Universita degli Studi di Ferrara

Y

s

DOTTORATO DI RICERCA IN

"Farmacologia e Oncologia Molecolare"
CICLO XXVI
COORDINATORE Prof. Antonio Cuneo

Specifici markers di infiammazione in pazienti con Scompenso

cardiaco e¢/o Broncopneumopatia cronica ostruttiva

Settore Scientifico Disciplinare B1O/14

Dottorando Tutore

Dott.ssa Mariarita Stendardo Prof.ssa Piera Boschetto

Anni 2011/2013



Specifici markers di inflammazione in pazienti con SC e BPCO

PARTE INTRODUTTIVA 7
1.0 INTRODUZIONE 8
1.1. LO SCOMPENSO CARDIACO 11
1.2. LA BRONCOPNEUMOPATIA CRONICA OSTRUTTIVA 18
1.3 COMORBIDITA 23

e Scompenso cardiaco e comorbidita 24

e BPCO e comorbidita 26
1.4 BIOMARCATORI 28

e Prodotti finali di glicazione avanzata (AGE/RAGE) 29

e Pentrassine (PCR e PTX3) 31

e Citochine (IL-1beta e SIL-1RII) 34
PARTE SPERIMENTALE 38
2.0 SCOPO DELLA TESI 39
2.1 MATERIALI E METODI 40
2.3 RISULTATI 47
2.4 DISCUSSIONE 53
3.0 CONCLUSIONI 59
4.0 BIBLIOGRAFIA 60
5.0 TABELLE E FIGURE 77
6.0 CURRICULUM VITAE 87




Specifici markers di inflammazione in pazienti con SC e BPCO

ABSTRACT
INTRODUZIONE: Lo scompenso cardiaco (SC) e Ia

broncopneumopatia cronica ostruttiva (BPCO) sono patologie molto
diffuse e spesso associate nella popolazione anziana con significativa
storia di fumo. Il basso grado d’infiammazione sistemica ¢ considerato
un possibile meccanismo patogenetico comune alle due condizioni.
SCOPO DELLO STUDIO: Abbiamo indagato se mediatori
dell’infiammazione noti (hs-CRP e IL-1p) e meno noti [forma solubile
del recettore del prodotto finale di glicazione avanzata (sRAGE), il
prodotto finale della glicazione avanzata (AGE), N-( carbossimetil)
lisina (CML), pentraxina 3 e recettore solubile dell'IL-1 (SIL - 1RID)]
fossero implicati in queste due patologie.

MATERIALI E METODI: Per la valutazione del sistema AGE/RAGE
abbiamo reclutato pazienti di eta > 50 anni e con storia di fumo > 10
pacchetti/anno, con diagnosi di BPCO (n=70) o SC (n=124).

Per la valutazione dell’espressione dei marcatori Hs-CRP, PTX3, IL-
1B, SIL-1RII sono stati, invece, reclutati 143 soggetti, di eta >65 anni,
divisi in cinque gruppi: 58 con SC, 23 con BPCO, 27 con SC+BPCO ¢
35 controlli (17 fumatori sani e 18 non fumatori sani). Da entrambe le
popolazioni in studio sono stati esclusi 1 soggetti diabetici. Tutti 1
pazienti hanno eseguito ecocardiografica di routine, dosaggio del
peptide natriuretico cerebrale (NT-proBNP), test spirometrici e prelievo
di sangue. I livelli plasmatici di SRAGE, CML, Hs-CRP, PTX3, IL- 1B e
SIL-1RII,sono stati determinati utilizzando un sandwich enzyme-linked
test immunoenzimatico (ELISA).

RISULTATI: I soggetti con SC, ma non quelli con BPCO, hanno
evidenziato livelli plasmatici di SRAGE e CML piu alti rispetto ai
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controlli [SRAGE:0,48 ( 0,37-0,83 ) vs 0,42(0,29-0,52) ng/mL, p=0.0;
CML:1,95(1,58-2,38) vs 1.68 (1,43-2,00) ng/mL, p=0,01]. NT-pro-
BNP, marcatore diagnostico e prognostico di SC, correlava
positivamente con SRAGE , ma non con CML, in tutti i pazienti.

I soggetti con BPCO, invece, mostravano un aumento dei livelli
plasmatici di Hs -CRP , IL- 1P, e sIL-1RII rispetto ai pazienti con SC e
ai controlli(p<0.05).

CONCLUSIONI: Questi dati confermano I’ipotesi di un’infiammazione
sistemica di basso grado alla base di SC ¢ BPCO. I biomarkers che
mediano il processo infiammatorio sono, pero, diversi per le due
malattie. L’inflammazione sistemica, infatti, coinvolge 1’asse
AGE/RAGE per 1 pazienti con SC, mentre per 1 soggetti BPCO sono

interessate le citochine proinfiammatorie ed 1 loro recettori.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Chronic Heart failure (CHF) and Chronic
obstructive pulmonary disease (COPD) are widespread diseases that
often relate to smoking history and age. Low-grade systemic
inflammation is considered a possible pathogenic mechanism common
to both conditions.

AIMS: To investigate whether specific inflammation mediators, both
known (hs-CRP and IL-1) and the less known [soluble form receptor
for advanced glycation end product (SRAGE), advanced glycation end
product (AGE), N-(carboxymethyl) lysine (CML), pentraxin 3 and
soluble IL-1 receptor (SIL - 1RII)] are involved in these two diseases.
MATERIALS AND METHODS: In order to evaluate the AGE/RAGE
system patients aged 50 years or older and with a > 10 packs-years, with
COPD diagnosis (n=70) or CHF (n=124) were recruited. Moreover, in
order to evaluate the expression of the putative markers Hs-CRP, PTX3,
IL- 1B, SIL-1RII, 143 patients aged 65 years or older were recruited and
divided into five groups: 58 with CHF, 23 with COPD, 27 with
CHF+COPD and 35 controls (17 healthy smokers and 18 healthy non-
smokers). Diabetic subjects were excluded from both populations. All
patients underwent routine echocardiography, brain natriuretic peptide
dosage (NT-proBNP), spirometry tests and blood sampling. sRAGE,
CML, Hs-CRP, PTX3, IL- 1B and SIL-1RII plasma levels were
determined using an enzyme-linked immunosorbent assay test (ELISA).
RESULTS: CHF subjects, but not COPD subjects, had higher sSRAGE
and CML plasma levels compared to controls [SRAGE:0,48 ( 0,37-0,83)
vs 0,42(0,29-0,52) ng/mL, p=0.0; CML:1,95(1,58-2,38) vs 1.68 (1,43-
2,00) ng/mL, p=0,01]. NT-pro-BNP, diagnostic and prognostic CHF
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marker, positively correlated to sSRAGe, but not to CML, in all patients.
Nevertheless COPD subjects showed increased Hs -CRP, IL- 1B, and
sIL-1RII plasma levels compared to CHF patients and controls(p<0.05).
CONCLUSIONS: These data support the hypothesis for a low-grade
systemic inflammation underlying both CHF and COPD. Nevertheless,
the expression of specific inflammation-related biomarkers differs in
these two conditions. In fact, systemic inflammation involves the
AGE/RAGE axis for CHF patients, whereas in COPD patients, both

proinflammatory cytokines and their receptors are involved.
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1. INTRODUZIONE

Nell’ultimo secolo le malattie croniche sono diventate il principale
problema di salute pubblica per I’intera popolazione mondiale. Esse
sono responsabili non solo di un aumento dei costi sociali sostenuti dai
vari stati, ma anche di un aumento del tasso di mortalita nei paesi a
basso e medio reddito.

Le malattie croniche di piu frequente riscontro nella popolazione
generale sono: patologie cardiovascolari, cancro, malattie respiratorie
croniche e sindrome metabolica (ipertensione, diabete, dislipidemia). Si
stima che 1 pazienti con due o piu malattie croniche rappresentino circa
il 26% della popolazione generale, mentre quasi la meta della
popolazione anziana (=65 anni) ha almeno tre o piu condizioni mediche
croniche associate.

Alla base delle principali malattie croniche ci sono fattori di rischio
comuni e modificabili, come alimentazione poco sana, consumo di
tabacco, abuso di alcol, mancanza di attivita fisica. Queste cause
possono generare quelli che vengono definiti fattori di rischio intermedi,
ovvero l’ipertensione, la glicemia elevata, 1’eccesso di colesterolo e
I’obesita. Ci sono poi fattori di rischio che non si possono modificare,
come I’eta e la predisposizione genetica. Nel loro insieme questi fattori
di rischio sono responsabili della maggior parte dei decessi per malattie
croniche in tutto il mondo e in entrambi 1 generi.

Le malattie croniche, pero, sono legate anche a determinanti

socioeconomici, culturali, politici ed ambientali: la globalizzazione,
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I’urbanizzazione, I’invecchiamento progressivo della popolazione, le

politiche ambientali, la poverta.

Cause delle malattie croniche

Alimentaziong scoretia Ipertensione Cardiopatie

Mancanza di attivita Glicemia elovata lctus
' Anomalie lipidiche nel ’ Tumeri
Disturbi respirator
CrOMICH
Diabete

Urbanizzazione
Invecchiamento della

Sovrappeso @ obesita
popolazione

Ereditarieth
|

Fonte oms (1)

Proprio il progredire dell’invecchiamento della popolazione aumenta la
prevalenza delle malattie croniche quali le patologie cardiovascolari e le
malattie respiratorie croniche. In specifico, tra le cardiopatie lo
scompenso cardiaco (SC) rappresenta una delle principali cause di
morbilita nel soggetto anziano, mentre tra 1 disturbi respiratori cronici la
broncopneumopatia cronica ostruttiva (BPCO) ¢ quella di piu frequente
riscontro. E quindi elevata la probabilita che le due patologie coesistano
in uno stesso paziente; circa il 60 % dei soggetti di eta superiore ai 65
anni, infatti, ¢ affetto da entrambe le patologie (2)

Si rende quindi necessario comprendere 1 meccanismi comuni alle due
patologie. Ad oggi si ritiene che 1 piu probabili tra questi siano:

1. predisposizioni genetiche condivise,

2. stress ossidativo
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3. inflammazione cronica di basso grado (chronic low-level
inflammation).

L’infiammazione ¢ il meccanismo piu accreditato ed un numero sempre
crescente di studi evidenzia un aumento dei livelli ematici di diverse
citochine infiammatorie [interleuchina (IL)-6, CXCLS8 (IL- 8), e IL-18],
del fattore di necrosi tumorale-alfa (TNFa) e delle proteine di fase acuta
[proteina C-reattiva (CRP), siero amiloide A (SAA) e fibrinogeno] nelle
patologie croniche.
Questi mediatori, perd, non sono specifici di alcuna singola patologia.
Il biomarcatore ideale, infatti, dovrebbe possedere caratteristiche di
elevata sensibilita e specificita per la patologia, onde consentire una
diagnosi accurata e precoce, avere un prolungato tempo di permanenza
in circolo per consentire una diagnosi tardiva e/o retrospettiva ed essere
facilmente dosabile. Nessuno dei mediatori sopraelencati soddisfa
queste condizioni per quanto riguarda la BPCO e lo SC. Ci prefiggiamo,
quindi, di identificare dei biomarcatori di BPCO e SC che permettano la
valutazione di iniziali alterazioni biochimiche, la diagnosi precoce della

malattia e D’individuazione di fenotipi di pazienti suscettibili a

trattamenti personalizzati.

10
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1.1 LO SCOMPENSO CARDIACO

Lo scompenso cardiaco (SC) ¢, nel mondo occidentale, una delle
patologie croniche a maggiore diffusione e a piu alto impatto sulla
sopravvivenza, sulla qualita di vita dei soggetti e sull'utilizzo di risorse
sanitarie (3). Esso rappresenta un grande problema di sanita pubblica e,
considerando il progressivo invecchiamento della popolazione generale,
la sua prevalenza (attualmente del 0.4-2 %) ¢ destinata ad aumentare nei
prossimi anni: si stima che il numero di persone affette da questa
patologia raddoppiera entro il 2030 (4).

In TItalia (dati ISTAT) I’1-2% della popolazione ¢ affetta da SC
(asintomatico e conclamato), piu dei 2/3 di questi sono soggetti in eta
avanzata.

