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INTRODUZIONE:

Un aneurisma dell'aorta addominale (AAA) ¢ una condizione in cui vi ¢ un'espansione anormale e
permanente della parete dell'aorta a livello addominale.

La piu diffusa definizione di aneurisma si basa sui diametri dell’aorta addominale: un diametro
aortico di 3 o piu cm (misura che solitamente si presenta a piu di 2 deviazioni standard sopra al
diametro medio in entrambi i sessi), si considera aneurismatico. Questa definizione, basata su
diametri repertati con indagine ecocolordoppler, presenta una sensibilita del 67% ed una specificita
del 97% nel prevedere la necessita di correzione dell’aneurisma aortico addominale (AAA) entro 10
anni.! Tuttavia, un cut-off piu basso risulterebbe essere piu appropriato per quanto riguarda il sesso
femminile e la popolazione asiatica, a causa della variabilita del valore medio dell’aorta nativa nelle
differenti popolazioni e nei differenti sessi. 2

La patogenesi dell' AAA coinvolge due aspetti principali: la degradazione della matrice extracellulare
che indebolisce la parete aortica e l'infiltrazione infiammatoria all'interno della parete degli aneurismi
aortici che accelera la progressione dell'aneurisma.!-

La parete vascolare aortica ¢ un tessuto costituito da cellule endoteliali, del muscolo liscio, fibroblasti
e matrice extracellulari. Questa struttura ¢ recettiva a vari stimoli, molti dei quali possono contribuire
a modificazioni fisiopatologiche, a seguito di interazioni cellulari autocrine/paracrine: la parete
vascolare si adatta cosi a questi segnali, producendo dei mediatori di segnale che influenzano la
funzione e la struttura della parete stessa. Questo complesso e dinamico processo di modificazioni
vascolari viene definite come “rimodellamento vascolare”.

In letteratura ad oggi sono presenti numerosi studi riguardanti gli ipotetici biomarker utilizzabili nella
diagnosi e nel follow up della patologia aneurismatica aortica addominale. A causa della vastita dei
biomarker analizzabili, ogni gruppo di lavoro si € concentrato solo su alcune categorie di proteine, di
DEGs o di miRNA.

Questa revisione della letteratura mira ad approfondire quali sono i trascritti maggiormente descritti

in letteratura ed a cercare di raggruppare quelli che sono i dati analizzati dai vari gruppi.



Proteine
Tra 1 biomarker, le proteine rappresentano la categoria maggiormente riportata in letteratura, con
particolare attenzione rivolta a quelle che sono le proteine che vanno ad impattare sulle
caratteristiche/sulle modifiche della matrice extracellulare.
Queste possono essere suddivise in:

- Proteine correlate al metabolismo della matrice extracellulare (ECM)

- Proteine dell’infiammazione

Proteine correlate al metabolismo della matrice extracellulare

La ECM della parete aortica ¢ prevalentemente costituita da macromolecole, quali elastina e
collagene, e possiede molte funzioni essenziali per I’omeostasi vasale. Il danno o il rimodellamento
inappropriato della ECM si pensa possa contribuire alla genesi ed alla progressione dell’AAA. La
perdita dell’elastina e la degradazione del collagene portano ad indebolimento, dilatazione e, in ultima
istanza, alla rottura della parete aortica. 3

Su modelli animali sono stati studiati 1 ruoli di elastina e collagene nella patogenesi di AAA,
attraverso 1’infusione di proteasi. In particolare, I’infusione di elastasi ha permesso di studiare lo
sviluppo della dilatazione aortica ma la rottura della parete sembra non avvenire sino all’infusione di
collagenasi. Questo avvalora I’ipotesi che le elastasi siano coinvolte nella dilatazione aortica e che le
collagenasi siano necessarie per la rottura di AAA.>*

La proteolisi della matrice extracellulare inoltre risulta fondamentale per acconsentire I’ingresso delle
cellule infiammatorie dal lume vasale/dai vasa vasorum nella tunica media, scatenando cosi una
catena di processi inflammatori che permettono lo sviluppo di AAA e ne regolano il suo decorso.

Di seguito approfondiamo sia le proteine di questa categoria maggiormente studiate in letteratura che
altre proteine meno citate ma che potrebbero risultare un buon biomarker per AAA.

- Peptidi sierici dell’elastina (SEP)

Rappresentano 1 prodotti di degradazione circolanti dell’elastina. Come citato sopra, le

elastasi sono coinvolte nello sviluppo di AAA: una volta degradata ’elastina, i suoi peptidi
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sierici sono rilasciati in circolo e potrebbero essere utilizzabili come marker. Per quanto
riguarda il rapporto tra SEP ed il tasso di espansione di AAA, gli studi ci forniscono dati
contrastanti. Alcuni gruppi hanno mostrato una correlazione statisticamente significativa se
si prende in considerazione la crescita riguardante uno stretto follow-up di tempo (12-18
mesi): il gruppo di Degg et al. ° ad esempio, analizzando oltre 200 biomarker correlabili alla
crescita di AAA, ha riscontrato una correlazione tra tasso di crescita di AAA ¢ SEP,
statisticamente significativa (P=0.04) dal tempo iniziale di osservazione sino a 18 mesi di
follow-up. Il gruppo di Lindholt et al. © ha condotto 3 differenti studi, includenti in totale 205
pazienti, e tutti hanno mostrato una correlazione statisticamente significativa tra SEP e tasso
di espansione di AAA (coefficienti di correlazione -r- dei tre studi r1=0.31, r2=0.33, r3=0.51).
7 Per quanto riguarda invece il rischio di rottura, gli studi a disposizione si dimostrano
coerenti, con una correlazione significativa tra SEP e rischio di rottura. II Chichester
Aneurysm screening Group ha mostrato nei loro studi che 1 livelli di SEP erano
significativamente piu alti in pazienti con grandi AAA (>60mm) che sono andati incontro a
rottura, paragonati a quelli non andati incontro a rottura (P=0.041) 3.

La desmosina rappresenta un aminoacido strutturale che viene specificatamente rilasciato in
circolo quando I’elastina matura si rompe. Groeneveld et al.” hanno ipotizzato nel loro studio
che le concentrazioni di demosina plasmatica possano riflettere in qualche modo I’attivita del
processo patologico negli aneurismi. Nel loro studio non sono state trovate correlazioni
significative tra demosina e tasso di crescita di AAA (dato in contrasto con quanto descritto
sopra per 1 SEP generici), tuttavia hanno dimostrato una correlazione tra demosina plasmatica
e diametro di AAA al baseline (P tra 0.001-0.002 in diverse corti di studio per diametri
misurati mediante ecocolordoppler; P=0.003 per misurazioni con Angio-TC) ed anche una
associazione tra valore baseline di demosina plasmatica e rischio di rottura (P=0.044). Le

concentrazioni di questo aminoacido inoltre sono risultate correlate con i livelli plasmatici di



MMP2, di TIMPI e di IL6 (la cui descrizione sara trattata di seguito), ma, rispetto a queste
ultime, ha mostrato una migliore discriminazione nel predire una complicanza di AAA’.
Collagene

Come sopra descritto, i vari tipi di collagene forniscono stabilita alla parete arteriosa.
Nell’aorta il collagene di tipo I comprende circa 2/3 del contenuto totale in collagene ed ¢
contenuto prevalentemente nell’intima e nell’avventizia. Il collagene di tipo III si presenta pit
abbondante nella tonaca media e si ritrova maggiormente in depositi densi lungo la lamina
elastica. 31 membri delle metaloproteinasi e delle cistein proteasi possono degradare le
struttura del collagene di tipo I e III: lo squilibrio tra degradazione del collagene e la
deposizione dello stesso ¢ stata associata con progressione e rottura di AAA. E dunque stato
ipotizzato I'utilizzo di metaboliti del collagene come biomarker per AAA.

Il propeptide amino terminale del collagene tipo III (PIIINP) riflette il quantitativo di
sintesi di collagene di tipo III, mentre il propeptide carbossi terminale del collagene tipo I
(PICP) riflette la sintesi di collagene tipo I.

Per quanto riguarda lo sviluppo di AAA, i livelli sierici di PIIINP sono stati riscontrati
maggiormente elevati nei pazienti con AAA rispetto ai pazienti con patologia aortica
ostruttiva (PAO)?’. Uno studio in letteratura si concentra sulla correlazione tra PIIINP ed
espansione di AAA (1=0.24): lo studio comprendeva 99 pazienti in follow-up e la correlazione
ha aumentato la sua significativita a 2 anni di follow up (p=0.002)>"8. Inoltre, i livelli
sierologici di PIIINP sono stati correlati con lo spessore del trombo intraluminale. Infine, in
pazienti con diagnosi di rottura di AAA, sono stati rilevati livelli anomalmente alti di PIIINP,
indicando che 1 livelli sierici di questo marker potrebbero essere utili per fornire un dato di
prognosi di rottura.

Lo studio dei livelli sierici di PICP, differentemente, ha fornito scarsi risultati riguardo alla

sua possibilita di utilizzo: gli autori non hanno descritto significativita statistica tra livelli di



PICP e diametro aortico o suo tasso di espansione. 3 Tuttavia, i livelli di PICP sono risultati
elevati nei tessuti di AAA prelevati durante intervento chirurgico di correzione °.

Elastasi

L’elastasi ¢ un enzima facente parte della famiglia delle serin-proteasi e rappresenta il
principale enzima catabolico coinvolto nella degradazione dell’elastina matura e la sua attivita
viene inibita dalla tripsina. A sua volta successivamente la tripsina viene inibita dall’alfa-1-
antitripsina (A1AT) 3. 1l fumo, maggior fattore di rischio cardiovascolare, ¢ in grado di
aumentare la produzione di elastasi da parte dei leucociti della parete aortica, spiegando quindi
parte del meccanismo patogenetico di AAA in cui € coinvolta questa proteina.'®

La concentrazione nella parete aortica di elastasi ¢ risultata elevata in AAA rispetto a pazienti
con PAO in un altro lavoro di Lindholt et al.'%!!

