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1. INTRODUZIONE

1.1 SINDROME METABOLICA

La Sindrome Metabolica (MetS), detta anche sindrome X, sindrome da
insulinoresistenza, sindrome di Reaven!, & una costellazione di fattori di rischio
(resistenza all'insulina, iperinsulinemia, tolleranza al glucosio, Diabete Mellito di
Tipo 2 (DMT2), obesita viscerale, dislipidemia aterogena e / o alta pressione
sanguigna) fra loro correlati che concorrono ad aumentare la possibilita di sviluppare
patologie a carico dell'apparato circolatorio®*: (1) I'obesita e la mancanza di attivita
fisica contribuiscono allo sviluppo della resistenza all'insulina, associata ad aumenti
della concentrazione dei trigliceridi e delle particelle lipoproteine a bassa densita e
diminuzioni della lipoproteina ad alta densita di colesterolo (High  Density
Lipoprotein  Cholesterol, HDL-C), favorendo la formazione di placche
aterosclerotiche, comportando I’insorgenza di malattie cerebro-cardiovascolari®; (2)
la resistenza all'insulina contribuisce a livelli piu elevati di insulina e glucosio sierico,
precursori dello sviluppo del DMT2% (3) iperinsulinemia provoca eccessiva
ritenzione renale del sodio e aumento della pressione sanguigna’; (4) l'alterazione
dell'espressione cellulare intrinseca dei fattori endoteliali provoca un aumento della
pressione sanguigna associata alla disfunzione endoteliale e alla ridotta produzione di
Ossido Nitrico (NO)2. Oltre alla predisposizione genetica, ci sono importanti fattori
ambientali che possono influenzare la patogenesi di MetS; uno stile di vita malsano
(troppo cibo e poca attivita fisica) puo influire negativamente su tutte le

caratteristiche della MetS°.

1.1.1 Obesita
L’obesita, secondo la definizione dell’Organizzazione Mondiale della Sanita (OMS),
e una condizione caratterizzata da eccessivo peso corporeo per accumulo di tessuto

adiposo in misura tale da influire negativamente sullo stato di salute. Questo eccesso



di peso corporeo si ripercuote negativamente su tutto 1’organismo costituendo di per
sé un serio fattore di rischio per le principali malattie croniche: malattie
cardiovascolari (in particolare infarto e ictus)!, ipertensione, DMT2, MetS, alcune
forme di tumori®t,

L’obesita ¢ causata nella maggior parte dei casi da stili di vita scorretti: da una parte,
un’alimentazione ipercalorica e dall’altra un ridotto dispendio energetico a causa
della sedentarieta.

Secondo dati dell’OMS 1’obesita rappresenta uno dei principali problemi di salute
pubblica a livello mondiale perché la sua prevalenza a livello globale e raddoppiata
dal 1980 ad oggi'?; nel 2008 si contavano oltre 1,4 miliardi di adulti in sovrappeso (il
35% della popolazione mondiale); di questi oltre 200 milioni di uomini e oltre 300
milioni di donne erano obesi (I’11% della popolazione mondiale)'®. L’ obesita sta
assumendo le proporzioni di una vera e propria epidemia®®.

Negli ultimi anni e stato evidenziato il ruolo del tessuto adiposo come organo con
funzioni immuno-metaboliche-endocrine; cio potrebbe giustificare 1’azione diretta
dell’obesita nel determinare la sindrome metabolica. L’obesita rappresenterebbe,
secondo la teoria dello “stato inflammatorio” uno stato cronico di infiammazione, nel
quale le molecole prodotte dai macrofagi infiltrati negli adipociti altererebbero
lattivita fisiologica delle B-cellule pancreatiche modificando la secrezione
insulinica®®. Inoltre, & stato evidenziato che il tessuto adiposo viscerale ¢ in grado di
determinare delle interferenze con [Dattivita del sistema renina-angiotensina-
aldosterone, di produrre adipochine (quali la leptina, resistina, visfatina e
adiponectina)'®'’, di produrre molecole protrombotiche come il Plasminogen
Activator Inhibitor-1 (PAI-1) e di secernere citochine proinfiammatorie come il
Tumor Necrosis Factor- o (TNF- ) e le Interleuchine 1 e 6 (IL-1 e IL-6)8. In tutti i
mammiferi, il tessuto adiposo si differenzia in tessuto adiposo bianco (WAT, White
Adipose Tissue) e in tessuto adiposo bruno (BAT, Brown Adipose Tissue). Il WAT

ingloba trigliceridi e funge da riserva energetica per I’organismo, il BAT, invece,



possiede la capacita di produrre calore per mantenere 1’omeostasi termica in seguito a
stress termogenici'®. Una caratteristica distintiva del tessuto adiposo & la notevole
plasticita che gli consente di adeguarsi alle diverse esigenze energetiche
dell’organismo: 1 grandi adipociti del tessuto adiposo bianco sarebbero in grado,
come risposta a stimoli ormonali e/o ambientali, di convertirsi in elementi cellulari
piu piccoli che “bruciano” le riserve di grasso attivando opportuni meccanismi
termogenici (mitocondriogenesi e lipolisi), proprio come accade negli adipociti del
tessuto adiposo bruno?. Fino a qualche tempo fa si pensava che gli adipociti fossero
solamente depositari di acidi grassi liberi (FFA, Free Fatty Acid). Ad oggi, invece, si
sa che essi rilasciano ormoni, i quali vanno a modulare la massa di grasso corporeo.
L’attitudine endocrina del tessuto adiposo si manifesta con la produzione di due
principali target metabolici: la leptina e 1’adiponectina. La leptina ha un ruolo
fondamentale nella regolazione del bilancio energetico attraverso due meccanismi:
introito di cibo e consumo energetico; essa viene secreta dal tessuto adiposo in
sinergia con l’aumento dei valori ematici di insulina e “comunica” a livello
ipotalamico riducendo 1’appetito e inducendo sazieta?!. Inoltre, si & visto che esiste
una correlazione lineare tra i livelli circolanti di leptina e la massa adipocitaria totale:
I’espressione della leptina ¢ direttamente proporzionale alla quantita di tessuto
adiposo presente??. Tuttavia, gli alti livelli di leptina nei soggetti obesi non inducono
senso di sazieta, determinando cosi una situazione definita leptina-resistenza. L’altro
importante signaling metabolico prodotto dal tessuto adiposo ¢ 1’adiponectina,
espressa abbondantemente nell’adipocita, ma al contrario di altre adipochine, 1 suoi
livelli plasmatici sono ridotti nell’adiposita addominale. I livelli plasmatici di questa
sostanza risultano diminuiti anche nei soggetti di sesso maschile e nei soggetti di
sesso femminile in menopausa, nei pazienti diabetici, nei soggetti con
ipertriglicedemia, nei soggetti con ipertensione arteriosa, e nei soggetti con
cardiopatia ischemica. Si & osservato che quest’ormone migliora la sensibilita

insulinica nel tessuto adiposo, nel muscolo e nel fegato; inoltre, favorisce



I’ossidazione dei lipidi, migliora la vasodilatazione endotelio-dipendete; riduce
I’espressione delle proteine di adesione; contrasta gli effetti negativi sulla funzione
endoteliale delle LDL ossidate; inibisce la differenziazione dei monociti e la
formazione di cellule schiumose; ha anche azione antitrombotica riducendo
I’aggregazione piastrinica e la formazione di trombi. Quindi I’adiponectina possiede
importanti proprieta antiinflammatorie e antiaterogene. | soggetti che posseggono
elevati livelli plasmatici di adiponectina percio hanno un rischio significativamente
ridotto di eventi cardiovascolari®?. L’obesita pud essere considerata sia come
un’ipertrofia dovuta a un aumento del numero di adipociti, che costituiscono il
tessuto adiposo, sia un’iperplasia dello stesso ed ¢ quindi dovuta a un abnorme
aumento del contenuto cellulare di adipociti (lipidi).

Per definire I’eccesso di peso si puo far riferimento al Body Mass Index (BMI), che
rappresenta il rapporto tra il peso (espresso in kg) e ’altezza al quadrato (espressa in
metri). Il BMI ¢ il parametro di misura piu diffuso ed utilizzato per gli studi clinici ed
epidemiologici ed ¢ stato convalidato dall’OMS. Esiste una classificazione del grado
di obesita che, in base al valore del BMI, prevede la suddivisione degli individui
obesi in tre classi.

E possibile procedere ad una stratificazione del rischio relativo di comorbidita
valutando il rischio come lieve, moderato, elevato o molto elevato in rapporto al
passaggio dal semplice sovrappeso alle tre classi dell’obesita, riservando la massima
classe di rischio alla sottopopolazione dei super-obesi (classe 111)%°.

L’indicazione al trattamento chirurgico della grande obesita Si pone quando ripetuti
tentativi dietetico-farmacologici non hanno un successo e 1’obesita, nonché la
presenza di patologie ad essa correlate, aumentano i fattori di rischio per la salute del
paziente. L’obeso “chirurgico” ¢ il paziente con un BMI > 40 Kg/m? 0 > 35 Kg/m? se
all’obesita sono associate altre complicanze mediche (diabete o ipertensione)?®. La

chirurgia bariatrica per via laparoscopica si pone in questo contesto come una vera e



propria terapia e puo essere considerata come 1’unica chirurgia capace di diventare

terapia per una malattia medica (Figura 1).
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Figura 1. Classificazione dell’Indice di Massa Corporea (Kg/m?).

E, infatti, ormai chiaro che la perdita di peso ottenuta dopo la chirurgia bariatrica, ed
in particolar modo dopo bypass gastro-intestinale, ¢ in grado di curare il diabete,
I’ipertensione arteriosa e la dislipidemia che sono le patologie mediche piu
frequentemente associate all’obesita?’8,

Esistono altri indici, come il rapporto vita-fianchi (WHR, Waist to Hip Ratio), che
misurano aspetti differenti della composizione corporea e della distribuzione del
grasso corporeo. Diversi studi hanno dimostrato che il WHR € un predittore di
anormalita metaboliche piu utile degli indici di sovrappeso e quindi il BMI, poiché é
confermato che non solo & importante considerare quanta massa grassa si abbia, ma
anche dove essa sia distribuita. Infatti, se la massa grassa € localizzata a livello dei
fianchi si pud considerare meno pericolosa per la salute rispetto all’accumulo della

stessa a livello addominale e si tende a considerare 1’individuo meno esposto al

rischio di malattie cardiovascolari e di diabete. La spiegazione di questo fenomeno



sembrerebbe risiedere nel fatto che gli adipociti del tessuto adiposo addominale
scindono rapidamente i lipidi immagazzinati e riversano nel circolo ematico gli acidi
grassi prodotti, fatto che puo causare un aumento pericoloso dei livelli di trigliceridi e
di glucosio nel sangue. Nel corso degli anni moltissimi ricercatori hanno confermato
e ampliato questi risultati e hanno dimostrato anche che, quando alti valori ematici di
acidi grassi arrivano alle cellule muscolari, queste ultime hanno difficolta a prelevare
glucosio dal circolo e cio porta all’aumento dei livelli ematici di glucosio e un
aumentato rischio di manifestare poi il DMT2 (Figura 2). Inoltre, gli acidi grassi
provenienti dagli adipociti siti in addome hanno accesso diretto al fegato, attraverso la
vena porta, dove interferiscono con il normale processo di metabolizzazione
dell’insulina e di conseguenza aumentano i livelli ematici di insulina rendendo i
miociti scheletrici, gli adipociti e gli epatociti meno sensibili all’ormone, condizione

che incrementa ulteriormente i livelli di glucosio ematico?®.
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1.1.2 Diabete
Il Diabete Mellito (DM) e un gruppo di diversi disordini metabolici di varia eziologia
(fattori  genetici, ambientali, familiari e comportamentali) che determina
un’alterazione del metabolismo glucidico, lipidico e proteico, la cui caratteristica
principale ¢ 1’aumento della concentrazione ematica di glucosio (iperglicemia).
L’iperglicemia ¢ il risultato del difetto di secrezione o di attivita dell’insulina, o, piu
frequentemente, dalla combinazione dei due meccanismiC.
In accordo con I’American Diabetes Association (ADA) il principale segno é
I’iperglicemia random > 200 mg/dl o > 126 mg/dl a digiuno, causata da un difetto
secretivo di insulina o da una condizione definita “insulino-resistenza”, che determina
una mancata risposta all’azione ipoglicemizzante dell’insulina secreta in circolo; tale
iperglicemia € generalmente accompagnata da alcuni sintomi quali: poliuria,
polifagia, polidipsia e calo ponderale®,
Il DM pud manifestare delle complicanze che posso essere sia acute che croniche. Tra
le acute riconosciamo la chetoacidosi, che colpisce tipicamente il Diabete Mellito di
Tipo 1 (DMT1), e la sindrome iperglicemica iperosmolare non chetosica; mentre le
croniche possono essere distinte in macroangiopatia (aterosclerosi precoce) e
microangiopatia (retinopatia, nefropatia, neuropatia), inoltre la macroangiopatia e la
neuropatia sono responsabili della comparsa del piede diabetico. Queste complicanze
croniche sono causa di disabilita ed elevata morbilita e mortalita®.
L’attuale classificazione del DM si fonda su criteri eziopatogenetici, a differenza
delle precedenti classificazioni, basate sull’eta di insorgenza o sul trattamento
terapeutico, che sono state completamente abbandonate. Si distinguono:

» Diabete mellito di tipo 1

+ Diabete mellito di tipo 2
Gli altri tipi di diabete sono:

* Il Diabete Autoimmune Latente dell’Adulto (LADA) noto per la sua

insorgenza in eta adulta e per la presenza di marcatori immunitari tipici del DMTL.