Lo SC ¢ causa, inoltre, di oltre 200 mila ricoveri per riacutizzazioni
I’anno e di un’alta percentuale di mortalita: 1/3 dei pazienti muore dopo
un anno dal ricovero ed uno su due a meno di 5 anni dal ricovero.

Lo SC viene definito
Sangue pompato

come un'anomalia Cuore normale Scompenso cardiaco a volume
' rnidotto
strutturale 0 ' 4 N T
funzionale per cui il i“ﬁ ' 1
[ My 1'%
cuore non ¢ in grado {21 Vs \
e y q‘{' : !
di pompare sangue in R )
i . "
quantité sufficiente a Ventricolo sinistro 1 Ventricolo sinistro

danneggiato
e aumentato di volume

soddisfare le
richieste metaboliche dei tessuti periferici. L’incapacita dell’organo

cardiaco a soddisfare i fabbisogni tissutali pud essere dovuta ad un suo

11
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riempimento inefficace e insufficiente e/o ad una sua anomala
contrazione e svuotamento (5).

Clinicamente viene definito come una sindrome in cui i pazienti hanno
sintomi tipici (dispnea, gonfiore alle caviglie ed edemi diffusi, astenia
ed affaticamento) e segni (aumento della pressione venosa giugulare,
rantoli polmonari, ecc.) dovuti ad un’anomala struttura o funzione
cardiaca.

Il valore utilizzato per misurare l'efficacia di pompa del cuore ¢
chiamato frazione di eiezione (FE). La frazione di eiezione del cuore ¢ il
rapporto tra il volume sistolico ed il volume telediastolico. Esso puo
essere considerato come la frazione o porzione di sangue che il cuore
pompa dal ventricolo sinistro a ogni battito cardiaco. Nei soggetti con
un cuore normale e sano la frazione di eiezione ¢ pari circa al 67% .
Questo significa che il 67 % del sangue che riempie il ventricolo sinistro
viene pompato nel corpo ad ogni contrazione (6).

Nei pazienti affetti da scompenso cardiaco tale valore ¢ al di sotto del
50% (6). Esistono pertanto diverse definizioni di SC che tuttavia
tendono ad evidenziare aspetti specifici di questa sindrome.

Attualmente , il termine scompenso cardiaco acuto (SCA) ¢ spesso
utilizzato per indicare uno scompenso di nuovo riscontro manifestatosi
acutamente, o un episodio di aggravamento acuto del quadro clinico nel
contesto di uno scompenso cardiaco cronico, in occasione di fattori
precipitanti (scarsa aderenza alla terapia, aritmie, infezioni, anemia,
eccessi fisici, dietetici, ambientali ed emotivi, incremento dei valori
pressori, infarto miocardico, embolia polmonare, miocardite,
endocardite, tireotossicosi o gravidanza), che impongono uno sforzo

aggiuntivo su di un miocardio gia cronicamente sovraccaricato.

12
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Lo scompenso cardiaco cronico (SCC) ¢ invece la condizione che

\

meglio rappresenta la storia naturale della malattia. Infatti, lo SCC ¢
un’affezione tendenzialmente progressiva, la cui storia naturale ¢
caratterizzata da un lento declino della funzionalita cardiaca e la cui
prognosi peggiora nettamente ad ogni episodio di riacutizzazione (v.

figura 1).

Figura 1 Storia naturale dello scompenso cardiaco (7)

Cuore Scompenso
normale cardiaco cronico
5 milioni in USA
Danno 10 millioni in Europa
miocardico
iniziale

Scompenso acuto:
edema polmonare
RICOVERO

[
Q
8
©
e
[
o
©
=
©
=
>

Successivi episodi acuti:
Terapie d’emergenza
uTIC

FASE INIZIALE SCOMPENSO
TERRMINALE

La disfunzione ventricolare alla base dell’insorgenza dello SC ¢
principalmente determinata da numerose patologie cardiache, quali ad
esempio le cardiopatie ischemiche ed ipertensive, le anomalie della
funzione diastolica ventricolare, le alterazioni della funzione delle

valvole cardiache, le alterazioni del ritmo e della conduzione cardiaca .

13
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La diagnosi di SC puo essere difficile, specialmente nelle fasi iniziali,
molti dei sintomi non sono specifici e quelli piu specifici (ad esempio
ortopnea e dispnea parossistica notturna) sono meno comuni, soprattutto
nei pazienti con sintomatologia lieve. La definizione diagnostica dello
scompenso cardiaco si basa sulla coesistenza di tre condizioni : presenza
di sintomi tipici di SC (dispnea, gonfiore alle caviglie ed edemi diffusi,
astenia ed affaticamento), presenza di segni tipi di SC (aumento della
pressione venosa giugulare, rantoli polmonari) e ridotta FE.

A livello clinico-diagnostico rivestono grande importanza alcuni
biomarcatori utilizzati come indici delle alterazioni fisiopatologiche
tipiche della sindrome: i peptidi natriuretici (PN).

Nel paziente con SCC 1 PN, peptide natriuretico cerebrale (BNP),
frammento amino-terminale del BNP(Nt-proBNP) e fattore natriuretico
atriale (ANP), forniscono preziose informazioni, oltre che per la
diagnosi di riacutizzazione, anche per la valutazione di gravita dello
scompenso (8). Essi vengono anche utilizzati come indicatori
prognostici, di stabilita e guida al trattamento durante il follow-up. I loro
valori sono fortemente predittivi sia di mortalita intraospedaliera che di
decesso e riospedalizzazione a distanza. Altri biomarcatori di stress
cardiomiocitario non ancora entrati nell’impiego clinico corrente, sono
I’adrenomedullina (peptide di 52 aminoacidi sintetizzato in vari organi
tra cui cuore, surrene, polmoni e reni, potente vasodilatatore, con effetti
inotropi e natriuretici; 1 suoi livelli correlano con presenza e gravita
dello SC) e I’'ST2 (membro della famiglia di recettori per
I’interleuchina-1 che ha come ligando endogeno I’interleuchina-33,
rilasciata a seguito dello stress miocitario e 1 cui livelli correlano con

severita clinica e prognosi) (8).

14
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Questi sono alcuni dei biomarcatori utilizzati per la gestione dei pazienti
affetti da SC, poco invece si conosce sull'inflammazione nello SCC.

Il ruolo dell’infiammazione nei meccanismi fisiopatologici alla base
dello scompenso cardiaco ¢ tutt’oggi molto discusso.

Alcune evidenze in letteratura dimostrano che il danno ai cardiomiociti
porta ad un’eccessiva produzione di citochine e di mediatori
dell’infiammazione la cui produzione compromette ulteriormente la
funzione miocardica. (nex biom 5). Diversi studi riportano, inoltre, che
nello SC 1 livelli plasmatici di TNF- a, IL-1B e IL-6 aumentano
all’aumentare della gravita della patologia definita dalla classificazione
funzionale New York Heart Association (NYHA) (9). 11 processo
inflammatorio, quindi, ¢ verosimile possa concorrere alla patogenesi
dello SC insieme a cambiamenti emodinamici € ormonali.

La riduzione della gittata cardiaca, infatti, determina una serie di
reazioni neurormonali finalizzate al compenso emodinamico, la cui
prima conseguenza ¢ l’attivazione del sistema nervoso simpatico, con
aumento sia della frequenza che della contrattilita cardiaca. La
successiva riduzione della perfusione renale porta, inoltre,
all’attivazione del sistema renina-angiotensina-aldosterone, con
vasocostrizione ed aumento della ritenzione di sodio ed acqua. Tali
meccanismi adattativi hanno pero, nel lungo periodo, effetti negativi con
peggioramento dell’ipoperfusione periferica ed aumento del lavoro
cardiaco. Per tale motivo [’organismo attiva processi di tipo
controregolatore. Uno dei piu importanti ¢ rappresentato dai peptidi
natriuretrici, secreti dalle cellule degli atri e dei ventricoli (BNP ed

ANP) ed aventi prevalentemente effetto vasodilatatorio e natriuretrico.

15
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L’aumento nel plasma di tali molecole, piu nello specifico del BNP,
sembra inoltre essere correlato allo stato infiammatorio sistemico (10).

Alla luce di quanto esposto sinora sarebbe quindi utile considerare
anche markers dello stato infiammatorio, ottimi candidati sia come
futuri bersagli terapeutici per lo sviluppo di nuovi farmaci, sia come

eventuali biomarcatori di stato di malattia.

16
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1.2 LA BRONCOPNEUMOPATIA CRONICA
OSTRUTTIVA (BPCO)

La Broncopneumopatia Cronica Ostruttiva (BPCO) ¢ la quarta causa di
morte a livello mondiale dopo malattie cardio-vascolari, cerebro-
vascolari ed infezioni respiratorie (11). La BPCO ¢ una malattia
prevenibile e trattabile caratterizzata da una persistente limitazione al
flusso aerco, che ¢ solitamente evolutiva e associata ad una aumentata

risposta infiammatoria

cronica delle vie aeree e del
polmone a particelle nocive o
gas. Le riacutizzazioni ¢ la
presenza di  comorbidita
contribuiscono alla gravita

complessiva di questi

pazienti (12).

COPD
La BPCO ¢ una delle principali cause di morbidita e mortalita nel

mondo e comporta un costo economico e sociale consistente e crescente.
La prevalenza, la morbilita e la mortalita della BPCO variano tra 1
diversi Paesi e tra diversi gruppi di popolazione nell’ambito di una
stessa nazione. Essa ¢ il risultato di una esposizione persistente ai fattori
di rischio nel corso del tempo e, anche se spesso la sua prevalenza ¢
direttamente correlata alla prevalenza dell’abitudine tabagica, oggi in
molti Paesi I’inquinamento ambientale, professionale e quello degli
ambienti interni (dovuto alla combustione di legna o altri
biocombustibili) stanno rivestendo un ruolo importante come fattori di

rischio prevalenti di malattia. Nei prossimi decenni ¢ previsto un

17
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aumento della prevalenza e dell’impatto della BPCO dovuto alla
persistente esposizione ai fattori di rischio e al progressivo
invecchiamento della popolazione mondiale, con presenza di persone
che vivono piu a lungo e quindi manifestano gli effetti a lungo termine
dell’esposizione ai fattori di rischio della malattia. Nella popolazione
generale si stima una prevalenza di circa il 5% nell’adulto, mentre
nell’anziano si possono raggiungere tassi di prevalenza di circa il 20%.
La morbilita per BPCO ¢ maggiore negli uomini che nelle donne ed
aumenta rapidamente con 1'etd. Questa differenza tra i sessi ¢ legata alla
maggior prevalenza di fumo di sigaretta nel sesso maschile e alla
diversa esposizione professionale ad agenti nocivi. Dati recenti
evidenziano, pero, un aumento dell'abitudine al fumo di sigaretta tra le
donne e ci0 potrebbe influenzare 1 futuri quadri di morbilita per BPCO.
Le donne potrebbero, infatti, essere piu sensibili allo sviluppo di BPCO
quando esposte ai fattori di rischio (tabacco).

La BPCO porta ad una sostanziale invalidita, alla perdita di produttivita
e ad una peggiore qualita della vita che aumentano con il progredire
della malattia. Il suo impatto socio-economico ¢ molto importante. Le
riacutizzazioni e l'insufficienza respiratoria possono rendere necessario
sia il ricovero in ospedale che terapie complesse e costose.

L’ostruzione cronica bronchiale caratteristica della BPCO ¢ causata in
parte dalle alterazioni a carico delle piccole vie aeree (bronchite
ostruttiva) e in parte dalla distruzione parenchimale (enfisema); il
contributo di ciascuna di queste due componenti varia da un individuo

all’altro (Figura 1.1).
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FIGURA 1.1 Meccanismi responsabili della ostruzione bronchiale nella BPCO

Malattia delle piccole vie aeree Distruzione parenchimale
Inflammazione delle vie aeree Perdita degli attacchi alveolari
Fibrosi delle vie aeree; tappi di muco intraluminali Riduzione del ritorno elastico

Aumentata resistenza delle vie aeree /

Limitazione al Flusso Aereo

L’infiammazione cronica causa dei cambiamenti strutturali e il
restringimento delle piccole vie aeree. La distruzione del parenchima
polmonare, determinata anche dai processi infiammatori, porta alla
perdita degli attacchi alveolari alle piccole vie aeree e alla riduzione
della forza di retrazione elastica polmonare; queste alterazioni riducono
la capacita delle vie aeree a mantenersi pervie durante la fase
espiratoria.