In base ai meccanismi di regolazione dell’elastasi sopra descritti, A1AT ¢ stato studiato come
biomarker per lo studio di AAA. Questo in particolare si € reso necessario in quanto alcuni
gruppi di studio hanno dimostrato che I’elastasi viene degradata molto rapidamente dalle sue
antiproteinasi una volta che viene a contatto con il sangue 3, pertanto i livelli di sierici di
A1AT o dei complessi elastasi-A1AT (misurabili) riflettono quella che ¢ I’attivita di questo
enzima. Il gruppo di Campa et.al ha infatti effettuato uno studio su 44 pazienti, di cui 23
aneurismatici, mostrando che i pazienti con AAA rispetto a soggetti sani o con AOP
presentavano livelli sierici superiori di A1AT. Tuttavia, 1’utilizzo del complesso elastasi-
ATAT per valutare la progressione di AAA ha fornito risultati discordanti tra i vari studi. In
particolare, un gruppo di lavoro in letteratura ha prodotto diversi studi su questo aspetto,
producendo dati statisticamente significativi in alcuni lavori e in altri non ¢ stato possibile
mostrare alcuna correlazione. Questo dato ¢ espressione del fatto che occorrono ulteriori studi
prospettici per valutare 1’effettiva applicabilita di A1AT per il suo utilizzo come marker di
progressione di patologia aneurismatica.

Altre serin-proteasi




Le serin-proteasi sono una classe di peptidasi che partecipano ad un ampio range di funzioni
all’interno dell’organismo, inclusa la coagulazione, I’immunita e I’infiammazione.?

La plasmina ¢ un enzima proteolitico che degrada molte proteine plasmatiche ed attiva tre
vie della proteolisi, in particolare attiva la fibrinolisi. Degrada in modo diretto alcune
componenti della ECM ed ha un effetto indiretto altre componenti attraverso la degradazione
delle metalloproteinasi (MMP).

La plasmina viene rilasciata in circolo in forma inattiva conosciuta come plasminogeno. Il
plasminogeno viene cleavato dall’attivatore tissutale del plasminogeno (tPA),
dall’attivatore urochinasi del plasminogeno (uPA), dalla trombina e dal fattore di
Hageman (fattore XII). L’attivita di questi enzimi attivatori viene regolata da un inibitore
delle serin-proteasi: I’inibitore degli attivatori del plasminogeno di tipo 1 (PAI-1), il
maggiore inibitore del sistema fibrinolitico.

A loro volta tPA o uPA possono essere attivati da altri fattori, quali cotinina, omocisteina, il
fattore inibente i macrofagi (MIF), il transforming growth factor-g1 (TGF-1) ¢ le
immunoglobuline dirette contro la Chlamydia pneumoniae (IgA-CP).

Come accade per ’elastasi, anche la plasmina viene inibita a contatto col sangue dalla a2-
antiplasmina, originando i complessi plasmina-antiplasmina (PAPs). 3

In base ai meccanismi di regolazione sopra descritti, si pud comprendere come tutte le
proteine sopra descritte siano state studiate, ipotizzando che la maggior presenza di fattori
favorenti la fibrinolisi possa essere marker di AAA, mentre la presenza di fattori inibenti la
fibrinolisi possa rappresentare un marker con valore predittivo negativo per la presenza di
AAA.

Per quanto riguarda i PAPs, la letteratura ci riporta scarsi dati riguardo al suo utilizzo. Il
gruppo di Lindholt ha rilevato una correlazione statisticamente significativa col tasso di

crescita di AAA ed hanno ipotizzato anche un loro potenziale nel predirre i casi necessitanti



di andare incontro a chirurgia nei primi 5 anni, combinando il dato sierico con le dimensioni
iniziali di AAA (sensibilita e specificita 83%, 1=0.39, P<0.001) %12,

Maggiormente studiato invece risulta tPA ed i risultati tra i vari autori sono concordi
nell’affermare che esiste una valida correlazione tra valore sierico di tPA ed AAA.3 Inoltre,
ancora una volta viene riscontrato che il fumo aumenti la produzione di cotinina, a sua volta
attivatore di tPA.> Memon et al.'!3 hanno rilevato attraverso I’analisi della regressione lineare
dei livelli di t-PA in 133 pazienti con AAA, un’associazione significativa con il tasso di
espansione dell’aneurisma sia prima che dopo aver aggiustato i dati per il diametro basale
dell’aneurisma (P=0.016). Lindholt et al.'* a loro volta in un altro studio hanno dimostrato
una correlazione sginificativa tra livelli di tPA ed espansione di AAA in un gruppo di 70
pazienti (r=0.37). Dal punto di vista tissutale, Reilly et al.'> hanno riscontrato elevati livelli di
tPA nella parete aortica aneurismatica di 12 pazienti, rispetto a pazienti sani o con PAO (tot
14 pazienti), con una differenza statisticamente significativa tra i vari gruppi (P<0.05).

Per quanto riguarda la correlazione tra tPA e rischio di rottura, i dati in letteratura non sono
uniformi. Due gruppi di lavoro hanno misurato livelli bassi di tPA in pazienti con AAA rotto
rispetto ad AAA integro'®!”, mentre Skagius et.al '® hanno osservato livelli 1.7 volte superiori
in 50 pazienti con AAA rotto rispetto a 45 pazienti trattati in elezione.

I1 PAI-1 come gia detto, rappresenta il principale regolatore del processo fibrinolitico, facente
anch’esso parte del gruppo delle serin proteasi. Il suo principale ruolo ¢ quelli di inibire uPA
e tPA, ma inibisce anche I’attivita delle MMP, andando quindi ad agire in un ulteriore modo
sulla degradazione della matrice extracellulare. Il gruppo di Lindholt ha rilevato una
correlazione significativa (anche se debole) tra PAI-1 e tasso di espansione di AAA'*. Dal
punto di vista della rottura invece, 3 studi hanno riportato un livello di 4 volte superiore di
PAI-1 in AAA rotti rispetto a pazienti operati in elezione (totale di 234 pazienti nei 3 studi,
P<0.05 in tutti e 3 gli studi). 161718

Cistein proteasi




Le cistein proteasi sono una famiglia di enzimi coinvolti nella degradazione prevalentemente
della matrice extracellulare ma anche dell’elastina. La famiglia ¢ costituita da catepsine,
caspasi, calpaine. Un potente inibitore di queste cistein proteasi ¢ la cistatina C. *

In questo gruppo di enzimi, le piu studiate in letteratura sono le catepsine, tuttavia con
disomogeneita per quanto riguarda il tipo di catepsina studiata. Alcune catepsine hanno
meccanismi d’azione simili alle elastasi, mentre altre agiscono similmente alle MMP. Tutte
le cellule maggiormente rappresentate nella parete di AAA esprimono le catepsine (cellule
muscolari lisce, cellule endoteliali, macrofagi infiltranti la parete). In modelli in vitreo si ¢
osservato che quando i macrofagi derivanti dai monociti prendono contatto con la matrice
extracellulare, rilasciano catepsine sia in forma matura che in forma di precursori e I’ambiente
acido circostante rende cosi possibile sia 1’elastolisi che la limitazione all’accesso degli
inibitori di queste proteasi. Ogni catepsina sembra avere un ruolo specifico patogenetico in
AAA: ad es I’espressione di catepsina K ¢ risultata elevata in AAA ed ¢ stato ipotizzato che
promuova la proliferazione di cellule T, ’apoptosi delle cellule muscolari lisce vascolari e la
degradazione dell’elastina; ' la catepsina L invece promuove I’accumulo di cellule
inflammatorie nei siti di lesione arteriosa, I’angiogenesi e ’espressione di altre proteasi. 2°

Il gruppo di Abisi et al.?! ha studiato i livelli di attivita di varie catepsine, in particolare di
catepsina B,H,L ed S sia nel tessuto aortico che 1 livelli circolanti, mostrando come questi
siano elevati in AAA rispetto a POA ed inoltre nel loro studio attraverso un’analisi con
Western blot ha dimostrato elevati livelli di catepsina K ed S sia nella parete aneurismatica
che nelle placche aterosclerotiche coronariche e carotidee, comparate rispetto a quelle di
soggetti sani, indicando come il ruolo di queste proteasi sia veramente ampio.

Il gruppo di Memon et al.'3 ha studiato catepsina Z come biomarker, rilevando un aumento
statisticamente significativo della sua concentrazione in pazienti con AAA rispetto ai soggetti

sani in prima istanza, tuttavia, dopo aver aggiustato i dati per le variabili confondenti, il dato
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ha perso significativita. Nonostante questo, catepsina Z ¢ risultata avere correlazione positiva
con il diametro aortico in AAA rispetto ai pazienti sani.

Data la vastita degli studi e dei ruoli accennati sopra, occorreranno ulteriori studi per la
corretta definizione dei ruoli di queste proteasi e del loro possibile utilizzo in modo efficace
come biomarker.

Cio che invece risulta piu chiaro ¢ il ruolo di cistatina C nell’inibire le cistein proteasi e su
come sia meglio utilizzabile come marker. Le cellule muscolari lisce di soggetti normali
esprimono alte concentrazioni di cistatina C per controbilanciare gli effetti delle cistein
proteasi: in modelli murini knockout per cistatina C ¢ stata mostrata un’aumentata attivita di
catepsina B, S ed L, risultando in un aumento della degradazione dell’elastina con
conseguente dilatazione del tessuto aortico aterosclerotico. ??> Esistono dunque due
meccanismi coesistenti nella patologia AAA: iperespressione di catepsine e soppressione
dell’espressione di cistatina C, dove entrambi i processi amplificano gli effetti della
degradazione della matrice extracellulare. > Questi processi sono probabilmente il risultato di
una risposta a citochine inflammatorie. I pazienti con basse concentrazioni sieriche di cistatina
C presentano maggior vulnerabilita alla formazione di AAA: il diametro di AAA ¢ risultato
infatti inversamente correlato con i livelli sierici di cistatina C in vari studi, con ridotti livelli
di cistatina C invece in tessuti aortici di pazienti con AAA. 2 Dal punto di vista del tasso di
progressione tuttavia, vi sono scarsi studi e Lindholt et al. hanno rilevato una correlazione
moderatamente negativa tra i livelli di cistatina C ed il tasso di espansione annuale di AAA
(r=-0.24,P<0.05). >4

Tuttavia, € stata studiata anche cistatina B, in particolare Wang et al. 2> hanno studiato il
plasma di 551 pazienti affetti da AAA, rilevando un livello elevato di cistatina B rispetto ai
controlli sani, statisticamente significativo (P<0.001). Questo suggerisce che cistatina C e
cistatina B, nonostante siano proteine facenti parti dello stesso gruppo, svolgano ruoli

differenti nella fisiopatologia di AAA.
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Metalloproteinasi

Le MMP sono delle endopeptidasi zinco e calcio-dipendenti sintetizzate come zimogeni
inattivi (pro-MMP) e richiedono di essere attivate per indurre la loro funzione enzimatica. Gli
inibitori tissutali endogeni delle metalloprotease (TIMP) regolano I livelli di attivita di MMP.
Sia la trascrizione di MMPs che di TIMPs ¢ strettamente controllata, regolata chimicamente
e da processi ossidoriduttivi mitocondriali ed anche dallo stress meccanico. * Le funzioni
dirette delle MMP includono degradazione della matrice extracellulare, controllo
dell’inflammazione, induzione dell’apoptosi; le funzioni indirette delle MMP variano dal
rilascio di citochine e fattori di crescita dalla matrice extracellulare degradata. Numerose sono
le MMP studiate e descritte in letteratura, ma quelle maggiormente studiate sono MMP-2,
MMP-9, MMP-12. Le TIMP invece vanno da TIMP-1 a TIMP-4 e la piu studiata in
letteratura ¢ TIMP-1.

