovascolare.
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Diversi studi hanno evidenziato che la disfunzione endoteliale potrebbe
fornire elementi prognostici per la stima del rischio cardiovascolare e
potrebbe quindi rappresentare un valido marcatore di malattia
cardiovascolare. La disfunzione endoteliale si verifica in risposta ai noti
fattori di rischio cardiovascolare e rappresenta una prima tappa nel
processo di aterogenesi vascolare precedendo sempre la aterosclerosi
strutturale. Inoltre le terapie che migliorano la disfunzione endoteliale
riducono I’incidenza degli eventi cardiovascolari nei pazienti con
malattia coronarica stabile. Infine esistono delle modalita riproducibili
per la valutazione della disfunzione endoteliale e questa possiede le
caratteristiche per essere considerata un biomarker.

Il parametro tradizionalmente usato per misurare il grado di funzione
dell’endotelio ¢ la capacita di vasodilatazione endotelio-dipendente,
ovvero indotta da agonisti (acetilcolina, bradichinina o lo shear-stress
sulla parete vasale durante flusso iperemico) che stimolano la produzione
endoteliale di sostanze vasodilatatrici. I primi studi eseguiti a livello del
circolo coronario hanno utilizzato 1’infusione di acetilcolina durante
coronarografia. La modificazione 'del diametro vascolare durante
infusione intracoronarica di acetilcolina, misurata con angiografia
quantitativa, ¢ stata utilizzata come indice di produzione locale di NO. E
stato dimostrato che 1’acetilcolina induce una vasodilatazione nelle
arterie coronariche epicardiche normali, mentre ¢ possibile osservare una

vasocostrizione paradossa nelle arterie con disfunzione endoteliale. Oggi
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¢ possibile utilizzare, sempre durante studio coronarografico, sostanze
vasodilatatrici quali la papaverina che permettono di misurare la
'dilatazione coronarica dovuta allo shear-stress indotto dal farmaco.
E inoltre, possibile quantificare I’entita della risposta ai mediatori sin qui
esposti, oltre che con 1’angiografia quantitativa, anche mediante tecniche
piu sensibili quali [’ultrasonografia ed il doppler intracoronarico.
L’impiego di queste tecniche, sebbene valido in quanto utilizza agonisti
endoteliali selettivi e modulabili, presenta tuttavia limitazioni dovute
all’invasivita della tecnica; la loro applicazione ¢ ristretta ai pazienti che
hanno una indicazione clinica alla esecuzione di una coronarografia e
pertanto sono state sviluppate metodiche per valutare la vasodilatazione
endotelio-dipendente in altri distretti vascolari ed in modo meno
invasivo. La pletismografia venosa viene utilizzata per valutare le
variazioni di flusso a livello dell’avambraccio in risposta all’infusione
diretta, mediante incannulazione dell’arteria brachiale, di sostanze
vasodilatatrici ad azione endotelio-dipendente, quali ’acetilcolina, la
sostanza P o la bradichinina. Per la valutazione della funzione endoteliale
¢ stata recentemente standardizzata una tecnica non-invasiva nota con il
nome di flow-mediated dilation (FMD = dilatazione mediata dal flusso
iperemico); tale metodica sfrutta I’aumento della forza tangenziale sulla
parete in corso di iperemia (shear-stress) che determina rilascio
endoteliale di NO e conseguente vasodilatazione. La tecnica prevede la

visualizzazione dell’arteria brachiale in un tratto rettilineo del vaso circa
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2 cm al di sopra della piega del gomito mediante ultrasonografia, con una
sonda vascolare di 7,5 MHz; la misura del diametro vasale viene eseguita
in condizioni di base e dopo un minuto di flusso iperemico, al picco della
vasodilatazione mediata dallo shear-stress. L’iperemia viene indotta
tramite occlusione meccanica dell’arteria brachiale mediante gonfiaggio
di un manometro a pressioni maggiori di quelle arteriose sistemiche e
successivo rilascio, dopo cinque minuti di collasso del vaso. L’esame
viene svolto in regime ambulatoriale, con controllo della temperatura
ambientale e dello stress emotivo del paziente. Vengono sospesi per
almeno 48 ore prima del test tutti 1 farmaci vasoattivi, I’assunzione di
caffeina ed il fumo di sigaretta, che possono inficiare la risposta del vaso
allo stimolo. I maggiori vantaggi di questa tecnica consistono nella non
invasivita, nella facile riproducibilita e ripetibilita del test, nel basso
costo e nel minor rischio rispetto ad uno studio invasivo angiografico
selettivo.

E stata dimostrata una buona correlazione tra la funzione endoteliale
studiata a livello periferico con la FMD e quella misurata invasivamente
a livello coronarico durante coronarografia; cid ha Ppermesso
I’applicazione estensiva dello studio della funzione endoteliale mediante
FMD in pazienti affetti da aterosclerosi coronaria e con altri fattori di
rischio cardiovascolare come 1’ipercolesterolemia e il diabete e si ¢
dimostrata essere un buon predittore degli eventi cardiovascolari. Poiché

la presenza di disfunzione endoteliale correla con lo stato infiammatorio
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delle pareti arteriose, sono marker di disfunzione endoteliale anche le
forme solubili di mediatori dell’inflammazione, quali [ICAM-1, VCAM-1
ed E-selectin, che possono essere dosate a livello plasmatico.

La valutazione della FMD brachiale ¢ stata impiegata come metodica di
valutazione per 1’effetto che la terapia con farmaci inibitori del TNF-alfa
esercita sulla funzione endoteliale. Si tratta di un aspetto estremamente
rilevante se si considera che la dimostrazione di un efficacia sulla
disfunzione endoteliale, da parte di questi farmaci, potrebbe determinare
una riduzione del rischio cardiovascolare futuro del soggetto, essendo la
disfunzione endoteliale una tappa precoce nello sviluppo della patologia
cardiovascolare.

Numerosi studi hanno evidenziato I’importanza dell’ispessimento medio
intimale (IMT) come marker di lesione aterosclerotica in fase precoce e
molti dati sono ormai acquisiti. Lo spessore intima — media (SMI) ¢
associato, in maniera indipendente ai principali fattori di rischio
cardiovascolari: eta, sesso, ipertensione arteriosa, diabete, fumo,
dislipidemia ecc. I soggetti con valori elevati di IMT carotideo hanno una
maggiore probabilitd di incorrere nel tempo in un evento cardiaco o
cerebro-vascolare.

La capacita predittiva dell’IMT viene conservata anche dopo
aggiustamento per 1 principali fattori di rischio cardiovascolare,
suggerendo che le informazioni dell’IMT sono in parte indipendenti da

quest’ultimi. Ad es.nel CHS (Cardiovascular Health Sudy) si ¢ voluto
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studiare 1’associazione tra lo spessore medio-intimale carotideo e
I’incidenza di infarto del miocardio o ictus in soggetti senza evidenza
clinica di patologie cardiovascolari (oltre 5000 pazienti) di eta uguale o
superiore a 65 anni per un periodo di follow-up di 6.2 anni. In questo
studio I’incidenza di eventi cardiovascolari (infarto e ictus) correlava con
le misure dello SMI carotideo anche dopo aggiustamento per i fattori di
rischio tradizionali.

In uno studio cross-sectional su soggetti senza evidenza clinica di
malattia aterosclerotica i livelli dell’ADMA risultavano associati con
I’IMT, mentre in uno studio prospettico in una popolazione di pazienti in
dialisi 1 livelli basali di ADMA predicevano la progressione del danno
vascolare, valutato come IMT a distanza di un anno.

Numerosi trials prospettici hanno inoltre investigato il ruolo dell’ADMA
come predittore di mortalita cardiovascolare. Sulla base delle evidenze
sperimentali e cliniche fin qui raccolte si pud pertanto affermare che i
soggetti con elevati livelli di ADMA sono a rischio per una malattia
coronarica e che i pazienti con malattia coronarica accertata, che
presentano elevati livelli di ADMA, sono ad aumentato rischio per eventi

cardiovascolari.

SPESSORE MIO-INTIMALE
Lo spessore miointimale carotideo correla con i classici fattori di rischio

cardiovascolari, con il coinvolgimento aterosclerotico di altri distretti e
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con la prevalenza di malattie cardiovascolari. Studi prospettici condotti
su ampie casistiche hanno anche messo in evidenza che lo spessore
miointimale ¢ wun valido predittore di eventi sia cardio che
‘cerebrovascolari.

L’associazione tra spessore carotideo e malattia coronarica non sorprende
dal momento che entrambi riconoscono una patogenesi aterosclerotica.
L'ultrasonografia ¢ attualmente la tecnica di elezione per lo studio dell'
aterosclerosi preclinica grazie ai costi contenuti, alla non invasivita, alla
relativa semplicita di esecuzione e alla grande accuratezza nel rilevare le
placche e alla accuratezza nel misurare lo spessore del complesso mio-
intimale della parete arteriosa. Studi prospettici hanno chiaramente
dimostrato che le alterazioni carotidee (placche e ispessimento
mediointimale) hanno un forte valore predittivo di eventi
cerebrovascolari e coronarici. In funzione di queste sue caratteristiche lo
studio ultrasonografico della parete delle grosse arterie ¢ stato
estensivamente impiegato per lo studio delle alterazioni vascolari e della
aterosclerosi incipiente nelle malattie reumatiche.

Questi studi, hanno in generale suggerito che i1 pazienti affetti da malattie
reumatiche presentino, al di la’ dei fattori di rischio cardiovascolare
tradizionali, una intrinseca tendenza, verosimilmente correlata allo stato
di inflammazione sistemica cronica, a sviluppare precocemente
alterazioni vascolari aterosclerotiche. In realta non tutte le evidenze

concordano con questo dato e gli studi, peraltro sporadici, su materiale
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autoptico, sembrano non confermare le risultanze ultrasonografiche,
attribuendo piu alla flogosi che all’ aterosclerosi il determinismo nella
evoluzione di placca alla cui responsabilita si deve 1’eccesso di morbidita

e mortalita cardiovascolare delle malattie reumatiche.

RIGIDITA ARTERIOSA

La patologia delle arterie di conduttanza rappresenta una delle cause
principali della morbidita e morbilita cardiovascolare. Ad oggi, i
meccanismi che portano all’inizio e alla progressione delle alterazioni
morfologiche e strutturali dei grossi vasi verso 1’aterosclerosi, sono solo
in parte conosciuti. Inoltre, considerata la natura spesso dei fattori di
rischio cardiovascolare e delle alterazioni funzionali e strutturali
vascolari il riconoscimento precoce delle modificazioni patologiche delle
arterie di conduttanza permettere di individuare soggetti ad alto rischio di
eventi cardiovascolari.