Definizioni precedenti di BPCO hanno enfatizzato 1 termini “enfisema”
e “bronchite cronica”, che oggi non rientrano piu nella definizione
utilizzata. Enfisema o distruzione delle superfici di scambio dei gas del
polmone (alveoli) ¢ un termine anatomopatologico spesso utilizzato
(impropriamente) in ambito clinico, che esprime solo una delle diverse
alterazioni morfologiche della BPCO. La definizione di bronchite
cronica (presenza di tosse ed espettorazione per almeno tre mesi I’anno
per due anni consecutivi) rimane utile in ambito clinico ed
epidemiologico, tuttavia, ¢ importante riconoscere che la tosse cronica e
la produzione di espettorato rappresentano un’entita nosologica
indipendente che puo precedere o seguire lo sviluppo della limitazione

del flusso aereo e puod essere associata con la comparsa e/o la
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progressione di una persistente ostruzione bronchiale. La bronchite
cronica pud manifestarsi anche in soggetti con spirometria normale.
Sebbene il fumo sia il fattore di rischio meglio studiato della BPCO, non
¢ I’unico fattore; vari studi indicano in maniera evidente che anche 1 non
fumatori possono sviluppare un’ostruzione cronica delle vie aeree (11).
La comprensione attuale dei fattori di rischio e le interazioni fra di essi
nella BPCO ¢ per molti aspetti ancora incompleta e richiede ulteriori
ricerche. Tuttavia, ad oggi possiamo affermare che la BPCO derivi da
un’interazione gene-ambiente. Tra le persone con la medesima storia di
fumo, infatti, non tutti svilupperanno la BPCO a causa delle differenze
di predisposizione genetica verso la malattia o della durata di vita.
L’invecchiamento ¢ di per s€¢ un fattore di rischio per la BPCO e
I’invecchiamento delle vie aeree e del polmone determina alcune
modificazioni strutturali simili a quelle associate alla BPCO.

Recenti evidenze hanno illustrato molto chiaramente che la BPCO non ¢
solo una malattia inflammatoria cronica delle vie aeree e dei polmoni,
ma ¢ una malattia sistemica in grado di compromettere anche il sistema
immunitario, sia umorale che cellulare, con la presenza di stress
ossidativo sistemico (13). Tali compromissioni sistemiche sono in grado
di determinare alterazioni delle funzioni vasomotorie ed endoteliali. Gli
effetti sistemici dell’abitudine tabagica nell’indurre la BPCO sono
quindi implicati anche nel determinismo di patologie cardiovascolari e
metaboliche.

E’ ormai noto che nella BPCO ¢ presente un’importante infiammazione
sistemica associata a quella polmonare: ad esempio nel sangue
periferico dei fumatori con BPCO si riscontra un aumento dei leucociti,

della proteina C reattiva (PCR) (14-15). Si pensa che I’'infiammazione
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sistemica possa rappresentare 1’anello di congiunzione tra la flogosi
polmonare e numerose comorbidita della BPCO.

L’infiammazione sistemica, inoltre, rappresenta il meccanismo comune
grazie al quale fattori di rischio come il fumo di sigaretta,
I’iperlipidemia, 1’obesita e [D’ipertensione arteriosa aumentano la
probabilita d’insorgenza di malattie inflammatorie croniche (16-17) e
I’utilizzo della proteina C reattiva ¢ stato proposto come marker umorale
di tutti 1 disordini infiammatori cronici (18).

La relazione tra la patologia polmonare e I’inflammazione sistemica ¢
invece sostenuta dal fatto che la flogosi polmonare e quella sistemica si
sviluppano di pari passo. Uno studio recente, infatti, ha dimostrato che i
soggetti affetti da BPCO presentano aumentati livelli di citochine
appartenenti alla risposta infiammatoria di tipo Thl, sia a livello
polmonare (nel liquido di lavaggio bronco-alveolare e nel brushing
bronchiale), che nel sangue periferico, mentre 1 soggetti fumatori di
controllo manifestano una risposta infiammatoria di tipo Thl solo a
livello locale polmonare (19). Tuttavia 1’esatta relazione temporale tra i
due fenomeni non ¢ stata ancora determinata.

Nel paziente con BPCO ¢ anche presente uno stress ossidativo
sistemico: pazienti con riacutizzazione di BPCO mostrano un’aumentata
produzione di anione superossido da parte dei neutrofili circolanti nel
sangue periferico rispetto a pazienti con BPCO stabilizzata (20). Inoltre
sempre nel plasma di soggetti fumatori e BPCO riacutizzati si ritrovano
livelli maggiori dei prodotti della perossidazione lipidica rispetto ai

soggetti di controllo non fumatori (21).
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Per stress ossidativo si intende un’aumentata esposizione ad ossidanti
e/o diminuita capacita antiossidante con esito in squilibrio tra ossidanti
ed antiossidanti.

Gli ossidanti possono avere origine esogena o endogena. Tra 1 fattori
esogeni abbiamo come potente ossidante il fumo di sigaretta.
Considerevoli evidenze sono state finora riportate in letteratura riguardo
all’aumentato carico di stress ossidativo in fumatori, specie se
sviluppanti BPCO, basate sull’aumento dei markers biologici di stress
ossidativo negli spazi aerei, nel respiro, nel sangue e nelle urine di
fumatori.

Per quanto riguarda invece gli ossidanti di origine endogena, un aspetto
comune dell’inflammazione polmonare nelle broncopneumopatie in
genere ¢ lo sviluppo di una risposta infiammatorio-immunitaria da
attivazione delle cellule epiteliali e dei macrofagi residenti, nonche delle
cellule reclutate (neutrofili, linfociti, eosinofili). Una volta reclutate, le
cellule possono essere attivate e generare metaboliti reattivi dell’O2

in risposta a vari stimoli, incluse le citochine.

In conclusione flogosi e stress ossidativo a livello sia polmonare che
sistemico sono due importanti meccanismi che giustificano le numerose
comorbidita della BPCO e impongono una valutazione clinica globale

del paziente.
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1.3 LE COMORBIDITA’

Il concetto di comorbidita nasce, nell’ambito della medicina generale,
nel 1970 ad opera di Feisten e coll ed indica in questo contesto “ogni
entita clinica che coesiste con la patologia principale, definita malattia
indice, o pud comparire durante il suo decorso clinico” (22).

Altre definizioni si sono succedute nel tempo e nel 1990 Klerman defini
la comorbidita in senso stretto come la coesistenza di due o piu
patologie, di cui una rappresenti la patologia indice (23). Recentemente
¢ stato introdotto il concetto di multimorbidita, definito come la
concomitante presenza, nello stesso paziente, di due o piu condizioni
cliniche in assenza di una malattia principale .

Sebbene 1 due termini, comorbiditd e multimorbidita, possano sembrare
simili, vi sono in realta delle differenze. Nel concetto di comorbidita lo
stato di salute del soggetto ¢ prevalentemente influenzato dalla patologia
indice, mentre in quello di multimorbidita tutte le malattie coesistenti
influenzano in maniera indipendente e variabile la condizione clinica del
paziente.

Comorbidita e multimorbidita frequentemente interessano soggetti in eta
avanzata (piu di 65 anni) che risultano essere affetti da piu patologie
contemporaneamente, molto spesso legate all’invecchiamentol.

E stato dimostrato, infatti, che la maggioranza delle persone tra 65 e 79
anni presenta da 4 a 9 malattie concomitanti, mentre in soggetti con piu
di 80 anni il numero delle patologie ¢ tra 4 e 5(24).

L’aumento dell’eta media della popolazione e quindi del numero di
pazienti affetti da piu patologie, mette in evidenza la necessita di

approntare nuove misure per la gestione di questi soggetti che spesso
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diviene problematica. La presenza di comorbidita ¢ infatti legata, nel
paziente anziano, ad una maggiore durata dell’ospedalizzazione (25) per
la patologia indice, alla comparsa di complicanze ospedialiere (26) ed
alla scarsa qualita di vita. La comorbidita incrementa il rischio di
mortalita e di disabilita ben oltre a quello osservabile in una singola
malattia specifica (27,28).

La presenza di comorbidita ¢ inoltre da considerarsi importante per altri
motivi:

. patologie associate possono influenzare la scelta della corretta
terapia farmacologica (potrebbe non essere possibile utilizzare degli
inibitori del sistema renina-angiotensina in pazienti con disfunzione
renale).

. alcuni farmaci, utilizzati per il trattamento delle patologie
associate, possono causare un peggioramento della patologia indice.

. alcuni farmaci, usati per le comorbidita, possono interagire tra
loro.

Oggi le varie societa scientifiche, come molte altre Organizzazioni in
tutto il mondo, hanno riconosciuto la necessita di utilizzare mezzi piu
rigorosi per garantire una migliore informazione sulle cure disponibili
per la Malattia presa in esame. In particolare, il problema delle
comorbidita si sta imponendo e sta diventando una delle priorita nello

sviluppo di Linee Guida per una buona pratica clinica.

e Scompenso Cardiaco e comorbidita

Il problema delle comorbidita ¢ particolarmente rilevante nei pazienti

con SC. Si pensi che solamente 1’11.9% dei pazienti ricoverati in
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Medicina Interna ha una diagnosi isolata di SC, mentre 1’89% presenta
associazioni con altre malattie. La pluripatologia degli anziani affetti da
SC ¢ confermata dai dati del National Heart Failure Project: circa un
terzo dei pazienti ¢ affetto da BPCO, il 31% da diabete, il 33% da
fibrillazione atriale, il 18% ha avuto un pregresso ictus; piu della meta
dei pazienti presenta una malattia coronarica e ipertensione arteriosa.
(28).

La presenza di patologie concomitanti influenza negativamente il
quadro clinico dei pazienti con SC e molto spesso anche la prognosi
della malattia. Normalmente, in questa popolazione, si considerano
quasi esclusivamente le altre patologie cardiovascolari, ma non si
ricercano altre malattie non cardiovascolari concomitanti, come ad
esempio BPCO e depressione.

La prevalenza della BPCO in pazienti affetti da SC varia a seconda della
popolazione studiata e dei criteri diagnostici applicati (30). In Nord
America la prevalenza di quest’ultima ¢ compresa tra ’11% ed il 52%,
mentre in Europa tra il 9% il 41%. La frequenza ¢ piu alta nei maschi
rispetto alle femmine e maggiore nelle zone urbane rispetto alle rurali.
Sebbene non vi sia una relazione lineare con I’eta, la prevalenza di
BPCO aumenta intorno ai 75 anni e declina negli anni successivi. In
recente studio la prevalenza di BPCO in pazienti affetti da SC con eta
superiore ai 65 anni ¢ stata del 30% (31). La relazione tra le due
patologie ¢ tuttora oggetto di studio, tuttavia alcuni autori chiamano in
causa l’inflammazione sistemica di basso grado come meccanismo
patogenetico alla base di entrambe queste condizioni patologiche (30).
La gestione delle comorbidita ¢ una componente chiave nella cura dei

pazienti con SC, tuttavia nelle linee guida dello scompenso cardiaco non
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sono presenti indicazioni sul corretto inquadramento diagnostico delle
sue patologie concomitanti.
Allo stesso modo, anche dal punto di vista terapeutico, ancora non sono

state definite terapie ottimizzate che tengano conto delle comorbidita.

e BPCO e comorbidita

La sopravvivenza e la qualita della vita dei pazienti affetti da BPCO
sono certamente limitate dall’evoluzione e dalle caratteristiche della
malattia stessa, ma possono essere nettamente peggiorate dalle
comorbilita associate.

