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RELAZIONE PERCORSO D’ECCELLENZA

Questa tesi sperimentale e stata svolta nel contesto del Percorso di Eccellenza presso il
Laboratorio di Anatomia Umana diretto dalla Prof.ssa Francesca Boccafoschi.

Nel laboratorio sono attivi diversi progetti di ricerca e ho quindi avuto la possibilita di prendere
confidenza con ciascuno di questi. Nello specifico ho avuto ’opportunita di conoscere gli
sviluppi di un progetto di ricerca che intende valutare 1’effetto dello shear stress sulle cellule
endoteliali, utilizzando un sistema che permette di mimare con ottima approssimazione I’effetto
della stimolazione meccanica da sfregamento che viene imposta dal flusso sanguigno sulle
cellule endoteliali. L’utilizzo di questo approccio viene declinato per studiare diversi ambiti, tra
i quali gli effetti della perturbazione del flusso sanguigno sulla funzionalita endoteliale, con
particolare riguardo all’ambito coronarico. Ho potuto osservare ed imparare i protocolli
utilizzati nell’ambito della biologia cellulare utili al mantenimento in coltura di cellule
stabilizzate. In questo ambito sono stata introdotta anche all’'uso della microscopia a
fluorescenza per 1’osservazione dell’espressione proteica e della morfologia cellulare. In questi
anni ho, inoltre, continuato a lavorare nell’ambito dell’utilizzo di strumentazioni di didattica
innovativa per lo studio dell’anatomia umana quali la tavola anatomica interattiva Anatomage,
strumento che utilizzo dal primo anno di medicina. In particolare, ho affiancato la Prof.ssa
Boccafoschi nello svolgimento delle attivita didattiche elettive (ADE), insegnando agli studenti
del corso di laurea in Medicina e Chirurgia come usare lo strumento, in modo da sfruttarlo nello
studio dell’anatomia umana. Ho poi intrapreso il progetto di tesi in collaborazione con la Clinica
Citta di Alessandria, con la collaborazione del dott. Costa, il quale ha messo a disposizione un
database di 10.422 pazienti sottoposti a TC coronarica sul quale abbiamo realizzato uno studio
statistico sulle varianti coronariche riscontrate e conducendo uno studio sulle varianti piu rare
e sui ponti miocardici utilizzando la rielaborazione delle immagini ottenute con 1’ Anatomage
Table. Parallelamente ho continuato a osservare gli sviluppi del progetto riguardante 1’effetto
dello shear stress sulle cellule endoteliali, in quanto valuta gli effetti in particolare a livello

coronarico e ho quindi potuto metterlo in relazione al progetto di tesi.

Concluso lo studio del database, ho iniziato, sotto la supervisione della Prof.ssa Boccafoschi,
la stesura di un articolo scientifico relativo alle varianti anatomiche della circolazione
coronarica. Questo mi ha permesso di apprendere la metodica della scrittura scientifica e di
revisione critica della letteratura, al fine di acquisire le competenze necessarie per poter la

redazione di lavori scientifici.



FREQUENZA PERCORSO D’ECCELLENZA

2020-2021 11 semestre:
1) Frequenza presso il laboratorio di Anatomia Umana per un totale di 40 ore pari a 4 crediti
2) Lettura Critica Articoli Scientifici/Seminari 2 crediti

Tot 6 crediti

2021-2022

1) Frequenza presso il laboratorio di Anatomia Umana per un totale di 40 ore pari a 4 crediti
2) Lettura Critica Articoli Scientifici/Seminari 2 crediti

Tot 6 crediti

2022-2023

1) Frequenza presso il laboratorio di Anatomia Umana per un totale di 60 ore pari a 6 crediti
2) Lettura Critica Articoli Scientifici/Seminari 4 crediti

TOT 10 crediti

2023-2024

1) Frequenza presso il laboratorio di Anatomia Umana per un totale di 380 ore pari a 38 crediti
TOT 38 crediti

TOTALE: 60 crediti
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ABSTRACT

L’insegnamento e lo studio teorico non risultano completamente efficaci alla comprensione
dell’anatomia umana, a causa della complessita delle strutture e dei reciproci rapporti tra gli
organi. La prima vera rivoluzione in merito alle conoscenze anatomiche e stata possibile solo
con I’introduzione dell’arte dissettoria. Tuttavia, attualmente questa pratica ha diversi limiti
intrinseci che il progresso tecnologico ha permesso di edulcorare, avendo un impatto nella
rappresentazione e quindi nelle metodiche di insegnamento dell’anatomia umana. Uno degli
obiettivi di questa tesi é stato di dimostrare come un insegnamento innovativo e complementare
alle lezioni frontali, che preveda 1’utilizzo di dissezioni di cuori di suino, immagini ecografiche
e strumentali e software di rappresentazione tridimensionale quali Anatomage Table e Sectra
Educational Portal, permetta un apprendimento piu rapido e consolidato dell’anatomia umana.
Questo e stato dimostrato da un miglioramento nei risultati dei questionari di valutazione delle
attivita didattiche da parte degli studenti e dai risulti relativi ai primi appelli di fine corso degli
studenti del primo anno di Medicina e Chirurgia. Il progresso tecnologico delle metodiche di
rappresentazione anatomica ha un risvolto anche in ambito clinico e diagnostico. Infatti, grazie
allo sviluppo di metodiche di indagine radiologica ad alta risoluzione, come la tomografia
computerizzata coronarica, che permette di descrivere il dato anatomico con alta specificita e
Il secondo obiettivo di questa tesi € stato quindi quello di studiare il decorso e i rapporti delle
arterie coronariche, in presenza di anomalie anatomiche. In particolare, si & determinata la
prevalenza delle anomalie coronariche e dei ponti miocardici tramite uno studio osservazionale
retrospettivo di un database di 10.422 pazienti sottoposti a tomografia computerizzata
coronarica, in cura presso la Clinica Citta di Alessandria tra Giugno 2019 e Novembre 2022.
Inoltre, é stato fatto uno studio delle immagini sfruttando diversi software, Volume viewer
(VW), Statovan e Anatomage Table in modo da ottenere un’immagine tridimensionale. I dati
sulla prevalenza ottenuti sono successivamente stati messi in confronto con i dati riportati in
letteratura potendo cosi evidenziare una discordanza della prevalenza per alcune anomalie. E
stata individuata una nuova variante, non descritta in letteratura, di un’arteria coronaria singola,
originante del seno di Valsalva destro, con I’ulteriore presenza di un vaso, con origine isolata
dal seno di Valsalva sinistro, che raggiunge il margine sinistro. In letteratura sono stati
riscontrati pareri discordanti nell’associazione tra anomalie delle coronarie e aterosclerosi,
mentre € di comune accordo che in presenza di un ponte miocardico si ha una maggior
frequenza di aterosclerosi nel segmento prossimale al decorso intramiocardico, riferibile ad una

alterazione dello shear stress con conseguente disfunzione endoteliale ed espressione di un



fenotipo pro infiammatorio e aterosclerotico. Sulla base di queste conoscenze, sono stati
condotti degli studi in vitro presso il laboratorio di Anatomia Umana dell’Universita del
Piemonte Orientale, utili a valutare gli effetti sulle cellule endoteliali dell’esposizione a bassi
valori di shear stress. Lo studio é stato strutturato in due fasi differenti: una prima fase ha
previsto la stimolazione di cellule endoteliali ombelicali primarie (HUVEC) in un sistema
fluidico chiuso, in modo da arricchire il terreno con i fattori rilasciati dalle cellule, in risposta a
differenti valori di WSS, producendo un terreno condizionato. Le HUVEC sono state analizzate
con diversi metodi per studiarne le alterazioni fenotipiche in risposta ai diversi stress. La
seconda fase ha previsto la stimolazione statica di cellule endoteliali HUVEC messe in coltura
con il terreno condizionato, e ne e stata testata la funzionalita endoteliale e il fenotipo pro

inflammatorio.



1. INTRODUZIONE

1.1. L’ INSEGNAMENTO DELL’ANATOMIA DALL’ANTICHITA’ AD OGGI

L’anatomia, i cui padri si considerano esser Galeno, con il Corpus Galenicum e Aristole, con il
Corpus Aristotelicum, ¢ considerata la base fondante dell’insegnamento medico®. Galeno, nato
a Pergamo nel 129 d.C., ebbe un’istruzione completa ma dopo alcuni anni si concentro sullo
studio della medicina. Il suo interesse verso l’anatomia lo portd a studiare alla scuola
alessandrina, in cui fu fondata la Biblioteca di Alessandria che divenne una vera e propria
universita, frequentata da scienziati, formati alla scuola aristotelica, propensi alla pratica delle
dissezioni sugli animali ed anche sull'uomo. Galeno, nato a Pergamo nel 129 d.C., ebbe
un’istruzione completa ma dopo alcuni anni si concentro sullo studio della medicina. Il suo
interesse verso I’anatomia lo porto a studiare alla scuola Alessandrina, all’epoca (149 d.C.),
tradizionalmente riconosciuta come culla degli studi medici/anatomici. Infatti, nell'impero
tolemaico, ad Alessandria d'Egitto, si sviluppd un movimento culturale di vastissime
proporzioni. Venne costruita anche la biblioteca piu grande e famosa dell'antichita, che
costituiva la summa del sapere dell'epoca. Questa biblioteca era una vera e propria universita,
in cui operavano scienziati formatisi alla scuola aristotelica che, pero, praticavano le dissezioni
sugli animali ed anche sull'uomo?. L'Egitto era una terra in cui da secoli, per non dire millenni,
si faceva uso di pratiche funerarie che prevedevano la dissezione dell'uomo come preparazione
alla mummificazione. Ecco che quindi acquisto importanza la tecnica dell'esame sul cadavere,
inteso non semplicemente come dissezione, ma, come avverra anche nel Rinascimento, quale
momento fondamentale dell'attivita del medico. Assai importante fu ad Alessandria la scuola
empirica, secondo la quale l'attivita del medico doveva comprendere tre momenti fondamentali:
I'anamnesi, l'autopsia (intesa perd come ispezione visuale diretta del medico sul malato) e la
diagnosi. Anche se tale scuola aveva dei principi molto affascinanti, che richiamano quelli
odierni, tuttavia falli in quanto non vi era la possibilita concreta di fare una diagnosi accurata e,
di conseguenza, una terapia ad hoc, viste le scarse cognizioni, in termini di malattie, in loro
POSsesso®.

Contemporaneamente alla scuola empirica, in Alessandria si diffusero anche la scuola
dogmatica, che era la continuazione della scuola d'Ippocrate, e la scuola metodica, che fu quella
che ebbe maggior successo.

Ad Alessandria sono vissuti due grandi scienziati, estranei alle scuole su viste, Erofilo (330
a.C.) ed Erasistrato (304 a.C.-250 a.C.). Quest'ultimo era un grande medico a cui va il merito

d'aver riconosciuto, per primo, che le arterie sono anch'esse dei vasi, in contrapposizione a



quanto affermato da Aristotele, secondo il quale le arterie non trasportavano sangue ma
pneuma. Inoltre, egli diede molta importanza allo studio del polso, al concetto di temperatura
del corpo ecc., contributi che tuttavia nel corso dei secoli vennero persi.

Dopo la morte di Erofilo ed Erasistrato, la pratica della dissezione umana ando nell'oblio,
probabilmente per I’emergere di una nuova scuola antagonista di pensiero medico, fondata da
un allievo rinnegato di Erofilo, Filinos di Cos. | suoi seguaci, chiamati "empiristi”, ritenevano
che la dissezione umana non avesse alcuna utilita scientifica nell’insegnamento dell'anatomia e
che i risultati clinici potessero essere ottenuti mediante la raccolta empirica di osservazioni non
invasive. Inoltre, nelle generazioni successive, i medici di Alessandria si dedicarono sempre
pit ad analisi cliniche dettagliate di testi del passato e alla raccolta e critica delle opinioni dei
precursori, abbandonando la pratica dissettoria®. Dopo Galeno ci furono molti medici che
operarono nell’Impero d'Occidente ma soprattutto in quello d’Oriente, con conseguente

passaggio anche del sapere!?.

Nella storia dello sviluppo della conoscenza anatomica & importante ricordare il ruolo dei
Persiani, infatti le descrizioni morfologiche, provenienti da questo popolo, hanno contribuito
alla formazione delle conoscenze attuali. Si ritiene che le prime informazioni su anatomia,
patologia e fisiologia si ritrovino nel Talmud, testo sacro babilonese, portando alcuni autori* ad
affermare che furono i persiani a stabilire i fondamenti dell'anatomia, della fisiologia e della
patologia molto prima dei greci. Rust® afferma che “la conoscenza medica del Talmudista era
basata sulla tradizione, sulla dissezione dei corpi umani, sull'osservazione delle malattie e sugli
esperimenti sugli animali". In Persia fu fondata anche 1’ Accademia di Gondishapur, centro delle
scienze mediche, e il primo ospedale universitario nella storia della medicina (V-VI sec. d.C.)’.
La conquista islamica della Persia ebbe luogo nel VI secolo e con la distruzione delle principali
biblioteche da parte dei musulmani si creo intensa apprensione tra gli studiosi persiani, poiché
una significativa conoscenza delle scienze ando perduta. Le opinioni differiscono sugli effetti
dell'lslam sulla pratica dell'anatomia. Alcuni autori’ hanno affermato che la dissezione
anatomica umana é stata sconfessata dai medici musulmani per divieti culturali generali e
religiosi specifici. Infatti, uno dei concetti del Corano afferma che non bisognava toccare il
corpo umano per evitare che uscisse il sangue, in quanto insieme a questa sarebbe uscita anche
I'anima. Altri ritennero che, sebbene gli studiosi islamici facessero poche dissezioni del corpo
umano, sezionavano animali e separavano gli organi del corpo umano, come l'occhio, in quanto

la pratica della dissezione non fosse proibita né nella religione islamica né nel mondo islamico®.



Dopo la caduta dei califfati arabi gli scienziati si rifugiarono soprattutto in Francia, a
Montpellier, e in Italia a Salerno dove nacquero le prime Universita. Queste, tuttavia, erano
fondate sulle scienze liberali e si dovette aspettare il medico Taddeo degli Alderotti che riusci,
presso I’Universita di Bologna, a portare la medicina alla pari delle altre discipline. In questo
panorama Europeo va sottolineato il ruolo sempre piu importante che la dissezione umana
rivesti nell’insegnamento dell’anatomia ricordando a questo proposito anche le parole di
Vesalio, appartenente alla scuola anatomica di Padova, che nella sua opera “De humani
corporis fabrica” del 1543 si rivolse con ostilita a “quei medici che non vedevano alcuna
connessione tra l'indagine anatomica e la capacita di curare i malati”. Le conseguenze del
disaccordo di Vesalio con la tradizione galenica lo portarono infine a rinunciare al suo incarico
di docente presso I'Universita di Padova. La pratica della dissezione umana in Europa fiori tra
la fine del XVI1 e il XV1I secolo d.C., spesso come uno spettacolo civico quasi vistoso nel quale,
alla dissezione stessa, seguivano dimostrazioni che impiegavano il cadavere e le sue varie parti.
A Vesalio successero all'Universita di Padova una serie di anatomisti, ciascuno dei quali
contribui con nuove descrizioni alla documentazione anatomica, e presto questa Universita
divenne un punto di riferimento per I'educazione anatomica in Europa attirando una nuova
generazione di anatomisti da tutto il continente, tra cui i medici inglesi William Harvey (a cui
in seguito venne attribuito il merito di aver fornito alla disciplina teorie rivoluzionarie sul cuore

e il sistema circolatorio)®.

Va ricordato, inoltre, che I'Universita di Bologna, entro la fine del XIII secolo, emerse come
I'istituzione piu popolare in Europa per I'apprendimento della medicina, attirando studenti da
tutta Italia e da molti altri paesi. Lo status di Bologna fu ulteriormente rafforzato quando nel
1292 venne concessa una Bolla di Papa Nicola Il con la quale tutti gli studenti laureati in
medicina all'Universita potevano insegnare in tutto il mondo. Tutti questi eventi culminarono
infine nella prima dissezione umana sistemica ufficialmente autorizzata dai tempi di Erofilo ed
Erasistrato, eseguita in pubblico da Mondino de Liuzzi (1275-1326) nel 1315 a Bologna*. Segui
il teatro anatomico dell'Universita di Bologna, costruito nel 1595 e ricostruito nel 1636. La
tendenza si diffuse anche in altri paesi europei e furono costruiti teatri anatomici nell'Universita
di Leiden (Paesi Bassi), chiamato “Theatrum Anatomicum”, in cui Pieter Pauw fu il primo ad

eseguire pubbliche lezioni di anatomia*®.
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Figura 1. Rappresentazione del “Theatrum Anatomicum” di Leida (1600).
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1.1.1 Approcci innovativi allo studio dell’anatomia in epoca contemporanea

Oggi I’insegnamento dell’anatomia mira all’uso di nuovi strumenti innovativi: ricostruzione e
stampa 3D, applicazioni di anatomia virtuale su supporti informatici e realta aumentata che
permettono una comprensione macro e microregionale e dei rapporti di profondita con le
strutture interne, uno dei principali obiettivi dello studio dell’anatomia umana®. Per questi
motivi la dissezione dei cadaveri é stata considerata per anni uno strumento imprescindibile per
gli studenti di medicina ma, visti i limiti talvolta anche etici oltre che pratici, risulta
fondamentale lo sviluppo e I'utilizzo di dispositivi virtuali e 3D che, permettendo un
apprendimento immersivo e pratico, consentono di superare i limiti intrinseci alla pratica di
dissezione consentendo, allo stesso tempo, un miglioramento delle prestazioni degli
studenti®!!, 11 recente progresso tecnologico ha avuto, infatti, un impatto sull’insegnamento
dell’anatomia e sulle risorse didattiche disponibili. Il vantaggio di associare la tecnologia
all’apprendimento tradizionale € che gli studenti possono utilizzare tali risorse senza limiti di
tempo e di disponibilita. Infatti, a differenza delle risorse tradizionali, disponibili solo all'interno
del laboratorio di anatomia, le nuove risorse didattiche tecnologiche possono essere utilizzate
ovunque senza la necessita di strutture opportunamente attrezzate e dedicate alla pratica
dissettoria. Inoltre, queste risorse possono essere personalizzate per il singolo studente ed e
possibile lavorare in completa autonomia. Risorse come I'apprendimento assistito da computer,
I'imaging digitale e la modellazione 3D possono anche essere utilizzate nel laboratorio di
anatomia per fornire uno strumento complementare ai metodi di insegnamento tradizionali e
fornire una prospettiva aggiuntiva che puo essere utile nell'apprendimento dei diversi
argomenti't'2, In particolare, con la realta virtuale gli studenti sono completamente immersi in
un ambiente che viene vissuto attraverso stimoli sensoriali (vista, udito e movimento), imitando
le proprieta del mondo reale, mentre, con i sistemi di realta aumentata, si utilizza uno schermo
(computer o tablet) in cui i modelli digitali si sovrappongono al mondo reale!. Gli strumenti
3D, invece, integrano tecnologie di imaging avanzate con un’interfaccia touchscreen, con cui
gli utenti possono interagire potendo visualizzare e anche dissezionare cadaveri virtuali
tridimensionali su modelli a dimensioni reali sia maschili che femminili*3. Vengono cosi
superati dei limiti delle dissezioni quali la disponibilita e il relativamente rapido deteriorarsi dei
cadaveri su cui poter studiare. Tale limite puo essere superato con questi strumenti interattivi,
in quanto possono essere usati da molti studenti con ripetizione e senza un vincolo dettato dal
tempo. Inoltre, i software 3D danno la possibilita agli studenti di interagire con il cadavere
virtuale e, con I’integrazione di funzionalita interattive, come: il flusso sanguigno, il battito

cardiaco e i movimenti muscolari risultano essere un’utile risorsa supplementare per la
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formazione medica rendendo I’apprendimento da prettamente passivo a pragmatico e
interattivol*. Un esempio di strumentazione didattica innovativa & rappresentato da Sectra
Educational Portal che fornisce strumenti di visualizzazione avanzati e una libreria
multidisciplinare di casi clinici e di anatomia reale che possono essere utilizzati in corsi
integrati, sia per scopi di insegnamento tradizionale che a distanza, in cui la qualita e la
pertinenza rimangano elevate anche durante I'insegnamento online. L'interazione degli studenti
con rappresentazioni virtuali di corpi reali basati sull'imaging clinico fornisce una
comprensione e una visione piu approfondite dell'anatomia, delle funzioni e dei processi
all'interno del corpo. Altro esempio € I’ Anatomage Table, software di rappresentazione digitale
3D ad alta risoluzione che, oltre al ruolo in ambito accademico, riveste un ruolo in ambito
clinico con la possibilita di offrire un supporto nella comprensione di anomalie congenite,
variazioni anatomiche e casi patologici, che si possono visualizzare su di essa. Infatti, e
possibile utilizzare i dati DICOM di tomografie computerizzate (TC) e risonanze magnetiche
(RM) ottenendo una rielaborazione dall’immagine tridimensionale con cui ¢ possibile interagire
per esempio ingrandendo le dimensioni dell’immagine, usando filtri che ne esaltino i dettagli,
praticando tagli e muovendosi sui piani anatomici diversi, con la possibilita di cancellare i tagli
errati, pratica che su un cadavere reale non si puo effettuare®. Infine, I’ Antomage Table, puo
rivelarsi un utile strumento di educazione del paziente, che pud presentare difficolta nel
comprendere le proprie condizioni patologiche e la gestione proposta, aiutando nel processo di

conseguimento del consenso informato®.

