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BACKGROUND

Childhood cancer survivors: una problematica sanitaria emergente

Nel corso degli ultimi 40 anni I'efficacia terapeutica dei protocolli di cura utilizzati
in oncologia pediatrica & nettamente migliorata, e le percentuali di guarigione
dei bambini e degli adolescenti affetti da tumore — considerando globalmente
tutte le diagnosi - superano oggi all'80%. Per questo motivo, nella popolazione
generale vi € un numero crescente di cosiddetti childhood cancer survivors
(CCS) e si stima che, in ltalia, nel’anno 2020 un “giovane adulto” (cioé, di eta
compresa fra 20 e 39 anni) ogni 400 sara stato “guarito” da un tumore dell’eta
evolutiva (1).

Il concetto di guarigione fa pero riferimento al tumore primitivo e non considera
il rischio o la presenza dei cosiddetti /ate effects, cioe di quelle alterazioni
patologiche causate dalle terapie oncologiche che, per definizione, siano insorte
o persistano dopo piu di 5 anni dalla guarigione del tumore (2).

Nel 2006 Oeffinger et al., analizzando una coorte molto numerosa di CCS,
dimostrarono che - a distanza di 30 anni dalla diagnosi oncologica - circa due
terzi dei pazienti erano affetti da almeno una malattia cronica riferibile ai
pregressi trattamenti antitumorali e che, in un terzo dei casi, tali malattie erano
cosi gravi da risultare potenzialmente invalidanti o addirittura da costituire un
pericolo per la vita (3).

La gestione di queste complicanze configura un bisogno sanitario nuovo, che
pone una serie di problematiche inedite delle quali, tenuto conto che il numero
dei CCS é in progressivo aumento, i sistemi sanitari saranno tenuti a occuparsi

sempre di piu nei prossimi anni.



| late effects delle terapie oncologiche possono interessare qualsiasi organo o
apparato, sono caratterizzati da un ampio spettro di tipologia e gravita (Figura

1) e la loro prevalenza aumenta progressivamente nel tempo (4).
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Figura 1. Spettro dei possibili late-effects delle terapie oncologiche (4)

Se confrontati con la popolazione generale di pari eta, i CCS presentano un
eccesso di mortalita che, mentre nei primi anni dopo la diagnosi &€ dovuto
principalmente a progressione o recidive della malattia di base, con il passare
del tempo diviene sempre piu riferibile alla presenza di patologie inquadrabili
come late effects delle terapie antitumorali (Figura 2) (5).

| late effects maggiormente responsabili di questo aumento di mortalita sono
rappresentati dalle malattie cardiovascolari (CV) e dai cosiddetti “secondi
tumori”, la cui incidenza rimane elevata anche a distanza di molte decadi dalla

fine delle terapie antitumorali (Figura 2) (5).

Figura 2. (A) Mortalita per tutte le cause. (B) Mortalita globale causa-specifica. (5)
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Leucemia linfoblastica acuta: cenni di epidemiologia e terapia.

La leucemia linfoblastica acuta (LLA) rappresenta la piu frequente fra le
neoplasie che possono colpire la popolazione pediatrica (circa il 25% del
totale), con una incidenza di circa 41 casi per milione nella fascia di eta 0-14
anni e di 17 casi per milione in quella fra 15 -19 anni (1).

Fino agli anni 50 del secolo scorso si trattava di una malattia incurabile, ma
grazie agli attuali protocolli di terapia il 95% dei pazienti pediatrici affetti da LLA
ottengono invece una remissione completa di malattia e '80-85 % di questi
possono essere considerati guariti. Un ulteriore 5% dei pazienti riesce inoltre ad
ottenere la remissione completa, dopo una iniziale recidiva di malattia,
attraverso terapie di salvataggio.

L'approccio terapeutico ad una LLA all’esordio prevede la valutazione di plurimi
fattori, alcuni legati al paziente, altri alle caratteristiche cliniche e molecolari
della malattia, che consentono di valutare la classe di rischio (e la conseguente

prognosi di malattia) su cui basare lintensita di trattamento. Successive



variazioni della iniziale condotta terapeutica sono poi dettate dalla iniziale
risposta al trattamento.

La terapia iniziale prevede sempre un approccio polichemioterapico, in cui sono
variabilmente presenti farmaci di varie categorie (antracicline, alchilanti,
asparaginasi, vincristina e corticosteroidi). Il trattamento dura solitamente un
lungo periodo di tempo (2-3 anni), prevedendo una terapia di mantenimento
dopo una iniziale piu intensa terapia di induzione.

In pazienti ad alto rischio, cosi come nei pazienti recidivi, sono stati impiegati
nel tempo protocolli che hanno previsto I'uso di differenti farmaci chemioterapici
e della radioterapia (RT) encefalica (inizialmente profilattica, successivamente
soltanto per le forme localizzate al sistema nervoso centrale), eventualmente
associati al trapianto allogenico di cellule staminali ematopoietiche (HSCT)
(6,7).

Al termine delle terapie oncologiche, nei soggetti guariti da LLA, lo spettro delle
possibili complicanze tardive € molto variegato ed € strettamente dipendente
dallintensita delle cure che sono state impiegate, in termini di farmaci, RT e/o
trapianto di cellule staminali ematopoietiche (8). Se i soggetti curati con sola
chemioterapia (CT) sono solitamente, fra i CCS, quelli con piu basso rischio di
complicanze tardive, i soggetti sottoposti ad HSCT, in particolar modo quando
per il regime di condizionamento € stata impiegata la total body irradiation (TBI),
si collocano all’estremo opposto e possono manifestare nel tempo numerosi

late-effects, comprese malattie CV (9-13).



RISCHIO CARDIOVASCOLARE IN CCS

Le cardiopatie sono la terza causa di morte nei CCS, superate solo dalla
recidiva del tumore primitivo e dall'insorgenza di seconde neoplasie. Rispetto
alla popolazione generale, i CCS hanno una probabilita 8,2 volte superiore di
morire per un evento CV, ed un maggiore rischio di sviluppare una malattia
coronarica o cerebrovascolare rispetto ai loro fratelli sani (rischio relativo
rispettivamente di 10,4 e di 9,6) (3).

Sia la CT, in particolar modo alcune categorie di farmaci, sia la RT hanno
notevoli ripercussioni tanto sul cuore quanto sui vasi, e possono determinare,
agendo sia direttamente che indirettamente su altri sistemi — primo fra tutti
quello endocrino — effetti a lungo termine che concorrono ad aumentare
significativamente il rischio CV dei pazienti sottoposti a tali cure (14).

Il sistema CV consiste di cellule con una ridotta capacita rigenerativa, ed € per
questa ragione che vi € un'aumentata suscettibilita agli effetti negativi a lungo
termine delle terapie.

Molti chemioterapici tradizionali e alcuni fra i cosiddetti nuovi farmaci (inibitori
delle tirosino-kinasi, anticorpi monoclonali) possono indurre disfunzione
cardiaca acuta in corso di trattamento. La cosiddetta cardiotossicita tardiva, che
si manifesta a partire da un anno dopo la fine dei trattamenti oncologici, vede
invece come fattori di rischio pressoché esclusivi 'uso di chemioterapici della
famiglia delle antracicline e la RT, qualora coinvolga la regione mediastinica.

Il ruolo di CT e RT nel determinare l'insorgenza di malattie CV & stato oggetto di
numerosi studi negli ultimi decenni. Negli anni piu recenti un crescente numero

di studi ha messo inoltre in evidenza come, accanto a questi due imprescindibili



fattori di rischio, linsorgenza o la coesistenza di alterazioni metaboliche
possano giocare un ruolo altrettanto importante (14). Tuttavia, la relazione fra
terapie oncologiche e insorgenza di sindrome metabolica € certamente meno
diretta e numerosi sono i fattori che possono concorrere a determinarne la

presenza o la severita.

Cardiotossicita diretta: ruolo delle antracicline.

Le antracicline sono la classe di chemioterapici piu comunemente associata agli
effetti avversi cardiaci. Sono state introdotte nella pratica clinica negli anni '60
(si stima che negli anni 1990 piu del 50% dei pazienti oncologici pediatrici siano
stati trattati con tali farmaci), e sono tuttora ampiamente utilizzate in oncologia
pediatrica e dell’adulto(15).

L'attivita antitumorale delle antracicline si pensa dipenda da numerosi
meccanismi: interposizione all'interno del DNA nucleare, inibizione della
topoisomerasi |l, generazione di specie reattive dell'ossigeno (ROS),
distruzione delle membrane cellulari e mitocondriali (16).