Sia MMP-2 che MMP-9 sono metallogelatinasi e vanno principalmente ad agire sulla
degradazione del collagene.

Per quanto riguarda MMP-2 ¢ la sua correlazione con il diametro aortico, gli studi non hanno
rilevato una correlazione statisticamente significativa, nonostante vi sia ampia presenza di
MMP-2 nel siero di pazienti con AAA a confronto con pazienti sani (n=10 per pz con AAA).
2627 Per quanto riguarda la correlazione tra livello di MMP-2 e tasso di espansione, anche qui
non vi ¢ stata trovata correlazione statisticamente significativa, in particolare in un lavoro di
Lindholt et al. 28 sono stati analizzate concentrazioni sieriche in 36 pazienti affetti da AAA,
senza ottenere dati siginificativi per il tasso di espansione (P=0.95). Ad oggi non sembrano
essere stati effettuati particolari studi su MMP2 in pazienti con rottura di AAA.

MMP-9 ¢ senza dubbio la proteina maggiormente studiata in letteratura per il suo importante
ruolo nella patogenesi di AAA. A riprova del fatto che MMP-9 ¢ fondamentale per lo sviluppo

della patologia aneurismatica, sono stati costruiti dei modelli murini con deficit di MMP-9: in
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questi, ¢ stata mostrata resistenza alla formazione di aneurisma dopo somministrazione di
elastasi e questa resistenza ¢ stata persa dopo trapianto di midollo osseo da topi wild-type. 2
Non tutti gli studi sono concordi con la sua effettiva correlazione con il diametro
aneurismatico: Hovsepian et al. 3° hanno rilevato correlazione tra livelli di MMP-9 e presenza
di AAA ma senza osservare correlazione con il diametro aortico; viceversa, Lindholt et al. 28
nello stesso studio condotto per MMP-2 su 36 soggetti con aneurismi che variavano da 30 a
50mm di diametro, vi ¢ stata trovata correlazione statisticamente significativa con il diametro
aortico ¢ i livelli di MMP-9 (P=0.04). Per quanto riguarda il tasso di espansione invece i dati
sembrano essere maggiormente concordi. Quasi tutti gli studi sopra citati infatti presentano
una correlazione statisticamente significativa tra livelli di MMP-9 e tasso di espansione
26,27.28.30 Tuttavia, in uno degli studi pitt ampli eseguiti su una corte di 163 pazienti dal gruppo
di Flondell-Sité 3!, non vi & stata trovata correlazione statisticamente significativa durante il
follow-up. I livelli di MMP-9 sono invece risultati piu elevati negli AAA rotti rispetto agli
AAA operati in elezione (P=0.006) ed in particolare, Wilson et al.*? hanno rilevato valori pre-
operatori di MMP-9 piu elevati nei soggetti con AAA rotto non sopravvissuti all’intervento
rispetto a soggetti sopravvissuti a 30 giorni (P=0.017).

Sebbene sia meno citata rispetto ai primi 2, MMP-12 ¢ una metalloproteasi (in particolare,
una metalloelastasi agente non solo sul collagene ma anche sull’elastina), rilasciata dai
macrofagi infiltranti la parete aortica, che sembra avere un importante ruolo patogenetico in
AAA. In particolare, un gruppo di studio ha analizzato quelle che sono le componenti che
vanno ad agire sul rimodellamento della matrice extracellulare attraverso un’analisi
proteomica effettuata tramite western blot: in questo lavoro, nonostante numerose MMP siano
state correlate alla proteolisi della matrice extracellulare implicata in AAA, MMP-12 ¢
risultata ’'unica con aumento significativo. Il gruppo ha successivamente eseguito un’analisi
in vitro incubando campioni aortici di soggetti normali macroscopicamente in unione con

MMP-12 ricombinante ad hanno utilizzato MMP-9 come metalloproteasi di controllo
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addizionale: MMP-12 ¢ risultato avere un effetto piu pronunciato per la degradazione di
fibronectina, tenascina, collagene XII e trombospondina. *3Appare dunque plausibile
affermare che il livello di attivita di MMP-12 riscontrato a livello di parete sia correlato con
il diametro dell’aneurisma aortico; tuttavia, questo rappresenta una speculazione dal momento
in cui ¢ possibile misurare questo marker solo nella parete aortica post-chirurgica. I vari studi
hanno quindi rilevato la presenza di questa MMP-12 solo a livello di parete e non a livello
circolante, in quanto questo enzima causa esso stesso la produzione di marker circolanti.
L’azione delle metalloproteasi ¢ regolata degli inibitori tissutali TIMP ed, in particolare,
TIMP-1 agisce andando a regolare soprattutto I’azione di MMP-9 3. A supporto di questo, lo
stesso gruppo di studio di MMP-9 citato sopra, ha creato dei modelli murini knockout per
TIMP-1, mostrando un amento significativo nella formazione di AAA indotto dall’elastasi a
confronto con animali wild-type. >

Nonostante questo, 1 vari gruppi di studio non hanno riscontrato una modificazione
statisticamente significativa per 1’utilizzo di TIMP-1 come marker per valutare il tasso di
espansione di AAA: in particolare Flondell-Sit¢ et al. 3! (n pazienti=163) e Lindholt et al.?® (n
pazienti=36) hanno studiato 1 valori sierici di TIMP-1 senza risultati statisticamente
significativi. Wilson et al.*? hanno invece esaminato TIMP-1 nel siero dei pazienti con AAA

rotto, senza anch’essi trovare un risultato statisticamente significativo.

Proteine dell’inflammazione

Generalmente, le modificazioni date da inflammazione e degenerazione della parete aortica vanno a

causare diminuzione della resistenza della parete, portando a dilatazione aortica progressiva, sino ad

arrivare alla rottura quando lo stress di parete va a superare quella che ¢ la resistenza intrinseca della

parete stessa. L’ inflammazione ¢ dunque un processo importante nella formazione degli AAA, come

dimostrato dalla presenza nella tonaca media e nell’avventizia di infiltrazione di cellule

infiammatorie.** L espressione di citochine proinfiammatorie ¢ stato rilevato nei tessuti aneurismatici

ed 1 livelli di citochine circolanti sono risultati elevati nei pazienti con AAA. Le citochine possono
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regolare I’espressione delle MMPs, delle serin proteasi e delle catepsine in modo quindi indiretto ed

a livello locale le citochine possono guidare a loro volta la formazione dell’aneurisma. 3*

I linfociti T sono le cellule infiltranti che predominano la parete di AAA e le cellule le risposte delle

Th2 sembrano essere maggiori in AAA rispetto ai pazienti con PAO. I linfociti T secernono

inferferone y (IFN-y) e interleuchina-2 (IL-2), IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, tumor necrosis factor-alpha

(TNF-a), transforming growth factor-1beta (TGF-1PB) . Gli altri tipi di cellule presenti nella parete

di AAA include cellule B, cellule natural killer, mastociti, basofili, cellule endoteliali e macrofagi, i

quali producono citochine Th2 correlate.

- INF-a

Il tumor necrosis factor ¢ un’importante citochina utilizzata dal sistema immunitario per la
comunicazione cellulare. In particolare, quando le cellule infiammatorie incontrano
un’infezione, rilasciano TNF per allertare altre cellule del sistema immunitario andando ad
alimentare la risposta inflammatoria.
TNF potrebbe avere un ruolo centrale nel processo di dilatazione aortica, causando apoptosi
delle cellule muscolari lisce ed inducendo il rilascio di proteasi che vanno ad indebolire la
matrice aortica, agendo in modo indiretto**. Nello specifico, TNF quando rilasciato dai
linfociti T-helper 1 o da macrofagi attivati va a inibire in modo diretto la sintesi del collagene.
Anche in questo caso sono stati costruiti dei modelli murini con delezione di TNF, portando
a riduzione della formazione di aneurismi.*
Vari studi hanno rilevato un’alta concentrazione sierica di TNF nei pazienti portatori di AAA
rispetto ai soggetti sani 3%, tuttavia non vi sono dati concordi per quanto riguarda la
correlazione tra livelli sierici di TNF e diametro dell’aneurisma. Treska et al. hanno misurato
1 livelli di TNF plasmatici in un gruppo di 90 pazienti con AAA, riscontrandone bassi livelli
per AAA voluminosi (>50mm) e sintomatici. Al contrario, 1’espressione di TNF era
aumentata per AAA di piccole dimensioni (30-50mm). 3¢ Altri autori invece non hanno

riscontrato alcuna correlazione tra livelli di TNF e diametro aortico. 37 Per quanto riguarda la
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correlazione tra livelli di TNF e tasso di crescita di AAA, non sono state riscontrati dati
statisticamente significativi. ¥ Per questi motivi ad oggi TNF-a non sembra essere un buon
biomarker per la comprensione della patologia aortica aneurismatica. Occorre inoltre
considerare che TNF non ¢ solamente prodotto dalle cellule infiammatorie infiltranti la parete,
bensi anche da altre cellule quali cellule del tessuto adiposo, creando quindi un fattore
confondente nella valutazione di questo parametro. '°

