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ABSTRACT

Obiettivo

Obiettivo e quello di studiare la calcificazione del distretto femorale valutandone istologia e
aspetto radiologico, confrontandola anche con 1’aspetto radiologico del distretto carotideo.
Materiali e metodi

Pazienti con arteriopatia ostruttiva cronica periferica e trattati mediante endoarterectomia della
arteria femorale comune da giungo 2015 a giugno 2017 sono stati raccolti prospetticamente. Sono
stati raccolti dati demografici, clinici (classificazione di Rutherford). Istologicamente le lesioni
aterosclerotiche sono state classificate in due tipi: I)placca aterosclerotica “classica”; II)placca
calcifica “atipica”. Altre variabili istologiche raccolte includono: 0sso metaplastico, noduli
calcifici eruttivi. La valutazione della calcificazione é stata effettuata sulla base della tomografia
assiale computerizzata utilizzando la classificazione di Babiarz. La comparazione radiologica
con il distretto carotideo é stato effettuato con 19 placche carotidee calcifiche.

Risultati

Sono state prelevate 38 placche aterosclerotiche in 38 pazienti (eta media: 73+8anni; maschi:
79%). Placche aterosclerotiche “classiche” e calcifiche “atipiche” sono state individuate
rispettivamente in 12(32%) e 26(68%) casi. Metaplasia ossea e noduli calcifici eruttivi sono stati
riscontrati rispettivamente in 15(40%) e 20(53%) casi. La presenza di metaplasie ossee € piu
frequente con placche calcifiche “atipiche” rispetto a quelle aterosclerotiche “classiche”
(rispettivamente 54%vs8%, p=.012). La presenza di noduli calcifici eruttivi & piu rara con
dislipidemia(p=.004) e con diabete mellito(p=.016). Radiologicamente, la placca femorale e stata
classificata come moderatamente calcifica(grado 0-5) e fortemente calcifica(grado 6-8)

rispettivamente in 8(21%) e 30(79%) casi. Le placche istologicamente definite calcifiche



“atipiche” presentano un aspetto radiologico piu calcifico rispetto a quelle ateromasiche
“classiche”(p=.007). Le placche femorali sono piu calcifiche rispetto alle carotidee, sia in termini
di spessore(p=.001) che di circonferenza(p<.001).

Conclusione

Le placche istologicamente definite come calcifiche “atipiche” ed i noduli calcifici eruttivi non
sembrano essere dipendenti dai fattori di rischio classici per aterosclerosi. Le placche calcifiche
“atipiche” risultano radiologicamente piu calcifiche delle ateromasiche “classiche”. Le placche

femorali risultano essere piu calcifiche rispetto al distretto carotideo.



ABSTRACT

Aim

Aim is to evaluate histological and radiological aspects of femoral calcification and to compare
them with radiological characteristics of carotid district.

Methods

Patients treated from June 2015 to June 2017 for peripheral arterial occlusive disease (PAOD)
with endarterectomy of common femoral artery and its bifurcation were prospectively collected.
Demographics and clinical data, including Rutherford classification, were gathered.

According to histology, the arterial plaque was classified in two types: 1)“classic” atherosclerotic
plaque; Il)“atypical” calcific plaque. Presence of osseous metaplasia and eruptive calcified
nodule was also registered. Radiological assessment of arterial calcification was performed on
the basis of computed tomography angiography (CTA) according to Babiarz classification.
Radiological comparison with carotid calcification was performed with 19 calcified carotid
plaques.

Results

Thirty-eight atherosclerotic plaques in 38 patients (mean age: 73x8years; male: 79%) were
collected. “Classic” atherosclerotic and “atypical” calcified plaque were identified in 12 (32%)
and 26 (68%) cases, respectively. Osseous metaplasia and eruptive calcified nodule were
observed in 15 (40%) e 20 (53%). Osseous metaplasia is more frequent in patient with “atypical”
calcified plaque than “classic” atherosclerotic plaque (54% vs 8% respectively; p=.012).
Presence of eruptive calcified nodule is more rare in patient with dyslipidemia (p=.004) and
diabetes mellitus (p=.016) and insulin-dependent diabetes mellitus (p=.027). Femoral plaque was

radiologically classified as moderate (grade 0-5) and heavy calcified (grade 6-8) in 8 (21%) and



30 (79%), respectively. “Atypical” calcified plaques are radiologically more calcified than
“classic” atherosclerotic plaque (p=.007). Femoral plaques are more calcified than carotid
lesions, both in terms of thickness (p=.001) and circumference (p<.001).

Conclusion

Femoral plaques histologically defined as “atypical” calcified plaque and eruptive calcified
nodules seems to be not associated with classical atherosclerotic clinical risk factors. “Atypical”
calcified plaques are radiologically more calcified than “classic” atherosclerotic plaques.

Femoral plaques results to have heavier calcification in comparison with carotid ones.



INTRODUZIONE

Inquadramento delle calcificazioni vascolari

La calcificazione vascolare ¢ stata considerata in passato un processo passivo e degenerativo,
mentre ora € riconosciuta come un processo attivo con aspetti simili alla formazione dell’osso
embrionale[1]. La differenziazione delle cellule vascolari risponde a segnali microambientali e
meccanici. Per esempio substrati di grande rigidita come la fibronectina, promuovono la
differenziazione osteocondrogenica, mentre substrati distensibili, come la laminina, promuovono
la differenziazione in senso muscolare liscio o adipogenico[2].

