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Introduzione
Gli obiettivi principali dell'U.O. 8 includevano la valutazione di biomarcatori di danno vascolare pre-clinico: i segni precoci di modificazione funzionale o strutturale (indici ultrasonografici di spessore medio intimale carotideo, funzione endoteliale e compliance arteriosa e/o i livelli circolanti delle cellule progenitrici endoteliali circolanti) sono predittori di eventi clinici a carico del sistema cardiovascolare, utili inoltre per valutare la suscettibilità individuale.
In particolare, gli indicatori precoci selezionati per l’analisi sono stati:
1) spessore medio–intimale carotideo
2) calcium score coronarico ecografico
Di seguito sono riassunti i principali risultati ottenuti dallo studio dei suddetti biomarcatori.

Spessore medio-intimale carotideo (IMT)
L’ispessimento medio-intimale dell’arteria carotide è un noto fattore di rischio per lo sviluppo di eventi cardiovascolari [1, 2]. Data l’associazione fra esposizione ad arsenico e aumento di eventi cardiovascolari, e quella fra arsenico e altre alterazioni subcliniche che si situano nel continuum cardiovascolare quali l’ipertensione arteriosa e l’aterosclerosi, è stata indagata l’associazione fra spessore medio-intimale e livelli di arsenico.

Relazione con i dosaggi di arsenico
Lo spessore medio-intimale della carotide comune è stato messo in relazione con i livelli misurati di arsenico nelle sue varie forme – As totale, As inorganico (iAs), iAs+MMA+DMA – e con gli indici di capacità metilatoria (Primary Methylation Index, PMI, = MMA/iAs; Secondary Methylation Index, SMI, = DMA/MMA [3]). Nella popolazione presa in esame nel suo complesso, non sono state evidenziate correlazioni significative né con test parametrici, né con test non parametrici. 
Nell’ipotesi che una correlazione potesse essere evidente solo al di sopra di una certa soglia di esposizione, la popolazione è stata dicotomizzata secondo la mediana della somma di iAs+MMA+DMA, pari a 7,68 g/l. Non si sono evidenziate correlazioni significative fra IMT e i parametri sopra citati né nella popolazione sopra tale cut-off, né in quella al di sotto.
Nessuno dei soggetti presi in esame presentava IMT al di sopra del valore comunemente assunto come patologico (0,9 mm) [1]. A confronto con la popolazione sana di riferimento [4], 10 soggetti si situavano oltre 1,96 deviazioni standard della media per età: questo gruppo non differiva dagli altri per livelli di arsenico o indici di metilazione.

Relazione con l’invecchiamento della popolazione
L’analisi è stata eseguita considerando i valori di riferimento di IMT recentemente pubblicati [4] e la loro relazione con l’invecchiamento. In particolare, sono state confrontate le rette di regressione (in termini di coefficiente angolare e termine noto, separatamente per maschi e femmine) di IMT vs. età, globalmente e per ogni singola U.O. rispetto ai valori di riferimento relativi ad una popolazione sana e priva di fattori di rischio.
Per la popolazione maschile, l’analisi indica come i soggetti studiati presentino un’accentuata propensione all’invecchiamento (coefficiente angolare 6,25 vs 5,20 um/year) rispetto alla popolazione di riferimento. Riguardo alla popolazione femminile, la popolazione studiata e quella di riferimento presentano invecchiamenti simili (coefficiente angolare 5,05 vs 4,97 um/year). Questi risultati potrebbero indicare che già in giovane età l’effetto dell’esposizione comporta un aumento del fisiologico tasso di crescita annuo dell’IMT. Tale aumento potrebbe portare al raggiungimento di valori rappresentativi di un aumentato fattore di rischio ad età precoci rispetto a popolazioni non esposte.
Analizzando poi la situazione dei risultati ottenuti sulle singole U.O., particolare attenzione richiede l’analisi dei dati relativi alla U.O. 4 dove tutta la popolazione (in particolare quella maschile) presenta tassi di crescita annua IMT estremamente più elevati rispetto ai valori di riferimento (coefficiente angolare 8,03 vs 5,20 um/year per gli uomini e  5,97 vs 4,97 um/year per le donne). Tali dati potrebbero indicare una particolare sensibilità dell’IMT alla tipologia di inquinanti presenti nel territorio della UO4.

Osservazioni e commenti generali
Lo spessore medio-intimale della carotide comune potrebbe non essere il marker migliore per individuare un danno vascolare precoce da arsenico. Inoltre, in un campione di popolazione generale sostanzialmente sana e in una fascia di età giovane e relativamente ristretta quale quella presa in esame, variazioni di spessore possono essere al di sotto delle capacità di rilevazione della metodica. Studi che hanno indagato associazione tra IMT ed esposizione ad arsenico hanno preso in esame popolazioni con livelli di arsenico molto più alto e con IMT mediamente maggiore [5]: come per la stessa associazione con malattie cardiovascolari, a minori livelli di esposizione l’effetto atteso è minore e maggiore il peso relativo di altri fattori di confondimento [6].
L’analisi della relazione tra IMT e invecchiamento, pur fornendo incoraggianti stimoli e motivi di riflessione non può comunque fornire indicazioni dirette per iniziative di salute pubblica in seguito ad alcuni limiti dell’analisi stessa. Il principale fattore limitante riguarda la grande differenza dell’intervallo di età studiato fra la popolazione oggetto del presente progetto e la popolazione di riferimento, essendo quest’ultima molto più ampia e comprendente tutte le fasce di età, caratteristica indispensabile per studi di invecchiamento. Anche riguardo al numero di soggetti studiati, la popolazione di riferimento risulta molto più ampia. Inoltre, con la metodologia adottata per l’analisi, la differenza fra i coefficienti angolari delle rette di regressione non può essere attribuita ad un fenomeno particolare, che nell’ipotesi del progetto potrebbe essere l’inquinamento da arsenico, ma ad una molteplicità di fattori di esposizione i quali tutti contribuiscono al fenomeno senza poterne individuare il singolo effetto. Infine, il confronto tra i coefficienti delle rette di regressione non può essere realizzato analiticamente (t-test) per la mancanza dei valori di deviazione standard dei valori di riferimento.