Sono numerosi gli studi che riportano la prevalenza delle malattie
comorbide nella BPCO (32), specialmente in eta geriatrica (33). Un
recente lavoro europeo, basato su dati della medicina di base, ha
mostrato che il 60% dei pazienti con BPCO aveva una o piu malattie
croniche tra loro coesistenti (34) e che I’eta piu avanzata e lo stato
socio-economico piu basso si associavano ad una maggior comorbilita.
Per quanto riguarda la ricerca italiana, invece, lo studio Sa.R.A. (Salute
Respiratoria nell’Anziano) ha indicato che le patologie piu
comunemente associate alla BPCO, in un campione di
ultrasessantacinquenni, erano: I’ipertensione (23%), 1’artrosi (21%), la
cardiopatia ischemica (19%), il diabete mellito (11%) e lo scompenso
cardiaco (11%) (35). Il confronto dei dati di prevalenza nei soggetti
anziani italiani con quelli di altri paesi ¢ reso difficile in quanto la
maggior parte degli studi internazionali non sono stati condotti

specificamente nella popolazione geriatrica.
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Prendendo in esame una popolazione di pazienti BPCO di ogni eta, si ¢
evidenziata una maggiore prevalenza di coronaropatie, scompenso
cardiaco, neoplasie, problemi neurologici e gastroenterici rispetto a
controlli arruolati casualmente nella popolazione generale. I pazienti
con BPCO, inoltre, erano affetti da una media di 3.7 patologie contro
1.8 dei controlli e utilizzavano circa il doppio delle risorse sanitarie
(36).

La quantificazione della comorbilita, in soggetti BPCO di recente
insorgenza, ha inoltre rivelato che angina, cataratta, osteoporosi,
fratture, polmoniti e altre infezioni respiratorie avevano un’incidenza
>1% ad un anno dalla diagnosi della patologia indice (I’incidenza piu
elevata era rappresentata dall’angina con un 4%) (37). Infine, in pazienti
ricoverati per BPCO riacutizzata, le comorbilita piu frequentemente
riscontrate erano I’ipertensione (28%), il diabete mellito (14%) e la
cardiopatia ischemica (10%) (38).

Il paziente con BPCO ¢ inoltre particolarmente esposto al rischio di
patologia iatrogena, per lo piu legata alla terapia steroidea, alla
riduzione dell’attivita fisica, agli effetti negativi dell’insufficienza
respiratoria sulle funzioni cognitive e sullo stato affettivo e nutrizionale,
nonché alle ripercussioni extra-respiratorie del fumo di sigaretta.

Nei BPCO, il problema della coesistenza di piu patologie ¢ una
questione particolarmente rilevante. Lo studio di nuovi biomarkers
specifici potrebbe fornire utili strumenti finalizzati sia ad una corretta
valutazione dello stato generale di gravita e della gestione terapeutica di

questi soggetti.
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1.4 BIOMARCATORI

Un “biomarcatore” ¢ un indicatore di un particolare stato biologico e puo
assumere svariati significati a seconda dell’ambito disciplinare di
applicazione. In medicina, 1 biomarcatori possono essere costituiti da
molecole che esprimono uno stato patologico in atto, come ad esempio
anticorpi o specifici antigeni. In biologia cellulare, il biomarcatore ¢ una
molecola che permette di individuare ed isolare un particolare tipo di
cellula, mentre in genetica (marcatore genetico) ¢ un frammento della
sequenza di DNA che ¢ causa di malattia o di una certa predisposizione
patologica. In epidemiologia e tossicologia, infine, un biomarcatore puod
essere utilizzato per valutare l'esposizione a tossici ambientali ed in questo
caso, puo essere rappresentato dalla stessa sostanza presente nell’ambiente
o da un suo metabolita.

In generale, 1 biomarcatori costituiscono un utile strumento a disposizione
del medico per migliorare la gestione clinica del paziente, dal processo
diagnostico al management terapeutico.

Tuttavia, per trovare applicazione in ambito clinico, € necessario che il
biomarcatore abbia:

1. Rilevanza clinica, ovvero deve essere chiara espressione di eventi

patofisiologici associati causalmente a endpoints clinici

2. Sensibilita e specificita elevate

3. Affidabilita e ripetibilita, ovvero deve essere misurato in modo

riproducibile e preciso.

4. Semplicita di campionamento e misurazione, ovvero le metodiche

impiegate per il suo dosaggio devono essere facilmente eseguibili e piu

economiche possibile.
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Ad oggi sono ancora pochi 1 biomarcatori validati e di ausilio sia nella
diagnostica precoce che nel management delle patologie croniche. Tuttavia,
1 progressi continui nelle tecniche di estrazione ed analisi, cosi come la
migliore comprensione della pato-biologia di molte malattie croniche,
hanno portato all’attenzione della comunita scientifica un congruo numero
di biomarcatori. Questa rapida proliferazione non ha perd contribuito a

chiarirne il valore clinico.

e Prodotti finali di glicazione avanzata

I prodotti finali di glicazione avanzata (advanced glycation end-product:
AGE) sono un eterogeneo gruppo di molecole formatesi da reazioni
chimiche successive ad una reazione di glicazione iniziale. La loro
formazione deriva, infatti, dalla reazione di glicazione proteica, scoperta
per la prima volta nel 1912 dal chimico francese Louis Camille Maillard. Si
tratta per lo piu di una reazione non enzimatica dei gruppi amminici liberi
delle proteine, dei lipidi e degli acidi nucleici che riduce zuccheri e aldeidi
reattive (39,40). Sebbene la reazione "Maillard" sia stata inizialmente
studiata in chimica alimentare (41), ci si rese conto che lo stesso processo si
verificava lentamente anche nei sistemi biologici in vivo, contribuendo ad
alcune delle modificazioni tissutali che avvengono durante
l'invecchiamento e in varie patologie. Attualmente, si sa che gli AGE
svolgono un ruolo fondamentale nello sviluppo di malattie croniche legate
all'eta come il diabete, I'insufficienza renale e le malattie cardiovascolari. Il
loro livello nei tessuti longevi (in studio anche nel sangue) ¢ utilizzato
come marker glico-metabolico e di stress ossidativo ed ¢ un valido

predittore di morbilita, mortalitd e complicanze di patologie croniche. Nei
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sistemi biologici, il processo di formazione degli AGE inizia in condizioni
di stress iperglicemico e/o ossidazione. I radicali liberi e le reazioni
ossidative sono in grado, come dimostrato in vitro e poi in vivo, di indurre
la formazione di AGEs in presenza di glucosio. In particolare, si formano
dapprima proteine tissutali glicate reversibilmente, definite basi di Shiff e
prodotti di Amadori 1 quali, in caso di stress ossidativo prolungato,
subiscono ulteriori riarrangiamenti che inducono reazioni di glicazione
irreversibile, portando alla formazione degli AGEs. Ad ora ne sono stati
identificati molti, tra cui I’emoglobina glicosilata, il parametro gold-
standard per ottimizzare la terapia e la gestione del paziente diabetico. Tra
gli AGEs dosabili in circolo abbiamo anche la Ne-(carbossimetil) lisina
(CML), formata sia da glicossidazione di proteine che perossidazione
lipidica. Un suo accumulo ¢ stato dimostrato nel tessuto vascolare e nelle
lesioni aterosclerotiche di modelli animali e umani.

Questa varieta di AGE agisce come legante specifico per un recettore di
membrana, 1l recettore per prodotti finali di glicazione avanzata (RAGE),
che ¢ stato isolato e caratterizzato. | RAGE sono localizzati sulle membrane
cellulari, tuttavia essi possono anche essere secreti nel circolo locale e
sistemico, prendendo il nome di SRAGE (recettore AGE solubile).
L’interazione tra CML e RAGE si traduce in una maggiore trascrizione e
produzione di vari mediatori pro-infiammatori attraverso 1’attivazione del
fattore nucleare (NF)-KB in cellule endoteliali, cellule muscolari lisce
vascolari e fagociti mononucleari, sia in vitro che in vivo (42). Fra 1 geni
proinfiammatori RAGE-dipendente abbiamo: la molecola di adesione
intercellulare-1 (ICAM-1), la proteina di adesione cellulare vascolare-1
(VCAM-1), il fattore di necrosi tumorale alfa (TNF-a), I’interleuchina-
1(IL-1), I’interleuchina-6 (IL-6) e la ciclo-ossigenasi-2 (COX-2 ). Le
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proteine codificate da questi geni supportano gli effetti pato-biologici
mediati dall’interazione AGE-RAGE attraverso la modulazione di processi
infiammatori e di stress ossidativo. Gli sSRAGE, invece, si pensa abbiano
una funzione di modulazione della risposta locale e sistemica agli AGE,
legando questi ultimi ed inattivandoli in circolo. Essi possono essere
considerati dei decoy receptors, ovvero recettori capaci di riconoscere il
ligando con alta sensibilita e specificita, ma incapaci di trasdurre il segnale
generato dal legame con quest’ultimo (43).

Valori aumentati di AGE sono stati individuati nei pazienti con scompenso
cardiaco (44). In questi soggetti , sia la CML che la pentosidina sono stati
indicati come predittori di ospedalizzazioni e mortalita, al contrario di
sRAGE (45).

Anche in campo pneumologico si ¢ ipotizzato che il sistema RAGE-AGE
possa essere coinvolto nella patogenesi della BPCO (46). Alcuni lavori
hanno riportato che 1 valori circolanti di SRAGE sono stati trovati piu bassi
nei pazienti con BPCO ed inoltre ¢ stata trovata una forte correlazione con

il grado di limitazione al flusso aereo (47).

e Pentrassine

Le pentrassine sono una superfamiglia di proteine di fase acuta
caratterizzata da una struttura ciclica multimerica e costituite da cinque
subunita identiche. Sulla base della struttura primaria della subunita, le

pentrassine sono divise in due gruppi:

Pentrassine brevi: Proteina C-reattiva (PCR) e siero amiloide P-

componente (SAP)
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Pentrassine lunghe: pentraxina 3 (PTX3).

La loro funzione principale ¢ di riconoscere una grande varieta di agenti
patogeni e quindi eliminarli o neutralizzarne gli effetti nocivi. Le
pentrassine legano cellule apoptotiche e detriti cellulari e sono state a lungo

associate con una risposta al danno tissutale (48).

Proteina C reattiva (PCR)

La PCR ¢ prodotta principalmente nel fegato dagli epatociti in risposta a
mediatori pro-infiammatori (maggiormente I[L-6), tuttavia, la sintesi e la
secrezione di PCR si verifica anche nei tessuti infiammati (49,50) La
concentrazione di PCR, un pentamero di 120 kDa, nell’'uomo aumenta
significativamente in circolo in seguito a segnali di fase acuta; ovvero in
seguito a quella vasta e complessa serie di risposte fisiologiche
aspecifiche, che iniziano immediatamente dopo che ’organismo ¢ stato

colpito da un trauma, un’infezione o qualunque causa che produca danno.
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La loro sintesi epatica inizia immediatamente dopo lo stimolo e dopo circa
6 ore si registrano i primi aumenti, fino ad arrivare al picco nelle 48 ore
successive.

La PCR si lega alle lipoproteine a bassa densita modificate, ai polisaccaridi
batterici, alle cellule apoptotiche e ai materiali nucleari. In virtu di queste
funzioni di riconoscimento 1 suoi livelli sono aumentati in numerose
malattie cardiovascolari, infettive, autoimmuni. Nella pratica clinica la
PCR ¢ considerata il piu importante indicatore di inflammazione a scopo
diagnostico. E il marcatore piu utilizzato per casi di infiammazione in
quanto ¢ molto piu sensibile in confronto ad altri parametri classici come ad

esempio la formula leucocitaria.