Durante la calcificazione vascolare sono attivi dei processi simili a quelli della
biomineralizzazione dell’0sso. Sia nei depositi della tonaca intima che in quelli della media, sono
state infatti identificate delle vescicole extracellulari uguali a quelle descritte nei processi di
osteogenesi e dentinogenesi fisiologica [3,4]. Studi post-mortem hanno mostrato che la parete
vascolare puo contenere 0sso tipico, cartilagine o tessuto adiposo con 0sso come predominante
tipo di metaplasia (10-15% dei campioni), comparendo in varie forme morfologiche (depositi di
calcio amorfo o tessuto 0sseo maturo) [4].

L’interesse sempre maggiore nelle calcificazioni vascolari deriva dal fatto che esse sono
considerate come uno stadio terminale del processo aterosclerotico. Per di piu la calcificazione
vascolare € comunemente riscontrata in associazione a patologie sistemiche, come il diabete
mellito, I’insufficienza renale e la calcifilassi ed ¢ generalmente considerata un fattore predittivo
per cattivo outcome[5]. Per esempio, in ambito coronarico ’estensione e le dimensione della
calcificazione sembrano giocare un ruolo chiave: piccole deposizioni incrementano la probabilita
della rottura della placca aterosclerotica, soprattutto alla sue estremita, mentre con un focus di

calcificazione largo, tale rischio e diminuito[5,6]. Un altro studio[7] ha descritto come la



calcificazione dell’arco aortico ¢ associata con il rischio di coronaropatia sia nei maschi che nelle
femmine. Pertanto la calcificazione dell’arco aortico puo riflettere il generale carico della

patologia o essere a marker di una patologia puo aggressiva.

Pattern istologico della calcificazione vascolare

Istologicamente le calcificazioni arteriose possono essere classificate in calcificazioni della
tonaca intima, principalmente correlate con 1’aterosclerosi e calcificazioni della tonaca media,
non correlate con 1’aterosclerosi (calcificazione di Monckeberg)[4,8].

Le calcificazioni della tonaca intima sono la forma piu comune di calcificazione. L’accumulo di
calcio € scatenato da un aumento nella placca di lipidi modificati, citochine proinfiammatorie,
fosfati e complessi lipoproteici cosi come foci di necrosi [4,9]. Studi in vitro hanno mostrato che
le citochine proinfiammatorie, le lipoproteine a bassa densita (LDL) o altre sostanze rilasciate
dai macrofagi, promuovono 1’0steogenesi e 1’accumulo di calcio [10,11,12], mentre altri studi
correlano la calcificazione vascolare con la durata della ipercolesterolemia[13] e con
I’infiammazione in vivo[14]. | cosiddetti depositi puntiformi iniziano nelle zona piu profonde
dell’intima, adiacente alla media, ma possono essere riscontrati anche depositi molto vasti che
coinvolgono I’intera intima[8]. In questo tessuto, sono state descritte cellule emopoietiche,
osteobast-like e osteoclast-like[15,16].

La calcificazione della tonaca media fu descritta per la prima volta da Monckberg piu di un secolo
fa[17]. Da allora I’aspetto a “binario” della calcificazione della media é stato osservato nei
pazienti diabetici e con insufficienza renale cronica[18,19], cosi come in pazienti giovani senza
evidenti disordini metabolici[20,21]. Con I’invecchiamento, la calcificazione della media puo

svilupparsi da causa sconosciuta o risultare da condizioni associate come 1’insufficienza renale



cronica, il diabete mellito, neuropatie e denervazioni[8,9,22]. In tutti i casi, queste calcificazioni

insorgono frequentemente in segmenti arteriosi non aterosclerotici[23].

Calcificazione vascolare e cellule staminali

Sono stati proposti differenti modelli per ipotizzare il meccanismo della formazione ed inibizione
della calcificazione[16]: il modello attivo, il modello passivo fisico-chimico, ed il modello
arterioso osteoclast-like. Un modello non esclude 1’altro.

Uno dei piu recenti meccanismi proposto e quello relativo al possibile ruolo delle cellule
staminali/progenitrici residenti nella parete vascolare o delle cellule circolanti derivanti dal
midollo osseo. Inoltre, nelle arterie calcifiche sono state trovate cellule chondrocyte-like,
tipicamente non espresse nelle arterie normali, cellule osteoblast-like e cellule osteoclast-like
multinucleate[15,16]. Queste cellule sono riconoscibili grazie alla loro peculiare morfologia e
positivita per specifici marker istologici; osteoprotegerina, osteopontina, osteocalcina, matrix

glutamyl protein (MGP) e proteina morfogenetica ossea(BMP)[24].

— Cellule staminali circolanti

Le cellule staminali mesenchimali derivanti dal midollo osseo hanno la capacita di differenziarsi
in molti tipi di cellule stromali, come monociti, fibroblasti, astrociti, adipociti, ed anche
condrociti e osteociti, riportati come cellule osteoprogenitrici[24].