IFN-y

IFN-y € un’importante citochina per 'immunita innata ed adattativa contro le infezioni da
agenti esterni. Ha effetti immunostimolanti ed immunomodulatori. E prodotta principalmente
dalle cellule natural killer e dalle cellule Thl per la regolazione delle cellule Th2 al fine di
richiamare ulteriori cellule inflammatorie nel sito di lesione. Per quanto riguarda il suo ruolo
in AAA, IFN-y va ad inibire la produzione di collagene da parte delle cellule muscolari lisce
vascolari. Diversi studi hanno ormai dimostrato il coinvolgimento di IFN-y nella patogenesi
di AAA e di come i suoi livelli circolanti siano riscontrati elevati. *° Dal punto di vista del
tasso di espansione, 1 livelli di IFN-y sono stati correlati in modo statisticamente significativo
durante i primi 6 mesi di follow-up (P<0.02). 3°

Come dato eccezionale ed utile allo scopo del presente studio, alcuni autori hanno riscontrato
che 1 livelli di IFN-y circolante e tissutale sembrano essere maggiormente elevati nelle donne
affette da AAA rispetto ad altri gruppi di patologie del sesso femminile 3° ma anche rispetto
agli uomini affetti da AAA. 4! Tuttavia, per verificare che questo dato sia dovuto a
differenze sesso specifiche, occorreranno ulteriori studi con piu alta numerosita di pazienti.
TGF-18

TGF-1p controlla la proliferazione, la differenziazione e I’induzione di apoptosi in numerose
tipologie cellulari. E inoltre un potente induttore della secrezione di cistatina C da parte delle

cellule muscolari lisce vascolari e, di conseguenza, un deficit di TGF-1[3 potrebbe contribuire
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alla fisiopatologia del rimodellamento della parete vascolare. In effetti, una bassa attivita
sistemica di TGF-1p ¢ stata osservata nei pazienti affetti da AAA dal gruppo di Shi et al.*.
Poco ¢ stato studiato di questo biomarker e I’unico dato significativo ¢ quello dato dal gruppo
di Lindholt et al. 28 che ha riscontrato che i livelli di TGF-1f non vanno a correlare col tasso
di progressione di AAA (r=0.001 e P=0.999).

Interleuchine

Le interleuchine sono un vasto gruppo di citochine (da IL-1 a IL-17) prodotte dalle cellule T,
dai fagociti mononucleati e da altre cellule tissutali. Svolgono una vasta varieta di funzioni
ma sono soprattutto coinvolte nello stimolare le cellule a dividersi e a differenziarsi. Ogni
interleuchina agisce su un dato gruppo di cellule che possiede i recettori di superficie specifici
per quella IL (anche se alcune IL hanno target sovrapposti). >* Diverse Il sono state testate per
la loro correlazione con AAA, con le dimensioni di AAA e con la sintomatologia di AAA.
Ad esempio Treska et al. 3¢ hanno riscontrato che le concentrazioni di TL-1B, di IL-2 e di IL-
6 sono significativamente piu elevate in pazienti con AAA rispetto ai controlli sani, mentre i
livelli di IL-8 sono risultati simili. Nel medesimo studio, € stato riscontrato un trend tra livelli
calanti di IL-8 ed aumento del diametro di AAA, mentre non ¢ stato possibile correlare la
sintomatologia di AAA con alcun livello specifico di interleuchine.

La maggior parte degli studi si ¢ concentrata sul ruolo di IL-18 e di IL-6.

IL-1PB ¢ un importante mediatore della risposta infiammatoria in quanto coinvolto in numerose
attivita cellulari come sopra descritto ed il suo aumento ¢ causa di numerose patologie
autoinfammatorie. In letteratura si ritrovano vari studi che riportano aumenti di IL-1p sia a
livello circolante che a livello tissutale in pazienti con AAA rispetto ai controlli sani. 384!

In uno di questi studi, inoltre, 1 livelli di IL-1p sono stati riscontrati ugualmente alti sia in

pazienti con piccoli che con grandi aneurismi, a suggerire che il processo infiammatorio IL-

1B-mediato sia presente sia negli stadi precoci che in quelli avanzati di patologia. 3® Questo
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gruppo, tuttavia, non ha riscontrato correlazione tra livelli di IL-1P e progressione della
patologia aneurismatica.

IL-6 appare essere la principale citochina consistentemente associata con AAA: in modelli in
vitro la sua secrezione avviene in livelli maggiormente elevati in AAA rispetto ai controlli
sani ed ai pazienti con PAO. 37 Questo dato ¢ stato confermato dagli studi in vivo dosando IL-
6 circolante, con livelli elevati in AAA rispetto ai controlli. 3

Anche IL-6 ¢ stata studiata su modelli murini ed il gruppo di Sun et al. * ha riportato che in
soggetti con AAA elastasi indotto il livello di IL-6 risultava elevato, mentre in modelli con
deficit di IL-6 la formazione di AAA veniva soppressa data la riduzione dell’inifiammazione
e ’aumento della conservazione di elastina e collagene.

Un dato interessante riguardante questo marker ¢ dato dal fatto che i livelli baseline di IL-6
sembrano crescere al crescere del diametro aortico sia in soggetti con AAA che in soggetti
sani: questi dati suggeriscono che IL-6 potrebbe svolgere un ruolo nei processi patogenetici
precoci della dilatazione aortica. *+* Il gruppo di lavoro di Dawson et al. ** inoltre si &
concentrato molto sul ruolo di questa citochina in AAA, mostrando dei dati interessanti
sull’autoalimentazione del processo infiammatorio aneurismatico: infatti 1 livelli di IL-6 sono
stati correlati con la superficie dell’aneurisma e, dato che la parete aneurismatica stessa va a
produrre IL-6, questo causa un aumento di IL-6 nel plasma in un processo di fatto ridondante.
La cosa ancor piu interessante ¢ che 1 livelli di IL-6 riscontrati da questo gruppo non sono
correlati solamente all’inflammazione sistemica bensi all’aneurisma stesso. * Questo dato
viene tuttavia stroncato dal gruppo di studio di Jones et al. che non ha riscontrato correlazione
tra IL-6 e tasso di espansione di AAA in un gruppo di 466 pazienti (vs 27 pazienti nel
precedente studio), dato confemato anche dal gruppo di Flondell-Sité e da Treska et al. 3*3%
46Sebbene dunque IL-6 sia un importantissimo fattore concorrente nella patogenesi di AAA,
appare al momento non utile come biomarker per il follow up di AAA.

miRNA
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I miRNA rappresentano una parte della trascrittomica che negli ultimi anni sta assumendo sempre piu
importanza, in quanto solo di recente ¢ stato analizzato il loro possibile ruolo nella patogenesi e nella
regolazione di alcune condizioni cliniche. Con i significativi progressi nella tecnologia dei microarray
per i miR ad oggi, numerosi set di miRNA sono stati riscontrati essere elevati o specificatamente
espressi nei tessuti aortici con particolari date funzioni.

Numerosi sono 1 miRNA descritti in letteratura correlabili ad AAA in letteratura. Recentemente, il
gruppo greco di Tasopoulou et al.#” ha effettuato una review sulla letteratura in inglese dei miRNA
attualmente studiati ed implicati in AAA: nello studio sono stati inclusi 25 report (dal 2012 al 2022)
per un totale di 1259 pazienti con AAA. Al termine della review sono stati presi in considerazione i
miRNA presenti in piu di due articoli: miR-15, miR-24, miR-29, miR-33, miR-125, miR-133, miR-
145, miR-191 e let-7. Questi miR sono implicati in noti meccanismi patogenetici di AAA come
I’aterosclerosi, switch fenotipico ed apoptosi delle cellule muscolari lisce, infiammazione vascolare,
degradazione della ECM, metabolismo lipidico.

miR-15

Quando si prende in considerazione miR-15, si prende in considerazione in realta una famiglia di
miRNA composta da 6 mi-R (miR-15a, miR-15b, miR-16-1, miR-16-2, miR-195, miR-497) dislocati
su 3 separati cromosomi. Questo gruppo di miR ¢ implicato del remodelling del collagene e del
silenziamento postnatale dell’elastina. *® Per studiare quale sia I’effettivo ruolo del cluster miR-15
sono stati costruiti dei modelli murini di AAA ed ¢ risultato essere significativo I’effetto di miR-195.
Per studiare poi l’effettivo contributo di questo miR in AAA, sono stati somministrati degli
antagomiRs sempre in modelli animali: la soppressione di miR-195 ha portato ad elevate espressioni

di elastina e collagene, senza pero andare ad impattare su quello che ¢ il diametro aortico del modello.

48

\

E stato quindi successivamente studiato il modello in vivo di miR-195, mettendo a confronto il siero
di 22 pazienti con AAA vs 22 controlli sani, trovando un’associazione inversa significativa tra livelli

di mi-R-195 e la presenza di AAA e col diametro aortico.*® Tutto questo puod essere spiegato dal fatto
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che la soppressione di mi-R-195 va ad indurre una overespressione delle MMPs (soprattutto MMP-2
e MMP-9), portando ad uno squilibrio dell’omeostasi della ECM.

Uno studio piu recente ha rilevato anche 1’overespressione di miR-15a nei pazienti con AAA rispetto
ai controlli sani, ipotizzando che questo vada ad impattare sulla patogenesi di AAA: il gruppo di
studio ha riscontrato che uno dei geni target di questo miR ¢ CDKN2B, un inibitore delle chinasi
ciclina-dipendente, regolatore dei processi apoptotici. L’overespressione di miR-15a ¢ stata correlata
alla soppressione del’'mRNA di CDKN2B, causando I’aumento dei processi apoptotici nelle cellule
muscolari lisce vascolari, favorendo quindi il processo patogenetico di AAA. ¥

Tra 1 membri di miR-15, miR-195 sembra essere un candidabile biomarker per AAA, mentre miR-
15a oltre ad essere un biomarker puo anche essere un futuro target terapeutico.

miR-24

miR-24 fa parte del cluster miR-23b-24-27b e ne rappresenta il membro che maggiormente ha
regolazione inversa sui suoi target. 3 miR-24 in AAA come downregolato in vari gruppi di studio nel
plasma preoperatorio dei pazienti a confronto col plasma raccolto postoperatorio >*°! Questo dato &
stato anche confermato nel tessuto di AAA in due studi, mentre vi ¢ anche uno studio che presenta
up-regolazione di miR-24 nel tessuto aortico >2. La spiegazione del meccanismo d’azione di miR-24
¢ stata proposta da Maegdefessel et al. >°, dimostrando che miR-24 abbia come target la chitinasi 3
like-1 (CHI3L1), una proteina associata con varie patologie vascolari. In questo studio ¢ stato
dimostrato come un aumento dell’espressione di miR-24, causi una diminuzione dell’espressione di
CHI3L1 e diminuisca lo sviluppo di AAA. Inoltre, questo miR interagisce con numerosi geni, incluso
quello della MMP-14, come spiegato sopra, enzima coinvolto nella degradazione della ECM: miR-
24 quando downregolato va ad aumentare l’espressione di MMP-14, innescando quindi la
degradazione della ECM e favorendo quindi la formazione di AAA. 35253

miR-29

Anche miR-29 al pari di miR-15 rappresenta una famiglia di 3 miR: miR-29a, miR-29b, miR-29c.