Per tanto tempo le grosse arterie sono state considerate come condotti
passivi per il trasporto e la distribuzione del sangue nell’organismo. Piu
recentemente, invece, numerosi studi hanno dimostrato che le arterie di
grosso diametro costituiscono un complesso organo con funzione di
conduttanza e distribuzione (dotate anche di attivita endocrine e

paracrine) e di riserva pulsatile per la circolazione sanguigna. La
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proprieta meccanica di assicurare una riserva di energia pulsatile per la
circolazione sanguigna ¢ un determinante importante della fisiologia
della circolazione sia in condizione di salute che in corso di processi
patologici. Lo studio delle modificazioni strutturali e funzionali delle
grosse arterie elastiche ¢ estremamente difficoltoso, in relazione alla
natura pulsatile del flusso sanguigno, alla complessita strutturale della
parete arteriosa ¢ alle modificazioni dinamiche del tono della
componente muscolare della parete arteriosa. Il polso arterioso pud
essere considerato come una modificazione dinamica indotta dalla
contrazione cardiaca e si verifica alla stessa frequenza del battito
cardiaco. L’eiezione di un flusso di sangue dal ventricolo sinistro
attraverso 1’aorta comporta delle variazioni del flusso, della pressione e
del diametro in tutti i distretti dell’albero arterioso.

I1 polso pressorio puod essere registrato in maniera invasiva o in maniera
non invasiva con un trasduttore esterno. Poiché, inoltre, la forma
dell’onda della pressione pulsatoria cambia ampiezza e contorno nel
tragitto dall’aorta alle arterie periferiche, il vantaggio di una metodica di
misurazione non invasiva consiste nella possibilita di esplorare tali
modificazioni a diversi livelli lungo 1’albero arterioso. Per comprendere i
determinanti del polso arterioso e dell’onda pressoria ¢ necessario
considerare I’emodinamica arteriosa e il concetto della propagazione
dell’onda e dell’onda riflessa da cui dipendono i valori della pressione

arteriosa sistolica e diastolica sia a livello delle arterie centrali che di
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quelle periferiche. L’onda pressoria deve infatti essere considerata come
la sovrapposizione di almeno due onde separate: la prima ¢ la cosiddetta
onda incidente che procede dall’aorta verso la periferia mentre la seconda
detta onda riflessa procede in senso contrario dalla periferia (dal sito di
riflessione in corrispondenza di una brusca variazione dell’impedenza)
verso il cuore.

L’onda incidente dipende dalla frazione di eiezione ventricolare sinistra e
dalla rigidita arteriosa, mentre 1’onda riflessa ¢ correlata alla rigidita
arteriosa e al potenziale sito di riflessione. Nei giovani adulti, in cui le
arterie sono molto distendibili e la velocita di propagazione dell’onda
pulsatoria molto bassa, 1’onda riflessa si manifesta solo in diastole. Al
contrario nei soggetti anziani, in cui le arterie sono meno distendibili e la
velocita dell’onda pulsatoria alta, I’onda riflessa si manifesta nella sistole
generando una sovrapposizione delle due onde e un conseguente
incremento della pressione sistolica e della pressione differenziale e una
riduzione della pressione proto-diastolica. Questa caratteristica
modificazione nella forma della onda pressoria legata all’eta viene
attribuita all’aumento della rigidita arteriosa e della velocita dell’onda
pulsatoria con conseguen'te precoce ritorno al cuore delle onde riflesse.
La rigidita arteriosa aumenta anche in presenza di altri fattori di rischio
cardiovascolare, come I’ipertensione, ed ¢ maggiore anche nei soggetti

affetti da diabete mellito e insufficienza renale cronica .
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La rigidita arteriosa puo essere valutata in modo non invasivo tramite la
misurazione della pulse wave velocity, che rappresenta la velocita con cui
I’onda pulsatoria percorre la distanza tra due punti noti dell’albero
arterioso o dell” augmentation index (Alx). L’Alx fornisce una stima
affidabile dell’ampiezza dell’onda riflessa. Esso misura I’incremento del
picco di pressione sistolica nelle fasi tardive della sistole (dovuto al
precoce ritorno delle onde riflesse) in rapporto alla pressione pulsatoria.
Dalla analisi della curva pressoria carotidea derivata si identifica il punto
in cui le onde pressorie riflesse si fondono con I’onda incidente,
determinando un picco di pressione secondario.

Il momento di arrivo dell’onda riflessa sul profilo del carotidogramma
determina una incisura e viene definito Inflection Point o punto di
inflessione. In base alla posizione relativa dell” “nflection point” rispetto
al picco sistolico, ¢ attribuibile un valore positivo o negativo all’
Augmentation Index

Le onde riflesse che ritornano piu precocemente ai distretti centrali si
sommano all’onda sfigmica in corrispondenza della branca ascendente
determinando un incremento pressorio che ha il suo picco in telesistole,
dando luogo a una morfologia del carotidogramma detta “a picco
pressorio tardivo dominante (late peak)”.

Quando invece 1’onda riflessa giunge piu tardivamente o perché le onde
riflesse viaggiano piu lentamente o perché il sito di riflessione ¢ piu

distale, si fondono con 1’onda sfigmica quando questa ha gia determinato
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il picco pressorio e tende a decrescere, dando luogo ad una morfologia
detta a “picco pressorio precoce dominante (early peak)”; I’onda riflessa
appare cio¢ come una deflessione che segue il picco, di ampiezza
inferiore ad esso.
L’ Augmentation index ¢ quindi definito come:

AI=Ps-Pi/Ps-Pd in “late peak”

Ai=Pi-Ps/Ps-Pd in “early peak”
Al puo essere espresso anche attraverso un’altra stima della ampiezza
dell’onda pressoria riflessa: I Augmentation Pressure (AP), che esprime
in termini assoluti la differenza tra il secondo e il primo picco sistolico,
quindi Al puo essere definito come il rapporto percentuale di AP/PP.
Nel caso di morfologia di tipo “early peak” 1’ augmentation pressuree 1’
augmentation index derivati dalle formule riportate sopra assumono
valori negativi, come si osserva comunemente in soggetti giovani e
normotesi. AP ¢ invece uguale a zero se 1’onda riflessa arriva piu
tardivamente e Ps > Pi; in tal caso infatti I’onda riflessa non apporta
alcun incremento al picco di pressione sistolica sviluppato dal ventricolo
sinistro.
I costi relativamente contenuti, la semplicita di esecuzione e
I’accettabilita da parte dei pazienti delle metodiche non invasive
attualmente disponibili per studiare i vari markers funzionali, hanno

portato ad una rapida espansione degli studi in questo campo.
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Dati sul potenziale impatto dell’aumento della rigidita arteriosa sugli
eventi clinici cardiovascolari cominciano ad essere disponibili. Diversi
studi condotti su varie popolazioni hanno dimostrato una correlazione
significativa tra la velocita dell’onda pulsatoria e i1 cosiddetti fattori di
rischio cardiovascolare maggiori (eta, ipertensione, diabete, fumo di
sigaretta). Analogamente una significativa “interazione” ¢ stata
dimostrata tra la velocita dell’onda pulsatoria e i fattori di rischio
cardiovascolare minori (pressione pulsatoria, frequenza cardiaca,
circonferenza della vita, ipertrofia ventricolare sinistra, omocisteinemia e
sedentarieta). Inoltre la velocita dell’onda pulsatoria risulta associata con
I’evidenza clinica di danno d’organo. Nei pazienti diabetici un
incremento della velocita dell’onda pulsatoria ¢ correlato alla entita della
microalbuminuria suggerendo che la disfunzione renale sia associata con
una modificazione delle proprieta viscoelastiche delle arterie di
conduttanza e con un aumentato rischio cardiovascolare. La velocita
dell’onda pulsatoria sembra inoltre un valido determinate dell’ ipertrofia
ventricolare sinistra. E noto infatti che lo sviluppo e la regressione della
ipertrofia ventricolare sinistra nei pazienti ipertesi non sono funzione
esclusiva della pressione arteriosa, ma sono modulati anche dalle
proprieta meccaniche e viscoelastiche dell’aorta. Un aumento dell’
afterload cardiaco, potrebbe essere conseguenza della riduzione della
distensibilita arteriosa. Infatti una ridotta distensibilita arteriosa ¢ stata

dimostrata essere responsabile di uno sproporzionato incremento della
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pressione arteriosa sistolica che ¢ un importante componente dello stress
ventricolare sinistro. Un incremento della pressione sistolica e della
pressione pulsatoria, una ridotta pressione diastolica e I’ipertrofia
ventricolare sinistra sono riconosciuti come predittori indipendenti di
morbidita e mortalita cardiovascolare nella popolazione generale.
Laurent e coll. hanno recentemente descritto circa 2000 pazienti seguiti
nel tempo per un follow-up medio di 9 anni, nei quali la velocita
dell’onda pulsatoria carotido—femorale era stata misurata all’ingresso
nello studi dimostrando che la velocita dell’onda sfigmica era
statisticamente associata con la mortalita per tutte le cause ¢ con la
mortalita cardiovascolare.

Benché la gran parte dei dati presenti in letteratura si riferisca alla
velocita di propagazione dell’onda pulsatoria in alcuni studi clinici, ¢
stato studiato il potenziale predittivo degli eventi cardiovascolari della
determinazione dell’Alx e della AP. Tali studi hanno dimostrato che sia
I’Alx che I’AP hanno presentato u na buona capacita di predizione degli
eventi cardiovascolari nelle popolazione di pazienti con malattia
coronarica ¢ con insufficienza renale. Due grossi studi di outcome
cardiovascolare hanno recentemente valutato il maggior valore predittivo
della rilevazione della pressione centrale aortica, ottenuta mediante
tonometria radiale con il sistema SphigmoCor®, rispetto alla rilevazione

della pressione brachiale tramite sfigmomanometro.
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11 sotto-studio CAFE (Conduit Artery Functional Endpoint) dell’ASCOT
(Anglo- Scandinavian Cardiac Outcomes Trial) dimostrava che la
riduzione degli eventi cardiovascolari con un nuovo regime terapeutico
(amlodipina piu peridopril vs atenololo piu tiazidico) era legato alla
riduzione delle pressioni arteriose centrali, valutate con il sistema
SphigmoCor®, ottenute con la nuova combinazione di farmaci. Le due
strategie terapeutiche invece non mostravano sostanziali differenze di
efficacia sulla riduzione dei valori pressori arteriosi valutato in periferia.
Gli autori concludevano che nella coorte CAFE la pressione arteriosa
centrale era un determinante significante dell’insieme di eventi
cardiovascolari e renali.