Le cellule progenitrici sono cellule proliferanti con una capacita limitata di auto-rinnovamento e
SONno spesso unipotenti. L’evidenza accumulata indica che la mobilizzazione ed il reclutamento
delle cellule progenitrici circolanti o residenti nei tessuti che danno origine a cellule endoteliali
e cellule muscolari lisce possono partecipare all’aterosclerosi, all’iperplasia miointimale dopo un

danno arterioso e arteriosclerosi dopo trapianto d’organo[25]. Piu specificatamente le cellule
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progenitrici possono contribuire alla calcificazione: il midollo osseo contiene sia osteoblasti che
precursori degli osteoclasti chiamati ‘“‘osteoprogenitori associati con il rimodellamento
0sse0”[26]. Questo meccanismo nuovo ¢ stato chiamato “teoria delle cellule circolanti”: la
popolazione cellulare derivante dal midollo osseo puo nutrire le arterie e contribuire alla malattia
od alla riparazione[27]. La mobilizzazione € il processo sotto la regolazione di citochine nel quale
cellule immature dal midollo osseo sono reclutate nel sangue[28].

Un altro meccanismo comune che puo spiegare il reclutamento delle cellule osteoprogenitrici
nelle arterie ¢ il cosiddetto “homing”[29]; in risposta a segnali di stress, danno, infiammazione,
riparazione o segnalazione abnorme di citochine, le cellule circolanti superano 1’endotelio ed
invadono il tessuto target [30]. Il fenotipo endoteliale modula selettivamente 1’’homing” delle
cellule staminali derivanti dal midollo osseo: infatti differenti fenotipi endoteliali mantengono
differenti funzioni. Un esempio ¢ dato dall’endotelio delle coronarie che permette la piu veloce
integrazione delle cellule stromali del midollo osseo. La transmigrazione richiede I’ interazione
delle vascular cell adhesion molecule-1, very late antigen-4, betal integrine, metalloproteinasi e

citochine[30].

— Cellule staminali residenti
Cellule staminali mesenchimali
Le “cellule staminali mesenchimali derivanti dal midollo osseo” che risiedono nella parete
arteriosa possono differenziarsi in diversi tipi cellulari, quali osteoblasti, condrociti e cellule
endoteliali. [31-35].
Recentemente é stato ipotizzato che le “cellule staminali mesenchimali” possano giocare un ruolo

nella patogenesi dell’aterosclerosi ed ¢ stato dimostrato che in condizioni particolari, queste



cellule staminali in cultura acquistino un fenotipo osteoblastico attraverso 1’attivazione della via
di Wnt[36]. In ratti iperlipidemici trattati con angioplastica per indurre un danno vascolare, le
cellule staminali mesenchimali hanno iniziato il rimodellamento della parete vascolare ed hanno
innescato il processo di calcificazione mediato da BMP-2 paracrino[37], che & considerato uno
dei principali mediatori nella differenziazione delle cellule staminali mesenchimali (e di altri)
lungo la linea cellulare osteoblastica[38,39]. E’ interessante notare che le cellule staminali
mesenchimali, coltivate in siero uremico per un mese (mimando parzialmente lo stimolo
dell’insufficienza renale) hanno iperespresso la fosfatasi alcalina, 1’osteopontina, Runx2 e hanno

mostrato una up-regolazione di BMP-2[40].

Cellule muscolari lisce (SMC)

Le SMC della parete arteriosa umana mostra un grande plasticita fenotipica, dato che e stato
dimostrato che in cultura possono differenziarsi in quasi tutte le linee cellulari mesenchimali
(eccetto gli adipociti), ed in particolare condizioni possono calcificarsi[41,42]. Queste cellule
sono state originalmente descritte come cellule vascolari calcificanti (CVC), cioé SMC che sotto
lo stimolo di AMP ciclico vanno incontro a differenziazione osteoblastica (con espressione di
fosfatasi alcalina, collagene di tipo | e matrix glutamyl protein), si aggregano e formano noduli
mineralizzanti[10]. | topi privati di matrix carboxyglutamic acid protein (MGP) sono modelli
animali caratterizzati da una calcificazione progressiva delle arterie non aterosclerotiche: in
questi topi le cellule muscolari lisce vascolari sono sostituite da “cellule simil-condrociti
mineralizzanti”’[43]. La possibilita di una transizione fenotipica dalle cellule della parete arteriosa

ha aperto nuove possibilita nelle teorie del modello di calcificazione attiva.
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Neoangiogenesi e cellule endoteliali

In accordo con numerose osservazioni, la neoangiogenesi e la calcificazione vascolare sono
strettamente correlate: prima di tutto, i neovasi sono mezzi di trasporto per cellule progenitrici
nel tessuto; inoltre le cellule endoteliali sono in grado di produrre citochine che possono stimolare
cellule osteoprogenitrici in vitro ed in vivo. Per di piu, molti fattori di crescita (come FGF-2 e
VEGF) possono stimolare sia I’angiogenesi che 1’attivazione degli osteoblasti ed osteoclasti[ 5].
Cellule endoteliali coltivate sotto stimoli pro-aterogeni producono fattori pro-osteogenici, come
BMP-2[44]. Questo e particolarmente interessante, considerando che la maggior parte
dell’angiogenesi della placca deriva dai vasa vasorum della avventizia che possono traghettare
cellule progenitrici, periciti, e stimoli infiammatori, incluso citochine, nella tonaca media ed

avventizia[45,46].