L’anatomia digitale oltre a divenire parte integrante dell’insegnamento medico ¢ anche un
vantaggio nella pratica clinica, sia nel delineare con grande precisione le immagini anatomiche,
sia come aiuto per migliorare la diagnosi o nello studio dell'approccio chirurgico. Per questi
motivi ’utilizzo di strumenti digitali ad alta definizione e gli strumenti di simulazione stanno
progressivamente acquisendo un’importanza strategica nella formazione pre-clinica e clinica
dei medici chirurghi?®.

L’ambito cardiologico utilizza grandemente le moderne tecniche d’imaging al fine di definire
la morfologia e il significato clinico riferito all’osservazione dell’organo cardiaco. Per esempio,
la diagnostica per immagini riveste un ruolo fondamentale nello screening primario dei giovani
che praticano sport agonistico, nella valutazione di pazienti con sospetta anomalia coronarica e
nella valutazione post-operatorial’. Lo sviluppo della tomografia computerizzata multistrato
(TC) e la tecnologia a 64 strati € considerata una rivoluzione nella diagnostica cardiologica,
consentendo di realizzare un imaging coronarico di alta qualita. In particolare, la TC coronarica,

detta anche Angio-TC coronarica, fornisce un’ottima visualizzazione delle arterie coronariche
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anomale e della relazione con le strutture adiacenti in modo non invasivo, mostrando una
superiorita rispetto all’angiografia. Definire 1’anatomia e il decorso anomalo del vaso ¢
fondamentale in quanto un decorso intrarterioso puo Vverificarsi senza manifestazioni
sintomatologiche ma portare anche a morte cardiaca improvvisa. Si puo sfruttare quindi
I’Angio-TC con gating ECG che permette di visualizzare 1’arteria sia in fase sistolica che
diastolica per valutare la dinamica della compressione del vaso®®. Inoltre, con lo sviluppo di
software 3D, € possibile ricostruire le immagini in tre dimensioni per delineare al meglio i
rapporti tra il vaso anomalo e le strutture cardiache al fine di individuare alterazioni, che a causa

di compressioni estrinseche, possano portare a ripercussioni in ambito clinico.

1.2 ANATOMIA DEL CUORE

Il cuore & un organo muscolare cavo che tramite contrazioni (sistole) e decontrazioni (diastole)
cicliche svolge la funzione di pompa, determinando il movimento del flusso sanguigno.
Localizzato nel mediastino anteriore, spostato a sinistra rispetto alla linea mediana, si presenta
a forma di piramide tronca con la base rivolta a destra posteriormente e 1’apice a sinistra
anteriormente. La superficie esterna del cuore e percorsa da solchi nei quali decorrono i
principali vasi di irrorazione cardiaci, in particolare: il solco coronario, perpendicolare all’asse
longitudinale del cuore, che separa gli atri dai ventricoli, i solchi atrioventricolari anteriore e
posteriore che, dirigendosi verso 1’apice del cuore, separano i ventricoli e il solco interatriale
riconoscibile in corrispondenza della faccia diaframmatica e della base. La base del cuore ¢ la
superficie corrispondente agli atri resa irregolare dall’imbocco dei grossi vasi venosi e dal
piccolo circolo. Si continua da ambo i lati con le auricole, destra e sinistra, e si delimita
inferiormente dal solco coronario. In vicinanza di questo e del solco interatriale si trova
I’estremita della vena cava inferiore mentre a destra, ma a livello del solco interatriale e del
margine antero-superiore della base, sbocca la vena cava superiore. A destra della terminazione
di queste si ha il solco terminale che delimita in atrio destro il seno delle vene cave, una porzione
posteriore dell’atrio, liscia, da considerare come I’estremita dilatata delle due vene cave. Questa
rappresenta la parte primitiva dell’atrio destro la cui presenza determina uno sviluppo dell’atrio
destro lungo una direzione verticale. A livello dell’atrio sinistro vi € lo sbocco delle 4 vene
polmonari in corrispondenza del tetto o vestibolo, zone anche queste con valore morfologico.
In particolare, il tetto era originariamente un’area venosa, assimilato nello sviluppo e costituente
fondamentale dell’atrio mentre il vestibolo condiziona lo sviluppo dell’atrio sinistro nella

direzione trasversale?®.
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A: Base e faccia diaframmatica del cuore: veduta postero-inferiore®®
B: Base del cuore: veduta posteriore?®

C: Origine dei grossi vasi da modello di cuore suino
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1.2.1 Circolazione coronarica

Il cuore é vascolarizzato dalle due arterie coronarie destre e sinistre, originanti dai seni di
Valsalva destro e sinistro, dilatazioni anatomiche presenti nel primo tratto dell’aorta
ascendente. Il diametro delle arterie coronarie e tra esse comparabile (3-4 mm) anche se
nell’80% dei casi la coronaria sinistra ha un diametro leggermente maggiore. Il valore ¢
influenzato dalla superficie corporea, sesso, massa ventricolare sinistra e dominanza coronarica,
sottolineando pero, che la dominanza ¢ indipendente dal calibro ma é in relazione alla coronaria
da cui origina la coronaria discendente posteriore?. Le coronarie emettono numerosi rami che
si ramificano sotto 1’epicardio per poi distribuirsi ed esaurirsi nel miocardio. L’arteria
coronaria destra (RCA) decorre anteriormente lungo il solco atrioventricolare donando
numerose branche per poi proseguire posteriormente e inferiormente?'-??, vascolarizzando gran
parte del cuore destro, la meta posteriore del setto e in alcuni casi anche un tratto della parete
posteriore del ventricolo sinistro®®. Nel 50% dei casi la prima branca ¢ 1’arteria del cono (o
infundibolare) originante, nella restante parte dei casi, da un secondo ostio del seno di Valsalva
destro (RCV). Questo vaso irrora la muscolatura infundibolare del ventricolo destro e spesso
delinea 1’anello arterioso di Viussens?®. Nel 60% dei casi dall’arteria coronaria destra origina
anche 1’arteria del seno, deputata all’irrorazione del seno atrioventricolare, che nel 40% dei
casi puo, pero, aver origine dall’arteria circonflessa. A livello del margine acuto del cuore
origina I’arteria marginale mentre a livello della crux cordis, punto dove il solco coronarico e
il solco atrioventricolare si incontrano, nell’85% dei casi la RCA da origine all’arteria
discendente posteriore (PDA). La RCA prosegue lungo il solco atrioventricolare dando origine
alle branche postero-laterali che penetrano la parete posteriore del ventricolo sinistro
vascolarizzandolo. Questo sistema arterioso e definito come dominanza destra. Nel 7% dei casi
si ha invece una dominanza bilanciata in cui la PDA origina dalla RCA mentre le branche
posteriori del ventricolo sinistro originano dall’arteria circonflessa. Nel restante 8% dei casi si
ha la dominanza sinistra in cui ’arteria coronaria sinistra ¢ deputata alla vascolarizzazione
dell’area diaframmatica, del ventricolo sinistro e alla parte posteriore del setto

interventricolare?%,

Dal seno di Valsalva sinistro origina il tronco comune che, al di sotto dell’auricola sinistra,
dopo circa 1-2 cm, si biforca in arteria discendente anteriore (LAD) e arteria circonflessa
(CX). A volte dal tronco comune origina I’arteria intermedia irrorando la parte generalmente
vascolarizzata dall’arteria diagonale?®.

L’arteria discendente anteriore (LAD), passando anteriormente al tronco comune dell’arteria

olmonare, si dirige verso il solco interventricolare anteriore fino all’incisura dell’apice
| , d 1 sol t tricol t fi 1’ dell’
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cardiaco. Lungo il suo decorso la LAD dona le branche settali profonde, le arterie diagonali e
Iarteria discendente settale sinistra che termina a livello del muscolo papillare anteriore?”.

L’arteria circonflessa (CX) decorre lungo la faccia diaframmatica dando origine all arteria del
margine ottuso. In caso di dominanza dell arteria circonflessa, rappresentata nel 10% dei casi,

dalla CX originano I’arteria del nodo atrioventricolare e ’arteria discendente anteriore®*?°,

1.2.2 Lo sviluppo embriologico dei vasi coronarici

Gli abbozzi dei vasi sanguigni sono presenti nella parete del sacco vitellino a partire da un
materiale di origine mesodermica, I’angioblasto. Il processo continua poi nell’embrione con la
formazione di una rete di capillari, una parte andra incontro a regressione mentre una parte si
trasformera nei tronchi venosi e arteriosi definitivi®®.

Nei primi stadi di sviluppo le pareti del cuore hanno un aspetto trabecolato poi, a causa del
flusso sanguigno attraverso il lume del tubo cardiaco, inizia lo sviluppo dell’ endocardio e del
miocardio?®.

Successivamente, il miocardio aumenta di spessore e i nutrienti necessari per la crescita dei
cardiomiociti sono forniti da un processo di diffusione. Questi cambiamenti nella struttura
permettono la formazione di un sistema vascolare primitivo che rappresentera la base per i
sistemi delle arterie coronarie e delle vene?*?22 Inizialmente si riteneva che le arterie coronarie
si sviluppassero della radice aortica, ma attualmente e riconosciuto che una rete vascolare
contrae rapporti con i seni aortici di Valsalva solo all'ultimo stadio di sviluppo®*. Gli steli
coronarici originano all'interno del miocardio, in via di sviluppo, e solo successivamente si ha
il collegamento con I’aorta, pertanto, le anomalie delle coronarie e la loro origine aortica
sorgono dopo lo sviluppo degli steli coronari nel miocardio. Le arterie coronarie, infatti, non
prendono il nome in base alla loro origine ma in base alle strutture che vascolarizzano, riferendo
quindi la loro nomenclatura, ai principi embriologici®.

Le cellule epicardiche derivano dall'organo proepicardico, a seguito della transizione epiteliale-
mesenchimale, indotta dai fattori di crescita miocardici come FGF-2 e dai fattori di crescita
endoteliali vascolari®-%,

Nella vasculogenesi le cellule staminali si auto-organizzano in una rete vascolare primitiva e
durante I'angiogenesi le cellule endoteliali, dal plesso primario, formano una rete che si estende
nel miocardio. Entrambi questi processi sono guidati principalmente da gradienti ipossici.
Inoltre, I'arteriogenesi embrionale dipende da diversi eventi: migrazione delle cellule muscolari
lisce e periciti, assemblaggio in strutture vascolari e regressione attraverso apoptosi, un

processo necessario durante l'arteriogenesi?®3-%,
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La funzione dei vasi rimane a lungo ambigua e acquisiscono il ruolo di vene, quando diventano
affluenti del seno venoso sistemico, e arterie dopo la loro anastomosi con i seni aortici. Un
disallineamento in questo complesso processo porta allo sviluppo di anomalie delle arterie
coronarie®*,

Gli elementi pit importanti per lo sviluppo del sistema vascolare coronarico sono tre:

1. larete endoteliale vascolare in situ;

2. le gemme coronariche sui seni aortici: lI'origine delle gemme coronarie si trova sui seni
destro e sinistro di Valsalva

3. 1 sinusoidi: un'estensione nel miocardio, in via di sviluppo, delle trabecole della
spongiosa formati nelle prime settimane di sviluppo fetale. Sono i siti primitivi dello

scambio metabolico®®.

Nella fase iniziale, il bulbo si separa nell'aorta e nell'arteria polmonare. Dopo il completamento
della disgiunzione aorto-polmonare, le gemme coronarie iniziano la circolazione coronarica per
fornire ’irrorazione al miocardio. Durante la V settimana nella parete interna del tronco
arterioso e del bulbo cardiaco, si formano dei rilievi opposti subendocardici chiamati creste che
assumono una forma a spirale e portano alla formazione del setto aortico-polmonare. Questo
setto divide la regione del bulbo e del tronco in due canali, il tronco aortico e polmonare. I
bulbo viene incorporato nella parete del ventricolo. Nel ventricolo destro forma I'infudibolo o
cono arterioso, mentre nel ventricolo sinistro il vestibolo aortico.

L'arteria coronaria sinistra nasce dal quadrante posteriore sinistro del bulbus cordis prossimale,
mentre I'arteria coronaria destra nasce dal lato destro.

Le arterie coronarie raggiungono le loro connessioni aortiche dopo la rotazione aorto-
polmonare, quindi, la posizione della radice aortica rispetto alla base cardiaca é alla base della
corrispondenza tra le arterie coronarie e i loro seni di origine®®.

C'é una relazione tra I'arteria coronarica e I'estensione del loro territorio di vascolarizzazione
del miocardico: una mancanza di flusso sanguigno coronarico durante lo sviluppo cardiaco
induce un’ipoplasia della massa miocardica corrispondente, ¢ una riduzione della massa
miocardica causa un'‘ipoplasia del suo ramo coronarico.

Anomalie nello sviluppo delle gemme coronarie o della rete endoteliale sono la causa delle
CAA:s e, in particolare, la persistenza dei sinusoidi € alla base della formazione di fistole

coronariche32%7,
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Le anomalie piu frequenti dell'arteria coronaria si riscontrano quando si hanno tronchi arteriosi
trasposti in presenza di connessioni atrioventricolari concordanti, note come trasposizioni
"regolari",

In particolare, il seno aortico destro & quello piu vicino al solco atrioventricolare destro quindi
I'arteria che esce da questo seno prosegue direttamente nel corrispondente solco, invece, il seno
aortico sinistro e direttamente adiacente al solco interventricolare anteriore.

La seconda anomalia piu comune ¢ il decorso retro-polmonare della CX che passa attraverso il
seno pericardico trasversale per raggiungere il solco atrioventricolare sinistra. Questo modello
di CX e noto per essere piu frequente quando i tronchi arteriosi sono ruotati, rispetto

all'orientamento obliquo, verso una disposizione pit laterale®,
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Figura 3 A, B, C. Rappresentazione processo di embriogenesi dei grossi vasi cardiaci e delle coronarie
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1.2.3 Anomalie dell’arterie coronariche (CAAs)

In letteratura sono presenti diversi studi che trattano le anomalie delle arterie coronarie (CAAS)
ma, prima di affrontare questo argomento, & necessario comprendere la differenza tra queste e
il normale spettro di variazioni delle coronarie. Infatti, in accordo con Angelini e altri autori, le
normali sfumature dell’anatomia coronarica includono:
- Un numero di ostii da 2 a 4 e la loro localizzazione nella parte superiore;
- Una biforcazione prossimale in LAD e CX;
- L’origine della radice aortica con un angolo di 45°-90° e con un decorso poi subepicardico;
- Il rispetto dei rispettivi territori di irrorazione: RCA (per il ventricolo destro); LAD (antero-
settale); CX (ventricolo sinistro).
Le varianti anatomiche e le anomalie delle arterie coronarie sono inoltre due diversi disordini
congeniti. Gli spettri morfologici descritti come varianti sono presenti in piu dell’1% della
popolazione e sono quadri asintomatici, mentre, le anomalie coronariche sono osservate in
meno dell’1% dei casi e sono la seconda causa di morte improvvisa in giovani atleti e
ragazzi®*.
In accordo con Kim et al*?, le anomalie delle coronarie si possono classificare in:
- Anomalie di origine;
- Anomalie di decorso;
- Anomalie di terminazione (fistole).
In particolare, le anomalie di origine sono state ulteriormente classificate da Greenberg*® in
base a:
- Numero di ostii;
- Origine dal seno opposto o dal seno non coronarico;
- Origine dall’arteria polmonare.
Ha studiato inoltre le arterie coronariche singole (SCA) e il decorso delle arterie coronariche,
per indicare la presenza di ponti miocardici o duplicazioni arteriose, suddividendo poi in
ulteriori sottogruppi le anomalie di terminazione, rispettivamente in:
- Fistole coronariche;
“Coronary arcade’;
- Terminazione extracardiaca.
Le arterie coronariche singole (SCA) riportano numerose classificazioni in letteratura,
dapprima furono classificate da Ogden et Al.** nel 1970, successivamente riclassificate nel 1979

da Lipton et AL* per essere riaggiornate recentemente da Yamanaka et Al.*®. Le SCA sono
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classificate in tipo “L” o “R” in base all’origine dal RCS o dal LCS e suddivise in gruppi in

base al loro decorso:

Gruppo I: la SCA segue il decorso della normale RCA o LCA. Se la SCA origina dal RCS
(R1) ha, come appunto detto, un decorso anatomico normale ma si differenza dal classico
sistema anatomico di dominanza destra per il fatto che decorre nel solco atrioventricolare,
fino a raggiungere la base anteriore del cuore, dove da origine all’arteria discendente
anteriore come ramo terminale. Se la SCA origina dal LCS (LI) da origine al ramo
discendente anteriore per poi continuare nel solco atrioventricolare come ramo circonflesso
sinistro. Si differenzia dal normale sistema a dominanza sinistra perché prosegue oltre la
crux cordis, nel solco atrioventricolare destro, al fine di fornire i rami marginali al ventricolo

di destro. La SCA vascolarizza ’intero miocardio®.

(A)

Figura 4A. Schema rappresentativo del decorso delle coronarie appartenenti al “Gruppo 1" (da Sampath A.*7)

Gruppo II: La SCA origina dal seno coronarico destro o sinistro, e da qui un ampio tronco

trasversale comune attraversa la base del cuore fino ad arrivare in prossimita del decorso

della normale arteria coronarica controlaterale. Si distinguono diversi sottogruppi in base

all’origine e al percorso di questo tronco trasversale.

e RIIA: la SCA origina dal RCS e il tronco trasversale passa anteriormente al cono del
ventricolo dx o all’arteria polmonare principale. La LCA dopo essere nata dalla RCA

procede davanti al tronco polmonare.
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RIIB: la SCA origina dal RCS e il tronco trasversale passa tra aorta e arteria polmonare.
I rami settali nascono dal tronco quando attraversa la faccia superiore del setto
interventricolare. La SCA RIIB passa dietro I’arteria polmonare.