La patogenesi non e ancora chiara, ma si ipotizzano diversi insulti che posso colpire
la B-cellula pancreatica in soggetti che sono geneticamente predisposti, conducendo a
un piu lento e graduale declino della loro funzione rispetto a cio che si osserva nel
DMT1%.

« Il MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young, diabete di tipo adulto a
esordio giovanile) € una forma monogenica di diabete a trasmissione autosomica
dominante. Si conoscono 6 difetti genetici, che attraverso meccanismi differenti,
determinano un deficit della funzione della B-cellula. Questo tipo di diabete,
generalmente, insorge prima dei 25 anni di eta e non sono presenti markers di
autoimmunita. La trasmissione ereditaria dominante, presente in almeno 3
generazioni, e utile alla determinazione di questo particolare tipo di diabete. Il
controllo glicometabolico viene mantenuto senza insulina per circa due anni dalla
diagnosi®.

« Il Diabete Mellito Gestazionale (DMG) & un diabete diagnosticato per la
prima volta durante la gravidanza. Colpisce circa il 4% delle donne gravide, poiché
durante la gravidanza, fisiologicamente, si instaura uno stato di insulino-resistenza
che aumenta la richiesta di insulina. La maggior parte delle donne colpite ritorna a
uno stato di normale tolleranza glucidica dopo la gravidanza, tuttavia tali donne
presentano un aumentato rischio di sviluppare il DM nel corso della loro vita.

Il DMTL1 e causato da una distruzione delle B-cellule pancreatiche che conduce a un
deficit assoluto di insulina con necessita di terapia insulinica sostitutiva per prevenire
I’insorgenza di chetoacidosi. Distinguiamo due forme di diabete di tipo 1:

e sottoclasse 1A, a eziologia autoimmune e

e sottoclasse 1B, a eziologia idiopatica.

La sottoclasse 1A ¢ caratterizzata dalla distruzione delle B-cellule pancreatiche ad
opera delle cellule effettrici immunitarie che reagiscono contro antigeni endogeni
delle B-cellule e nel siero dei pazienti si riscontra la presenza di autoanticorpi. La

patogenesi deriva da una combinazione di suscettibilita genetica (presenza di HLA



correlati, nella maggior parte dei casi, ma sono coinvolti anche geni non HLA) e
fattori ambientali (infezioni da parotite, rosolia, coxsackie B o citomegalovirus). Il
tipo 1B non presenta evidenza di autoimmunita (10%) o correlazioni HLA, é
caratterizzato da una perdita delle B-cellule e insulinopenia permanente e tendenza a
sviluppare chetoacidosi. Il DMT1 rappresenta circa il 5-10% dei casi ed é il sottotipo
maggiormente diagnosticato nei pazienti al di sotto dei vent’anni’.

Probabilmente il DMT2 riconosce complesse intercause nonostante la specifica
eziologia non sia nota; difatti non vi sono n¢ segni di distruzione autoimmune delle 3-
cellule, né di altre cause note di DM e non & associato a particolari alterazioni HLA®,
Nonostante quest’incognita, i fattori genetici nel DMT2 hanno un’influenza piu
importante rispetto al DMT1; tanto e vero che la concordanza tra gemelli omozigotici
oscilla dal 70 al 90%. Inoltre, analizzando il fenotipo familiare, si e notato che
soggetti con un genitore diabetico hanno un rischio di sviluppare la malattia durante
la vita del 38%, mentre se ne sono affetti entrambi i genitori il rischio aumenta del
60%. Benché sia chiaro questo condizionamento genetico, raramente Sono
identificabili singoli geni responsabili di tali alterazioni, nella maggior parte dei casi
la malattia € poligenica e fortemente influenzata da fattori ambientali (obesita,
sedentarieta e elevato apporto calorico)®. 11 deficit funzionale della B-cellula ha un
ruolo chiave nella patogenesi del DMT2. Difatti nei pazienti diabetici I’insulinemia a
digiuno e notevolmente bassa in proporzione ai livelli glicemici, ma in valore
assoluto pud essere aumentata; questo si realizza perché la risposta dell’insulina
all’introito orale di glucosio ¢ ridotta; invece, quando il glucosio ¢ infuso per via
endovenosa manca la risposta insulinica precoce (fase cefalica) e viene conservata
quella tardiva cosi come la risposta ad altri stimoli, quali aminoacidi, glucagone,
sulfaniluree e i B-agonisti®>. Una recente ipotesi sulla patogenesi dell’insulino-
resistenza si concentra su un difetto della via di segnale della Fosfatidilinositolo-3-
Chinasi (PI3-K) che e in grado di determinare sia una ridotta traslocazione del

GLUT4 sulla membrana plasmatica sia altre alterazioni; tuttavia non tutte le vie di



trasduzione del segnale dell’insulina sono resistenti agli effetti dell’insulina, basti
pensare a quelle vie trasduzionali che controllano il differenziamento e la crescita
cellulare, quindi I’iperinsulinismo potrebbe incrementare 1’azione insulinica
attraverso queste vie. Un’altra ipotesi sulla patogenesi del DMT2 pone 1’attenzione su
degli aspetti comuni dell’obesita, ovvero elevati livelli di acidi grassi liberi ¢ un
accumulo di trigliceridi intracellulari, sia a livello muscolare che a livello epatico,
determinando lipotossicita e questo meccanismo contribuirebbe al deterioramento
della B cellula®®. Diversi studi condotti su modelli animali hanno evidenziato come
I’incremento di trigliceridi nelle [ cellule pancreatiche si manifesta prima
dell’instaurarsi dello stato iperglicemico, probabilmente per una competizione
metabolica tra i substrati, trigliceridi e glucosio; tale competizione potrebbe spiegare
la resistenza all’insulina, cid ¢ dimostrato dal fatto che I’accumulo dei lipidi nei
muscoli precede di molti anni I’insorgenza del diabete. A tal proposito, risulta
interessante 1’identificazione di un polimorfismo, geneticamente determinato, del
coattivatore del recettore vy, il quale viene attivato dalla proliferazione dei perossisomi
(Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma Coactivator 1-Alpha, PPAR-
v), siglato PGC-1; é stato dimostrato che soggetti in sovrappeso e con storia familiare
di DMT2 hanno una diminuita espressione di PGC-1 anche quando la tolleranza ai
glucidi & ancora normale®; quindi I’identificazione di questo polimorfismo potrebbe
portare luce circa I’incerta patogenesi del DMT2. Il PGC-1 & un coattivatore
trascrizionale fondamentale per la sintesi di enzimi mitocondriali, utili per la B-
ossidazione degli acidi grassi; dunque un’alterazione dell’attivita del PGC-1 si
traduce in una scorretta ossidazione degli acidi grassi intracellulari, per cui i
trigliceridi tenderanno ad accumularsi nelle cellule. Questo meccanismo ci consente
di spiegare sia I’insulino-resistenza del tessuto muscolare, ma anche la stretta
correlazione tra DMT?2 e I’aumento ponderale fino all’ obesita®*.

Vi &, quindi, un nesso tra i fattori esogeni e 1’insorgenza del DMT?2; difatti un

aumento ponderale determina un’incrementata sintesi di trigliceridi ed ¢ chiaro che,
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qualora fosse presente un difetto di ossidazione degli acidi grassi, il loro accumulo
intracellulare sarebbe fondamentale nell’insorgenza tanto della insulino-resistenza
quanto di una ridotta funzionalita delle B-cellule pancreatiche. Di contro, sia la
riduzione del peso corporeo che I’esercizio fisico, inibirebbero queste reazioni
tardando I’insorgenza del DMT2, proprio perché I’attivita fisica stimola I’espressione
genica nei mitocondri e la loro capacita ossidativa, probabilmente anche attraverso un
aumento dei livelli di PGC-1%. Inoltre, ¢ stato anche visto che I’invecchiamento
induce un declino fisiologico delle funzioni mitocondriali e diminuisce la velocita di
sintesi di Adenosina Trifosfato (ATP) nei muscoli, quindi anche I’invecchiamento
contribuisce a slatentizzare il difetto genetico alla base della patogenesi del DMT?2.
Ciononostante, vi sono ancora diversi punti da chiarire relativi all’assenza di una
costante e perfetta conseguenzialita tra incremento ponderale e suscettibilita al
DMT2%,

Il DMT2 e una delle piu grandi emergenze sanitarie globali del 21° secolo. La
prevalenza aumenta sempre piu, in accordo con i cambiamenti culturali e sociali.
Secondo la Fondazione Internazionale del Diabete (International Diabetes
Foundation, IDF) si stima che nel mondo 415 milioni di adulti tra i 20 e i 79 anni,
compresi i 193 milioni non diagnosticati, abbiano il diabete; statisticamente risulta
affetta 1 persona su 11. Inoltre si stima che 318 milioni di adulti abbiano /’Impaired
Glucose Tolerance (IGT) e che quindi siano a rischio di manifestare il DM. Entro la
fine del 2017, il diabete avra causato 5 milioni di morti e la spesa sanitaria aumentera
di circa 673 miliardi di dollari. Se questo incremento non viene arrestato, nel 2040 ci
saranno 642 milioni di persone con il DM,

Il DMT2 rappresenta un gruppo eterogeneo di disordini che vanno da una
predominante insulino-resistenza con deficit insulinico relativo a un difetto
predominante della secrezione di insulina con insulino-resistenza. Questa forma puo
non manifestarsi per anni, in quanto 1’iperglicemia ¢ frequentemente asintomatica: la

diagnosi viene effettuata per riscontro occasionale e spesso quando le complicanze
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sono gia in atto®. L’evoluzione naturale della malattia conduce a manifestazioni
macrovascolari e microvascolari, che determinano danno d’organo e disabilita e
conseguentemente morbilita e mortalitd®’. La B-cellula & in grado di adeguarsi alle
variazioni dell’attivita dell’insulina, dunque quando si riduce I’attivita dell’insulina,
essa viene compensata da un’aumentata secrezione di insulina della B-cellula stessa.
La risposta della B-cellula riesce a mantenere I’omeostasi glucidica nelle fasi precoci
della malattia. Nelle fasi avanzate di insulino-resistenza la B-cellula non € piu in
grado di soddisfare la richiesta via via crescente di insulina e si sviluppa il diabete®.
L’insufficienza della B-cellula e una caratteristica del DMT2, il cui declino funzionale
comincia circa 10 anni prima della diagnosi di diabete, ovvero quando la funzione p3-
cellulare e ridotta intorno al 30%. In questa fase la secrezione insulinica non riesce a
compensare la resistenza a tale ormone e la malattia metabolica diventa manifesta con
sintomi e segni clinici. In sintesi, la patogenesi del DMT2 scaturisce da due fattori
determinanti: da un lato la resistenza insulinica e dall’altro il declino nel tempo della
funzionalita delle p-cellule pancreatiche che vengono continuamente iperstimolate®?.
L'insulino-resistenza & quella condizione in cui gli effetti biologici dell’insulina
(rimuovere il glucosio circolante da parte del muscolo scheletrico, oppure sopprimere
la gluconeogenesi epatica) non sono al pari di quanto atteso. Questo & cio che accade
anche nel DMT2, ma tale resistenza e relativa, poiche gli aumentati livelli di
insulinemia normalizzano la glicemia; tuttavia la ridotta sensibilita e la ridotta
risposta massimale inducono una riduzione generale dell’utilizzo massimo di
glucosio dal 30 al 60% in meno rispetto ai soggetti sani. In sintesi, la resistenza
all’azione dell’insulina altera 1’utilizzo del glucosio da parte dei tessuti normalmente
insulino-sensibili e aumenta la gluconeogenesi epatica; entrambi gli effetti derminano
un innalzamento dei valori glicemici ematici (iperglicemia), tipici del diabete®.