Dopo esposizione ad antracicline, le piu precoci modifiche del miocita cardiaco
osservabili al microscopio elettronico includono rigonfiamento del reticolo
sarcoplasmatico, distorsione e deplezione di miofibrille, necrosi e apoptosi
miocitaria. Anche i mitocontri vanno incontro ad alterazioni, con
compromissione della contrattilita del miocita e della catena respiratoria e
formazione di ROS (17,18). La gravita di queste modifiche correla con la dose
totale di antracicline. Numerosi studi hanno identificato nello stress ossidativo

indotto dalle antracicline il maggior responsabile del danno miocitario. | ROS



sono tossici per il miocita: essi interagiscono con numerose componenti
cellulari, causando perossidazione lipidica, danno alle membrane ed
eventualmente apoptosi (19).

| miociti raramente proliferano dopo i sei mesi di vita; percio, virtualmente, tutta
la crescita miocardica successiva ai sei mesi si realizza aumentando le
dimensioni dei miociti preesistenti. Di conseguenza, la principale strategia di
compensazione alla perdita di miociti, dovuta alla terapia con antracicline,
consiste nell'ipertrofia dei miociti sopravvissuti, allo scopo di mantenere il
normale output cardiaco. Infatti, dall'analisi di campioni bioptici miocardici
prelevati da bambini trattati con antracicline, si pud osservare ipertrofia
miocitaria unitamente a ridotto spessore parietale e fibrosi interstiziale (20). Cid
fa supporre che lo scompenso cardiaco tardivo indotto dalle antracicline sia
dovuto all'incapacita dei miociti sopravvissuti di far fronte alle aumentate
richieste, in termini di funzionalita cardiaca, connesse con la normale crescita
dell'individuo, o ad altri fattori di stress che possono sopraggiungere nel tempo.
Il danno cardiaco da antracicline pud essere suddiviso in tre categorie: danno
acuto, che insorge entro una settimana dall'infusione; danno a insorgenza
precoce, ovvero una cardiotossicita cronica progressiva che si manifesta entro
un anno dal completamento della terapia; danno a insorgenza tardiva, ovvero
una cardiotossicita cronica progressiva, che si manifesta dopo il primo anno dal
completamento della terapia (16).

Per quanto attiene alla disfunzione cardiaca a lungo termine, nei pazienti
pediatrici questa si manifesta solitamente come una miocardiopatia mista, a

cavallo fra la forma restrittiva e quella dilatativa, mentre gli adulti generalmente



presentano un quadro tipicamente dilatativo. La disfunzione cardiaca
asintomatica & la manifestazione piu comune, tuttavia alcuni pazienti possono
lamentare facile faticabilita o dispnea prima della diagnosi effettiva (16).

La perdita miocitaria porta a una progressiva dilatazione ventricolare sinistra, a
un assottigliamento della parete ventricolare sinistra e una diminuzione di
contrattilita. Queste alterazioni contribuiscono a mantenere un innalzamento
cronico del livello di stress parietale ventricolare, che predispone a ulteriori
compromissioni del ventricolo sinistro, progressivamente meno in grado di
compensare eventuali incrementi di domanda metabolica (21).

L'incidenza della disfunzione cardiaca subclinica é stata direttamente associata
con le antracicline in numerosi studi. Uno studio di Lipshultz et al. ha
documentato un progressivo incremento nello stress di parete tele-sistolico del
ventricolo sinistro o una depressione della contrattilita ventricolare nel 75% dei
survivors curati per LLA che hanno ricevuto una dose mediana di doxorubicina
di 334 mg/ m? (22).

Sebbene le antracicline non siano un fattore di rischio per l'insorgenza di infarto
del miocardio, queste possono aumentare il rischio di morte in caso di
cardiopatia ischemica (16). Infatti, l'incidenza di infarto del miocardio fatale &
significativamente piu alta nei CCS trattati con antracicline rispetto al resto della
popolazione (23).

Il ruolo di altri chemioterapici nell'indurre cardiotossicita sembra essere piu

marginale e meno definito rispetto a quello delle antracicline.
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Cardiotossicita diretta: ruolo della radioterapia.

L'impatto a lungo termine della RT sul cuore € stato oggetto di studio fin dagli
anni '40. Le sequele cardiache dell'irradiazione possono interessare le varie
componenti anatomiche del cuore (pericardio, miocardio contrattile, tessuti di
conduzione e apparati valvolari).

Per quanto gli effetti sul cuore dell'irradiazione toracica siano difficilmente
separabili da quelli delle antracicline (in quanto pochi bambini sono sottoposti a
irradiazione toracica senza ricevere anche antracicline), i CCS trattati con RT
toracica hanno un aumentato rischio di morte per patologia CV, di malattie CV
clinicamente evidenti e di disfuzioni asintomatiche (16,24).

Lo spettro di possibili alterazioni indotte dalla RT & correlato alle differenze nella
dose erogata e nelle tecniche impiegate. In particolare, i determinanti del rischio
includono modalita di trattamento, dosi totali e frazionamento, volumi e
specifiche regioni cardiache irradiate.

A dimostrare la relazione dose-risposta che lega l'irradiazione all'insorgenza di
malattie CV, in una coorte tedesca di 1032 CCS curati per linfoma di Hodgkin,
I'incidenza cumulativa di malattie CV in coloro che avevano ricevuto una dose
di RT mediastinica pari a 36 Gy era del 21%, mentre scendeva a 10%, 6%, 5%,
3% per irradiazione rispettivamente di 30, 25, 20 e 0 Gy (25).

Dal punto di vista istologico, le alterazioni cardiache associate alla RT sono
generalmente caratterizzate da fibrosi  dell'interstizio, con  miociti

apparentemente normali e restringimento dei capillari e dei lumi arteriosi.
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In passato, la manifestazione patologica piu comune era rappresentata dalla
pericardite acuta (26), ma oggi, grazie alla riduzione della dose totale di
radiazioni e alle nuove tecniche di trattamento, il rischio di tale patologia & stato
drasticamente ridotto (27).

Il danno sul miocardio, invece, & caratterizzato da una diffusa, aspecifica fibrosi
interstiziale. La dimensione delle lesioni pud variare da pochi millimetri a diversi
centimetri, ma generalmente queste non coinvolgono l'intero miocardio. Non si
ha soltanto un aumento di collagene nel suo insieme, ma anche un aumento del
collagene | in proporzione al collagene lll. Queste alterazioni possono esitare in
una diminuzione dell’elasticita e della compliance cardiaca, causando una
riduzione nella frazione di eiezione e insufficienza cardiaca (16,27).

Il danno su miocardio e pericardio & originato anche dall'insulto sulle cellule
endoteliali dei capillari, che causa ostruzione del lume e formazione di trombi
luminali di piastrine e fibrina, con conseguente ischemia, potenziale necrosi
miocitaria e fibrosi riparativa (28).

La malattia coronarica si manifesta in relazione alla distribuzione della dose di
radiazioni. Nei pazienti affetti da linfoma di Hodgkin, trattati in passato con la RT
cosiddetta “a mantellina”, il ramo discendente anteriore e la coronaria destra
risultavano quelli maggiormente colpiti. Con l'uso delle apparecchiature piu
moderne, che consentono di ridurre la dose a cui vengono esposte le singole
porzioni cardiache, la distribuzione dei siti interessati dalla malattia coronarica si
e uniformata a quella della popolazione generale, anche se il sito maggiormente
interessato da aterosclerosi risulta essere quello prossimale, con frequente

coinvolgimento degli osti coronarici. La morfologia delle alterazioni coronariche
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non si differenzia da quella dell'aterosclerosi spontanea, eccetto che per una
maggiore componente fibrotica nella tonaca media e nell'avventizia (29). I
meccanismo con cui si instaura il danno da radiazioni si pensa passi attraverso
il danno intimale (da ROS, citochine e altri mediatori dell'infammazione), con
sostituzione delle cellule danneggiate da parte dei miofibroblasti, deposizione di
piastrine e successiva progressione della placca ateromasica (30).

Anche le valvole cardiache possono andare incontro a modificazioni fibrotiche,
con o senza calcificazione, ma il meccanismo fisiopatologico non & conosciuto.
Le valvulopatie post-attiniche, descritte in passato, grazie al miglioramento delle

tecniche radioterapiche sono comunque oggi assai rare (16).

Cardiotossicita indiretta in soggetti sottoposti a trapianto allogenico di
cellule staminali ematopoietiche.

I HSCT rappresenta oggi una valida opzione terapeutica in una ampia gamma
di patologie, oncologiche e non, fra cui leucemie e linfomi rappresentano le piu
comuni. E stato stimato che nel 2013 la popolazione di lungo sopravviventi
dopo HSCT ammontasse a circa 1 milione di soggetti nel mondo, ed il loro
numero € in costante aumento (31). | tassi di mortalita e morbidita nei soggetti
sottoposti ad HSCT, sia autologo che allogenico, sono significativamente piu
elevati rispetto alla popolazione sana dei pari eta (32), e come si & detto le
malattie CV rappresentano una delle cause principali di questo eccesso di
mortalita (33).

Uno studio condotto su una coorte di 324 sopravvissuti 10 o piu anni dopo un

HSCT ha dimostrato che [lincidenza cumulativa di malattie gravi o
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potenzialmente mortali era di circa il 41%, e che questi soggetti avevano un
rischio di sviluppare tali patologie di 5.7 volte maggiore (p < 0.001) rispetto ai
fratelli sani (34). In un altro studio, il rischio di morte dei soggetti trapiantati &
stato stimato essere fra 2 e 4 volte piu alto rispetto alla popolazione generale e
questo rischio aumentava progressivamente nel tempo, dimostrando un ruolo
chiave dei late-effects nel determinare questo effetto (35). A 15 anni dalla
procedura, l'incidenza cumulativa di eventi CV nei soggetti sottoposti a trapianto

allogenico é risultata del 7,5 % (vs 2,3 % nei soggetti sottoposti a trapianto
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autologo) e la presenza di almeno 2 su 4 fattori di rischio CV classici, quali
ipertensione arteriosa, dislipidemia, diabete mellito (DM) e obesita, aumentava
in modo significativo questo rischio (36).

