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Cap.1 — Introduzione

1. Introduzione
Le malattie aterotrombotiche sono la piu comune causa di morte nella societa
occidentale, rappresentando il substrato delle malattie cardiovascolari (CVD): malattia
ischemica cardiaca, infarto cerebrale e tromboembolismo venoso (VTE). Sebbene le
malattie cardiovascolari rappresentino la principale causa di morbilita e mortalita in
entrambi i sessi, esistono differenze tra uomini e donne, ancora ampiamente
inspiegate, in termini di epidemiologia, fattori di rischio, presentazione clinica,
progressione della malattia e risposta alla terapia, che rendono indispensabile la loro
valutazione tramite un approccio differente, orientato al genere.
| soggetti di sesso maschile sono sempre stati considerati a maggior rischio di eventi
cardiovascolari, causando, nelle donne, una sottostima del rischio ed un mancato
riconoscimento dei sintomi correlati.
La differenza di genere nell’incidenza di queste patologie, in relazione all’eta, ha
contribuito alla disparita di arruolamento e gestione degli studi clinici svolti in questo
ambito: i soggetti di sesso femminile costituiscono meno del 30% della quota di
partecipanti negli studi randomizzati. Questi aspetti sono dei fattori limitanti da
considerare quando si traslano i risultati degli studi clinici nella pratica clinica
quotidiana, anche alla luce della peggior prognosi delle donne a seguito di un evento
acuto.
Una migliore comprensione di queste differenze di genere potrebbe portare verso lo
sviluppo di terapie ottimali per la prevenzione ed il trattamento delle malattie

cardiovascolari nelle donne, minimizzando al contempo il rischio di eventi avversi.
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Epidemiologia

Le malattie cardiovascolari sono la prima causa di morte nel mondo e sono
responsabili di oltre 3.9 milioni di decessi ogni anno in Europa. Sono quindi patologie
ad elevata morbilita e costo socio-sanitario, causando, nella popolazione femminile,

circa il 25% di tutte le morti.

Rispetto alle ultime decadi sta emergendo la consapevolezza della necessita di una
conoscenza approfondita riguardo le differenze di genere. Le proiezioni attuali
indicano un continuo aumento dell’incidenza delle malattie cardiovascolari nella
popolazione generale dovuto all’invecchiamento della popolazione ed alle epidemie di
obesita, diabete e sindrome metabolica. Annualmente, la popolazione affetta da
malattie cardiovascolari continua a registrare un aumento del numero di morti tra i

soggetti di sesso femminile rispetto alla riduzione dello stesso dato negli uomini (1,2).
Medicina di genere: razionale

La prevalenza dei disordini cardiovascolari nelle donne varia ampiamente con I’eta:
I’insorgenza, rispetto agli uomini ¢ piu tardiva (3, 4, 5), ma l’incidenza di
coronaropatia ed infarto cerebrale aumenta del triplo in eta avanzata, in particolare
dall’inizio della menopausa, a causa dei profondi cambiamenti dal punto di vista
ormonale. L’incidenza di malattia arteriosa periferica € meno rilevante nelle donne
rispetto agli uomini (18% vs 27%) (6). La carenza di estrogeni ovarici endogeni che si
verifica in menopausa é il fattore principale che aumenta il rischio di CVD. Tuttavia,
il meccanismo che ne e alla base rimane ancora oscuro (7). Per quel che riguarda
I’infarto cerebrale, gli uomini, comparati con le donne, hanno una piu alta incidenza e
prevalenza (eta media del primo evento: 68.6 anni vs 72.9 anni). A fronte di questo

dato, pero, nei soggetti di sesso femminile I’infarto cerebrale tende ad essere piu
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grave, con una mortalita ad un mese dall’evento del 24.7% comparato con una

mortalita del 19.7% nei soggetti di sesso maschile (8, 9).

Numerosi dati statistici evidenziano come un’alta percentuale di donne muoia per
cause cardiache misconosciute, avendo, nell’ambito delle CVD, una qualita della vita
inferiore e sperimentando severita ed estensione di malattia piu gravi; tutto questo
comporta un aumento dei costi socio-sanitari che si riflette in un aumento della
frequenza di ospedalizzazioni, visite di controllo e morbilita. Oltre 1’80% delle donne
di mezza eta ha uno o piu fattori di rischio cardiaci tradizionali (10): piu elevati livelli
di colesterolo dopo la quinta decade di vita (11) ed una diminuzione dei livelli di HDL
dopo la menopausa (12). L’obesita ¢ presente in un terzo delle donne, con il 7% che
raggiunge un indice di massa corporea (BMI) >40 Kg/m?. L’ipertrigliceridemia ¢ uno
dei pit importanti fattori di rischio nelle donne rispetto agli uomini. Il diabete, nei
soggetti di sesso femminile, causa, rispetto agli uomini affetti dalla stessa patologia,
una maggiore mortalita per eventi ischemici; inoltre, il rischio aumenta di 3.3 volte
rispetto alle donne non diabetiche. Gli ultimi 30 anni hanno mostrato una diminuzione
della mortalita negli uomini con diabete, riduzione non presente nelle donne. La
presenza di piu fattori di rischio &€ comune in post-menopausa, in particolare la
combinazione tra obesita, ipertensione e dislipidemia (13), potenzialmente legata a
disturbi metabolici ormono-correlati. In letteratura, si evidenzia come le donne
abbiano maggiori livelli di proteina C reattiva rispetto agli uomini (14); questa
differenza inizia ad apparire durante la puberta e sembra verosimilmente correlata con
la maggiore frequenza di malattie autoimmuni inflammatorie (i.e. artrite reumatoide,
lupus eritematoso sistemico) suggerendo un ruolo preminente dell’infiammazione
nell’epidemiologia delle malattie ischemiche. E stato dimostrato come cicli

anovulatori causati da deficienza di estrogeni, disfunzioni ipotalamiche (15) o
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irregolarita del ciclo mestruale (16) nelle donne in pre-menopausa, siano associati ad
un aumento del rischio di aterosclerosi coronarica ed eventi avversi cardiovascolari.
Soggetti di sesso femminile con sintomi tipici o atipici di angina hanno una
probabilita inferiore di avere una coronaropatia ostruttiva rispetto agli uomini (17) ma
un esito in termini di qualita della vita e mortalita, peggiore. Questo apparente
paradosso necessita di ulteriori approfondimenti, anche se, € possibile ipotizzare,
come cio sia dovuto ad un’eta piu avanzata, alla presenza di numerose comorbidita ed
a un non corretto utilizzo delle linee guida (17).

Recenti dati supportano un ruolo specifico, relato al genere, della presenza di
disfunzioni microvascolari nella fisiopatologia delle sindromi ischemiche. Dati
autoptici evidenziano nelle donne una piu alta frequenza di placche coronariche erose
ed embolizzazioni distali. Ulteriori importanti differenze di genere riguardano la
risposta al rimodellamento tissutale in seguito a danno endoteliale (18) che, combinato
con il calibro piu piccolo delle arterie pud giocare un ruolo preminente nelle
disfunzioni del microcircolo. Uno studio di pazienti con coronaropatie ostruttive ha
evidenziato, negli uomini, la presenza di ateromi e disfunzioni epicardiche endoteliali
con maggior frequenza rispetto alle disfunzioni del microcircolo. Tali disfunzioni del
microcircolo sono state evidenziate in maggior misura nelle donne; questo potrebbe
rendere ragione della maggior quota di manifestazioni anginose ed ischemiche in
assenza di coronaropatia ostruttiva (17)

Queste osservazioni supportano 1’influenza delle caratteristiche legate al genere
nell’epidemiologia delle malattie cardiovascolari, la cui piu ampia comprensione
porterebbe ad un miglioramento dell’aspettativa ¢ della qualita di vita delle donne,

oltre che ad una migliore gestione dei costi sanitari.
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Effetto ateroprotettivo degli estrogeni

Come gid& menzionato, esistono due vie conosciute che vengono attivate
dall’interazione degli estrogeni endogeni con i recettori (ERa e ERP): la via
genomica e la via non-genomica. La via genomica prevede, in seguito al legame con
il ligando, il passaggio dell’estrogeno attraverso la membrana lipidica per
raggiungere il nucleo dove il legame con altri recettori media I’attivazione o la
soppressione di geni. La via non-genomica e rappresentata dalla rapida attivazione
del recettore localizzato sulla membrana plasmatica che causa il rilascio di secondi
messaggeri, come I’ossido nitrico, il calcio o varie chinasi. Per quanto riguarda il
sistema cardiovascolare, 1’attivazione di recettori ERa su cellule endoteliali e
miocardiche induce effetti antiossidanti ed aumenta le capacita di riparazione tissutale.
I ER nel sistema cardiovascolare modulano una rapida vasodilatazione mediata
dall’ossido nitrico e possono avere effetti a lungo termine (vie genomiche) che
portano ad un aumento della crescita endoteliale ed all’inibizione della proliferazione
delle cellule muscolari lisce. Gli estrogeni riducono I’ossidazione del colesterolo,
delle lipoproteine a bassa densita, il legame e 1’aggregazione piastrinica ed
incrementano 1’attivita della cicolossigenasi-2 (19).