Un peggioramento dell’insulino-resistenza e il progressivo declino funzionale della 3-
cellula pancreatica rappresentano, dunque, i principali elementi della progressione del
DMT?2. Rilevanti studi clinici come I’'UKPDS (United Kingdom Prospective Diabetes
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Study)® e lo studio ADOPT (A Diabetes Outcome Progression Trial)*® hanno
evidenziato come il progressivo peggioramento del compenso glicemico, fosse
strettamente correlato alla perdita funzionale della B-cellula pancreatica; questo
fenomeno era presente indipendentemente dall’approccio terapeutico con cui erano
stati trattati i pazienti. Inoltre questi studi clinici hanno dimostrato che la velocita di
progressione del declino della B-cellula € diversa tra i vari farmaci studiati, ma, pur
variando la velocit, risulta un processo inevitabile negli anni®®.

La sua cronicita e I’aumento notevole dell’incidenza, sempre piu in giovane eta,
rende indispensabile la ricerca di una scelta terapeutica che abbia lo scopo di
stabilizzare le fasi di scompenso al fine di prevenire 1’insorgenza di complicanze.
Trials clinici hanno fornito un contributo fondamentale nel panorama mondiale del
diabete evidenziando come lo sviluppo di complicanze vascolari si associ
chiaramente agli stati di ipergligemia®*“? e come I’utilizzo di farmaci innnovativi
possa ridurre il rischio di eventi cardio-metabolici per i vari effetti pleiotropici che
svolgono. Alla luce di questa osservazione risulta evidente come il compito del
medico sia proprio quello di mantenere un controllo della patologia attraverso il
raggiungimento di target glicemici il piu vicino possibile ai livelli di euglicemia.
Inoltre, dovendo agire in un’ottica di prevenzione ¢ di estrema importanza il
monitoraggio dei parametri che correlano con un alto rischio di sviluppare le
complicanze tipiche del DMT2. Altrettanto utile é il riconoscimento precoce dei
soggetti a rischio di sviluppare il DMT2 per poter intervenire con strategie
terapeutiche utili nelle fasi iniziali della malattia e quindi mirate verso i difetti

iniziali.
1.1.3 Dislipidemia

Con dislipidemia si intende una condizione clinica caratterizzata da anomalie del

metabolismo lipidico e lipoproteico; cio comporta una variazione delle concentrazioni
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plasmatiche di lipidi e lipoproteine. I lipidi piu importanti nell’organismo umano
SONo:
« Acidi grassi;

 Trigliceridi;

Colesterolo;

+ Lecitine.
Le dislipidemie possono essere classificate in primitive (su base genetica) e
secondarie (0 acquisite).
Le forme primitive sono dovute ad alterazioni metaboliche di tipo ereditario, le quali
possono essere di tipo monogenico o poligenico, coinvolgenti cioé uno o piu geni
attivi nel metabolismo delle lipoproteine; si sono osservate comunque influenze di
tipo ambientale dovute al tipo di alimentazione dei soggetti.
Le forme secondarie sono dipendenti dalla presenza di un’altra malattia, la quale
causa un’alterazione del metabolismo lipidico, o dall’utilizzo di farmaci o altre
sostanze esogene che possono interferire sulle medesime vie metaboliche.
La prima classificazione delle dislipidemie fu proposta da Friedrickson nel 1967
(Tabella 1) e successivamente fatta propria dall’OMS. Essa distingue sei profili
lipoproteici plasmatici (fenotipi) caratterizzati in base all’aumento selettivo di alcune

classi lipoproteiche®.

Fredrickson Classification of the Hyperlipidemias

Ehanatybe Lipoprotein(s) :-_S-E::i;:w_;t-d Ee_rr;;_ce Relafive

Sralype alevated - :cf_ cantration frequency, %
1 Chwlomicrons Mormalto T e <1

Ila LDl ™ Marmal 10

1b LbLandViOL | T e 40

111 DL M M <1

IV VLDL Normalte T T 45
r M M Shomod

\ ::Irrl'vrljcltrr?iZS: ns e -

Tabella 1. Classificazione delle dislipidemie di Friedrickson.
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Le malattie cardiovascolari sono la principale causa di morte nei paesi
industrializzati. In Italia, secondo i dati raccolti tra il 1998 e il 2002 dal Progetto
Cuore*, che misura i fattori di rischio cardiovascolare (CV) in campioni di
popolazione adulta (uomini e donne di eta compresa fra 35 e 74 anni), il 21% degli
uomini e il 23% delle donne é ipercolesterolemico (colesterolemia totale uguale o
superiore a 240 mg/dl, o sotto trattamento specifico), mentre il 37% degli uomini e il
34% delle donne ¢ in una condizione definita borderline (colesterolemia compresa fra
200 e 239 mg/dl). Nella popolazione anziana (uomini e donne di eta compresa fra 65
e 74 anni), il 24% degli uomini e il 39% delle donne sono ipercolesterolemici; il 36%
degli uomini e il 38% delle donne e borderline. Oltre agli anziani, le donne in
menopausa (eta media 62 anni) costituiscono una classe particolarmente a rischio di
ipercolesterolemia: in lItalia, il 36% delle donne in menopausa ha il valore della
colesterolemia totale uguale o superiore a 240 mg/dl, oppure € sotto trattamento
farmacologico specifico, mentre il 38% é in una condizione borderline. Per quanto
riguarda il trattamento farmacologico, nel nostro paese, solo il 13% dei soggetti
ipercolesterolemici di sesso maschile ¢ trattato in modo adeguato (sotto trattamento e
con colesterolemia totale inferiore a 240 mg/dl), mentre il restante 81% dichiara di
non essere sottoposto ad alcun trattamento farmacologico. Gran parte della
popolazione di Paesi con diversi livelli di reddito ignora 1’esistenza delle cure per
I’ipercolesterolemia oppure non viene trattata in caso di diagnosi positiva.

Ormai é stato confermato da numerosi studi clinici che vi & una relazione tra la
quantita di lipidi nel siero e il rischio di malattie cardiovascolari: in particolare si e
visto che I’elevato livello di colesterolo delle lipoproteine a bassa densita (low density
lipoprotein, LDL) rappresenta uno dei principali fattori di rischio. Vi sono quindi
alcuni fattori di rischio che devono essere trattati per effettuare una prevenzione
efficace: fumo, ipertensione, diabete, obesita e dislipidemia, che comprende
trigliceridi elevati, bassi livelli di HDL-C ed alti livelli di LDL-C*. Tra questi, uno

dei piu diffusi € I’ipercolesterolemia, la quale ¢ uno stato di alterazione patologica in
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cui si ha un eccesso di colesterolo sierico, sia totale che legato alle proteine
plasmatiche. Questa condizione di alterazione, se non adeguatamente trattata,
determina un rischio per la salute, poiché porta ad una maggiore probabilita di
sviluppare 1’aterosclerosi, una patologia che consiste nella formazione di placche di
colesterolo, le quali si depositano sulla parete delle arterie, andando a causarne
I’occlusione, con conseguenti ripercussioni sulla circolazione sanguigna periferica, e
puo dare origine a trombi e di conseguenza causare infarti ed ictus. Oltre ad una
ipercolesterolemia esogena, dovuta ad una inadeguata alimentazione, esiste anche
un’ipercolesterolemia familiare, un disordine genetico ad ereditarietd dominante, in
cui si hanno alterazioni funzionali o strutturali del recettore per le LDL; cio causa
uninadeguato “uptake” (assorbimento) di colesterolo nelle cellulee di conseguenza i
livelli ematici di colesterolo sono superiori alla norma, anche 3 o 4 volte superiori.

La dislipidemia aterogena ¢ una condizione clinica caratterizzata da un’anomala
concentrazione di lipidi nel sangue. Le LDL nell’'uomo sono una classe di
lipoproteine plasmatiche estremamente eterogenea. Per quanto riguarda le loro
dimensioni (size), sono stati identificati due differenti fenotipi, chiamati “pattern A”
(LDL grandi e leggere), e “pattern B” (LDL piccole e dense)*. La dimensione delle
LDL e direttamente proporzionale ai livelli plasmatici di HDL-colesterolo ed
inversamente proporzionale ai livelli plasmatici di trigliceridi. La presenza
contemporanea di LDL piccole e dense, di ridotti livelli di HDL-colesterolo e
aumentati livelli di trigliceridi ¢ stata definita come la “triade lipidica” o “fenotipo
lipoproteico aterogeno” (atherogenic lipoprotein phenotype)*’.

Negli ultimi anni si ¢ molto dibattuto sull’efficacia delle dimensioni delle LDL come
fattore predittivo di eventi cardiovascolari, e recentemente una predominanza di LDL
piccole e dense é stata accettata come un emergente fattore di rischio cardiovascolare
da parte del National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel Il
(NCEP ATP I11)*,
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Questa predominanza di LDL piccole e dense (pattern B) é stata osservata nel 30%
circa degli uomini adulti, nel 5-10% dei giovani uomini e delle donne con eta < 20, e
nel circa 15-25% delle donne in post menopausa**®2. La concentrazione e le
dimensioni delle LDL sono geneticamente influenzate, con un’ereditabilita che varia
dal 35-45%, con un modello autosomico dominante o co-dominante e vari effetti
additivi e poligenici. Vi ¢ anche un’influenza di tipo non genetico e ambientale
sull’espressione di questo fenotipo: alcuni esempi sono 1’uso di contraccettivi orali
(che portano ad un aumento delle LDL piccole e dense)*® o 1’alimentazione (una dieta
ricca di carboidrati pud portare al pattern B in quei soggetti predisposti
geneticamente). Inoltre, la predominanza delle LDL piccole e dense si trova
comunemente in associazione a disturbi familiari del metabolismo delle lipoproteine,
come [’iperlipidemia familiare combinata, 1’iper-beta-lipoproteinemia e 1’ipo-alfa-
lipoproteinemia, associati ad un maggior rischio di malattia coronarica prematura®®.
Durante i numerosi studi sull’associazione tra LDL e rischio cardiovascolare, si €
cercato di capire a cosa fosse dovuto questo aumento di eventi cardiovascolari e a tal
proposito sono state avanzate numerose ipotesi sul perché le LDL piccole e dense
fossero aterogene. Si € visto che le LDL piccole e dense sono piu facilmente
assimilate dal tessuto arterioso rispetto alle LDL larghe e leggere®, suggerendo un
maggiore trasporto trans-endoteliale delle particelle di minore dimensione. Inoltre, si
e osservato un ridotto “uptake” di questo tipo di LDL. Le proprieta alterate dello
strato lipidico superficiale associato ad un ridotto contenuto di colesterolo libero e
maggiore contenuto di acidi grassi polinsaturi potrebbe anche contribuire a una
maggiore suscettibilita ossidativa delle LDL piccole e dense.

Numerosissimi studi mostrano un’associazione significativa tra concentrazione di
LDL piccole e dense e I’aumento del rischio di malattia coronarica (Coronary Heart
Disease, CHD)®. E’ stata osservata che I’infarto acuto del miocardico e il fenotipo
delle lipoproteine aterogene condividono una serie di alterazioni metaboliche, tra cui

modificazioni dei lipidi plasmatici e lipoproteine (un aumento di trigliceridi e una
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riduzione nelle concentrazioni di LDL e HDL®Y) nonché un relativo assorbimento di
glucosio mediato dalla resistenza all’insulina. Queste alterazioni lipidiche hanno una
grande rilevanza clinica, poiché devono essere prese in considerazione quando si

tratta di prendere decisioni riguardo la terapia da applicare.

1.1.4 Steatosi Epatica

La steatosi epatica non alcolica (Non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD)
rappresenta una delle principali comorbidita sviluppate dai pazienti affetti da Mets®?.
| dati osservazionali dimostrano, infatti, che la NAFLD presenta la sua maggiore
prevalenza nei pazienti obesi (BMI > 30 kg\m?) e che I'insulino-resistenza, il Diabete
Mellito di tipo 2 e l'iperlipidemia sono strettamente correlati alla patogenesi di essa>.
La prevalenza di NAFLD nella popolazione generale e del 20-40%, strettamente
connessa alla prevalenza dell'obesita®.

La NAFLD viene definita come uno spettro di lesioni istologiche che vanno dalla
semplice steatosi ad un modello pit complesso caratterizzato da lesioni epatocitarie
ed inflammazione (Figura 3). La NAFLD é comunemente classificata in NAFLD
(Non-Alcoholic Fatty Liver Disease) e NASH (Non-Alcoholic Steatohepatitis). In
realta, oggi sappiamo che questa classificazione dicotomica non e sufficiente e con
molta probabilita esistono delle classi istopatologiche intermedie®>*®. La NAFLD
interessa un ampio gruppo di pazienti ed € caratterizzata dallo sviluppo di steatosi
semplice, ovvero dall'accumulo dei trigliceridi in eccesso in almeno il 5% degli
epatociti e si identifica come condizione istologica benigna. La NASH ¢
caratterizzata da due principali entita istopatologiche: I'inflammazione lobulare e la
degenerazione balloniforme degli epatociti®®.