Il secondo studio, derivato dallo Strong Heart Study commissionato dallo
National Heart Lung and Blood Institute per investigare il rischio di
malattia cardiovascolare tra le tribu indiane americane in una
popolazione di 2400 soggetti seguiti prospetticamente per una media di
quattro anni, dimostrava che la rilevazione delle pressioni centrali,
ottenuta mediante tonometria da applanazione con SphigmoCor®
risultava piu predittiva degli eventi cardiovascolari rispetto alla
determinazione dei valori pressori brachiali con sfigmomanometro.
Ciononostante ulteriori studi, su grosse casistiche e per periodi di follow-
up piu estesi, sono necessari per approfondire 1I’importanza della rigidita
arteriosa nel predire gli eventi clinici cardiovascolari e capire se la

valutazione sofisticata della meccanica delle grandi arterie offra
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informazioni aggiuntive rispetto alla semplice rilevazione della pressione
sistolica o della pressione pulsatoria.

Alcuni ricercatori hanno recentemente condotto lo studio delle proprieta
meccaniche della parete arteriosa, quale marcatore di malattia
cardiovascolare, nelle popolazioni di pazienti affetti da Spondilite
Anchilosante. L unico studio cross-sectional ad ora pubblicato, condotto
su una casistica di 60 pazienti, non ha messo in evidenza alcuna
differenza riguardo alla rigidita arteriosa tra i pazienti affetti da SA ed i

controlli.
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OBIETTIVI

Obiettivo principale del nostro studio ¢ di valutare se i pazienti affetti da
SA presentano un processo di aterosclerosi accelerato rispetto ai
controlli, indipendente dai fattori di rischio cardiovascolare tradizionali
0, comunque, attribuibile anche alla malattia di base; di stimare se
presentano una condizione di disfunzione endoteliale indipendente dai
fattori di rischio cardiovascolare tradizionali; se 1 livelli plasmatici di
ADMA risultano piu elevati rispetto alla popolazione di controllo e se
possono essere interpretati come predittori indipendenti dell’aterosclerosi

subclinica, della disfunzione endoteliale e della rigidita arteriosa.

Obiettivo secondario ¢ valutare le seguente ipotesi: se i livelli
del’ADMA sono correlati con I’attivita di malattia, con lo stato
funzionale e con lo stato flogistico; se I’entita dell’aterosclerosi
subclinica, il grado di disfunzione endoteliale e la rigidita arteriosa
possono essere messi in relazione con I’attivita di malattia, con lo stato

funzionale e con lo stato flogistico.
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MATERIALI EMETODI

PAZIENTI E CONTROLLI

Sono stati valutati 17 pazienti consecutivi affetti da Spondilite
Anchilosante classificata secondo 1 criteri di New York del 1984. Sono
stati esclusi tutti 1 pazienti con eta inferiore a 18 anni, con storia di eventi
cardiovascolari (sindrome coronaria acuta, a ngina instabile, ictus, attacco
ischemico transitorio, procedure di rivascolarizzazione,
tromboendoarteriectomia, ischemia sintomatica arteriosa periferica),
diabete, ipertensione arteriosa non controllata, insufficienza renale (GFR
stimato con la formula di Cockroft e Gault » di 60ml/h), malattie epatiche
e/o incremento asintomatico delle transaminasi, infezioni in corso (acute
o croniche), modificazione della terapia per la SA nel mese precedente
all’inclusione nello studio malattie o condizioni concomitanti che,
nell’opinione dello sperimentatore, potevano rendere il paziente incapace
di completare lo studio.

I controlli, tutti soggetti maggiori di 18 anni di eta, sono stati incrociati
in maniera stretta, per etd (£ 5 anni), sesso, classe di Indice di Massa
Corporea (BMI), fattori di rischio cardiovascolare tradizionali (fumo,
ipercolesterolemia, ipertensione arteriosa, storia familiare di eventi

cardiovascolari precoci), tipo di antiipertensivo e statina.
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Sia 1 pazienti che i controlli hanno firmato il consenso informato per la
partecipazione allo studio.

In tutti 1 soggetti arruolati (pazienti e controlli) sono stati valutati i livelli
plasmatici di ADMA, [I’aterosclerosi subclinica, la disfunzione
endoteliale e la rigidita arteriosa.

La valutazione clinica ¢ stata effettuata al momento della visita di

screening; i campioni di sangue sono stati prelevati il giorno in cui sono

state fatte le valutazioni strumentali.

PARAMETRI CLINICI

Tutti 1 soggetti arruolati nello studio sono stati sottoposti ad anamnesi ed
esame fisico obiettivo ed elettrocardiogramma; per tutti ¢ stata compilata
una cartella con i dati demografici, gli eventuali fattori di rischio
cardiovascolari, la presenza o no di ipertensione arteriosa ¢
ipercolesterolemia e le terapie effettuate in passato e quelle attuali.
Per la caratterizzazione clinica dei pazienti arruolati nello studio al fine di
definire la positivita per ’'HLA-B27, I’attivita, la severita e la disabilita,
sono stati registrati i seguenti parametri:

- HLA-B27.

- Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index (BASDAI)

- Bath Ankylosing Spondylitis Metrology Index (BASMI)

- Bath Ankylosing Spondylitis Functional Index (BASFI)
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- Italia version of Healt Assessment Questionnaire (HAQ-S).
- Bath Ankylosing Spondylitis Global Score ( BAS-G)

- Conta Articolare.

BASDAI: Valutazione dell’attivita di malattia. Si tratta di un indice
composito di attivita di malattia costituito da sei “items” che indagano
I’intensita del dolore a livello del collo, della schiena, delle coxo-
femorali e delle articolazioni periferiche, il dolore provocato dal
contatto/pressione, nonché I’intensita della rigidita mattutina. Le risposte
generano un punteggio compreso in un range da 0 a 10, dove 0
corrisponde ad una “attivita assente” e 10 ad una “massima attivita”. Il
paziente impiega, mediamente, 4-5 minuti per la compilazione del
questionario. La valutazione ¢ stata eseguita sempre dallo stesso

operatore.

BASMI: Valutazione della compromissione funzionale. E un indice
antropometrico composito, proposto per la valutazione della mobilita del
rachide e dell’coxo-femorale. Esso ¢ costituito da 5 misurazioni cliniche
rappresentate dalla distanza trago-parete, dalla flessione lombare ottenuta
mediante il test di Shober modificato, dalla rotazione cervicale, dalla
flessione laterale del busto e dalla distanza intermalleolare. Ad ognuna

delle singole misurazioni vengono assegnati valori compresi fra 0 e 2. Il
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punteggio finale potra, pertanto, variare da 0 (migliore mobilita) a 10
(peggiore mobilitd). La valutazione ¢ stata eseguita sempre dallo stesso

operatore.

BASFI: ¢ costituito da 10 “items” presentati su scale analogiche visive
(VAS) di 100 mm (range 0-100). Il questionario, esplora il grado di
difficolta riscontrato nello svolgimento di specifiche attivita della vita
quotidiana, mediante domande strutturate secondo la formula: “E in
grado di...?”. Gli ancoraggi estremi delle VAS per le risposte ai quesiti
sono strutturati come “Fa'cilmente” (score 0) o “E impossibile” (score
100). La compilazione del questionario richiede 3-4 minuti. Il punteggio
della scala viene calcolato come media dei punteggi dei 10 items ed ¢
compreso, pertanto, in un range di 0-100. La valutazione ¢ stata eseguita

sempre dallo stesso operatore.

HAQ: comprende 20 “items” riguardanti altrettanti atti della vita
quotidiana, suddivisi in 8 differenti categorie: lavarsi e vestirsi, alzarsi,
mangiare, camminare, igiene, raggiungere oggetti, afferrare e altre
attivita. La versione dell’HAQ modificata per le spondiloartriti (HAQ-S)
include due ulteriori domini che valutano la funzionalita del collo e della
schiena. Ogni “item” consente 4 possibili risposte, in relazione al grado

di difficolta che comporta 1’azione richiesta:
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0 = senza difficolta;

1 = con qualche difficolta;

2 = con molta difficolta;

3 =non possibile.
Per ogni singola categoria viene considerato il punteggio piu alto; la
somma dei punteggi diviso il numero di categorie rappresenta il
punteggio finale del’HAQ-S, che puo variare, quindi, da un minimo di 0
a un massimo di 3. Il questi onario viene completato in 4-5 minuti, senza

particolari difficolta di comprensione. La valutazione ¢ stata eseguita

sempre dallo stesso operatore.

BAS-G: Sato globale di salute. Si tratta di un indice composito
costituito da due “items” concernenti lo stato generale di salute; il primo
quesito concerne lo stato globale di salute riferito all’ultima settimana,
mentre il secondo agli ultimi sei mesi. Le possibili risposte (0 = nessun
effetto; 100 = gravissimi effetti) generano un punteggio ottenuto dalla
media dei singoli valori. La valutazione ¢ stata eseguita sempre dallo

stesso operatore

Conta articolare: viene riportato il numero di articolazioni dolenti alla
mobilizzazione passiva o alla pressione sulla interlinea articolare
esprimendo il valore numerico: 0= non dolente; 1= dolente. Viene

riportato il numero di articolazioni tumefatte (ipertrofia sinoviale,
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versamento articolare) esprimendo il valore numerico: 0= non tumefatta.

La valutazione ¢ stata eseguita sempre dallo stesso operatore.

PARAMETRI DI LABORATORIO

Per tutti i soggetti arruolati nello studio ¢ stato valutato, il profilo
lipidico (comprendente il dosaggio del colesterolo totale , LDL, HDL ed i
trigliceridi), gli indici di funzione epatica (ALT e AST), la funzionalita
renale (creatinina, azotemia), la glicemia, 1’insulinemia che sono stati
eseguiti presso il laboratorio di Malattie del Metabolismo dell’Universita
di Sassari; gli indici di flogosi: Velocita di Eritrosedimentazione (VES)
e la Proteina C Reattiva (PCR), I’emocromo, il dosaggio della vitamina
B12, dell’acido folico e la tipizzazione HLA B27 che sono stati eseguiti
con metodica standard sempre presso un laboratorio centralizzato di
riferimento.

I1 dosaggio dell’ADMA, dell’SDMA, dell’Omocisteina, della Cisteina ed
dell’acido urico, sono stati eseguiti presso il laboratorio di Biochimica
Clinica dell’Universita di Sassari.

Per tutti i soggetti ¢ stato calcolato il BMI.

La stima del filtrato glomerulare (GFR) ¢ stata calcolata sia nel gruppo

dei casi che nei controlli con la formula di Cockroft-Gault: [140-
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eta(anni)] x peso(Kg) / 72 x creatinina (mg/dl). Nelle donne il risultato
del rapporto ¢ stato moltiplicato per 0,85.
I campioni di sangue sono stati prelevati al mattino a digiuno tra le 8:00 e

le 10:00 nella stessa giornata di esecuzione delle valutazioni strumentali.