Questo cluster di miR ¢ upregolato in AAA sia nel siero che nel tessuto. °>33 Nei topi con AAA trattati

20



con antagomiR-29b ¢ stata osservata una diminuzione del diametro aortico. *® Dal punto di vista del
meccanismo d’azione, ¢ stato osservato che I’inibizione di miR-29b porta alla upregolazione della
produzione di elastina, aumenta la deposizione del collagene e sopprime 1’attivita di MMP, andando
quindi presumibilmente a ridurre la dilatazione aortica. 43

miR-33

Quando ci si riferisce a miR-33, ci si riferisce ad una famiglia di precursori di miRNA, processati
successivamente dall’enzima dicer in forma matura. Di questa famiglia nell’'uomo fanno parte miR-
33a e miR-33b. Negli esosomi plasmatici di pazienti con AAA miR-33 appare upregolato, mentre per
quanto riguarda la sua regolazione nel tessuto aortico, € stato osservato un aumento statisticamente
significativo nella regolazione rispetto ai soggetti sani (P<0.01). >3 E’ stato riscontrato inoltre che
I’espressione di miR-33 ¢ stata identificata nella parete del corpo di AAA e non nel colletto. °* A
conferma della correlazione tra miR-33 e formazione di AAA ci vengono ancora una volta in aiuto 1
modelli murini: Yamasaki et al.>> hanno rilevato che la formazione di AAA ¢ soppressa in topi con
deficit di miR-33 a confronto con i soggetti wild type e i loro dati ci dicono anche che miR-33a e
miR-33b possono essere dei target terapeutici per il trattamento di AAA (su modelli in vitro). 3> miR-
33 va ad agire sulla regolaione dei monociti e dei macrofagi: 1 modelli knockout per miR-33 ¢ stato
associato a minor accumulo di macrofagi e minor espressione della proteina chemotattica dei
monociti a livello della parete aortica, in associazione a minor espressione dei livelli sierici di MMP-
9. Come dato accessorio, miR-33 ha anche effetto pro-aterosclerotico, inibendo 1’espressione di
ABCAI, una proteina regolatrice dell’omeostasi dei fosfolipidi e del colesterolo cellulare: questo
limita I’efflusso di colesterolo a apolipoproteina A1l e riducendo il livello circolante di HDL. >°
miR-125

La famiglia di miR-125 ¢ composta da miR-125a e miR-125b ed ¢ coinvolta nella differenziazione
cellulare, nella proliferazione e nell’apoptosi, andando a regolare gli mRNA delle proteine correlate

a queste funzioni. Unico dato interessante in letteratura riguardante questo miR ¢ che la upregolazione
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di miR-125 favorisce la rapida crescita di AAA, soprattutto in modelli dove miR ¢ correlato a fumo
attivo e alla presenza di miR-335 (P<0.001). ¢

miR-133

La famiglia di miR-133 ¢ composta da miR-133a-1, miR-133a-2, miR-133b. E’ espresso nel tessuto
muscolare e la sua espressione € repressa nei geni non muscolari.

Nei tessuti di AAA, miR-133a e miR-133b sono downregolati, cosi come nel siero-plasma di questi
pazienti, rispetto ai controlli sani e, inoltre, miR-133 ¢ downregolato nel siero di campioni prelevati
preoperatoriamente, con una differenza significativa rispetto a campioni prelevati dopo intervento
chirurgico. Dal punto di vista patogenetico, ¢ stato osservato che questo gruppo di miR ¢ coinvolto
nei processi apoptotici delle cellule muscolari lisce vascolari. >’ E” anche coinvolto nella regolazione
dell’omeostasi della matrice cellulare in quanto presenta come geni target quelli che regolano il
collagene e va anche a regolare MMP-14. >

miR-145

miR-145 ¢ un singolo miRNA che ha un ruolo significativo nel destino delle cellule vascolari
progenitrici multipotenti, dirigendo la differenziazione verso cellule muscolari lisce cardiache e
vascolari. Questo miR si ritrova abbondantemente nella parete vascolare arteriosa; tuttavia, in
condizioni patologiche quali AAA, ¢ stato notato un calo nella concentrazione di parete di miRNA -
145. La downregolazione di miR-145 ¢ stata riscontrata in altre patologie vascolari inclusa la
dissezione dell’aorta toracica e 1’aneurisma dell’aorta toracica. Dal punto di vista della funzione
biologica di questo miR, i dati in letteratura non ci danno un meccanismo meglio precisato, anche se
¢ stato ormai visto che vada a regolare e ad accendere la differenziazione delle cellule muscolari lisce
e ad inibirne la proliferazione. Potrebbe anche andare a contribuire alla disfunzione della ECM
andando ad indebolire la parete vasale, con probabile azione su MMP-2. 33

miR-145 pertanto puo essere utilizzato come marker per AAA ma occorrono ulteriori studi per meglio
comprenderne il meccanismo d’azione.

miR-191
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Per quanto concerne questo miR, non vi sono molti dati in letteratura sui loro meccanismi
patogenetici; tuttavia, vi sono vari studi che hanno mostrato come miR-191 sia effettivamente
coinvolto in AAA. In particolare, da vari gruppi ¢ stata riscontrata un’overespressione di questo miR
nei pazienti con AAA a confronto con soggetti sani. In un modello in vitro un gruppo ¢ andato a
replicare quelli che possono essere gli effetti di miR-191 sulle cellule vascolari endoteliali: ¢ stato
rilevato un possibile ruolo sull’omeostasi della matrice extracellulare e sulla stimolazione delle MMP.
L' aneurisma ¢ una dilatazione segmentale, che comprende l'intera parete del vaso, con un aumento
di almeno il 50% del diametro originale.>%%°
Il processo fisiopatologico responsabile dello sviluppo dell’ aneurisma ¢ caratterizzato dal
coinvolgimento dell'intera parete arteriosa (tonaca intima, media ed avventizia).
La regione addominale ¢ il piu comune sito di sviluppo degli aneurismi aortici.
In base all’interessamento dei vasi renali e splancnici da parte dell’aneurisma, questo pud essere
definito®!:
¢ Infrarenale o sottorenale
origina sotto I'emergenza delle arterie renali.
e Juxtarenale
l'aneurisma ¢ caratterizzato da un colletto prossimale <5 mm dall'emergenza delle arterie
renali.
e Pararenale
coinvolge nella sua origine e sviluppo almeno una delle arterie renali
e Soprarenale o viscerale
coinvolgere 1 vasi del circolo celiaco-mesenterico
Nonostante la patologia aneurismatica possa interessare ciascun vaso del sistema arterioso, circa
1'80%° degli aneurismi interessa il segmento sottorenale dell'aorta addominale.

La prevalenza e I'incidenza dell’ AA A sono diminuite negli ultimi 20 anni®%-¢3

, € questo sembra essere
attribuito parzialmente al declino della abitudine tabagica. Nel 1990 la prevalenza globale nei soggetti
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di 75-79 anni era di 2423 casi per 100,000 abitanti, mentre nel 2010 i casi erano 2275 ogni 1000,000
e l'incidenza ¢ calata sia nei paesi in via di sviluppo che nei paesi industrializzati!’. La prevalenza
odierna varia dal 4 % all'8% negli studi di screening per oggetti tra i 65 e 80 anni®*%.

La formazione di aneurismi puo essere conseguenza di processi degenerativi, di difetti congeniti e\o
genetici, di patologie inflammatorie (di origine infettiva e non) o di fattori meccanici\traumatici che
coinvolgono le tonache dell’aorta.

Sebbene i processi alla base della patologia possano differire tra di loro, il risultato finale € lo stesso
progressiva dilatazione fino alla possibile rottura.

La crescita di un aneurisma ¢ dipendente dalle dimensioni dell'aneurisma stesso, come descritto
dalla legge di Laplace, per cui maggiore ¢ il diametro maggiore sara il tasso di crescita®! .
L’approccio al trattamento dell’AAA varia sensibilmente a seconda delle caratteristiche del paziente
e dell’aneurisma. E da valutare un approccio conservativo attraverso terapia medica e
comportamentale, o un trattamento chirurgico attraverso due metodiche differenti: la sostituzione
del tratto aneurismatico con una protesi attraverso 1’approccio chirurgico open, oppure I’esclusione
della sacca aneurismatica mediante 1’approccio endovascolare EVAR.

La procedura EVAR offre anche ai pazienti non candidabili alla chirurgia open per via delle loro
comorbidita una valida alternativa®6-%7,

E stato visto che la mortalita perioperatoria negli studi equivale all’1,3% nel gruppo endovascolare e
4,7% nel gruppo chirurgico, secondo una recente metanalisi. Questa differenza tuttavia non si
mantiene durante il follow-up e, oltre i due anni, non vi € un significativo dislivello tra le due tecniche
in termini di mortalita complessiva e mortalita aneurisma-correlata. I pazienti trattati con 1’approccio
endovascolare mostrano un piu alto tasso di reintervento e di rottura aneurismatica nel corso del

follow-up®®.