Cellule giganti simil-osteoclasti

Come nel tessuto osseo normale, la calcificazione della parete vascolare e/o la placca ateromasica
e probabile che dipenda da un bilancio tra stimoli pro-osteogenici ed anti-osteogenici. In questa
regolazione le cosiddette “cellule giganti simil-osteoclasti”” giocano un ruolo nel riassorbimento
del calcio. E’ stato dimostrato che topi knockout per apoE e mancanti anche del gene per il
“macrophage colony stimulating factor” (M-CSF, una citochina coinvolta nella sopravvivenza
degli osteoclasti) hanno sviluppato calcificazioni arteriose massive[47]. L’origine delle cellule
simil-osteoclastiche nella parete arteriosa non é ancora chiara, ed e ancora da chiarire se esse
derivano da cellule staminali residenti, da precursori circolanti emopoietici, da una
differenziazione di cellule mononucleati o da altre cellule non ancora stabilite. Le cellule

mononucleate comunemente trovate nelle placche ateromasiche condividono molte
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caratteristiche fenotipiche e genetiche con gli osteoclasti ed hanno una origine ematopoietica,
mentre molte cellule precursori circolanti esprimono recettori per RANK e M-CSF, entrambi

essenziali per I’attivita osteoclastica [8].

Cellule progenitrici pericitiche e macrofagiche

| periciti condividono numerosi marker fenotipici con CVC, incluso alfa-actina, beta-actina, e
I’epitopo 3G5, definito antigene ganglioside NG2[5]. Il ruolo putativo dei periciti come un
“reservoir” di cellule progenitrici, e il loro potenziale di differenziazione in differenti tipi
cellulari, incluso osteoblasti, & ben noto[48,49,50]. Nelle ultime tre decadi, usando differenti
modelli, sono state addotte molte prove che i periciti possono andare incontro a differenziazione
condro- ed osteogenica[34,51,52]. Dopo 8 settimane di coltura, i periciti hanno mostrato di
proliferare e formare gruppi multicellulari con una matrice mineralizzata contenente collagene
di tipo I, proteina G1a, osteocalcina e osteopontina[53,54]. Per di piu, coltivando queste cellule
in un mezzo condrogenico (TGF-beta3: fattore di crescita trasformante beta3) i periciti vanno
incontro a differenziazione condrogenica[34]. Altri autori ipotizzano che i periciti avventiziali
(esprimenti Msx2 e altri fattori trascrizionali osteoblastici) possano essere capaci di stimolare la
produzione di fosfatasi alcalina, 1’attivazione della via Wnt e I’attivazione nucleare della beta-
catenina nelle cellule della media (SMC)[55]. Questo rappresenta un interessante esempio di
stimolo indiretto verso la calcificazione mediata dal sinergico “cross-talk” tra differenti cellule
della parete vasale. Infatti, la tonaca avventizia arteriosa contiene differenti cellule progenitrici,
come e stato dimostrato nella aorta murina, dove una popolazione di cellule progenitrici
macrofagiche Sca-1+/CD45+ sono state recentemente descritte, che rappresentano a “reserviour”

di cellule precursori non circolanti[56].
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Il ruolo delle cellule avventiziali nella regolazione delle funzioni dei vasi arteriosi, sia in
condizioni fisiologiche che in condizioni patologiche, sicuramente merita future analisi

approfondite.

Calcificazioni vascolari ed arteriopatia ostruttiva cronica periferica

Non e ben noto quale sia la prevalenza delle calcificazioni vascolari nell’arteriopatia ostruttiva
cronica periferica (AOCP), ma dati estrapolati da altri distretti vascolari evidenziano che il 30-
50% dei pazienti pud manifestare un certo grado di calcificazione vascolare[57]. Huang et al.
riportano un pit alto grado di calcificazione, correlato con una piu elevata gravita della patologia,
con elevato rischio di amputazione maggiore e mortalita[58].

La presenza di calcificazioni vascolari ha sempre rappresentato e rappresenta tuttora una sfida
per quanto riguarda il trattamento endovascolare dell’AOCP, limitandone il successo tecnico e
la durabilita nel tempo. Nuovi materiali e tecniche si sono sviluppate negli ultimi anni per tentare
la ricanalizzazione endovascolare di occlusioni calcifiche nel distretto infrainguinale[59,60]. lida
ed al., analizzando pazienti con arteriopatia sottogenicolare isolata sottoposti ad angioplastica
tibiale, hanno riportato che la calcificazione della lesione € un fattore di rischio per I’amputazione
maggiore 0 il reintervento[61]. Inoltre I’entita della calcificazione vascolare limita
I’assorbimento di farmaco rilasciato durante angioplastica transluminale utilizzando palloni
rivestiti di paclitaxel[62,63].

La calcificazione delle arterie periferiche rappresenta quindi un fenomeno determinante dal punto

di vista clinico.