Petrassina 3 (PTX3)

La Pentraxina 3 (PTX3) appartiene alla famiglia delle pentrassina lunghe
con peso molecolare pari a 40.165 Da ed ¢ costituita da 381 amminoacidi
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complemento, facilitando il riconoscimento dei patogeni da parte dei
fagociti (52, 53). PTX3 si comporta come una proteina di risposta di fase
acuta, in quanto 1 suoi livelli ematici, normalmente bassi (<2 ng / mL
nell'uvomo), tendono ad aumentare rapidamente (picco a 6-8 ore dopo
l'induzione) e drammaticamente (200-800 ng / mL) durante lo shock
endotossico, la sepsi e altre condizioni infiammatorie e infettive. In questo
contesto, PTX3 ¢ un rapido marcatore di attivazione locale di immunita
innata e di infiammazione. Recentemente sono state sviluppate delle
metodiche ELISA per il suo dosaggio nel plasma umano ma si sta

lavorando per poterla determinare a livello tissutale (54, 55, 56, 57)

CITOCHINE

Le citochine sono mediatori polipeptidici, non antigene-specifici, che
fungono da segnali di comunicazione fra le cellule del sistema immunitario
e fra queste e diversi organi e tessuti. La produzione di citochine ¢
transitoria: in genere agiscono in tempi brevi e di regola, in condizioni
normali, non si ritrovano in circolo in quantita importanti. Molte di esse
sono pleiotropiche, nel senso che agiscono su una grande varieta di cellule
e di tessuti.

Le citochine possono essere classificate utilizzando criteri diversi in base a
caratteristiche di tipo strutturale, classe di recettori riconosciuta e
caratteristiche funzionali. Ciascuno di questi criteri classificativi ha pregi e
difetti. Una classificazione utile dal punto di vista operativo ¢ quella di tipo
funzionale che distingue: citochine emopoietiche (per es., 1 fattori di
crescita dell'emopoiesi detti CSF); citochine infiammatorie primarie (per

es., IL-1 e TNF); citochine antiinfiammatorie o immunosoppressive (IL-10
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e TGFp); citochine infiammatorie secondarie (chemochine); citochine
dell'i'mmunita specifica (per es., IL-2). Di seguito ci focalizzeremo sulle

citochine inflammatorie primarie.

e JL-1 beta e il suo recettore

IL-1 costituisce il prototipo delle citochine infiammatorie primarie. E una
famiglia costituita da due molecole distinte, codificate da geni distinti, IL-
lao e IL-1B. Esse
agiscono sullo stesso
recettore e  hanno
attivita  simili  ma
strutture diverse; sono
infatti codificate da
geni diversi e
mostrano un’omologia

di sequenza del 30%.

Entrambe sono

sintetizzate a partire da precursori di 33 kDa che, in seguito a
processamento, originano le forme attive di circa 17 kDa.

Oltre a queste 2 forme di interleuchine, esiste un'altra citochina
strutturalmente omologa alle 2 (e quindi in grado di legarsi ai suoi stessi
recettori), ma funzionalmente inattiva. Essa agisce quindi da inibitore
competitivo bloccando gli effetti di IL1a e IL1p e viene percid chiamata
IL-1 RA (cioe IL-1 Receptor Antagonist). IL-1RA ¢ prodotta dalle stesse
cellule che producono IL-1alfa e beta ed ¢ indotto in generale dagli stessi

segnali ma anche da citochine antinfiammatorie.
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I principali produttori di IL-1 sono le cellule del sistema immunitario tra
cui macrofagi, monociti e cellule dendritiche, ma anche fibroblasti e cellule
endoteliali. Viene prodotta anche in risposta a infezioni batteriche (la sua
produzione viene stimolata soprattutto dall' LPS, una endotossina dei
batteri Gram negativi), alla presenza di TNF e all'interazione delle cellule
produttrici con linfociti T - CD4 positivi, innescando cosi un meccanismo
di amplificazione della risposta inflammatoria.

L’IL-1 ha molteplici effetti nell’organismo, sia a livello locale che
sistemico, favorisce processi infiammatori quali vasodilatazione, crampi e
febbre in risposta ad infezioni batteriche. Inoltre stimola la produzione di
prostaglandine da vari tipi di cellule (muscolari, epiteliali, ecc) e la
produzione di altre citochine quali IL-2.

IL-1 interagisce con un recettore costituito da due catene, IL-1RI e catena
accessoria (AcP). Il risultato finale di questa interazione ¢ l'attivazione di
fattori di trascrizione, quali NFxB e AP-1. [L-1RA interagisce solo con la
catena IL-1RI, impedendo cosi la formazione di un complesso recettoriale
attivo da parte delle molecole con attivitda agonista. Esiste un secondo
recettore di IL-1, detto IL-1RII o decoy receptor, che ha caratteristiche
peculiari (58). Infatti, IL-1RII in forma legata alla membrana o libera nei
liquidi biologici lega IL-1 ma non da luogo ad alcuna trasduzione del
segnale. Agisce come una sorta di trappola molecolare che lega le molecole
con attivita agonista e impedisce loro di interagire con 1 componenti
recettoriali che attivano la risposta cellulare. Esistono, quindi, due circuiti
di regolazione negativa intrinseci al sistema IL-1: 1) l'antagonista
recettoriale IL-1RA 2) il falso recettore (decoy receptor). IL-1 agisce
praticamente su tutte le cellule e 1 tessuti dell'organismo ed ¢ sufficiente un

impegno di un numero limitatissimo di recettori, forse uno per cellula, per
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attivare la risposta cellulare. Molti degli effetti di IL-1 sono indiretti, nel
senso che l'effetto finale dipende dalla induzione di mediatori secondari.
Fra questi particolarmente importanti sono IL-6 e i fattori di crescita
emopoietici (GM-CSF e M-CSF).

Uno dei bersagli principali dell'attivita di IL-1 ¢ costituito dalle cellule
vascolari. IL-1 induce infatti la produzione di chemochine e di molecole di
adesione dell’endotelio vascolare, amplificando il reclutamento di cellule
inflammatorie a livello locale. Inoltre IL-lassieme al TNF inibisce

direttamente la contrattilita cardiaca (59).
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Parte

Sperimentale
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2.0 SCOPO DELLO STUDIO

La finalita del presente studio ¢ stata quella di indagare il ruolo di mediatori

dell’infiammazione noti (hs-CRP e IL-1B) e meno noti [il prodotto finale

della glicazione avanzata (AGE), N-( carbossimetil) lisina (CML), forma

solubile del recettore del prodotto finale di glicazione avanzata (SRAGE),

la pentraxina 3 e recettore solubile dell'lL-1 (sIL - 1RII)] in pazienti con

SC e BPCO. Lo scopo ¢ quello di individuare quali mediatori

caratterizzano lo stato infiammatorio presente in queste due patologie e la

loro relazione con le caratteristiche cliniche e funzionali dei soggetti in

studio.

Nello specifico si sono indagati:

D

2)

I livelli plasmatici di questi mediatori nel circolo sistemico in due
differenti popolazioni nel corso di due indagini distinte.

Nella prima, i livelli di CML e sRAGE sono stati dosati in una
popolazione costituita da 58 soggetti affetti da SC, 27 da SC e
BPCO, 27 affetti da BPCO e in 35 controlli sani fumatori ¢ non
fumatori.

Nella seconda indagine, 1 livelli di PTX3, II-1B e sIL - 1RII sono
stati invece dosati in una popolazione di 124 pazienti con SC, 70 con
BPCO e 24 fumatori sani.

In entrambi gli studi 1 valori plasmatici dei biomarcatori sono stati
correlati con le caratteristiche cliniche e funzionali delle popolazioni

prese in esame
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2.1 Materiali e Metodi

1° Indagine

e Popolazione in studio

L’espressione di CML ed sRAGE ¢ stata valutata in una popolazione
suddivisa in due gruppi:

e Gruppo 1: pazienti

e Gruppo 2: controlli

Entrambi 1 gruppi sono stati reclutati presso I’Unita Operativa di
Cardiologia e quella di Pneumologia dell'Arcispedale Sant’Anna di
Ferrara e tra i1 dipendenti dell’Universita degli Studi di Ferrara. I
potenziali partecipanti sono stati identificati utilizzando le cartelle
cliniche informatizzate ospedaliere ed esaminando 1 registri
informatizzati del servizio Medicina del Lavoro universitario.

Per il gruppo 1, su 200 pazienti sottoposti a screening solo 108
soddisfacevano 1 criteri di inclusione ed esclusione richiesti (vedi di
seguito). Tutti 1 partecipanti hanno dato il loro consenso informato allo
studio.

I pazienti reclutati sono stati suddivisi nei seguenti sottogruppi:

e SC stabile (n=58): eta > 65 anni, storia di fumo maggiore di 10
pack/years; diagnosi di scompenso cardiaco da oltre 6 mesi € in
terapia stabile da 3 mesi, nessuna malattia polmonare coesistente.
I pazienti sono stati suddivisi nelle classi funzionali I-I1 e III- IV

secondo la New York Heart Association (NYHA) e la diagnosi di
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scompenso cardiaco ¢ stata fatta seguendo le linee guida della
Societa Europea di Cardiologia (60).

e SC Stabile ¢ BPCO (n=27): eta > 65 anni, presenza di
scompenso cardiaco e BPCO per un periodo >6 mesi, storia di
fumo maggiore di 10 pack/years, in terapia stabile per SC da 3
mesi, nessuna riacutizzazione di BPCO nelle 4 settimane
precedenti. La diagnosi e la gravita della BPCO ¢ stata fatta
secondo le Linee Guida GOLD (61).

e BPCO stabile (n=23): eta > 65 anni, presenza di BPCO per un
periodo > 6 mesi, storia di fumo maggiore di 10 pack/years,
nessuna riacutizzazione nelle 4 settimane precedenti, assenza di
patologie cardiache co-esistenti.

I pazienti con insufficienza renale, artrite reumatoide, diabete o glicemia

a digiuno > 100 mg per dL (5.6 mm) sono stati esclusi dallo studio, cosi

come 1 soggetti in terapia con corticosteroidi per via orale .

Per il gruppo 2 sono stati reclutati 35 controlli con le seguenti
caratteristiche:

e controlli (n = 35; 17 fumatori sani e 18 non fumatori sani): eta
> 65 anni; assenza di malattie cardiache e/o respiratorie note,
spirometria normale, assenza di sintomi cardiaci e/o respiratori
cronici.

Per tutti 1 partecipanti allo studio sono stati raccolti 1 dati demografici e
clinici, si € calcolato I’indice di massa corporea (BMI), I’indice di
Charlson , sono stati effettuati spirometria, test del cammino di sei
minuti (6 MWT), esami biochimici di base, PCR e NT - pro- BNP. Per

il gruppo 1 ¢ stato eseguito anche elettrocardiogramma ed
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ecocardiogramma. I livelli plasmatici di CML e sRAGE sono stati

determinati  utilizzando un  sandwich  enzyme-linked  test

immunoenzimatico (ELISA).

2" Indagine

e Popolazione in studio

L’espressione dei marcatori sierici Hs-CRP, PTX3, IL- 1, SIL-1RII ¢
stata valutata in una popolazione costituita da un totale di 218 soggetti
divisi nei seguenti gruppi e con le seguenti caratteristiche:

e BPCO stabile (n=70): eta > 50 anni, storia di fumo > 10
pack/years. Assenza di episodi di riacutizzazione nelle 4
settimane precedenti.

e SC stabile (n=124): eta > 50 anni, storia di fumo > 10
pack/years, SC in fase di stabilita clinica e in terapia stabile da
almeno 3 mesi.

e Controlli fumatori sani (n=24): eta > 50 anni, storia di fumo >
10 pack/years, assenza di segni e sintomi cardiaci e/o respiratori

noti.