TECNICA CHIRURGICA OPEN
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Esistono due tipi di accessi chirurgici per esporre I’aorta addominale:

e Transperitoneale
Al paziente posto supino sul letto operatorio si effettua una incisione laparotomica longitudinale
mediana (o paramediana) o, piu raramente, trasversa.
L’incisione mediana xifo-pubica, attraverso la linea alba, ¢ quella piu praticata perché consente una
maggior flessibilita e un rapido accesso alla cavita peritoneale, con una miglior esposizione dei visceri
e una buona visione dei vasi pelvici®. Eseguita I’incisione e superate le strutture della parete
addominale, ’omento ed il colon trasverso vengono spostati cranialmente, mentre la matassa
intestinale del tenue viene spostata lateralmente. Il peritoneo parietale una volta individuato viene
inciso e si espone l’aorta in tutta la sua lunghezza dalla origine delle arterie renali fino alla
biforcazione.

e Retroperitoneale
Si esegue posizionando il paziente in decubito laterale destro consentendo un accesso lombotomico
sinistro. L’incisione viene effettuata dal margine laterale del muscolo retto addominale a livello
ombelicale fino al margine costale della XI-XII costa’, e successivamente vengono separati i vari
strati della muscolatura addominale fino ad arrivare al peritoneo, il quale, viene scollato dalle fasce
muscolari e dislocato verso destra. L’esposizione dell’aorta addominale ¢ piu agevole a livello
prossimale, per questo I’approccio retroperitoneale ¢ preferito soprattutto per aneurismi pararenali e
soprarenali. Tuttavia, il controllo delle arterie iliaca comune destra e renale destra sembra piu

difficoltoso.

TECNICA CHIRURGICA ENDOVASCOLARE — EVAR

La terapia chirurgica endovascolare (EVAR) ¢ un approccio mini-invasivo che costituisce un
importante passo in avanti nel trattamento degli AAA. Si esegue inserendo la protesi piegata e
compressa con delle guide attraverso degli accessi arteriosi, che piu frequentemente sono le arterie

femorali comuni. Una volta rilasciata, I’endoprotesi si espande, contrae rapporto con la parete aortica
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prossimalmente e la parete dei vasi iliaci distalmente, al fine di escludere la sacca aneurismatica dal
circolo sanguigno.
L’ endoleak ¢ definito come un rifornimento residuo della sacca aneurismatica dopo il posizionamento
di una endoprotesi ed indica che non ¢ avvenuta con successo I’esclusione completa della sacca dal
circolo. L’ endoleak ¢ la complicanza piu frequente nell’intervento EVAR e si presenta nel 20-50%
dei pazienti’!. La loro presenza ¢ associata ad un aumento del rischio di espansione e rottura
dell’aneurisma.
I tipi di endoleak possono essere diversi a seconda della loro origine e si distinguono in:
e Endoleak tipo I
- Ia: inadeguato sealing prossimale
- Ib: inadeguato sealing distale
- Ic: occlusore iliaco
e Endoleak tipo II
Flusso retrogrado da collaterali aorto-iliaci
- IIa: Semplici, formati da un singolo vaso
- IIb: Complessi, formati da multipli vasi
Endoleak tipo III
- IlIa: da disconnessioni modulari
- IIIb: da discontinuita della parete protesica
e Endoleak tipo IV
Porosita della protesi. Si manifesta entro 30 giorni dalla procedura ed ¢ molto raro nei device

di nuova generazione.

¢ Endoleak tipo V o Endotension

La crescita dell’AAA ¢ accertata ma non c¢’¢ evidenza di endoleak.
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OBIETTIVO DELLO STUDIO

L'obiettivo del presente studio ¢ investigare le variazioni quantitative e qualitative degli miRNA
circolanti dopo trattamento chirurgico o endovascolare degli aneurismi dell’aorta addominale
sottorenale. Tale indagine ipotizza il loro coinvolgimento potenziale come predittori e bersagli
terapeutici per prevenire la progressione della patologia aneurismatica in particolare dopo trattamento

degli aneurismi dell’aorta addominale.

MATERIALI E METODI

Lo studio si attiene ai principi etici per la ricerca medica che coinvolge i soggetti umani secondo
quanto richiesto dalla revisione del 2013 della Dichiarazione di Helsinki - WMA Declaration of

Helsinki - Ethical Principles for Medical Research Involving Human Subjects.

Disegno dello studio

Studio spontaneo osservazionale prospettico di pazienti ricoverati in ospedale con diagnosi di
aneurisma dell’aorta addominale candidati a trattamento endovascolare mediante posizionamento di

endoprotesi o trattamento chirurgico open.

Soggetti

Sono stati arruolati tutti 1 pazienti ricoverati e candidati ad intervento chirurgico endovascolare e
trattamento chirurgico open per Aneurisma dell’aorta addominale sottorenale asintomatico dal
maggio 2023 fino a settembre 2023. Lo studio ha previsto il prelievo ematico prima dell’intervento

chirurgico e a distanza di 3 mesi dall’intervento chirurgico.

Criteri di inclusione
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- Tutti 1 soggetti sottoposti consecutivamente ad intervento chirurgico endovascolare con
diagnosi di aneurisma dell’aorta addominale sottorenale asintomatica presso 1'Azienda
Ospedaliero- Universitaria di Ferrara

- Tutti 1 soggetti sottoposti consecutivamente ad intervento chirurgico open con diagnosi di
aneurisma dell’aorta addominale sottorenale asintomatica presso 1'Azienda Ospedaliero-

Universitaria di Ferrara

Criteri di esclusione

Eta inferiore a 18 anni

Patologie neoplastiche con aspettativa di vita inferiore a 6 mesi

Tutti 1 soggetti sottoposti consecutivamente ad intervento chirurgico endovascolare con
diagnosi di rottura di aneurisma dell’aorta addominale sottorenale presso 1'Azienda
Ospedaliero- Universitaria di Ferrara

- Tutti 1 soggetti sottoposti consecutivamente ad intervento chirurgico endovascolare con
diagnosi di aneurisma dell’aorta addominale soprarenale presso 1'Azienda Ospedaliero-

Universitaria di Ferrara

Tutti 1 soggetti sottoposti consecutivamente ad intervento chirurgico endovascolare con
diagnosi di aneurisma dell’aorta toracica presso 1'Azienda Ospedaliero- Universitaria di

Ferrara

MATERIALE BIOLOGICO

E’ stato effettuato un prelievo di siero e plasma (2 vacutainer per siero € 2 vacutainer contenente

EDTA per la raccolta di plasma e cellule del sangue)

I campioni raccolti sono stati utilizzati per:

- I campioni di siero e plasma saranno utilizzati per dosare proteine circolanti e microRNA
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- Ricerca della presenza e quantificazione di esosomi, microRNA mediante tecniche di biologia

molecolare (RT-qPCR).

- Ricerca della presenza e quantificazione di biomarcatori mediante tecniche di biologia molecolare

(RT-qPCR).

- Valutazione dell'espressione genica mediante real Time PCR di array relativi a miRNA, long non

coding RNA, RNA circolanti, epigenetica

MATERIALI BIOLOGICI In tutti 1 casi ¢ stato prelevato un campione di sangue da un accesso
venoso e trasportato in due provette da 5 ml di EDTA. I campioni sono stati utilizzati per analizzare
gli esosomi circolanti e i microRNA. Il campione di sangue ¢ stato principalmente ottenuto sei ore
prima dell'intervento chirurgico e dopo 3 mesi. I dati di laboratorio sono stati inseriti in un foglio

Excel dedicato e le informazioni sono state associate al numero assegnato a ciascun paziente.

PROTOCOLLI PER LA SEPARAZIONE DEL PLASMA

* Successiva centrifugazione a 4°C:

* Centrifuga per 10 minuti a 3500 rpm

* Raccolta del plasma e trasferimento in un eppendorf da 2 ml
* Centrifuga per 10 minuti a 3500 rpm (rotore fisso)

* Raccolta del plasma e trasferimento in un secondo eppendorf da 2 ml (per eliminare il componente
cellulare residuo)

* Conservazione/congelamento a -80°C SEM - Microscopio Elettronico a Scansione
* Miscela 10 pl di eluato contenente esosomi + 10 ml di agente fissante.

* Pipetta su un vetrino da 13 mm

* Asciugatura durante la notte sotto cappa aspirante

* Osservazione al microscopio elettronico

29



SEQUENZA SPERIMENTALE:

* Separazione del plasma

*» Separazione degli esosomi con il protocollo (Norgen’s Plasma/Serum Exosome Purification and
RNA Isolation Maxi Kit)

* Estrazione di RNA dagli esosomi (Norgen’s Plasma/Serum Exosome Purification and RNA
Isolation Maxi Kit)

* Quantificazione degli esosomi (Pierce BCA protein assay kit)

* Retrotrascrizione del'/RNA ottenuto dagli esosomi (Retrotrascrizione Sensifast SYBR No-Rox Kit)
* PCR in tempo reale (QPCR) dei miRNA selezionati (SensiFast cDNA Synthesis Kit)

RACCOLTA DATI I dati clinici di ciascun paziente incluso nello studio verranno ottenuti dalle
cartelle cliniche e raccolti in un documento Excel specifico. A ciascun paziente verra assegnato un
ID alfanumerico. Solo I'esaminatore curante conosce il collegamento tra i dati demografici e 1'ID

numerico.

ANALISI STATISTICA 11 software statistico SPSS 26.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) ¢ stato
utilizzato per 'analisi dei dati. Le variabili continue dei dati sono riassunte e presentate come media
+ deviazione standard (SD) o mediana. Le variabili categoriche sono state valutate mediante test del
chi-quadro. L'analisi delle caratteristiche operative del ricevitore (ROC) ¢ stata utilizzata per valutare
le prestazioni diagnostiche dei potenziali microRNA. P < 0,05 ¢ stato considerato statisticamente

significativo.

GESTIONE DELLA PROCEDURA E DEL CONSENSO INFORMATO SCRITTO Un consenso
informato dedicato ¢ stato ottenuto dai pazienti prima dell'intervento chirurgico e, con la loro
approvazione, sono stati inclusi nello studio. Una copia del consenso informato ¢ stata inclusa nella

cartella clinica del paziente e un'altra ¢ stata conservata dal principale investigatore.

DICHIARAZIONE ETICA Lo studio ha ottenuto 1'approvazione dal Comitato Etico regionale (CE-

AVEQC) il 20.04.2023 ed ¢ stato registrato con il codice CE: 310/2023/0Oss/AOUFe. Questo studio ¢
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stato condotto in conformita ai principi della Buona Pratica Clinica [Linee Guida Armonizzate ICH
per la Buona Pratica Clinica 1996 Direttiva 91/507/CEE; D.M. 15.7.1997] e alla dichiarazione di

Helsinki. Il consenso scritto ¢ stato ottenuto dal paziente ed ¢ disponibile su richiesta.