Calcium score coronarico ecografico (CS Score)
Placche calcificate all’interno delle coronarie costituiscono un marker di carico aterosclerotico predittivo di futuro rischio di eventi cardiovascolari. Solitamente esso viene valutato tramite analisi di immagini CT (Agatston Score). Il CS Score ecografico utilizzato è un’alternativa di pari livello diagnostico, ma ottenuto con una metodologia di imaging semplice, molto diffusa, poco costosa e non ionizzante.



Dati sperimentali, osservazioni e commenti generali
I soggetti hanno catalogato i seguenti punteggi:
	
	Soggetti analizzati
	C Score=0
	C Score=1
	C Score >1

	UO4
	75
	40
	24
	11

	UO3
	8
	6
	2
	0

	UO2
	59
	49
	10
	0

	UO1
	55
	41
	13
	1



In particolare, lo score pari a 0 è risultato presente nel 69% dei casi e l’insieme degli score 0 e 1 è risultato presente nel 94% dei casi. Poiché solitamente la categoria di punteggio 0 e 1 viene unificata in un’unica categoria considerando solo i soggetti con score >1 come patologici, le popolazioni in oggetto non presentano sufficiente variazioni nel parametro perché esso possa assumere un qualche risultato statisticamente significativo.
Si nota inoltre come, a causa di un inconveniente tecnico, la UO3 non sia stata in grado di acquisire sufficienti dati sperimentali e il suo contributo sia minimo nell’analisi. 

METODOLOGIA
Acquisizione clip ecografiche
Le scansioni ecografiche vascolari carotidee e cardiache sono state ottenute seguendo le attuali relative linee guida [7, 9]. Ogni UO (1, 2, 3, 4) coinvolta nell’acquisizione delle immagini ecografiche era dotato di ecografo cardiovascolare comprensivo di sonda lineare e sonda cardiaca. Tutti gli operatori coinvolti sono stati istruiti riguardo l’impostazione dei singoli ecografi e la tipologia di immagini da acquisire. Al termine della fase di istruzione, gli operatori stessi sono stati certificati prima di essere autorizzati all’acquisizione delle immagini.
Riguardo alla tipologia di immagini acquisite, per ogni paziente sono state previste clip della durata di almeno 10 secondi secondo il seguente schema:
· carotide comune destra con parte primo tratto del bulbo carotideo (vascolare)
· carotide comune sinistra con parte primo tratto del bulbo carotideo (vascolare)
· parasternale asse lungo normale (cardiaco)
· parasternale asse lungo con zoom su radice aortica (cardiaco)
· parasternale asse corto con zoom su valvola aortica (cardiaco)
· apicale 4 camere normale (cardiaco).

Elaborazione clip ecografiche
Le sequenze di immagini precedentemente descritte sono state estratte in formato DICOM e trasferite tramite protocollo FTP sicuro (sFTP) sul server appositamente realizzato dalla presente UO.
Tali sequenze sono state analizzate da due distinti operatori, il primo dedicato al calcolo del biomarcatore IMT e il secondo dedicato al calcolo del biomarcatore  CS Score.  Il calcolo dell’IMT è stato ottenuto tramite applicazione del software Cardiovascular Suite [8] che costituisce un gold standard per la valutazione automatica dello spessore medio intimale. Tramite tale software, l’operatore deve solo indicare la regione di interesse dove le immagini relative al distretto vascolare in studio devono essere analizzate. Questo ha consentito di ottenere misure affidabili e altamente ripetibili. Il calcolo del CS Score è stato ottenuto tramite revisione delle immagini su workstation dedicata in accordo alla letteratura [9].

Rispetto al protocollo originale non sono state eseguite alcune misurazioni: 
Grasso pericardico: E' stato ipotizzato che il grasso pericardico, a lungo ritenuto metabolicamente inerte, possa essere considerato un biomarcatore di rischio cardiovascolare. Nella stesura del protocollo in aggiunta a marcatori sicuramente solidi e frutto di evidenze ottenute da ampie popolazioni, si era pensato di inserire anche questo nuovo parametro. Tuttavia alcuni fattori ci hanno dissuaso dal procedere alle misure: 1. la mancanza di valori di riferimento di normalità; 2. la mancanza di standardizzazione nella misurazione eco; 3. la mancanza di uno standard indipendente che si può ottenere soltanto con le alte tecnologie come TC e risonanza magnetica; 4. la necessità di associare a questa misura biomarcatori circolanti di attivazione vascolare e metabolica che non erano previsti dal progetto; 4. la difficoltà di ottenere esami ecocardiografici completi che potessero consentire una misura accurata.

Misurazione del QT: Questo parametro non è stato misurato perché non è stato possibile eseguire gli elettrocardiogrammi per motivi organizzativi.
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