13



Calcificazioni vascolari ed aspetto radiologico

In letteratura sono riportati differenti metodi per identificare, misurare e classificare le
calcificazioni vascolari. L’incomprimibilita delle arterie con lo sfigmomanometro durante la
misurazione dell’indice caviglia-braccio (ankle-brachial index, ABI) suggerisce la presenza di
calcificazioni a livello della tonaca media[64]. Un esame radiografico & spesso sufficiente per
individuare calcificazioni vascolari in pazienti con insufficienza renale cronica[65]. La
fluoroscopia ad alta intensita e la angiografia in sottrazione sono comunemente utilizzate per
quantificare le calcificazioni vascolari[57]. L’esame angioTC e la risonanza magnetica (RM)
forniscono informazioni piu dettagliate sulla localizzazione ¢ I’entita della calcificazione
vascolare, sottoponendo pero il paziente a rischio di nefrotossicita da mezzo di contrasto ed a
radiazioni ionizzanti. Le classificazioni che si basano sulla TC[58,62] ci permettono di
determinare in maniera piu accurata I’estensione della calcificazione, analizzandone parametri
spaziali come lo spessore e la distribuzione nella circonferenza.

Sulla base di queste metodiche, esistono differenti sistemi di quantificazione della calcificazione
vascolare. Le piu conosciute ed utilizzate sono la classificazione PARC (Peripheral Academic
Research Consortium)[66] e quella PACSS (Peripheral Arterial Calcium Scoring Scale)[57].

La classificazione di Babiarz[67], originalmente ideata per il distretto coronarico, € stata
recentemente utilizzata anche a livello carotideo[68]. Tale classificazione, utilizzando i dati della
TC, valuta I’entita della calcificazione vascolare calcolando lo spessore e 1’estensione
circonferenziale della calcificazione nella sezione TC di maggiore calcificazione. Ciascuno di

questi due parametri e valutato con uno score da 0 a 4.
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OBIETTIVO DELLA RICERCA
L’obiettivo della ricerca e quello di studiare la calcificazione del distretto femorale valutandone
I’istologia e I’aspetto radiologico TC, effettuando anche un confronto con I’aspetto radiologico

del distretto carotideo.
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MATERIALI E METODI

Criteri di inclusione e di esclusione

| pazienti trattati per AOCP presso 1’Unita Operativa di Chirurgia VVascolare (Prof. Andrea Stella)
del Policlinico S.Orsola-Malpighi sono stati raccolti prospetticamente in un database. Per questo
studio sono stati considerati i pazienti trattati da giungo 2015 a giugno 2017 mediante
endoarterectomia della femorale comune e della sua biforcazione. Criteri di esclusione sono stati

la contemporanea presenza di patologia arteriosa aneurismatica a livello del segmento trattato.

Raccolta dati

| dati raccolti riguardanti i pazienti sono stati classificati in dati demografici (eta, genere) e dati
clinici (ipertensione arteriosa, diabete mellito in terapia orale o insulinica, cardiopatia ischemica
cronica, insufficienza renale cronica, trattamento emodialitico cronico, valore di creatininemia
pre-operatoria, dislipidemia, abitudine tabagica, broncopneumopatia cronica ostruttiva).

L’AOCP ¢ classificata secondo la classificazione di Rutherford[69].

Analisi istologica

Il campione chirurgico relativo alla placca dell’arteria femorale comune o della sua biforcazione
(origine dell’arteria femorale profonda e/o superficiale) é stata inviata alla U.O. di Anatomia
Patologica e campionata come di routine, eventualmente previa decalcificazione con EDTA
(acido etilendiamminotetraacetico) o derivati, in caso di marcata calcificazione della parete. |
tessuti sono stati fissati in formalina, imbevuti in paraffina e processati automaticamente come
di routine. Dal blocchetto sono state eseguite sezioni da 2 pum per le colorazioni con Ematossilina-

Eosina e Tricromica di Masson.
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L’analisi istologica ¢ stata eseguita valutando 1’estensione e la natura della calcificazione: una
prima suddivisione riguarda la presenza o meno di residui lipidici accompagnati da infiltrato
inflammatorio nell’ambito della lesione intimale.

Di conseguenza la lesione viene classificata in due tipi: 1) placca aterosclerotica “classica”:
placca ateromasica diffusamente calcifica in cui sono individuabili flogosi, depositi lipidici e
calcificazioni; 1l) placca calcifica “atipica™ placca con massivo deposito calcifico non
ateromasico, senza lipidi e flogosi. Altre variabili istologiche raccolte includono la presenza di

0sso metaplastico e la presenza di noduli calcifici eruttivi.

Analisi radiologica mediante tomografia assiale (TC)

Le immagini assiali della TC od angioTC preoperatoria sono state valutate prospetticamente da
un operatore indipendente, non a conoscenza dell’istologia delle placche raccolte. La valutazione
della calcificazione ¢ stata effettuata a livello dell’arteria femorale comune in base alla sua
estensione circonferenziale ed al suo spessore. Ciascuno di questi due parametri é stato
quantificato da 0 a 4 secondo la classificazione di Babiarz[67,68]. Il valore ottenuto (da 0 a 8) &
stato suddiviso in due gruppi: basso grado di calcificazione (da 0 a 5) ed alto grado di

calcificazione (da 6 a 8).