D0osAGGIO ADMA, DIMETIL-ARGININA SIMMETRICA (SDMA), ARGININA,
OMOCISTEINA E CISTEINA

I livelli plasmatici di ADMA, SDMA, omocisteina e cisteina sono stati
determinati impiegando la tecnica dell’elettroforesi capillare.

I campioni di sangue venoso sono stati prelevati ed evacuati in provette
contenenti EDTA, centrifugati a 3000 giri per 5 minuti a 4°C. Il plasma
ottenuto ¢ stato mescolato con 50 mmol di IS omoarginina (50 pmol/L
come concentrazione finale). Alle proteine precipitate ¢ stato poi
aggiunto una diluizione ACN/ammoniaca (900 pmol/L, 90:10). Dopo
centrifugazione a 300 giri per 5 minuti, il supernatante ¢ stato evaporato
nel vuoto e il residuo ¢ stato ridisciolto con 500 pL di acqua filtrata in
Vivaspin 500 ( concentratore per centrifugazione, membrana in
polietersulfone) mediante centrifugazione a 3000 per 20 minuti per
rimuovere i residui delle proteine. Dopo essere stati filtrati, i campioni
sono stati evaporati sottovuoto ed il residuo ¢ stato ridisciolto in 5S0uL di
acqua e iniettato per 1’elettroforesi capillare (CE). La CE ¢ stata eseguita
con un sistema PACE MDQ equipaggiato con un diode array detector

(Becckman Coulter, Milano, Italia). Il sistema ¢ stato dotato di un 30 kV
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di alimentazione con un limite di corrente di 300 mA. L'analisi ¢ stata
effettuata in un fuso capillare di silice, 75 mm ID e 60,2 cm di lunghezza,
iniettando 1 s d’acqua seguita da 10 s di campione. La separazione ¢
stata effettuata in un 50mmol / L tampone Tris titolato con 1 mol / L di
acido fosforico al ph di 2.30, 15 ° C ad una polarita normale di 15 kV.

Il termine elettroforesi indica la migrazione differenziata di molecole
elettricamente cariche all’interno di un campo elettrico, ¢ noto che molte
molecole di interesse biologico e farmaceutico possiedono gruppi
ionizzabili, cosi che queste po'ssono esistere in soluzione sia come
cationi che come anioni. L’apparecchiatura ¢ composta da un capillare di
silice fusa di diametro molto piccolo, contenente un tampone appropriato,
le cui estremita pescano in due serbatoi separati, contenenti due elettrodi,
responsabili della generazione del campo elettrico. Il funzionamento ¢ il
seguente: una piccola quantita di soluzione contenente il campione
(solitamente 5-30nl) viene introdotta dall'estremita anodica di un
capillare in silice fusa contenente un tampone appropriato.
L’introduzione si ha applicando una differenza di pressione fra le
estremita del capillare, mentre la separazione viene applicato una
differenza di potenziale tra le due estremita del capillare. Le molecole del
campione cominciano quindi a migrare con velocita differenti lungo il
capillare e la migrazione elettroforetica vede lo spostamento dei cationi
(+) verso il catodo (-), mentre gli anioni(-) si muovono verso 1’anodo(+) .

La corsa elettroforetica degli analiti viene monitorata mediante U.V.
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L’operatore era all’oscuro delle caratteristiche cliniche della popolazione

oggetto di studio.

VALUTAZIONI STRUMENTALI

ATEROSCLEROS| SUBCLINICA:

VALUTAZIONE DELLO SPESSORE INTIMA-MEDIA CAROTIDEO (IMT)

Per tutti i soggetti reclutati ¢ stato misurato lo spessore mio-intimale
medio e lo spessore mio-intimale massimo a livello carotideo. Lo studio
ultrasonografico della carotide ¢ stato eseguito utilizzando un ecografo
Toshiba Sonolayer SSA-270, dotato di sonda lineare da 7.5 MHz. A
soggetto in posizione supina ¢ collo in leggera iperestensione, si sono
identificati la carotide comune, il bulbo carotideo e le porzioni
extracraniche della carotide interna ed esterna. Sono stati registrati tre
valori a livello della carotide destra e della carotide sinistra in tre
segmenti carotidei (carotide comune, bulbo e carotide interna). I tracciati
Mmode della porzione distale dell’arteria carotide comune, ad un
centimetro dal bulbo carotideo, guidati dall’immagine bidimensionale
con il contemporaneo tracciato ECG, consentono la misurazione dello
spessore medio intimale, I’individuazione di placche e lo studio della
motilita parietale. Dalle misurazioni effettuate (3-5) cicli ¢ stata calcolata

la media.
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Un valore massimo di spessore mio-intimale uguale o superiore a 0.85
mm viene considerato come ispessimento mio-intimale. Lo spessore

parietale relativo dell’ arteria ¢ stato calcolato secondo la formula:

2 x spessore della parete lontana in telediastole / diametro telediastolico

Sono state effettuate scansioni di entrambe le carotidi per identificare la
presenza e le dimensioni di placche aterosclerotiche.

Sono state considerate placche le lesioni caratterizzate da ispessimento
focale che superasse di almeno il 50% lo spessore del complesso medio-
intimale contiguo. Le misurazioni dello spessore della parete arteriosa
non sono mai state ottenute a livello di placche aterosclerotiche.

Tutte le misurazioni sono state eseguite dallo stesso operatore che era
all’oscuro delle caratteristiche cliniche della popolazione oggetto dello

studio

DISFUNZIONE ENDOTELIALE:

VASODILATAZIONE FLUSSO MEDIATA DELL'ARTERIA BRACHIALE
(FMV)

In tutti i soggetti & stata studiata 1’arteria brachiale destra. Prima di
eseguire la tonometria dell’arteria brachiale ¢ stata rilevata la pressione
arteriosa brachiale con sfigmomanometro convenzionale modello Riva-

Rocci. Sono state rilevati tre valori pressori a distanza di cinque minuti
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I’'uno dall’altro e il valore di riferimento considerato ¢ stato quello
risultante dalla media delle ultime due rilevazioni pressorie.

L’ECG ¢ stato monitorato per tutta la durata dell’esame e il diametro
dell’arteria ¢ stato misurato al termine della diastole (in concomitanza
con I’inizio del complesso QRS sul tracciato dell’ECG). Per ciascuna
valutazione sono stati esaminati tre cicli cardiaci e il valore registrato ¢
stato ottenuto dalla media delle tre determinazioni. I pazienti e i controlli
sono stati valutati in posizione supina con il braccio disteso dopo aver
riposato sdraiati per almenol0 minuti. L’arteria brachiale ¢ stata
visualizzata in scansione longitudinale approssimativamente 5 cm al di
sopra della fossa ante-cubitale. Si sono quindi ottenute due immagini al
basale. Successivamente il manicotto della pressione, posizionato intorno
al braccio 5 cm al di sopra della zona oggetto della scansione, ¢ stato
gonfiato fino ad una pressione di 200mm per 5 minuti. Il manicotto ¢
stato quindi sgonfiato determinando un’iperemia reattiva che ha quindi
causato un aumento dello stress di parete e una dilatazione dell’arteria
brachiale. Le immagini cosi ottenute sono state videoregistrate per 5
minuti iniziando un minuto dopo aver sgonfiato il manicotto. Dopo
ulteriori 10 minuti di riposo, ¢ stata somministrata una dose singola di
nitroglicerina sublinguale( 0,4 mg, equivalente ad un puff di Natispray)
ed ¢ stato registrato il diametro dell’arteria brachiale per 3 minuti al fine

di valutare la vasodilatazione endotelio-indipendente.
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La vasodilatazione flusso-mediata (FMV) e la vasodilatazione endotelio-
indipendente sono state espresse come modificazione percentuale
rispetto al, valore basale.

Tutte le misurazioni sono state eseguite dallo stesso operatore che era
all’oscuro delle caratteristiche cliniche della popolazione oggetto dello

studio.

RIGIDITA ARTERIOSA:

TONOMETRIA D' APPLANAZIONE DELL’ARTERIA RADIALE

L’arteria radiale sinistra ¢ stata appianata con una sonda ad alta fedelta
(Millar pressure tonometer, PWV Medical, Sydney, Australia) e I’onda
presso ria rilevata ¢ stata registrata con un sistema computerizzato di
analisi dell’onda (SphygmoCor , PWV Medical, Sydney, Australia).
L’onda periferica analizzata ¢ la risultante di 10-12 derivazioni e da
questa ¢ stata derivata 1’onda presso ria centrale. Successivamente il
sistema di analisi dell’onda computerizzata ha permesso di ottenere i
valori di augmentation index (Aix), I’integrale pressione sistolica e
diastolica-tempo ¢ il tempo di ritorno al centro dell’onda riflessa (tempo
di transito). Aix ¢ definito come la differenza tra il secondo (cio¢ quello
aumentato in condizioni di rigidita arteriosa) ed il primo picco sistolico,
espressa in percentuale sulla pressione pulsatoria. Per I’analisi statistica

¢ stata utilizzata una media di due letture.
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La tonometria per applanazione si basa sul principio che nel momento in
cui il trasduttore appiana la superficie curva di un vaso, si crea un
equilibrio tra gli stress intraluminali che agiscono sulla parete del vaso e
la forza che agisce sul vaso stesso. Il tonometro incorpora sulla sua punta
un micromanometro di tipo piezoelettrico, inserito in un materiale
ceramico rigido, fissato ad una estremita e libero di muoversi dall’altra
che protrude sulla superficie del manometro. Movimenti dell’estremita
libera determinano una deformazione del materiale, che si traduce in una
modificazione della resistenza elettrica proporzionale alla deformazione
subita. L’appianamento della superficie curva dell’arteria, bilanciando lo
stress circonferenziale della sua parete, consente una accurata
registrazione della pressione interna. La morfologia dell’onda pressoria ¢
strettamente corrispondente a quella ottenuta della registrazione intra-
arteriosa .

L’applicazione di una funzione di trasferimento generalizzata, validata
alla forma d’onda pressoria periferica consente di derivare la forma
d’onda a livello dell’aorta ascendente. Successivamente dalla analisi
della forma dell’onda pressoria carotidea e dei valori di pressione
arteriosa periferica vengono derivati gli ulteriori parametri emodinamici
carotidei.

Tutte le misurazioni sono state eseguite dallo stesso operatore che era
all’oscuro delle caratteristiche cliniche della popolazione oggetto dello

studio.
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ANALISI STATISTICA

L’analisi dei dati ¢ stata condotta con il software SPSS (Version 11.1;
SPSS Inc, Chicago, Ill). E stata considerata significativa una p per test a
due code inferiore a 0,05.