Studi epidemiologici e sperimentali, ad oggi, sostengono un effetto ateroprotettivo
degli estrogeni endogeni e/o esogeni. Esistono studi in animali nei quali, inducendo
I’interruzione dei segnali dell’ipotalamo diretti alle ovaie, dalla quale deriva
anovulazione e ipoestrogenemia, viene osservata la comparsa di aterosclerosi pre-
menopausale nei primati e, la successiva somministrazione di contraccezione
ormonale, blocca gli effetti aterosclerotici (19).

Per studiare gli effetti degli estrogeni sul sistema cardiovascolare sono stati analizzati

I dati riguardanti la terapia estroprogestinica utilizzata in forma sostitutiva nelle
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donne in menopausa e riguardanti la terapia contraccettiva nelle donne in eta
riproduttiva. Le formulazioni farmaceutiche oggi disponibili sono differenti rispetto
al passato; esistono formulazioni con una dose di estrogeni notevolmente diminuita,
con diversi tempi di somministrazione e molecole di nuova generazione con proprieta
antiandrogeniche e diuretiche.

Lo studio Women’s Health Initiative non ha perd dimostrato un effetto protettivo
coronarico degli estrogeni in donne in post-menopausa. Tale evidenza contraddittoria
rispetto all’atteso, potrebbe dipendere tuttavia sia dai tempi di somministrazione degli
estrogeni che dal tipo di progestinico associato (20).

Le molecole di vecchia generazione erano associate ad un aumento sensibile della
pressione arteriosa; studi recenti hanno mostrato una diminuzione della pressione
sistolica nelle donne in terapia con le nuove formulazioni (19); questo effetto é
dovuto probabilmente alla diminuzione della dose di estrogeno ed alle proprieta
diuretiche di alcune molecole di progestinico derivate dallo spironolattone.

Il profilo lipidico viene influenzato dagli estrogeni utilizzando la via genomica. Studi
in donne in pre-menopausa in terapia con contraccettivi orali, hanno mostrato
variazioni del profilo lipidico secondo una modalita dose-correlata. Le donne in
terapia con 20ug EE (Etinilestradiolo)/100pug LNG (Levonorgestrel) hanno riportato
una riduzione nelle lipoproteine ad alta densita (HDL) ed un piccolo incremento di
LDL e trigliceridi (19). La quota di alterazioni lipidiche e dipendente anche dalla via
di somministrazione, difatti, la via transdermica, ha un’influenza minore se
comparata con la via orale. Barkfeldt et al. hanno condotto uno studio randomizzato
in doppio cieco che ha valutato gli effetti del metabolismo lipidico in 98 donne che
ricevevano due differenti tipi di contraccettivi con solo progestinico, desogestrel

75ug/die e LNG 30pug/die. Sono stati riscontrati cambiamenti minimi nel profilo

10
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lipidico eccetto che per la diminuzione dei livelli di HDL, le sue frazioni e le
apolipoproteine | e 1. Non sono state evidenziate differenze nelle due formulazioni
nonostante 1’alta dose di progestinico nel desogestrel, incluso nessun cambiamento
nei livelli di LDL o di apolipoproteine (21).

Numerosi studi hanno evidenziato il ruolo degli ormoni riproduttivi nella regolazione
del tono vasale, dato evidente data la piu alta frequenza nelle donne di malattie nelle
quali la componete vasale costituisce I’evento eziopatogenetico fondamentale, come
la malattia di Raynaud e I’angina di Prinzmetal. Gli estrogeni aumentano i livelli di
ossido nitrico e di Cox-2 e abbassano i livelli di endotelina e la risposta endocrina,
tutti meccanismi che favoriscono la vasodilatazione. Tuttavia Si conosce ancora poco
riguardo gli effetti del progesterone e dei progestinici in questo ambito (19).

Esistono evidenze che dimostrano come 1’uso di estrogeni in menopausa provochi un
aumento dei livelli di proteina C reattiva (22), dato non chiaro, in quanto non € noto
se sia un evento avverso o dovuto a meccanismi di up-regolazione epatica. Tale
evidenza contraddittoria rispetto all’atteso, potrebbe dipendere tuttavia sia dai tempi
di somministrazione degli estrogeni che dal tipo di progestinico associato. Molti studi
suggeriscono che gli ormoni steroidei abbiano un effetto antiaterosclerotico; tuttavia
si conosce relativamente poco circa ’impatto sulla trombosi, sull’endotelio vasale e
sull’aritmogenesi, tutti aspetti che contribuiscono a definire il rischio cardiovascolare.
Esistono studi osservazionali in pazienti in trattamento con contraccettivi ormonali di
prima e seconda generazione (a piu alto dosaggio rispetto quelli attuali), che
dimostravano un piccolo ma significativo aumento del rischio di infarto del
miocardio e di tromboembolismo venoso, in particolare tra donne in terapia
continuativa e tra le fumatrici, mentre un uso discontinuo o 1’utilizzo di contraccettivi

orali di terza generazione € associato ad una riduzione/non incremento del rischio.

11
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L’alto rischio di trombosi sembra essere piu alto nel primo anno di utilizzo, legato
alle alte dosi di estrogeni. Le formulazioni di nuova generazione attualmente in uso
non incrementano il rischio di infarto del miocardio ma permane un rischio

aumentato di VTE che, verosimilmente, é correlato alla durata del trattamento (19).

Ruolo delle piastrine

Le piastrine ed i meccanismi di attivazione/inibizione della cascata coagulativa
giocano un ruolo centrale nell’emostasi e nella patogenesi delle malattie
cardiovascolari ed é stato ipotizzato un loro ruolo per spiegare le differenze di
funzionalita e ed epidemiologia correlata al genere.

Le piastrine sono i piu piccoli elementi figurati del sangue con forma discoidale e
diametro compreso tra 2 e 4 pum. L’emivita delle piastrine circolanti ¢ di 10 giorni.
Sono cellule anucleate, derivate da frammenti citoplasmatici dei megacariociti, cellule
nucleate presenti nel midollo osseo e derivanti da cellule staminali ematopoietiche.
Non contengono nucleo e pertanto non possono sintetizzare nuove proteine; tuttavia
contengono una quota residua di mRNA e reticolo endoplasmatico che permette loro
di far fronte al fabbisogno proteico e funzionale. In condizioni fisiologiche, le
piastrine circolanti esprimono livelli relativamente bassi di alcune molecole. Tali
molecole sono indispensabili nelle interazioni con altre piastrine ed altre cellule come
leucociti e cellule endoteliali, in seguito alla loro attivazione. Le piastrine contengono,
inoltre, un numero variabile di granuli, come i granuli densi, gli a-granuli ed i
lisosomi. | granuli contengono degli agonisti piastrinici secondari come 1’adenosina
difosfato (ADP) e la serotonina, calcio e fattore attivante le piastrine (PAF), coinvolti
nell’attivazione di altre piastrine e nella promozione degli effetti biologici di queste su

altre cellule coinvolte nei processi coagulativi. Inoltre, studi di proteomica hanno

12
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mostrato come le piastrine stimolate da trombina rilascino piu di 300 differenti tipi di
proteine, molte delle quali associate con I’infiammazione (23).

Le piastrine possono essere attivate da fattori circolanti nel sangue o dal collageno
sub-endoteliale esposto in seguito a danno endoteliale. L’interazione tra componenti
di placca aterosclerotica esposti, recettori piastrinici e fattori della coagulazione porta
all’attivazione piastrinica, aggregazione e conseguente formazione di trombi (i.e.
malattia aterotrombotica) che puo compromettere la pervieta del lume arterioso.

Due molecole principali sono coinvolte in questo processo: il fattore di von
Willebrand (VWF) e la glicoproteina Ib (Glb). Il VWF & una proteina adesiva
sintetizzata dalle cellule endoteliali e nei megacariociti, ed ¢ presente negli o granuli
delle piastrine. Questa proteina multimerica contiene diversi siti funzionali (domini),
responsabili dell’attivita biologica che coinvolge ’interazione con numerose altre
molecole. Questi eventi sono influenzati dalle forze emodinamiche presenti
all’interno dei vasi: le alte forze di scorrimento tendono a spingere le piastrine verso
la superficie vasale dove aderiscono quando trovano una soluzione di continuo. Il
collageno rappresenta la maggioranza delle proteine della matrice extracellulare ed
un ruolo determinante nell’emostasi spetta ai collageni di tipo I, III, e VI. Nel vWF
sono stati identificati due siti di legame per il collagene di tipo VI ma solo un
dominio A1l ¢ responsabile dell’interazione con la GPIb della membrana piastrinica.
L’inizio dell’adesione piastrinica al vaso richiede il legame delle piastrine al
collagene. A questo proposito collageno e vWF formano un’unita funzionale che
genera il trombo iniziale. 1l fattore di vVWF contribuisce a reclutare le piastrine e il
collagene determina un legame piu stabile e duraturo che consente 1’adesione
piastrinica. La GPIV e le integrine a2f1 sono i recettori implicati direttamente nel

legame delle piastrine con il collageno. Dopo D’interazione con il collageno, le

13
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piastrine sono fortemente attivate e rilasciano il contenuto dei granuli a e dei granuli

densi. I meccanismi che portano all’interazione tra le piastrine sono determinati dalla

presenza delle integrine auib3 che legano il fibrinogeno, fattori plasmatici e fattori

rilasciati dalle piastrine. Il fibrinogeno agisce come un ponte di legame tra due

recettori espressi in due differenti piastrine. Una volta che le piastrine sono attivate

ed interagiscono tra di loro, avviene il rilascio, da parte delle piastrine, di fattori

agonisti, tra cui I’ADP. La formazione di un innesco stabile di piastrine ¢ necessario

per la conversione del fibrinogeno in fibrina, che e mediato dalla trombina. La

trombina e prodotta dal sangue e dalle cellule vascolari.