Comparazione con aspetto radiologico TC di placche carotidee

Come campione di controllo sono state utilizzate 19 placche calcifiche rimosse mediante
endoarterectomia della biforcazione carotidea durante lo stesso intervallo di tempo. Sono state
utilizzate placche carotidee ateromasiche con estesa calcificazione, con o senza complicanze

istologiche.
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Analisi statistiche

Le variabili categoriche sono riportate come conta e percentuale, quelle quantitative come media
e deviazione standard o come mediana e range a seconda della loro distribuzione (rispettivamente
normale o non normale). Le distribuzioni delle caratteristiche demografiche, dei fattori di rischio
e della presentazione clinica e gli aspetti istologici sono state valutate con il test del chi-quadrato
od il test esatto di Fisher (nel caso in cui un valore della tavola di contingenza sia <5). Per variabili
quantitative a distribuzione normale (per esempio 1’etd) ¢ stata valutata la significativita statistica
con il t-test, mentre per quelle a distribuzione non normale (per esempio la creatininemia) con il
Mann-Whitney U test.

Il paragone tra le caratteristiche radiologiche delle placche carotidee e femorali e stato ottenuto
mediante il Mann-Whitney U test per i paramenti quantitativi a distribuzione non normale e con

il test del chi-quadrato od il test esatto di Fisher in caso di variabili nominali.
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RISULTATI
Pazienti
Sono state prelevate 38 placche aterosclerotiche in 38 pazienti (etd media 7318 anni; maschi

79%). | fattori demografici, i fattori di rischio e la clinica dei pazienti sono riportati in Tabella 1.

Istologia

L’aspetto istologico delle placche analizzate ¢ riportato in Tabella 2. Placche aterosclerotiche
“classiche” (Figura 1) e placche calcifiche “atipiche” (Figura 2) sono state individuate
rispettivamente in 12 (32%) e 26 (68%) casi. Metaplasia ossea (Figura 3) e noduli calcifici
eruttivi (Figura 4) sono stati riscontrati rispettivamente in 15 (40%) e 20 (53%) casi.

La presenza di metaplasie ossee ¢ piu frequente nei pazienti con placche calcifiche “atipiche”
rispetto a quelli con placche aterosclerotiche “classiche” (rispettivamente 54% vs 8%, p=.012),
mentre la distribuzione dei noduli calcifici eruttivi tra i due gruppi non é statisticamente
significativa (rispettivamente 58% vs 42%, p=.358).

La distribuzione delle caratteristiche demografiche, dei fattori di rischio e della presentazione
clinica in base alle caratteristiche istologiche é riportata in Tabella 3.

La presenza di noduli calcifici eruttivi € piu rara nei pazienti con dislipidemia (p=.004), e con
diabete mellito (p=.016) [anche nel sottogruppo con diabete insulino-dipendente (p=.027)].
Anche i pazienti con cardiopatia ischemica cronica hanno piu raramente noduli calcifici eruttivi

a livello della placca femorale, anche se la differenza non é statisticamente significativa (p=.054).

Aspetto radiologico TC
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L’entita della calcificazione femorale in base alla classificazione di Babiarz[67] € riportata in
Tabella 4. La placca femorale ¢ stata classificata come moderatamente calcifica (grado 0-5) e
fortemente calcifica (grado 6-8) rispettivamente in 8 (21%) e 30 (79%) casi.

Le placche istologicamente definite calcifiche “atipiche” presentano un aspetto radiologico piu

calcifico rispetto a quelle ateromasiche “classiche” (p=.007).

Confronto tra calcificazioni femorali e carotidee

Le placche femorali sono risultate piu calcifiche rispetto a quelle carotidee, sia in termini di
spessore della calcificazione (p=.001), sia di circonferenza (p<.001). Nelle placche femorali ed
in quelle carotidee, I’entita della calcificazione ¢ fortemente calcifica (grado 6-8 della

classificazione di Barbiarz[67]) rispettivamente in 30 (79%) e 13 (68%) (p=.384).
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DISCUSSIONE

Lo studio riporta importanti dati sull’istologia ed il processo osteogenico delle placche femorali,
argomento poco studiato in letteratura[70,71].

| dati istologici confermano la presenza di due tipi di placche nel distretto femorale. Il primo tipo
(aterosclerotica “classica”) € caratterizzato dalla presenza di componenti lipidiche, infiltrato
inflammatorio e calcificazioni, tutte componenti del processo aterosclerotico “classico”. Nel
secondo tipo € invece assente la componente ateromasica, senza depositi lipidici e flogosi, ma
con massive calcificazioni che si sviluppano nel contesto della tonaca intima e della media
(placche calcifiche “atipiche”).

Dalla distribuzione dei fattori di rischio, risulta evidente che le placche calcifiche “atipiche” non
siano correlate ai fattori di rischio tradizionalmente associati al “classico” processo
aterosclerotico. Ad esempio, I’eta e I’ipertensione arteriosa sistemica sono pressoché uguali tra i
due gruppi (Tabella 3). 1l diabete mellito & piu frequente nel gruppo con placche ateromasiche
“classiche” rispetto a quello con placche calcifiche “atipiche”, benché la differenza non sia
statisticamente significativa (42% vs 31%, p=.510). La presenza di insufficienza renale cronica
ed elevati valori di creatininemia sono meno frequenti nel gruppo con placche calcifiche
“atipiche”, ricche di depositi calcifici. Questo risulta contrastante con la fisiopatologia
dell’insufficienza renale, da cui deriva una diminuita escrezione di calcio ed una piu elevata
calcemia.