La normalita della distribuzione dei dati ¢ stata valutata con 1’1-sample
Kolmogorov-Smirnov test ¢ 1’uniformita della varianza (eteroscedasticita)
¢ stata valutata con il test di Levine. Per le variabili che presentavano una
distribuzione non normale (omocisteina, VES, PCR e folati) si ¢
proceduto alla trasformazione logaritmica (logjo) dei dati. I valori sono
stati presentati come medie = DS per le variabili con distribuzione
normale ¢ come mediana (range interquartile, IQR) per le variabili con
distribuzione non normale. Il test t di Sudent a due code per dati
indipendenti ¢ stato impiegato per il confronto delle medie tra i due
gruppi nel caso di uguale varianza e il Mann Whitney U-test nel caso di
diversa varianza.

I1 gruppo dei casi inoltre ¢ stato suddiviso in due sottogruppi in funzione
della terapia con inibitori del TNF-alpha. Le variabili con distribuzione
normale sono state confrontate tra i tre gruppi cosi ottenuti (controlli, casi
in terapia con anti-TNF-alpha e casi non in terapia con anti-TNF-alpha)
con la one-way ANOVA analysis. Nel caso di significativa differenza tra

le medie intergruppo I’analisi post-hoc ¢ stata condotta con il Tukey's
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honestly significant difference test. Per il confronto delle proporzioni ¢
invece stato impiegato il test di .

Per I’analisi delle correlazioni bivariate tra variabili ¢ stato calcolato il
coefficiente di correlazione p di Pearson nel caso di variabili con
distribuzione normale e il coefficiente di correlazione di Spearman nel
caso di variabili con dist ribuzione non normale.

La regressione multipla lineare con stepwise method ¢ stata impiegata nel
gruppo dei pazienti con SA per valutare il valore di predizione delle
singole variabili demografiche, cliniche e di laboratorio. Sono state
inserite nel modello di regressione lineare multipla le variabili
indipendenti che mostravano wuna correlazione bivariata con

significativita pari a p <0,1.
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RISULTATI

PAZIENTI E CONTROLLI

Sono stati studiati 17 pazienti affetti da SA e 17 controlli incrociati per
eta (£ 5 anni), sesso e fattori di rischio cardiovascolare maggiori (fumo,
ipertensione, diabete, dislipidemia). L’eta media dei pazienti con SA era
di 39 = 11 anni (range 20-58) e la durata media di malattia di 114 + 108
mesi (range 12-360). I par ametri antropometrici, di laboratorio, la terapia
e gli indici di attivita di malattia dei pazienti con SA sono sintetizzati
nella TABELLA 1.

Non esistevano tra i due gruppi differenze significative per quanto
riguarda 1 parametri antropometrici: in particolare era presente una
sostanziale equivalenza dell’indice di massa corporea (BMI) (26 + 4.4
nei pazienti VS 24 + 4 nei controlli, p = 0.1). Il profilo lipidico dei casi e
dei controlli ¢ risultato sovrapponibile (colesterolo totale 167.94 + 28.12
mg/dl nei casi vs 178.82 + 32.25 mg/dl nei controlli, p= 0.3; colesterolo
HDL 48.53 £ 9.52 mg/dl nei casi vS 56.12 + 15.32 mg/dI nei controlli, p
=0.09; colesterolo LDL 107.06 = 27.39 mg/dlI nei casi vs 109.71 + 23.14
mg/dl nei controlli, p = 0.7). I pazienti affetti da SA non hanno inoltre
mostrato valori piu elevati di insulino-resistenza basale, calcolata con il
modello HOMA, rispetto ai controlli (IRI-HOMA 10 + 3.2 nei pazienti VS

8.62 £ 2.98 nei controlli, p=0.2). La funzione renale espressa come GFR
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stimato non mostrava significative differenze nel gruppo dei pazienti
rispetto a quello dei controlli (120 + 26 ml/min/1.73 m” nei casi vs 104 +
30 ml/min/1.73 m? nei controlli, p=0.1).

Due pazienti in ciascun gruppo risultavano affetti da ipertensione
arteriosa e solo un paziente nel gruppo di controllo assumeva la statina.
Come da protocollo, alla raccolta della storia clinica e alla valutazione
della documentazione clinica non risultavano precedenti eventi
cardiovascolari e/o cerebrovascolari.

I dati demografici, clinici e di laboratorio sono sintetizzati nella TABELLA

II.

ADMA, SDMA E OMOCISTEINA

I livelli del’ADMA sono risultati significativamente piu elevati nei
pazienti affetti da SA rispetto ai controlli (0.65 + 0.10 umoli/L nei casi Vs
0.54 + 0.07 umoli/L nei controlli, p = 0.001). Al contrario i livelli della
SDMA (0.36 £ 0.07 pmoli/L nei casi vs 0.42 + 0.09 umoli/L) e
dell’omocisteina [7.023(6.190-10.064) nei casi VS 9,846 (7,765- 11,775)
nei controlli] sono risultati significativamente piu elevati nei controlli (p
= 0.046 e 0.011 rispettivamente). I livelli medi di arginina (precursore
del’ADMA e della SDMA) non risultavano differenti nei due gruppi

(74.3 + 15.5 pmoli/L nei casi vs 70.1 = 11.7 umoli/L nei controlli, p =
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0.3). L’analisi della varianza (ANOVA) nel gruppo di controllo e nei
sottogruppi dei casi in funzione della terapia con inibitori del TNF-alfa,
non ha dimostrato differenze significative della concentrazione
plasmatica di ADMA in relazione alla terapia (TABELLA III). Nel gruppo
dei pazienti ¢ stata dimostrata una correlazione bivariata ADMA e Aix (p
= 0.032). L’analisi di regressione non ha mostrato una correlazione
lineare tra le due variabili suddette (R = 0.3, p = 0.2). Nel totale della
popolazione studiata ’ADMA ha dimostrato una correlazione inversa
con la creatinina plasmatica (R 0.5, p=0.003), ma nessuna correlazione
con la funzione renale stimata con il GFR (GRAFICO I). Inoltre, sempre
nel campione complessivo, era presente un’associazione bivariata
significativa tra ’ADMA , I’Aix, la VES, la PCR ¢ la creatinina
plasmatica. L’analisi di regressione lineare multipla inserendo come
variabili predittrici “Aix, VES, PCR e creatinina” ha dimostrato che un
modello comprendente VES e livelli plasmatici di creatinina rendeva
ragione di circa il 30% della variazione dei livelli plasmatici di ADMA
nella popolazione complessiva (R = 0.751, R* 0.564, AR* 0.289, F =

0.529, p =0.000) (TABELLA 1V).
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IMT

Lo spessore medio mio-intimale dei pazienti con SA ¢ risultato
sovrapponibile a quello dei controlli (mIMT 0.64 + 0.1 mm nei casi VS
0.67 = 0.10 mm nei controlli, p=0.5).

Inoltre non vi erano differenze nel mIMT nei pazienti trattati con
inibitori del TNF-a rispetto ai soggetti non trattati (mIMT 0.66 = 0.09
mm nei pazienti in terapia con anti-TNF-a vs 0.62 + 0.1 mm nei pazienti
che non venivano trattati con inibitori del TNF-a, p=0.6) (TABELLA III).
Nella popolazione generale lo spessore mio-intimale medio ¢ risultato
essere correlato in maniera lineare con I’eta dei soggetti (R = 0.528, p =
0.001) e con I’AP (R =0.376, p=0.029).

Il modello di regressione multipla costruito inserendo entrambe le
variabili indicava 1’eta come predittore piu solido delle variazioni del
mIMT (R = 0.528, R* = 0.279, AR*=0.17, F = 12.4, p=0.001) (GRAFICO
II- TABELLA V).

Restringendo I’analisi bivariata ai casi, lo spessore mio-intimale ¢
risultato associato con AP (r = 0.572, p = 0.016), eta dei pazienti ( r =
0.53, p = 0.026), abitudine al fumo (r =0.615, p = 0.009) colesterolo

totale (r = 0,589, p = 0.013), colesterolo LDL (r = 0.535, p = 0.027),
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BASMI (r = 0.490, p = 0.046), BASDAI (r = 0.519, p = 0.033), BASFI
(r=0.643, p=0.005), HAQs (r=0.617, p=0.008) (TABELLA VI).

Inserendo nel modello di regressione lineare multipla le suddette variabili
I’analisi con metodo stepwise backward ha identificato I’AP e il fumo (R
=0.822, R? =0.676, AR* =-0.059, F = 14.6, p=0.000) come predittori

indipendenti dei valori di IMT nei pazienti con SA (TABELLA VI).

PRESSIONE CENTRALE E RIGIDITA ARTERIOSA

Dal confronto tra casi e controlli non sono emerse differenze significative
negli indici di rigidita arteriosa. L’AP, ovvero il contributo pressorio,
valutato in termini assoluti, dell’onda riflessa al picco di pressione
sistolica in aorta, ¢ risultato lievemente minore nei pazienti con SA
rispetto alla popolazione di controllo, ma tale differenza non aveva
significativita statistica (AP pari a 6.8 + 4.9 mm Hg nei casi VS 8.4 = 6.3
mm Hg nei controlli, p =0.4). Allo stesso modo, il valore dell’Alx che
esprime il contributo pressorio dell’onda retrograda in termini percentuali
rispetto al valore pressorio sistolico in aorta, non era differente nei due
gruppi di pazienti (Alx pari a 23 + 27 % nei pazienti con SA vs 19.2 +

18.3 % nei controlli, p = 0.6). L analisi della varianza per gruppi non ha

" DOTT.SSA PATRIZIA FENU — TITOLO DELLA TESI: “ DISFUNZIONE ENDOTELIALE E RIGIDITA’ ARTERIOSA
NEI PAZIENTI CON SPONDILITE ANCHILOSANTE: RUOLO DELL’ACCUMULO DELLA DIMETIL-ARGININA
ASIMMETRICA (ADMA). STUDIO ESPLORATIVO CROSS-SECTIONAL CASO-CONTROLLO.”

TESI DI DOTTORATO IN FISIOPATOLOGIA MEDICA — XXI CICLO — UNIVERSITA DEGLI STUDI DI SASSARI

48



dimostrato differenze significative dell’AP e dell’Alx in funzione della
terapia con TNF-a.

Il valore dell’ AP ¢ risultato come detto in precedenza un predittore solido
dello spessore mio-intimale medio nella popolazione complessiva dello
studio e nei pazienti con SA. Inoltre all’analisi bivariata condotta nella
popolazione complessiva, I’AP ha dimostrato una correlazione
significativa con 1’eta dei soggetti (r = 0.524, p = 0.001), con i livelli di
colesterolo totale (r = 0.417, p=0.014) e LDL (r = 0.363, p=0.035) ¢
con la presenza di elevati valori pressori [(r = 0.474, p = 0.05) - (AP
14,75 + 3.59 mm Hg nei soggetti ipertesi VS 6.7 = 5.92 nei soggetti
normotesi, p = 0.006)].