RIIP: la SCA origina dal RCS, il tronco trasverso decorre posteriormente all’aorta fino
ad arrivare, in prossimita del seno coronarico sinistro, al solco atrioventricolare.

RIIS: I’arteria coronarica di sinistra attraversa il setto interventricolare per raggiungere
il solco atrioventricolare.

LI1A: la SCA origina dal LCS, da origine a un ramo prossimale che passa anteriormente
al tronco polmonare. La RCA nasce dall’arteria coronarica principale di sinistra prima
dell’origine dei rami perforanti settali o circonflessi. Ne esistono due varianti: variante
I: la RCA nasce dall’arteria coronarica principale di sinistra prima dell’origine dei rami
perforanti settali o circonflessi e procede davanti al tratto di efflusso del ventricolo di
destra. Variante II: la RCA nasce dalla meta dell’arteria discendente anteriore.

LIIB: la SCA origina dal LCS e da origine a un ramo prossimale che passa tra aorta e
il tronco polmonare. La RCA procede dietro 1’arteria polmonare e la radice aortica.
LIIP: la SCA origina dal LCS e da origine a un ramo prossimale che passa
posteriormente all’aorta. La RCA continua il suo decorso nel solco atrioventricolare

fino alla superficie posteriore del cuore.

Figura 5B. Schema rappresentativo del decorso delle coronarie appartenenti al “Gruppo II” (da Sampath A.*7).
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Gruppo I (RI): la SCA origina dal RCS, il ramo circonflesso e il ramo discendente

anteriore possono nascere separatamente dal tronco comune. Il ramo circonflesso

normalmente € retroaortico. In particolare, si hanno:

e SCA R IVA-A, CX-B: La coronaria sx deriva dalla RCA ma la IVA procede davanti
all’arteria polmonare, e la CX dietro all’arteria polmonare.

e SCA R LAD-A, CX-P: SCA R in cui la IVA procede anteriormente all’arteria
coronarica e la CX decorre posteriormente alla radice aortica.

e SCA R LAD-B, CX-P: SCA R in cui IVA che procede dietro I’arteria polmonare ¢ la
CX che decorre posteriormente alla radice aortica.

e SCA R LAD-S, CX-B: SCA R in cui la IVA ha un decorso settale anteriore mentre la

CX decorre dietro I’arteria polmonare.
e SCA R LAD-S, CX-P: SCA R in cui la IVA ha un decorso settale e la CX decorre

posteriormente alla radice aortica®®.

Figura 6C. Schema rappresentativo del decorso delle coronarie appartenenti al “Gruppo 111" (da Sampath A.

a7,

Inoltre, in base alla relazione tra la SCA, 1’aorta e I’arteria polmonare, sono identificati 5

sottogruppi:

Tipo “A” (anteriore): ha un decorso anteriore all’arteria polmonare;

Tipo “P” (posteriore): ha un decorso retroaortico;

Tipo “B” (interposto/intrarterioso): la SCA decorre tra I’aorta e 1’arteria polmonare;

Tipo “S” (settale): il primo segmento della SCA ha un decorso intrasettale e tipo “C” con

decorso “combinato”, entrambi introdotti da Yamanaka®®.
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Oggi la classificazione delle anomalie coronariche utilizzata € quella proposta da Dodge
Khatami et Al.*, considerata la piti semplice e precisa, basata su un sistema gerarchico. Le
principali classi di anomalie sono:

- origine anomala delle coronarie dall’arteria polmonare;

- origine anomala dall’aorta;

- atresia congenita del tronco comune;

- fistole coronariche;

- ponti miocardici;

- aneurismi coronarici;

- stenosi coronariche.
| ponti miocardici, descritti per la prima volta da Reyman nel 1737 sono una condizione
morfologica in cui un segmento dell'arteria coronaria attraversa il miocardio, piuttosto che
essere in una posizione epicardica. Sono classificati in 5 gruppi (da 1 a 5) a seconda della
lunghezza (<1 o >1 cm) e della riduzione del calibro, durante la contrazione cardiaca,
(<25%,50% 0 >75%)"°.

1.2.4 Implicazioni cliniche delle anomalie delle anomalie delle coronarie

Le anomalie delle coronarie sono argomento di studio in quanto sono una delle cause
fisiopatologiche della morte cardiaca improvvisa. 1l 19% delle morti improvvise nei giovani
atleti sono da considerare imputabili a queste in quanto, la presenza di una CAA associata a un
intenso sforzo fisico, puo esserne la causa®!. Secondo il sistema di Rigatelli et Al.*° le anomalie

possono essere classificate come segue:

- Classe | benigna: sono quelle a maggior prevalenza e, sebbene silenti dal punto di vista
sintomatologico, spesso possono trovarsi associate alla malattia aterosclerotica. i ponti
miocardici (tranne quelli appartenenti al gruppo 5) rientrano in questa categoria®®.

- Classe Il rilevante, correlata ad ischemia improvvisa in assenza di malattia coronarica.

Rientrano in questa categoria:

a. fistole coronariche: drenando nel cuore di destra, possono determinare uno shunt
sinistro-destro con sovraccarico di volume e successivo evento ischemico o
scompenso cardiaco congestizio®°2,

b. origine ectopica dell’arteria coronaria sinistra dall’arteria polmonare: questa
condizione influenza la sopravvivenza nei bambini portatori ¢ nell’adulto si puo
associare a malattia coronarica, ischemia miocardica e sovraccarico cardiaco®.

c. arteria coronarica singola (SCA): si associa a un’inadeguata vascolarizzazione®.
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d. atresia coronarica: considerata benigna bencheé in grado di causare ischemia.
Classe I11 severa, associata a morte improvvisa. Le anomalie delle arterie coronarie sono
oggi ritenute una delle principali cause del 5%-35% di morti improvvise nei giovani®®
(<35 anni). L’origine coronarica con angolazione eccessiva e la presenza di setti simili a
delle valvole in prossimitd dell’ostio possono essere infatti la causa di morte
improvvisa®®. Rientrano in questa categoria:

a. Le arterie coronarie singole: possono essere la base di un evento fatale in quanto

presentano un’origine ectopica controlaterale che, nei rari casi in cui sia associata
a un decorso “intrarterioso” tra 1’arteria polmonare e [’aorta, porta a
un’occlusione coronarica, durante la sistole aortica, con alto rischio di aritmie
ventricolari maligne®.

b. L’origine anomala della RCA dall’arteria polmonare: considerata benigna anche
se talvolta & associata a morte improvvisa, soprattutto da sforzo fisico®.

c. L’ectasia coronarica: anch’essa associata a morte cardiaca improvvisa anche se
la patogenesi non e nota. Alcuni autori suggeriscono che la causa sia lo strato
medio anormale a cui segue un processo di aterosclerosi intimale?®.

Classe IV critica, associata a malattia coronarica. Non e ancora oggi dimostrata che vi
sia una maggior incidenza di malattia coronarica in presenza di vaso anomalo ma vi sono
diverse osservazioni. Garg et Al.>* e Topaz et Al.>® hanno rilevato un’incidenza del 28%-
33% di malattia coronarica nelle CAAs e un’incidenza di malattia coronarica in questi
pazienti del 66%-68%, potendo affermare che ci sia indipendenza. Al contrario altri
autori hanno dimostrato che studi condotti in riferimento all’arteria circonflessa possono
affermare una relazione tra la malattia aterosclerotica e la presenza di anomalie
anatomiche. In particolare, se il vaso é derivante dal seno controlaterale, con decorso
retroaortico, sembra essere piu predisposto ad aterosclerosi selettiva, con predilezione
topografica per la parte prossimale del vaso anomalo®°. Hutchins et Al.>® hanno suggerito
che la predisposizione aterosclerotica dipenda da un’origine con angolazione maggiore
e dal decorso piul tortuoso della porzione prossimale della CAA. Click et AL%" hanno
pero suggerito che, purché una CX anomala presenti un maggior grado di stenosi rispetto
alle arterie normali, la localizzazione ed il grado di stenosi non influenzano la
sopravvivenza del soggetto. Feldman et Al°® hanno dimostrato che 1’aterosclerosi
coronarica ¢ focale ed eccentrica ed ogni lesione ha un’evoluzione indipendente, anche

se le coronarie sono affette dagli stessi fattori di rischio dei vasi sistemici.
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Poiché la maggior parte degli studi che correlano la presenza di anomalie coronariche e la morte
cardiaca improvvisa derivino da studi in giovani individui a seguito di sforzi gravosi, risulta
impossibile riprodurre tali meccanismi ad esempio durante un test provocatorio, mettendo in
discussione la reale natura causale di tali condizioni nelle vittime non sottoposte ad eccessiva

attivita fisica®®.
La morte cardiaca improvvisa presenta alla base 4 diverse ipotesi*:

1. Unangolo acuto di origine della CAA dal seno coronarico opposto. In presenza di questo,
durante gli sforzi, si ha una dilatazione eccessiva dell’aorta ascendente modificando
I’apertura circolare del vaso, portando alla sua chiusura, con conseguente insufficienza
miocardica e potenziale infarto.

2. Compressione estrinseca della CAA quando presenta un decorso intra arterioso. Durante
uno sforzo ’arco aortico ¢ il tronco polmonare si dilatano e, in caso di sovrapposta
aterosclerosi o modifica della configurazione ostiale, si ha una riduzione della perfusione
nell’arteria anomala.

3. Spasmo, inginocchiamento o torsione dell’arteria anomala®®. Questa ipotesi & stata
recentemente dimostrata da Rigatelli et AL®* in uno studio condotto sulle CAAs
originanti dal seno controlaterale. Il loro lavoro suggerisce che, in condizioni di
esercizio, si verifica non solo compressione ma anche la torsione, “twisting”, del tratto
intramurale riducendo distalmente a questa area il flusso di sangue, causando
potenzialmente un infarto miocardico e aritmie maligne.

4. Presenza di aterosclerosi coronarica. La letteratura presenta opinioni discordanti a
riguardo di questa ipotesi, infatti, diversi studi hanno descritto la relazione tra la malattia
aterosclerotica e le anomalie dell’arteria circonflessa o della coronaria sinistra®2-%4. Altri
studi dimostrano I’assenza di un significativo aumento del rischio®®® ma & dimostrato
che, la presenza di anomalie anatomiche, vada a compromettere la fisiologica
emodinamica portando allo sviluppo e progressione di placche aterosclerotiche

all’interno del vaso anomalo®®.

1.2.5 Anatomia funzionale del sistema cardiovascolare: I’emodinamica

Le arterie coronarie sono costantemente soggette a forze meccaniche durante ogni ciclo
cardiaco causate dalla pressione pulsatile del sangue che passa dall'aorta attraverso I'albero
coronarico. Queste forze agiscono in direzioni circonferenziali, radiali e assiali, deformando le

singole cellule e la parete arteriosa creando degli stress meccanici. Nel contesto della ricerca in
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ambito cardiovascolare, due importanti sollecitazioni sono da correlare genesi e progressione
dell’aterosclerosi: lo stress di parete o endoteliale (wall shear stress, WSS) e lo stress strutturale
di placca (PSS)®®.

Il sangue ha viscosita, densita e proprieta reologiche specifiche che condizionano la velocita
del flusso ematico all’interno del circolo. La viscosita & la misura della resistenza di un fluido
al flusso. Il sangue ha una viscosita di 4cP (centipoise) maggiore rispetto all’acqua (1cP), e cio
dipende dalla concentrazione delle macromolecole proteiche e dall’ematocrito. Il coefficiente
di viscosita, n, ¢ il rapporto fra la tensione di taglio o shear stress (rapporto fra la forza applicata
ad uno strato di fluido nella direzione di scorrimento ¢ 1’area di esso) e la velocita di taglio o
shear rate. Nel sangue questo rapporto non é costante, infatti, nei vasi di minor calibro, i capillari
ad esempio, la velocita si riduce notevolmente alterando i valori di viscosita ed é solo grazie
alle proprieta reologiche evitano il manifestarsi di fenomeni trombotici®’. L endotelio vascolare
risponde alle sollecitazioni di tre forze: pressione idrostatica radiale del sangue in circolo,
tensione murale dipendente dalla vasocostrizione e vasodilatazione e lo shear stress.
Quest’ultimo ¢ la forza meccanica piu importante in quanto sostiene la funzione fisiologica
dell’endotelio ed interviene per riequilibrare il tono vasale. Lo shear stress puo essere definito
come T=4nQ/nr> con n (viscositd), Q (portata del flusso) e r (raggio del vaso). I valori fisiologici

sono da 1 a 60 dine/cm? con valori pitl elevati nel circolo arterioso e nei vasi distali®” 8,

Figura 7. Disegno rappresentativo delle forze da shear stress presenti su un tratto vascolare.
(T) rappresenta lo shear stress, (on) & la forza ortogonale e (c¢) € la tensione di parete (da Meola M.)®”

Lo shear stress (WSS) stimola I’endotelio e, in conseguenza, il citoscheletro cellulare nelle aree
di flusso laminare e unidirezionale, in presenza di un valore di WSS elevato (10-13 dyn/cm per
le vene e 15-100 dyn/cm per le arterie), le cellule endoteliali mostrano un fenotipo
antinfiammatorio, antitrombotico e anticoagulante®. La stabilita del flusso laminare &

rappresentata dal numero critico di Reynolds (Re): < di 2100 flusso laminare, 2100 < Re <4000
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flusso di transizione, > di 4000 flusso turbolento. Il fenomeno della turbolenza si verifica in
presenza di: superfici irregolari, velocita elevata del flusso e improvvise variazioni di calibro
vasale, condizioni che portano ad un aumento di resistenza e un rallentamento del flusso
ematico. Regioni a basso WSS si trovano anatomicamente lungo la rete vascolare soprattutto a
livello di profonde curvature, branche e biforcazioni, caratterizzate da un flusso decelerato,
turbolento e oscillatorio. Valori di WSS bassi modificano il profilo secretorio delle cellule
endoteliali promuovendo un fenotipo proinfiammatorio e protrombotico’.

Inoltre, le variazioni dello shear stress andando a modificare 1’endotelio, che ¢ anche deputato
alla secrezione di mediatori vasoattivi, svolgono anche un ruolo fondamentale nel controllo del

tono delle arterie e del microcircolo.
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Figura 8. Funzione delle cellule endoteliali in relazione allo shear stress.

Lo shear stress nel flusso laminare stazionario promuove |'espressione di un fenotipo anti-infammatato e anti-
trombotico da parte delle cellule endoteliali mentre lo shear stress nel flusso turbolento porta all’espressione di
un fenotipo infiammatorio e pro-trombotico con la secrezione di molecole che favoriscono I'aterosclerosi (da
Meola M.)¥".

I modelli in vivo sono stati fondamentali per determinare 1’effetto causale del basso WSS nella
formazione dell’ateroma. Studi in topi ipercolesterolemici a cui ¢ stato posizionato un
dispositivo costrittivo, che genera oscillazioni spaziali e temporali dello shear stress, hanno
dimostrato una predisposizione allo sviluppo di placche ateromasiche’™ 2. Una tecnica
alternativa, usata in vivo per alterare il flusso sanguigno, € il modello di chiusura parziale in cui
tre delle quattro branche dell’arteria coronaria sinistra sono legate inducendo un basso WSS. In
questo modello si puo osservare la formazione di placche aterosclerotiche nelle arterie legate,
modello risultato utile anche nello studio dei cambiamenti dell’espressione genica nei vasi con

alterato WSS™3-7,

Endotelio

liscio
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1.2.6 Shear stress, anomalie coronariche e ponti miocardici: ruolo

dell’endotelio

Variazioni di WSS sembra che si verifichino in presenza di diverse CAAs. Ne sono esempio:
coronarie con un angolo di origine acuto, doppia arteria discendente anteriore e singola arteria
coronarica. In quest’ultima, in particolare, si verifica una variazione di flusso che assume un
andamento turbolento, portando a disfunzione endoteliale e a espressione di un fenotipo
protrombotico®. Altri studi preliminari suggeriscono che un’origine superiore della RCA
dall’aorta crei un’alterazione del flusso e del WSS che rende il paziente piu suscettibile ad una
precoce e progressiva aterosclerosi. Sono state incluse nello studio altre caratteristiche, quali la
lunghezza del tratto intramurale e la morfologia ostiale, la quale sembra poter influenzare il
flusso coronarico, anche se servono ulteriori studi a riguardo’®. Inoltre, diverse simulazioni
computazionali di fluidodinamica dimostrano che, in presenza di un decorso intramurale di una
CA\, si hanno significative anomalie emodinamiche che possono essere la causa di ischemia’’.
Cong et Al.”® hanno, invece, dimostrato che non vi & una variazione di shear stress nei pazienti
con RCA originante dall’arteria coronaria sinistra e quindi non vi € un aumentato rischio di

aterosclerosi.

Diversi studi istopatologici e con ultrasuoni intravascolari riportano una correlazione tra le
variazioni di flusso e la formazione di placche ateromasiche, in pazienti con ponti miocardici,
anche se la base fisiopatologica rimane ancora poco chiara’®. Studi teorici suggeriscono che la
presenza di un ponte miocardico (MP) induca un’alterazione dello WSS, prossimalmente al
tratto di ponti, predisponendo alla formazione dell’ateroma. Questa teoria ¢ stata confermata
con uno studio attuale, basato su una nuova tecnica di creazione di modelli computazionali, per
studiare la relazione tra la compressione della parete del vaso, perturbazioni del flusso e la
formazione di placche nell’uomo. I risultati affermano che vasi con MP hanno una maggior
presenza di placche se comparate con vasi senza MP, riconfermando poi che il tratto, che risente
maggiormente di un basso WSS e quindi di alterazioni endoteliali, € quello prossimale al
ponti®®8, Tuttavia, sussiste una relazione diretta tra la lunghezza del MP e le perturbazioni
emodinamiche nel segmento prossimale tali che una maggior lunghezza si associ a una maggior
diminuzione dello WSS e ad un maggior rischio di infarto miocardico®. La presenza di un MP,
da un punto di vista clinico, & associata, oltre che ad aterosclerosi, a fibrosi miocardica ed
edema, entrambe possibili cause di instabilita elettrica cardiaca con aumentato rischio di morte

cardiaca improvvisa®,
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Figura 9. Rappresentazione del WSS e del flusso in pazienti rappresentativi con ponti miocardico (A) e senza (B)
(da Javadzagan A.2?)

L’endotelio non costituisce solo una barriera meccanica ma svolge diverse funzioni, quali la
modulazione del tono vasale e del flusso ematico, oltre che la regolazione dell'attivazione
piastrinica e dell’inflammazione in risposta a stimoli umorali, nervosi € meccanici.

Da un punto di vista istologico I’endotelio vascolare ¢ costituito da un monostrato di cellule
endoteliali (ECs), altamente specializzate, che coprono una superficie di 3000-6000 m2 a diretto
contatto con il flusso sanguigno®. Le ECs sono sottili e allungate, con la forma che varia lungo
I'albero vascolare, le loro dimensioni sono approssimativamente 30-50 um di lunghezza e 10-
30 um di larghezza con uno spessore di 0,1-10 um. Le ECs sono orientate lungo l'asse vascolare,
seguendo la direzione del flusso sanguigno, consentendo di ridurre al minimo lo shear stress
esercitato da questo®.

Le ECs sono cellule polarizzate funzionalmente: la superficie luminale e esposta direttamente
ai costituenti del sangue e alle cellule circolanti, mentre la superficie basolaterale & separata
tramite una membrana basale glicoproteica dai tessuti sottostanti.