I noduli calcifici eruttivi consistono in massive calcificazioni eruttive che protrudono nel lume e
sono stati descritti per la prima volta nelle coronarie[72]. Nel distretto coronarico rappresentano
la causa meno frequente di trombosi (dal 2% al 5% delle morti improvvise)[73], ed anche a livello

carotideo, sebbene siano piu frequenti, sembrano rimanere una delle cause meno frequenti di
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trombosi[74]. L’attuale studio ricerca la presenza dei noduli calcifici eruttivi a livello femorale e
la loro distribuzione fornisce dati inattesi. La loro presenza € inversamente proporzionale al
diabete mellito (p=.016), al diabete mellito insulino-dipendente (p=.027) ed alla dislipidemia
(p=.004). Sebbene non significativo dal punto di vista statistico, anche la cardiopatia ischemica
cronica e meno frequente nei pazienti con noduli calcifici eruttivi (p=.054). Anche in questo caso
I’insufficienza renale cronica ed i valori di creatininemia non sono statisticamente correlati alla
presenza di noduli calcifici eruttivi.

La distribuzione delle placche calcifiche “atipiche” e dei noduli calcifici eruttivi mette in
evidenza che il processo osteogenico risulta essere in gran parte ancora misconosciuto. Accanto
ad un processo calcifico tipico dell’aterosclerosi, sembra esservi una tipologia di calcificazione
vascolare dalla fisiopatologia non chiara.

Una delle ipotesi e che questa calcificazione sia in qualche modo correlata con il processo di
calcificazione della media di Monckeberg. Tale condizione viene istologicamente definita come
la presenza di calcificazione distrofica localizzata nella tonaca media e/o adiacente alla lamina
elastica interna in assenza di cambiamenti evidenti dell’intima[75]. Un recente studio[76] che
analizza 143 vasi arteriosi di altrettanti donatori multiorgano (eta media 38 anni+13), ha riportato
che la calcificazione della tonaca media di Monckeberg € presente nel 25% dei casi. Anche in
questo caso nessun fattore di rischio tipico dell’aterosclerosi ¢ risultato significativamente
correlato con la calcificazione di Monckeberg. La scarsa conoscenza della fisiopatologia della
calcificazione di Monckeberg non ci fa escludere che possa essere in qualche modo correlata con
le calcificazioni atipiche riscontrate nel nostro studio.

La quantificazione della calcificazione a livello degli arti inferiori € sempre stata di difficile

valutazione. Lo studio TC a nostro avviso riesce a fornire informazioni piu dettagliate rispetto ad
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altre metodiche (eco-color-Doppler o radiografia), come per esempio I’estensione della
calcificazione in senso circonferenziale. La classificazione di Babiarz[67] prevede la
quantificazione della calcificazione nella sezione TC piu interessata dal processo calcifico e ne
quantifica 1’estensione circonferenziale e lo spessore. A nostro avviso, questa classificazione
risulta utile per valutare le calcificazioni nei segmenti brevi come il distretto carotideo o la
biforcazione femorale.

L’entita della calcificazione radiologica ha un’associazione con i risultati istologici. Le placche
calcifiche “atipiche” risultano essere radiologicamente piu calcifiche rispetto a quelle
aterosclerotiche “classiche”. Ad una calcificazione istologicamente piu sviluppata corrisponde
un aspetto radiologico piu calcifico.

Comparando il gruppo di placche femorali con il gruppo di controllo di placche carotidee, la
calcificazione femorale risulta essere significativamente piu spessa e piu circonferenziale. Questo
dato corrisponde anche all’aspetto intraoperatorio. Eseguendo una endoarterectomia femorale
spesso si rimuovono placche con calcificazione cosi sviluppata ed estesa da rendere difficoltosa
la loro sezione. Anche nel distretto carotideo la calcificazione é facilmente riscontrabile, ma la

sua entita e la sua estensione non & sicuramente pari al distretto femorale.

CONCLUSIONI

Nel distretto femorale I’entita delle calcificazioni arteriose delle placche aterosclerotiche €
maggiore rispetto al distretto carotideo. Istologicamente placche femorali estremamente
calcifiche non sono correlate ai fattori di rischio tradizionali dell’aterosclerosi, ipotizzando la

presenza di un altro processo fisiopatologico coinvolto nella formazione di calcificazioni
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vascolari femorali. Ulteriori studi sono necessari per poter comprendere a pieno il processo di

calcificazione femorale.
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TABELLE

Tabella 1. Caratteristiche demografiche, fattori di rischio e presentazione clinica dei pazienti

Fattori demografici

Eta media (anni) 7318

Maschi, n (%) 30 (79%)

Fattori di rischio

Ipertensione arteriosa, n (%) 37 (97%)

Diabete mellito tipo 2, n (%) 13 (34%)
- terapia orale, n (%) 3 (8%)
- terapia insulinica, n (%) 10 (26%)

Cardiopatia ischemica cronica, n (%) 17 (45%)

Insufficienza renale cronica, n (%) 16 (42%)
- trattamento dialitico cronico, n | 5 (13%)

(%)

Creatininemia, mg/dl (mediana, range) 1 (0.4-6.5)

Dislipidemia, n (%) 18 (47%)

Fumatori, n (%) 26 (68%)
- attivo, n (%) 11 (29%)
- ex fumatore, n (%) 15 (39%)

Classificazione di Rutherford
- categoria 3, n (%) 4 (11%)
- categoria 4, n (%) 10 (26%)
- categoria 5, n (%) 13 (34%)
- categoria 6, n (%) 11 (29%)