L’analisi di regressione lineare multipla inserendo nel modello come
variabili predittive dell’ AP nella popolazione complessiva il mIMT, I’eta,
il colesterolo totale, il colesterolo LDL e la presenza di ipertensione ha
indicato come questi ultimi con la sola eccezione dell’IMT siano solidi
predittori della AP (R = 0.654, R* = 0.428, AR” = 0.349, AR* = -0.007, F
=5.423, p=0.002) (TABELLA VII). La AP nel gruppo dei pazienti con SA
¢ risultata associata, all’analisi bivariata, con la cisteina (r = 0.639, p =
0.006), con il mIMT ( r = 0.449, p =0.042), con I’eta dei soggetti (r =
0.577, p = 0.015), con il colesterolo totale (r = 0.754, p = 0.000), con il
colesterolo LDL (r = 0.673, p=0.03) e con la presenza di ipertensione (r
= 0.509, p = 0.037). All’analisi di regressione multipla il modello che

prediceva in maniera piu significativa [’incremento della AP
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comprendeva i livelli di cisteina e il colesterolo totale (R = 0.878, R
=0.771, AR* =0.738, AR = -0.024, F = 23.58, p = 0.000) (TABELLA VIII).
L’Alx ¢ risultato associato con 1’eta dei soggetti nel campione
complessivo (r =0.460, p = 0.006) Nei pazienti affetti da SA I’Alx ¢
risultato associato con I’'SDMA (r = 0.511, p = 0.006) e I’analisi di
regressione ha mostrato una correlazione lineare tra le due variabili (R =

0.511, R*=10.261, AR*=0.212, AR* = 0.261, F = 5.304, p= 0.036).

‘DISFUNZIONE ENDOTELIALE

Non sono state osservate differenze significative tra i casi e i controlli
anche per quanto riguarda la funzione endoteliale, valutata
ecograficamente come entita della risposta iperemica dell’arteria radiale
alla compressione (FMD 13.1 £ 4.7% nei casi vs 144 + 6.9% nei
controlli, p = 0.5), in termini assoluti e in rapporto alla vasodilatazione
indotta da nitrati (FMD/NMD ratio 68.8 + 21.7% nei casi VS 66.3 =+
25.4% nei controlli, p = 0.7) Non ¢ stata riscontrata inoltre nessuna
differenza significativa per la FMD, all’analisi ANOVA, in rapporto alla
terapia con inibitori del TNF-a

Nel gruppo complessivo dei soggetti esaminati la FMD e il rapporto
FMD/NMD sono risultati significativamente ridotti nei pazienti fumatori

(11.2 + 4% nei fumatori Vs 21 + 5.2% nei non fumatori, p= 0.036 per la
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FMD e 57.6 + 18.7% nei fumatori vs 74.5 + 24.1% nei non fumatori, p =
0.036 per il rapporto FMD/NMD) (TABELLA 1X).

Mentre nei pazienti con SA questa differenza ¢ risultata significativa solo
per il rapporto FMD/NMD (51.5 + 10.7 nei fumatori vs 80.8 + 19.2 nei

non fumatori, p = 0.002).
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DISCUSSIONE

I pazienti affetti da SA presentano un'aspettativa di vita ridotta rispetto alla
popolazione generale in relazione a un incremento della mortalita per
eventi cardiovascolari.

L'impegno cardiovascolare tipico della malattia (aortite, insufficienza
valvolare aortica e turbe della conduzione) e l'incidenza dei tradizionali
fattori di rischio vascolare globale non sono pero sufficienti a spiegare tale
eccesso di morbilita e mortalita.

La dimostrazione che il processo aterosclerotico, a parita di score di
rischio, risulta piu accelerato nei pazienti affetti da differenti malattie
reumatiche (LES, AR) fa ritenere che meccanismi correlati all'alterazione
del processo immunitario e alla regolazione della flogosi svolgano un
ruolo importante nel controllo dello stato di salute vascolare.

Si ¢ peraltro raggiunta una considerevole sicurezza nel ritenere
l'inflammazione sistemica uno dei fattori determinanti della riduzione
della risposta vasodilatatrice e dell'acquisizione di un fenotipo endoteliale
pro-trombotico.

La disfunzione endoteliale ¢ stata infatti dimostrata in maniera
convincente in pazienti con malattie reumatiche in fase precoce, tanto da
essere considerata una spia sensibile dell'impegno vascolare infiammatorio
e dell'attivita di malattia. Si ritiene che in questi soggetti 1 livelli delle
citochine pro-infiammatorie, le alterazioni dell'assetto coagulativo e la

riduzione della riserva riparativa endoteliale (testimoniata dai ridotti livelli
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dei progenitori delle cellule endoteliali) siano responsabili dell'alterazione
della funzione endoteliale.

In maniera particolare la riduzione della disponibilita dell'ossido nitrico,
mediatore centrale della funzione endoteliale, sembra essere causa delle
modificazioni che conducono al danno aterosclerotico precoce, al
mantenimento e alla evoluzione della placca.

L'enzima responsabile della sintesi dell'ossido nitrico (eNOS, nitrossido
sintetasi endoteliale) risente dell'influenza di numerosi stimoli sia in acuto
che in cronico. Nell'ultimo decennio, si ¢ dimostrato che 1 livelli
plasmatici di un inibitore endogeno della eNOS, I'ADMA, sono
strettamente correlati ai fattori di rischio cardiovascolare tradizionali ed
emergenti, predicono in maniera estremamente sensibile l'incidenza degli
eventi cerebro- e cardiovascolari e sembrano avere un significato
importante nella definizione prognostica.

L'elevazione dell ADMA ¢ stata infatti dimostrata in numerosi Setting
clinici, quali IRC, il diabete, l'ipertensione arteriosa e
l'iperomocisteinemia, che sono gravati da un'elevata incidenza di eventi
cardiovascolari.

Inoltre 'ADMA sembra essere correlata in maniera diretta con altri
indicatori vascolari (come lo spessore mio-intimale), che vengono
solitamente impiegati per la stratificazione del rischio cardiovascolare. In
uno studio prospettico a sei anni (Furuki K et al. 2008), condotto su 700

pazienti senza malattie cardiovascolari, si ¢ dimostrato che i livelli di
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ADMA sono i soli predittori della progressione dello spesssore mio-
intimale.

Recentemente ¢ stato dimostrato nei pazienti affetti da AR, esenti da
fattori di rischio aterosclerotico e vascolare, un incremento dei livelli
plasmatici medi di ADMA rispetto a una popolazione di controllo. In
maniera estremamente suggestiva tale incremento era strettamente
correlato con la riduzione della riserva riparatrice endoteliale.

Tale osservazione permetterebbe di ipotizzare la possibilita che, nei
soggetti affetti da uno stato di infiammazione sistemica, come
caratteristicamente si verifica nei pazienti con AR, esistano delle vie
ancora non completamente chiarite che conducono precocemente a danno
vascolare. Per la prima volta i nostri dati dimostrano che i pazienti affetti
da SA condividono con i pazienti affetti da AR questo profilo di rischio.
Abbiamo infatti dimostrato nel nostro gruppo di soggetti affetti da SA,
rispetto al gruppo di controllo, una elevazione, indipendente dai fattori di
rischio aterosclerotico, dei livelli plasmatici di ADMA .

Il riscontro di iperomocisteinemia ¢ oggi considerato un valido predittore
di mortalita cardiovascolare e un mediatore di danno vascolare. Evidenze
in modelli animali sperimentali e in vivo nell'uvomo dimostrano che i livelli
di omocisteina plasmatica sono inversamente associati con la disponibilita
dell'ossido nitrico. Secondo alcuni Autori l'omocisteina regolerebbe

'attivita della PRMT-I e della DDAH determinando cosi un incremento

dei livelli di ADMA e di conseguenza una riduzione dei livelli di NO.
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Wei JC et al. nel 2007, hanno dimostrato, in pazienti affetti da SA, livelli
aumentati di omocisteina rispetto ai controlli. Tale aumento risultava in
diretta correlazione con la terapia assunta e in maniera inversa con i livelli
di ac. folico e vitamina B12.

Recentemente in uno studio piu numeroso (Gonzales-Lopez et al., 2008),
si ¢ evidenziata, nei pazienti con SA, una relazione significativa tra gli alti
livelli plasmatici di omocisteina, lo score di disabilita (HAQs) e i livelli di
VES. Nello stesso studio non si dimostrava alcuna relazione con la terapia
assunta.

Nel nostro campione abbiamo invece rilevato livelli di omocisteina
significativamente piu elevati nei controlli rispetto ai pazienti. Si pud
ritenere che, nei soggetti affetti da SA, altri fattori, indipendenti dalla via
dell'omocisteina, siano in grado di determinare un incremento dell' ADMA.
Abbiamo poi analizzato i livelli di ADMA dei nostri pazienti, dividendoli
in due sottogruppi a seconda che assumessero o no la terapia con inibitori
del TNF-alfa; 1’analisi della varianza (ANOVA) non ha tuttavia
dimostrato alcuna differenza dei valori dell’ADMA in funzione di questa
terapia.

L’analisi del campione complessivo ha mostrata una correlazione inversa
tra I’ADMA ed i valori di creatinina plasmatici, ma nessuna correlazione
con la funzionalita renale misurata con il GFR. Questo dato ¢ in apparente
contraddizione con 1 dati della letteratura. Nel 1992 Vallance et al,

mettevano in evidenza un aumento significativo dei valori di ADMA in
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pazienti affetti da insufficienza renale e correlavano tale dato con un
aumentato rischio cardiovascolare legato all’inibizione dell’NO. Anche gli
studi piu recenti confermano un aumento dei livelli di ADMA correlati
con una peggiore funzionalita renale.

I pazienti con SA vanno incontro ad aterosclerosi precoce; i recenti
progressi nelle tecniche ultrasonografiche hanno reso possibile la scoperta
delle lesioni precoci dell’aterosclerosi che predicono la malattia ischemica
cardiaca. Un metodo non invasivo per valutare tali lesioni € rappresentato
dalla misurazione dello spessore mio-intimale (IMT) delle arterie carotidi
comuni.

Nella nostra popolazione di studio, non abbiamo rilevato delle differenze
significative nelle misure dello spessore mio-intimale; inoltre non vi erano
differenze tra i pazienti trattati con inibitori del TNF-alfa e quelli non
trattati con tali farmaci. I dati presenti in letteratura, riguardo 'IMT nei
pazienti con SA sono pochi e non chiari. Sari T et al. (2006) non hanno
evidenziato differenze statisticamente significative nei due gruppi per
quanto riguarda lo spessore mio-intimale; I’IMT risultava invece correlato
positivamente con 1’eta e con il BASMI dei pazienti.