La regione luminale presenta una struttura specializzata chiamata glicocalice, una rete
complessa di macromolecole che riduce il contatto con i componenti cellulari e
macromolecolari del sangue. Il glicocalice ed é una struttura altamente dinamica che viene
disgregata e ricreata continuamente in risposta al WSS e a flussi turbolenti. 1l glicocalice,
inoltre, respingendo molecole cariche negativamente, come leucociti e piastrine contribuisce al
mantenimento di un fenotipo antinfiammatorio e antitrombotico®®’. Le cellule endoteliali sono

sensibili ai cambiamenti emodinamici e meccanici, di cui il principale e il WSS, rispondendo
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rilasciando molecole vasoattive in grado di influenzare le cellule della muscolatura liscia

vascolare della tunica media (VSMCs)®,

La regolazione del tono vascolare e dipendente dalla produzione di molecole con funzione
vasoattiva e vasodilatatrice (monossido di azoto (NO), prostacicline) e vasocostrittrici
(endotelina-1, angiotensina II, trombossano e ROS). La regolazione dell’omeostasi avviene
attraverso: I’attivatore del plasminogeno, I’inibitore del fattore tissutale, il fattore di Von
Willebrand e il fibrinogeno. Alterazioni della funzione endoteliale portano allo sviluppo di
aterosclerosi e 1’ossido nitrico ¢ il piu importante mediatore di questa funzione, determinando
I’inibizione dell’attivazione piastrinica, 1’azione vasodilatatrice, la migrazione delle cellule
muscolari lisce, I’espressione delle molecole di adesione e la sintesi di endotelina’. Si parla di
disfunzione endoteliale, quando si perde la capacita di elaborare le molecole prodotte in
condizioni fisiologiche, e di attivazione endoteliale, quando si ha la produzione di molecole
non presenti in condizioni fisiologiche®’.

La via di attivazione, in risposta ai segnali mediati dal WSS, avviene grazie alla presenza di un
sistema complesso di meccanosensori costituito da glicoproteine integrali di membrana
(PECAM-1), caderine endoteliali e il recettore dei fattori di crescita endoteliale 2 (VEGFR-2)%°.
I WSS media I’attivazione infiammatoria delle cellule endoteliali; maggiore ¢ il valore,
maggiore ¢ l'espressione delle molecole di adesione delle cellule vascolari 1 (VCAM-1) e
dell’E-selectina indotte dal TNF, oltre alla riduzione dell'adesione dei monociti. Al contrario,
un valore basso di WSS promuove l'adesione dei monociti e I'espressione delle molecole
infiammatorie di adesione come la molecola di adesione giunzionale A (JAM-A, noto anche
come F11R)°%°.

Il flusso sanguigno regola l'infiammazione delle cellule endoteliali modificando Il'attivita di
diverse vie infiammatorie, comprese le MAP chinasi, per esempio JNK con ruolo
proinfiammatorio, ¢ il fattore nucleare kB (NF-«B), attivato nelle cellule soggette a basso WSS.
Al contrario nelle cellule esposte ad alto WSS si verifica I’attivazione dell’ossido nitrico sintasi
endoteliale (eNOS), che genera ossido nitrico per sopprimere la IkB chinasi (IKK), un
regolatore positivo di NF-xB%°. L’aumento della produzione di ossido nitrico (NO), da parte
delle ECs, sembra infatti essere il cambiamento piu significativo, correlato all’aumento dello
shear stress che ne promuove un up-regolazione provata da un incremento dell’espressione
proteica e di eNOS mMRNAS%2,

Infine, il WSS condiziona la sopravvivenza delle cellule endoteliali, anche se gli studi riportano

un comportamento ambiguo. | primi studi hanno dimostrato che, nelle regioni dove si verifica
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un flusso turbolento, le ECs vanno incontro ad apoptosi, facilitando un’alterazione dell’integrita
dell’endotelio. Al contrario altri studi hanno dimostrato che il WSS promuove la proliferazione
cellulare e il riarrangiamento delle cellule giovani agendo come un fattore trofico.

| processi coinvolti nel destino delle cellule endoteliali, esposte a flussi turbolenti, e le
interazioni dinamiche tra i diversi fenotipi di queste, vengono tuttora studiati®®®’. E dimostrato
quindi che il WSS, insieme ai fattori di rischio tradizionali (iperlipidemia, ipertensione,
sindrome metabolica e diabete), svolga un ruolo significativo nella formazione e sviluppo di
placche aterosclerotiche, oltre che nella loro progressione. Placche vulnerabili e instabili si
trovano con piu frequenza nei vasi prossimali e a livello delle biforcazioni, aree a basso shear
stress dove si ha anche una maggior ossidazione delle LDL®88, Diversi studi hanno valutato la
relazione causale fra la disfunzione dell’endotelio epicardico (intesa come
vasodilatazione/vasocastrizione), la disfunzione dell’endotelio microvascolare e un basso WSS.
| ricercatori hanno trovato che nelle arterie coronariche, prossimalmente alla regione con una
funzione microvascolare anomala vi era un WSS piu basso rispetto alla regione prossimale di
strutture miscrovascolari funzionali, suggerendo un’associazione tra la disfunzione
microvascolare coronarica e la disfunzione endoteliale, in pazienti con sindrome coronarica non
ostruttiva. Inoltre, e stato dimostrato che la disfunzione microvascolare precede temporalmente
la disfunzione delle coronarie epicardiche ipotizzando, come possibile causa, fattori
emodinamiche che alterano lo shear stress’. Nonostante la correlazione tra la disfunzione
microvascolare ed epicardica rimanga difficile da provare, sono stati proposti due meccanismi
che spieghino il ruolo del WSS in questo processo. Una prima ipotesi sostiene che la
disfunzione microvascolare riduca il WSS nel tratto prossimale, portando allo sviluppo di
disfunzione endoteliale epicardica. Una seconda ipotesi, invece, si basa su una riduzione

primaria del WSS epicardico a cui segue una disfunzione dell’endotelio microvascolare®.
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2. OBIETTIVO DELLO STUDIO

Il presente lavoro di tesi presenta tre principali sezioni. Una prima parte riguarda 1’efficacia
dell’utilizzo di metodi didattici innovativi per lo studio dell’anatomia umana per gli studenti
del corso di medicina e chirurgia (I anno) affiancati alla didattica tradizionale. L ultima coorte,
infatti, ha avuto accesso ad attivita di tirocinio professionalizzante di anatomia umana
strutturate al fine di implementare la didattica tradizionale con attivita di simulazione e
dissezione. Sono state poi comparate le prestazioni degli studenti dell’anno accademico 2023-
24 dell’Universita del Piemonte Orientale iscritti al primo anno di corso in termini di
percentuale di successo e media dei voti per I’esame di anatomia umana rispetto alle prestazioni
degli studenti dell’anno precedente.

Una seconda sezione ¢ dedicata all’utilizzo di strumenti per la rappresentazione anatomica ad
alta definizione e il loro utilizzo in ambito clinico. In particolare lo studio é stato focalizzato
sull’identificazione, attraverso uno studio osservazionale retrospettivo, delle varianti
anatomiche su un campione di 10.422 pazienti sottoposti a tomografia computerizzata
coronarica, afferiti presso la Clinica Citta di Alessandria tra Giugno 2019 e Novembre 2022 al
fine di determinare la prevalenza delle anomalie coronariche di origine, decorso, terminazione
e dei ponti miocardici. Sono stati successivamente confrontati i dati ottenuti con i dati presenti
in letteratura, al fine di evidenziare eventuali scostamenti in termini di prevalenza.

Le anomalie coronariche ed in particolare i ponti miocardici hanno un importante risvolto
clinico in quanto correlati a patologie cardiache e morte cardiaca improvvisa. E stata ricercata
in letteratura la causa di questa correlazione e, tra i vari meccanismi alla base, uno dei principali
responsabili riconosciuti € I’aterosclerosi coronarica, il cui sviluppo e progressione ¢ favorito
dall’alterazione emodinamica, e quindi dello shear stress, che si verifica nei vasi anomali. Per
questo motivo la terza sezione del lavoro di tesi riguarda la realizzazione di un modello in vitro
con I’obiettivo di valutare gli effetti di valori alterati di shear stress sulle cellule endoteliali. Lo
studio e stato strutturato in due fasi differenti: una prima fase ha previsto la stimolazione di
cellule endoteliali umane ombelicali primarie (HUVEC) in un sistema fluidico chiuso, in modo
da ottenere un terreno condizionato dal secretoma delle cellule endoteliali in presenza di
differenti stimoli meccanici da shear stress (WSS). Tale terreno € stato poi utilizzato per
stimolare cellule endoteliali non sottoposte a stimolo meccanico, al fine di identificare il ruolo
dell’alterazione della stimolazione meccanica da shear stress non solo nel punto di alterazione
ma anche in tratti distali. In particolare, € stata valutata I'induzione di un ambiente

inflammatorio dato dall’alterazione della stimolazione meccanica da shear stress.

33



3. MATERIALI E METODI

3.1 METODI DIDATTICI INNOVATIVI NELLO STUDIO
DELIL’ANATOMIA UMANA
3.1.1 Dissezione anatomica Su cuore suino

Per

le dissezioni anatomiche a scopo didattico é stato utilizzato il cuore di origine suina in

quanto presenta una morfologia grandemente simile al cuore umano per quanto riguarda la

struttura, le dimensioni e, chiaramente, la funzione. Gli studenti osservano in sequenza:

1. Anatomia esterna: si esamina il cuore e si individua il pericardio, se presente, dopo aver

osservato anche questo si rimuove con cura esponendo il muscolo cardiaco, miocardio. Si
osservano i principali vasi sanguigni e sulla faccia anteriore si riscontra un solco che si
estende in diagonale, dal lato destro verso il margine ottuso del cuore, fino a un punto
situato superiormente ¢ a sinistra dell’apice. Sulla faccia anteriore si individuano le quattro
camere cardiache e i vasi sanguigni alla base del cuore (arterie coronarie, arteria

polmonare, aorta, vene polmonari, vena cava inferiore e superiore).

2. Anatomia interna: si applica un taglio longitudinale lungo una linea che unisce le vene cave

superiore e inferiore (parete posteriore atrio destro) per poi osservare le caratteristiche
anatomiche dell’atrio destro e della valvola tricuspide. Seguendo il decorso del flusso
sanguigno si taglia e si divarica manualmente la parete del ventricolo destro, bisogna poi
sentire al tatto il rivestimento liscio interno e lo spessore della parete. All’interno del
ventricolo si individua I’arteria polmonare e la valvola polmonare. Individuate poi le vene
polmonari si pratica un taglio in modo da arrivare all’atrio sinistro e si osservano le valvole.
All’interno dell’atrio sinistro si cerca la valvola bicuspide o mitrale e si fa un taglio per
accedere al ventricolo sinistro, una volta osservato la parete interna e il suo spessore si
continua a tagliare verso 1’aorta, per esporre la valvola e trovare 1’origine delle coronarie.

una volta individuate I'origine delle coronarie bisogna seguirne il decorso.

Con le dissezioni gli studenti osserveranno quindi in maniera diretta le camere cardiache, le

auricole, le valvole cardiache, i grossi vasi e i vasi coronarici. Le sensazioni tattili vengono

grandemente utilizzate al fine di percepire le diverse consistenze tissutali.
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3.1.2 L’imaging digitale per ’apprendimento

Gli studenti in aggiunta alle lezioni frontali tradizionali del corso di anatomia umana hanno
potuto utilizzare due nuovi strumenti di rappresentazione anatomica tridimensionale:

Anatomage Table e Sectra Educational Portal.

In particolare, Anatomage Table (Anatomage Europe, Milan, Italy) e uno strumento sviluppato
a scopi didattici e clinici, che presenta uno schermo interattivo (2.13x0,67m) con raffigurato un
cadavere virtuale a dimensioni naturali sia maschile che femminile. Questo dispositivo offre
numerose possibilita di fare dissezioni virtuali: si possono effettuare tagli sui piani anatomici
classici 0 a mano libera evidenziando tutte le strutture riscontrate, con i dettagli di innervazione
e vascolarizzazione riassunte; si possono togliere i diversi piani procedendo dalla superficie ai
piani piu profondi in modo da comprendere i rapporti tra le strutture con la possibilita di
ricrearsi immagini semplificate personalizzate, sfruttate poi come ausilio nello studio; si
possono isolare i diversi organi, come il cuore, per studiarne anche la fisiologia, in quanto viene
riprodotto il ciclo cardiaco e messo in rapporto con il tracciato ecocardiografico. Questo
strumento si puo sfruttare anche in ambito clinico perché permette di caricare i dati DICOM di
TC e RM che vengono rielaborati dal software, ottenendo immagini tridimensionali ad alta
risoluzione spaziale su cui si puo interagire per evidenziare al meglio le strutture di interesse.
Questo strumento puo essere quindi di supporto nelle lezioni frontali permettendo agli studenti
sia di visualizzare casi clinici sia di fare degli esercizi interattivi, grazie e domande gia caricate
nel software, che necessitano di una adeguata comprensione della posizione dei diversi organi

e dei rapporti anatomici.

m. estensore radiale lungo del carpo

l m. estensore radiale breve del carpo
|

v. cefalica

a. radicle o
m. flessore breve del pollice

m. abduttore lungo del pollice

m. estensore breve del pollice |

o
| L (S

m. estensore lungo del pc}Iice

Figura 10. Esempio di immagine didattica ottenuta con Anatomage Table a scopo didattico: rappresentazione

tabacchiera anatomica.
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Sectra Educational Portal €, invece, una piattaforma SaaS (Software as a Service) di
insegnamento, basata su risorse on cloud, che fornisce un'ampia libreria multidisciplinare di
immagini anatomiche tridimensionali e di casi clinici che si possono utilizzare nei corsi di
anatomia, sia nella didattica frontale che a distanza. Si possono prepare i contenuti delle lezioni
personalizzandoli, selezionando solo le regioni/organi di interesse, per rendere piu semplice la
comprensione, oltre ad essere contenuti a cui gli studenti possono accedere dai propri dispositivi
in qualsiasi momento senza risentire di una riduzione della qualita delle immagini. Infatti,
fornendo I’accesso online sia a professori che studenti facilita I’apprendimento autodiretto al di
fuori delle aule universitarie, divenendo un supporto allo studio dai libri di testo. Questo
software consente inoltre il rendering di immagini 3D con possibilita di fare sezioni e

misurazioni offrendo un apprendimento realistico che rispecchia la pratica clinica.
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Figura 11. Immagine ad alta definizione del cuore e dei grossi vasi ottenuta dal software “Sectra Educational
Portal” che permette di apprezzare la tridimensionalita.

A: Ventricolo e atrio di destra.

B: Ventricolo e atrio di sinistra.

C: Veduta posteriore con base del cuore
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3.1.3 Valutazione comparativa degli studenti per il consolidamento delle
conoscenze di anatomia umana

Per valutare 1’utilita in ambito didattico dell’uso di strumenti e software di rappresentazione
digitale ad alta qualita, oltre che alle dissezioni su cuore suino affiancate alle classiche lezioni
frontali, si ¢ analizzato I’andamento dei risultati di un questionario somministrato prima e a
seguito dello svolgersi del tirocinio professionalizzante, e delle valutazioni finali all’esame di
Anatomia Umana I. In particolare, si sono confrontati i risultati della coorte di studenti degli
anni di corso 2022-2023 e 2023-2024 considerando il primo appello disponibile di fine corso
al fine di confrontare coorti ad elevata numerosita e ancora vicini al periodo didattico di
riferimento rispetto ai contenuti dell’esame. Oltre alla media dei voti si € anche valutato nel
dettaglio 1’andamento didattico scorporando i punteggi ottenuti rispettivamente nelle 15
domande che vertono sull’apparato cardiocircolatorio e nelle 15 domande che vertono
sull’apparato osteo-artro-muscolare. Inoltre, e stato somministrato agli studenti della coorte
2023-2024 un questionario prima dell’inizio e poi al termine delle attivita di tirocinio
professionalizzante (comprendente attivita di dissezione cuore, video didattici di dissezione,
anatomia ecografica ¢ 1’utilizzo del portale Sectra Educational Portal) al fine di valutare il
miglioramento delle conoscenze generiche al termine del corso di anatomia umana. Si € poi
somministrato agli studenti della coorte dell’anno 2023-2024 un questionario di gradimento
sull’utilizzo di Sectra Educational Portal. | dati sono stati utilizzati, al fine di valutare il
giudizio degli studenti sull’effettiva efficacia dell’utilizzo di attivita di didattica innovativa
nell’ambito del tirocinio professionalizzante di Anatomia umana rispetto ad un corso basato

esclusivamente sulla didattica frontale tradizionale.
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3.2STUDIO RETROSPETTIVO OSSERVAZIONALE SULLE VARIANTI
ANATOMICHE DELLA CIRCOLAZIONE CORONARICA

3.2.1 Descrizione della popolazione e metodi di identificazione delle varianti
anatomiche

Lo studio retrospettivo osservazionale e stato condotto includendo un gruppo di 10.422 pazienti,
sottoposti a tomografia computerizzata coronarica, giunti presso il reparto di Radiologia della
“Clinica Citta di Alessandria” (Policlinico di Monza) da Giugno 2019 a Novembre 2022. La
popolazione non tiene conto del quesito diagnostico, dato che lo scopo del lavoro era
I'individuazione delle varianti anatomiche della circolazione coronarica. I dati sono stati raccolti
tramite tomografia computerizzata a 64 strati (GE Lightspeed VCT). | pazienti con una
frequenza cardiaca > di 70 bpm hanno ricevuto una premedicazione con beta-bloccanti orali
(SELOKEN™, metoprololo) al fine di raggiungere la frequenza target di 50-60 bpm. E stato
iniettato un bolo di 60 ml di mezzo di contrasto iodato (OMINIPAQUE-350™) e 20 ml di
soluzione salina attraverso la vena cefalica del braccio destro con un flusso di 6 ml/s. Le
immagini TC sono state acquisite sia prima che dopo I’iniezione del mezzo di contrasto e, dopo
essere state caricate in un software dedicato (VW, VolumeViewer), sono state studiate da un
esperto radiologo. Lo studio ha incluso immagini con ricostruzione multiplanare (MPR),
planare curvata (CPR) e con risoluzione volumetrica (VR). Inoltre, le immagini sono state
visualizzate utilizzando altri due software: Statovan Pro Surgical 3D, un software in cui €
possibile caricare il dato Dicom delle CT, e I’Anatomage Table (Anatomage Europe, Milan,
Italy). Questo strumento, caricando il Dicom delle immagini TC, rielabora i dati in 3-D con la
possibilita di aggiungere filtri ad alta qualita per una resa dell’immagine migliore. Per questo

studio in particolare ¢ stato usato il filtro ad alta qualita “citino”.

L’analisi delle immagini era incentrata sullo studio dell’anatomia delle arterie coronarie,
incentrandosi, una volta individuati, sui pazienti che presentavano anomalie delle arterie
coronarie, fistole e ponti miocardici. Di questi ne ¢ stata misurata 1’incidenza, comparata poi
con la letteratura, e ne sono state acquisite, con i diversi software, le immagini utilizzate poi

nella stesura della tesi.