Circa la meta dei pazienti affetti da NASH sviluppa fibrosi ed ha un elevato rischio di
sviluppare cirrosi epatica metabolica e carcinoma epato-cellulare®. | pazienti affetti

da NAFLD hanno, inoltre, un notevole rischio di mortalita cardio-vascolare®?.
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L'insulino-resistenza, che, come abbiamo visto precedentente, gioca un ruolo
fondamentale nello sviluppo della MetS, sembrerebbe la protagonista nella
patogenesi (Figura 3) della NAFLD®’. Se & vero che l'insulino-resistenza ¢ alla base
dello sviluppo di NAFLD, a sua volta I'accumulo di lipidi a livello epatico favorisce
insulino-resistenza, creando un vero e proprio circolo vizioso. In particolare, gli studi
suggeriscono che alcuni intermedi lipidici, come i Dicilgliceroli (DAG), vanno ad
attivare la Proteina Chinasi Ce (PKCeg), che inibisce ulteriormente il recettore
dell'insulina a livello epatico e la sua segnalazione a valle®,

L’aumento dei livelli lipidici all’interno degli epatociti nei pazienti con NAFLD
risulta da uno squilibrio tra I’uptake degli acidi grassi, la sintesi dei trigliceridi de
novo ed il loro release tramite le Very Low Density Lipoprotein (VLDL)®%.

Abbiamo gia visto che, in presenza di insulino-resistenza, vi & un‘alterazione del
metabolismo lipidico. Viene meno l'azione anti-lipolitica dell'insulina a livello dei
tessuti periferici, soprattutto muscolo ed adipe, e viene promossa la lipolisi con
liberazione nel plasma di FFA che attraverso la vena porta raggiungono il fegato®.
Ad accumularsi a livello epatico non sono solo gli FFA rilasciati dai tessuti periferici,
ma anche gli acidi grassi provenienti dalla dieta. I chilomicroni che diffondono nel
post-prandium forniscono una certa quantita di acidi grassi, ma, poiche l'attivita di fat
storage da parte del tessuto adiposo del paziente obeso e/o insulino-resistente é
inefficiente, gli FFA si accumulano come grassi ectopici principalmente a livello
epatico. Inoltre, parte del carico lipidico epatico deriva dalla De Novo Lipogenesi
(DNL)%.

Il danno a livello epatico sembrerebbe dunque derivare dall'accumulo di FFA, ma
parlare solo di lipotossicita non & sufficiente. L'obesita e I'insulino-resistenza,
componenti centrali della MetS, sono associate ad una riduzione delle adipochine
anti-infiammatorie (adiponectina) e ad un aumentato rilascio di adipochine e
citochine pro-infiammatorie (Interleuchine, TNFo, CRP) che promuovono

I'attivazione di una serie di pathways inflammatori a livello epatico. Di fatto, la
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progressione da NAFLD a NASH si ha quando i meccanismi adattativi non riescono
piu a proteggere gli epatociti dalla lipotossicita causando infiammazione, stress

ossidativo e apoptosi®”°,

@ 1. Insulin resistance

2. Dysregulated lipid metabolism
N

/

+ Gut-derived bacterial toxins

( De novo I + Adipocytokine imbalance
i i » Mitochondrial dysfunction
- + Oxidative damage

s
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Oxid « Activation of pro-fibrogenic factors
| and pro-inflammatory mediators
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Figura 3. Patogenesi della NAFLD multi-step. Il primo step, rappresentato dall'insulino-resistenza,
induce disregolazione lipidica, lo sviluppo di steatosi semplice e rende gli epatociti suscettibili ai vari
fattori che nel complesso conducono a NASH e cirrosi, fra cui le tossine batteriche derivate dalla
barriera intestinale, lo squilibrio delle adipochine, la disfunzione mitocondriale, lo stress ossidativo,
I'apoptosi degli epatociti, l'attivazione di fattori pro-fibrotici e pro-infiammatori, I'attivazione delle
cellule epatiche stellate?,

Ad oggi la diagnosi di NAFLD si avvale della biopsia epatica e della valutazione
istopatologica, ma ulteriori studi dovranno essere svolti per trovare criteri diagnostici
di piu semplice utilizzo clinico. La biopsia epatica, infatti, non puo essere considerata
una procedura di screening per tutti i pazienti. Sia perché si tratta di una procedura
invasiva e potenzialmente dannosa, sia perché esistono dei limiti interni alla stessa
procedura della biopsia®2. Tra i metodi di indagine non invasiva pil utilizzati che
agevolano la diagnosi di steatosi epatica e fibrosi ricordiamo 1’indagine
ultrasonografica associata al FibroScan. Quest'ultimo ci permette di valutare il livello

epatico di stiffness®?,
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2. MARCATORI DIAGNOSTICI DEL RISCHIO CARDIOMETABOLICO

2.1 MARCATORI BIOMOLECOLARI

2.1.1 Citochine inflammatorie

Le piu recenti scoperte relative all’obesita evidenziano la costante associazione tra
questa patologia, I’insulino-resistenza e il diabete di tipo 11%4. L’obesita altera la
funzione endocrina e metabolica del tessuto adiposo portando ad una maggiore
espressione di citochine ad azione pro-infiammatoria, quali ad esempio IL-6 e TNF-q,
e a minor produzione di molecole anti-infiammatorie, come 1’adiponectina®. Tali
modifiche vanno a determinare quella che viene chiamata “infilammazione cronica di
basso grado”, che caratterizza 1’obesita e che ¢ coinvolta nello sviluppo delle
manifestazioni cliniche comuni a questa condizione quali aterosclerosi, ipertensione,
insulino-resistenza e dislipidemia®. Essa pud dunque spiegare, almeno in parte, la
patogenesi della sindrome metabolica e delle sue complicanze. Alla base di tale
meccanismo vi sono molteplici fattori, come ad esempio lo stato di ipossia che si
verrebbe a sviluppare nel tessuto adiposo del soggetto obeso. All’aumentare delle
dimensioni dei depositi adiposi, ’ossigenazione e la vascolarizzazione cellulare
adipocitaria e tissutale diventerebbero insufficienti® creando uno stato di ipossia
cellulare che determinerebbe una condizione di stress per il reticolo endoplasmatico,
contribuendo all’alterata produzione di adipochine®. In particolare, si & dimostrato
che in condizioni di ridotta concentrazione di ossigeno 1’espressione degli mRNA di
adiponectina e delle PPAR risulta inibita®. Diversi gruppi hanno dimostrato che un
eccesso di nutrienti porta all’attivazione di chinasi coinvolte nel signaling
dell’infiammazione come la c-Jun N-terminal kinase 1 (JNK), e la Nuclear factor
chain transcription in B cells, NF-kB kinase B (Kappa g Kinase, IKK) ed altre
ancora, contribuendo allo sviluppo dell’insulino-resistenza attraverso un incremento
della fosforilazione della serina del Recettore Insulinico (Insulin Receptor Substrate-

1, IRS-1), impedendo conseguentemente il normale pathway dell’insulina.
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Queste chinasi infiammatorie in particolare Protein Kinase RNA-activated (PKR),
JNK e IKK possono indurre una risposta infiammatoria anche senza agire
direttamente sulle molecole del signaling insulinico, ma attivando fattori di
trascrizione come AP-1, NF-kB ¢ IRF che determinano un aumento dell’espressione
genica di mediatori dell’infiammazione. La chinasi PKR puo inoltre andare a regolare
negativamente il fattore eukaryotic translation Initiation Factor 2a (elF2a) inibendo
la traduzione generale all’interno della cellula e influenzando negativamente la

funzione del reticolo endoplasmatico (Figura 4)"*.
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Figura 4. Effetti dell infiammazione nella funzione metabolica™.

Quando il Reticolo Endoplasmatico (RE) ¢ stressato a causa dell’accumulo di
proteine “unfolded”, si assiste all’attivazione dell’Unfolded Protein Response (UPR),
che a sua volta attiva una cascata di segnali che porta allo stress cellulare con
conseguente produzione di ROS e innesco di una risposta inflammatoria. L’'UPR ¢
guidata principalmente da tre proteine transmembrana: PERK, IRE-1 e ATF-6 che
risiedono nel RE e che attivano 3 diverse cascate di segnali. | tre signalings della
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UPR si intersecano con i pathways dell’inflammazione tra cui quello dell’NF-kB-
IKK e del JNK-AP1, portando ad un aumento dell’espressione di geni coinvolti nei
meccanismi infiammatori, come quelli che codificano per le citochine IL-1, IL-6, il
TNF-o e la Protein Chemoattractant Monociti 1 (MCP-1) (Figura 5)"%"".

Mitochondria
ER stress

W

Inflammatory
[ ~ mediators

APl |NF-xBj | Immune-response
= genes

Figura 5. Pathways attivati in seguito a stress del Reticolo Endoplasmatico che portano ad una
risposta infiammatoria.

Senza il corretto funzionamento e I’azione endocrina del tessuto adiposo, determinato
dall’eccesso di nutrienti e dallo stress degli organuli citoplasmatici, si assiste
all’aumento dell’infiammazione e all’inibizione dell’azione dell’insulina che portano
ad una disfunzione metabolica sistemica.

| depositi adiposi viscerali, rispetto a quelli sottocutanei, sono i maggiori determinanti
dei livelli circolanti di IL-6 di origine adiposa’® e, drenando direttamente nel circolo
portale citochine pro-inflammatorie, possono modulare direttamente [’attivita del
fegato nella sintesi di proteine della fase acuta, come la Proteina C-Reattiva (PCR) o

il PAI-17°. 1l tessuto adiposo viscerale sembra dunque svolgere un ruolo
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predominante rispetto al tessuto adiposo sottocutaneo nel determinare lo stato di
inflammazione sistemica che caratterizza 1’obesita. Il tessuto adiposo ¢ inoltre fonte
importante di TNF-a, mediatore precoce della risposta di fase acuta, prodotto
principalmente da macrofagi e adipociti®®. Esso aumenta in condizioni di obesita®-% e
partecipa all’inflammazione sistemica stimolando la produzione di chemochine, IL-6,
PCR, inducendo I’espressione di molecole di adesione leucocitaria®®, diminuendo
direttamente la sensibilita insulinica, aumentando la lipolisi negli adipociti ed
ostacolando I’adipogenesi tramite la regolazione del PPARy®88,

Altro importante meccanismo che contribuisce allo stato di inflammazione cronica
nell’obesita sembra essere legato all’infiltrazione di cellule infiammatorie nel tessuto
adiposo, principalmente macrofagi e linfociti. Tali cellule verrebbero richiamate in
sede dal circolo periferico, tramite la produzione e immissione in circolo da parte
degli adipociti di chemochine quali ad esempio la MCP-1 e il Vascular Cell Adhesion
Protein (VCAM). Il legame molecolare tra infiltrazione macrofagica e insorgenza
prima della insulino-resistenza e poi del diabete, sembra essere legato al fatto che i
macrofagi sono responsabili della produzione di molecole in grado di interferire con
il recettore insulinico. In particolare il TNF-a prodotto dai macrofagi interferirebbe
con la fosforilazione del substrato 1 del recettore insulinico. Questa interferenza
sarebbe responsabile della insulino-resistenza, condizione che determinerebbe a sua
volta la necessita di una ipersecrezione compensatoria di insulina da parte delle isole
di Langerhans che, ad un certo punto, raggiungerebbero il limite dell’esaurimento
funzionale con conseguente insorgenza del diabete del tipo II. E’ stato dimostrato,
inoltre, che l’infiltrazione macrofagica ¢ correlata positivamente al BMI e alla
dimensione degli adipociti. Questo fenomeno risulta reversibile in seguito alla perdita
di peso®. I macrofagi vengono suddivisi in tipo M1, secernenti fattori pro-
inflammatori come TNF-a e IL-6, e tipo M2 attivati per via alternativa. Attraverso la
produzione di fattori quali IL-10 ed Tissue Necrosis Factor-# (TNF-B), i macrofagi

M2 inibiscono i processi inflammatori M1-indotti. Inoltre, i macrofagi M2 sono
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coinvolti in processi non immunologici come il rimodellamento tissutale e il
metabolismo lipidico, con un ruolo importante nell’omeostasi e nei processi riparativi
dei tessuti®®®!. Uno “switch” dal fenotipo M2 riparativo al fenotipo infiammatorio M1
¢ stato evidenziato da Lumeng et al. in topi con obesita dieta-indotta®. In particolare,
Cinti et al. hanno evidenziato una caratteristica organizzazione dei macrofagi M1, che
sembrano disporsi a formare sincizi contenenti fino a quindici cellule, le cosiddette
“crown-like structures”, in relazione a siti di sofferenza e morte adipocitaria. Queste
strutture sembrano avere il ruolo di fagocitare detriti cellulari, in particolare gocce
lipidiche. Al loro interno si pu0 osservare la formazione di cellule giganti

multinucleate, segno dello sviluppo di un’infiammazione cronica®**.