Esistono diversi meccanismi di stimolazione delle piastrine come, ad esempio, gli
agonisti ADP, trombossano A2 (TxAz2), noradrenalina, serotonina e trombina che
interagiscono con recettori transmembrana legati a proteine G eterodimeriche legate al
GTP; queste vie portano al rilascio di numerosi messaggeri intracellulari, come
prodotti dell’idrolisi della fosfolipasi C, diacilglicerolo, inositolo 1,4,5-trifosfato e lo
stesso trombossano A2 (TxA2).

Differenza di genere nella funzione piastrinica

Le pitu recenti acquisizioni sul ruolo delle piastrine nella fisiopatologia
dell’aterotrombosi forniscono indizi e generano risposte a domande circa la possibilita
che una modulazione peculiare nella reattivita piastrinica possa influenzare il decorso
clinico a prognosi peggiore delle CVD nella popolazione femminile.

Sono state descritte differenze di reattivita piastrinica nella popolazione usando
diversi metodi ed in risposta a vari stimoli. Le piastrine nelle donne senza
coronaropatia sono piu reattive di quelle degli uomini in risposta a concentrazioni
standard di agonisti come I’ADP. Esistono diverse evidenze della differenza di genere

nella funzione e nella reattivita piastrinica negli animali e negli esseri umani. Nel caso

14
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degli animali, sono stati ottenuti risultati contrastanti. Negli esseri umani gli studi
sulla funzione piastrinica hanno osservato un aumento della reattivita delle piastrine
femminili rispetto a quelle maschili.

In particolare, le piastrine dei soggetti di sesso femminile presentano piu alti livelli di
attivazione tramite le vie dell’adenosina-5-difosfato (ADP), acido arachidonico (AA),
epinefrina e collagene. Tra le pazienti senza malattia apparente, le piastrine legano
molto piu fibrinogeno in risposta a basse e alte concentrazioni di ADP ed hanno
mostrato una aggregazione spontanea piu elevata rispetto agli uomini dopo
aggiustamento per fattori di rischio come fumo, ipertensione, diabete, iperlipidemia ed
uso di aspirina (24). Usando la citometria a flusso, Faraday e collaboratori (25) hanno
dimostrato come esistano differenze di genere nel numero di siti di legame per il
fibrinogeno e per la componente di attivazione delle pro-caspasi (PAC-1), un
marcatore di attivazione delle piastrine. Questi autori hanno mostrato come, in
risposta a stimolazione con ADP, il numero di complessi recettoriali della
glicoproteina Ilb/Illa  (GPlIb-11la) capaci di legare il fibrinogeno era
significativamente piu alto nelle piastrine delle donne. Similmente, il numero di
recettori GPIlIb-Illa (capaci di legare PAC-1 in risposta allo stimolo con ADP) ed il
peptide trombina recettore attivato (TRAP) era dal 50% all’80% piu alto nelle donne
rispetto agli uomini. Analisi successive dei dati derivanti da sottogruppi di donne,
hanno dimostrato un’associazione tra reattivita dei recettori GPllb-Illa e la fase
luteale piuttosto che quella follicolare del ciclo mestruale, suggerendo in questo modo
che, gli ormoni possano regolare I’attivazione di questi recettori. Questi dati sono in
accordo con I’ipotesi, parzialmente verificata, di come esista un’attivita piastrinica
aumentata durante la fase luteale. E stato suggerito che i recettori GPIIb-llla delle

piastrine di donne in pre-menopausa siano molto piu reattivi e predisposti
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all’attivazione rispetto a quelli delle piastrine di giovani uomini, in correlazione con i
livelli sierici di estrogeni e/o progestinici. In aggiunta, Roshan e collaboratori (26)
hanno mostrato valori significativamente piu alti di recettore PAC-1 in donne in post-
menopausa rispetto un gruppo di donne in pre-menopausa, suggerendo altresi un ruolo
delle piastrine nell’incidenza di eventi trombotici in associazione con la diminuzione
dei livelli di estradiolo.

GeneSTAR (Genetic Study of Aspirin Responsiveness), prendendo in analisi una
popolazione di donne e uomini sani, ha dimostrato una maggiore reattivita piastrinica
nelle donne rispetto agli uomini, in risposta a differenti concentrazioni di acido
arachidonico, ADP e noradrenalina dopo correzione per eta, fattori di rischio, razza,
stato menopausale e terapia ormonale (24). In seguito ad una terapia a basse dosi di
aspirina, donne e uomini hanno mostrato diminuzioni dell’inibizione piastrinica in
risposta all’acido arachidonico. Nei soggetti di sesso femminile, pero, le piastrine
rimangono significativamente piu reattive di quelle degli uomini in risposta al
collagene o alla stimolazione da ADP; ad esempio, nelle donne, dopo terapia con
aspirina, 1’aggregazione piastrinica in risposta a 5ug/ml di collageno € risultata essere
del 31.8% contro il 27.2% negli uomini (p<0.001) (24). Altre evidenze riguardo
I’esistenza di differenze piastriniche correlate al genere derivano da studi basati sulla
tromboelastografia che mostrano una maggiore tendenza pro-trombotica nelle donne
rispetto agli uomini, in termini di aumento della velocita e della forza di legame tra
piastrine e fibrina all’interno del coagulo (27).

Le piastrine attivate, attraverso il rilascio di citochine e ligandi immunomodulatori,
mediano una risposta inflammatoria che amplifica a sua volta la risposta piastrinica
stessa e D’attivazione endoteliale che avviene in conseguenza della rottura di una

placca aterosclerotica (28). In conseguenza della rottura di una placca, 1’esposizione
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del suo contenuto promuove 1’adesione dei recettori delle piastrine e delle integrine al
fattore di von Willebrand ed al collageno del subendotelio. Le piastrine attivate
inoltre, rilasciano fattori inflammatori, che si legano ai leucociti formando aggregati
di leucociti-piastrine, facilitano il rilascio di citochine pro-infiammatorie e
promuovono una risposta inflammatoria all’interno del vaso.

Nello Woman’s Health Study, tra le donne sane in post-menopausa, alti livelli di
proteina C reattiva (CPR), il marcatore di inflammazione piu studiato, costituiscono
un fattore di rischio indipendente di morte cardiovascolare, infarto del miocardio non
fatale, infarto cerebrale o necessita di rivascolarizzazione coronarica (29). Sebbene
questo studio abbia mostrato 1’utilita della proteina C reattiva in termini di predizione
di rischio solo per gli uomini classificati a rischio intermedio e non per le donne (30),
un’altra meta-analisi ha evidenziato un risk ratio per coronaropatia del 1.41 (95% IC:
1.13 a 1.75) tra le donne che avevano livelli di CPR >3.0mg/l vs <1.0mg/l (31). Altri
marcatori inflammatori come la conta leucocitaria e 1’espressione di P-selectina, se
elevati, potrebbero essere predittivi di un evento cardiovascolare futuro.

La terapia anti-piastrinica presenta effetti pleiotropici anti-inflammatori oltre agli
effetti direttamente mediati dalle piastrine. In uno studio longitudinale, nel quale il
50% dei partecipanti era di sesso femminile, 1’aspirina ha mostrato un effetto
sinergico con le statine nel diminuire i livelli di CPR; tale sinergia non si modificava
con il sesso. In uno studio controllato randomizzato, é stato dimostrato come la terapia
con Clopidogrel sia associata ad una riduzione dei livelli di marcatori infiammatori,
anche dopo correzione per sesso. Inoltre, e stato dimostrato come i livelli di CPR
aumentino un mese dopo la sospensione di Clopidogrel, in questo caso senza
significative differenze di genere (32).

Meccanismi che potrebbero spiegare queste differenze sono in corso di valutazione.
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E ipotizzabile un coinvolgimento degli ormoni sessuali steroidei, in particolare del 17
beta estradiolo (E2) mediante i recettori per gli estrogeni (ER), che esercita effetti
multipli, diretti ed indiretti, sulla fisiologia cardiovascolare.

Fisiologia del ciclo mestruale

L’attivita ovarica, nella donna, inizia nella puberta in risposta alla secrezione di
gonadotropine (GnRH) da parte dell’adenoipofisi (ormone luteinizzante, LH; ormone
follicolo-stimolante, FSH). Nell’ovaio, sotto I’effetto delle gonadotropine, FSH e LH,
avviene lo sviluppo follicolare, 1’ovulazione e la secrezione degli ormoni estrogeni e
progesterone. | follicoli primari sono spinti a maturazione dal rapporto FSH/LH che é
utile quando ¢ a favore dell’FSH.

GnRH e FSH stimolano i follicoli primari; uno completera il ciclo fino all’ovulazione,
gli altri andranno incontro a degenerazione (fase follicolare).