Figura 3. Rischio cardiovascolare in CCS (14).

Crescenti evidenze legano le terapie oncologiche effettuate in eta giovanile con
'insorgenza di sindrome metabolica ed un aumento di incidenza di questa
condizione & stato evidenziato in numerosi studi condotti su popolazioni di

soggetti sottoposti a trapianto (9,33); tuttavia, i meccanismi fisiopatologici alla
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base di questa osservazione non sono ancora del tutto chiariti. Inoltre € difficile
scindere il ruolo del trapianto in sé dall’effetto combinato di precedenti
trattamenti chemio-radioterapici, ma anche dei farmaci utilizzati per la gestione
della procedura trapiantologica (in primis corticosteroidi, immunosoppressori e
antimicrobici) e da condizioni legate alla malattia stessa (quale la prolungata
immobilita, infezioni ricorrenti ecc) (37). (Figura 3)

L'obesita rappresenta una delle componenti peculiari della sindrome metabolica
e gia molti anni fa & stato descritto il legame fra outcome del trapianto e body
mass index (BMI), con una evidente correlazione fra I'obesita e l'insorgenza di
complicanze precoci della procedura (38,39). Inoltre, indipendentemente dal
BMI pre-HSCT, i survivors sottoposti ad HSCT sono a rischio di sviluppare
eccedenza ponderale e sbilanciamento fra massa grassa e massa magra (la
cosiddetta obesita sarcopenica). Lo sviluppo di obesita sarcopenica €& stato
dimostrato in uno studio cross-sectional su una coorte di pazienti sottoposti in
eta pediatrica e adolescenziale ad HSCT: il 73% di questi soggetti presentava
obesita viscerale (definita come una circonferenza addominale > 75th percentile
per eta e sesso) (40). Per quanto non esistano studi specifici su popolazioni di
trapiantati, € ben noto che nella popolazione generale I'obesita sarcopenica sia
associata alla insorgenza di malattie CV in modo piu stretto rispetto al semplice
aumento del BMI (41). L'uso prolungato di corticosteroidi (che rappresentano la
terapia di prima scelta per contrastare la graft versus host disease [GVHD] e
sono ampiamente impiegati nei pazienti con LLA fin dalla terapia di prima linea)
cosi come la inattivita fisica prolungata, sembrano essere | fattori maggiormente

associati allo sviluppo di questa condizione (42,43).
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Nei survivors di HSCT é stata riportata da numerosi studi un’aumentata
incidenza di alterazioni del profilo lipidico. Il Bone Marrow Transplant Survivor
Study ha stimato una prevalenza di tali alterazioni di del 12.5%, 36.6% and
45.0% (rispettivamente al tempo zero, a 1 e a 5 anni dal trapianto) in soggetti
sottoposti a HSCT allogenico (36). |l rischio di dislipidemia di nuova insorgenza
aumenta di circa 2 volte nei soggetti sottoposti a HSCT allogenico (44) e
'incidenza cumulativa di ipercolesterolemia e/o ipertrigliceridemia in questi
soggetti & stata stimata fra il 40 e il 70% (45,46). Uno studio condotto presso il
nostro centro su un campione di 340 long term CCS, con un follow-up mediano
di 16 anni dalla fine delle terapie oncologiche, ha messo in evidenza come il
regime di condizionamento con TBI sia significativamente associato
all'insorgenza di ipercolesterolemia (9). Altri fattori predittivi dell'insorgenza di
alterazioni del profilo lipidico in soggetti trapiantati sono l'obesita, la GVHD
acuta di grado II-IV, la GVHD cronica e le alterazioni della funzione epatica.
Inoltre, alcuni farmaci immunosoppressori (inibitori delle calcineurine, inibitori di
mTOR) possono aumentare | livelli di colesterolo, oltre a interferire con I'azione
delle statine, ed & stato evidenziato come l'effetto di questi farmaci possa
permanere anche dopo la sospensione della terapia (47-49).

Inoltre, nei soggetti sottoposti ad HSCT la presenza di endocrinopatie iatrogene
e tutt'altro che infrequente (50,51). In particolare, ipotiroidismo, ipogonadismo e
deficit di ormone della crescita (GH) rappresentano le principali alterazioni del
sistema endocrino (soprattutto nei pazienti trattati con TBI per il
condizionamento in eta pediatrica) e certamente possono giocare un ruolo

determinante nelle alterazioni del profilo lipidico (50). Anche le alterazioni della
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funzione renale, dalla insufficienza renale cronica alla sindrome nefrosica, che
sono fra le possibili complicanze del trapianto, possono determinare o
peggiorare le alterazioni del profilo lipidico (48).

Iperglicemia, dovuta all’effetto avverso di corticosteroidi e farmaci
immunosoppressori sul metabolismo glicidico, & osservata non di rado durante
o subito dopo la procedura di trapianto (52). Solitamente con il passare del
tempo dal trapianto [liperglicemia si risolve (33) ma, sia pur meno
frequentemente, le alterazioni del metabolismo glicidico (dall'insulino-resistenza
al DM) possono persistere piu a lungo o insorgere de novo nel successivo
follow-up (53). Nei pazienti pediatrici sottoposti a HSCT allogenico & stata
riportata una prevalenza di DM 3.6 volte maggiore rispetto a quella riscontrata
nei fratelli donatori (44). In una coorte di survivors di LLA diagnosticata in eta
pediatrica, i soggetti curati con HSCT condizionato con TBI presentavano una
ridotta tolleranza glicidica e una ridotta insulino-sensibilita (associate a
riduzione del tessuto adiposo sottocutaneo e aumento di quello viscerale,
aumentata massa grassa e ridotta massa magra), rispetto a quelli curati con
sola CT (54). Nei soggetti sottoposti a condizionamento con TBI & stato
riportato un ridotto volume pancreatico, con conseguente riduzione della riserva
insulinica. Linsorgenza di GVHD severa e una elevata dose cumulativa di
prednisone (> 0.25 mg/kg/day), cosi come la familiarita, le abitudini alimentari e
la scarsa attivita fisica, rappresentano i fattori di rischio principali per lo sviluppo
di DM post-trapianto (33).

Nella valutazione del ruolo svolto dalla sindrome metabolica nello sviluppo delle

malattie CV post-HSCT bisogna infine valutare l'ipertensione arteriosa, la cui

17



prevalenza nei soggetti trapiantati sembra essere circa doppia rispetto a quella
riscontrata nella popolazione generale (44,55). L'effetto ipertensivo di alcuni
farmaci immunosoppressori € ben noto (soprattutto inibitori delle calcineurine e
corticosteroidi), tuttavia tale effetto si esaurisce solitamente alla loro
sospensione (53). Come possibili fattori di rischio per lo sviluppo di ipertensione
post-HSCT allogenico sono stati valutati la presenza di GVHD cronica (con un
ruolo pro-inflammatorio e conseguente danno vascolare) e il tipo di
condizionamento (TBI). Tuttavia, due studi basati su ampie popolazioni di HSCT
survivors non hanno evidenziato differenze significative per quanto riguarda
l'incidenza di ipertensione arteriosa fra soggetti affetti o non affetti da GVHD

cronica (43,56).
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INFIAMMAZIONE E RISCHIO CARDIOVASCOLARE

La recente letteratura in tema di /ate-effects delle terapie oncologiche in eta
pediatrica ha concentrato gli sforzi sul definire meglio dal punto di vista
fisiopatologico i meccanismi che stanno alla base di molte delle patologie che
possono colpire i CCS. E stato recentemente osservato come la gran parte di
questi late effects siano costituiti da patologie che solitamente colpiscono la
popolazione anziana. Da queste osservazione nasce [Iipotesi che,
semplificando e generalizzando, le terapie oncologiche effettuate in eta
pediatrica possano innescare precocemente processi biologici tipici
dell'invecchiamento (57,58). | trattamenti oncologici indurrebbero nelle cellule
sane (in particolare, neuroni, cardiomiociti, cellule muscolari e mesenchimali)
alterazioni nella struttura e nella funzione del DNA tali da tradursi nella riduzione
delle capacita di riparazione a livello cellulare e ad una conseguente maggiore
suscettibilita ad ogni successivo insulto esterno, analogamente a quanto

avviene nell’invecchiamento fisiologico (Figura 4).
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Figura 4. Possibile ruolo fisiopatologico delle terapie oncologiche nel determinare
invecchiamento precoce e fragilita. (58)
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Ness et al hanno ipotizzato che uno dei meccanismi chiave in questi processi di
premature aging sia rappresentato dalla persistenza di uno stato infammatorio
cronico di basso grado (58, 59).

Aumentati livelli plasmatici di citochine pro-inflammatorie sono stati riportati
recentemente da studi condotti su piccole coorti di soggetti guariti da LLA o
sottoposti a trapianto autologo di cellule staminali (60).