Recentemente Jung-Yoon Choe et al. hanno esaminato 'IMT e altri
parametri di elasticita arteriosa della carotide in 28 giovani pazienti affetti
da SA, esenti da fattori di rischio cardiovascolare classici, confrontandoli
con 27 controlli; i risultati dello studio non hanno evidenziato valori di

IMT significativamente piu elevati nei pazienti rispetto ai controlli; al
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contrario un trend di significativita per un piu precoce ispessimento mio-
intimale ¢ stato dimostrato in uno studio pit numeroso (Mathieu S. et al.,
2008), nel quale gli Autori dimostravano anche una riduzione, tendente
alla significativita, della rigidita arteriosa definita come Aix.

E noto che I’incremento della rigidita arteriosa a livello della aorta ¢ un
predittore affidabile di mortalita cardiovascolare. Negli studi di
valutazione delle terapie antiipertensive e, secondo alcuni Autori, anche
nella pratica clinica, la misurazione della pressione centrale dovrebbe
sostituire quella della misurazione periferica come indicatore di efficacia
farmacologica, in quanto indice piu reale del post-carico cardiaco. In
generale inoltre la misurazione della pressione centrale con metodiche di
facile ripetibilita, come la tonometria dell’arteria radiale, fornisce
informazione fruibili e immediate nella stima del danno aterosclerotico e
nella stratificazione del rischio. Dal nostro studio non sono emerse
differenze significative riguardo la rigidita arteriosa tra il gruppo dei
pazienti ed i controlli indipendentemente dalla terapia e dalla attivita di
malattia e dagli indici di flogosi. Di un certo interesse ¢ anche il dato che
mostra che, nei pazienti studiati, i livelli di ADMA risultavano associati,
anche se non in maniera lineare, con gli incrementi dell’ AIx. Numerosi
studi in letteratura hanno rivalutato il peso che la disfunzione endoteliale
potrebbe giocare nel determinismo della stiffness arteriosa. Recentemente
¢ stato dimostrato che 1’impiego di farmaci antiipertensivi che migliorano

la funzione endoteliale, valutata come disponibilita di ossido nitrico, sono
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in grado di rallentare la catena degli eventi che portano dall’incremento
della rigidita arteriosa alla riduzione della funzione cardiaca, passando per
I’incremento del post-carico e I’ipertrofia miocardica.

Nei nostri pazienti affetti da SA come ¢ lecito attendersi, la rigidita
arteriosa stimata come AP, ha dimostrato una forte associazione con I’eta
dei soggetti e i valori pressori. Risulta invece suggestivo il dato
dell’associazione della rigidita arteriosa con i valori di colesterolemia. A
questo riguardo va sottolineato che in uno dei primi studi pubblicati
sull’argomento (Saba PS et al, 1999), non si mettevano in luce differenze
tra 1 normocolesterolemici ipertesi e gli ipercolesterolemici ipertesi in
termini di spessore mio-intimale carotideo, stiffness carotidea e Alx. Studi
successivi (Mizuguchi Y, Oishi Y, at al 2008; Dilaveris P, Giannopoulos
G at al 2007; Kilkman I, Cockcroft JR et al 2007), = hanno invece
dimostrato che nei pazienti con ipercolesterolemia vi ¢ un aumentata
rigidita arteriosa e che la terapia con le statine migliora tale parametro,
non solo attraverso una riduzione dei livelli di colesterolo, ma
verosimilmente anche in virtu del noto effetto pleiotropico (riduzione della
flogosi, attivita antiossidante) tipico di tali farmaci.

Nel nostro studio non abbiamo trovato alcuna differenza tra i pazienti ed i
controlli per quanto riguarda la vasodilatazione flusso mediata (FMD) e
non abbiamo rilevato alcuna differenza significativa di tale parametro

rispetto all’assunzione della terapia con inibitori del TNF-alfa.
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L’unico studio che analizza la FMD come marker di disfunzione
endoteliale in pazienti affetti da SA, ¢ stato effettuato da Sari T. et al
(2006). Gli autori non evidenziarono alcuna differenza tra 1 pazienti ed 1
controlli per quanto riguardava lo spessore intima-media, ma dimostrarono
una diminuzione significativa della vasodilatazione flusso-mediata nei
pazienti affetti da SA. Inoltre nei pazienti studiati, I’impiego dei farmaci
anti-TNF-alfa non sembrava influire sulla capacita vasodilatatoria
dell’arteria brachiale, similarmente a quanto riportato da altri Autori
(Mathieu S., 2008). 'E noto che I’'uso cronico di nicotina influenza la
risposta iperemica allo stimolo ipossico: Zeiter AM et al.(1995), in uno
studio ormai datato, hanno mostrato come vi sia una significativa
riduzione della FMD in soggetti fumatori che non presentino alterazioni
coronariche angiograficamente evidenti rispetto al gruppo dei non
fumatori.

Similarmente anche nel nostro campione complessivo e nei pazienti affetti
da SA, abbiamo dimostrato una riduzione della FMD assoluta e in
rapporto a quella farmaco indotta, nei soggetti fumatori rispetto ai non
fumatori.

Complessivamente nei pazienti affetti da SA, in accordo con il dato
strutturale dello spessore mio-intimale, la risposta di vasodilatazione e la
rigidita arteriosa non appaiono mostrare significative differenze qualitative
e quantitative rispetto al gruppo di controllo. Al contrario i livelli di

ADMA, in maniera indipendente dai livelli della flogosi e dalla attivita di
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malattia, dimostrano una significativa e spiccata tendenza all’elevazione

nei pazienti affetti da SA.
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CONCLUSIONI

L’analisi dei dati derivanti dal nostro studio, pur con i limiti legati al
disegno osservazionale e allo scarso potere statistico, suggerisce per la
prima volta il ruolo dell’elevazione dell’ADMA come spia ¢/0 mediatore
di danno vascolare nei pazienti affetti da SA. Tale incremento non trova
giustificazione nelle alterazione del metabolismo della cisteina, né pare
associato ad un impegno aterosclerotico precoce.

Sono necessari studi prospettici per valutare il peso dell’elevazione
del’ADMA nel determinismo degli eventi cardiovascolari nei pazienti
affetti da SA e I'utilita della sua determinazione, per la stratificazione

prognostica e la definizione dell’approccio terapeutico.
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GRAFICO I: Scatterplot Creatinina - ADMA
R=0.5
p=0.003
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GRAFICO I1: Scatter plot creatinina-mIMT
R=0.528
P=0.001

70

" DOTT.SSA PATRIZIA FENU — TITOLO DELLA TESI: “ DISFUNZIONE ENDOTELIALE E RIGIDITA’ ARTERIOSA
NEI PAZIENTI CON SPONDILITE ANCHILOSANTE: RUOLO DELL’ACCUMULO DELLA DIMETIL-ARGININA
ASIMMETRICA (ADMA). STUDIO ESPLORATIVO CROSS-SECTIONAL CASO-CONTROLLO.”

TESI DI DOTTORATO IN FISIOPATOLOGIA MEDICA — XXI CICLO — UNIVERSITA DEGLI STUDI DI SASSARI

79



SA

(n=17)
Eta, anni (range) 30 + 11 (20-58)
MF 77
Durata di malattia, mesi 114 + 108
Positivita HLA-B27, n(®o) 14(82.3%)
Terapia con anti-TNF alfa, n(%) 10(58.8%0)
BASMI 373
BASFI 71+ 20
BASDAI 2728
BAS-G 53£29
HAQs 0.6+07

TABELLA I: Variabili cliniche, di laboratorio e di stadiazione di malattia
nei pazienti con SA.
I valori sono presentati come media + DS (range).
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SA Controlli r

(1=17) n=17}

Eta, anni 30+11 3g+1z2 0.8
Sesgzo (%) femmine 7(41.2%0) 7(41.2%0) 1
Body mass index, Kg/m? 26+44 24+ 4 0.1
GFR stimato, mlmin/1.73 m? 120 + 26 104 + 30 0.1
SBP, mm/Hg 118+ 11 122+ 12 0.3
DEP, mm/Hg 7718 760 0.6
Fumo, n(*o) 7(41.2%0) 7(41.2%) 1
Glicemia, mg/dl 97.06 + 10.96 096.06 + 7.55 0.7
Colesterolo totale, mg/dl 167.94 £ 28.12 178.82 £ 32.25 0.3
Colesterolo HDL, mg/dl 48.53+£0.52 56.12+15.32 0.09
Colesterolo LDL, mg/dl 107.06 £ 27.39 109.71 £ 23.14 0.7
Trigliceridi, mg/dl 61 £32.30 57.71+£29.79 0.7
VES, median (IQR) nun'h 7 (2.5-18) 3 (2-5.5) 0.07
PCR, median (IQR) mg/dl 0.5 (0.2-0.9) 0.2 (0.1-0.4) 0.039
IRI, HOMA model 10+3.2 8.62+£2.95 0.2
Statine, n(%o) - 1(5.8%) 0.3
Anti-ipertensivo (o) 2(11.7%) 2(11.7%) 1

TABELLA II: Caratteristiche demografiche e fattori di rischio cardiovascolare nei
casi e nei controlli

I valori sono presentati come media + DS per le variabili con distribuzione normale
e come mediana (range interquartile, IQR) per le variabili con distribuzione non
normale.
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SA in terapia con SA non in terapia . .
. : Controlli
anti- TNF-alpha con anti-TNF-alpha

m=10) m="7) (m=17)
ADMA, junoli’'L 0.66 + 0.007 0.63£0.117 0.54+0.07
mIMT, nun 0.66 £ 0.09 0.62x0.1 0.67+0.1
AP, mmHg 8.8+£4.2 4+4.7 8.4+£6.3
ATx.% 31.3+31 11.2 £16.1 19.2 £ 18.3
FMD.2% 139+ 5.6 11.9+ 3.0 144 £ 6.9
NMD, %% 20,1 £ 4.5 158.2+ 4.0 21.5+4.6
FMD/NMD ratio.%o 69.9+ 236 67.1+20.3 66.3+254

TABELLA 111. Confronti ADMA e variabili emodinamiche nei tre gruppi
ANOVA e analisi post-hoc con Tukey’ s test.
Tp = 0.004 vs controlli

R R® AR AR F ?
Mod1 VES 0525 0276 0253 0276 12189  0.001
Mod 3 VES,creatinina 0751 0564 0.536  0.289 20.529 <0.001

TABELLA 1V: modello di regressione multipla lineare
Stewise method,

Variabile dipendente: concentrazioni plasmatiche ADMA nella popolazione
generale

Variabili fuori dal modello: Alx, PCR
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R R? AR AR F ?