Sotto I’influenza dell’FSH le cellule follicolari secernono estrogeno che opera un
feedback negativo sulla secrezione ipofisaria di FSH (producendo anche inibina,
follicolostatina ed activina che contribuiscono a regolare i livelli di FSH); quando gli
estrogeni secreti raggiungono il livello piu alto provocano la secrezione di LH che
determina la rottura del follicolo (ovulazione) e 1’espulsione dell’ovulo che migra
verso le tube.

Le cellule follicolari rimaste subiscono una trasformazione costituendo il corpo luteo
che secerne progesterone (fase luteinica). Se non avviene la fecondazione, in 14
giorni il corpo luteo si atrofizza, i livelli di progesterone in circolo cadono portando al
distacco dell’endometrio (mestruazione). Al termine della fase luteinica, la caduta
degli estrogeni e del progesterone “libera” I’ipofisi dal feedback negativo, con
successivo progressivo aumento dei livelli di FSH e stimolazione di nuovi follicoli

per il successivo ciclo mestruale.
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Estrogeni e coagulazione

I megacariociti e le piastrine esprimono i recettori per gli estrogeni (ER) B e i recettori
per gli androgeni (AR); I’espressione del recettore AR ¢ regolata dal testosterone (33).
Inoltre, la trascrizione dei recettori B degli estrogeni e quella degli androgeni sono up-
regolate durante la differenziazione dei megacariociti. Gli effetti genomici nei
megacariociti cosi come le proprieta di segnale nelle piastrine potrebbero contribuire
alla differenza di genere nella funzione piastrinica.

Esistono diverse prove dirette e indirette di come gli ormoni sessuali influenzino la
biologia piastrinica ma ci sono evidenze conflittuali degli effetti del ciclo mestruale su
quest’ultima. In letteratura, € stato evidenziato come le piastrine delle donne leghino
molto piu fibrinogeno durante la fase luteale (solitamente della durata di 14 giorni,
iniziando con I’ovulazione e terminando con la mestruazione) del ciclo mestruale
rispetto alla fase follicolare, suggerendo una regolazione ormonale dell’attivazione
delle glicoproteine llb-111a (34). Il numero dei recettori 02 adrenergici ¢ risultato
avere un picco all’inizio del mese ed una caduta a meta del ciclo mestruale. Tarantino
et al. hanno osservato come 1’adesione delle piastrine al collageno di tipo | sia
caratterizzata da un periodo bifasico durante il ciclo mestruale (35). Al contrario,
ulteriori studi non hanno riscontrato una significativa relazione tra aggregazione
piastrinica e fasi del ciclo mestruale, contraccettivi orali o stato menopausale (28, 36).
Sia i contraccettivi orali, sia fattori ormonali presenti in periodo peri-menopausale
alterano I’espressione di proteine coinvolte nelle vie che regolano 1’equilibrio tra
coagulazione e fibrinolisi, aumentando i livelli e [Dattivita del fattore VII,
promuovendo il legame del fibrinogeno alle piastrine ed aumentando i livelli di

fibrinogeno e dell’inibitore dell’attivatore del plasminogeno (PAI-1) (28).
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E possibile ipotizzare che, questi cambiamenti, possano contribuire ad aumentare il
rischio trombotico.

La presenza di infiammazione sistemica e coinvolta negli effetti della relazione tra
ormoni e rischio aterotrombotico. Studi clinici randomizzati (37) e trasversali hanno
mostrato un aumento dei livelli di CPR nelle donne in post menopausa trattate con
estrogeni. Tuttavia in un sottostudio caso controllo del Women’s Health Initiative, i
valori di CPR basali non hanno mostrato una significativa correlazione statistica con
la terapia ormonale in termini di prevenzione del rischio cardiovascolare (38).

Molti studi hanno suggerito 1’esistenza di una correlazione tra polimorfismi genetici
per le glicoproteine piastriniche ed il rischio di eventi aterotrombotici (39), ma si
conosce ancora poco circa I’impatto che questi polimorfismi, influenzati dal genere,
possano avere sulla biologia piastrinica, sulla risposta al trattamento e sull’esito del
paziente. La presenza di estrogeni e/o androgeni pud inoltre influenzare I’espressione
di geni codificanti per fattori indispensabili nel processo di emostasi come 1’ossido
nitrico sintasi (un inibitore dell’aggregazione piastrinica), la superossidodismutasi, la
GP130 e il trombossano A2. E stato dimostrato come, in vitro, I’aggregazione
piastrinica umana indotta dall’acido arachidonico sia potenziata dagli androgeni e
come, la terapia con androgeni, abbia incrementato la conta piastrinica in pazienti con

trombocitopenia e mielodisplasia (33).

I livelli di ormoni possono influenzare la presenza di fattori della coagulazione e
favorire la comparsa di una resistenza acquisita all’azione della proteina C attivata,
portando ad un aumento del rischio di VTE. Durante il ciclo mestruale é stata
evidenziata una diminuzione dei livelli di fattore di von Willebrand (VWF), di
fibrinogeno e fattore VII attivato. La gravidanza invece, come & noto, € uno stato pro-

coagulante con progressivo aumento dei fattori VII, VIII, X, XII, fibrinogeno e VWF,
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come anche un aumento della resistenza alla proteina C attivata. Durante il periodo
post-menopausale, fattori genetici ed ambientali modulano negativamente
I’espressione di proteine coinvolte nei processi emostatici portando ad una
modulazione a differenti livelli (coagulazione, fibrinolisi, attivazione piastrinica,
endotelio vascolare) (40). Questo potrebbe spiegare la piu alta incidenza di trombosi

arteriosa e venosa nelle persone anziane rispetto a quelle giovani.
Terapia estrogenica

La terapia con estrogeni ha effetti rilevanti nella gestione clinica di una varieta di
condizioni morbose. La terapia con estrogeni orali é in effetti, clinicamente efficace
ma, a seconda della via di somministrazione e dal tipo e dose di estrogeni puo anche
essere accompagnata da gravi effetti avversi che sono associati con alterazioni nel
metabolismo epatico. In particolare, la somministrazione di estrogeni sintetici ha
effetti su proteine plasmatiche derivanti dal fegato, fattori della coagulazione,
lipoproteine e trigliceridi; al contrario, la somministrazione parenterale di estradiolo
ha influenze minime su questi aspetti della funzione epatica. Per quanto riguarda
I’emostasi, il trattamento con estrogeni orali (ma non trans-dermici) sembra
influenzare alcune proteine regolatorie della coagulazione (inibitore del fattore
tissutale, proteina S, proteina C e antitrombina) mentre aumenta i livelli di fattori pro-
coagulanti VII, X, XII e i frammenti di protrombina 1+2. Questo squilibrio € associato
ad un aumento dell’attivazione della coagulazione, nella quale, ’aumento dei livelli
dei fattori rilasciati dalle cellule endoteliali (von Willebrand, fattore VIII) puo giocare
un ruolo importante (41).

Possibile differenza di genere in risposta alla terapia antipiastrinica

E noto come differenze di genere condizionino la risposta ai farmaci sia in ambito

farmacodinamico che cinetico. Una piu approfondita conoscenza dei fattori che
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contribuiscono alle differenze di genere osservate nella biologia piastrinica €
auspicabile in particolare per verificare 1’efficacia dei farmaci antipiastrinici.

In tale contesto, si sta facendo strada la teoria del ruolo degli ormoni nel mediare
I’attivazione piastrinica ed il differente beneficio dei farmaci antipiastrinici nelle
donne. Infatti, in studi di prevenzione primaria con aspirina (ASA), le donne in
trattamento presentano 1’infarto del miocardio allo stesso modo delle non trattate,
mentre si evidenza una sostanziale protezione dall’evento cerebrovascolare acuto
(42). Inoltre e stata documentata una minore percentuale di inibizione piastrinica in
donne che assumono ASA in prevenzione secondaria.

I Women’s Health Study (WHS) (20) ha valutato I’efficacia e la sicurezza
dell’aspirina in 39876 donne sane con piu di 45 anni, randomizzate in due gruppi, il
primo in terapia con 100 mg di aspirina a giorni alterni, il secondo trattato con
placebo, monitorandole per 10 anni. Il trattamento con aspirina ha mostrato una
riduzione non significativa del rischio di eventi cardiovascolari maggiori, un aumento
non significativo nel rischio di infarto cerebrale emorragico ed un effetto non
significativo sul rischio di infarto del miocardio o morte cardiovascolare. L’effetto
dell’aspirina non ¢ stato modificato dalla menopausa, I’utilizzo o meno della terapia
sostitutiva ormonale dopo la menopausa o il rischio cardiovascolare. Come atteso, la
frequenza di effetti avversi correlati al sanguinamento ed alle ulcere gastriche sono
aumentati tra le donne in trattamento con aspirina.

La metanalisi del gruppo Antithrombotic Trialists (42), in cui sono stati presi in esame
sei studi clinici randomizzati sulla prevenzione primaria con aspirina (dei quali tre
condotti solo negli uomini ed uno solo con donne) su 95000 partecipanti ha
evidenziato un significativo declino di eventi coronarici e vascolari maggiori negli

uomini ma non nelle donne, sia in prevenzione primaria che secondaria.
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Molte ipotesi sono state fatte per spiegare le differenze legate al genere nell’effetto
cardioprotettivo dell’aspirina: la biologia piastrinica, il metabolismo dell’aspirina, cosi
come la resistenza all’aspirina, che tende ad essere piu comune nelle donne che negli
uomini (43).