La presenza di elevati livelli di citochine infiammatorie indica la presenza di uno
stato pro-inflammatorio, recentemente definito come inflammageing (61),
caratterizzato da elevati livelli circolanti di marcatori pro-infiammatori, fra i quali
proteina C-reattiva (PCR), interleukina (IL)-6, IL-1, IL-17, IL-18, tumor necrosis
factor (TNF) ed i suoi recettori solubili, transforming growth-factor beta (TGF-).
Anche in assenza di malattie clinicamente manifeste, elevati livelli di tali
marcatori sono tipicamente riscontrati nella popolazione anziana (62-64). Studi
epidemiologici hanno associato la presenza di inflammageing con molte
patologie quali malattie CV, tumori, demenza, insufficienza renale cronica e
depressione, cosi come anche con condizioni di pluripatologia, sarcopenia,
fragilita e mortalita precoce (65-73).

Le cause di uno stato inflammatorio cronico possono essere molteplici, come
riassunto in Figura 5.

Ruolo centrale nello sviluppo di inflammageing svolge I'obesita centrale. Infatti il
tessuto adiposo viscerale viene infiltrato da cellule T, macrofagi e monociti. Le
cellule T secernono Interferon y, che stimola la produzione di diverse
chemochine da parte degli adipociti, tra cui chemochina 2 (CCL2), CCL5, C-X-C

chemochina 9 (CXCL9) e CXCL10, che amplificano ulteriormente l'infiltrazione
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delle cellule T dei tessuti. Anche il numero di cellule B e macrofagi nel tessuto
adiposo viscerale di soggetti obesi & aumentato ed & correlato al BMI (75). Le
citochine rilasciate dalle cellule B contribuiscono al cambiamento fenotipico
degli adipociti nella cavita viscerale, inducendoli a rilasciare adipochine, altri
fattori pro-inflammatori e detriti cellulari (76). | monociti attivati che danno
origine ai macrofagi M1 e M2 producono ancora piu composti inflammatori (77).
Inoltre, infiammazione pud essere generata dall’accumulo di mitocondri e altri
detriti cellulari che, prodotti in grande quantita durante processi patologici (e.g.
infezioni, ischemia) portano alla necrosi cellulare, non riescono ad essere
prontamente eliminati e finiscono per innescare la via dell’inflammasoma
NLRP3, portando alla produzione di IL-18 e IL-18 (74, 78-81). Lo stress
ossidativo & uno dei possibili fattori scatenanti della senescenza cellulare e pud
essere indotto da numerosi altri fattori, tra cui alterazioni epigenetiche. Le
cellule senescenti, attraverso il fenotipo secretorio associato alla senescenza
(SASP), secernono grandi quantita di citochine, chemochine e altre molecole,
innescando localmente piu senescenza cellulare (senescenza paracrina) e
contribuendo all'inflammazione.

Anche i cambiamenti nel microbioma legati alleta e gli aumenti della
permeabilita della mucosa intestinale, che portano al rilascio di prodotti batterici
nel sangue, stimolano una risposta infiammatoria, in parte attraverso
l'inflammasoma NLRP3, e possono contribuire a generare e mantenere lo stato
inflammatorio (74). Inoltre, parte dell'infiammazione di basso grado nell’anziano
e probabilmente causata da infezioni croniche (ad esempio, Vvirus

dell'immunodeficienza umana o infezione da citomegalovirus umano) e da
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meccanismi intrinseci difettosi nelle cellule immunitarie, che potrebbero
comportare stress metabolico e cambiamenti legati all'eta trascrizione
microRNA. Infine, numerose varianti genetiche sono state associate ad elevati
livelli di marker inflammatori o ad una aumentata risposta agli stimoli

inflammatori (74).

Visceral obesity
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Figura 5. Possibili cause di inflammageing (74)

Indipendentemente da quali siano le cause che lo hanno determinato, uno stato
inflammatorio cronico e stato associato da numerosi studi ad una maggiore
suscettibilita della parete arteriosa all'insorgenza dell’aterosclerosi e delle
malattie CV (82). Tuttora € controverso se lo stato inflammatorio eserciti un
ruolo causale nello sviluppo di malattie CV o se rappresenti solamente un
epifenomeno. Queste due ipotesi non sono probabilmente mutuamente
esclusive: infatti se da un lato il danno infiammatorio al livello delle cellule
endoteliali partecipa alla genesi della placca aterosclerotica, I'aterosclerosi

stessa pud produrre antigeni che innescano e sostengono la risposta
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infiammatoria, e cellule senescenti sono spesso riscontrate all'interno della
placca. A livello endoteliale vi & accumulo di colesterolo contenente lipoproteine
a bassa densita (LDL), che tendono a essere ossidate, generando cosi uno
stimolo inflammatorio. L’attivazione della risposta infiammatoria ha un ruolo
iniziante e promuovente la progressione dell’aterosclerosi, dalla iniziale
disfunzione endoteliale fino allo sviluppo della trombosi acuta della placca
stessa (65, 83-86). All'interno del core lipidico dell’ateroma, i monociti migrati
attraverso la parete endoteliale e divenuti macrofagi si trasformano i cellule
schiumose. | cristalli di colesterolo e altri detriti cellulari attivano meccanismi
patogenetici correlati alla famiglia degli inflammasomi (82,87), portando alla
liberazione di IL-1B e di altre citochine pro-inflammatorie che, a loro volta,
esercitano un ruolo chemotattico per altre cellule infiammatorie fra cui linfociti T
e linfociti B (88). | processi successivi sono caratterizzati da apoptosi massiva e
dall’accumulo di cellule senescenti, che vanno a costituire il core necrotico della
placca, da cui originera la fragilita e la possibile futura rottura della stessa.

Le cellule all’interno della placca aterosclerotica in fase avanzata esprimono un
fenotipo secretorio associato alla senescenza che da un lato potenzia
linfiammazione e dall’altro induce la produzione di metalloproteasi le quali
degradano la matrice extracellulare, destabilizzando ulteriormente la placca
(89). A sua volta, la degradazione della matrice induce la proliferazione delle
cellule muscolari lisce che sintetizzano nuova matrice e vanno a formare il
cosiddetto cappuccio fibroso, che stabilizza |a lesione aterosclerotica. Tuttavia,
inserite all’interno di un ambiente pro-inflammatorio, le stesse cellule muscolari

lisce finiscono per sviluppare caratteristiche tipiche delle cellule senescenti
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(danni al DNA ed eccessivo accorciamento dei telomeri) e perdere cosi la
capacita di proliferare (90). Il bilancio fra regressione e progressione della
placca costituisce il punto cruciale per arrivare alla rottura della stessa e alla
successiva trombosi con occlusione del vaso interessato.

E evidente come l'infiammazione sia coinvolta in buona parte dei processi che
influenzano questo bilancio. A dimostrazione di cid, numerosi studi clinici hanno
evidenziato come i livelli circolanti di PCR predicano il rischio di malattie CV in
modo indipendente dalla presenza di altri fattori di rischio CV (91-93). Inoltre &
stato riportato come la terapia con rosuvastatina, esercitando un effetto di tipo
anti-infammatorio, quando utilizzata in soggetti non dislipidemici riduca
comunque l'incidenza di eventi CV in quei pazienti con elevati livelli di PCR
(84,94).

La PCR € prodotta a livello epatico in modo direttamente correlato ai livelli
ematici di IL-6; a differenza di altre proteine di fase acuta, la sua concentrazione
permane stabile per un lungo periodo di tempo, anche in assenza di nuovi
stimoli, facilitandone I'impiego come marcatore nella pratica clinica (95). E
tuttavia ancora oggetto di dibattito se la PCR abbia un ruolo causale nella
genesi dei processi inflammatori o se ne rappresenti soltanto un buon
marcatore periferico (74). Certamente, oltre al valore predittivo, un ruolo
causale é stato dimostrato per IL-6 ed IL-1B, sulle quali & stata recentemente
posta attenzione anche come target di interventi terapeutici finalizzati a ridurre il
rischio CV (96,97). In particolare, l'utilizzo di canakimumab (anticorpo
monoclonale anti IL-13) si & dimostrato efficace nel ridurre il rischio di recidiva

di eventi CV in pazienti gia colpiti da infarto del miocardio e con elevati livelli di
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inflammazione, indipendentemente dai livelli di colesterolo (96). Inoltre, il ruolo
causale esercitato dall'infiammazione cronica nella patogenesi delle malattie
CV é stato dimostrato indirettamente da alcuni trial finalizzati a trattare con
antiinfammatori malattie non CV, quali l'artrite reumatoide o la psoriasi, che
hanno evidenziato una ridotta incidenza di eventi CV nei pazienti trattati rispetto

ai controlli (74).
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AGE, INFIAMMAZIONE E RISCHIO CARDIOVASCOLARE

| prodotti finali di glicazione avanzata (AGE) sono una classe eterogenea di
proteine e lipoproteine glicate, di origine endogena o esogena. La produzione
endogena di AGE avviene attraverso la complessa reazione di Maillard, in cui
gli zuccheri riducenti subiscono una serie di reazioni non enzimatiche che
portano allo sviluppo di composti carbonilici reattivi e alla successiva
glicossidazione di proteine, lipidi e acidi nucleici. La formazione di AGE avviene
non soltanto in condizioni di iperglicemia ed aumentata glicolisi, ma anche
nell'invecchiamento fisiologico e in presenza di stati infiammatori e stress
ossidativo (98,99).