2.1.2 Sottoclassi delle lipoproteine plasmatiche

Si e osservato che lo sviluppo e la progressione dell'aterosclerosi non dipendono solo
dall'accumulo in grandi quantita di lipoproteine circolanti, ma dipendono dalle
proprieta specifiche che esse hanno. Infatti, le lipoproteine circolanti non sono tutte
uguali, ma variano in dimensioni, in densita, in composizione lipidica e
apolipoproteica e possono essere suddivise in diverse classi in base ai parametri fisici
e chimici®.

Le lipoproteine LDL sono quelle che principalmente costituiscono il deposito lipidico
della placca aterosclerotica.

Le lipoproteine HDL non sono invece aterogene ed il loro livello sierico é
inversamente proporzionale al rischio aterosclerotico e cardiovascolare®’.

A sua volta, le LDL, in base alle dimensioni, densita e caratteristiche metaboliche,
vengono classificate in almeno quattro diverse sottoclassi (large LDL-I, medium
LDL-II, small LDL-IIl e very small LDL-1V). In realta, oggi sono gia note piu di
sette sottoclassi. Le differenze sono dovute a variazioni nel contenuto dei lipidi di

superficie e a cambiamenti conformazionali di apoB-100. Anche le HDL possono
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essere classificate in sottoclassi e ad oggi quelle conosciute sono circa 10, ma
ulteriori studi sono necessari per meglio capire il loro ruolo349:97.98

Attualmente come accennato in precedenza, vengono distinti, in base al profilo
plasmatico di LDL, due principali fenotipi (Figura 6). Il fenotipo A e caratterizzato
dalla predominanza di LDL grandi e leggere o large buoyant LDL (IbLDL); il
fenotipo B é caratterizzato dalla prevalenza sierica di LDL piccole e dense o small-
dense LDL (sdLDL).

Lower risk

Large LDL / Small LDL
(Pattern A) (Pattern B)

LDL
Cholesterol
Balance

Figura 6. Fenotipo delle LDL®.

Il fenotipo B € maggiormente correlato ai disturbi metabolici, all'obesita, al DMT2,
all'aterosclerosi e alla malattia coronarica. Le small-dense LDL sembrerebbero
dunque le piu aterogene. Di fatti, a differenza delle altre LDL, le sdLDL vengono
internalizzate a livello della parete arteriosa molto piu facilmente grazie alla loro
dimensione ridotta. Permangono in circolo per tempi prolungati, poiche presentano
minore affinita per il recettore LDL; hanno una lunga emivita plasmatica ed una

maggiore suscettibilita alla glicazione non enzimatica e all'ossidazione. La presenza
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di LDL ossidate scatena una cascata di eventi che porta alla formazione di cellule
schiumose e all'evoluzione della placca ateromasica. In particolare, le LDL ossidate
stimolano la produzione, da parte dei macrofagi presenti a livello intimale, di
citochine proinfiammatorie che aumentano la produzione da parte delle cellule
endoteliali di molecole di adesione per i monociti circolanti (cellular adhesion
molecules o CAM: VCAM, ICAM ed E-selectina): I'effetto finale € un aumento della
migrazione dal lume vasale all'interno della parete arteriosa di monociti/macrofagi,
con un progressivo arricchimento di cellule inflammatorie da parte della placca
ateromasica. Tutto cio spiega il legame tra small-dense LDL e aterogenesi®®%:97:%,

Il NCEPIII ha attualmente identificato le sdLDL come principale fattore di rischio
dislipidemico. | livelli sierici di sdLDL sono aumentati nei pazienti con MetS ed

hanno un ruolo predittivo per i futuri eventi cardio-cerebro-vascolari®®,

2.2 MARCATORI STRUMENTALI
2.2.1 Ispessimento Medio Intimale Carotideo (CIMT)
Sfruttando la metodica non invasiva e a basso impatto economico dell’eco-color-
doppler € possibile valutare a livello carotideo la presenza non soltanto di placche
ateromasiche, che possono o meno alterare il flusso sanguigno, ma anche la presenza
di un aumento del cIMT.
Anatomicamente la parete vasale &€ composta da tre strati:

e strato esterno: avventizia;

e strato medio: media o strato muscolare;

e strato interno: intima o strato endoteliale.
Una classica immagine ultrasonografica della parete arteriosa a livello del complesso
intima-media, risulta caratterizzata dalla presenza di una coppia di linee iperecogene
parallele che delimitano uno spazio anecogeno. Le due linee iperecogene
rappresentano lo strato esterno, 1’avventizia, e lo strato interno, cio¢ il complesso

intima-media. La sottile linea ipo-anecogena tra questi due strati, & rappresentato
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dallo strato medio, ossia dalla lamina elastica esterna (Figura 7)!%. A causa di alcuni
problemi di ordine tecnico, le linee guida della societa di diagnostica vascolare
(SIDV-GIUV) consigliano di:
e misurare il cIMT sulla parete posteriore della carotide comune ad 1 cm dalla
biforcazione, in un segmento di carotide di circa 1 cm, prendendo la misura
sulla parete posteriore in almeno 2-3 proiezioni e segnalando il valore medio o
massimo;
e utilizzare immagini zoomate e di utilizzare software dedicati;
e di fare misurazioni ripetute o di far eseguire la misurazione da operatori
indipendenti;
e i segnalare la misura dell’IMT separatamente nelle due carotidi comuni;

e di segnalare sul referto se il valore riportato & il valore medio o massimo®t,

Figura 7. Ispessimento Medio Intimale Carotideo (cIMT) normale'®.

Alla luce di numerosi studi effettuati, come il Cardiovascular Health study'%, lo
studio Rotterdam!® e 1’Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC)% le societa
europee di cardiologia e dell’ipertensione (ESC-ESH), hanno inserito nelle linee
guida la valutazione dello spessore medio-intimale come marker di danno d’organo
sub-clinico'®. 1l valore soglia di questo spessore & stato identificato <0,9 mm, limite

oltre il quale si definisce patologico; invece, la presenza di placche pud essere
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definita da un cIMT >1.5 mm o da un ispessimento focale di 0.5 mm o del 50%
rispetto ai valori adiacenti di cIMT.

Alcune meta-analisi'®1%, hanno raccolto tutti gli studi prospettici che indagavano
I’associazione tra valori del cIMT basale e rischio di eventi cardiovascolari ed hanno
riportato che, per una differenza assoluta del cIMT di 0.1 mm, il rischio futuro di
infarto miocardico ed ictus cerebrale aumentava rispettivamente del 10-15%, e del
13-18% all’anno.

2.2.3 Disfunzione Endoteliale

L’endotelio vasale non ¢ solamente un insieme di cellule che formano una barriera tra
sangue e tessuti circostanti, ma rappresenta un vero e proprio organo avente la
funzione di modulare il tono vasale (Figura 8) e la quantita di flusso ematico in
risposta a stimoli umorali, nervosi e meccanici. Fisiologicamente 1’endotelio
partecipa ai meccanismi di angiogenesi e di mitogenesi; contribuisce, inoltre, alla
fluidita ematica, alla regolazione dell’inflammazione e dell’attivazione piastrinica.
Tutti questi processi sono possibili grazie al rilascio di sostanze vasodilatatrici, quali
I’NO, la prostaciclina e il peptide natriuretico di tipo C, sostanze vasocostrittrici,
quali ’Endotelina-1 (ET-1), I’angiotensina-I11, il trombossano-A2 e le specie reattive
dell’ossigeno (ROS), molecole di adesione, quali VCAM-1, ICAM-1 ed E-selectina,
modulatori dell’emostasi, quali I’attivatore del plasminogeno ed il suo inibitore, il
fattore tissutale, il fattore di Von Willebrand ed il fibrinogeno®.

Quando sono presenti fattori di rischio cardiovascolare, tra cui anche il DM, il ruolo
protettivo dell’endotelio si altera, andando a determinare una condizione che prende il
nome di “disfunzione endoteliale”, descritta per la prima volta nell’'uomo nel 1990 in

soggetti ipertesit

e caratterizzata dalla compromissione di quell’equilibrio che ¢ in
grado di fornire I’endotelio. In questa condizione viene ad alterarsi la risposta
vasomotoria ai principali stimoli vasodilatatori endotelio-dipendenti, spostando

I’equilibrio verso un’attivita pro-inflammatoria e pro-coagulante dell’endotelio.
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Inoltre €& stato dimostrato che la disfunzione endoteliale pud precedere le

manifestazioni cliniche dell’aterosclerosi coronarical'l.

Vasodilating factors Vasoconstricting factors
. - -
T I
Endothelin-1
Nitric oxide o g Angiotensin-il
Prostacyclin Vasomotor equlibrium Prostaglandin

Noradrenaline

Anti-atherogenic Pro-atherogenic

Figura 8. Lo squilibrio tra i fattori vasoregolatori induce la disfunzione endoteliale nel diabete'®.

La funzione endoteliale pud essere valutata sia a livello coronarico, sia a livello
dell’avambraccio, utilizzando I’infusione di sostanze con azione vasodilatante e
vasocostringente (rispettivamente Acetilcolina e L-N-monometilarginina) a dosi tali
da non determinare effetti sistemici. La funzione endoteliale pud essere valutata
anche attraverso la risposta dell’arteria brachiale a bruschi aumenti del flusso
ematico. Per ovviare a metodiche invasive come la pletismografia “strain gauge” nel
distretto periferico, nel 1992, si comincio a valutare la reattivita vascolare dell’arteria
brachiale per mezzo dell’ultrasonografia, misurando la capacita di questo vaso di
dilatarsi in seguito ad un aumento dello shear stress (Flow-Mediated Dilation,
FMD)!2113 1| mediatore principale di questa tecnica & il NO, per cui pud realizzarsi
in presenza di un endotelio integro*®. Questa metodica ha il vantaggio di non essere
invasiva rispetto alla valutazione della funzione endoteliale a livello coronarico ed

alla pletismografia “strain gauge”; tuttavia presenta una variabilita intra- ed inter-
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operatore!'*11° Per ovviare a questi inconvenienti sarebbe opportuno, infatti, avere
una accuratezza metodologica elevata e rispettare alcuni pre-requisiti, come mostrato

in Figura 9. Sono considerati normali valori di FMD superiori al 10%**,

Orario I'esame dovrebbe essere eseguito sempre alla stessa ora del giorno

Temperatura la valutazione ultrasonografica dovrebbe essere eseguita a temperatura costante,
in un ambiente provvisto di condizionatore

Farmaci tutti i farmaci vasoattivi dovrebbero essere sospesi la sera prima dell'esame

Caffé e té il giorno dell'esecuzione dell'esame il paziente dovrebbe astenersi dall'assunzione di caffé o té
Fumo allo stesso modo i pazienti dovrebbero astenersi dal fumo

Influenza del cibo i pazienti non dovrebbero assumere pasti copiosi o ricchi di grassi

Diametro deve essere compreso tra 2,5 ¢ 5 mm

dell’arteria brachiale

Figura 1. Prerequisiti e fattori che influenzano la Flow-mediated dilation®!*,

2.2.3 Valutazione ecografica del grasso viscerale

L'obesita addominale e stata associata a intolleranza al glucosio, ipertensione,
dislipidemia, iperinsulinemia e malattia cardiovascolare (Figura 10)'6:117,
L'associazione tra obesita addominale e fattori di rischio cardiometabolico é dovuta
principalmente al tessuto adiposo viscerale in eccesso (Visceral Adipose Tissue,
VAT), mentre il tessuto adiposo addominale sottocutaneo (Subcutaneous Abdominal
Adipose Tissue, SAAT) influenza il profilo metabolico del paziente in misura
minore!'®, Il VAT ¢é considerato piti metabolicamente attivo del SAAT (Figura 11) e
differisce, tra le altre cose, nella secrezione di adipochine/citochine, ormoni e

molecole immunitarie e nella reattivita lipolitica/lipo-genetica?®.
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Obesita
addominale

Figura 10. Effetti dell obesita addominale sui parametri di rischio cardiometabolico®’,