I pazienti sono stati arruolati presso I'Unita operativa di Pneumologia
dell'Azienda Ospedaliero-Universitaria di Modena e presso il Centro
dello scompenso cardiaco dell'Azienda Ospedaliero-Universitaria di

Ferrara.
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Tutti 1 partecipanti hanno fornito il consenso informato firmato prima di
entrare nello studio e per ognuno di essi sono stati raccolti dati
demografici e clinici, si € calcolato I’indice di massa corporea (BMI),
I’indice Charlson (62), sono stati effettuati ’esame spirometrico, il test
del cammino di 6 minuti (6MWT), gli esami biochimici di base, e si
sono dosati I’ NT-proBNP, I’hsCRP, la PTX3, I’ IL-1B e il SIL-1RII
sierici. Per 1 pazienti con BPCO e SC sono stati eseguiti anche

elettrocardiogramma ed ecocardiogramma.

e Raccolta dei campioni

In entrambe le indagini, si ¢ ottenuto un campione di sangue da tutti 1
soggetti per la valutazione delle concentrazioni plasmatiche dei
marcatori sopra citati. I campioni di sangue sono stati centrifugati a
1500 g per 10 min a 7°C e le aliquote di plasma conservate a -80°C fino

all'esecuzione del dosaggio.

e Misure cliniche e funzionali

La spirometria (Biomedin, Padova, Italia) e il 6BMWT sono stati eseguiti
secondo le attuali Linee Guida internazionali (63, 64). La Modified
Medical Research Council (MMRC) scale ¢ stata utilizzata per valutare
la dispnea (65) e si ¢ stimata la velocita di filtrazione glomerulare (GFR)
mediante la determinazione della creatinina sierica utilizzando

'equazione di Cockcroft-Gault (66).
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La wvalutazione ecocardiografica ha impiegato metodiche mono e
bidimensionali standard e Doppler. Abbiamo calcolato la frazione di
eiezione ventricolare sinistra (LVEF) utilizzando la formula (EDV-
ESV) / EDV x 100% e considerando indicativi di disfunzione sistolica
ventricolare valori di LVEF <40% (67, 68).

e Misure di CML e sRAGE

Per la determinazione della N-(carbossimetil)lisina (CML) nel plasma si
¢ utilizzato uno specifico kit ELISA per CML seguendo le istruzioni del
produttore. I campioni sono stati diluiti 1:4 in tampone di diluizione, la
reazione enzimatica interrotta dopo 5 min e la lettura effettuata dal
lettore ELISA Modello 680 (Biorad) a doppia lunghezza d'onda di
450/550 nm.

I livelli plasmatici di SRAGE sono stati dosati utilizzando un altro
specifico kit ELISA per sSRAGE (B-Bridge International, Inc.) secondo
il protocollo consigliato dal produttore. La reazione enzimatica ¢ stata
interrotta dopo 30 min e la lettura eseguita dal Modello 680 lettore
ELISA (Biorad) alla lunghezza d'onda 450 nm.

La curva standard di ogni ELISA ¢ stata costruita riportando valori di

assorbanza contro le concentrazioni dei calibratori (in duplicato).

e Misure di PTX3, IL-1 B, e SIL-1RII

I livelli plasmatici di PTX3 e sIL-1RII sono stati determinati mediante

sandwich ELISA. Il limite di rilevazione era di 100 pg/ml per PTX3 e
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20pg/ml per sIL-1RII. Non si € osservata nessuna reazione crociata tra
PCR, componente P siero-amilode e gli anticorpi utilizzati per la
rilevazione PTX3.

I livelli plasmatici di IL-1 sono stati dosati utilizzando 1 kit disponibili
in commercio (Quantikine HS High Sensitive ELISA [R&D Systems,
Minneapolis, MN]). La sensibilita era 0,057 pg/Ml.

La concentrazione di tutte le citochine ¢ stata calcolata mediante

confronto con curva standard, seguendo le istruzioni del produttore.

e L.'analisi statistica

Il test di Shapiro-Wilk ¢ stato utilizzato per valutare la distribuzione
normale delle variabili continue. Quando le variabili continue erano
normalmente distribuite, abbiamo espresso 1 risultati come valori medi e
di deviazione standard. In caso di distribuzione non normale, abbiamo
utilizzato 1 valori della mediana e del range interquartile (IQR, 25°-75°
percentile). Le variabili categoriali sono state riportate in conteggi e
percentuali. Variabili qualitative sono state confrontate tra gruppi
utilizzando il test chi-quadro o il test esatto di Fisher, a seconda dei casi,
mentre il confronto tra gruppi di variabili continue ¢ stato effettuato
utilizzando il test ANOVA per distribuzioni normali e 1 test Mann-
Whitney e Kruskall-Wallis con correzioni di Bonferroni per test multipli
in caso di distribuzione non normale.

Si ¢ testata la correlazione tra due variabili continue utilizzando 1
coefficienti di correlazione di Pearson o di Spearmann.

Il test di regressione quantile ¢ stato utilizzato per la costruzione del

modello di analisi multivariata impiegato per valutare 1'associazione tra
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1 livelli SRAGE e NT-pro BNP. Data la ridotta dimensione campionaria
di ciascun sottogruppo specifico per malattia, questa analisi ¢ stata
effettuata in tutti i pazienti (gruppo 1).

Il test ANOVA su ranghi ¢ stato invece impiegato per confrontare i
livelli di IL-1B e sIL-1RII tra i gruppi pesando i1 potenziali fattori
confondenti. Abbiamo considerato significativi valori di p<0.05 (test a
due code). L'analisi dei dati ¢ stata eseguita con pacchetto statistico

STATA (versione 11.1, 2010, Stata Corporation).
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2.2 Risultati

CML e sRAGE: caratteristiche cliniche e funzionali dei
gruppi di studio

I livelli di CML e sRAGE sono stati determinati in 143 soggetti
suddivisi in due gruppi. Il gruppo 1 era composto da tre sottogruppi,
costituiti rispettivamente da 58 pazienti con SC stabile, 27 pazienti con
SC e BPCO e 23 pazienti con BPCO stabile. Il gruppo 2 era composto
da due sottogruppi costituiti da 17 fumatori sani ¢ 18 non fumatori sani
(Tabelle 1 e 2).

I pazienti con SC e i pazienti con SC e BPCO erano piu anziani rispetto
ai controlli e ai soggetti con BPCO. La percentuale di maschi e 1 valori
di BMI non erano significativamente diversi nei cinque sottogruppi, cosi
come il numero di pack-years nei quattro sottogruppi con storia di fumo.
La maggior parte dei pazienti con SC, con o senza BPCO, sono stati
classificati come NYHA I e II (89%), mentre i pazienti con BPCO, con
o senza SC, come GOLD I e II (94%) (Tabella 1)

Nel gruppo 1, la velocita di filtrazione glomerulare (GFR) era
significativamente piu bassa sia nei pazienti con SC che con SC e BPCO
(rispettivamente P=0,002 e P<0.001) rispetto ai pazienti BPCO. La
percentuale di pazienti con disfunzione ventricolare sinistra (LVEF<
40%), era simile tra gli affetti da SC e da SC e BPCO (41% e 39%,
rispettivamente), mentre 1 pazienti con SC, con o senza BPCO, hanno

mostrato livelli di NT-pro-BNP piu elevati rispetto ai BPCO (P<0.001).
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I valori di FEV1 e FEV1/FVC erano simili tra 1 soggetti BPCO con o
senza SC (Tabella 2).

CML ed sRAGE plasmatici

I livelli di CML ed sRAGE erano piu alti nei pazienti con SC rispetto a
quelli misurati nella totalita dei controlli sani [CML: 1,95 (1,58-2,38) vs.
1,68 (1,43-2,00) ng/mL, P = 0,01; sSRAGE: 0,48 (0,37-0,83) vs 0,42 (0,29—
0,52) ng/mL, P = 0,01]. Nei soggetti con SC , inoltre, non vi erano
differenze significative nei livelli dei due mediatori in pazienti con
cardiopatia ischemica e non ischemica [CML: 1,99 (1,51-2,49) vs. 1,89
(1,56-2,24) ng/mL, P = 0 _42; sRAGE: 0,47 (0,36-0,76) vs. 0,49 (0,33—
0,83) ng/mL, P = 0,88].

In soggetti affetti da SC e BPCO e da BPCO non sono stati osservati
significativi aumenti di CML ed sRAGE plasmatici rispetto ai controlli
(Fig.1 e 2), allo stesso modo, nel gruppo 2, 1 livelli di CML ed sRAGE non
presentavano differenze statisticamente significative tra i controlli fumatori
e non fumatori [CML: 1,76 (1,59-2,08) vs. 1,63 (1,37-1,75) ng/mL, P =
0,12; sRAGE: 0,43 (0,28-0,57) vs. 0,41 (0,30-0,48) ng/mL; P = 0,77].

Associazione dei livelli di CML ed sRAGE con le variabili

cliniche dei gruppi in studio

Sono state esaminate le potenziali correlazioni tra CML ed sRAGE con le
principali variabili cliniche (eta, BMI, pack-years, classe NYHA, Indice di
Charlson, 6MWT, GFR, NT-pro BNP, HsCRP, FEV1% predetto,
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FEV1/FVC,) . I livelli di CML non erano associati ad alcuna delle variabili
sopra menzionate, cosi come buona parte di esse, incluso I’ Hs-CRP, non si
associavano ai livelli di sSRAGE. Le uniche variabili che correlavano
significativamente con SRAGE erano I’eta e I’ NT-pro BNP. I’ NT-pro
BNP correlava positivamente con sSRAGE nei pazienti affetti da SC (r =
0,44 P < 0,001), da SC e BPCO (r = 0,43 P = 0,003) ed in quelli con
BPCO (r = 0,77 P < 0,0001) (Fig. 3). Tale correlazione diveniva non
significativa nei controlli (r = 0,16 P = 0,51) . L’eta, invece, correlava
positivamente con SRAGE solo nel gruppo 2 (r = 0,39 P = 0,01) dei
controlli € non nel gruppo 1 (r=0,09 P =0,32)

Nel gruppo 1, il modello di analisi di regressione quantile ha evidenziato
che 1 livelli di NT-pro BNP erano indipendentemente associati con quelli di
SRAGE: per un aumento di concentrazione plasmatica di NT-pro BNP
pari a 1 ng/ml, 1 livelli di SRAGE aumentavano di 0,071 ng/ml (95% CI:
0,03-0,11; P=10,001).
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PTX3, IL-1p e sIL-1RII:

caratteristiche cliniche e funzionali dei gruppi dello studio

La popolazione in studio era composta da 124 pazienti con SC, 70 pazienti
con BPCO e 24 fumatori sani (Tabella 3 e 4) . I pazienti con SC erano
leggermente ma significativamente piu anziani rispetto ai controlli e ai
pazienti BPCO. Le percentuali di maschi, dei valori di BMI e del numero
di pack/years erano simili nei tre gruppi . L’86% dei soggetti con SC ¢ stato
classificato in classe NYHA I o II, mentre il 63% dei pazienti con BPCO
negli stadi I o II delle GOLD ( Tabella 3). Inoltre, il 34% dei pazienti con
SC aveva una limitazione del flusso aereo e in base alle linee guida GOLD
sono stati suddivisi in classe 1 (52%), classe 11 (40%) e classe 111 (8%).

I pazienti con BPCO avevano valori di Hs-CRP piu alti e presentavano
risultati migliori al 6MWT rispetto a tutti 1 pazienti con SC. I valori
dell’indice di Charlson e di NT-proBNP erano invece piu bassi rispetto a
questi ultimi (Tabella 4). Nessuno dei pazienti con BPCO presentava
disfunzione sistolica o disfunzione diastolica ventricolare sinistra o
ipertensione polmonare individuata ecocardiograficamente. La pressione
arteriosa parziale di ossigeno (PaO2) risultava piu alta e la pressione
parziale arteriosa di anidride carbonica (PaCO2) piu bassa nei pazienti con
SC rispetto ai BPCO (82,7 £ 10,9 vs 75,1+£9,3 millimetr1i Hg, p<0,001, e
38,8 £ 3,7 vs 40,9 = 4,5 millimetri Hg, p=0,004, rispettivamente). E
interessante notare che tutti 1 pazienti BPCO si sono sottoposti alla
determinazione dei gas arteriosi, mentre circa il 40 % dei pazienti con SC
ha rifiutato di eseguirla.

Nei pazienti con SC le comorbiditd maggiormente riscontate sono state

l'ipertensione (98%), I’infarto del miocardio (58%) e I’ipercolesterolemia
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(35%), mentre nei BPCO le piu comuni sono state 1'ipertensione (50%),

’osteoporosi (14%) e il diabete (13%).

PTX3, IL-1p e sIL-1RII plasmatici

I livelli plasmatici di PTX3 erano simili nei tre gruppi studiati, al contrario,
1 valori circolanti di IL-1p erano piu alti nei BPCO rispetto sia ai pazienti
con SC che ai fumatori sani (p<0.001) . I livelli di IL- 1B non differivano
invece tra 1 pazienti con SC e 1 soggetti di controllo (Figura 4). Le
concentrazioni di sIL-1RII erano significativamente piu elevate nei BPCO
rispetto sia ai pazienti con SC che ai controlli (rispettivamente p < 0,05 e p
<0.01) ( Figura4).