Il metabolismo del glucosio durante la glicolisi porta alla produzione di
metilgliossale, un intermedio carbonilico nella produzione di alcune classi di
AGE. In condizioni di stress ossidativo, zuccheri, aminoacidi e lipidi subiscono
processi di autoossidazione che generano composti carbonilici reattivi ed
aumentare la produzione di AGE con progressivo accumulo di questi all’interno
dei tessuti (100-103).

Anche I'emoglobina puo subire il processo di glicazione, generando quello che
e certamente il piu conosciuto fra gli AGE, 'emoglobina glicata.

La produzione di AGE & ubiquitaria nell’'organismo umano, e gli AGE possono
accumularsi maggiormente in tessuti a basso turn-over come pelle, cristallino e
membrana basale glomerulare (99). L'entita della formazione di AGE in vivo &
proporzionale alla disponibilita di substrato (in particolare monosaccaridi)

nonché al tasso di turnover proteico. Le proteine con lunga emivita, con un
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significativo contenuto di lisina e arginina (ad esempio collagene ed elastina),
sono particolarmente sensibili alla glicazione.

Gli AGE possono anche avere origine esogena ed essere introdotti
nell’organismo attraverso la dieta. Tra quelli che piu frequentemente si formano
nei processi di glicazione esogena e sono presenti negli alimenti possiamo
ricordare I'N-g-carbossimetil-lisina (CML) o I'N-e-carbossietil-lisina (CEL) (104).
Molto spesso i metodi di lavorazione degli alimenti portano a produzione di
elevate quantita di AGE e questo puo contribuire agli alti livelli di tali composti
evidenziati nel sangue della popolazione occidentale (105).

Indipendentemente dall’origine, gli AGE possono agire da ligandi per differenti
recettori cellulari. Fra questi, un ruolo chiave e ricoperto dal recettore per gli
AGE (RAGE). RAGE e una proteina altamente conservata tra le specie ed
espressa in un‘ampia varieta di tessuti (106). In condizioni di stress, quando si
accumulano stimoli inflammatori, I'espressione di RAGE & aumentata (107).
L'espressione basale di RAGE aumenta anche nell’eta avanzata, condizione
nella quale & stata riscontrata, oltre a elevati livelli di AGE, anche la persistenza
di uno stato infiammatorio sistemico di basso grado (108). Nell'uomo, il
recettore & codificato dal gene AGER che si trova all'interno della regione di
classe Il del complesso maggiore di istocompatibilita, sul cromosoma 6.
Inizialmente gli AGE sono stati descritti come i principali ligandi attivanti, ma
sono stati successivamente identificati altri ligandi per questo recettore (109).
Fra questi possiamo citare HMGB1 e proteine del gruppo S100, che portano
alla attivazione di numerose vie di segnale (PISK/AKT, JAK-STAT, NFkB, Ras-

MAPK, Rac1/cdc42, pd44/p42, p38 e SAP/IJNK MAPK), nonché all’attivazione di
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fattori di trascrizione quali NF-kB, STAT3, HIF-1g, AP-1 e CREB. Una volta
attivati, questi fattori migrano all'interno del nucleo, interagiscono con il DNA e
portano ad una aumentata espressione di citochine pro-inflammatorie (110).
Inoltre, RAGE coopera anche con i membri della famiglia dei Toll-like receptor
(TLR), in particolare con TLR4 e TLR2, implicati nello sviluppo dell’immunita
innata (111).

Oltre alla forma di RAGE a lunghezza intera, o RAGE di membrana (mMRAGE),
sono state descritte diverse forme troncate di RAGE (112), generate attraverso
meccanismi di splicing alternativo a carico del gene AGER. Inoltre, nella specie
umana sono stati descritti un certo numero di polimorfismi di RAGE. Le
isoforme di RAGE comprendono il RAGE a lunghezza intera, la forma negativa
dominante (DN-RAGE), la forma troncata N-terminale (N-RAGE) e quella
troncata C-terminale (o RAGE solubile) (110).

La soppressione di porzioni dei domini transmembrana e citosolici determina la
formazione della forma solubile di RAGE (esRAGE o RAGE v1) (113).

Inoltre, IMRAGE umano pud inoltre essere soggetto alla scissione proteolitica
da parte di altre proteine, che rilasciano il dominio extracellulare come variante
solubile chiamata sRAGE (114,115). Non é chiaro se le funzioni patofisiologiche
di esRAGE e sRAGE siano distinte.

E stato dimostrato in vitro un ruolo scavenger da parte di sRAGE, che
antagonizzerebbe mMRAGE e altri recettori sottraendo ad essi i ligandi (116). E
dubbio tuttavia che livelli endogeni possano svolgere questa funzione poiché le
concentrazioni di sSRAGE nel plasma sono circa 1000 volte inferiori a quelle

degli AGE (109).
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Per ottenerne la rimozione, gli AGE di origine proteica devono prima essere
modificati in peptidi grazie a un processo operato a livello intracellulare dal
sistema lisosomiale (Catepsine D e L) (117). Le proteine glicate sono
generalmente denaturate e mal ripiegate, e possono essere degradate dal
proteasoma 20S del sistema ubiquitina-proteasoma. Tuttavia, a causa della loro
struttura voluminosa, gli AGE possono bloccare l'ingresso di proteine nel nucleo
proteasomico portandone cosi allaccumulo. Anche i processi di autofagia
svolgono un ruolo nella eliminazione degli AGE. Indipendentemente dal
percorso, i peptidi derivati dalla degradazione degli AGE vengono infine
eliminati dai reni. Tuttavia, poiché la funzione renale diminuisce lentamente con
l'eta ed & influenzata da una serie di condizioni infiammatorie croniche, la
ridotta escrezione di AGE in eccesso contribuisce ad aumentare i livelli
circolanti nell'invecchiamento e nelle malattie associate alla compromissione
della funzionalita renale (118). Accanto alla rimozione delle proteine glicate,
fisiologicamente un ruolo importante & svolto dalla degradazione enzimatica dei
precursori degli AGE. |l sistema della gliossalasi decompone i composti
carbonilici reattivi come il gliossale e il metilgliossale (119). Il glutatione ridotto &
un cofattore importante per I'azione delle gliossalasi, ed i suoli livelli sono
influenzati negativamente nell'invecchiamento e in condizioni di inflammazione
cronica e stress ossidativo, compromettendo quindi il sistema di degradazione.

L'accumulo di AGE nei tessuti dipende quindi da diversi fattori, tra cui il bilancio
ossido-riduttivo, i livelli di zuccheri, I'attivita dei sistemi di degradazione e, in

minima parte, dalla piccola frazione di AGE assorbiti con la dieta (99).
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E stato descritto che, con I'avanzare dell’eta, I'accumulo di AGE sulle proteine
della matrice € associato ad una maggiore rigidita ed a perdita di elasticita delle
arterie. L'accumulo non €& tuttavia limitato alle sole proteina a lunga emivita.
Alterazioni nella struttura proteica dovute alla glicazione possono infatti rendere
le proteine piu resistenti alla degradazione, portando all'accumulo di proteine
ossidate e danneggiate nelle cellule e negli organi (120).

Rispetto ai giovani sani, i livelli di AGE negli individui piu anziani e negli individui
con malattie infiammatorie croniche, subcliniche o manifeste, sono
significativamente aumentati (121-123).

Molti studi clinici hanno dimostrato un'associazione tra livelli elevati di AGE e
malattie CV nei pazienti con DM (99). Piu recentemente, gli AGE sono stati
implicati nel contribuire alla mortalita CV indipendentemente dalla presenza di
DM (124). Yozgatli et al. hanno riportato una correlazione tra aumento dei livelli
di AGE nei tessuti, misurata mediante autofluorescenza cutanea, ed incidenza
di eventi vascolari (inclusi cardiopatia ischemica, malattia vascolare periferica e
malattia cerebrovascolare), indipendentemente dai livelli dell'emoglobina
glicosilata in una coorte di 563 soggetti con DM di tipo 2 (125). In un piccolo
studio su pazienti con tolleranza al glucosio normale e sottoposti a
coronarografia, le concentrazioni circolanti di AGE erano significativamente piu
elevate negli individui con malattia trivasale rispetto agli individui con malattia
non ostruttiva o monovasale (126). Questo dato & stata confermato da uno
studio successivo su 101 pazienti sottoposti a coronarografia, in cui un aumento

dei livelli circolanti di pentosidina era associato a malattia coronarica ostruttiva
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ed era correlato con la gravita angiografica della cardiopatia ischemica,
indipendentemente dallo stato del DM (127).

Numerose evidenze legano I'accumulo di AGE e l'attivazione dell’asse AGE-
RAGE alla persistenza di uno stato infiammatorio cronico. Riferendosi alle
malattie CV sono stati evidenziati numerosi punti di contatto fra la presenza di
un eccesso di AGE e I'attivazione di mediatori dei processi di inflammageing.
(128).