Il tessuto adiposo viscerale in eccesso causa direttamente la progressione dei fattori di
rischio mutlipli, attraverso la secrezione di FFA in eccesso e adipochine
inflammatorie, e la ridotta secrezione di adiponectina. 1l contributo importante del
VAT alla displipidemia e all’insulino resistenza fornisce un legame indiretto, sebbene
clinicamente importante, alla genesi e alla progressione dell’aterosclerosi e della
malattia cardiovascolare. Il VAT in eccesso € tipicamente associata a elevati livelli di
PCR e FFA, come pure a ridotti livelli di adiponectina. L’elevata PCR € un indicatore
di inflammazione. E’ stato dimostrato che 1’obesita addominale si associa alla cascata
inflammatoria, poiché il tessuto adiposo esprime una quantita di citochine
inflammatorie. Attualmente si ritiene che 1’inflammazione gioca un ruolo nello
sviluppo di aterosclerosi e diabete di tipo 2. Elevati livelli di PCR sono considerati
predittivi di malattia cardiovascolare e insulino resistenza. Elevati livelli di FFA
appaiono giocare un ruolo significativo nello sviluppo di insulino resistenza. E’ stato
suggerito che elevati FFA e lipidi intracellulari inibiscono il meccanismo di
segnalazione dell’insulina, portando a una riduzione del trasposto di glucosio al

muscolo. | FFA giocano anche un ruolo di mediatori tra I’insulino resistenza ¢ la
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disfunzione delle B-cellule, indicando che una riduzione nel livello di FFA potrebbe
essere un target terapeutico da conseguire. L’adiponectina ¢ una proteina circolante
specifica del tessuto adiposo che é coinvolta nella regolazione del metabolismo
lipidico e glucidico. E’stato dimostrato che 1 livelli di adiponectina sono ridotti negli
adulti con obesita e DMT2. Nei non diabetici, & stato dimostrato che
ipertrigliceridemia e bassi livelli di colesterolo HDL sono associati a basse
concentrazioni di adiponectina. Tutte queste componenti aiutano a spiegare perché
I’adiposita addominale in eccesso ¢ considerata una grande minaccia alla salute

cardiovascolare e metabolica.
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Figura 11. Effetti del tessuto adiposo viscerale in eccesso®.
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Abitualmente la distinzione tra le due forme di obesita viene effettuata con le
metodiche di Tomografia Computerizzata (TC) e di Imaging a Risonanza Magnetica
(MRI). Queste vengono considerate il “gold standard” per la misura della
distribuzione del grasso corporeo, ma sono metodiche troppo complesse e costose per
un utilizzo di routine. Pertanto, & importante disporre di un metodo semplice e
tollerabile per la quantificazione del VAT. La Circonferenza Vita (Waist
Circumference, WC), un semplice marker antropometrico, e attualmente la misura piu
comunemente usata per l'obesita addominale!?. La WC & considerata una misura
surreale del VAT e ci sono dati che suggeriscono che il WC ¢ associato al rischio di
sviluppare malattie cardiovascolari (Cardiovascular Disease, CVD)'?*!%, Tuttavia, la
W(C ¢ anche largamente influenzata dall'adiposita totale del paziente e non puo essere
utilizzata per distinguere il VAT dal SAAT. E stato suggerito che la WC potrebbe
avere un'associazione piti debole con Ilaterosclerosi rispetto al VAT!612,
Attualmente, I'ecografia e il metodo piu semplice e conveniente per la stima del
VAT,
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3. STRATEGIE TERAPEUTICHE

3.1 APPROCCI FARMACOLOGICI INNOVATIVI

3.1.1 Le Incretine

Nel 1902 Bayliss e Starling identificarono per la prima volta un fattore chimico
circolante, estratto dalla mucosa intestinale, capace di stimolare la secrezione
esocrina del pancreas a cui venne dato il nome di secretina'?®. Nel 1930, La Barre e
Still purificarono un fattore intestinale, capace di stimolare in maniera selettiva la
secrezione endocrina pancreatica, senza influenzare quella esocrina'® che
chiamarono “incretina™?’. Successivamente, nel 1940, con Loew et al., era stato
ipotizzato che il controllo della glicemia post-prandiale dipendesse anche da fattori
prodotti a livello intestinale!?®.

Una determinata quantita di glucosio assunta per via orale determina un incremento
di secrezione insulinica superiore rispetto a quella indotta dalla stessa quantita di
glucosio somministrata per via endovenosa; per questo motivo si intui la presenza di
un fattore intestinale (Figura 12) che potenziasse la secrezione insulinica?®.

Il grafico in Figura 12, a sinistra mostra come i livelli di glicemia nel plasma
aumentino in maniera sovrapponibile sia che il glucosio venga somministrato per via
orale, sia che venga somministrato per via endovenosa; invece il grafico a destra,
sempre in Figura 12, mostra che le concentrazioni plasmatiche di c-peptide sono
molto piu alte in tutti i tempi presi in esame se il carico di glucosio viene fatto per via
orale (linea blu), rispetto a quando viene dato endovena (linea rossa)'?®; questa
fisiologica maggiore risposta insulinica ad un carico orale di glucosio somministrato
per via orale, rispetto alla somministrazione per via endovenosa, prende il nome di

“effetto incretinico”.
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Figura 12. La secrezione insulinica in risposta a carico di glucosio ¢ maggiore quando tale carico é
effettuato per via orale rispetto a quando é effettuato per via endovenosa'®.

Fisiologicamente le principali incretine che vengono secrete dopo pasto sono il
Glucagon-Like Peptide 1 (GLP-1) ed il Glucose-dependent Insulinotropic
Polypeptide (GIP). Il primo e un ormone polipeptidico secreto dalle cellule
enteroendocrine L situate nel tratto distale dell’ileo e del colon; il secondo ¢&
sintetizzato dalle cellule K situate nel duodeno e nelle anse prossimali del digiuno.
Oltre al pancreas, i recettori per il GLP-1 e GIP sono presenti in diversi tessuti, quali:
cuore, vasi, endotelio, reni, fegato, polmoni, cervello, stomaco, duodeno, tessuto
adiposo, surrene, muscolo scheletrico, ipofisi, facendo intuire un loro ruolo anche in
altri distretti (Figura 13).

La secrezione del GLP-1 e regolata da stimolatori sia di origine neuronale, sia
endocrini, ma anche per contatto diretto dei nutrienti con le cellule entero-endocrine
L. Il GIP viene rilasciato in seguito alla stimolazione dei grassi contenuti negli
alimenti. Entrambi aumentano la secrezione insulinica glucosio-dipendente dalle f3-
cellule pancreatiche.

GIP e GLP-1 mostrano degli effetti comuni quali: riduzione della glicemia; aumento
della secrezione insulinica glucosio-dipendente; aumento delle 3-cellule pancreatiche;
riduzione dell’apoptosi delle [-cellule; riduzione dello svuotamento gastrico;

aumento dell’utilizzazione periferica del glucosio. Gli effetti che riguardano
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solamente il GLP-1 sono: aumento del senso di sazieta; riduzione dell’assunzione di
cibo; riduzione del peso corporeo; riduzione della secrezione di glucagone; riduzione
della secrezione gastrica; riduzione dell’estrazione epatica dell’insulina; aumento

della biosintesi dell’insulina.

K-Cell
(digiuno)
L-Cell
(ileum+ colon) GIP
GLP-1 Distribuzione tissutale
TR 2 = recettori
Distribuzione tissutale
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Figura 13. Localizzazione tissutale delle cellule producenti GIP e GLP-1 e loro distribuzione
recettoriale'>°.

Il GLP-1 riduce la secrezione di glucagone da parte delle a- cellule pancreatiche ed e
anche in grado di rallentare lo svuotamento gastrico, di indurre sazieta e perdita di
peso; tuttavia la limitazione risulta essere quella di avere un’emivita di circa 2
minuti® e di essere rapidamente degradato dall’enzima Dipeptidil-Peptidasi 1V
(DPP-4) nella sua posizione N-terminale con la rimozione di 2 aminoacidi.

Nei soggetti diabetici di tipo 2 sono ridotte sia la secrezione insulinica glucosio-
indotta'®>1% sia il potenziamento insulinico da parte delle incretine; inoltre, in questi
soggetti, la secrezione di glucagone ¢é elevata durante il digiuno, non viene soppressa
durante un carico orale di glucosio ed e aumentata maggiormente dopo un pasto

misto®*1¥7, Questo & dovuto al fatto che i soggetti con DMT2 mostrano un ridotto
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effetto incretinico rispetto ai soggetti normali (Figura 14) e la secrezione di GLP-1 ¢
ridotta in risposta ad un pasto!31*° (Figura 15).
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Figura 14. Effetto delle incretine nei soggetti sani ed in soggetti con DMT2'3.
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Figura 15. Riduzione dell'effetto del GLP-1 in soggetti con DMT2'%,

A prescindere dal loro effetto ipoglicemizzante, il GLP-1 e i suoi analoghi esercitano

effetti benefici sul sistema cardiovascolare ed a livello epatico. E stato dimostrato
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come il GLP-1 riesca a modulare la frequenza cardiaca e la pressione arteriosa;
inoltre, ha un effetto protettivo contro i danni causati dalla riperfusione ischemical*!,
E molto importante sottolineare il fatto che la terapia con analoghi del GLP-1 sembri
agire sui fattori di rischio cardiovascolari, tra cui ipertensione, dislipidemia e
infiammazioni sub-cliniche di basso grado®#2%®. Questi effetti favorevoli sul sistema
cardiovascolare sono mediati esclusivamente mediante il GLP-1R espresso nei
miocardiociti, nelle cellule endoteliali coronariche e nelle cellule vasali muscolari
lisce'1144, 11 miglioramento della pressione arteriosa puo essere correlato al fatto che
si ha una maggiore escrezione urinaria di sodio ed acqua e un miglioramento della
filtrazione glomerulare!®. In aggiunta a questo, alcuni studi suggeriscono come il
metabolita inattivo, presumibilmente il GLP-1 (9-36) ammide, possa migliorare il
recupero funzionale nel cuore ischemico attraverso dei meccanismi estranei al GLP-
1R, A livello epatico, il GLP-1 ha un effetto anabolizzante che porta ad un
aumento della sintesi di glicogeno a partire dal glucosio circolante e possa essere in
grado di sopprimere la produzione epatica di glucosio, inibendo la secrezione di
glucagone da parte delle cellule a-pancreatiche.

Osservando le caratteristiche del GLP-1 sono stati prodotti dei farmaci che cercano di
riprodurre le caratteristiche del GLP-1 (seppur con qualche modifica) e di inibire
attivita dell’enzima che degrada il GLP-1. Questi farmaci usati, al momento, per la
terapia del DM2 sono gli agonisti recettoriali e gli analoghi del GLP-1. Le modifiche
apportate agli analoghi del GLP-1 in posizione N-terminale conferiscono a queste
molecole di resistere alla degradazione del DPP-4, mentre quelle con sostituzioni a
livello della porzione C-terminale sono caratterizzate da una minore clearance
renale!*’. Inoltre in base alla loro emivita in circolo si dividono in analoghi ad emivita
piu breve (exenatide, lixisenatide) e in analoghi ad emivita piu lunga (exenatide LAR,
liraglutide e dulaglutide); e stato visto negli studi LEAD-6 (Liraglutide Effect and
Action in Diabetes) e DURATION-6 che gli analoghi ad emivita pit lunga riescano a

ridurre in maniera piu efficace I’Emoglobina Glicata (HbALc) e la glicemia a digiuno
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rispetto agli analoghi a piu breve emivital¥®%°, Possono essere utilizzate in
associazione ad altri ipoglicemizzanti orali. Il trattamento con questi farmaci
inizialmente potrebbe comportare nausea e vomito e questa terapia e sconsigliata in
soggetti con insufficienza renale cronica. Questa nuova classe di farmaci € molto
importante da tenere in considerazione non soltanto per raggiungere il controllo
glicemico, ma anche per i pochi effetti collaterali, il basso rischio di ipoglicemie, per
gli effetti sul peso corporeo e per il mantenimento dell’efficacia che sembra
mantenersi indipendentemente dal peso corporeo e dalla HbAlc di partenza. Agendo
sulla funzione endocrina insulare, dovrebbero essere utilizzati in una fase precoce
della malattia, dove ancora ¢ presente una buona massa di B-cellule funzionanti.
Nonostante il ricorso a questi farmaci sia consentito dopo il fallimento terapeutico
con altri antidiabetici orali, sarebbe opportuno, in linea con le indicazioni
EASD/ADA, adottare un atteggiamento terapeutico pro-attivo, che permetta di
utilizzare le incretine non appena i valori di HbAlc vadano oltre il valore di 7.0%. Di
contro pero, le stesse indicazioni ufficiali ne raccomandano 1’uso per modeste
deviazioni dell’obiettivo terapeutico suggerendone I’introduzione per valori di
HbA1c >7.5% dopo il fallimento della terapia con metformina. Ancora piu adeguato
sarebbe il loro utilizzo in fasi precoci se si confermasse un effetto protettivo della -
cellula. Studi ad hoc in pazienti con pre-diabete sono in corso, cosi come sono in
corso trials clinici con lo scopo di verificare se gli incretino-mimetici, da soli o in
associazione ad insulino-sensibilizzante, saranno in grado di mantenere a lungo il
compenso glicemico™°. Inoltre, un altro vantaggio da prendere in considerazione con
I’utilizzo degli analoghi del GLP-1 e la perdita di peso; infatti, ad oggi, sono gli unici
a stimolare la secrezione insulinica senza comportare un aumento del peso corporeo,
al contrario di sulfoniluree o insulina.