L’aumento dell’incidenza di malattie cardiovascolari in post-menopausa rispetto alle
donne in pre-menopausa € correlato ad una diminuzione dei livelli di estrogeni,
sebbene 1 risultati degli studi che valutano I’effetto di terapie sostitutive in termini di
rischio cardiovascolare sia contraddittorio; la discrepanza potrebbe essere dovuta al
tipo di estrogeno o al tempo di inizio della terapia sostitutiva (19). L’aspirina potrebbe
bilanciare 1’aumentato rischio trombotico nelle donne in post-menopausa in terapia
ormonale sostitutiva.

Nella meta-analisi ATT, non sono stati evidenziati dati significativi di influenza tra
genere ¢ effetti dell’aspirina rispetto al placebo per quanto riguarda la prevenzione
cardiovascolare secondaria: in particolare la riduzione del rischio relativo di eventi
coronarici maggiori durante il follow-up con aspirina era del 19% nei maschi e 27%
nelle femmine e del 19% in entrambi i generi per eventi vascolari maggiori (infarto
del miocardio, infarto cerebrale, morte vascolare). Berger et al. hanno realizzato una
meta-analisi analizzando cinque studi clinici randomizzati comparando il clopidogrel
rispetto al placebo in aggiunta all’aspirina comprendenti 79613 donne con
coronaropatia o donne ad alto rischio di recidiva (44). Si é evidenziato come il
rischio assoluto di eventi durante il follow-up sia piu alto nelle donne rispetto agli
uomini: tra le 23533 donne valutate solo il rischio di infarto del miocardio si e
significativamente ridotto, mentre, i soggetti di sesso maschile hanno mostrato una
riduzione anche per l’infarto cerebrale ed altre cause di mortalita. Inoltre, il

beneficio della terapia con clopidogrel é ridotto nelle donne (7%) rispetto agli
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uomini (16%). Nel trial randomizzato con Prasugrel (45) e Ticagrelor (46), sebbene
la riduzione nell’obiettivo primario era relativamente piccola nelle donne rispetto
agli uomini (morte per cause cardiovascolari, infarto del miocardio non fatale,
infarto cerebrale non fatale) non é stata notata una significativa interazione tra sesso
e trattamento assegnato.

I polimorfismi degli alleli del citocromo P-450 e 2C19 sono stati associati con la
variabilita di risposta al clopidogrel. Sono stati osservati sia un piu alto rischio di
sanguinamenti maggiori (47) che di trombosi di stent (48) dipendenti dalla presenza di
genotipi differenti (rispettivamente guadagno di funzione e perdita di funzione).
Questo tipo di polimorfismi sono equamente distribuiti tra uomini e donne e seppur
non esistono differenze nell’outcome in base al genere, sono comunque studi utili per
approfondire eventuali interazioni gene-gene e gene-ambiente.

Negli studi con gli inibitori del GP I1b/llla sono state osservate numerose interazioni
tra trattamento e sesso. Negli uomini con sindrome coronarica acuta (ACS), [’uso di
questi inibitori rispetto al placebo € associato a una riduzione significativa di morte o
infarto del miocardio a 30 giorni, mentre le donne presentano un outcome peggiore
(49). Esistono alcune ipotesi che potrebbero spiegare questi risultati: le donne
arruolate erano di eta piu avanzata, presentavano maggiori comorbidita e
presentavano un infarto del miocardio maggiormente esteso rispetto agli uomini.
Senza dubbio, la scoperta che i ER sono espressi sulle piastrine rende queste cellule
un modello eccellente per studiare gli effetti non-genomici degli ormoni steroidei
sessuali sulla biologia piastrinica e sulla risposta ai farmaci antipiastrinici.

Utilizzando modelli animali, Valera et al. (50) hanno osservato come la cronica
esposizione a livelli elevati fisiologici di E2 abbia un significativo effetto inibitorio

sull’aggregazione piastrinica, indotta in differenti condizioni e con vari agonisti che
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utilizzano differenti vie di trasduzione del segnale, suggerendo che gli estrogeni
influenzino il meccanismo centrale che controlla la sensibilita globale piastrinica.
Pertanto, I’impatto degli estrogeni endogeni sull’attivita piastrinica e sulla risposta ai
farmaci antipiastrinici in vivo in donne non é stata ampiamente valutata.

Le numerose evidenze sulle differenze di genere riguardo la prevalenza delle malattie
cardiovascolari, la loro eziopatogenesi, la gestione terapeutica e la morbilita
necessitano di ulteriori approfondimenti e studi clinici randomizzati.

Per colmare questa “gap in evidence” e trovare un support0 per ottimizzare la terapia
cardiovascolare con un approccio orientato al genere, abbiamo pianificato questo
studio “proof of concept” per valutare D’effetto degli estrogeni endogeni (ciclo

mestruale) sulla funzione piastrinica.
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2. Obiettivo dello studio

L’obiettivo del presente studio ¢ di valutare se esista una relazione tra funzione
piastrinica in-vivo e le variazioni degli ormoni sessuali durante un fisiologico ciclo
mestruale, di regolare durata (28 + 2 giorni), in donne sane di eta compresa tra i 18 ed

i 40 anni.
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3. Materiali e metodi

3.1 Disegno dello studio

Donne sane con cicli mestruali regolari di 28 = 2 giorni sono state arruolate in modo

consecutivo nel presente studio, presso i servizi dedicati nel Dipartimento di Medicina

Interna e Specialita Mediche.

La selezione delle pazienti & avvenuta secondo i seguenti criteri di eleggibilita e di

inclusione/esclusione:

CRITERI INCLUSIONE

CRITERI ESCLUSIONE

- Donne sane in pre-menopausa.

- Eta compresa tra 18 e 40 anni.

- Firma del consenso informato scritto.

- Storia di recente (entro gli ultimi 2
mesi) assunzione di anticoagulanti,
antinfiammatori non steroidei,
contraccettivi orali o progestinici,
gravidanza.

-Presenza di patologie renali, epatiche,
cardiologiche, endocrinologiche e/o
infettive nei due mesi precedenti lo
studio.

-Assenza di storia clinica di patologie
trombotiche ed emorragiche.

-Uso cronico di farmaci.

Lo studio ha previsto la raccolta dei seguenti dati/campioni:

- Raccolta dati anamnestici personali e familiari (assunzione di alcol, fumo,

attivita fisica, anamnesi familiare per patologia cardiovascolare precoce);

- Raccolta di dettagliata anamnesi ginecologica (menarca, caratteristiche del

ciclo mestruale, pregresso uso di estroprogestinici, pregresse gravidanze e

storia di poliabortivita);
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- Raccolta parametri clinici (peso, altezza, pressione arteriosa sistolica e
diastolica, frequenza cardiaca e temperatura corporea);
- Prelievo ematochimico per la valutazione dello stato ormonale e dell’attivita
piastrinica in vivo.
Sono stati raccolti campioni ematici in quattro tempi ben definiti del ciclo mestruale
delle donne arruolate:
- T1: “fase mestruale™, corrispondente al primo giorno della mestruazione
- T2: “fase follicolare”, corrispondente al giorno 5 + 2
- T3: “fase ovulatoria”, corrispondente al giorno 14 + 2
- T4: “fase luteinica”, corrispondente al giorno 21 + 2
Le partecipanti allo studio dovevano essere a digiuno da almeno 12 ore per poter
effettuare il prelievo ematico.
Ad ogni tempo stabilito sono stati valutati:
1) Profilo Ormonale
Sono stati dosati, mediante metodiche radioimmunologiche, i livelli circolanti dei

seguenti ormoni steroidi:

Estradiolo (pg/ml)

- Progesterone (ng/ml)

- Testosterone (ng/dl)

- Ormone luteinizzante (mIU/ml)

- Ormone follicolostimolante (mIU/ml)

2) Attivita piastrinica in vivo
Per la valutazione della funzione piastrinica e dei meccanismi di attivazione

piastrinica stress ossidativo dipendenti state eseguite le seguenti analisi:
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- Analisi del CD40Ligando solubile (sSCD40L) e della P-selectina solubile
(sPs)
- Dosaggio Trombossano B2 sierico (TxB>)

- Dosaggio del peptide solubile di rilascio della NOX2 (sSNOX2).

3.2. Metodi di laboratorio
Tutti i dosaggi sono stati effettuati in cieco. | campioni analizzati mediante metodiche
immunoenzimatiche sono stati testati in duplicato, quelli con concentrazioni eccedenti

la curva standard sono stati riesaminati dopo opportuna diluizione.

3.2.1. Misurazione dell’attivita piastrinica in vivo

Analisi del SCD40L e della sPs
I livelli plasmatici del sCD40L e della sPs sono stati analizzati usando kit EIA
(enzyme immunoassay) specifici (R&D System).

| coefficienti di variazione inter ed inter-saggio sono <10%.