In primo luogo, come si € detto la modificazione delle proteine della matrice
extracellulare (collegene, elastina, laminina) indotta dagli AGE le rende meno
suscettibili di degradazione proteolitica, con conseguente riduzione della
elasticita dei tessuti e incremento della stifness delle pareti vascolari. Anche a
livello del miocardio, la glicazione delle proteine extracellulari strutturali nella
matrice induce rigidita del tessuto, contribuendo ad un alterato rilasciamento e
alla progressiva disfunzione diastolica (129). Oltre al collagene glicato, la
glicazione dell'elastina e della laminina nella membrana basale compromettono
I'adesione e la migrazione delle cellule endoteliali e portano ad una riduzione
della produzione stress-indotta di ossido nitrico da parte delle cellule endoteliali,
quindi a una ridotta vasodilatazione (130).

Anche la glicazione di fattori circolanti contribuisce alla trombogenesi,
all'ipercoagulabilita e alla riduzione della fibrinolisi. Il fibrinogeno glicato &
significativamente piu resistente alla degradazione (131); analogamente
lannessina Il e il cofattore Il dell’eparina, quando modificate dagli AGE,
risultano disfunzionali, con conseguente compromissione dei sistemi fibrinolitici

(131). Le LDL glicate (132) possono migliorare la sensibilita piastrinica agli
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agenti aggreganti, favorendo la trombogenesi; inoltre, € stato dimostrato che
queste riducono la produzione di attivatore del plasminogeno tissutale nelle
cellule endoteliali (133). La glicazione delle proteine extracellulari pud anche
promuovere direttamente ['aterosclerosi. Infatti, la glicazione delle LDL ne
inibisce l'assorbimento da parte dei recettori per le LDL, riducendone la
clearance. Cid consente un maggiore assorbimento da parte di monociti e
macrofagi e promuove la generazione di cellule schiumose (134,135).

A livello intracellulare, I'accumulo di AGE porta alla compromissione dei normali
processi di ripiegamento delle proteine (136). Gli AGE intracellulari possono
legarsi alle proteine mitocondriali coinvolte nel trasporto di elettroni, riducendo
la sintesi di ATP e aumentando la produzione di superossido e altri ROS.
Inoltre, la glutatione perossidasi e la glutatione reduttasi, enzimi del sistema
antiossidante, possono essere modificati dagli AGE che ne determinano una
ridotta attivita enzimatica (137). La Figura 6 riassume la cascata di segnale che

coinvolge gli AGE e la loro possibile relazione con la genesi delle malattie CV.
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Figura 6. Relazione fra AGE e sviluppo di malattie CV (fishman 2018).

STUDIO SPERIMENTALE

33



OBIETTIVO DELLO STUDIO

Rispetto ai fratelli sani o alla popolazione generale, i CCS mostrano un elevato
rischio di sviluppare malattie conseguenti alle precedenti terapie antitumorali
(138,139). Tuttavia, e stato ben documentato come il rischio di effetti tardivi
delle cure non sia lo stesso per ogni CCS e che questo dipenda in larga misura
dall'intensita dei trattamenti ricevuti, fra i quali il trapianto allogenico di cellule
staminali ematopoietiche (HSCT) riveste certamente un ruolo determinante (8).
All'interno dell’eterogeneo gruppo dei CCS, i pazienti curati per LLA che hanno
ricevuto HSCT condizionato con TBI a scopo mieloablativo mostrano un elevato
rischio di complicanze tardive, comprese le malattie CV (9-13).

Numerosi studi hanno, negli ultimi decenni, esplorato I'epidemiologia e i fattori
di rischio per lo sviluppo di malattie CV nei CCS, ed in particolare negli LLA
survivors (140,141), tuttavia si sa ancora poco sui meccanismi biologici e
molecolari che portano allo sviluppo di queste patologie in questa specifica
tipologia di soggetti. Sono state ampiamente descritte la cardiotossicita diretta
di alcuni trattamenti antitumorali e le disfunzioni endocrine indotte da trattamenti
antitumorali, che contribuiscono certamente allo sviluppo della sindrome
metabolica (142). Tuttavia, la cardiotossicita diretta e il coinvolgimento del
sistema endocrino sembrano insufficienti a spiegare completamente I'aumento
del rischio di malattie CV che caratterizza questa popolazione.

Partendo dall'osservazione che la maggior parte degli effetti tardivi che
colpiscono i CCS sono malattie associate all'eta avanzata (in particolare, i

secondi tumori e le malattie CV), recentemente l'invecchiamento precoce &
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stato proposto come paradigma per spiegare molti fra questi /ate-effects
(58,59).

In contesti differenti da quello dei CCS, la glicazione proteica € stata dimostrata
come uno dei principali fattori che contribuiscono all'invecchiamento (143,144).
Inoltre, & stato dimostrato che gli AGE sono coinvolti nella patogenesi
dell'aterosclerosi, della disfunzione miocardica e di altre malattie CV, attraverso
la stimolazione delle vie proliferative e fibrotiche che inducono l'inflammazione
vascolare (99,145).

La formazione di AGE quindi € in grado di indurre inflammazione cronica di
basso grado (126,146-149), e questa & stata chiamata in causa da alcuni studi
sulla patogenesi delle complicanze tardive dei trattamenti antitumorali
(58,60,150-152). Recentemente, sono stati infatti riportati aumentati livelli di
citochine infiammatorie in pazienti sottoposti ad HSCT (153).

Il presente studio ha quindi I'obiettivo di valutare i livelli plasmatici di AGE in una
coorte di LLA survivors trattati con HSCT condizionato mediante TBI. In tutti i
pazienti sono stati misurati inoltre i livelli plasmatici di PCR ad alta sensibilita
(hs-PCR), IL-1B e IL-17 (marcatori di inflammazione di basso grado), il rapporto
glutatione ossidato/ glutatione ridotto (GSSG / GSH) (espressione della riserva
antiossidante) e il profilo lipidico.

La hs-PCR & ben nota come biomarcatore di inflammazione di basso grado,
nonché come predittore di malattie CV (154). Mentre la PCR rappresenta un
marcatore a valle, essendo prodotta dal fegato come risultato finale della
attivazione della cascata infiammatoria, IL-1B pud essere considerata la

citochina pro-inflammatoria "apicale" ed & capace di indurre sia la propria
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iperproduzione, sia la sintesi di altri mediatori inflammatori (154), tra cui IL-17
(155). E stato dimostrato che IL-17 ha effetti sul sistema CV, sia in vitro che in
vivo. L'IL-17 infatti agisce su vasi e cellule cardiache, causando infammazione,
favorendo la coagulazione e la trombosi del vaso. Studi clinici hanno dimostrato
il suo coinvolgimento nella patogenesi delle malattie CV, compresa
I'aterosclerosi prematura e l'infarto del miocardio (155,156).

L'espressione di IL-1B8 e IL-17 pud essere inoltre mediata dall'attivazione di
RAGE, dimostrando il legame tra I'accumulo di AGE e I'espressione di queste

citochine (157).
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| risultati ottenuti sono stati quindi comparati con quelli ottenuti in una
popolazione di controllo composta da soggetti sani. METODI

Soggetti

Lo studio é stato condotto, fra il novembre 2016 e il marzo 2018, presso I'Unita
di Transizione per Neoplasie Curate in Eta Pediatrica dellAOU Citta della
Salute e della Scienza, una long-term follow-up clinic specializzata nella presa
in carico e nella gestione multidisciplinare dei giovani adulti curati per neoplasie
dell’eta evolutiva.

Sono stati invitati a partecipare allo studio tutti i pazienti che soddisfacevano i
seguenti criteri: a) precedente diagnosi di LLA a eta <18 anni, trattata con
HSCT condizionato con TBI a scopo mieloablativo, b) eta> 18 anni al momento
dell'arruolamento; c) off-therapy da almeno 5 anni. | pazienti che avevano
ricevuto trattamenti RT ulteriori rispetto alla TBI (i.e. RT encefalica e/o
testicolare) sono stati esclusi dallo studio. Inoltre, sono stati osservati i seguenti
criteri di esclusione: anamnesi patologica positiva per malattia CV attiva o
pregressa (cardiopatia ischemica o valvolare, malattia cerebrovascolari,
cardiopatie di altra eziologia), alterazione del metabolismo glicidico (DM o
alterata glicemia a digiuno), BMI > 25 kg/m?, GVHD cronica attiva, fumo, storia
familiare positiva per dislipidemia (158) o trattamento in atto con farmaci
ipolipemizzanti, e presenza di gravi malattie croniche concomitanti.

Lo studio & stato approvato dal Comitato Etico competente per ’AOU Citta della
Salute e della Scienza di Torino (n.153 / 2015).

| dati demografici e clinici dei CCS seguiti presso la struttura - inclusi il tipo di

tumore, i trattamenti ricevuti e la storia clinica - vengono regolarmente raccolti in
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un database appositamente progettato. Tutti i pazienti sono stati arruolati
durante le loro visite di follow-up e un consenso informato scritto & stato
ottenuto da tutti loro. Inoltre, 30 soggetti sani, di pari eta e che soddisfacevano
gli stessi criteri di esclusione, sono stati utilizzati come gruppo di controllo.
Analisi di laboratorio

| campioni di sangue sono stati raccolti dopo un periodo di digiuno di almeno 6
ore. In tutti i soggetti, il colesterolo totale (Col) e i trigliceridi (Tg) sono stati
misurati con un metodo enzimatico-colorimetrico di Trinder (Sentinel CH,
Milano, Italia), il colesterolo HDL e LDL con metodo diretto (Sentinel CH,
Milano, Italia). | livelli di colesterolo HDL2 e HDL3 sono stati determinati
secondo Gidez et al. (159): le lipoproteine HDL2 e HDL3 sono state separate
dopo precipitazione delle lipoproteine contenenti Apo B con eparina e cloruro di
manganese e HDL2 sono state ulteriormente precipitate con destrano solfato.
La lipoproteina (a), I'apolipoproteina (Apo) A-1 e I'Apo B sono state misurate
con un metodo immunoturbidimetrico diretto (Sentinel CH, Milano, Italia). La hs-
PCR é stata misurata con un metodo nefelometrico, seguendo le istruzioni del
produttore.