Mod 1 0.544 0.296 0.250 0.296 6.5 0.004
Mod 2 0.528 0.279 0.257 -0.017 12.4 0.001

TABELLA V: modello di regressione multipla lineare mIMT
Stewise backward method,

Variabile dipendente: mIMT nella popolazione generale
Mod 1 Variabili indipendenti: eta ,AP

Mod 2 Variabili indipendenti: eta
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Mod 2

Mod 3

Mod 4

Mod 5

Mod 6

Mod 7

Mod 8

R R? AR? AR? F P

0.892 0.796 0.592 0.000 39 0.036
0.892 0.796 0.637 0.000 5.0 0,014
0.892 0.795 0.673 -0.000 6.4 0.005
0.886 0.785 0.687 -0.011 8.0 0.002
0.869 0.755 0.674 -0.029 9.2 0.001
0.858 0.736 0.675 -0.020 12 0.000
0.822 0.676 0.630 -0.059 14.6 0.000

TABELLA VI: modello di regressione multipla lineare mIMT

Stewise backward method,

Variabile dipendente: mIMT nei pazienti con SA

Mod 2 Variabili indipendenti: HAQs, AP, BASMI, fumo, BASDAI,
colesterolo LDL, BASFI, colesterolo tot

Mod 3 :
Mod 4 :
Mod 5:
Mod 6 :
Mod 7 :
Mod 8 :

HAQs, AP, BASMI, fumo, BASDALI, colesterolo LDL, BASFI
HAQs, AP, BASMI, fumo, BASDAI, BASFI

HAQs, AP, fumo, BASDAI, BASFI

HAQs, AP, fumo, BASDAI

HAQs, AP, fumo,

AP, fumo
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R R? AR? AR? F r

Mod 1 0.905 0.819 0.771 0.819 7.555 0.003
Mod 2 0.904 0.817 0.734 -0.002 | 9851 0.001
Mod 3 (0.900 0.811 0.748 -0.007 12,582 0.000
Mod 4 0.892 0.795 0.748 -0.015 16.832  0.000
Mod 5 0.878 0.771 0.738 -0.024 23548 0.000

TABELLA VII: modello di regressione multipla lineare AP

Backward method,

Variabile dipendente: AP nei pazienti con SA

Mod 1 Variabili indipendenti: Ipertensione, meanIMT, CYS, Eta, Colesterolo
totale, Colesterolo LDL

Mod 2 Variabili indipendenti: Ipertensione, CYS,eta, Colesterolo totale,
Colesterolo LDL

Mod 3 Variabili indipendenti: Ipertensione, CYS, Colesterolo totale,
Colesterolo LDL

Mod 4 Variabili indipendenti: CYS, Colesterolo totale, Colesterolo LDL
Mod 5 Variabili indipendenti: CYS, Colesterolo totale

R R* AR* AR F P
Mod 1 0.659 0434 0333 0434 4301 0.005
Mod 2 0.654 0428 0349 -0.007 5423 0.002

TABELLA VIII: modello di regressione multipla lineare

Stewise backward method,

Variabile dipendente: livelli AP nella popolazione generale

Mod 1 mIMT, Colesterolo totale, colesterolo LDL, ipertensione arteriosa, eta
Mod 2, Colesterolo totale, colesterolo LDL, ipertensione arteriosa, eta
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Fumatori Non fumatori P
Campione complessivo n=14 n=20
mIMT, nun 0.70 £0.10 0.63 £ 0.00 0.05
AP, munle 6.9 £35.6 8157 0.5
ATx %% 185117 23+ 26 0.5
FMD.%o 11.2+4 21+5.2 0.030
NMD, % 19.6 £ 3.4 21.5 £ 4.0 0.3
FMD/NMD ratio.%o 57.0+18.7 745+ 241 0.035
Pazienti con SA n=7 n=10
mIMT, nmum 10,6 £ 3.4 145+ 4.9 0.008
AP, muHg 0452 7149 0.7
ATx.% 158 £16.7 28.1£32.6 0.3
FMD.%o 10.6 £ 3.4 148+ 4.9 0.07
NMD, %o 20639 185+ 4.0 0.3
FMD/NMD ratio. %o 51.5£10.7 80.8+19.2 0.002

TABELLA 1X: Indici vascolari e uso di tabacco nella popolazione
complessiva e nei pazienti con SA

mIMT, spessore miointimale medio. AP, Augmentation pressure. Aix,

Augmentation index. FMD, flow mediated dilatation. NMD, nitrate

mediated dilatation.
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'ALLEGATI
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Bath Ankylosing Spondylitis Functional Index (BASFI)

Risponda a clascuna domanda indicando la risposta con una crocetia sulla linea graduata da 0a 100, Tute
le domande st riferizcono al grado di limitazione che la malatia e ha provocato nell ultma settimana

1. Bin grado di metiere | calzini o i collant senzm Taiuto di un'alia persona. o df atireszi particolari?

FACILE [0 ]10]20]30[40]50]60[70[S0[20]I00] IMPOSSIBILE

2. ¥in grado di piegars per raccoglisre una matia o un oggetin dal pavimento sanza 1impdegn & atrezz
jarticalar?

FACILE |I:I|1|:||2|:||SD|-1.I:I|5|:||ED|?D|®:I|':|:I|IDE1 IMPOGSIEILE

1. Bin grado di rggiungene o prenders un oggetto su una memsola posta al di sopa della testa senza Talu-
to di un'altra persona o di atirezzl particolari?

FACIE | 0]10[20[30[40[s0[60|70]s0]cofiog  IMPOSSIBILE

4. Bin grado di almisd da una sedia serza braccioll senzm alutmsl con Ie baccia o snza Cauo d an'al-
I pesonal

FACILE |I:I|1|:||2|:||3121|-1.D|5E||ED|?D|8U|9:I|IDE1 IMPOSSIBILE

1 in grado di alzarst in piedi dalla posizions coricata senza Taluto di un'alia persona?

(15 ]

FaciE | 0[10/20{20[40{50[60|70[80|20l00  IMPOSSIBILE

6. ¥ in grada di stare in pledd per 10 minuk senm Taiuta & un'alia persona e ssnza avvertine diffiolia?

FACILE |I:l|1|:||2|:||3E||.1.|:||5|:||EEI|'.'-‘D|E::||';|:I|UJE1 IMPOSSIRILE

7. I in grada di salire 12-15 gradini senza utilizzo del corrimano o di un bastone, mettendo un plede su
clascun gradino?

FACIE |0 [10]20]{20[40{50[60|70{80|a0jloq  IMPOSSIBILE

8. 1 in grado di guardare alle spalle girando 1 collo, senza daver girare |'intem carpo?

Facie | 0[10[20[30[40{50[60{70{80|G0jion  IMPOSSIBILE

9. I in grado di effettuare sserciz fisic [es. esercizi nell'amblio della Asioterpia, atthita sportiva, tempo
libern)?

FaciE | 0[10[20{30[40{50[60{70{80|G0jion  IMPOSSIBILE

10. 1 in gradodi svolgere le comurd attivita della vi@ quotidiana al proprio domicilio o nel posto o lavarn?

FACILE |EI|]III|2EI|3EI|-1.EI|5III|EEI|?EI|EEI|'II|IIJE1 IMPCSSIRILE

Totale:
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THE BATHASMETROLGY INDEX (BASMI)

Mild Moderate Severe
0 1 2
Cervical rotation | > 70 degrees 20 =70 degrees < 20 degrees
(Mean of L & R)
Tragus towall | <15cm 15-30cm >30cm
(Mean of L & R)
Lumbar side > 10cm 5-10cm <5cm
flexion
(Mean of L & R)
Lumbar flexion |>4cm 2-4cm <2cm
(modified
schobers)
Intermalleolar >100cm 70-100cm <70cm
distance
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The Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index (BASDAI)

a  If you are currently taking medication for your A5, please give the name and dose that is on the

bottlelpacket.

b Please mark on the line below to indicate the effectiveness of the medication in relieving your
symptoms.
WO EFFECT VERY EFFECTIVE

Please draw a mark on each line below to indicate your level of ability with each of the following
activities during the past week

SCOREMQ

1 How would you describe the overall level of fatigueftiredness you have experienced?

MNOME VERY SEVERE

2  How would you describe the overall level of AS neck, back or hip pain you have had?

MONE VERY SEVERE

3  How would you describe the overall level of pain/swelling in joints other than
neck, back or hips you have had?

MOME VERY SEVERE

4  How would you describe the overall level of discomfort you have had from any
areas tender to touch or pressure?

MNOME VERY SEVERE

3+  How would you describe the overall level of discomfort you have had from the
time you wake up?

MONE VERY SEVERE

& How long does your morning stiffness last from the time you wake up?

o = 1 . 2 or more hours

MEAN OF 586

TOTAL OF 1 TO 4 ADDED TO MEAN OF
&6 (TOTAL OUT OF 30

TOTAL {3 (BASDAI SCORE)
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'HEALT ASSESSMENT QUESTIONNAIRE (HAQ-S)

Vorrenmno che Le indicasse con wia crocetta SEMPRE sul quadmaro comispondente alla nsposta
che megho desenve la Sua reale concizions RIFERITA ALL'ULTIMA SETTIMANA

Senza | Conqualche | Con maolta
Punteggio |E’ in grado di: difficolta |  difficolta | difficolts | No
(I pat) 1 fp 2 (pr) 3 [p1)
Vestirsi da solo, allacciarsi le scarpe e
Tot___ abbottonarsi gli abid? - d = =
Lavarsi i capelli? - J J J
Tot Alzarsi da una sedia senza braceioli? - | J J
¥
T Salire e srendere dal letia? 4 d ([l ([l
Tagliare la carme? - | J J
Portare alla bocea un bicchiere o una
Tat ’
tazza piena’ - < J J
Aprire una confezione di latte? - dJ d d
T Passeggiare su un terrenda in |J‘Zi¢.1||l.l? - o J J
o Salire cingue gradini? J d d d
Lavare ed asciugare witto il corpo? - | M M|
Tat_ Farsi un bagne nella vasca? - J (| [
Utilizzare i servizi igienici da sola? - o W W
Raggiungere e prendere un oggetto dal
peso di circa due chili (per esempio un
Tol sacchetto di zucchero posto sopra la Sua J dJ = =
W resta)?
Chinarsi per raccogliere un indumento
caduto a terra? 4 d d d
Aprire Ia portiera della macching? - d a a
Aprire un baratiolo gi aperto in
i
Tot_ precedenza? - < J J
Aprire e chiuders un rubinstic? - o W W
Fare delle commissiond e fare spesa? n d d d
Tt Salire e scendere dalla macchina? u o M| W
o Svolgere lavori quali passare
| aspirapolvere o pulire un contile? - - J J
Totale
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