3.2.2 Analisi statistica

La prevalenza di ciascuna anomalia coronarica é stata calcolata come rapporto tra la frequenza
dell'anomalia specifica, divisa per la dimensione del campione, moltiplicata per 100. |

corrispondenti intervalli di confidenza del 95% (95%CI) sono stati calcolati utilizzando i metodi

39



Agresti-Coull, per migliorare la copertura dell'lC in presenza di una piccola prevalenza. Le
analisi sono state effettuate su tutto il campione e stratificate per sesso. Test esatti di Chi square
o Fisher sono stati utilizzati per valutare le differenze nella prevalenza tra i sessi. Tutti i test
sono stati eseguiti con una coda e il livello di significativita e stato fissato a 0,05. Le analisi
sono state eseguite utilizzando SAS 9.4 (SAS Institute, Cary, NC).
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3.3 LA SEGNALAZIONE PARACRINA DIPENDENTE DALLO SHEAR
STRESS DA PARTE DELLE CELLULE ENDOTELIALI INFLUISCE
SULLA FUNZIONE ENDOTELIALE DISTALE E
SULL’INFIAMMAZIONE

3.3.1 Coltura cellulare

Per gli esperimenti dinamici e statici sono state utilizzate cellule endoteliali ombelicali umane
primarie HUVEC C-12203 (Sigma Aldrich, Italia). Le cellule HUVEC sono state mantenute in
coltura in fiasche di 75 cm? (Falcon Corning, Germania) alla temperatura di 37°C e 80% di
umidita in terreno Kaighn’s Modification of Ham’s F-12 Medium (F12K) (ATCC® 30-2004,
USA) con aggiunta di una soluzione di penicillin - steptomicina - amfotericina B
(Concentrazione finale Penicillina: 0,02 Units/mL, Streptomicina: 0,02 pg/mL, Amfotericina
B: 0,05 ng/mL) (Euroclone, Germania), fattore di crescita endoteliale di supplemento (EGCS
0.05mg/ml) (Corning, Germania), ed eparina 100 pg/mL (Sigma Aldrich, Italia) con 10% di
siero fetale bovino (Gibco, Italia). Durante la sperimentazione le cellule HUVEC sono state
messe in coltura con F12K 2%FBS per ridurre la formazione di bolle nel flusso dinamico e per
aumentare 1’effetto della stimolazione dinamica. Sono state usate solo le cellule da passaggi da

3a6b.

3.3.2 Sistema di coltura microfluida

Le cellule HUVEC sono state sottoposte per 24 ore a differenti valori di shear stress mediante
camere di flusso a canali paralleli (PPFCs). Per la coltura delle cellule HUVEC a valori sub-
fisiologici 6 dyn/cm? (basso WSS) e fisiologici 10 dyn/cm? (alto WSS), sono state usate camere
p-Slide I Luer (ibidi GmBH, Germania) con valori di shear stress uniformi. Invece, per la
coltura di cellule HUVEC a valori di WSS variabili € stata usata la camera p-Slide Y-shaped
(ibidi GmBH, Germania), dove nella regione a braccio doppio della camera il valore del WSS
era di 6 dyn/cm? mentre nella regione lineare il valore era di10 dyn/cm?. In breve, i PPFCs
permettono di approssimare lo shear stress da un fenomeno tridimensionale ad un fenomeno

bidimensionale che consente la coltura delle cellule su una struttura a scorrimento.
Nelle PPFCs, WSS é stato calcolato con la seguente equazione:
W = 6Qn/ Wh?

dove Q ¢ il flusso misurato in ml/min, n ¢ la viscosita media in dyn, w € la larghezza e h I’altezza

del canale rettangolare.
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Il sistema microfluidico e stato alimentato da una pompa peristaltica Masterflex L/S (Cole
Parmer 7550-50, USA) e il WSS e stato adattato modificando il flusso in base alle caratteristiche
del tubo. Due giorni prima della stimolazione dinamica, tutto il sistema di fluidi é stato
sterilizzato mediante autoclave e posto, durante la notte, in incubatore per equilibrare i gas.
Secondo le istruzioni del produttore, 100ul di soluzione di collagene di tipo | (250ug/ ml) sono
stati posti nel canale per 1 ora come rivestimento, successivamente lavato con PBS. Dopodiche
sono state seminate nel canale di PPFCs, HUVEC a concentrazione di 1,5x108 cellule/ml in una
sospensione di 100ul, permettendogli di aderire per almeno 24 ore e di raggiungere una
confluenza >80%. Al fine di mantenere quantita adeguate di terreno nelle PPFC, il serbatoio &
stato riempito con la quantita pit bassa possibile di terreno F12K 2%FBS, corrispondente a
4ml. Dopo 24 ore di esposizione allo shear stress, le PPFCs sono state scollegate e il terreno del
serbatoio e stato raccolto e centrifugato a 900rpm per 5', in modo da eliminare i detriti cellulari,
successivamente il terreno é stato immagazzinato a -20°C per utilizzo in successivi esperimenti
come “terreno condizionato”. | controlli sono stati mantenuti per 24 ore nello stesso terreno di
coltura, con uguale rapporto tra area di superficie e volume del terreno, ma in condizioni
statiche. | controlli positivi per i marcatori infiammatori sono stati poi coltivati nello stesso

terreno integrato con 100ng/ml di TNF-alfa (Cell Biolab Inc., Italia).

3.3.3 Analisi morfologica

Dopo 24 ore di stimolazione dinamica nelle camere Y-shape PPFC e statica dei CTR/ TNFa
(100ng/ml), le cellule sono state fissate con formalina al 4% (Sigma Aldrich, Italia) per 30" a
temperatura ambiente. Per la colorazione a fluorescenza, sul monostrato di cellule & stata
incubata la falloidina (coniugata con tetrametilrodaminina B-isotiocianato, TRITC) (Sigma
Aldrich, Italia) per 45" a 37 °C. I nuclei sono stati marcati con 4',6-diamidina-2-fenilindolo
(DAPI) 1 pg/ml (Sigma Aldrich, Italia) e le cellule sono state osservate al microscopio a
fluorescenza (Leica DM700), acquisendo le immagini tramite il software Leica LAS V4.7
(Leica, Germania).

3.3.4 Western Blot

Dopo 24 ore di stimolazione a basso o alto shear stress la camera PPFC e stata disconnessa dal
circuito, immersa in ghiaccio e il monostrato di cellule é stato lisato con 50ul di RIPA
(radioimmunoprecipitation assay buffer), addizionata con PMSF 1:100, anti-proteasi (VWR,
Italia) e sodio ortovanadato (Sigma Aldrich, Italia). I campioni sono stati centrifugati a 13000

rpm per 20" a 4°C per rimuovere i detriti cellulari e poi sono stati conservati a -20°C.
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Le colture statiche di HUVEC sono state mantenute nei terreni condizionati in piastre da 6
pozzetti. Le HUVEC sono state seminate ad una densita iniziale di 20000 cellule/cm? e lasciate
fino a raggiungimento dell'80% di confluenza in terreno di mantenimento. Una volta raggiunta
la confluenza >80%, e stato aggiungo 1ml di terreno condizionato. Dopo 24 ore di coltura con
terreno condizionato il monostrato cellulare é stato lavato con PBS e lisato come descritto

prima.

| campioni sono stati caricati su gel SDS-PAGE a concentrazione 10% di Acrilammide:N,
N'Methylenebisacrylamide 37.5:1 (Sigma Aldrich, Italia) ed é stata effettuata la corsa
elettroforetica. Successivamente € stato effettuato il trasferimento su membrana di
nitrocellulosa (GE HealthCare LifeSciences, Germania). La membrana € stata poi saturata con
una soluzione al 5% di latte in polvere senza grassi in PBS, poi lavata con PBS Tween 0,1% ed
incubata con anticorpi primari anti-eNOS 1:500 (MerckMillipore -SAB4502014, Germania),
anti-E-selectin 1:500 (H-300 Santacruz Biotechnologies, USA), ed anti-alpha-tubulin 1:1000
(MerckMillipore 05-829, Germania) per tutta la notte. La presenza dell’anticorpo ¢ stata rivelata
tramite incubazione anticorpo secondario coniugato con perossidasi del rafano (HRP)
(Santacruz Biotechnologies, USA). Le immagini del Western blot sono state acquisite presso
ChemiDoc (Biorad, USA) e ulteriormente analizzate utilizzando il software ImageJ (NIH,
USA) e ImageLab (Biorad, USA).

3.3.5 Immunofluorescenza ANTI-CD31

Le HUVEC sono state seminate in camere Y-shape PPFCs mentre i controlli statici sono stati
seminati su piastre da 24 pozzetti, permettendo di raggiungere la confluenza ottimale. Dopo 24
ore di stimolazione a WSS, il monostrato cellulare e stato fissato con formalina al 4%,
permeabilizzato con PBS, 0,1% TritonX100 (Sigma Aldrich, Italia) e saturato con siero di capra
(EuroClone, Italia) al 5% in PBS. L’anticorpo anti-CD31 (Bioscience, ThermoFisher Scientific,
Clone:390, Germania) € stato preparato alla concentrazione di 1:50 in siero di capra al 2%
(Euroclone, Germania), 0,1% TritonX (Sigma Aldrich, Italia) e PBS, ed incubato durante la
notte a 4°C. L’anticorpo CD31 ¢ stato poi rivelato da streptavidina coniugata con
alloficocianina (ThermoFisher Scientific, Germania) 1:500 in PBS. | nuclei sono stati marcati
con DAPI 1pg/ml e le cellule sono state osservate al microscopio a fluorescenza (Leica
DM700), acquisendo le immagini tramite il software Leica LAS V4.7 (Leica, Germania).
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3.3.6 Real time PCR quantitativa

La reazione a catena della polimerasi in tempo reale (RT-gPCR) e stata eseguita su campioni
di HUVEC mantenute in coltura statica. Dopo stimolazione dinamica o coltura statica il
monostrato é stato lavato con PBS e lisato in 500ul di TRIzol (Thermo Fisher Scientific, Italia)
per 5', e poi raschiato. | campioni sono stati raccolti in tubi da 2 ml e conservati a — 80°C prima
della purificazione del'lRNA, eseguita con 100ul di cloroformio (Sigma Aldrich, Italia) e
centrifugazione a 12000 rpm per 15'a 4°C, secondo il protocollo del produttore. La fase acquosa
contenente RNA é stata trasferita in una provetta e sono stati aggiunti 250pl di isopropanolo
(Sigma Aldrich, Italia), dopo la centrifugazione 12000 x g per 15' a 4°C, I’isoproapanolo ¢ stato
scartato e sostituito con 500ul di etanolo 75% (Sigma Aldrich, Italia), mentre I’'RNA, che si
trova depositato sul fondo, € stato quantificato tramite spettrofotometria con Nanodrop (Thermo
Fisher Scientific, Italia) misurando la densita ottica a 260 e 280 nm, e conservato fino alla

retrotrascrizione.

La retrotrascrizione é stata eseguita secondo le istruzioni del produttore con RNA-to-cDNA Kit
ad alta capacita (applied Biosystems, Stati Uniti d'America) e il cDNA ottenuto e stato
conservato a -20°C per ulteriori usi. La RT-gPCR e stata eseguita in volumi di 10pul, 9ul della
miscela PCR da kit e 1ul di campione. La miscela della PCR ¢ stata preparata secondo il
protocollo SsoAdvanced universale SYBR verde Supermix (Biorad, USA) con primer di
0.lmM  (ICAM-1: per 5-AGCGGCTGACGTGCAGTAAT- 3 e rev 5-
TCTGAGACCTCTGGCTTCGTCA-3' GADPH: per 5 AACGTGTGTCAGTGGTACCTG-3’
e rev 5'- AGTGGGTGTGTGTCGCTTGAAGT-3'). Le strip sono state posizionate nel
termociclatore CFX Connect Thermal Cycler (Biorad, USA) e dopo il completamento
dell’amplificazione, i risultati sono stati esportati nel software CFX Maestro Software (Biorad,
USA) e analizzati in Excel (Microsoft, Stati Uniti d'America).

3.3.7 Saggio di adesione leucocitaria

Le cellule HUVEC coltivate dinamicamente sono state stimolate a diversi shear stress per 24
ore, mentre le HUVEC statiche sono state coltivate su piastre da 24 pozzetti, seminate alla
densita iniziale di 20000 celle/cm?, con terreno di mantenimento F12K 10%FBS, per poter
raggiungere una confluenza del > 80%. A questo punto il terreno € stato sostituito con terreni
condizionati. Le cellule mononucleate (PBMCs) sono state isolate da donatore sano, mediante
Histopaque-1077 (Sigma Aldrich, Italia), le cellule sono state contate ed aliquotate in tubi per

crioconservazione contenenti ciascuno 108 cellule/ml in FBS 10% dimetilsulfossido (DMSO)
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(Sigma Aldrich, Italia), conservate a - 80°C per 2 giorni e successivamente messe in azoto
liquido fino ad utilizzo. Nei giorni dell'esperimento i campioni sono stati scongelati e lavati con
terreno di mantenimento BioWhittakerTM Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640)

(Lonza, Svizzera) senza siero.

Le PBMC sono state poi marcate per 60" mantenendole in incubatore con la soluzione
Leukotracker 500X (Cell Biolab Inc., USA) diluita 1:500 secondo le istruzioni del produttore.
Le PBMC marcate sono state lavate e risospese in 1 ml di RPMI, 100ul sono stati convogliati
nel canale PPFC mentre 90ul della stessa sospensione sono stati seminati sopra il monostrato
di cellule HUVEC in coltura statica e collocati nell'incubatore per ulteriori 60" per consentire
I'adesione del PBMC sulle cellule endoteliali attivate. Il monostrato cellulare e stato poi
delicatamente lavato due volte con PBS e osservato con microscopio a fluorescenza. Le
immagini di campi con confluenza >80% sono state acquisite con software Leica Microscope
e 3-5 campi sono stati contati e analizzati. In seguito, un tampone di RIPA da 100ul é stato
utilizzato per lisare le PBMC marcate e la fluorescenza di 480/520nm é stata acquisita mediante
spettrofotometro Victor X4 Multilabel Reader (Perkin Elmer, Italia), per poi analizzare i dati in
Excel (Microsoft, Stati Uniti d'’America).

3.3.8 Saggio MTT

| terreni condizionati raccolti da campioni stimolati a bassi valori di WSS subfisiologici, ad alti
valori di WSS fisiologici e da CTR/TNFa statico sono stati utilizzati per la coltura di cellule
HUVEC per un periodo di 3 giorni. Gli esperimenti sono stati eseguiti in triplicato, in piastre
da 96 pozzetti ad una densita di partenza 10000cells/cm2 con 200ul di terreno condizionato per
ogni pozzetto. A diversi intervalli, di 1 e 3 giorni, il terreno condizionato € stato sostituito con
terreno F12K 2%FBS addizionato con 0,5mg/ml di bromuro di tetrazolo blu di tiazolile (Sigma
Aldrich, Italia). Dopo 4 ore, i terreni sono stati scartati e 100ul di DMSO (Sigma Aldrich, Italia)
sono stati aggiunti permettendo la solubilizzazione MTT. Utilizzando lo spettrofotometro
Victor4 X ¢ stata rilevata 1’assorbanza a 570nm, e i dati sono stati analizzati in Excel (Microsoft,

USA).

3.3.9 Analisi statistica

Tutti gli esperimenti sono stati ripetuti in triplicato. Tutte le misurazioni quantitative sono
rappresentate come media + deviazione standard (SD). L'analisi statistica e stata eseguita in

Excel tramite il test t-Student, statistico per campioni  omoschedastici
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(=TestT(matrix1;matrix2;two-tails; homoscedastic sample)). La significativita statistica
considerata era p=0,05. | valori di p sono espressi come *p<0,05, *p<0,01 e **p<0,005.
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4. RISULTATI

4.1 L’USO DEGLI STRUMENTI DIGITALI NELL’APPRENDIMENTO
DELL’ANATOMIA

4.1.1. Risultati relativi al tirocinio professionalizzante di Anatomia Umana

Si sono valutati i risultati di un questionario somministrato agli studenti prima e dopo la
partecipazione alle attivita di tirocinio professionalizzante. Prima dello svolgimento del
tirocinio si denota una percentuale di risposte corrette basso nelle domande di anatomia
ecografica, rispettivamente del 4,94% nella prima domanda e del 50,62% nella seconda, mentre
a seguito del corso di ecografia le percentuali di risposte corrette sono state del 42,86% e del
55,1% [Figura 12 A-B]. Si sono valutati i risultati anche delle domande di anatomia cardiaca
per valutare se vi fosse stato un miglioramento a seguito della dissezione anatomica. Prima delle
ore di pratica la percentuale di risposte corrette nei due quesiti era del 1,23% e del 15,43%

mentre a seguito del tirocinio la percentuale di risposte corrette 9,52% e 8,84% [Figura 12 A-
B].
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Anatomia Anatomia Anatomia Anatomia
ecografica cardiaca ecografica cardiaca
Quesiti Quesiti
mQ1 mQ2 Q1 mQ2

Figura 12. Risultati domande di anatomia ecografica e cardiaca.
A: percentuali risposte corrette prima del Tirocinio professionalizzante.
B: percentuali risposte corrette dopo il Tirocinio professionalizzante.
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Si e voluto poi analizzare il giudizio degli studenti sull’utilita delle attivita svolte durante il
tirocinio professionalizzante riportando che il 100% degli studenti ha ritenuto gli strumenti di
didattica innovativa un valido aiuto nell’apprendimento, aiuto considerato indispensabile per il
31,45% degli studenti. Un dato simile si riporta per il corso di ecografia cardiologica,
considerato valido dal 86,17% degli studenti, notando, pero che solo il 3,25% lo ha ritenuto

indispensabile per consolidare le proprie conoscenze [Figura 13 A-B].

A) B)

DIDATTICA INNOVATIVA ECOGRAFIA CARDIACA

0 565%
3,25% 1,63%

31,45%

35,77%

47,15%

62,90%

= Non utile = Poco utile Abbastanza utile Molto utile Indispensabile = Nonutile = Poco utile Abbastanza utile Molto utile Indispensabile

Figura 13. Risultati questionario di gradimento agli studenti.
A risposte sulla percezione di utilita da parte degli studenti dell’utilizzo degli strumenti di didattica innovativa.
B: risposte sul gradimento delle lezioni di anatomia ecografica.
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B)

4.1.2 Valutazione dei risultati ottenuti rispetto all’esame di Anatomia umana I

(osteo-artro-muscolare e cardiocircolatorio)

Sono stati analizzati i risultati dell’esame di Anatomia Umana I (I sessione) per la coorte di
studenti di Novara dell’anno 2022-2023 e 2023-2024 valutando le risposte corrette in base
all’argomento della domanda. Nell’anno 2022-2023 il 56% delle domande che vertevano sul
sistema cardiocircolatorio erano corrette e il 63% di quelle riguardanti il sistema muscolo-
scheletrico, mentre 1’anno seguente erano rispettivamente del 60% e del 57% ritrovando una
correlazione con lo svolgersi 0 meno delle attivita di didattica integrativa (dissezione anatomica
svolta nell’anno 23-24 ¢ osservazione delle ossa svolta nell’anno 22-23). | risultati relativi alla
media dei voti finali del primo appello di fine corso di Anatomia Umana | mostrano che la
gaussiana che rappresenta la distribuzione si e spostata da una votazione di 15-20 al 18-23

denotando quindi un miglioramento nella prestazione degli studenti [Figura 14 A-B].
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Figura 14. Risultati prova finale prova in itinere Anatomia umana .
A: risultati corte anno 2022-2023.
B: risultati corte anno 2023-2024.
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4.2. ANOMALIE DELLE ARTERIE CORONARIE (CAAs)

4.2.1 ARTERIA CORONARIA SINISTRA

Tra anomalie piu diffuse dell’arteria coronaria sinistra (LCA) si hanno una differente origine
del tronco comune e 1’origine indipendente, dal seno di Valsalva sinistro, dell’arteria
circonflessa (CX) e della coronaria interventricolare anteriore (IVA). Questo dato e confermato
da questo studio in cui i pazienti con ostio separato sono lo 0,787% dei casi [Tabella 1]. La CX
e 'IVA presentano una morfologia € un decorso fisiologico che non causano alterazioni

emodinamiche [Figura 7 A-F].