IL-18 & stato misurata su plasma attraverso Quantikine ELISA Kit Human IL-13
(R&D Systems Inc, Minneapolis, MN, Canada), seguendo le istruzioni del
produttore per la lettura dell'assorbanza. IL-17 & stata misurata su plasma con
Quantikine ELISA Kit Human IL-17 (R&D Systems Inc, Minneapolis, MN,
Canada), seguendo le istruzioni del produttore per la lettura dell'assorbanza.

Gli AGE sono stati quantificati su plasma attraverso il kit ELISA competitivo

Oxiselect (Cell Biolabs Inc, San Diego, CA, USA), seguendo le istruzioni del
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produttore per la lettura dell'assorbanza. Il rapporto GSSG / GSH é stato
quantificato nel plasma con il kit di dosaggio Oxiselect Total Glutathione (Cell
Biolabs Inc, San Diego, California, USA), seguendo le istruzioni del produttore
per la lettura cinetica.

Metodi statistici

Le variabili categoriche sono riportate come conteggio e percentuali, mentre le
variabili continue come media e deviazione standard. La distribuzione
gaussiana o non gaussiana € stata valutata mediante il test di Kolmogorov-
Smirnoff. Il test t & stato utilizzato per valutare le differenze tra variabili
parametriche continue, test U Man-Whitney per variabili non parametriche, test
chi-quadro per variabili categoriali e test esatto di Fisher per tabelle 2x2. Tutte
le analisi statistiche sono state eseguite con STATA 12.0 (StataCorp, 2011) e le

differenze sono state considerate significative per p <0,05.

39



RISULTATI
| dati demografici e le caratteristiche del trattamento sono riassunti nella Tabella
1. Sono stati inclusi 18 pazienti e 30 controlli sani. | due gruppi erano simili per

BMI ed eta al momento dello studio.

TABELLA 1. Caratteristiche cliniche e demografiche della popolazione in studio.

Controlli (n=30) HSCT (n=18)
n. % n. %
Sesso
Femmine 16 53.3 11 61.1
Maschi 14 46.7 7 38.9
Eta (anni) alla diagnosi oncologica [media + ds] - - 7.92 4.44
Eta (anni) al momento dello studio [media + ds] 26.7 3.2 27.5 4.8
Epoca di diagnosi oncologica
<1990 - - 2 11.1
1990-1994 - - 3 16.7
1995-1999 - - 6 43.4
2000-2004 - - 5 27.7
> 2005 - - 2 11.1
BMI [media + ds] 21.9 2.1 21.6 2.6
Chemioterapia*
Alchilanti
No - - 1 5.5
Si - - 17 94.5
Alcaloidi della vinca
No - - 1 5.5
Si - - 17 94.5
Inibitori della topoisomerasi
No - - 7 38.9
Si - - 11 61.1
Pregressa GVHD acuta
No - - 4 22.2
Si - - 14 77.8
Pregressa GVHD cronica
No - - 12 66.7
Si - - 6 33.3
Ipogonadismo
No 30 100 11 61.1
Si 0 0 7 38.9
Ipotiroidismo
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Controlli (n=30) HSCT (n=18)
n. % n. %

No 30 100 9 50.0

- 0 0 9 50.0
GHD

No 30 100 14 77.8

% 0 0 4 222
Ipertensione arteriosa

No 30 100 15 83.3
2 0 0 3 16.7

* Tutti i pazienti inclusi sono stati sottoposti a CT con asparaginasi, antracicline, antimetaboliti; nessuno ha ricevuto
bleomicina o actinomicina.

La maggior parte dei pazienti & stata diagnosticata tra il 1990 e il 2004. L'eta
media alla diagnosi era di 7,9 £ 4,4 anni; I'etd media al momento dello studio
era di 27,5 + 4,8 anni per i pazienti e 26,7 + 3,2 anni per controlli. Per quanto
riguarda le pregresse CT, tutti erano stati trattati con antracicline, antimetaboliti
e asparaginasi; la maggior parte di loro aveva anche ricevuto agenti alchilanti e
alcaloidi della vinca.

Tutti i pazienti presentavano anamnesi familiare negativa per dislipidemia
familiare e normale funzionalita renale ed epatica. Al momento dello studio, tutti
i pazienti con ipogonadismo o ipotiroidismo erano in terapia ormonale
sostitutiva con adeguato compenso, mentre nessuno dei pazienti affetti da
deficit dell'ormone della crescita (GHD) era in trattamento con GH. | pazienti
con ipertensione erano in trattamento con farmaci antiipertensivi (ACE-inibitori
e/o beta-bloccanti), con un controllo ottimale della pressione arteriosa.
Misurazione di laboratorio.

| livelli plasmatici di AGE nei pazienti che avevano ricevuto HSCT + TBI erano

notevolmente piu alti di quelli trovati nei controlli (2,15 + 2,21 vs 0,29 + 0,15 pg /
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mL, p <0,01; Figura 7). | pazienti avevano anche un rapporto GSSG / GSH piu

elevato rispetto ai controlli (0,085 + 0,07 vs 0,041 £ 0,036, p <0,05) (Figura 8).

*¥
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Figura 7. Livelli plasmatici di AGE in HSCT survivors e controlli (media + DS). **
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Figura 8. Rapporto GSSG/GSH in HSCT survivors e controlli. * p<0.05
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| pazienti presentavano anche livelli sierici significativamente piu elevati dei
marcatori di inflammazione considerati. Infatti, i livelli di hs-PCR (HSCT 2,32 £
1,70 mg/dL; controlli 0,88 + 1,09 mg/dL, p <0,05), IL-1B (HSCT 7,04 + 1,52
pg/mL; controlli 4,6 + 2,02 pg/mL, p <0,001) e IL-17 (HSCT 37,44 + 3,51 pg/mL;
i controlli 25,19 + 6,34 pg/mL, p <0,001) erano piu alti rispetto al gruppo di

controllo (Figura 9).
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Figura 9. Livelli plasmatici dei markers di infiammazione in HSCT survivors e

controlli (media + SD). * p<0.05; *** p< 0.001

Per quanto riguarda il profilo lipidico, le differenze fra pazienti e controlli sono
risultate meno marcate. Infatti, rispetto al gruppo di controllo gli HSCT

survivors avevano unicamente livelli significativamente piu alti di Tg (HSCT
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189,38 £ 147,40 mg/dL; controlli 84,97 + 37,28 mg/dL, p <0,01) e Apo B (HSCT
105,80 + 20,47 mg/dL; controlli 80,81 + 13,54 mg/dL, p <0,005). Per quanto
riguarda i livelli di HDL questi erano modicamente piu elevati nei controlli
rispetto ai casi, con significato statistico solo per le HDL2. Inoltre, il rapporto
colesterolo totale / HDL (4,25 + 1,09 vs 3,17 £ 0,45, p <0,02) e i rapporti Apo B /
Apo A-1 (0,73 £ 0,15 vs 0,48 + 0,09, p <0,001) erano piu elevati nei survivors
rispetto ai controlli (Tabella 2). | restanti parametri del profilo lipidico hanno
mostrato una distribuzione piu variabile, senza una chiara differenza tra i due
gruppi. Valutando separatamente ciascuno dei due gruppi, non sono state
inoltre rilevate associazioni significative fra i livelli di AGE e il profilo lipidico.

Tabella 2. Profilo lipidico.

. Deviazion
Media e Standard 95% IC p value

HSCT 193,50 38,22 | 173,13 213,87

Col. totale (mg/dL) 0,757
Controlli 177,10 22,43| 168,72 185,48
HSCT 47,69 12,22 41,18 54,20

Col. HDL (mg/dL) - 0,478
Controlli 56,95 11,69 51,48 62,42
HSCT 15,31 8,60 10,73 19,90

Col. HDL2 (mg/dL) - 0,006
Controlli 23,91 8,28 18,35 29,47
HSCT 32,31 7,76 28,18 36,45

Col. HDL3 (mg/dL) - 0,252
Controlli 38,09 5,36 34,49 41,69
HSCT 117,56 34,37 99,25 135,88

Col. LDL (mg/dL) - 0,252
Controlli 99,30 22,32 90,97 107,63
o HSCT 189,38 147,40| 110,83 267,92

Trigliceridi (mg/dL) - 0,005
Controlli 84,97 37,28 71,05 98,89
i i HSCT 26,53 29,36 10,88 42,17

Lipoproteina (a) : 0,353
(mg/dL) Controlli 36,70 38,36| 22,38 51,03
HSCT 142,75 20,01| 132,09 153,41

Apo A-1 (mg/dL) - 0,182
Controlli 172,73 25,10 163,36 182,11
HSCT 105,80 20,47 94,47 117,13

Apo B (mg/dL) - 0,001
Controlli 80,81 13,54 75,76 85,87

Apo B/Apo A-1 HSCT 0,73 0,15 0,65 0,81 <0,001
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Controlli 0,48 0,09 0,44 0,51
HSCT 4,25 1,09 3,67 4,83

Col Tot/HDL 0,019
Controlli 3,17 0,45 2,95 3,38
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DISCUSSIONE

| nostri dati mostrano che, 5 o piu anni dopo la fine delle terapie antitumorali, i
giovani adulti affetti da LLA e sottoposti ad HSCT condizionato con TBI arruolati
in questo studio presentano livelli di AGE circa sette volte piu elevati rispetto ai
controlli sani. | livelli piu elevati di hs-PCR, IL-1B e IL-17 riscontati nei soggetti
trapiantati suggeriscono la presenza di stato infiammatorio cronico, in accordo
con quanto recentemente dimostrato su una coorte di LLA survivors non
sottoposti a trapianto (151). Uno sbilanciamento dell’equilibrio ossido-riduttivo &
inoltre suggerito dall’elevato rapporto GSSG/GSH riscontrato nei pazienti
sottoposti ad HSCT.