Il modello di analisi statistica ANOVA a ranghi ha evidenziato che, dopo
correzione per fattori confondenti (eta , pack-years , NT - proBNP , Hs -
CRP, FEV1% del predetto, FEV1 / FVC, assunzione di statine,
broncodilatatori per via inalatoria e steroidi inalatori), solo 1 valori di IL-1f3
e non quelli di sIL-1RII rimanevano significativamente piu elevati nei
pazienti BPCO rispetto ai pazienti con SC e ai fumatori sani [1,43(0,57-
2,16 ) vs 0,48 (0,34-0,88) ¢ 0,47 (0,40-0,89 rispettivamente, p<0,0006]

Associazione dei livelli di PTX3, IL-1p e SIL-1RII con le

variabili cliniche dei gruppi in studio

Sono state valutate le potenziali correlazioni tra PTX3, IL-1p e sIL-1RII
con variabili cliniche quali I’eta, il BMI, 1 pack/years, la classe GOLD, la
classe NYHA, I’indice di Charlson, il 6MWT,la LVEF, 1’ NT-proBNP, I’
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Hs-CRP, il FEV1 9% predetto, il FEVI/FVC e la terapia (statine,
broncodilatatori per via inalatoria e steroidi per via inalatoria). PTX3 e sIL-
IRII non hanno mostrato associazioni significative con nessuno di questi
parametri clinici. IL-1p, invece, correlava negativamente con ’'NT-proBNP
(r=-0.34, p< 0.001), il FEV1 % del predetto (r=-0.29, p<0.01), il
FEV1/FVC (r =-0.35, p<0.001 ) e positivamente con Hs-CRP (r = 0,30, p<
0,01).
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2.3 Discussione

Nel nostro lavoro si € ipotizzato che l'inflammazione sistemica cronica di
basso grado sia un "terreno comune" per le malattie croniche
cardiovascolari e polmonari, in particolar modo SC e BPCO, i cui fattori di
rischio comuni sono I'invecchiamento, 1l fumo e 'obesita.

Il presente studio dimostra che le concentrazioni plasmatiche di CML e
sSRAGE sono aumentate nei pazienti anziani fumatori con SC stabile
rispetto ai controlli. Al contrario, sia nei pazienti con SC e BPCO che nei
pazienti con BPCO, 1 livelli di CML e sRAGE non differiscono rispetto ai
soggetti di controllo.

Concentrazioni plasmatiche di sSRAGE correlano positivamente con NT-
proBNP in ciascuno dei tre gruppi di pazienti. Tale correlazione ¢ stata
confermata mediante analisi di regressione quantile multipla, la quale ha
dimostrato che NT-pro BNP ¢ indipendentemente associato ad sSRAGE.

Si ¢ scelto di misurare il ligando del recettore RAGE in quanto si pensa che
sia coinvolto nello sviluppo e nella progressione dello scompenso
cardiaco(69).

Gli AGE circolanti, in letteratura, sono stati trovati diminuiti o aumentati in
pazienti con SC; ed in particolare la CML plasmatica, in un certo numero
di studi, ¢ risultata diminuita nei soggetti con SC(70, 71). Il nostro risultato
di aumentato livello di CML nei pazienti con SC ¢ dunque in contrato con
quello riportato da Heidland et al. (71). La sostanziale differenza tra 1 due
lavori sta nella scelta della popolazione. Noi ci siamo focalizzati su pazienti
con SC stabile di grado lieve-moderato, mentre Heidland et al hanno
studiato pazienti con SC grave. La riduzione dei livelli di CML nei pazienti

di Heidland ¢ definita 'inaspettata’ dagli stessi autori che hanno spiegato il

53



Specifici markers di inflammazione in pazienti con SC e BPCO

dato come probabile conseguenza di una diluizione dovuta a uno stato
ipervolemico. D'altra parte, l'aumentata concentrazione plasmatica di
AGEs, nel nostro lavoro, ¢ coerente con un loro probabile ruolo nello
sviluppo dello SC (72).

sRAGE plasmatico ¢ aumentato nel plasma di soggetti con SC in relazione
sia all'eziologia ischemica che all'estensione della malattia coronarica. E’,
inoltre, associato alla gravita clinica dello SC e ai livelli di NT-proBNP
(73, 74).

Nel nostro studio abbiamo quindi confermato non solo l'aumento di
SRAGE a livello sistemico e la sua associazione con 1 valori di NT-pro-
BNP in pazienti con SC, ma abbiamo anche esteso questi risultati ai
pazienti affetti da BPCO, sia sola che associata a SC.

Nei nostri pazienti, né CML né sRAGE sono aumentati in presenza di
BPCO, sia come comorbilita sia come malattia primaria, mentre SRAGE ¢
stato trovato ridotto, in alcuni studi, nel plasma dei pazienti con BPCO
(75). In particolare, nei campioni di espettorato di soggetti con BPCO
neutrofila (con presenza di neutrofili > 65% delle cellule totali nelle vie
aeree) 1 valori di sRAGE erano significativamente piu bassi rispetto a
quelli di soggetti con BPCO non-neutrofila (76). La nostra incapacita di
trovare una diminuzione di SRAGE nel plasma di pazienti BPCO potrebbe
essere spiegata dalle caratteristiche della nostra popolazione. Infatti, la
maggior parte dei pazienti in studio presentava ostruzione di grado lieve-
moderato e quindi la possibilita di sviluppare BPCO neutrofila, era molto
meno probabile rispetto ai soggetti con BPCO grave, dell’indagine
sopracitata.

A quanto pare, quindi, la BPCO potrebbe impedire I’atteso aumento di

sRAGE normalmente associato a SC ed una possibile giustificazione di
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questo risultato sarebbe legata al fatto che 1 pazienti affetti dalle due
malattie croniche, potrebbero essere esposti a piu alti livelli di mediatori
inflammatori rispetto ai soggetti con solo SC. Gli sRAGE, quindi,
potrebbero essere ‘consumati’ dall’alta concentrazione di ligandi
inflammatori con cui si trovano ad interagire nei polmoni o nel circolo
sistemico. Tale ipotesi,tuttavia, necessita di ulteriori indagini.

I livelli di SRAGE circolante sono stati trovati fortemente associati a quelli
di NT-pro-BNP non solo nei pazienti con SC e SC e BPCO, ma anche nei
soggetti con solo BPCO, suggerendo che il rapporto tra questi due
marcatori non ¢ esclusivamente una questione di correlazione tra SRAGE e
gravita dello SC.

I nostri dati sul’NT-pro-BNP indicano, inoltre, questo marcatore come
possibile predittore indipendente di aumentati livelli di sSRAGE e non
viceversa, come suggerito da studi precedenti (70, 73). Per tentare una
spiegazione del nostro risultato, possiamo ipotizzare la seguente sequenza
di eventi: il BNP potrebbe indurre un aumento della produzione di specie
reattive dell'ossigeno e dell'azoto (ROS e RNS) e potrebbe attivare il
rilascio di mediatori infiammatori (77). Lo stress ossidativo, cosi come 1
prodotti inflammatori, portano ad un aumento della formazione di AGEs e
di conseguenza di SRAGE . Il legame RAGE-AGE non accelera il degrado
dei mediatori infiammatori, ma piuttosto da inizio ad un lungo periodo di
attivazione cellulare (78, 73, 79) che perpetua ed incrementa la produzione
di AGE/RAGE.

Il fatto che NT-pro BNP sia predittore di un aumento di SRAGE rafforza
l'ipotesi che esso sia in grado di indurre e/o potenziare la risposta
infiammatoria anche agendo sull’asse AGE/RAGE. Infatti, NT-pro BNP

potrebbe essere considerato come marcatore collettivo o totale di
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inflammazione sistemica e non semplicemente un marker di disfunzione
cardiaca in pazienti con malattie cardiovascolari (77, 80). Da questo punto
di vista, la misura di sRAGE potrebbe contribuire a individuare un
possibile fenotipo di SC in cui l'inflammazione sistemica sottostante sia

particolarmente significativa.

Nella seconda indagine abbiamo riscontrato livelli sierici di Hs-PCR
significativamente piu alti nei pazienti BPCO rispetto ai pazienti con SC e
ai soggetti di controllo. L'associazione tra BPCO stabile e aumentata PCR
nel sangue mette in evidenza la relazione tra I’infiammazione sistemica e
la  malattia polmonare cronica (81). Al contrario, il ruolo
dell'infiammazione nella patogenesi dello SC ¢ meno ben definita. Ci sono
prove di elevati livelli di PCR nei pazienti con SC nelle classi funzionali
NYHA piu alte, con alti tassi di riacutizzazione e mortalita (82). La
scoperta di una simile concentrazione di PCR, in pazienti con SC e soggetti
di controllo potrebbe essere spiegato, almeno in parte, dal fatto che la quasi
totalita dei nostri pazienti aveva uno SC stabile e di grado lieve (classi
NYHA Iell).

La PCR ¢ un membro della famiglia delle pentrassine e negli ultimi anni,
un’altra pentrassina, la PTX3, ¢ stata studiata sia in pazienti BPCO che con
SC.

Nei soggetti con SC, alti livelli plasmatici di PTX3 sono indicativi di
gravita della patologia e prognosi peggiore, con aumentata mortalita per
tutte le cause, per cause cardiovascolari ed aumentata frequenza di
ospedalizzazione per riacutizzazione (83). I dati del nostro studio vanno ad
integrare le informazioni fino ad ora disponibili, in quanto dimostrano che 1

livelli plasmatici di PTX3, in una coorte di pazienti con SC di grado lieve
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(classe NYHA I e II) e clinicamente stabile, sono simili a quelli dei soggetti
sani con pari eta e storia di fumo.

Per quanto riguarda la BPCO, abbiamo confermato i dati gia presenti in
letteratura, dove 1 livelli di PTX3 circolanti sono stati trovati normali (84).
L’altro marcatore valutato nello studio ¢ IL-1B, una citochina
proinfiammatoria, aumentata nella BPCO sia in fase di stabilita clinica che
in corso di riacutizzazione (85, 86, 87). I nostri dati sull’incremento di IL-1
B nel plasma dei BPCO rispetto ai soggetti di controllo (fumatori sani) sono
in accordo con i risultati di alcuni studi precedentemente pubblicati (88). Fa
eccezione il lavoro di Sapey et al. (89), nel quale non sono state trovate
differenze nei valori circolanti di IL-1 3 tra BPCO e soggetti sani. Tuttavia,
essi hanno esaminato pochissimi pazienti (n = 15) e li hanno confrontati
con soggetti di controllo che non avevano mai fumato, rendendo
impossibile distinguere 1'effetto del fumo da quello della BPCO.
Recentemente stanno riscuotendo molto interesse studi sull’azione dei
recettori decoy.

Il recettore decoy descrive un recettore che ¢ capace di riconoscere il suo
ligando con elevata affinita e specificita, ma che ¢ strutturalmente incapace
di inviare un segnale (58). Il recettore solubile dell’IL-1, I’'IL-1RII, ¢ stato
il primo recettore decoy puro ad essere identificato. Nel nostro studio
abbiamo dimostrato che 1 suoi livelli sistemici sono piu alti nei pazienti
BPCO rispetto ai soggetti di controllo e ai pazienti con SC. Questo
aumento puo indicare un tentativo di prevenire gli effetti biologici mediati
da elevati livelli di IL-1p nei pazienti BPCO. Tuttavia, sono necessarie
ulteriori indagini per chiarire il ruolo di sIL-1RII in questa patologia (90,

9).
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Livelli circolanti di IL-1B e di sIL-1RII non differivano tra i nostri pazienti
con SC e i soggetti di controllo, questo dato non ¢ del tutto inaspettato, in
quanto, la rete inflammatoria nello SC non ¢ ancora chiara. In particolare,
studi precedenti hanno riportato che livelli sistemici di IL-1p in soggetti
con SC potevano rimanere invariate (91), aumentare (9), o diminuire (92)

rispetto ai controlli.
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3.0 Conclusioni

In conclusione, abbiamo dimostrato che 1 valori circolanti di CML e
sRAGE sono significativamente aumentati nei pazienti con SC in fase di
stabilita clinica rispetto ai controlli. Nei pazienti con BPCO lieve-moderata,
sia essa presente come comorbilita o malattia primaria, 1 livelli di CML e
SRAGE non differiscono da quelli dei soggetti sani. Inoltre, ’'sRAGE ¢
risultato significativamente e positivamente associato a valori di NT-pro-
BNP in pazienti con SC, SC e BPCO e pazienti con BPCO, essendo I’NT-
pro-BNP un predittore indipendente di una maggiore concentrazione di
sRAGE. Questi risultati possono suggerire un possibile ruolo di BNP nella
via inflammatoria regolata dal complesso AGE/RAGE.