La CX puo originare dal seno di Valsalva destro (RCS) da un ostio separato o come branca
prossimale dalla RCA rispettivamente nel 0,192% e 0,182% dei casi. Quando possibile & stata
calcolata la distanza tra 1’origine della RCA e della CX da essa. Sono stati riportati quattro casi
con un tronco comune di lunghezza <5mm, quattro casi con lunghezza compresa da 5mm a
10mm e solo un caso con lunghezza maggiore di 10 mm [Tabella 1]. In tutti i casi trattati in
studio la CX decorre dietro la radice aortica per ramificarsi nella parete laterale sinistra del
cuore, come riportato anche in letteratura 9. Invece, ¢ stata riscontrata una prevalenza di IVA
che origina dal RCS nel 0,038% e dal RCA nel 0,029% dei casi.

La LCA puo avere un’origine da un seno separato del RCS o come branca di una singola arteria
coronaria (SCA) con un decorso interposto nel 75% dei casi. In questo lavoro la prevalenza
riportata & dello 0,058% [Figura 8 A-F] [Tabella 1]. In particolare, & stato osservato un caso
con decorso pre-polmonare: il tronco comune origina dal RCS, prosegue ascendendo per un
breve tratto e poi discende portandosi anteriormente al tronco polmonare prima di dividersi in
IVA e CX.

E estremamente rara 1’origine della LCA da un seno non coronarico, in questo lavoro lo 0,03%
dei casi mostrano questa particolare anatomia con I’arteria che si porta anteriormente prima di

dar origine alla IVA e CX [Figura 7 C-D].
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Figura 7. Origine atipica dell'arteria circonflessa.

A-B: origine anomala dell’arteria circonflessa e dell’arteria interventricolare anteriore da due osti indipendenti. La
CX ¢ rappresentata in blu mentre I’IVA in rosso.

C-D: origine della CX dal tratto prossimale della RCA, marcata in verde.

E-F: origine della CX dal RCA. L’immagine A, C ed E sono ricostruzioni 3D ottenute usando la tavola anatomica
(Anatomage). Le immagini B, D e F sono ricostruzioni 3D ottenute usando il software Stratovav.

Ao= aorta; PA= arteria polmonare; LV= ventricolo sinistro; LA= atrio sinistro; RCA= arteria coronaria destra;
IVA= arteria interventricolare; Cx= arteria circonflessa.
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Figura 8. Origine dell'arteria coronaria sinistra dal seno di Valsalva destro.

A-C: tronco comune che origina dal seno di Valsalva destro con un decorso retroaortico, colorato di rosso. L’arteria
coronaria destra ¢ colorata in verde mentre 1’arteria coronaria sinistra e le sue branche in blu.

D: il tronco comune originante dal seno di destra decorre davanti all’arteria polmonare, 1’arteria coronaria destra
¢ in verde e il tronco comune in blu. Le branche dell’arteria coronaria sinistra sono colorate in rosso e I’arteria
circonflessa in blu.

E-F: il tronco comune origina dal seno di destra e decorre tra I’aorta e 1’arteria polmonare. L’arteria coronaria
destra & mostrata in verde e il tronco comune in blu. Le branche della coronaria sinistra sono in rosso (VATS) e
I’arteria circonflessa in blu. Le frecce rosse indicano il decorso interposto del tronco comune.

L’immagine A ¢ una ricostruzione 3D ottenuta con la tavola anatomica (Anatomage table). Le immagini B, D ed
E sono una ricostruzione 3D ottenuta usando il software Stratovan. Le immagini C ed F sono MPR (ricostruzioni
multiplanari).

Ao= aorta; PA= arteria polmonare; LV= ventricolo sinistro; LA= atrio sinistro; RCA= arteria coronaria destra;
IVA= arteria interventricolare; Cx= arteria circonflessa; VA= arteria interventricolare anteriore; RA= atrio destro;
LCA= arteria coronaria sinistra; LMT= tronco comune.
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4.2.2 ARTERIA CORONARIA DESTRA

L’arteria coronaria destra (RCA) puo originare dal seno controlaterale, come la LCA, ma puo
avere anche un’origine piu alta dall’aorta ascendente, un’anomalia peculiare detta “high take
off” 92, In questo lavoro 6 pazienti hanno la RCA con un’origine piu alta, con una prevalenza
dello 0°058% [Figura 9 A-B]. Invece, rispettivamente nel 0,182% e nel 0,163% dei casi la RCA
puo originare dal LCS e dalla giunzione sinotubulare [Tabellal] con un decorso, dell’arteria
anomala, retropolmonare [Figura 10 A-F]. La RCA decorre tra ’aorta e il tronco polmonare

prima di raggiungere il solco atrioventricolare.

Altre anomalie piu rare riscontrate in un solo paziente sono:

e La RCA originante dal seno posteriore di Valsalva, nonostante I’origine ectopica della
RCA ha un decorso anatomico normale, come i casi trattati in letteratura®.

e Origine separata dell’arteria marginale acuta e della RCA con un decorso anatomico

corretto.
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Figura 9. Anomalie di origine.

A-B: origine piu craniale dell’arteria craniale destra (verde) dal tratto aortico ascendente. Le frecce verdi indicano
1’ostio anomalo.

C-D: origine anomala della coronaria sinistra dal seno non coronarico posteriore. 1l seno sinistro e colorato in
viola, il seno destro in blu mentre il seno posteriore in giallo. Il tronco comune é colorato in blu, mentre la IVA in
rosso e la CX in azzurro.

Le immagini A e C sono una ricostruzione 3D ottenuta con la tavola anatomica (Anatomage table). Le immagini
B e D sono una ricostruzione 3D ottenuta usando il software Stratovan.

Ao= aorta; PA= arteria polmonare; LV= ventricolo sinistro; LA= atrio sinistro; RA= atrio destro RCA= arteria
coronaria destra; IVA= arteria interventricolare; Cx= arteria circonflessa; I\VVA= arteria interventricolare anteriore;
RV= ventricolo destro; LCA= arteria coronaria sinistra; LMT= tronco comune.
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Figura 10. Origine RCA dal seno di Valsalva sinistro.

A-B: origine RCA dal LCS, dalla giunzione seno-tubulare, con un decorso interposto. La RCA & colorata in verde
mentre il tronco comune in blu con la IVA e le sue branche in rosso e la CX in azzurro.

C-D: origine RCA dal LCS con un decorso interposto.

E-F: decorso interposto della RCA.

Le frecce rosse e verdi indicano il decorso dei vasi tra ’aorta e ’arteria polmonare, la freccia blu evidenzia 1’origine
anomala dal LCS.

Le immagini A, C ed E sono una ricostruzione 3D ottenuta con la tavola anatomica (Anatomage table). Le
immagini B e D sono una ricostruzione 3D ottenuta usando il software Stratovan. L’immagine F ¢ MPR
(ricostruzioni multiplanari).

Ao= aorta; PA= arteria polmonare; LV= ventricolo sinistro; LA= atrio sinistro; RA= atrio destro RCA= arteria
coronaria destra; IVA= arteria interventricolare; Cx= arteria circonflessa; I\VVA= arteria interventricolare anteriore;
RV= ventricolo destro; LCA= arteria coronaria sinistra; LMT= tronco comune.

55



Tabella 1. Prevalenza della CAAs.

Nella tabella sono riportate le prevalenze assolute delle anomalie coronariche (CAAs) calcolate sul totale di 10.422
pazienti, comparate con la prevalenza in letteratura, quando presente. In particolare, i risultati che discostano dalla
letteratura sono riportati con I’asterisco (*).

TIPOLOGIA DI

ANOMALIE ANOMAL IA

RCA dall’aorta
ascendente

RCA dal LCS

RCA dalla giunzione
sinotubulare
RCA dal seno non
coronarico
Ostio separato della
RCA e arteria
marginale acuta
Ostio separato della

Origine della arteria
coronaria destra
(RCA)

IVAeCX
CX dal RCS
o . CX dalla RCA
Origine arteria
coronaria sinistra IVA dal RCS
(LCA)
IVA dal RCA
LCA dal RCS

Origine LCA dal seno
non coronarico

PREVALENZA
ASSOLUTA %

0,058 * (0,023-0,129)
0,182 (0,015-0,287)
0,163 (0,100-0,283)

0,010 * (0,00-0,060)

0,010 (0,00-0,060)

0,787 * (0,633-0,977)
0,192 (0,122-0,298)
0,182 (0,115-0,287)
0,038 (0,011-0,103)
0,029 (0,006-0,089)

0,058 * (0,023-0,129)

0,029 * (0,006-0,089)

PREVALENZA IN
LITERATURE %

0,78 — 6,00

0,03-0,92

0,0003

NA

0,41-0,67

0,32 - 0,67

NA

0,03

0,0008
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4.2.3 ARTERIA CORONARICA SINGOLA (SCA)

Con arteria coronarica singola (SCA) si intende un’arteria che origina da un ostio singolo, nel
seno di Valsalva destro o sinistro, che fornisce I’irrorazione sanguigna all’intero miocardio. In
questo studio la prevalenza di SCA e dello 0,06%, 6 casi su 10.422 pazienti, dei quali in

particolare:

e 2 casi di SCA R-III (0,02%): in un caso I’'IVA ha un decorso settale e la CX decorre
anteriormente all’arteria polmonare, mentre, nel secondo caso presenta il tronco
comune, di lunghezza 3,08 cm, con la CX con decorso retroaortico e VA con decorso
intraparietale [Figura 11 A-C].

e 1 casodi SCAR-1IA (0,01%): il tronco comune presenta una lunghezza di 14,94 mm e
dopo aver attraversato la base del cuore raggiunge il decorso anatomico della coronaria
controlaterale [Figura 12 A-B].

e 1casodi SCA L-I(0,01%) [Figura 13 A-D].

e 2 casi di SCA L-II (0,02%): un caso mostra una SCA-LIIA (V1) [Figura 12 C] in cui
la SCA origina dal LCS dando origine a una branca prossimale che passa anteriormente
al tronco polmonare. La RCA origina dal tronco comune sinistro prossimalmente
all’origine delle branche perforanti settali e circonflesse (V1), se invece la RCA origina
dal tratto medio dell’arteria interventricolare anteriore ¢ classificata come V2. Il
secondo caso € una SCA originante dal LCS che da origine alla RCA, come branca

prossimale, passante tra I’arco aortico e il tronco polmonare.

In questo studio ¢ stata riscontrata, inoltre, una variante di SCA: I’arteria origina dal RCS come

SCA R IVA B CX-P ma presenta un secondo vaso originante dalla LCA [Figura 14 A-D].

57



Figura 11. Arteria coronaria singola — SCA RIII.

A-B: arteria coronaria singola (SCA) originante dal RCS. La CX, colorata in blu, assume un decorso retroaortico,
indicato con le frecce blu, mentre la IVA, colorata in rosso, ha un decorso interposto (passando tra I’aorta e 1’arteria
polmonare).

C: SCA originante dal RCA, si denota quello che rappresenta il tronco comune, in blu, originante dalla RCA, in
verde, che decorre anteriormente all’arteria polmonare.

Le immagini A e C sono una ricostruzione 3D ottenuta con la tavola anatomica (Anatomage table).

L’ immagini B ¢ una ricostruzione 3D ottenuta usando il software Stratovan.

Ao= aorta; LV= ventricolo sinistro; LA= atrio sinistro.
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Figura 12. Arteria coronaria singola.

A-B: SCA originante dal RCA con un tronco comune, in blu, che si divide in due branche. Una branca origina
dalla RCA, in verde, mentre le altre si portano a sinistra passando anteriormente all’arteria polmonare, in rosso.
C: SCA originante dal LCS con la RCA, in verde, origina come una branca della IVA, che assume il suo decorso
normale passando anteriormente all’arteria polmonare.

D: SCA originante dal LCS con la RCA, in verde, originante dal tronco comune, LMT in giallo, passando tra
’aorta e I’arteria polmonare. Si puo denotare anche una fistola tra la CX e I’atrio sinistro in viola.

L’ immagine A ¢ una ricostruzione 3D ottenuta con la tavola anatomica (Anatomage table).

L’ immagini B ¢ una ricostruzione 3D ottenuta usando il software Stratovan.

Le immagini C e D sono ricostruzioni 3D ottenute con il software VW Volume Viewer.

Ao= aorta; PA= arteria polmonare; LV= ventricolo sinistro; LA= atrio sinistro; RA= atrio destro RCA= arteria
coronaria destra; IVA= arteria interventricolare; Cx= arteria circonflessa; I\VA= arteria interventricolare anteriore;
RV= ventricolo destro; LCA= arteria coronaria sinistra; LMT= tronco comune; sca= arteria coronaria singola.
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Figura 13. Arteria coronaria singola — SCA LI.
A-B-C: una visione rispettivamente anteriore, laterale e inferiore dell’arteria coronaria singola (SCA) originante

dal LCS. L’assenza della RCA ¢ compensata dal decorso della CX. L’IVA ¢ rappresentata in verde, la CX in blu
e il tronco comune in giallo.

D: decorso della CX, indicato con le frecce blu.

L’ immagini D ¢ una ricostruzione 3D ottenuta usando il software Stratovan.

Le immagini A, B e C sono ricostruzioni 3D ottenute con il software VW Volume Viewer.

Ao= aorta; PA= arteria polmonare; LV= ventricolo sinistro; LA= atrio sinistro; RA= atrio destro; RV= ventricolo

destro;
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Figura 14. Rara anomalia coronarica.

A-B: la CX (in blu) e la IVA (in rosso) che originano dalla parte prossimale della RCA (in verde) mentre solo
I’arteria marginale sinistra (in viola) origina dal LCS. Le frecce blu e rosse indicano il tratto prossimale della CX
e IVA. C-D: visione superiore e laterale dell’albero coronarico. E: la freccia bianca indica il decorso interposto
dell’IVA. F: le frecce rosse indicano il decorso retroaortico della CX. L’ immagine A ¢ una ricostruzione 3D
ottenuta con la tavola anatomica (Anatomage table).

L’ immagini B ¢ una ricostruzione 3D ottenuta usando il software Stratovan.

Le immagini C e D sono ricostruzioni 3D ottenute con il software VW Volume Viewer.

Le immagini E ed F sono ricostruzioni multiplanari (MPR)

Ao= aorta; PA= arteria polmonare; LV= ventricolo sinistro; LA= atrio sinistro; RA= atrio destro RCA= arteria
coronaria destra; IVA= arteria interventricolare; Cx= arteria circonflessa; I\VA= arteria interventricolare anteriore;
MA= arteria marginale.
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4.2.4 FISTOLE CORONARICHE

Le fistole coronariche sono comunicazioni anomale tra un’arteria coronaria e altre strutture
cardiovascolari come una camera cardiaca o un vaso di maggior calibro (vena cava, vena
polmonare, arteria polmonare). In questo studio 14 pazienti, dei 10.422 studiati, presentano una
fistola coronarica con una prevalenza dello 0,13%, in particolare 9 sono uomini (64%) e 5 sono
donne (36%) [Tabella 2] [Tabella 3].

Sono presenti, in questo studio, 6 diversi tipi di fistole coronariche [Figura 15 A-D]:

1. LCA connessa all’arteria polmonare: in 6 pazienti in studio, una branca della LCA ¢
connessa con 1’arteria polmonare con una prevalenza di quali il 50%.

2. Branche della RCA connesse con I’atrio destro e sinistro [Figura 15 B].

3. Doppia fistola: rispettivamente una del LCS e una dal RCS con I’arteria polmonare.

4. Doppia fistola dall’IVA e dal RCS con I’arteria polmonare. Questa tipologia ¢ presente
in 4 pazienti [Figura 15 C].

5. Fistola che connette la vena cardiaca con I’atrio sinistro.

6. Grossa branca dal RCS, che forma un avvolgimento sull’arteria polmonare, con doppio
drenaggio nella RCA e LCA [Figura 15 A].
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fistula '\

Figura 15. Fistola coronarica.

A fistola arterovenosa (in blu) tra la RCA e I’arteria polmonare.

B: fistola tra due branche dalla RCA (verde) verso entrambi gli atri.

C: larga e tortuosa fistola tra la RCA (verde), I’arteria polmonare e I’'IVA. L’ immagine A ¢ una ricostruzione 3D
ottenuta usando il software Stratovan.

Le immagini B e C sono ricostruzioni 3D ottenute con il software VW Volume Viewer.

Ao= aorta; PA= arteria polmonare; LA= atrio sinistro; RA= atrio destro;
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Tabella 2. Fistole. Tipologia di fistole presenti in questo studio e la loro prevalenza calcolata sul totale dei pazienti con

un intervallo di confidenza (CI) del 95%.

TIPOLOGIA DI

ANOMALIE ANOMALIE

Fistola LCA — arteria
polmonare

Fistola RCA — atrio destro
e sinistro
Fistola LCS — arteria
polmonare e RCS —
arteria polmonare
Fistola vena cardiaca —
Fistola atrio sinistro
Fistola RCS — arteria
polmonare e IVA-arteria
polmonare
Grossa branca dal RCA,
che forma un
avvolgimento sull’arteria
polmonare, con doppio
drenaggio in arteria
polmonare e IVA

NUMERO DI PREVALENZA
PAZIENTI ASSOLUTA %
6 0,058 (0,023-0,129)
1 0,010 (0,00-0,060)
1 0,010 (0,00-0,060)
1 0,010 (0,00-0,060)
4 0,038 (0,11-0,103)
1 0,010 (0,00-0,060)
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Tabella 3. Prevalenza delle CAAs. Prevalenza delle CAAS in entrambi i sessi con un IC del 95%. Il simbolo (") indica il
p-value calcolato con il chi-quadro e il simbolo (°) indica il test esatto di Fisher’s.