RACCOLTA DATI CLINICI I dati relativi ai pazienti sono stati ottenuti attraverso una raccolta
retrospettiva consultando le cartelle cliniche ed i sistemi informatici di rete dell’ Azienda Ospedaliero-

Universitaria di Ferrara: Ormaweb e SAP.

Sono stati estrapolati 1 seguenti dati:

e anagrafici: eta al momento dell’intervento e genere;

e riguardanti i fattori di rischio preoperatori: BMI, ipertensione arteriosa, ipercolesterolemia,
cardiopatia ischemica, fibrillazione atriale, BPCO, diabete, abitudine tabagica\storia di
tabagismo, ICV (incidenti cerebro-vascolari), pregressa laparotomia, creatininemia
preoperatoria, GFR (velocita di filtrazione glomerulare), classificazione della funzionalita

renale, classe ASA (American Society of Anaesthesia score);

e relativi all’intervento: dimensioni dell’aneurisma (mm), tipo di riparazione eseguita (aorto-
aortica, aorto-iliaca, aorto-bisiliaca), tipo di endoprotesi posizionata, accesso vascolare
utilizzato per la procedura EVAR, eventuale embolizzazione della sacca aneurismatica,

embolizzazione delle arterie ipogastriche, endoprotesi branched;

e postoperatori: unita di sangue trasfuse, complicanze postoperatorie secondo la classificazione
di Clavien-Dindo?*, tipo di complicanza, tipo di complicanza legata agli accessi,
insufficienza renale acuta, creatininemia a 48h dall’intervento, GFR postoperatoria, eventuale
ricovero in UTI (unita terapia intensiva) e durata media della degenza in UTI, durata media
della degenza ospedaliera.

A 30 giorni le complicanze considerate sono:
- polmonari
- chirurgiche
- gastrointestinali

- cardiache.
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Le complicanze legate agli accessi includono:

infezione inguinale
deiscenza della ferita
linfocele\linforrea

ematoma con deiscenza della ferita.

La classificazione di Clavien-Dindo utilizzata per raccogliere le complicanze postoperatorie

prevede 7 gradi:

I: qualsiasi deviazione dal normale decorso postoperatorio che non comporti alcun
trattamento farmacologico, endoscopico e di radiologia interventistica. Sono permesse
terapie con antiemetici, antipiretici, analgesici, diuretici ed elettroliti. E incluso in
questo grado I’infezione di ferita aperta al letto del malato;
II: complicanza che comporti I’attuazione trattamenti farmacologici esclusi nel grado
I, emotrasfusione o nutrizione parenterale;
III: complicanza che comporti la necessita di una procedura endoscopica, chirurgica o
di radiologia interventistica;
= [Ila: interventi non in narcosi, per esempio il posizionamento di un drenaggio
percutaneo sotto guida radiologica o endoscopica;
= IIb: interventi in narcosi, per esempio in caso di necessita di reintervento
chirurgico;
IV: complicanza che minaccia la vita del paziente e che richiede il ricovero in UTI;
» [Va: complicanza che determini un’insufficienza di un singolo organo;
= [Vb: complicanza che determini un’insufficienza multiorgano;

V: decesso del paziente;

NUMEROSITA CAMPIONARIA E ANALISI STATISTICA Le variabili saranno espresse come

media + deviazione standard (SD) o mediana (MD) e intervalli di confidenza al 95% (1C al 95%); le

variabili categoriali saranno espresse come frequenze. Le variabili continue saranno prima analizzate

per la distribuzione normale usando 1 test di Kolmogorov-Smirnov e Shapiro- Wilk. Le differenze tra

1 gruppi e la variabile di interesse saranno analizzate con l'analisi della varianza (ANOVA), con

Bonferroni per l'analisi post-hoc e il test chi-quadrato per le variabili categoriali; mentre le mediane

saranno confrontate con test non parametrici (Kruskal Wallis). Le correlazioni tra variabili continue

saranno testate con test di correlazione di Pearson per variabili con distribuzione normale, mentre le
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variabili con distribuzione non normale saranno analizzate dopo la log-trasformazione o con test non
parametri ci (test di Spearman). I dati saranno descritti con il coefficiente di correlazione (r) e con il
livello di significativita rispetto all'ipotesi nulla (P value). Saranno seguite 1'analisi di regressione e
l'analisi di regressione lineare per verificare l'indipendenza delle associazioni semplici osservate.
L'analisi statistica sara eseguita utilizzando il software SPSS 26.0 (SPSS Ine., Chicago, IL, USA) e
la significativita statistica sara impostata su un valore <0.05. Quando significativo sara descritto

anche un effetto pratico.

RISULTATI

Nella tabella 1 vengono riportati i dati anagrafici e clinici dei pazienti appartenenti ai due gruppi di
studio. 10 pazienti sono stati sottoposti a correzione di aneurisma dell’aorta addominale mediante
posizionamento di endoprotesi aortica (EVAR). 12 pazienti sono stati sottoposti a correzione
chirurgica dell’aorta addominale mediante tecnica open (RP). La maggior parte dei pazienti
presentavano un ASA score di III. Solo 1 paziente appartenente al gruppo EVAR presentava un ASA
score di IV. Non sono state rilevate differenze significative per quanto riguarda le comorbidita fra i
due gruppi esaminati. Pertanto 1 due gruppi di pazienti sottoposti a trattamento EVAR o chirurgico

open RP si sono rivelati omogenei.

Variables EVAR RP p value

(N=10) (N=12)

Age (y) [Mean £ SD] 80.1£4.9 73.8+4.2 .002
Obesity (BMI > 30 Kg/mr) [N (%)] 4 (40.0%) 7(58.3%) 392
American Society of Anaesthesia score[N (%)] 235
I 0(0.0%) 0(0.0%)

I 0 (0.0%) 2(16.7%)

1 10 (100%)  9(75.0%)
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v

Diabetes [N (%)]

Hypertension [N (%)]

Ischemic cardiomyopathy [N (%)]
COPD|[N (%)]

Neoplasia [N (%)]
Hypercholesterolemia [N (%)]
Smoking (current or former) [N (%)]
No

Current

Former

ICV [N (%)]

Atrial fibrillation [N (%)]
Previous laparotomy [N (%)]
Popliteal aneurysm [N (%)]

AAA size (mm) [median (IQR 25-75)]

0 (0.0%)

2 (20.0%)

8 (80.0%)

3 (30.0%)

3 (30.0%)

2 (20.0%)

4 (40.0%)

6 (60.0%)

0 (0.0%)

4 (40.0%)

3(30.0%)

1(10.0%)

0 (0.0%)

0 (0.0%)

56 [51-59]

1(8.3%)

3 (25.0%)

9 (75.0%)

5 (41.7%)

3 (25.0%)

2 (16.7%)

9 (75.0%)

3 (25.0%)

4(33.3%)

5 (41.7%)

2 (16.7%)

0 (0.0%)

1 (8.3%)

0 (0.0%)

59 [51-67]

781

781

571

793

.840

.096

.083

457

350

261

Tabella 1: Dati clinici dei pazienti sottoposti a trattamento dell’AAA.

Variables
Aorto-aortic Graft [N (%)]

Aorto-bisiliac Graft [N (%)]

Supra/Inter-Renal Clamping [N (%)]

Type od Endoprosthesis [N (%)]

Gore C3

EVAR
(N =10)

5(50.0%)

RP
N=12)
8 (66.7%)

4 (33.3%)

1 (8.3%)
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Gore Conformable

Endurant 11

Cook Zenith Alpha

Femoral Accesses [N (%)]
Bilateral Percutaneous
Bilateral Surgical Cutdown
Percutaneous + Surg Cutdown

Iliac Branch [N (%)]

2 (20.0%)

2 (20.0%)

1 (10.0%)

7 (70.0%)

1 (10.0%)

2 (20.0%)

0(0.0%)

Tabella 2: Dati operatori dei pazienti sottoposti a trattamento dell’ AAA

Variable
ICU admission [N (%)]
Technical Success [N (%)]
30 days Survival [N (%)]
Postoperative blood transfusion [N (%)]

Postoperative complications (Clavien-Dindo)
<30 days [N (%)]

No complications
I
11
IIla
IIb
IVa
IVb
v
Type of complication <30 days [N (%)]

Surgical

EVAR

0 (0.0%)

10 (100%)

10 (100%)

1 (10.0%)

1 (10.0%)

7 (70.0%)

0 (0.0%)

0 (0.0%)

2 (20.0%)

0 (0.0%)

0 (0.0%)

0(0.0%)

2 (20.0%)

RP

4 (33.3%)

12 (100%)

12 (100%)

4 (33.3%)

2 (16.7%)

5 (41.7%)

2(16.7%)

0 (0.0%)

1(8.3%)

2(16.7%)

0 (0.0%)

0 (0.0%)

3 (25.0%)

.044

193

302

781

p value

35



Cardiac 0 (0.0%) 1(8.3%) 350

Pulmonary 0(0.0%) 1(8.3%) 350

Gastrointestinal 0 (0.0%) 0 (0.0%)

AKIN stage [N (%)] 793

0 7 (70.0%) 9 (75.0%)

I 3 (30.0%) 3 (25.0%)

I 0(0.0%) 0 (0.0%)

11 0 (0.0%) 0 (0.0%)
Hospital LOS (days) [median (IQR 25-75)] 3 [2-4] 6.5[5-9.5]  .003
30 days Survival [N (%)] 10 (100%) 12 (100%)

EL [N (%)]

I 0 (0.0%)

II 6 (66.7%)

III 0 (0.0%)

Need for early re-do [N (%)] 0 (0.0%) 0 (0.0%)
Need for late re-do [N (%)] 0 (0.0%) 0 (0.0%)
PseudoAneurysm [N (%)] 0 (0.0%)

Tabella 3: Outcome postoperatori dei pazienti sottoposti a trattamento dell’ aneurisma dell’ AAA.

Si € avuto un successo tecnico in tutti 1 pazienti trattati. Non vi sono state differenze significative nei
due gruppi per quanto riguarda complicanze postoperatorie secondo la classificazione di Clavien
Dindo.

Per quanto riguarda i campioni di sangue, a tutti 1 pazienti ¢ stato eseguito un prelievo ematico prima
dell’intervento chirurgico e a tre mesi dallo stesso. Gli esosomi sono stati separati dal plasma e la
quantificazione ¢ stata eseguita utilizzando il protocollo descritto dal kit per il dosaggio delle proteine

BCA (Pierce BCA protein assay kit).
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Purtroppo, due pazienti hanno abbandonato lo studio ed un paziente appartenente al gruppo EVAR ¢

deceduto.