Dosaggio trombossano B sierico (TxB2)
I livelli plasmatici e sierici di trombossano sono stati analizzati utilizzando un kit EIA
specifico (Amersham Pharmacia, Biotech, Little Chalfont, UK); i coefficienti di

variazione intra- ed inter-saggio sono, rispettivamente, 4% e 3.6%.
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Analisi dei livelli sierici di SNOX2-dp
I livelli sierici di NOX2 solubile sono stati determinati attraverso una metodica
ELISA cosi come precedentemente descritto da Pignatelli et al. (51); i coefficienti di

variazione intra- ed inter-saggio sono, rispettivamente, 5.2% e 6%.

3.2.2 Dosaggi ormonali

Estradiolo (E2)

I livelli plasmatici e sierici di estradiolo (pg/ml) sono stati analizzati utilizzando un kit
specifico con tecnologia CMIA (Chemiluminescent Microparticle Immunoassay) nel
quale I’estradiolo presente nei campioni si lega a micro particelle anti-estradiolo con
un rivestimento paramagnetico e, successivamente a due differenti fasi di incubazione
e lavaggio ed all’aggiunta della soluzione finale si ottiene una reazione
chemioluminescente misurabile tramite RLUs (relative light units).

La relazione tra la quantita di estradiolo nel campione e le RLUs rilevate dal sistema,
e inversa (Architect Estradiol Assay, Abbott Diagnostic Division, Ireland).

La capacita del test ed i coefficienti di variazione inter ed inter-saggio sono,

rispettivamente, 5 pmol/l, 7.4 and 10%.

Progesterone (PG)

I livelli plasmatici e sierici di progesterone (ng/mL) sono stati analizzati utilizzando
un kit specifico con tecnologia CMIA (Chemiluminescent Microparticle
Immunoassay) nel quale si vengono a formare complessi antigene-anticorpo. In
seguito ad una fase di lavaggio ed all’aggiunta della soluzione finale si ottiene una

reazione chemioluminescente misurabile tramite RLUs (relative light units).
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La relazione tra la quantita di progesterone nel campione e le RLUs rilevate dal
sistema, e inversa (Architect Estradiol Assay, Abbott Diagnostic Division, Ireland).
La capacita del test ed i coefficienti di variazione inter ed inter-saggio sono,

rispettivamente, 0.6 nmol/l, 9.6 and 9.9%.

Testosterone (TE)

I livelli plasmatici e sierici di testosterone (ng/dL) sono stati analizzati utilizzando un
kit specifico con tecnologia CMIA (Chemiluminescent Microparticle Immunoassay)
nel quale si vengono a formare complessi antigene-anticorpo. In seguito ad una fase di
lavaggio ed all’aggiunta della soluzione finale si ottiene una reazione
chemioluminescente misurabile tramite RLUs (relative light units).

La relazione tra la quantita di testosterone nel campione e le RLUs rilevate dal
sistema, € inversa (Architect Estradiol Assay, Abbott Diagnostic Division, Ireland).
La capacita del test ed i coefficienti di variazione inter ed inter-saggio sono,

rispettivamente, 0.25 nmol/l, < 10%.

Ormone luteinizzante (LH)

I livelli plasmatici e sierici di ormone luteinizzante (mIU/ml) sono stati analizzati
utilizzando un kit specifico con tecnologia CMIA (Chemiluminescent Microparticle
Immunoassay) nel quale 1’ormone luteinizzante (LH) presente nei campioni si lega a
micro particelle anti-LH con un rivestimento paramagnetico e, successivamente ad
una fase di incubazione e lavaggio ed all’aggiunta della soluzione finale si ottiene una
reazione chemioluminescente misurabile tramite RLUs (relative light units).

La relazione tra la quantita di ormone luteinizzante nel campione e le RLUs rilevate

dal sistema, e diretta (Architect Estradiol Assay, Abbott Diagnostic Division, Ireland ).
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La capacita del test ed i coefficienti di variazione inter ed inter-saggio sono,

rispettivamente, 0.001 mIU/I, 2.3%.

Ormone follicolo-stimolante (FSH)

I livelli plasmatici e sierici di ormone follicolo-stimolante (mIU/ml) sono stati
analizzati utilizzando un kit specifico con tecnologia CMIA (Chemiluminescent
Microparticle Immunoassay) nel quale I’ormone follicolostimolante (FSH) presente
nei campioni si lega a micro particelle anti-FSH con un rivestimento paramagnetico e,
successivamente ad una fase di incubazione e lavaggio ed all’aggiunta della soluzione
finale si ottiene una reazione chemioluminescente misurabile tramite RLUs (relative
light units).

La relazione tra la quantita di ormone follicolo-stimolante nel campione e le RLUs
rilevate dal sistema, € diretta (Architect Estradiol Assay, Abbott Diagnostic Division,
Ireland).

La capacita del test ed i coefficienti di variazione inter ed inter-saggio sono,

rispettivamente, 0.001 mIU/I, 2.5%.

3.3. Dimensione del campione

Abbiamo pianificato di includere nello studio n=22 donne in pre-menopausa.
Utilizzando per I'analisi un t-test per misure ripetute, questa dimensione campionaria
ci permettera di evidenziare, con una potenza del 90% ed un errore o dello 0.05%,
una differenza del 30% tra valori del trombossano urinario al tempo base (primo
giorno del ciclo mestruale - ipotizzabili di circa 210 pg/mg creatinina con una
deviazione standard pari a 40 pg/mg creatinina) (49) ed i valori nella fase estrogenica

del ciclo mestruale.
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3.4. Gestione del database ed Analisi Statistica

La gestione del database e le analisi statistiche dei dati sono state svolte a cura della
UOC di Prima Clinica Medica - Centro per lo Studio della Trombosi e della
Trombofilia dell’ Azienda Policlinico Umberto I di Roma, Universita “Sapienza”.
L’analisi delle variabili continue ¢ stata eseguita tramite 1’utilizzo di T-test di Student
per campioni dipendenti o tramite test ANOVA per i confronti tra pit di due gruppi.
Tutti i valori continui sono espressi come media = errore standard (SE). La
distribuzione delle variabili categoriche tra i gruppi, espressa in numero e/o
percentuale, ¢ stata analizzata tramite ’utilizzo del test ¥. L’analisi delle associazioni
tra i parametri di interesse ed ormoni nelle fasi del ciclo mestruale ¢ stata effettuata
mediante test di correlazione di Spearman. Un valore di probabilita < 0.05 é stato
considerato come statisticamente significativo. Tutte le analisi statistiche sono state
eseguite tramite 1’utilizzo del software STATISTICA, versione 10.0 (STATSOFT,

USA).
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4. Risultati

4.1 Caratteristiche cliniche della popolazione in studio

Sono state arruolate 22 donne sane con un’cta media di 30.3+3.1 anni, normopeso
(BMI medio=21.2+2.2).

L’eta media della comparsa del menarca é risultata pari a 12.2+1.2 anni e la
durata media del ciclo mestruale e di 29.4+3.1 giorni.

L’82% delle donne arruolate ha dichiarato di consumare alcool almeno 3 volte a
settimana ed il 23% sono fumatrici.

Il 36.4% svolge attivita fisica moderata-intensa (>3 volte a settimana). Due tra le
donne arruolate (9.1%) hanno avuto gravidanze, in entrambi i casi spontanee ed a
termine. 11 54.5% ha utilizzato terapie contraccettive orali in passato. Infine, solo una
tra le donne arruolate (4.5%) aveva una familiarita per malattia cardiovascolare

precoce (Tabella 1).

4.2.1 Indici di attivazione piastrinica: andamento del TxB2 nelle fasi del ciclo

mestruale.

L’analisi del TxB2 (pg/ml) ha evidenziato livelli significativamente aumentati,
rispetto al T1, al T2 (p=0.003) e T4 (p<0.001), mentre sono risultati
significativamente ridotti al T3 rispetto al T1 (p=0.04) e al T4 (p<0.001) (Figura 1).

Pertanto, rispetto al basale (fase mestruale), i valori di TxB2 hanno presentano
un andamento bifasico, aumentando in fase follicolare, riducendosi in fase ovulatoria

per poi ri-aumentare in fase luteinica.

34



Cap.4 — Risultati

4.2.2 Indici di attivazione piastrinica: andamento del sPs nelle fasi del ciclo

mestruale.

I livelli di sPs (ng/ml) mostrano di avere un aumento significativo nel T2
(p=0.008) rispetto al T1 mentre si riducono significativamente nel T3 (p=0.008)
rispetto al T2 (Figura 2). | valori di sPs al tempo T2 e T4 sono entrambi elevati ma
senza significativa differenza statistica.

Pertanto, in fase follicolare si assiste ad un incremento dei livelli circolanti di

sPs che, dopo un decremento in fase ovulatoria, si ripresenta e mantiene in fase

luteinica.

4.2.3. Indici di attivazione piastrinica: andamento della sCD40L nelle fasi del

ciclo mestruale.

L’analisi dei livelli di SCD40L non ha mostrato variazioni significative nei
quattro tempi presi in esame (Figura 3). Seppur i valori medi del CD40L risultavano
in media piu alti nella fase follicolare e luteinica rispetto alla fase mestruale in nessun

caso si raggiungeva la significativita statistica.

4.3 Mediatori di attivazione piastrinica: andamento della SNOX2 nelle fasi del

ciclo mestruale.