RCA dall’aorta
ascendente

RCA dal LCS

RCA dalla giunzione
senotubulare
Origine RCA dal seno non
coronarico
Ostio separato della RCA
e arteria marginale acuta
Ostio separato della IVA e
CX

CX dal RCS
CX dalla RCA
IVA dal RCS
IVA dalla RCA

LCA dal RCS

Origine LCA da seno non
coronarico
Fistola LCA — arteria
polmonare
Fistola RCA atrio destro e
sinistro
Fistola LCS — arteria
polmonare e RCS — arteria
polmonare
Fistola vena cardiaca —
atrio sinistro
Fistola RCS — arteria
polmonare and IVA-
arteria polmonare
Grossa branca dal RCA,
che forma un
avvolgimento sull’arteria
polmonare, con doppio
drenaggio in arteria
polmonare e IVA

Donne
N=381

9
N

3

Uomini
N=6603

N

3

10

11

48

16

16

Prevalenza %o, (95%CI)

Women
0.79 (0.15-2.42)
2.36 (1.17-4.55)
1.57 (0.63-3.51)
0.00 (0.00-0.00)

0.00 (0.00-0.00)

8.90 (6.34-
12.46)

1.05 (0.30-2.80)
0.79 (0.15-2.42)
0.26 (0.00-1.64)
0.52 (0.01-2.04)
1.31 (0.46-3.16)
0.52 (0.01-2.04)
0.00 (0.00-0.00)

0.26 (0.00-1.64)

0.26 (0.00-1.64)

0.00 (0.00-0.00)

0.79 (0.15-2.42)

0.00 (0.00-0.00)

Men
0.45 (0.09-1.40)
1.51 (0.78-2.83)
1.67 (0.89-3.02)
0.15 (0.00-0.95)
0.15 (0.00-0.95)
7.27 (5.47-9.64)
2.42 (1.46-3.97)
2.42 (1.46-3.97)
0.45 (0.09-1.40)
0.15 (0.00-0.95)
0.15 (0.00-0.95)
0.15 (0.00-0.95)
0.91 (0.36-2.03)

0.00 (0.00-0.00)

0.00 (0.00-0.00)

0.15 (0.00-0.95)

0.15 (0.00-0.95)

0.15 (0.00-0.95)

p-value
0,6754
0,3315
0,9080
1,0000
1,0000
0,3631
0,1220
0,0590
1,0000
0,5587
0,0275
0,5587
0,0921

0,3664

0,3664

1,0000

0,1427

1,0000
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4.2.5 PONTE MIOCARDICO (MP)

Il ponte miocardico (MP) € una condizione medica nel quale un segmento della coronaria
attraversa il miocardio invece di assumere una posizione epicardica. In dettaglio nei pazienti in
studio sottoposti a CT coronarica sono stati individuati, come riscontro accidentale, 533 ponti
miocardici, 173 nelle donne e 360 negli uomini [Tabella 4] [Figura 16 A-E]. | risultati
dimostrano che la distribuzione nei due sessi € significativamente differente rispetto a quella
che ci si aspetterebbe, con una prevalenza maggiore negli uomini. Questo dato suggerisce che
la prevalenza dei ponti miocardici possa essere influenzata dalle caratteristiche del paziente
piuttosto che essere rappresentativa della popolazione in studio.

Tabella 4. Ponti miocardici. Numero di pazienti con ponti miocardici, la loro prevalenza calcolata con un I1C del
95% e il p-value corrispondente.

N Prevalenza %o, (95%CI)
Totale Donne Uomini Totale Donne Uomini p-value
Ponti 533 173 360 51.1 45.3 54.5 0,0395
miocardici (47.1-55.5) (39.1-52.4) (49.3-60.3)
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Figura 16. Ponte miocardico.

A-B: queste immagini riportano il tratto prossimale dell’IVA (frecce bianche) con un decorso nel tessuto
miocardico.

C-D: segmento medio dell’TVA (frecce gialle) coperte dal ponte miocardico. E: superficie anatomica del cuore
con un ponte miocardico nel segmento prossimale dell’IVA (frecce rosse).

Le immagini A, B, e C sono ricostruzioni multiplanari. L’ immagine D ¢& una ricostruzione 3D ottenuta con il
software VW VolumeViewer. L’immagine E ¢ una ricostruzione 3D usando il software Statovan.

Ao= aorta; PA= arteria polmonare; LV= ventricolo sinistro; LA= atrio sinistro; RA= atrio destro; RV= ventricolo
destro;
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4.3 LA RISPOSTA CELLULARE ALLO SHEAR STRESS

4.3.1 IMMUNOFLUORESCENZA DI PECAM-1

E stata valutata l'espressione di PECAM-1 nei campioni sia statici che dinamici. |
controlli mostrano un'espressione limitata con localizzazione preferenzialmente periferica. In

presenza di TNFa l'espressione di PECAM-1 risulta prevalentemente citoplasmatica.

| campioni sottoposti a shear stress mostrano una maggiore espressione di PECAM-1 rispetto
ai controlli statici. Le regioni esposte ad alto WSS (HSS) mostrano I’espressione a livello delle
giunzioni cellula-cellula mentre le regioni sottoposte a basso WSS (LSS) sono caratterizzate da

un’espressione limitata alle giunzioni e un aumento nella localizzazione citoplasmatica.

HSS

CTR

LSS

TNF a

Figura 17. Immunofluorescenza anti-PECAM-1 a 20X.
Si apprezza I’espressione di PECAM-1 nei controlli (CTR) e nelle regioni ad alto WSS (HSS) con localizzazione
periferica mentre in presenza di TNFa e nelle regioni a basso WSS (LSS) con localizzazione citoplasmatica.
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A)

C)

4.3.3 ANALISI DEL WESTERN BLOT

L'espressione delle molecole dell’inflammazione, in particolare E-selectina, é alta quando le
cellule HUVEC sono sottoposte a una stimolazione pro-infiammatoria TNFa, a basso WSS e
soprattutto nei campioni di cellule in coltura con terreno condizionato a basso WSS, dove si &
dimostrata una significativita statistica. Nel controllo statico e in nei campioni a basso WSS
I’espressione ¢ inferiore. E stata poi valutata ’espressione di tubulina per eseguire la
normalizzazione. L'interpretazione di questi risultati e stata complicata dalla difficolta della
tecnica nell’ottenere una quantita sufficiente di proteine dal lisato cellulare dei campioni
coltivati dinamici. Quindi anche se in tutti gli esperimenti si € osservata una tendenza, il

significato statistico é basso.

E stata studiata la funzione endoteliale valutando I’espressione della proteina eNos che ¢
risultata essere elevata nelle cellule HUVEC sottoposte a basso WSS mentre si ha una riduzione
dei valori nelle cellule mantenute ad alto WSS. Il valore piu alto si é riscontrato nei lisati di
HUVEC mantenuti per 24 ore in terreno condizionato ad alto WSS. L’espressione di Tubulina
e stata valutata per normalizzare i dati di caricamento. Il grafico di normalizzazione, ottenuto
valutando ’espressione di tubulina, (Figura 11d) ha mostrato una statistica significativa rispetto

al controllo e a tutti gli altri campioni (p<0,005).
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E) F)
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Figura 18. Analisi Western Blot.
A, B: Immagini Western Blot con anticorpi anti-eNOS, anti-E-selectina e anti-tubulina.
C, D: Dati normalizzati ottenuti con due analisi distinte in ImageJ e ImageLab.

F, G: Immagini Western Blot con anticorpi anti-eNOS, anti-E-selectina e anti-tubulina in terreno condizionato.

H, I: Dati normalizzati dell’espressione di eNOS e E-selectina in terreno condizionato.
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4.3.4 SAGGIO DI ADESIONE LEUCOCITARIA

| PBMC sono stati colorati con una soluzione di leucotracciente e la loro adesione e stata
valutata su monostrati di HUVEC coltivati in condizioni statiche o dinamiche. In PFFC a forma
di Y, che consentono di studiare diverse regioni tosate all'interno dello stesso esperimento, il
numero di PBMCs era piu alto nelle regioni a basso WSS rispetto alle regioni ad alto WSS. Per
ottenere un'indicazione piu precisa dell'indice di adesione, si ¢ eseguito I’esperimento su PPFCs
I-Luer. In questo caso, siamo stati in grado di lisare le cellule e quindi misurarne la fluorescenza.
I1 risultato, nonostante 1'assenza di un’analisi statistica, ha dimostrato che 1 campioni di TNFa,
e di basso WSS avevano livelli di PBMCS di adesione piu alti. Una forte rilevanza statistica,

p<0,005 e p<0,01, si e rilevata invece in campioni di terreno condizionato TNFa e di basso
WSS

| campioni lisati, direttamente proporzionali al numero di PBMC aderenti, sono stati usati per
misurare la fluorescenza e ancora una volta, questi risultati sono in conformita con osservazioni
precedenti che dimostrano che la piu alta adesione su HUVEC TNFa-CM seguite da basso
WSS-CM.
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C)
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Figura 19. Saggio di adesione leucocitaria nelle differenti regioni della PPFC a forma di Y.

B: analisi quantitativa ottenuta dividendo il numero di PBMC sul numero di cellule HUVEC in 5 campi.

C: PBMC:s tracciati con leucotracciante in condizioni statiche, con controllo positivo e nelle PPFCs I-Luer.
D, E: saggio di adesione leucocitaria delle HUVEC in coltura con terreno condizionato e analisi quantitativa.
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A)

4.3.5. REAL-TIME RT-PCR QUANTITATIVA

L'espressione mRNA ICAM-1 é stata valutata con RT-PCR quantitativa. | risultati delle curve
di amplificazione sono stati utilizzati per costruire grafici ACt e AACt. Questi grafici mostrano
la forte induzione di mMRNA di ICAM-1 in TNFa-CM (212 volte). L’analisi Real Time-RT-
gPCR e in accordo con i dati del western blot che dimostrano che anche le molecole ICAM-1
MRNA hanno un leggero aumento (3,1 volte) rispetto al controllo statico. Al contrario, un alto
WSS-CM e associato ad un aumento trascurabile dell'espressione del mRNA di ICAM-1 (1,1

volte).
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Figura 20. Analisi Real Time RT-PCR quantitativa grafici ACt (a) e AACt (b) rappresentati in scala logaritmica.
Si denota soprattutto 1’espressione aumentata di mRNA di ICAM-1 in terreno condizionato TNFa (TNFa-CM).
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5. DISCUSSIONE

Il primo obiettivo di questa tesi é stato quello di dimostrare il ruolo in ambito didattico di attivita
integrative associate alle lezioni frontali di Anatomia umana che sfruttassero metodiche di
imaging tridimensionali, software di rappresentazione digitale avanzata, oltre a dissezioni
anatomiche e corsi di ecografia cardiaca per consolidare le conoscenze teoriche che derivano
dalla didattica tradizionale. Per valutare se vi fosse un reale impatto sull’acquisizione delle
conoscenze da parte degli studenti del corso di laurea in Medicina e Chirurgia si sono analizzati
i risultati di un questionario somministrato prima e dopo lo svolgimento del tirocinio
professionalizzante potendo notare un miglioramento nelle percentuali di risposte corrette,
soprattutto per la parte inerente all’ecografia anatomica, ottenendo una percentuale di risposte
corrette maggiore rispetto alle risposte date prima dell’attivita didattica. Questo dato puo far
quindi concludere che anche solo 25 ore di attivita integrativa durante il tirocinio
professionalizzante sono utili al fine di consolidare le conoscenze di anatomia umana. Questo
dato ¢ in accordo con diversi studi che dimostrano che i metodi di apprendimento basati sull’uso
di strumenti di rappresentazione tridimensionale e realta aumentata portino al raggiungimento
di un punteggio piu alto ai test®®. Inoltre, i partecipanti affermano che preferiscono imparare le
strutture anatomiche utilizzando uno strumento 3D come 1’Anatomage Table utilizzata in
questo studio®. Diversi autori concludono che un metodo pedagogico basato su video pre-
registrati, lezioni pratiche e strumenti di anatomia digitale sia un approccio fattibile ed efficace
per ’insegnamento dell'anatomia spostando 1’attuale paradigma storico di insegnamento teorico
puro. Lo studio indica che questo metodo eserciti un'influenza positiva sulla percezione di
apprendimento degli studenti facilitandone I'apprendimento attivo e supportandoli nello

studio®.

In questo studio abbiamo analizzato anche il punteggio ottenuto nel primo appello di fine corso
di Anatomia Umana | scorporando il punteggio ottenuto nelle 15 domande inerenti al sistema
cardiocircolatorio e le 15 domande inerenti al sistema muscolo-scheletrico negli anni 2022-
2023 e 2023-2024 notando un miglioramento del 4% nella prima parte (cardiovascolare) e un
peggioramento del 6% nella seconda (osteo-artro-muscolare). Possiamo motivare questo
risultato in quanto nell’anno 2023-2024 si sono svolte attivita integrative inerenti al sistema
cardiaco (Software 3D, dissezione cardiaca, video di dissezione) ma non é stata svolta I’attivita
di osservazione dell’apparato scheletrico con preparati anatomici ossei, svoltasi invece 1’anno
precedente, portando a un maggior numero di domande errate da parte degli studenti. Inoltre,

considerando complessivamente la media dei voti ottenuti all’esame finale si ¢ riportato un
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miglioramento con uno spostamento verso una votazione piu alta. Infatti, uno studio condotto
in Australia dimostra che benché i cadaveri costituiscano il gold standard per I'insegnamento
dell’anatomia diversi benefici sono stati segnalati anche attraverso I'uso di software 3D, come
I'aumento del coinvolgimento degli studenti, 1’interattivita e il divertimento. Questo risultato
mostra una grande promessa per le applicazioni future di tecnologie di rappresentazione
avanzata che sono tenute a diventare strumenti di apprendimento unici e potenti

nell’insegnamento dell’anatomia®®.

Si e preso in considerazione anche il giudizio degli studenti sulle attivita di didattica innovativa
che hanno valutato, nella maggior parte, come “molto utile” per il loro apprendimento e
addirittura “indispensabile”. Lo stesso dato non si € ottenuto per quanto riguarda le attivita di
anatomia ecografica probabilmente per la complessita di interpretazione che gli studenti
possono percepire al primo approccio di una metodica di imaging utilizzata nella pratica clinica.
Si sono ottenuti anche i dati sugli utilizzi delle piattaforme in cui poter visualizzare delle
dissezioni (Aclant e Grant’s) utilizzati dagli studenti da Gennaio a Maggio 2024 riportando piu
di 2000 visualizzazioni (su Acland 2095 e su Grant’s 2565) potendo affermare che sono stati

apprezzati dagli studenti e sono risultati di supporto allo studio.

In accordo con quanto detto, i risultati di uno studio® indicano che gli studenti di medicina
generalmente hanno una percezione positiva dell'anatomia, riconoscendo la sua importanza in
vari aspetti della loro formazione. L’anatomia ¢ vista come cruciale per la diagnosi, la
comprensione del corpo umano, I'acquisizione di terminologia medica, e la preparazione per il
tirocinio pratico. Inoltre, una proporzione significativa di studenti trovano che 1’anatomia possa

essere divertente, in particolare attraverso I'esperienza pratica di dissezione®,
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Figura 21. Risposta degli studenti alla domanda:” cosa ti aspetti dalle attivita di tirocinio professionalizzante di

anatomia umana?”.
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In questa tesi si & voluto andare a evidenziare il ruolo che la rappresentazione e la conoscenza
anatomica riveste anche in ambito clinico conducendo uno studio sulle anomalie coronariche,
visto il loro ruolo e, soprattutto dei ponti miocardici, nella morte cardiaca improvvisa. Questa
e infatti causata da alterazioni e anomalie anatomiche cardiache ed € uno dei principali problemi
di salute pubblica a livello mondiale uccidendo 4-5 milioni di persone/anno, tra cui anche
giovani ragazzi, soprattutto in coloro che praticano attivita agonistiche. Diviene quindi
importante trovare mezzi diagnostici in grado di individuare precocemente i pazienti a rischio®.
Riconoscere e misurare la zona di stenosi del segmento con decorso intrarterioso, che puo essere
origine dell’evento scatenante, non ¢ pero affatto semplice e le classiche metodiche di imaging
presentano limitazioni nel riconoscerlo’. In questo lavoro si sono quindi usate nuove metodiche
di imaging, come I’Anatomage Table e Statovan Pro Surgical 3D, che permettono una
rielaborazione tridimensionale e interattiva dell’immagine ottenuta con la classica CT
coronarica per andare a individuare e classificare, nella popolazione in studio, le anomalie
coronariche e i ponti miocardici, delineando in particolare il decorso rispettivamente

intrarterioso e intramurale, causa fisiopatologica della morte cardiaca improvvisa.

Definire una “anomalia anatomica coronarica” risulta essere un problema complesso non
ancora completamente chiarito. Si ¢ d’accordo nell’affermare che il concetto di “anomalia delle
coronarie” bisogna riferirlo alle grandi arterie prossimali, ricordando che la circolazione
coronarica é costituita da questa componente piu le arterie distali o reti artero-capillari. Le
anomalie delle arterie coronarie sono rare anomalie che si possono riscontrare incidentalmente
con una prevalenza del 0,17%-1,2% dei casi*®. L’obiettivo di questo lavoro ¢ illustrare la
prevalenza delle varie CAAs e la descrizione dei casi piu particolari. La prevalenza di CAAs

trovata in questo studio é del 1,87% [Tabella 1].

Le anomalie della LCA riguardano le anomalie di origine: dal seno controlaterale o da un seno
non coronarico, ma anche anomalie della IVA e della CX, che possono originare dal RCS,
direttamente dalla RCA o avere un’origine indipendente con due osti separati. Frequente &
questa anomalia di origine definita come “osti separati”, che puo coinvolgere la RCA e ’arteria
del cono ma soprattutto la IVA e la CX, con una frequenza in letteratura del 0,41-0,67% 2546,
in accordo con altri autori che hanno trovato una prevalenza dello 0,58%°% e dello 0,41%%. In

questo studio si & trovata, invece, una prevalenza piu alta (0,787%).

Una prevalenza molto pil alta, rispetto ai dati riportati in letteratura (0,09%-0,11%)* & stata
trovata anche nei pazienti con LCA originante del RCS, mentre un dato simile si € trovato in
caso di CX originante dal RCS e dalla RCA (0.32%-0,67%)*?. L origine atipica della IVA dal
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RCS o dalla RCA & molto rara®. La IVA, inoltre, pud non essere unica ma essere divisa, in
letteratura sono descritte 4 tipologie di IVA divisa: nei tipi 1,2 e 3 la IVA é divisa in due rami,
uno breve che termina prematuramente nel solco interventricolare anteriore e uno piu lungo che
discende nel ventricolo sinistro (tipo 1), destro (tipo 2) o assume una posizione intramiocardica
(tipo 3). 1l tipo 4 presenta una IVA piu breve, originante dal tronco comune, e un’altra IVA
originante dalla RCA che segue un decorso settale, prepolmonare o interposto. In questo studio
sono state riscontrare due IVA tipo 4. La duplicazione della IVA non deve essere confusa con
la IVA e il ramo diagonale parallelo che decorre parallelo. Tale ramo diagonale non decorre

pero nel solco interventricolare anteriore per assumere il decorso della IVA.

La LCA originante dal RCS ha una prevalenza, in questo studio, del doppio rispetto ai dati
provenienti dalla letteratura*. Inoltre, un‘arteria coronaria derivante dal seno controlaterale o
del seno non-coronarico puo assumere 4 diversi decorsi in base al rapporto della CA con I’aorta
e tronco polmonare: interposto (tra l'aorta e I'arteria polmonare), retroaortico, prepolmonare o
settale (subpolmonare). Il decorso ha una rilevanza clinica in quanto il decorso retroaortico,
prepolmonare e settale sembrano essere benigni, mentre un decorso interposto comporta un

elevato rischio di morte cardiaca improvvisa®”%,

Il risultato che piu si discosta dalla letteratura riguarda la LCA originante dal seno non
coronarico con una prevalenza 40 volte maggiore rispetto al valore dello 0,0008% dei
precedenti studi. Possiamo quindi dedurre che la prevalenza delle diverse CAAs varia in base

alla popolazione in esame.

Le anomalie della RCA riguardano principalmente le anomalie di origine: dal seno
controlaterale (dal LCS o dalla giunzione sinotubulare del LCS), dal seno non coronarico o
dall’aorta ascendente. Un’origine piu craniale, dall’aorta ascendente, si riscontra con maggior
frequenza in letteratura (0,78% dei casi) rispetto a quella riportata in questo studio®. Questa
anomalia ¢ anche chiamata “high take off” in quanto la RCA presenta 1’origine in un punto piu
craniale rispetto alla giunzione seno tubulare, tra il seno e la parte tubolare®. Abitualmente
I’origine si trova pochi millimetri al di sopra della giunzione. A parte 1’origine anomala la RCA
presenta poi un decorso anatomico normale anche se, la posizione piu alta dell’ostio puo
comportare una riduzione del flusso diastolico nell’arteria’®.