Da alcuni anni i farmaci incretinici per mantenere la commercializzazione devono
dimostrare la propria sicurezza cardiovascolare, cioé viene richiesto, relativamente

all’incidenza di eventi cardiovascolari maggiori, che il farmaco in studio non sia
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inferiore al placebo, con un margine superiore dell’intervallo di confidenza che non
superi 1.30, in un trial specifico o in una metanalisi di trial condotti su popolazioni ad
alto rischio®?,

Il primo studio é stato con Lixisenatide (Evaluation of Lixisenatide in Acute
Coronary Syndrome study, ELIXA)*. ELIXA ¢é uno studio randomizzato, in doppio
cieco, a gruppi paralleli disegnato per valutare il rischio cardiovascolare di
lixisenatide, rispetto a placebo su una popolazione di 6.000 soggetti adulti con
DMT2, ad elevato rischio cardiovascolare (recente episodio di sindrome coronarica
acuta). L’endpoint primario composito, valutato per la non-inferiorita e la superiorita,
comprendeva morte per cause cardiovascolari, infarto del miocardio non fatale, ictus
non fatale o ricovero per angina instabile. Lo studio e iniziato nel giugno 2010 ed e
stato completato nel 2015. Il GLP-1 analogo si é rivelato non inferiore, anche se non
superiore al placebo per quanto attiene la sicurezza sugli endpoint cardiovascolari.
Simile risultato é stato confermato dallo studio EXSCEL (Exenatide Study of
Cardiovascular Event Lowering) con Exenatide®® che ha valutato la sicurezza e
I’efficacia CV a lungo termine della formulazione settimanale a rilascio prolungato
(extended release, ER) dell’originale Exenatide. L’outcome primario dello studio ¢
stato la prima comparsa di uno degli eventi compositi di morte CV, I’infarto
miocardico non fatale o I’ictus non fatale (3 punti Major Adverse Cardiac Event,
MACE), mentre gli outcome secondari hanno compreso la mortalita per tutte le
cause, la morte per cause CV e la prima comparsa di infarto miocardico non fatale o
fatale, 1’ictus non fatale o fatale, I’ospedalizzazione per sindrome coronarica acuta e il
ricovero per insufficienza cardiaca. L’outcome primario ha dato risultati deludenti,
con un HR per il braccio exenatide vs. placebo di 0.91 (IC 95% 0.83-1.00; p<0.001
per la non inferiorita, ma solo 0.061 per la superiorita). Tutti gli altri outcome
secondari, inclusi i componenti del primario nonché il ricovero per insufficienza

cardiaca, erano neutrali.
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Lo studio LEADER (Liraglutide Effect and Action in Diabetes: Evaluation of
Cardiovascular Outcome Results)* ¢ un trial effettuato allo scopo di dimostrare la
sicurezza cardiovascolare della Liraglutide. Lo studio ¢ stato eseguito su pazienti con
diabete di tipo 2 e alto rischio cardiovascolare, prevalentemente con pregressi eventi.
Sebbene 1’obiettivo primario fosse la non inferiorita rispetto al placebo, nello studio
LEADER si ¢ evidenziata una riduzione significativa dell’incidenza complessiva di
eventi cardiovascolari maggiori e della mortalita, sia totale che cardiovascolare; un
trend verso la riduzione, seppure senza raggiungere la significativita statistica, ¢ stato
osservato anche per I’incidenza di infarto, ictus e ospedalizzazioni per scompenso
cardiaco.

Recentemente, sono stati ottenuti ottimi rusultati sull’outcome cardiovascolare anche
con un altro agonista del GLP-1, Semaglutide (Long-term Qutcomes with
Semaglutide in Subjects with Type 2 Diabetes Study, SUSTAIN 6)*. L’endpoint
primario dello studio era il primo evento di morte cardiovascolare, infarto miocardico
o ictus non fatale. L’endpoint primario ¢ stato osservato in 108 su 1648 pazienti
(6.6%) nel gruppo allocato a semaglutide ed in 146 su 1649 pazienti (8.9%) in quello
a placebo (Hazard Ratio, HR= 0.74; 95% Confidence Interval, Cl= 0.58 to 0.95;
p<0.001 per la non-inferiorita). L’infarto non fatale ¢ stato documentato nel 2.9% dei
pazienti trattati con semaglutide e nel 3.9% di quelli trattati con placebo (HR= 0.74;
95% CI, 0.51 to 1.08; p=0.12); mentre i pazienti con ictus non fatale erano 1’1.6% e il
2.7%, rispettivamente per Semaglutide e placebo (HR= 0.61; 95% ClI, 0.38 to 0.99;
p=0.04). Per Semaglutide si & osservato il fenomeno opposto, con un rischio minore
di ictus e (in misura minore) di infarto non fatali, mentre la mortalita non ha mostrato
significative riduzioni.

Questi diversi studi meriterebbero una maggiore attenzione in quanto potrebbero
riflettere i possibili differenti meccanismi di protezione cardiovascolare peculiari
delle singole molecole. Il nostro gruppo ha condotto uno studio clinico che ha

dimostrato come liraglutide riduce I'IMT carotideo, marker di aterosclerosi
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subclinica, dopo 8 mesi di terapia in add-on a metforminal®2. Si ¢ trattato di uno
studio pilota su 64 pazienti con DMT2 in prevenzione cardiovascolare primaria, e
I’aggiunta di liraglutide (1.2 mg/die) a metformina (1500 mg/die) ha migliorato i
parametri glicemici e lipidici, nonché I'IMT carotideo®®?. Tuttavia le variazioni
dell’IMT carotideo non erano correlate con le variazioni di qualsiasi altro parametro
studiato, suggerendo che ’effetto della liraglutide sull’aterosclerosi subclinica era
indipendente dai cambiamenti della glicemia e dei lipidi. Dai dati di letteratura piu
recenti sembra che la liraglutide possa essere utilizzata nei pazienti con sindrome
metabolica, la cui espressione ecografica ¢ la steatosi epatica. A tale proposito
occorre citare lo studio LEAN (Liraglutide Safety and Efficacy in Patients with Non-
Alcoholic Steatohepatitis)*>®> dove liraglutide veniva somministrata a pazienti
diabetici con NAFLD al dosaggio giornaliero di 1.8 mg per 48 settimane; 1’outcome
primario era la risoluzione del quadro di NAFLD senza peggioramento della fibrosi
dal basale alla fine del trattamento, valutato da due patologi mediante biopsia epatica
a fine trattamento. Lo studio ha dimostrato che liraglutide ¢ sicura, ben tollerata ed ha
portato alla risoluzione istologica di NAFLD®3, Alla luce di tale studio, abbiamo
voluta valutare I’effetto della liraglutide sulla riduzione dell’aterosclerosi subclinica
nei soggetti diabetici con e senza NAFLD™* ed in modo analogo, oltre alla riduzione
dei pattern glicemici e lipidici, ’'IMT carotideo si ¢ ridotto significativamente nei
pazienti diabetici con NAFLD. Il nostro gruppo ha inoltre condotto uno studio
clinico che ha dimostrato come liraglutide riduce I’IMT carotideo dopo 18 mesi di
terapia in add-on a metformina'®. Si ¢ trattato di uno studio pilota su 121 pazienti
con DMT?2 in prevenzione cardiovascolare primaria, e 1’aggiunta di liraglutide (1.2
mg/die) a metformina (1500-3000 mg/die) ha migliorato i parametri antropometrici,
glicemici e lipidici, nonché I'IMT carotideo durante tutti i 18 mesi'®. Tuttavia le
variazioni dell’IMT carotideo erano correlate con le variazioni dei trigliceridi e la
prevalenza dei criteri della sindrome metabolica & stata significativamente ridotta

durante lo studio (circa il 26% dei soggetti non ha piu soddisfatto i criteri per
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sindrome metabolica dopo 18 mesi)**®. In un altro studio, abbiamo valutato I'effetto di
liraglutide su marcatori di stress ossidativo, Eme Ossigenasi-1 (HO-1) e livelli
plasmatici di grelina in pazienti con DMT2%, In uno studio pilota prospettico di 2
mesi su 20 pazienti, l'aggiunta di liraglutide a metformina (1500 mg/die) ha
comportato un miglioramento dello stress ossidativo nonché della grelina plasmatica
e delle concentrazioni di HO-1 nei pazienti diabetici. Questi cambiamenti non erano

correlati con i cambiamenti nella glicemia a digiuno o della emoglobina glicata®.

3.1.1.1 Exenatide

Exenatide e stato il primo degli agonisti recettoriali del GLP-1 approvato dalla Food
and Drug Administration (FDA) nel 2005 da utilizzare nei pazienti con DMT2 non
adeguatamente controllato. Exenatide ¢ una versione sintetica dell’exendina-4, un
ormone trovato nella saliva della lucertola Gila Monster, che vive nel deserto della
California.
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Figura 16. Struttura molecolare del GLP-1 umano (A), Exenatide (B)

Exenatide & composta da 39 aminoacidi e condivide con il GLP-1 umano il 53% di
omologia strutturale, rendendola maggiormente resistente all’azione degradativa del
DPP-4 (Figura 16). Exenatide si lega al recettore del GLP-1, lo attiva e riduce i

livelli di glicemia sia a digiuno che post-prandiale.
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Nonostante la farmacocinetica dell’Exenatide sia pit lunga rispetto al GLP-1 nativo,
questa necessita di due somministrazioni giornaliere. Nel 2003, per ovviare a questa
breve, seppur maggiore, emivita é stata sviluppata una formulazione a lunga durata
d’azione, incapsulandola in micro-sfere di un polimero biodegradabile del diametro di
0.06 mm®’; quando questa formulazione viene iniettata per via sottocutanea, le
microsfere si degradano lentamente, controllando il rilascio del farmaco oltre le 10
settimane. E stato visto che Exenatide Long-Acting Release (LAR) 2 mg raggiunge la
minima concentrazione terapeutica (>50 pg/ml) in circa 2 settimane e lo steady-state
(circa 300 pg/ml) in 6-7 settimane; possiede un’emivita media di circa due settimane
e dopo la sospensione é stato visto che la concentrazione decresce in circa 6-7
settimane®®. E eliminato prevalentemente attraverso la filtrazione renale ed ha una
clearance media di 9.1 I/h.

Gli studi DURATION 1-6 hanno comparato Exenatide LAR con altri
ipoglicemizzanti compresa I’insulina; questi studi generalmente hanno incluso
pazienti con una HbAlc compresa tra 7.1% - 11% ed un BMI compreso tra 24-40
kg/m2. Gli studi DURATION e le metanalisi a disposizione hanno permesso di
chiarire meglio gli effetti di Exenatide rispetto agli altri ipoglicemizzanti orali sul

controllo glicemico e su altri parametri come peso corporeo e pressione sanguignal®®.