La presenza degli esosomi ¢ stata confermata dalla scansione al microscopio elettronico (SEM) . Su

questi esosomi ¢ stata eseguita l'analisi det miRNA stabiliti.

45
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Fig 1: Analisi delle dimensioni degli esosomi circolanti isolati.

Dalla Fig 1 si evince un’analisi delle dimensioni degli Esosomi circolanti isolati da sangue raccolti

nei due tempi. Come si vede la distribuzione ¢ omogenea confermando una dimensione media tra gli

80 e1120 nm.
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miRNA
hsa-let-7b-5p
hsa-let-Te-5p
hsa-let-7d-5p
hsa-let-71-5p
hsa-let-7g-5p
hsa-let-7i-5p
hsa-miR-101-3p
hsa-miR-103a-3p
hsa-miR-10a-5p
hsa-miR-125a-5p
hsa-miR-125b-5p
hsa-miR-1268a
hsa-miR-128-3p
hsa-miR-130a-3p
hsa-miR-148a-3p
hsa-miR-148b-3p
hsa-miR-151a-3p
hsa-miR-152-3p
hsa-miR-16-5p
hsa-miR-181a-5p
hsa-miR-181b-5p

hsa-miR-191-5p
hsa-miR-196b-5p
hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-23a-3p
hsa-miR-24-3p
hsa-miR-253p
hsa-miR-26a-5p
hsa-miR-296-3p
hsa-miR-29a-3p
hsa-miR-301a-3p
hsa-miR-335-5p
hsa-miR-342-3p
hia-miR-34a-5p
hsa-miR-361-5p
hsamiR-378a-3p
hsa-miR-423-3p
hsa-miR-424-5p
hsa-miR-532-5p
hsa-miR-7484-5p
hsa-miR-92a-3p
hsa-miR-93-5p
hsa-miR-9-3p
hsa-miR-9-5p
hsa-miR-9%-Sp
hsa-miR-99b-5p

M rimodellamento M infiammazione M invecchiamento M altro

rimodellamento
33%

invecchiamento
21%

infiammazione
34%

Figure 2. Funzione dei miRNA caratterizzate con miRNet software.

Gli esosomi sono stati analizzati per il loro contenuto in miRNA. I dati hanno evidenziato una

grandissima variabilita sia tra campioni dello stesso gruppo che tra campioni diversi. Si ¢ proceduto

ad effettuare una analisi raggruppandoli per macro aree di funzione evidenziando come le principali

aree in cui i miRNA vanno ad agire sono il rimodellamento (33%), I’infiammazione (34%) e i processi

di invecchiamento cellulare (21%). Non si ¢ avuta una variazione significativa dei miRNA valutati

nei campioni ematici pre e postoperatori.

Probabilmente il secondo tempo di prelievo scelto ¢ ancora troppo a ridosso dell’intervento e dunque

1 processi di rigenerazione tissutale sono ancora nel pieno della fase infiammatoria .
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DISCUSSIONE:

Il rimodellamento aortico rappresenta un processo cruciale nell'insorgenza e nella progressione degli
aneurismi dell'aorta addominale (AAA). Questo fenomeno comporta modificazioni strutturali
significative nella parete aortica, che a loro volta influenzano la composizione della matrice
extracellulare e innescano risposte inflammatorie locali. In questo contesto, i microRNA (miRNA)

emergono come regolatori fondamentali di tali processi.

La matrice extracellulare (ECM) svolge un ruolo essenziale nell'integrita strutturale e nella funzione
della parete aortica. Le molecole della matrice, come elastina e collagene, forniscono supporto
strutturale e contribuiscono alla resistenza della parete vascolare. Nel corso degli AAA, si verificano
alterazioni nella composizione della matrice extracellulare, con una diminuzione del collagene e la
perdita di elastina. Questi cambiamenti possono portare a un indebolimento della parete aortica e alla

formazione dell'aneurisma.

I microRNA (miRNA) sono una classe di molecole di RNA di piccole dimensioni, composte da circa
22 nucleotidi, che svolgono un ruolo chiave nella regolazione dell'espressione genica a livello post-
trascrizionale. La loro principale funzione ¢ legarsi a specifici mRNA, interferendo con la loro
traduzione o accelerandone il degrado. I miRNA possono influenzare una vasta gamma di processi

biologici, inclusi quelli coinvolti nelle malattie cardiovascolari come gli AAA.

Il legame tra esosomi e microRNA (miRNA) rappresenta un intricato meccanismo di comunicazione
intercellulare che riveste un ruolo fondamentale nei processi biologici e patologici. Gli esosomi sono
piccole vescicole extracellulari rilasciate dalle cellule e contengono una varieta di molecole

biologicamente attive, tra cui miRNA.

I miRNA sono molecole di RNA non codificante che regolano l'espressione genica post-

trascrizionale. Gli esosomi, veicoli di trasporto intercellulare, possono trasferire miRNA da una
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cellula all'altra, influenzando cosi la fisiologia e la patologia dell'organismo. Questo processo ¢
coinvolto in diversi aspetti della biologia cellulare, tra cui lo sviluppo, la risposta immunitaria, e la

progressione di malattie.

I1 trasferimento di miRNA tramite gli esosomi pud avvenire in modo selettivo e regolare. Le cellule
possono rilasciare esosomi contenenti specifici miRNA che, una volta assorbiti da cellule bersaglio,
influenzano la loro espressione genica. Questo meccanismo di comunicazione mediato da esosomi €
coinvolto in molteplici processi fisiologici, inclusa la regolazione dell'omeostasi cellulare e la risposta

a stimoli ambientali.

Negli ambiti patologici, I'interazione tra esosomi e miRNA gioca un ruolo rilevante. Ad esempio, nei
tumori, gli esosomi possono trasferirce miRNA che favoriscono la proliferazione cellulare,
l'angiogenesi e la metastasi. Questo fenomeno puo contribuire alla diffusione della malattia e alla sua

resistenza alle terapie convenzionali.

Negli AAA, il rimodellamento aortico € un processo complesso che coinvolge cambiamenti nella
struttura e nella composizione della parete aortica. Questo rimodellamento pud portare alla
progressiva dilatazione dell'aorta, mettendo a rischio la sua integrita strutturale e aumentando il
rischio di rottura. I miRNA sono stati identificati come modulatori critici di diversi aspetti di questo

Processo.

Ad esempio, il miR-29 ¢ stato identificato come un miRNA chiave nel controllo della sintesi del
collagene. La sua riduzione puo contribuire all'abbassamento dei livelli di collagene, facilitando cosi
il processo di degradazione della matrice extracellulare. Altri miRNA, come il miR-21 e il miR-155,
sono stati associati all'infiammazione e possono influenzare la risposta infiammatoria locale nella

parete aortica.
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L'identificazione dei miRNA coinvolti nei processi di rimodellamento aortico negli AAA fornisce
un'importante prospettiva per comprendere la patogenesi di queste patologie vascolari. L'analisi dei
profili di espressione dei miRNA potrebbe aprire nuove vie diagnostiche e terapeutiche, consentendo
la progettazione di strategie mirate per intervenire nei processi di rimodellamento e inflammazione,

con l'obiettivo di rallentare o prevenire la progressione degli AAA.

In questo studio, abbiamo eseguito una mappatura degli miRNA prima e dopo il trattamento di
aneurismi dell’aorta addominale mediante tecnica endovascolare e chirurgica open tradizionale.
Questi sono miRNA circolanti che possono essere facilmente quantificati e potrebbero essere
candidati promettenti per la prossima generazione di biomarcatori che potrebbero essere utilizzati per
l'identificazione precoce e non invasiva dei pazienti di sviluppare un aneurisma dell’aorta
addominale. Come dimostrato nei nostri modelli di arricchimento delle vie, gli miRNA testati sono
correlati alle vie dell'invecchiamento, del rimodellamento vascolare e dell'inflammazione. In
particolare, la via dell'invecchiamento ¢ principalmente influenzata dallo stress ossidativo e
dall'inflammazione, che portano le cellule alla senescenza e promuovono cosi molte malattie

cardiovascolari.

Inoltre, sono necessari ulteriori sforzi prima che gli miRNA circolanti possano essere efficacemente
misurati come biomarcatori di malattie nell'ambito clinico e nel monitoraggio post trattamento della
patologia aneurismatica aortica. Il nostro studio suggerisce che specifici miRNA potrebbero essere
considerati come biomarcatori predittivi per lo sviluppo della patologia aneurismatica aortica.
Nonostante cio, sono necessari ulteriori progressi prima che gli miRNA circolanti possano essere
efficacemente misurati come biomarcatori e molte questioni sono legate alla logistica e ai metodi di

rilevazione strumentale affidabili.

Inoltre Probabilmente il secondo tempo di prelievo post operatorio scelto € ancora troppo a ridosso

dell’intervento e dunque 1 processi di rigenerazione tissutale sono ancora nel pieno della fase
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inflammatoria. In considerazione di cid, dovremmo valutare I'espressione di specifici miRNA in un
periodo di tempo piu esteso rispetto ai tre mesi post-operatori per comprenderne appieno il significato
nella modulazione dei processi di rimodellamento tissutale. Sebbene i tre mesi possano offrire
un'istantanea informativa sulla fase inflammatoria, potrebbe essere vantaggioso estendere 1'analisi a
un periodo piu lungo, consentendo cosi di cogliere le sfumature piu sottili dei processi di
rimodellamento tissutale nel contesto delle patologie aneurismatiche aortiche. Pertanto per
individuare specifici marcatori utili alla diagnosi e al controllo evolutivo della patologia
aneurismatica sono necessari studi condotti su un numero piu elevato di pazienti e con un periodo di

valutazione piu prolungato.

CONCLUSIONI

La regolazione dei miRNA potrebbe rappresentare un'efficace strategia per prevenire lo sviluppo e la
progressione della patologia aneurismatica. Sono necessari ulteriori studi per comprendere i
meccanismi coinvolti e sviluppare strategie terapeutiche mirate che possano tradursi in benefici
clinici significativi. Pertanto dovremmo valutare 1'espressione di specifici miRNA post operatori in
un periodo di tempo piu esteso per comprenderne appieno il significato nella modulazione dei

processi di rimodellamento vascolare
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