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INTRODUZIONE

Solo fino a pochi anni fa I'endotelio era considerato una
semplice barriera cellulare tra sangue circolante e la parete
vascolare muscolare e si riteneva che esplicasse funzioni
di trasporto , metaboliche e coagulative. Oggi sappiamo,
invece, che [I'endotelio svolge un ruolo di primaria
importanza non solo nella modulazione del tono vascolare
ma, piu in generale, di tutti i processi che intervengono
nella patogenesi della trombosi e dell’aterosclerosi (1,2).
L’azione fisiologica dell’endotelio si esplica attraverso la
produzione di varie sostanze che inducono rilasciamento e,
in misura minore , di fattori che causano vasocostrizione.
Tra le sostanze vasodilatanti di origine endoteliale la piu
importante €& sicuramente il monossido d’azoto,
comunemente conosciuta come ossido nitrico (NO).

I NO e prodotto dalla trasformazione della L-arginina in
citrullina ad opera dell’enzima NO-sintetasi (NOS), la cui
attivita viene stimolata da numerose sostanze, quali la
bradichinina, Il'acetilcolina, la sostanza P, o da forze
meccaniche, principalmente lo shear stress (1). E

interessante osservare che I'attivita della NOS puo essere



bloccata sperimentalmente da analoghi della L-arginina,
quali la N®-monometil-L-Arginina (L-NMMA) (3).

Il NO, oltre a determinare rilasciamento vascolare, € un
potente antigregante piastrinico, un inibitore della
proliferazione e della migrazione delle cellule muscolari
lisce, dell’adesione dei monoliti e dell’espressione delle
molecole di adesione e della sintesi di endotelina, sostanze
e meccanismi coinvolti nella patogenesi della trombosi e
dell’aterosclerosi. Un’altra sostanza vasodilatante di origine
endoteliale € la prostaciclina, la quale perdo pud essere
prodotta anche dalle cellule muscolari lisce e sembra
essere importante solo a livello renale. Infine le cellule
endoteliali producono anche una sostanza non ancora ben
identificata, 'EDHF (Endothelium Derived Hyperpolarizing
Factor) e viene prodotta in condizioni di ridotta
biodisponibilita di NO come meccanismo compensatorio.
L’endotelio pud produrre anche sostanze che determinano
vasocostrizione comunemente definite con la sigla di
EDCF (Endothelium Derived Contracting Factors). Di
questi il piu potente ( 10 volte piu potente dell’angiotensina)
e 'Endotelina.

Infine in alcune condizioni patologiche (invecchiamento,
ipertensione, diabete, ipercolesterolemia, aterosclerosi) gli

stessi mediatoti che determinano la sintesi di NO inducono



parallelamente la produzioni di radicali liberi dell’ossigeno (
causano cioe stress ossidativo). Queste sostanze possono
indurre contrazione, ma soprattutto sono potenti distruttori
del NO stesso (1,2).

La valutazione della funzione endoteliale viene in genere
effettuata con studi di reattivita vascolare (4,5). In genere si
utilizzano come modello sperimentale i distretti vascolari
dell’avambraccio e del circolo coronario in quanto, tramite
I'arteria brachiale o [l'arteria coronaria discendente
anteriore, & possibile infondere agonisti ed antagonisti
endoteliali a dosi che non producano modificazioni
dellemodinamica sistemica. E’ possibile valutare la
funzione endoteliale dei grassi vasi misurando le
modificazioni del diametro delle arterie periferiche quali
'omerale, la radiale, la femorale mediante tecnica
ecografia. Come stimolo endotelio-dipendente puo essere
utilizzata l'infusione locale di agonisti (acetilcolina, etc.),
I'applicazione di stimoli meccanici che in genere provocano
aumento dello shear stress ed infine stimoli misti (cold
pressare test, mental stress, esercizio dinamico)che
attivano I'endotelio sia per un aumento dello shear stress
che per una stimolazione recettoriale prodotta
dall’attivazione di  agonisti endogeni (adrenalina,

bradichinina).