La RCA puo originare poi dal LCS, come branca di una SCA o come un vaso separato, con una
prevalenza, in studi di pazienti sottoposti ad angiografia, del 0,03%-0,17%%19%102 o come
riportato da Harky et Al.%®, con una prevalenza dello 0,03%-0,92%, in accordo con i risultati di

guesto studio.
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Le arterie coronarie singole (SCA), comunemente associate ad altre anomalie cardiovascolari
congenite come la trasposizione dei grandi vasi, fistole coronariche, valvola aortica bicuspide
e tetralogia di Fallot®® sono, invece, una rara anomalia con una prevalenza dello 0.024%-
0,066%%, e rappresentano, approssimativamente, il 3% delle CAAs®. In questo studio, avendo
riscontrato 6 pazienti con SCA, si ha la stessa prevalenza riscontrata nei pregressi studi. Le
SCAsi sono potute classificare rispettando la classificazione proposta da Lipton® e

Yamanaha?®.

Inoltre, € stata riscontrata una anomalia che non si e potuta classificare come le altre SCA, in
quanto presenta una variante rispetto alla classificazione classica. Questo caso si € ritrovato in
paziente di 82 anni che presenta, in assenza di calcificazioni e stenosi, una SCA originante dal
RCS che da origine all’IVA passante dietro I’arteria polmonare, per raggiungere il territorio di
irrorazione sinistro e la CX con un decorso retroaortico. La RCA, invece, raggiunge il solco
atrioventricolare posteriore per seguire il suo decorso anatomico come arteria interventricolare
posteriore. Per la sua origine e decorso questa anomalia si puo classificare come SCAR IVA-B
CX-P* tuttavia & presente un secondo vaso, con origine dal LCS, che raggiunge il margine

sinistro, come arteria marginale sinistra che rende questo caso un caso unico nel suo genere.

In questo lavoro trattiamo delle fistole coronariche, anomalie di terminazione con, nel 90% dei
casi, un’origine congenita. L’origine embriologica ¢ dovuta alla persistenza dei sinusoidi, nel
sistema coronarico, e alle anomalie nella differenziazione dei capillari’*'%. Le fistole
coronariche sono state descritte per la prima volta da W. Krause nel 1865% mentre recenti
studi, dal 2000 al 2010, sono stati pubblicati identificando le caratteristiche delle fistole
congenite negli adulti'®®. E stimato che le fistole siano presenti nello 0,1%-0,2% della
popolazione'®”1% dato confermato nel nostro studio che riporta una prevalenza dello 0,13%

nei 10.422 pazienti sottoposti a tomografica coronarica.

Nel contesto delle malformazioni le fistole sono relativamente comuni (0,9%) anche se sono
rare nella popolazione adulta’®®. Nel 80% dei pazienti le fistole sono unilaterali, con origine
dalla LCA nel 69% dei casi e dalla RCA nel 31% dei casi. La terminazione nell’arteria
polmonare ¢ riportata nelle fistole unilaterali (44% dei casi), bilaterali (73% dei casi) e
multilaterali (75% dei casi). Le fistole con origine multipla, bilaterale e multilaterale, terminano
nell’arteria polmonare nel 29% dei casi'® e la terminazione in questa risulta essere la piu
comune. In questo lavoro, in accordo con questo dato, sono state riscontrate 4 fistole con origine
multipla, in particolare doppia, e tutte drenano nell’arteria polmonare. In diversi studi un’alta

prevalenza di fistole & stata riscontrata con terminazione nei due ventricoli e nei due atri°,
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anche se il drenaggio nel cuore di sinistra ¢ raro, 5% dei casi nell’atrio sinistro e 3% dei casi
nel ventricolo sinistro’11%112 " come dimostrato anche in questo studio con un solo caso di
terminazione nell’atrio sinistro.

Un altro studio®! sottolinea che, piti comunemente, le fistole originano dalla LCA o dalla IVA,
e a seguire, come dati di prevalenza, dalla RCA o dalla CX.

La presenza di una fistola coronarica puo portare a ischemia miocardica a causa di due diversi
meccanismi: un persistente o episodico furto del flusso sanguigno dai rami coronarici normali
alla componente fistolosa a bassa pressione; stenosi e ostruzione dei rami laterali per la
formazione di trombi correlati a fenomeni ulcerativi e aterosclerotici nell'area aneurismatica

dell’arteria coronaria®.

Nel loro decorso le arterie coronarie possono presentare dei ponti miocardici (MP), ossia una
condizione congenita, in cui una porzione di arteria € localizzata a livello intramiocardico
invece che epicardico, con la presenza, quindi, di fibre muscolari che passano al di sopra di un
tratto di arteria principale®?. | MP si osservano pill comunemente nel sesso maschile e nel tratto
medio o distale della IVA, anche se, possono interessare le altre arterie coronarie con minor
frequenza. La prevalenza dei MP dipende dalle caratteristiche della popolazione in studio e dai
criteri diagnostici utilizzati per definire questa condizione, riscontri autoptici riportano una
prevalenza del 42%83. Il presente studio si concentra sui risultati di pazienti sottoposti a
tomografia computerizzata coronarica con tecnica angiografica (CCTA), che offre diversi
vantaggi rispetto ad altri test diagnostici come I'angiografia coronarica (CA). La CCTA é meno
rischiosa dell'angiografia coronarica e pud produrre immagini ad alta qualita delle arterie
coronarie e delle strutture contigue senza la necessita di una procedura invasiva®!'3, La CCTA
e anche utile nel valutare la gravita del ponte miocardico e monitorare la sua progressione nel
tempo.

Nei pazienti sottoposti a CA si e riscontrata una prevalenza del 2%-6% mentre nei pazienti
sottoposti CCTA del 19%-22%83. La discordanza dei dati puo essere dovuta al fatto che la CA
¢ in grado di rilevare solo MP severi che causano un effetto chiamato “milking effect”, ossia
una compressione sistolica del lume dell’arteria tunnellizzata. In questo studio ¢ stata
riscontrata una prevalenza di MP del 5,11%, risultato che discosta dai dati della letteratura
probabilmente a causa del disegno di studio, uno studio retrospettivo e basato su riscontro
accidentale, delle caratteristiche demografiche della popolazione in studio e dei criteri utilizzati

per I’identificazione del MP.
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Questa condizione pu0 portare ad una diminuzione dell'afflusso di sangue al cuore durante
I'attivita fisica o I'esercizio fisico, causando sintomi come dolore toracico o dispnea. Il ponte
miocardico e generalmente considerato benigno e non richiede un trattamento a meno che non
provochi sintomi o complicazioni. Tuttavia, il MP puo causare morte improvvisa 0 MINOCA
(infarto miocardico con arterie coronarie non ostruttive)'*. Recenti evidenze da tomografia a
coerenza ottica (OCT) suggeriscono che la presenza di un MP possa influenzare i cambiamenti
morfologici e funzionali dell'arteria coronaria, a causa della mancata formazione dell’avventizia
dei vasa vasorum?**®,

La presenza di anomalie coronariche e ponti miocardici si é visto essere correlabile alla morte
cardiaca improvvisa, con un diverso rischio in base all’origine e al decorso, e a causa di diversi
meccanismi, precedentemente spiegati. Nei soggetti giovani si verifica prevalentemente durante
I’esercizio fisico intenso, a seguito della dilatazione aortica e dell’arteria polmonare, con
riduzione letale del lume del vaso, mentre nei soggetti di circa 50 anni I’anomalia diviene
sintomatica quando le arterie divengono ectasiche, rigide e tortuose. Si é ricercata inoltre
un’associazione tra le CAAs e il rischio di aterosclerosi, riscontrando in letteratura pareri
discordanti, mentre, e di comune accordo che in presenza di un ponte miocardico si ha una
maggior frequenza di aterosclerosi nel segmento prossimale al decorso intramiocardico. La
presenza di placche in questo segmento é riferibile ad una alterazione dello shear stress con
conseguente disfunzione endoteliale ed espressione di un fenotipo proinfiammatorio e

aterosclerotico.

Il presente studio condotto sulle cellule HUVEC dimostra, infatti, che il segmento prossimale
dei ponti miocardici puo funzionare in modo simile ai punti di ramificazione arteriosa. La
perdita di funzione dell’endotelio coronarico in questi siti pud quindi predisporre alcuni pazienti
ad un aumento del rischio di formazione di placche ateromasiche e di vasocostrizione
coronarica. In particolare, la terza parte di questa tesi € stata quindi condotta sulle cellule
HUVEC dimostrando che le cellule endoteliali esposte a un basso WSS possano modularne
altre cellule endoteliali in modo paracrino, molto probabilmente attraverso la secrezione diretta

e il rilascio di fattori proinfiammatori.

In questo lavoro é stato progettato con successo un modello microfluidico in vitro per lo studio
dell’effetto dello shear stress sulle cellule endoteliali per valutare gli effetti a valle del loro
profilo secretorio. Come precedentemente dimostrato in letteratura, un basso WSS é associato
alla disfunzione endoteliale con conseguente aumento dell’espressione delle molecole di

adesione e, soprattutto, riduzione dei livelli proteici di ossido nitrico sintasi endoteliale (eNOS),
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segno distintivo principale della disfunzione endoteliale. Il livello di eNOS ¢ risultato
significativamente ridotto in tutte le condizioni sperimentali ad eccezione delle cellule HUVEC
stimolate in coltura dinamica, con una WSS pari a 10 dyn/cm2, a sottolineare 1’importanza del
WSS nel mantenimento di una corretta funzione endoteliale. eNOS e noto per esser
sovraregolato trascrizionalemente subito dopo I'applicazione dello shear stress!®* dimostrando
in questo lavoro che la sovraregolazione viene mantenuta per un periodo di almeno 24 ore.
Questa sovraregolazione avviene a valle del meccanosoma, complesso costituito da PECAM-1
(CD31), VEGFR-2 e VE-Caderinassituato alla periferia della cellula che costituisce la giunzione
aderente cellulare. Non sorprende che abbiamo scoperto che le cellule endoteliali nelle regioni
sottoposte a basso shear stress mostravano un’espressione limitata di PECAM-1 (CD31) nelle
giunzioni intercellulari, suggerendo una capacita limitata di formare le giunzioni aderenti.
Questi risultati concordano con le osservazioni sia in vitro che ex vivo di studi autoptici che
dimostrano che é necessario uno shear stress laminare con valori fisiologici per mantenere
I'integrita della barriera endoteliale!'®!’, Clinicamente, le regioni a basso shear stress sono
infatti associate a giunzioni difettose non pitu impermeabili permettendo il passaggio di LDL e

alle PBMC, fondamentali per la formazione della placca aterosclerotica.

Inoltre, dato il ruolo chiave di PECAM-1 (CD31) nel meccanosoma responsabile della
tasduzione mediata dallo shear stress, e chiaro che I'espressione limitata di questa proteina a
livello delle giunzioni provoca una compromissione della regolazione e della attivita di eNOS.
Secondo questa considerazione, i livelli di eNOS sono risultati inferiori nei controlli statici, nei
controlli statici addizionati a TNFa 100 ng/ml e nelle cellule sottoposte a shear stress
patologico, corrispondente a meno di 10 dyn/cm2 (LSS). La ridotta biodisponibilita di NO ¢
considerata uno dei fattori piu importanti associati alla malattia vascolare ma non é chiaro se
questa sia una causa o il risultato di una disfunzione endoteliale. La valutazione in vitro della
funzione endoteliale viene quasi sempre valutata come capacita di espressione di eNOS, che
sembra essere direttamente correlata all'espressione di PECAM-1 a livello giunzionale,

risultando necessaria per la costituzione di giunzioni aderenti sane.

| test di adesione dei PBMC hanno confermato che la stimolazione a basso shear stress tende a
sovraregolare I’espressione di molecole di adesione dei leucociti dimostrando direttamente la
sovraespressione di E-selectina. Coerentemente con altri lavori in letteratura, i livelli di E-
selectina sono elevati nei controlli (TNFa 100 ng/ml) e nei campioni a basso WSS (6 din/cm2).

Questi risultati sono associati alla ridotta capacita di costituire le giunzioni cellula-cellula e di
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alterare la funzione endoteliale, dimostrando che il nostro sistema microfluidico puo riprodurre

le caratteristiche delle regioni sottoposte a basso WSS osservate in vivo!®,

Alla luce di questi risultati, la raccolta dei terreni condizionati, dopo un periodo di 24 ore di
stimolazione dinamica, ci ha permesso di valutare in modo coerente il profilo secretorio sia
funzionale (alto WSS) che di cellule endoteliali disfunzionali (basso WSS). | terreni
condizionati hanno dimostrato la loro potenziale capacita di modulare i diversi fattori biologici

che vanno dalla funzione endoteliale al fenotipo proinfiammatorio e all’angiogenesi*®.

L'analisi Western blot delle cellule HUVEC coltivate con terreno condizionato per 24 ore ad
alto WSS ha mostrato un forte aumento dell'espressione di eNOS e questo € un risultato molto
interessante poiché abbiamo precedentemente dimostrato che viene rilevata I'espressione di
eNOS solo quando le cellule vengono stimolate a basso WSS. Quindi, I’espressione di eNOS ¢
elevata anche in colture statiche e cio potrebbe essere per la presenza di specifici fattori nel
terreno condizionato in grado di mantenere la funzionalita delle EC. Questi risultati sono in
accordo con quelli preesistenti in letteratura, infatti, diversi articoli suggeriscono che la
stimolazione a lungo termine delle cellule HUVEC con VEGF-A puo sovraregolare eNOS a

livello proteico?.

In opposizione ai nostri risultati, altri ricercatori hanno scoperto che aumentati livelli di ROS,
di cui la produzione € aumentata nella disfunzione endoteliale, sovraregola I'espressione di
INOS ed eNOS, effetto giustificato principalmente come effetto dell'esaurimento di NO e solo
in misura minore da una sovraregolazione diretta dipendente dai ROS?!. Lo stress ossidativo &
un fattore ben noto associato alla disfunzione endoteliale e aterosclerosi poiché i ROS
favoriscono il disaccoppiamento di eNOS considerato il primo effetto che porta alla disfunzione
endoteliale!??. Nei nostri esperimenti non abbiamo riscontrato alcuna sovraregolazione di eNOS
correlata alla coltura in terreno condizionato a TNFa o a terreno condizionato a basso WSS, cio
potrebbe essere causato dal fatto che i ROS hanno un'emivita molto limitata e quindi il loro
effetto nella sovraregolazione di eNOS e iNOS é mitigato dalla nostra manipolazione

sperimentale.

E stato esequito il test di adesione dei leucociti per valutare la tendenza delle PBMC isolate ad
aderire ai monostrati di HUVEC stimolati per 24 ore con terreno condizionato. | risultati sono
stati supportati anche dalla real-time RT-PCR quantitativa per studiare i livelli di espressione
del'mRNA di ICAM-1 e dall’analisi western blot per mostrare i livelli proteici di E-selectina.
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E interessante notare che il tasso di adesione dei PBMC nelle regioni ad alto WSS ¢ stato
osservato essere maggiore negli esperimenti eseguiti in PPFC a forma di Y rispetto agli
esperimenti in PPFC I-Luer. Cio potrebbe essere dovuto alle regioni di PPFC a forma di Y
sottoposte a basso WSS che rilasciano fattori sovraregolando I'espressione delle molecole di
adesione. Questi esperimenti hanno rivelato che le cellule HUVEC sovraregolano I'espressione
delle molecole di adesione sia a livello di mRNA che di proteine quando sottoposti a basso
WSS o coltivate in terreno condizionato proinflammatorio. Cio e probabilmente causato dal
rilascio di citochine proinfiammatorie, che attivano I'NFkB con conseguente aumento della
produzione di proteine di adesione. A sostegno di questa ipotesi, &€ noto che l'interleuchina-6
(IL-6) e I'lL-8 sono maggiormente espresse dalle cellule endoteliali esposte a basso WSS*?3,

citochine, inoltre, che modulano 1’espressione di molecole di adesione.

Questi risultati ci hanno permesso di speculare sulla possibilita che le cellule endoteliali
disfunzionali possano modulare la biologia cellulare delle cellule endoteliali a valle essendo la
funzione endoteliale ¢ un attore fondamentale sia nell’aterosclerosi coronarica epicardica che
nella malattia microvascolare coronarica. Nonostante I’effetto sistemico dei classici fattori di
rischio CV, alcune regioni anatomiche sono piu soggette a un basso WSS. Infatti, le sedi
preferenziali per I'aterosclerosi sono principalmente le arterie coronarie e le arterie carotidi a
livello delle biforcazioni. E probabile che le differenze interindividuali nelle strutture
geometriche delle arterie coronarie siano un fattore predisponente alle malattie cardiovascolari.
Di tutte le biforcazioni delle coronarie, sono piu spesso colpite da malattie le biforcazioni LM-
LAD-LCx!?* In 1993, Friedman'? uso per la prima volta il termine “rischio geometrico” per
indicare caratteristiche geometriche che potrebbero esacerbare i rischi aterogenici attraverso
una corretta emodinamica aterogenica ambiente. A partire da questo fondamentale articolo,
I’'importanza della disposizione geometrica delle arterie coronarie € aumentata nel tempo,
culminando nel cosiddetto “ipotesi emodinamica”. Recentemente, diversi studi si sono
concentrati sulla LM geometria che dimostra che LM-LAD la tortuosita, cosi come I'angolo
LAD-LCX, sono apparsi come predittori di un basso stress di taglio?®.

E stato dimostrato che un angolo di biforcazione coronarica sinistra (LCBA) pitl ampio produce
una regione di parete a basso stress WSS nelle regioni biforcate principali di sinistra, che ha
attirato molto interesse nella ricerca riguardo all'effetto dell'LCBA sullo sviluppo del CAD*?'.
Data la natura cronica dell’aterosclerosi ¢ possibile che si verifichi uno stress locale a basso
taglio dalle EC per un lungo periodo di tempo prima che la formazione della placca sia

sufficiente a indurre la classica sintomatologia occlusiva.
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6. CONCLUSIONI

In questa tesi si e dimostrato il ruolo fondamentale che le nuove metodiche di rappresentazione
dell’anatomia umana hanno nell’affiancare 1’insegnamento teorico e lo studio degli studenti
ottenendo un miglioramento nei risultati dei test e degli esami somministrati. Inoltre, i nuovi
mezzi di rappresentazione digitale assumono sempre maggior importanza nella pratica clinica
permettendo di analizzare nel dettaglio I’origine e il decorso delle varianti delle coronarie e dei
ponti miocardici, portando alla scoperta di anomalie mai trattate in letteratura. La corretta
identificazione di alterazioni nel decorso delle arterie coronarie e fondamentale perché
I’anatomia si ripercuote sull’emodinamica della circolazione coronarica portando ad un alterato
shear stress. Abbiamo allora dimostrato che un basso shear stress e in grado di modulare verso
un fenotipo pro infiammatorio, portando alla disfunzione endoteliale e alla formazione della
placca aterosclerotica. Si puo quindi stabilire I’importanza e lo stretto legame tra la
comprensione dell’anatomia umana, le necessita di utilizzare i nuovi strumenti di

rappresentazione digitali e il risvolto clinico delle variazioni dello spettro della normalita.
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INDICE ABBREVIAZIONI

TC Tomografia computerizzata multistrato
Angio- Tomografia computerizzata coronarica
TC/CA

RCA Arteria coronaria destra
LCS Seno di Valsalva sinistro
RCV Seno di Valsalva destro
PDA Arteria discendente posteriore
LAD/IVA Arteria discendente anteriore

CX Arteria circonflessa

CAAs Anomalie delle arterie coronarie

SCA Arterie coronariche singole
WSS Wall shear stress

MP Ponte miocardico

ECs Cellule endoteliali monostrato
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