L’analisi della sNox2 (pg/ml), marcatore di stress ossidativo implicato

nell’attivazione piastrinica, ha mostrato livelli significativamente aumentati al T2
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rispetto al T1 (p=0.0023), significativamente ridotti al T3 rispetto al T2 (p=0.02), e di
nuovo aumentati al T4 rispetto al T3 (p=0.031) (Figura 4).

In maniera analoga a quando osservato per altri marcatori analizzati, si é
osservato un andamento bifasico della SNOX2 con incremento in fase follicolare,
seguito da un decremento significativo in fase ovulatoria, per poi ri-aumentare in fase

luteinica.

4.4 Andamento ormonale nelle varie fasi del ciclo

La tabella 2 sintetizza le variazioni fisiologiche degli ormoni sessuali nelle 4

fasi del ciclo mestruale nelle 22 donne arruolate.

4.5 Studio delle correlazioni esistenti tra parametri di attivazione piastrinica

e assetto ormonale nelle varie fasi del ciclo mestruale.

Considerando la presenza di variazioni dei parametri piastrinici nei 4 tempi del
ciclo mestruale, abbiamo voluto valutare la possibile associazione con i livelli
circolanti di ormoni sessuali dal momento che le piastrine esprimono sulla membrana
recettori specifici per gli estrogeni e gli androgeni.

Considerando una suddivisione del ciclo mestruale in una fase proliferativa (T1
+ T2) e in una fase secretiva (T3+T4), abbiamo messo in evidenza come in fase
proliferativa esista una correlazione diretta tra TxB. e E2 (Rs=0.62, p<0.05) ed
inversa tra TxB2 e FSH (Rs=-0.34, p<0.05). In fase secretiva invece € stata

evidenziata un’associazione tra sSNOX2 e LH (Rs=-0.47, p<0.05).
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Non sono state evidenziate ulteriori correlazioni tra indici di attivazione

piastrinica ed ormoni sessuali.
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5. Discussione

Il presente studio documenta come i biomarcatori di attivazione piastrinica in donne
sane subiscano delle significative variazioni nelle diverse fasi del ciclo mestruale, che
in parte sono giustificate dall’andamento degli ormoni sessuali, in particolare
dell’estradiolo in fase proliferativa. Da notare che sia il TxB2 che la sPs, nonché la
sNOX2, riconosciuta come un mediatore di attivazione piastrinica in vivo, subiscono
delle fluttuazioni durante il ciclo mestruale con degli incrementi in fase follicolare e in
fase luteinica.

Negli ultimi anni, dall’applicazione della medicina di genere sta emergendo come,
sebbene uomini e donne siano soggetti alle stesse CVD, tuttavia, presentino fattori di
rischio, progressione di malattia e risposta al trattamento farmacologico differenti.

E stato ipotizzato come una modulazione peculiare nella reattivita piastrinica possa
influenzare il decorso clinico a prognosi peggiore delle CVD nella popolazione
femminile (28).

Differenze di genere nella risposta piastrinica sono state descritte utilizzando diversi
metodi di laboratorio ed in risposta a vari stimoli. In particolare, le piastrine di donne
senza CVD sono piu reattive di quelle degli uomini in risposta a concentrazioni
standard degli agonisti. Meccanismi che potrebbero spiegare queste differenze sono in
corso di valutazione. In particolare € ipotizzabile un coinvolgimento degli ormoni
sessuali steroidei, in particolare del 17 beta estradiolo (E2) mediante i recettori per gli
estrogeni (ER), che esercitano effetti multipli diretti ed indiretti sulla fisiologia
cardiovascolare.

Gli effetti degli estrogeni sono mediati in parte dall’attivazione di due recettori: o
(ERa) e B (ERP). Questi recettori funzionano come fattori di trascrizione regolando

I’espressione di geni target e possono essere localizzati nel nucleo, nella membrana
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plasmatica o nei mitocondri. Si ipotizza che i recettori per gli estrogeni nucleari e non
nucleari non siano entita separate ma parte di un complesso meccanismo nel quale
cooperano 1’uno con I’altro (40).

Una plausibile spiegazione biologica dell’andamento bifasico fisiologico di alcuni dei
marcatori oggetto del nostro studio risiede nel fatto che il sistema piastrinico si pre-
allerta in corrispondenza di eventi acuti come 1’ovulazione e il sanguinamento
mestruale. E verosimile che gli effetti ormonali legati al ciclo mestruale agiscano
mediante meccanismi ER mediati non genomici.

Una rapida risposta cellulare in seguito al legame con gli estrogeni, nell’arco di
secondi 0 minuti, € infatti mediata dall’attivazione dei recettori non-nucleari, come
quelli associati alle membrane (mERs). Questi rapidi effetti sono definiti non-
genomici perché indipendenti dalla sintesi di proteine (52). Gli mERs sono localizzati
nella componente lipidica della membrana plasmatica (microdomini arricchiti di
colesterolo e sfingolipidi) e rappresentano approssimativamente tra il 5 e il 10% dei
recettori ERs totali. Questa percentuale pu0 includere sia i recettori ERo che ERB ma
in base al tipo di cellula, sono state riscontrate delle differenze. Ad esempio, nelle
cellule endoteliali vascolari, i recettori ERo € ERP sono stati riscontrati sia come
omodimeri che come eterodimeri. Gli eterodimeri, probabilmente, mediano la rapida
azione degli estrogeni nell’indurre vasodilatazione in vivo, dovuta alla rapida
attivazione delle chinasi come la tirosin chinasi Src e la fosfatidilinositolo 3-OH
chinasi (P13K) oltre che da chinasi regolate da segnali extracellulari come ERK (serina
treonina chinasi) e AKT (chinasi inibente 1’apoptosi). L’attivazione di queste chinasi
porta, tramite 1’attivazione dell’ossido nitrico sintasi, alla produzione di ossido nitrico
(NO) che modula il tono del muscolo liscio endoteliale. Studi recenti, hanno

evidenziato, come questi recettori possano essere up regolati in condizioni di stress,
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giocando un ruolo funzionale nel mantenere 1’omeostasi cellulare (53). Difatti,
’attivazione dei recettori di membrana ER porta all’attivazione di IP3/AKT e MAPK
chinasi. AKT, implicato nella proliferazione cellulare, regola la morte cellulare
inibendo I’apoptosi ed inducendo I’autofagia. L’autofagia ¢ una strategia lisosomiale
conservata nell’evoluzione per degradare le proteine citoplasmatiche, le
macromolecole e gli organelli, incentrata alla sopravvivenza e a discapito della morte
cellulare (54). Un altro importante recettore ER € la proteina G estrogen-receptor 1
(GPER o0 GPR30), una proteina integrale di membrana con alta affinita per 1’estradiolo
ma non per I’estrogeno endogeno, come 1’estrone o I’estriolo. Questa proteina lega
I’estradiolo provocando la mobilizzazione del calcio intracellulare e la sintesi di
fosfatidilinositolo 3,4,5-trifosfato nel nucleo, giocando cosi un ruolo importante nella
risposta rapida non genomica (40).

Gli estrogeni possono modificare la funzione delle piastrine attraverso 1’interazione
con i recettori ER. Moro e collaboratori hanno osservato che concentrazioni di E2
(100nM) determinano ’entrata di calcio e I’aggregazione piastrinica in modo sinergico
con la trombina (un agonista fisiologico dell’aggregazione piastrinica) (55). In
particolare il 17B-estradiolo causa una rapida fosforilazione delle tirosin chinasi Src a
Pyk2 e la formazione di complessi di segnale, che includono Src, Pyk2 e la
fosfatidilinosotolo 3 chinasi. Questi eventi sono dipendenti dal legame del recettore
con I’estrogeno. Questi autori suggeriscono come le piastrine siano un eccellente
modello per studiare gli effetti non genomici degli ormoni. Seguendo questa ipotesi, &
stato dimostrato che concentrazioni (1.0-10.0uM) di E2 e molti metaboliti e analoghi
dell’estradiolo, sono in grado di potenziare (all’incirca raddoppiare) 1’azione della
trombina nell’elevare le concentrazioni di ioni Ca2+ nelle piastrine, probabilmente

attraverso ERf. Questi rapidi effetti di E2 sono stati ottenuti da alte concentrazioni di
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steroidi, con livelli sierici di B estradiolo nel range di 50-200 pg/ml (41). Nakano e
collaboratori (56) hanno dimostrato come, la terapia sostitutiva con estrogeni aumenti
la fisiologica concentrazione di estrone ed estradiolo e come, 1’aggregazione
piastrinica venga inibita. Sulla base di questi risultati € possibile dedurre come, la
risposta agli estrogeni, possa dipendere dal tipo e dalla dose di induttore di attivazione
piastrinica (40).