Una tecnica molto utilizzata € la “Flow-Mediated Dilation”
(FMD). Questa tecnica si applica agli arti (in genere arto
superiore a livello dell’arteria omerale o radiale) e consiste
nel misurare con un ecografo vascolare l'aumento di
calibro del vaso indotto dal’aumento del flusso arterioso e
quindi dallaumento di shear stress dopo ischemia del
segmento distale dell’avambraccio

Quando si studia il ruolo dell’endotelio nel controllo del
tono vascolare valutando la risposta vasodilatante indotta o
da sostanze ad azione agonista endoteliale o dallo shear
stress, I'entita della vasodilatazione € una misura della
funzione endoteliale nel senso che tanto maggiore € la
vasodilatazione indotta dall’agonista, tanto maggiore € la
funzionalita endoteliale. Utilizzando questa tecnica &
necessario confrontare la risposta degli agonisti endotelio-
dipendenti (acetilcolina, bradichinina, serotonina, sostanza
P, o la FMD) con sostanze che inducono vasodilatazione,
endotelio-indipendente (essenzialmente nitroderivati quali il
nitroprussiato sodico o la nitroglicerina) cosi da escludere
che eventuali differenze di risposta ad agonisti endoteliali
siano in realta causato da un’alterata risposta contrattile
delle cellule muscolari lisce. E’ pero cruciale che i due
diversi agonisti siano infusi a dosi equipollenti in modo da

ottenere livelli di vasodilatazione comparabili.



In volontari normotesi linfusione di L-NMMA ha
determinato vasocostrizione dose-dipendente. Questo ha
dimostrato in modo inequivocabile che nel distretto
vascolare dellavambraccio umano esiste un release
tonico di NO. Inoltre sempre nel soggetto normoteso &
stato dimostrato che [Iacetilcolina determina una
vasodilatazione dose-dipendente che & antagonizzata dalla
L-NMMA (Figura 1).

Dati simili sono stati ottenuti anche con la bradichinina e la
sertonina. Pertanto questi risultati hanno confermato che
anche nelluomo [I'acetilcolina, bradichinina, etc., sono
vasodilatatori endotelio dipendenti.

Il termine di “disfunzione endoteliale” identifica quella
condizione patologica caratterizzata da cellule endoteliali
anatomicamente integre, ma la cui attivazione, invece di
determinare esclusivamente la produzione di NO, attiva in
modo parallelo quello di stress ossidativi che determina la
distruzione del NO stesso. Quindi la disfunzione
endoteliale € una condizione patologica caratterizzata da
ridotta biodisponibilita di NO. La disfunzione endoteliale
deve essere distinta dal “danno endoteliale” che e invece
rappresentato dalla distruzione delle cellule endoteliali.
Questa distinzione non €& semantica, in quanto la

disfunzione € un fenomeno piu precoce e potenzialmente



reversibile, mentre il danno & un evento tardivo e
soprattutto piu grave poiché la rigenerazione delle cellule
endoteliali & di difficile realizzazione e soprattutto una volta
rigenerate sono in genere disfunzionanti.

Dati sperimentali e clinici dimostrano che elevate
concentrazioni plasmatiche di colesterolo totale e
colesterolo LDL si associano ad alterazioni della funzione
endoteliale indipendentemente dalla coesistenza di
coronaropatia o di altro danno vascolare. Inoltre alcune
modificazioni nella struttura lipoproteica, quali 'ossidazione
delle LDL, possono agire sinergicamente con
l'ipercolesterolemia nel danneggiare la  funzione
dell’endotelio. Di contro le lipoproteine ad alta densita
(HDL) sono in grado di contrastare l'effetto inibitore delle
LDL sulla vasodilatazione endo-teliomediata.

Una diminuita biodisponibilita di ossido nitrico (NO) sembra
essere la chiave di volta dei rapporti che intercorrono tra
ipercolesterolemia e disfunzione endoteliale. Non a caso,
la somministrazione del precursore dell’ossido nitrico, la L-
arginina, € in grado di contrastare la disfunzione
endoteliale indotta dalle LDL-ossidate, suggerendo una
ridotta attivita della NO sintetasi o wuna ridotta

biodisponibilita del precursore stesso.



Mentre nei soggetti normali la L-NMMA riduce la risposta
vasodilatatoria indotta dalla acetilcolina, nei pazienti con
ipercolesterolemia la risposta agli agonisti muscarinici non
e modificata dalla simultanea infusione di L-NMMA (Figura

1), ad indicare una riduzione della biodisponibilita di NO.

PAZIENTI e METODI

La Iperlipidemia familiare combinata (FCHL) € una
dislipidemia ereditaria comune, estremamente eterogenea
dal punto di vista metabolico e  genetico.
Gli individui affetti hanno elevate concentrazioni di
colesterolo e/o trigliceridi, insieme con una riduzione delle
concentrazioni di lipoproteine ad alta densita (HDL), un
aumento di apolipoproteina (apo) B, un'aumentata
prevalenza di lipoproteine a bassa densita (LDL) piccole,
dense e aterogene.