Per quanto riguarda il profilo lipidico, i livelli di Tg e Apo-B - cosi come |l
rapporto Colesterolo totale / HDL-Col e quello Apo-B / Apo-A1 - sono piu elevati
nei survivors, che mostrano anche livelli piu bassi di HDL2. Questi risultati
concordano con numerosi studi precedentemente pubblicati (160,161), che
hanno mostrato un’aumentata incidenza di alterazioni del profilo lipidico in
pazienti sottoposti ad HSCT in eta pediatrica.

Precedenti studi hanno suggerito che la concentrazione sierica di AGE pud
predire la gravita della malattia CV nei pazienti non diabetici (99,126). Gli AGE
possono contribuire allo sviluppo di lesioni vascolari, attirando i monociti da
legare alla superficie del vaso, seguiti dalla loro migrazione nella parete del
vaso e dalla successiva attivazione delle cellule endoteliali e dalla produzione di
mediatori (162). Inoltre, gli AGE hanno un ruolo centrale nella glicossidazione
delle lipoproteine e nella formazione delle cellule schiumose che sono

fondamentali nella progressione del danno aterosclerotico (163,164). La
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formazione di AGE é stata documentata in numerosi studi su coorti di pazienti
affetti da DM, tuttavia essa si verifica non soltanto in condizioni di iperglicemia,
ma anche in presenza di stress ossidativo (98). Ed € altrettanto noto che
I'esposizione alle radiazioni ionizzanti o ad alcuni agenti chemioterapici, come
le antracicline, provoca un aumento immediato della produzione di ROS,
generando stress ossidativo (165,166).

Pertanto, si pud ipotizzare che lo stress ossidativo indotto dalle terapie
oncologiche (CT e/o RT) possa portare alla formazione e all'accumulo di AGE
che a loro volta possono indurre inflammazione, ridurre le difese antiossidanti e
aumentare la produzione di ROS. Attraverso questo meccanismo sostenuto
dalla presenza di AGE, lo stress ossidativo generato dalle terapie oncologiche
(protratte per molti mesi) potrebbe perpetuarsi anche dopo la fine delle stesse.
Pertanto gli AGE, funzionando come una sorta di "memoria metabolica",
potrebbero rappresentare un punto chiave di questo circolo vizioso insieme alla
formazione di ROS, allo stress ossidativo e all'inflammazione (99,109,167,168).
Lo stato infiammatorio persistente dopo la fine delle terapie oncologiche
potrebbe quindi contribuire in modo rilevante al rischio CV degli HSCT
survivors. Infatti, un’ampia serie di evidenze collega l'infammazione cronica al
rischio CV. E ben noto ad esempio che i livelli plasmatici di hs-PCR sono
predittivi sia dell'insorgenza delle malattie CV che dell'efficacia della terapia con
statine nella prevenzione di tali patologie (154). Per quanto riguarda IL-1(,
questa pud indurre l'adesione dei leucociti sulle cellule endoteliali vascolari,
esercitare un'attivita pro-coagulante e agire come mitogeno per le cellule lisce

vascolari umane (169,170). Inoltre, piu recentemente, studi in vivo e clinici
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hanno dimostrato il coinvolgimento dell'lL-17 nella patogenesi dell'aterosclerosi
e dell'infarto del miocardio, che sono piu frequenti e si verificano
prematuramente in pazienti con malattie inflammatorie croniche (155,171),
nonché nei CCS (172,173).

L'evidenza di un cospicuo aumento dei livelli plasmatici di AGE pud avere una
particolare rilevanza nel contesto della cancer survivorship, non soltanto
confinata al rischio CV ma potenzialmente rilevante anche per comprendere la
genesi di molti altri /ate-effects delle terapie oncologiche, primi fra tutti i secondi
tumori. Questa osservazione troverebbe un razionale fisiopatologico partendo
da quanto recentemente suggerito da alcuni studi che hanno documentato
come l'esposizione ai trattamenti antitumorali durante l'infanzia induca
I'attivazione prematura di vie molecolari legate all’invecchiamento (59) e tenuto
conto che il danno da glicazione € stato proposto come un possibile hub per
molte malattie croniche, otre che per I'invecchiamento fisiologico (144). Anche
se questa osservazione va oltre I'argomento principale di questo studio, va
sottolineato che i CCS sono ad alto rischio di secondi tumori maligni e che -
negli ultimi anni - gli AGE hanno acquisito interesse anche come possibili
determinanti dell'insorgenza e della progressione del cancro (98,174-177).

La bassa numerosita della coorte oggetto di questo studio rappresenta
certamente il principale limite a queste osservazioni. Tuttavia, i pazienti inclusi
erano omogenei per storia di malattia, precedenti trattamenti antitumorali e
caratteristiche cliniche al momento dell'arruolamento, e i soggetti affetti da

patologie che potevano influenzare I'accumulo di AGE e lo stato inflammatorio
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(ad esempio DM, ma anche GvHD attiva, malattie epatiche o renali) sono stati
accuratamente esclusi.

Inoltre, per quanto 'aumentato rischio CV che caratterizza i CCS sottoposti ad
HSCT sia ben noto, i soggetti inclusi nel nostro studio erano tutti al momento
della valutazione privi di manifestazioni cliniche di cardiopatia pertanto, solo la
prosecuzione del follow-up consentira di valutare la reale associazione fra le

alterazioni dei parametri valutati e la comparsa di eventi CV.
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CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE

In conclusione i nostri dati dimostrano che, molti anni dopo il completamento
delle terapie oncologiche, i giovani adulti sottoposti ad HSCT condizionato con
TBI mostrano livelli sierici elevati di AGE e di alcuni marcatori di infammazione
cronica.

Questa osservazione si inserisce in continuita con alcuni recenti studi che
vedono nella cosiddetta inflammaenging e nella senescenza precoce possibili
paradigmi per comprendere la fisiopatologia dei /ate-effects delle terapie
oncologiche effettuate in eta pediatrica.

Certamente si tratta di uno studio pilota, che necessita di conferme su coorti piu
ampie di pazienti, tuttavia esso apre la strada a sviluppi di ricerca futuri. In
primo luogo, la possibilita di studiare questi stessi parametri su CCS guariti da
neoplasie diverse dalla LLA, con lo scopo non soltanto di confermare
'osservazione ma anche di chiarire il ruolo delle singole componenti della
terapia oncologica (CT, RT e HSCT) nel promuovere e mantenere le alterazioni
dei parametri analizzati. Inoltre, attraverso studi prospettici, potrebbe essere
studiata la cinetica con cui le alterazioni oggetto dello studio si instaurano ed
eventualmente si perpetuano, a partire dall’esposizione alle terapie oncologiche
e successivamente nel tempo.

La caratterizzazione dal punto di vista biochimico degli AGE interessati in
questo contesto, partendo dalle osservazioni presenti in letteratura sul ruolo dei
vari sottogruppi di AGE nella eziopatogenesi di molte malattie croniche (non
solo CV), e lo studio a livello cellulare delle cascate di segnale inflammatorie

coinvolte in questi processi (i.e. NFKB e inflammasoma NLRP3), oltre ai livelli di
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espressione dei recettori RAGE e di enzimi pro- e anti-ossidanti, potrebbero
inoltre contribuire a definire con maggiore certezza il legame fra terapie
oncologiche e lo sviluppo delle alterazioni evidenziate in questo studio.
Mediante studi di comparazione fra CCS affetti o non affetti da malattie
cardiovascolari, potrebbe essere dimostrata I'associazione fra gli elevati livelli di
AGE e le malattie CV, mentre attraverso studi longitudinali sarebbe possibile
valutare il valore degli aumentati livelli di AGE e markers di infammazione
cronica come predittori dell'insorgenza, piu o meno precoce, delle
manifestazioni cliniche delle malattie CV.

Infine, ottenuta la conferma di queste osservazioni, si aprirebbe la strada alla
valutazione di strategie terapeutiche finalizzate a ridurre 'accumulo di AGE e
linflammazione cronica come un possibile strumento attraverso il quale

contrastare il rischio di late-effects nei CCS.
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