Un importante contribuito arriva dagli studi di Maccarone et al. (57); questi studi
hanno evidenziato come nelle piastrine i mERs siano presenti ed agiscano come
recettori funzionali capaci di attivare rapidamente segnali di vie intracellulari. Ad
esempio, ¢ stato recentemente dimostrato che i segnali non genomici mediati da ERa
intervengono nella modulazione della proteina piastrinica precursore dell’amiloide
(58). Entrambi i tipi recettoriali sono stati descritti ma i recettori ERB sembrano essere
predominanti nelle piastrine di umani, maiali e topi. Reineri et al. hanno mostrato
come gli estrogeni siano in grado di potenziare 1’aggregazione piastrinica indotta da
basse dosi di trombina e di favorire la via di segnale mediata da mERp che conduce
all’attivazione di Src e Pyk2 chinasi. E da menzionare, inoltre che Khetawat e coll.
(33) hanno riscontrato livelli comparabili di ERpB (ed AR) nelle piastrine di uomini e
donne, suggerendo che ’espressione dei recettori non puo essere la sola responsabile
della differenza di genere nella funzione delle piastrine (59). Questi dati comunque
non escludono la possibilita che variazioni nel tempo dell’espressione dei recettori
possano essi stessi alterare la sintesi di proteine che influenzano i megacariociti o la
fisiologia delle piastrine, come ad esempio la transitoria up-down regolazione di mER,
che potrebbe rappresentare un importante segnale intracellulare (40).

Come ampiamente descritto, esistono molte prove dirette ed indirette di come gli

ormoni sessuali influenzino la biologia delle piastrine.
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E stato osservato che molte proprieta delle piastrine variano in relazioni a fasi del ciclo
mestruale. Ad esempio, le piastrine, nella popolazione femminile, legano molto piu
fibrinogeno durante la fase luteale del ciclo mestruale rispetto alla fase follicolare.

Una delle ipotesi a sostegno di questa sostanziale differenza, e rappresentata da una
possibile regolazione ormonale dell’attivazione dell’integrina aunfs, che rappresenta il
maggior meccanismo di interazione tra le piastrine. Nel suo stato di inattivita
I’integrina ouP3 non € in grado di legare il fibrinogeno.

In seguito a stimolazione, il numero di integrine sulla superficie piastrinica aumenta,
portando al legame con il fibrinogeno ed il VWF. Inoltre, anche 1’adesione piastrinica
al collageno mostra un picco bifasico durante il ciclo mestruale (60).

La dimostrazione di un effetto del ciclo mestruale sui livelli circolanti di biomarcatori
piastrinici in soggetti sani, come le donne arruolate nel presente studio, ha delle
importanti implicazioni cliniche.

Molto spesso, nella pratica clinica, utilizziamo i biomarcatori a scopo diagnostico e
per monitorizzare le terapie non tenendo presente di come, soprattutto nella
popolazione femminile, la variabilita dei biomarcatori potrebbe essere influenzata
dall’azione degli ormoni sessuali.

La nostra analisi ha evidenziato una correlazione tra E2, FSH ed LH e la variazione di
alcuni marcatori di attivazione piastrinica.

Tuttavia, il presente studio ha arruolato un piccolo campione di donne, trattandosi di
uno studio pilota: pertanto ulteriori studi in questo senso pero risultano indispensabili
per comprendere meglio 1’utilizzo e il beneficio di alcuni parametri di laboratorio nella

pratica clinica
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A fronte di questo risultato, si é evidenziata una differenza statisticamente significativa
nell’andamento degli indici di attivazione piastrinica nelle varie fasi del ciclo, in
particolar modo tra la fase follicolare e la fase luteinica.
Sia il peptide solubile della Nox2 (sNox2), che il trombossano B2 e la P-Selectina
mostrano un andamento simile, con un aumento nella fase follicolare rispetto alla fase
mestruale, una riduzione nella fase ovulatoria ed un successivo aumento nella fase
luteinica.
Questo risultato ¢ in accordo con 1’evidenza di come le piastrine, nelle donne, leghino
piu fibrinogeno nella fase luteinica rispetto alle altre fasi (60).
Nella fase ovulatoria, in seguito all’aumento degli estrogeni ed alla secrezione di LH,
si ha la rottura del follicolo (ovulazione) con I’espulsione dell’ovulo che migra verso
le tube per andare incontro ad un’eventuale impianto; & possibile speculare sulla
riduzione riscontrata dell’attivazione piastrinica che potrebbe essere implicata nella
fisiologia dell’ovulazione, per non ostacolare un eventuale impianto dell’ovulo
fecondato. Inoltre, conferma il riscontro di Valera et al. (50) in cui, in modelli animali,
la cronica esposizione a livelli elevati fisiologici di E2, e quindi successivamente di
LH, ha effetto inibitorio sull’aggregazione piastrinica.
Parimenti, nella fase luteinica, si & evidenziato un aumento dell’attivazione piastrinica;
questo pud essere correlato con il flusso mestruale, per evitare la comparsa di una
mestruazione eccessivamente abbondante.
Dati sporadici in letteratura hanno evidenziato che alcuni degli ormoni implicati nella
regolazione del ciclo mestruale possono condizionare i livelli di trombossano.

La nostra analisi su tutti i soggetti arruolati ha evidenziato una correlazione tra i

livelli di FSH ed i livelli di TxB2 (fase proliferativa), in corrispondenza quindi del
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momento in cui i livelli di FSH sono aumentati per la stimolazione dei follicoli
primari e produzione di estrogeni.

Si é evidenziata poi una correlazione tra i livelli di LH e di P-Selectina al T3 ed al
T4 (fase secretiva), in corrispondenza del momento di aumento di secrezione di LH,
stimolato a sua volta dall’aumentata produzione di estrogeni.

Infine, la correlazione tra estradiolo e trombossano B2 evidenziata nella fase
proliferativa del ciclo mestruale sembrerebbe orientare e supportare 1’ipotesi di come
gli estrogeni, tramite i propri recettori espressi sulle piastrine possano influenzare
I’attivazione piastrinica, in specifiche fasi del ciclo mestruale.

Attualmente, i dati sono suggestivi ma non sufficienti per confermare 1’ipotesi di una

regolazione degli ormoni sessuali nei confronti dell’attivazione piastrinica.
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6. Conclusioni

Dalla scoperta dell’espressione dei recettori degli estrogeni sulle piastrine, si € iniziata
a valutare la possibilita che gli ormoni sessuali, in particolare gli estrogeni, possano
influenzare 1’attivazione piastrinica.

Di conseguenza, viste le differenze di sesso e genere che caratterizzano la clinica e la
prognosi delle paatologie cardiovascolari e visto il riscontro dei recettori per gli
estrogeni sulla superficie piastrinica, € ipotizzabile come gli estrogeni possano essere
implicati, tramite una modulazione peculiare dell’attivazione piastrinica,
nell’influenzare il decorso clinico a prognosi peggiore delle patologie del sistema
cardiovascolare nei soggetti di sesso femminile.

Il nostro studio, disegnato per valutare 1’impatto degli estrogeni endogeni (ciclo
mestruale) sulla funzione piastrinica, mostra dei dati preliminari che, in parte,
supportano 1’ipotesi che esista un’influenza degli ormoni sessuali sull’attivazione
piastrinica, in modo eterogeneo a seconda nelle differenti fasi del ciclo mestruale.
Essendo necessari ulteriori studi per poter supportare e confermare i risultati
evidenziati da questa analisi preliminare, attualmente stiamo ampliando la casistica

delle donne sane in eta pre-menopausale.
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Figura 1 - Andamento del TxB2 nelle fasi del ciclo mestruale.
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Figura 2 - Andamento della sPs nelle fasi del ciclo mestruale.
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Figura 4 - Andamento della SNOX2 nelle fasi del ciclo mestruale.
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Figure e Tabelle

Media = DS
Eta, anni 30,3£3,1
Peso, kg 58,7+8,3
Altezza, m 1,740,1
BMI 21,2422
PAS, mmHg 110,5+7,9
PAD, mmHg 69,3+9,8
FC, bpm 68,4+7
Temperatura corporea, °C 36,1+0,5
Menarca, anni 12,2+1,2
Durata media ciclo mestruale, giorni 29,4+3,1
%
Abitudine all’alcool
Si (> 3 volte a settimana) 82
No 18
Fumo
Si 23
No 77
Attivita fisica
In passato 40,9
Saltuaria 13,6
No 9,1
Si (> 3 volte a settimana) 36,4
Pregressa gravidanza
Si 9,1
No 90,9
Tipo - Spontanea 100
Esito — A termine 100
Pregresso COC
Si 54,5
No 45,5
Familiarita evento CV precoce
(<60 anni) 4,5

Legenda: DS, deviazione standard; PAS, pressione arteriosa sistolica; PAD,
pressione arteriosa diastolica; COC, contraccettivo orale; CV, cardiovascolare

Tabella 1 — Caratteristiche cliniche ed anamnestiche dei soggetti arruolati
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Ormoni T1 T2 T3 T4
sessuali, (fase (fase (fase (fase
median (IQR) mestruale) follicolare) ovulatoria) luteinica)
E2 (pg/ml) 41 68 105 116
(26-52) (48-109) (81-172) (65-174)
PG (ng/ml) 0.4 0.3 3.3 6.2
(0.3-0.6) (0.2-0.3) (0.4-6.7) (0.2-11.7)
LH (mIU/ml) 3.9 4.5 7.7 3.9
(3.01- 6.23) (3.14-7.03) (3.17-4.93) (1.90-5.02)
FSH 5.2 4.3 4.1 2.1
(mIU/ml) (4.1-7.0) (4.0-5.2) (3.2-4.9) (1.9-5.0)
TE (ng/dl) 1.17 1.31 1.43 1.20
(1.01-1.49) (1.16-1.44) (1.23-1.61) (1.1-1.4)

Tabella 2. Assetto Ormonale nelle donne arruolate
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