La principale caratteristica clinica della FCHL &
I'insorgenza prematura di lesioni aterosclerotiche.

Abbiamo paragonato un gruppo di 30 pazienti con FCHL di
eta media di 48 anni a 30 individui sani, comparabili per eta

€ SeSsSO0.



La diagnosi di FCHL é stata effettuata secondo i seguenti
criteri (6): Colesterolo totale e Trigliceridi > 250 mg /dl (Col
>6.5 mmol/l, Tg >2.8mm/l), multipli fenotipi lipoproteici ( lla,
llbo IV secondo la classificazione di Fredrickson) (7).
Cause di iperlipidemia secondaria (quali diabete,
ipotiroidismo, epatopatie, abuso di alcol , etc) sono state
escluse in tutti i casi. | pazienti non hanno assunto terapia
ipolipidemizzante da almeno 3 settimane.

Sia i pazienti che i controlli sono stati sottoposti a
determinazione di profilo lipidico, concentrazione sierica
della insulina, proteina C reattiva, omocisteina , rilevazione
di pressione arteriosa omerale e indice di massa corporea
ed infine ad ultrasonografia vascolare dell’arteria radiale
con studio della reattivita vascolare.

Quest’ultima valutazione e stata da noi effettuata con
apparecchio ESAOTE AU4 (sonda lineare da 10-13 MHz)
e registrata su nastri VHS per lettura successiva.

Un manicotto posto intorno all'avambraccio sinistro viene
gonfiato ad una pressione di 300 mmHg per 4,5 minuti, e
successivamente sgonfiato rapidamente. Il conseguente
aumento di flusso ematico (iperemia reattiva) costituisce un
potente stimolo per il rilascio di ossido nitrico con
conseguente dilatazione dell’arteria brachiale. La velocita

di flusso ematico nell’arteria brachiale viene misurata in



modo continuo per 15 secondi dopo lo sgonfiamento del
manicotto, mentre il diametro dell’arteria brachiale viene
misurato a 45 e a 60 secondi dopo lo sgonfiamento e poi a
5 e 10 minuti.

Una ridotta reattivita vascolare della arteria brachiale € un

indicatore clinico della disfunzione endoteliale.

RISULTATI

Le tabelle 1 e 2 presentano le caratteristiche dei due
gruppi. | pazienti con FCHL avevano, rispetto ai controlli,
pressione arteriosa omerale, indice di massa corporea,
colesterolo totale, trigliceridi, apo B ed insulina
significativamente piu alti. Dei pazienti con FCHLP 9
(30%)hanno riferito familiarita per cardiopatia ischemica
prematura. La Tabella 3 mostra i risultati della
ultrasonografia della arteria radiale.

Se non c’era differenza tra il diametro di partenza
dell’arteria radiale nei due gruppi, in conseguenza
alliperemia reattiva le arterie degli individui di controllo si
dilatavano del 8.9+4.9%, mente nei pazienti con FCHL la
reattivita brachiale era significativamente ridotta (5.5

+2.5%, p=0.002).



Un aumentato spessore medio intimale di entrambe le
carotidi comuni e della biforcazione carotidea si trovava nei
pazienti con FCHL (0.76(0.10) v 0.68 (0.09); p<0.05, e 1.05
(0.16) v 0.92);p<0.05, rispettivamente).

Ad ur’analisi univariata la reattivita brachiale era
inversamente correlata con BMI (r = -0.42), pressione
arteriosa sistolica (r = -0.38), colesterolo LDL(r = -0.42) e
apo B (r = -0.53), ma non alle dimensioni del vaso.

Nella regressione lineare apo B e BMI sono determinanti
indipendenti della risposta della a. brachiale all'iperemia

reattiva (r=0.85, aggiustato a r’=0.67),F =15.5;

DISCUSSIONE

L’evidenza autoptica che I'aterosclerosi cominci molti anni
prima che compaiono le sue manifestazioni cliniche e
progredisca lentamente (24) ha reso necessaria la ricerca
di indici misurabili di danno aterosclerotico. L’ ultrasognafia
B- Mode € un metodo semplice, affidabile e non invasivo

per evidenziare anomalie strutturali precliniche e funzionali



in presenza di fattori di rischio cardiovascolare, tradizionali
e non (25) .

In questo studio , usando I’ ultrasognafia B- Mode,
abbiamo dimostrato che la reattivita dell’a. brachiale era
alterata in pazienti asintomatici con FCHL.