DS: deviazione standard

Tabella 2. Caratteristiche istologiche delle placche femorali

Tipo di placca
- aterosclerotica “classica” | 26 (68%)
- placca calcifica “atipica” | 12 (32%)
Reperti aggiuntivi
- 0sso metaplastico 15 (40%)
- noduli calcifici eruttivi 20 (53%)




Tabella 3. Distribuzione delle caratteristiche demografiche, fattori di rischio e presentazione

clinica in base agli aspetti istologici

Fattori demografici Placca Placca P Metaplasia | Metaplasia P Noduli Noduli P
ateromasica | calcifica ossea Sl ossea NO calcifici calcifici
“classica” | “atipica” (n=15) (n=23) eruttivi eruttivi
(n=12) (n=26) Sl NO
(n=20) (n=18)
Eta media (anni) 73£8 74+9 .865 74+7 73£9 478 756 71+£10 .196
Maschi, n (%) 10 (83%) 20 1 12 (80%) 18 (78%) 1 | 15(75%) | 15(83%) | .697
(77%)
Fattori di rischio
Ipertensione arteriosa, n (%) 12 (100%) 25 1 14 (93%) 23 (100%) 395 | 19 (95%) 18 1
(96%) (100%)
Diabete mellito tipo 2, n (%) 5(42%) | 8(31%) | 510 | 4(27%) 9 (39%) 501 | 3(15%) | 10 (56%) | .016
- terapia orale, n (%) 1 (8%) 2 (8%) 1 2 (13%) 1 (4%) 550 | 1(5%) | 2(11%) | .595
- terapiainsulinica, n 4 (33%) 6 (23%) .694 2 (13%) 8 (35%) 259 | 2(10%) | 8(44%) | .027
(%)
Cardiopatia ischemica cronica, n (%) 6 (50%) 11 .658 6 (40%) 11 (48%) .653 | 6(30%) | 11(61%) | .054
(42%)
Insufficienza renale cronica, n (%) 6 (50%) 10 .503 5 (33%) 11 (48%) 376 | 8 (40%) 8 (44%) | .782
(39%)
- trattamento dialitico 3 (25%) 2(8%) | .142 1 (7%) 4 (17%) 630 | 2(10%) | 3(17%) | .653
cronico, n (%)
Creatininemia, mg/dl (mediana, 1(0.4-57) | 1.1(04- | 312 0.9 (0.5- 1.2 (0.4-6.5) | .121 1(0.4- 1.2(0.4- | .478
range) 6.5) 2.1) 6.2) 6.5)
Dislipidemia, n (%) 7 (58%) 11 .358 6 (40%) 12 (52%) | .463 | 5(25%) | 13 (72%) | .004
(42%)
Fumatori, n (%) 7 (58%) 19 363 | 10 (67%) 16 (70%) | .851 | 15(75%) | 11 (61%) | .358
(73%)
- attivo, n (%) 5(42%) | 6(23%) | .240 | 3(20%) 8 (35%) 470 | 7(35%) | 4 (22%) | .485
- ex fumatore, n (%) 3 (25%) 12 294 | 7(47%) 8 (35%) 464 | 9(45%) | 6(33%) | .463
(46%)
Classificazione di Rutherford
- categoria 3, n (%) 1 (8%) 3 (12%) 2 (13%) 2 (8%) 3 (15%) 1 (6%)
- categoria 4, n (%) 3(25%) | 7(27%) 4 (27%) 6 (26%) 6 (30%) | 4(22%)
- categoria 5, n (%) 7(58%) | 6(23%) | .130 | 3(20%) 10 (44%) | 441 | 6(30%) | 7(39%) | soo
- categoria 6, n (%) 1 (8%) 10 6 (40%) 5 (22%) 5 (25%) 6 (33%)
(39%)
Tabella 4. Caratteristiche radiologiche della calcificazione femorale in basse alla
classificazione di Babiarz[67]
Spessore della calcificazione mm n (%)
- Grado 0 0 0(-)
- Grado 1 1 1 (3%)
- Grado 2 2 6 (16%)
- Grado 3 3 14 (37%)
- Grado 4 >3 17 (45%)
Circonferenza della calcificazione
- Grado 0 No 0(-)
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- Grado 1 Puntiforme 1 (3%)
- Grado 2 <90° della circonferenza 2 (5%)
- Grado 3 90°-270° della circonferenza | 22 (58%)
- Grado 4 >270° della circonferenza 13 (34%)
Entita della calcificazione n (%)
- placca moderatamente calcifica (grado 0-5) 8 (21%)
- placca fortemente calcifica (grado 6-8) 30 (79%)
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FIGURE
Figura 1. Placca ateromasica “classica”, con diffuso deposito lipidico sede di calcificazione
(asterisco). A) colorazione Ematossilina-Eosina; B) colorazione Tricromica di Masson.

Ingrandimento 10x.
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Figura 3. Placca fibro-calcifica sede di metaplasia ossee (freccia), nel contesto della parete

arteriosa. Ematossilina-Eosina; ingrandimento 10x.
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Figura 4. Noduli calcifici eruttivi. A) colorazione Ematossilina-Eosina; B) colorazione

Tricromica di Masson. Ingrandimento 10x.
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