Abbiamo inoltre messo in evidenza che a differenza di pazienti con SC, 1
pazienti BPCO presentano un’ inflammazione sistemica caratterizzata dall’
aumento di CRP, IL-1 e sIL-1RIL.

In conlusione, 1 biomarkers che mediano il processo infiammatorio nello
SC ¢ nella BPCO sono diversi. L’inflammazione sistemica, infatti,
coinvolge ’asse AGE/RAGE nei pazienti con SC, mentre per 1 soggetti
BPCO sono interessate le citochine proinfiammatorie ed i loro recettori.
Una migliore caratterizzazione clinica e funzionale dei fumatori anziani
con malattie croniche e l'identificazione dei mediatori d’infiammazione
coinvolti nei vari processi, pud contribuire a migliorare il trattamento e la
gestione di questi pazienti, il cui numero ¢ destinato ad aumentare nei

prossimi anni dato 1’invecchiamento della popolazione.
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Tabella 1:Caratteristiche cliniche di pazienticon SC, SC+BPCO, BPCO e controlli

Gruppo 1 Gruppo 2
SC BPCO SC+BPCO Controlli Controll
(N=58) (N=23) (N=27) fumatori(N=17) fumatori(N=18)

Eta (a)* 72.7+6.2 68.5+3.7 73.7+6.3 68.6+2.8 68.1+4.1
Maschi (n[%]) 49(84.4) 18(78.3) 23(85.2) 13(76.5) 10(55.5)
BMI 27.6 (25.5-29) 28.6 (25-31) 26.3(25.1-28.9) 25.3(22.9-27.9)  27.1(24.3-29.3)
Pack/years 34.0+21 340+16 50.1 +34.7 33.0£16 0
Eziologia dello SC
(n[%])
Ischemica 34(586) - 14(538) - -
Non-
Ischemica 24(41.4) - 12(46.2) - -
Classe NYHA (n[%])
Iand II 53(91.4) - 23(85.2) - -
I and IV 5(8.6) - 4(14.8) - -
GOLD stage (n[%])
I - 9(39.1) 19(70.4) - -
I - 12(52.2) 7(25.9) - -
s - 2(8.7) 1(3.7) - -
Terapia
seguita
(n[%])
Beta-
bloccanti 50(86) 3(13) 22(81) 0 0
ACE
Inhibitori/AR
Bs 56(96) 14(61) 26(96) 0 0
Statine 31(53) 7(30) 17(63.0) 0 0
Steroidi
inalatori 0 14(61) 7(26) 0 0




Legenda tabella 1

I dati sono il numero di soggetti (%) o la media = deviazione standard o mediana
(interquartile ranges: 25th — 75th percentile).

BMLI, indice di massa corporea; NYHA, classificazione funzionale New York Heart
Association; GOLD, Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease; ACE,
enzima di conversione dell'angiotensina; ARBs, antagonisti del recettore
dell'angiotensina.

*confronti significativi: SC vs BPCO (p=0.01), SC vs Controlli (tra fumantori e non
fumatori; p=0.04 and p=0.01, rispettivamente); SC+BPCO vs BPCO (p=0.003),
SC+BPCO vs Controlli (tra fumatori ¢ non fumatori; p=0.008 and p=0.003,
rispettivamente).



Tabella 2: Caratteristiche funzionali di pazienti con SC, SC+BPCO, BPCO e controlli

Gruppo 1 Gruppo 2
5 prco sceBpco | LR Non fumatord
(N=58) (N=23) (N=27) (N=17) (N=18)

Indice di Charlson 2(1-2) 1(1-2) 3(2-3) 0 0
6MWD (mt) 409.3 £146.8 387.4+127.1 340.3+143.2 431.0 + 68.6 551.0+29.7
GFR (mL/min/1,73m%* 52.7+13.2 65.5+14.3 445+ 12.8 63.0+6.1 74.0+£9.8
HsCRP (mg/mL) 0.3(0.1-0.5) 0.4(0.3-0.5) 0.3 (0.2-0.74) 0.1(0.08 0.3) 0.2(0.09-0.4)
LVEF (%) 38(32-51) NA 38(27-44) NA NA
NT-pro BNP (pg/ml)* 984(294-2049) 121(59-227) 1647(546-5360) 50(43-51) 45(23-68)
FEV, post-bronchodilator
(% predicted) 97.5+18.7 77.5+22.2 843+17.5 114.0+17.8 1153+ 14.2
FEV,/FCYV post 78.1(75.7-
bronchodilator I (%) 76.3(73.7-80.6) 58.3(54.2-65.7) 64.0(62.0-67.5) | 77.2(73.5-81.9) 80.9)




Legenda tabella 2

I dati sono il numero di soggetti (%) o la media + deviazione standard o mediana
(interquartile ranges: 25th — 75th percentile).

6MWD, test del cammino dei sei minuti; GFR, velocita di filtrazione glomerulare;
HsCRP, proteina C reattiva ad alta sensibilita; LVEF, frazione di eiezione
ventricolare sinistra; NT-pro BNP, (BNP), frammento amino-terminale del peptide
natriuretico cerebrale; FEV,, volume espiratorio forzato in un secondo; FVC,
capacita vitale forzata; NA, non valutabile.

* Confronti significativi: SC vs BPCO (p = 0,002); SC + BPCO vs BPCO (p
<0.001), SC+BPCO vs controlli non fumatori (p = 0,02).

~ Confronti significativi: SC vs BPCO e SC vs controlli (fumatori e non fumatori),
p <0,001; SC+BPCO vs SC, SC+BPCO vs BPCO, SC+BPCO vs controlli (fumatori
e non fumatori), p <0.001 .

I confronti significativi: BPCO vs SC+BPCO (p = 0,03)
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Figure 1. Livelli plasmatici di N-(carbossimetil) lisina (CML) in pazienti con SC,
SC+BPCO, BPCO e controlli. Concentrazione plasmatica di CML sono state
trovate significativamente piu alta nei pazienti con SC rispetto ai controlli (P
<0<01). Il punto indica il valore mediano e le linee indicano 1 limiti superiore e
inferiore del 95% CI.*n=57, 1 valore mancante.
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Figura 2. I livelli plasmatici del recettore solubile per 1 prodotti finali di glicazione
avanzata (SRAGE) in pazienti con scompenso cardiaco cronico SC, SC+BPCO,
BPCO e controlli. Le concentrazioni di sRAGE sono state trovate
significativamente piu alta nei pazienti con SC rispetto ai controlli (P <0 « 01). Il
punto indica il valore medio e le linee indicano 1 limiti superiore e inferiore del 95%
CL
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Figura 3:
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Figura 3. Le correlazioni tra il frammento amino-terminale del peptide natriuretico
cerebrale (NT-pro-BNP) e il recettore solubile dei i1 prodotti finali della glicazione
avanzata (SRAGE) nei pazienti con scompenso cardiaco cronico (SC), BPCOe
SC+BPCO. Una correlazione positiva significativa ¢ stata trovata in ciascun gruppo
di pazienti. r=coefficiente di correlazione di Pearson.
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Tabella 3: caratteristiche cliniche dei pazienti BPCQO, con SC e dei
fumatori sani (sogetti di controllo)

BPCO SC Fumatori sani
(n=70) (n=124) (n=24)
Eta, a* 68.7+ 7.8 71.6 £6.9 67 +7.7
Maschi, n (%) 52 (74) 106 (86) 15 (62.5)
BMI, kg/m2 27.6 £4.6 28.1£3.6 27+5
Pack/years 453 +£27.1 41.8+25.2 358+ 154
GOLD stage, n (%)
I 10 (14) - -
II 34 (49) - -
I 26 (37) - -
Classe NYHA, n (%)
I - 26 (21) -
II - 81 (65) -
I - 15 (12) -
v - 2(2) -
Terapia, n (%)
ACE inibitori 19 (27.5) 85 (68.5) 0
Beta bloccanti 14 (20) 103 (83) 0
Statine 20 (30) 79 (64) 0
Boncodilatatori inalatori 57 (81) 13(11) 0
(LABA and/or LAMA)
Steroidi inalatori 43 (61) 10 (8) 0

Legenda tabella 3: I dati sono espressi come numero di soggetti (%) o
media + deviazione standard (SD).

BMI, indice di massa corporea, NYHA, New York Heart Association,
GOLD, Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease, ACE,
enzima di conversione dell'angiotensina, LABA, beta-2 agonisti a lunga
durata d’azione, LAMA, agenti antimuscarinici a lunga durata d'azione.

* Significativo (p <0.05): BPCO vs SC e SC vs fumatori sani.
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Tabella 4: Caratteristiche

controllo)

funzionali dei pazienti COPD, con SC e fumatori sani (sogetti di

Post-BD FEV1/FVC ratio

0.54 (0.47-0.61)

0.74 (0.67-0.78)

BPCO SC Fumatori sani p value

(n=70) (n=124) (n=24)
Indice di Charlson 1(1-2) 3(24) - <0.001
6MWT, m 490 + 131 378 + 163 N.A. <0.001
LVEF (%) 69.83 + 7.04 40.45+11.59 N.A. <0.001
NT-proBNP, pg/ml 115 (50-364) 984 (450-2095) 50 (43-51) <0.001*
Hs-CRP, mg/L 2.17(0.93-4.62)  0.32(0.20-0.70) 0.3 (0.17-0.55) <0.001**
Post-BD FEV 1% predicted 60.48 + 18.39 88.55+£20.26 115.77 £15.83 <0.001***
Post-BD FVC % predicted 86.23 +20.85 94.04 + 18.81 11717+ 16.11 < 0.0071 =

0.77 (0.74-0.81) < (.00 stk




Legenda tabella 4: 1 dati sono espressi come media = SD o mediana
(interquartile ranges: 25th — 75th percentile).

6MWT, test del cammino dei 6 minuti, LVEF, frazione di eiezione
ventricolare sinistra; NT-proBNP, N-terminale pro-ormone del cervello
peptide natriuretric; Hs-CRP, proteina C-reattiva ad alta sensibilita, BD,
broncodilatatori, FEV1, volume espiratorio forzato in 1 s; FVC, capacita

vitale forzata, NA, non disponibile.

* Significativo (p <0,05) test post-hoc: BPCO vs SC; BPCO vs fumatori sani;
SC vs fumatori sani.

** Significativo (p <0,05) test post-hoc: BPCO vs SC; BPCO vs fumatori
sani.

*#% Significativo (p <0,05) test post-hoc: BPCO vs SC; BPCO vs fumatori
sani; SC vs fumatori sani.

*d% Significativo (p <0,05) test post-hoc: BPCO vs SC; BPCO vs fumatori
sani; SC vs fumatori sani.

*FHAk Significative (p <0,05) test post-hoc: BPCO vs SC; BPCO vs fumatori

sani; SC vs fumatori sani.
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Legenda figura 4: Livelli plasmatici di PTX3 (A), IL-1B (B) e SIL-1RII (C) nei
soggetti BPCO, con SC e fumatori sani.

I livelli plasmatici di IL-1B e SIL-1 RII sono significativamente piu alti nei
pazienti con BPCO rispetto sia ai pazienti con SC che ai soggetti di controllo
(fumatori sani). I livelli plasmatici di PTX3 non differivano nei tre gruppi.

I dati sono espressi come media; le barre indicano il 75 © e 25 © percentile.

o p <0.001, BPCO vs SC, e fumatori sani vs BPCO.
* P <0.05, BPCO vs SC; ** p <0.01, BPCO vs fumatori sani.
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