L’evidenza suggerisce che l'alterata funzione endoteliale a
livello dell’arteria brachiale procede in parallelo alla
disfunzione endoteliale a livello coronario (26), e pud
aiutare ad identificare soggetti ad alto rischio
cardiovascolare. Inoltre abbiamo trovato un aumento dello
spessore medio intimale, un indicatore preclinico di
aterosclerosi, nei pazienti con FCHL.

Nei membri delle famiglie con FCHL nel nostro studio
I'alterata funzione endoteliale € correlata con i livelli di apo
B. Un aumento dei livelli di apo B e stato trovato in questi
pazienti indipendentemente dall’espressione del fenotipo
lipidico. Le lipoproteine in cui le apo B sono trasportate,
possono promuovere il danno endoteliale principalmente
attraverso meccanismi ossidativi che determinano un
amento della produzione da parte dei leucociti di radicali
liberi che, insieme con gli elevati livelli di LDL, generano le
LDL ossidate capaci di ridurre sintesi e rilascio di NO. (27)
Nei pazienti con FCHL un aumento del BMI & un altro

determinante indipendente di alterata reattivita dell’arteria



brachiale. Fattori neurormonali, quali l'insulino-resistenza ,
hanno dimostrato di essere causa di alterazioni funzionali
in soggetti in soprappeso (28-29). Comunque in questo
studio i livelli di insulina a digiuno, indiretta misura di
insulino-resistenza non erano correlati alla reattivita
dell’arteria brachiale L’associazione indipendente tra BMI e
alterata reattivita vascolare potrebbe essere mediata da
meccanismi infiammatori, come dimostrato dall’aumento
dei livelli di proteina C reattiva e di alcune citochine nelle
persone in soprappeso (30-31).

In conclusione i nostri risultati sugeriscono che la
disfunzione endoteliale & presente nelle arterie di pazienti
asintomatici con FCHL. In tale popolazione lo studio della
parete arteriosa, morfologico e funzionale, pud fornire
importanti informazioni sulle aterazioni precoci del

processo aterosclerotico
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Figura 1

Effetto dell'infusione di L-NMMA sulla vasodilatazione
endotelio-dipendente indotta dall'acetilcolina
nei pazienti ipercolesterolemici
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Tabella 1: Caratteristiche cliniche dei pazienti con FCHLP

e dei controlli
FCHL Controlli p
Eta (anni) 48.4 (1.8) 47.8 (0.8) N.S
Sesso 76 60 N.S
(% maschi)
IMC 28.0 (0.5) 24.9 (0.3) < 0.001
(kg/m?
Pressione Sistolica 127.7 (2.9) 125.5 (1.7) N.S
(mmHg)
Pressione 81.66 (1.6) 67.10 (1.3) < 0.001
diastolica (mmHg)
Ipertensione 38 0 < 0.001
Diabete (%) 7 0 N.S
Fumo(%) 27 30 N.S

Media (DS)



Tabella 2: Caratteristiche biochimiche dei pazienti con FCHLP e dei

controlli

Colesterolo
totale (mg/dl)
Colesterolo LDL
(mg/dl)
Trigliceridi
(mg/dl)
Colesterolo HDL
(mg/dl)
Apolipoproteina
B (mg/L)

HOMA index
hs-Proteina
C-reattiva

(mg/dl)
Omocisteina

(uml/ml)

FCHLP

277 (23.4)

166 (15.3)

324 (61.7)

45.6 (2.51)

132 (4.90)

2.84 (0.48)

0.43 (0.06)

12.9 (0.56)

Controlli

162 (3.95)

95.8 (3.5)

89.2 (3.5)

48.04 (2.17)

87.03 (4.60)

1.68 (0.12)

0.71 (0.08)

9.45 (0.32)

Media (DS)

< 0.001

< 0.001

< 0.001

N.S.

< 0.001

<0.02

<0.05

< 0.001



Tabella 3: Parametri funzionali dell’arteria brachiale pazienti con
FCHLP e dei controlli

Diametro basale

(mm)

Velocita di flusso
basale ( cm/sec)
Volume basale di
flusso (ml/min)
Reattivita arteria
brachiale (%)
Velocita di flusso
all’iperemia
(cm/sec)

Volume di flusso

all’iperemia (%)

FCHL

3.45 (0.51)

20 (9)

92 (60)

5.5 (2.5)

98 (22)

290 (140)

Controlli

3.60 (0.63)

21 (9)

85 (56)

8.9 (4.9)

105 (24)

320 (150)

Media (DS)

0.17

0.89

0.79

0.0002

0.65

0.55