Effetti sul controllo glicemico

Negli studi DURATION-1 e DURATION-5 sono stati comparati 1’efficacia ed il
profilo di sicurezza di Exenatide LAR contro 10 pg di Exenatide somministrata due
volte al giorno. Nel primo sono stati presi 295 pazienti con DMT2 ed una HbAlc=
8.3% (deviazione standard= 1.0). Alla fine delle 30 settimane si sono ottenuti risultati
migliori nel controllo glicemico con 1’Exenatide settimanale rispetto alla
somministrazione giornaliera, con una riduzione della HbAlc di circa 1.9% rispetto a
circa 1.5% della giornaliera ed il 77% dei pazienti ha raggiunto il target di HbAlc=

7.0%, contro il 61% dei pazienti valutabili. Exenatide LAR ha migliorato anche la
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glicemia a digiuno di circa 41 mg/dl vs 25 mg/dl. Tuttavia la glicemia post-prandiale
¢ risultata piu bassa nella formulazione giornaliera (-124 mg/dl vs -95 mg/dI)°,
Anche lo studio DURATION-5, della durata di 24 settimane, ha messo in evidenza
come I’Exenatide LAR migliora ’'HbAlc e la glicemia a digiuno rispetto alla
somministrazione bis-in-die, in accordo con lo studio DURATION-1'%!. Exenatide
LAR si & mostrata superiore nel ridurre la HbAlc e la glicemia a digiuno rispetto a
sitagliptin e pioglitazone, come mostra lo studio DURATION-2 in cui si ha, alla fine
delle 52 settimane, un miglioramento della HbAlc pari a 1.6 = 0.1% e un
miglioramento della glicemia a digiuno di —32+5 mg/dl nei pazienti che hanno
ricevuto solo Exenatide LAR. | pazienti che hanno fatto lo switch da sitagliptin ad
Exenatide LAR hanno avuto un miglioramento sulla HbAlc pari a 0.3 £ 0.1% e sulla
glicemia a digiuno pari a 13x4 mg/dl. Infine i pazienti che hanno cambiato da
pioglitazone a Exenatide LAR hanno ottenuto risultati paragonabili ai pazienti che
hanno avuto solamente Exenatide LAR per quanto riguarda la HbAlc ed una
glicemia a digiuno pari a -31+5 mg/dI*®2. E stato comparato anche Exenatide LAR
con insulina glargine nello studio DURATION-3 in cui, a tre anni, la variazione nella
media dei minimi quadrati dell’HbAlc ¢ risultata di -1.01% (Standard error, ES
0.07) nel gruppo Exenatide rispetto a -0.81% (SE 0.07) nel gruppo glargine!®®. La
valutazione degli effetti di Exenatide a rilascio prolungato rispetto ad un altro
agonista del GLP-1R ¢é stato fatto nello studio randomizzato, open-label,
DURATION-6 della durata di 26 settimane. | risultati preliminari hanno evidenziato
come i risultati migliori si sono ottenuti nei pazienti del gruppo liraglutide 1.8 mg
giornaliera; infatti, la HbAlc si é ridotta di 1.48% (SE= 0.05) nei soggetti
appartenenti a questo gruppo, rispetto a quelli appartenenti a Exenatide LAR
(HbAlc= -1.28%, SE= 0.05)8, Questi risultati persistono per piu di 2 anni, come
dimostrato nella fase di continuazione degli studi DURATION, in cui mostrano che
dopo 2 anni, la HbAlc e la glicemia a digiuno hanno una riduzione media di -1.7% e

-40 mg/d|, rispettivamente!641%° Gli studi clinici con Exenatide a rilascio prolungato
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hanno indicato un miglioramento della funzione p-cellulare, usando metodi di
misurazione come [’Homeostasis Model Assesment (HOMA-B) la durata dell’effetto

sulla funzione beta-cellulare é stata mantenuta per 52 settimane.

Effetti sul peso corporeo

Un effetto molto interessante di Exenatide osservato non soltanto negli studi
DURATION, ma anche in diverse metanalisi, & stato quello sul controllo del peso
corporeo; indipendentemente dalla presenza di nausea, Exenatide determina una
riduzione dell’assunzione di cibo senza modificare il dispendio energetico,
determinando un significativo calo ponderale!®®, che sembra essere maggiore se viene
associato alla metformina, suggerendo una possibile sinergia tra i due farmaci®®’. La
terapia con Exenatide LAR ¢ associata ad una perdita di peso di -2.56 kg (95% Cl= -
3.12 a -2.00)'®8, Analisi post-hoc hanno raccolto dati da pazienti che assumevano
Exenatide ed hanno osservato che ¢’¢ stata una perdita di peso dal base-line di -2.5 kg
(95% Cl= -2.8 kg a -2.3 kg), dopo 24-30 settimane di trattamento®®. Rispetto ai
comparatori, come pioglitazone ed insulina glargine, Exenatide LAR ha avuto
risultati nettamente migliori sul peso corporeo, il quale ¢ risultato essere maggiore al
termine del trattamento sia con pioglitazone (DURATION-2 e -4) che con glargine
(DURATION-3). Tuttavia non ci sono stati significativi cambiamenti nei pazienti che
hanno assunto altri analoghi del GLP-1 (DURATION-1 e -5); di contro, la liraglutide
e stata piu efficace nella perdita di peso corporeo con -3.6 kg (SE= 0.18), rispetto a -
2.68 kg (SE=0.18) di Exenatide LAR al termine delle 26 settimane (DURATION-6).
Da valutare e anche I’andamento nel tempo dell’effetto ponderale; infatti le estensioni
in aperto degli studi clinici in doppio cieco mostrano che, proseguendo la terapia, la
riduzione del peso continua senza avere un apparente effetto “plateau” fino a 3 anni
di trattamento®’°, suggerendo che Exenatide non induca tolleranza ai propri effetti sul

peso, almeno a medio termine.
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Effetti sul profilo lipidico

E stato osservato anche 1’importante contributo che Exenatide LAR offre sul profilo
lipidico. Gli agonisti del GLP-1R sono in grado di ridurre le LDL piccole e dense,
che sono le principali responsabili del rischio aterogeno, con un aumento delle LDL
di pit grandi dimensioni!®. E stato visto come I’Exenatide settimanale,
somministrata per 30 settimane, riduce [’apolipoproteina B e il rapporto
apolipoproteina B/ apolipoproteina Az, indipendentemente dal compenso glicemico e
dalla perdita di peso!’®. In un altro studio di 52 settimane & stato visto che, pazienti
che all’inizio avevano LDL >100 mg/dl, HDL <40/50 (maschi/femmine) o trigliceridi
>150 mg/dl hanno mostrato, al termine dello studio, miglioramenti importanti in tutti
1. LDL: —12.7 (SE=1.61) mg/dl, p< 0.0001;

2. HDL: 2.5 (SE=0.34) mg/dl, p< 0.0001;

3. trigliceridi: —21% (1.9), p< 0.000172,

Effetti sui fattori di rischio cardiovascolare
Il trattamento con agonisti GLP-1R ¢ stato visto essere in grado di ridurre la pressione
arteriosa. Studi di metanalisi, hanno mostrato come sia in grado di abbassare la
pressione sistolica di -1.79 mmHg (95% CI = -2.94 a -0.64) in confronto al placebo e
di -2.39 mmHg (95% CI = -3.35 to -1.42) rispetto al controllo attivo; la pressione
diastolica, invece, non ha subito grandi variazioni di importanza statistica'”. In
considerazione di queste osservazioni uno studio di 52 settimane ha valutato anche
I’effetto di Exenatide LAR sulla pressione arteriosa. I risultati alla fine questo studio
hanno mostrato miglioramenti sia sulla pressione sistolica (SBP), che su quella
diastolica (DBP):

e SBP: 3.6 (SE=0.56) mmHg, p<0.0001;

e DBP: —1.2 (SE=0.34) mmHg p<0.001.
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I risultati migliori si sono osservati nei pazienti con SBP elevata all’inizio dello
studio (>130 mmHg), con i seguenti valori alla fine delle 52 settimane:

e SBP: —8.5 (SE=0.85) mmHg, p<0.0001;

e DBP: -3.0 (SE=0.50) mmHg, p<0.0001.
Infine pazienti che al base-line avevano SBP >130 mmHg ¢ DBP >80 mmHg, alla
fine dello studio mostravano:

e SBP: —8.9 (SE=1.10) mmHg, p<0.0001;

e DBP: —5.0 (SE=0.58) mmHg p<0.0001.
Dei pazienti Intent-To-Treats (ITT) con SBP anormale alla base-line, il 41% ha
raggiunto una SBP normale al termine delle 52 settimane!’?. Questa azione
probabilmente & dovuta ad una azione diretta del farmaco sulle resistenze
periferiche!’®. Uno studio ha messo in rilievo come I’exendina-4 riesca a inibire
I’ipertrofia cardiaca attraverso 1’up-regolazione dell’espressione del recettore del
GLP-1 e attivando il pathway di segnale AMPK/mTOR (AMP-Activated Protein
Kinase /Mammalian Target of Rapamycin)!’®; inoltre, un altro studio, effettuato su
topi modificati geneticamente, ha mostrato come 1’exendina-4 sia capace di
migliorare 1’inflammazione epatica e vasale, risultando potenzialmente e
simultaneamente utile nel trattamento della NASH e dell’aterosclerosi, attraverso la
riduzione dell’infiltrazione macrofagica nel fegato e la riduzione delle LDL ossidate
fagocitate dai macrofagi a livello vasale!™®. Non & da escludere che Exenatide possa
agire attivando questa stessa via e contribuire alla riduzione dell’ipertrofia cardiaca.

Tuttavia il ruolo del GLP-1 sull’ipertrofia cardiaca rimane ancora sconosciuto.

Sicurezza e tollerabilita

L’ipoglicemia ¢ 1’evento avverso piu significativo quando si attua una terapia anti-
diabetica, soprattutto se si utilizzano sulfoniluree ed insulina (DURATION-1 e -5).
Le terapie basate su Exenatide, verosimilmente dovuto al suo meccanismo d’azione,

sono associate ad un minimo rischio di ipoglicemia. Uno degli studi a dimostrare
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questo e stato lo studio EUREXA (Europe Exenatide Study) che ha documentato
come l’incidenza di ipoglicemia ¢ stata significativamente inferiore con Exenatide

rispetto alle sulfoniluree!’.

L’incidenza dell’ipoglicemia ¢ aumentata quando
Exenatide LAR e stato usato in associazione con una sulfonilurea (24% vs 5.4%) e
per ridurne il rischio sarebbe opportuno rivalutare la terapia con le sulfoniluree,
diminuendone la dose. Exenatide LAR ¢ stato associato ad un’incidenza
significativamente inferiore di episodi di ipoglicemia rispetto ad un’insulina basale
nei pazienti che ricevevano metformina ed anche nei pazienti che ricevevano
metformina associata ad una sulfonilurea (DURATION-3)*63,

| frequenti eventi avversi associato ad Exenatide e sottolineati negli studi
DURATION sono stati legati ad una sintomatologia gastro-intestinale, come nausea e
vomito, i quali tendono a migliorare dopo circa 8 settimane di trattamento. Lo studio
DURATION-1 mostra come I’Exenatide settimanale ha un’incidenza di nausea
minore rispetto all’Exenatide Bis-in-die, rispettivamente 26% e 35%; inoltre, sempre
in questo studio, I’incidenza del vomito ¢ stata minore ancora una volta nella
somministrazione settimanale, con un 11% rispetto al 19%%°. Tuttavia, le percentuali
di sospensione della terapia a causa degli effetti collaterali sono state maggiori nei
soggetti con Exenatide LAR vs insulina glargine (DURATION-3), Exenatide LAR vs
iDPP-4 (DURATION-2 e -4) e pressoché paragonabili negli studi in cui si
confrontavano Exenatide LAR vs metformina, pioglitazone ed Exenatide bis-in-die
(DURATION-4 e -5). E stato osservato che alcuni pazienti possono sviluppare
anticorpi anti-Exenatide, in seguito al trattamento con Exenatide LAR; questo titolo
anticorpale diminuisce nel tempo e circa il 45% dei pazienti ha avuto un titolo
anticorpale basso alla fine degli studi clinici. Dal punto di visto del controllo
glicemico non sono state viste discordanze rispetto ai pazienti che non hanno
sviluppato anticorpi anti-Exenatide.

L’uso degli analoghi del GLP-1 ¢ stato potenzialmente associato all’incremento del

rischio di pancreatiti e di tumore al pancreas. Bisogna pero sottolineare che il rischio
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di pancreatite nei soggetti diabetici &€ aumentato rispetto alla popolazione generale, a
seguito della concomitante presenza in questi soggetti di possibili altri fattori di
rischio per la pancreatite stessa, quali calcolosi biliare e ipertrigliceridemia. Sono
state fatte delle ricerche riguardanti gli agonisti del recettore del GLP-1 e di
Exenatide LAR raccogliendo tutti gli studi randomizzati della durata maggiore di 11
settimane che hanno arruolato pazienti con DMT2. | dati ottenuti hanno confermato la
sicurezza degli agonisti del GLP-1R per quanto riguarda la pancreatite ed il cancro al
pancreas, in quanto 1’incidenza di queste due patologie non era significativamente
differente rispetto ai comparatoril’’. Tuttavia dovrebbero essere condotti in futuro
ulteriori studi a lungo termine, con campioni di pazienti piu ampi, per confermare
questi risultati, in quanto i pareri a riguardo da parte della comunita scientifica sono
ancora discordanti.

Alla luce di questi risultati, I’Exenatide LAR si presenta non soltanto come un

farmaco altamente tollerabile, ma anche con un buon profilo di sicurezza.

3.2 APPROCCI NUTRACEUTICI

Oltre alla terapia farmacologica, o0 in associazione ad essa, in ambito clinico si assiste
ad un crescente utilizzo di prodotti naturali in grado di agire sui parametri
ematochimici e strumentali. Ed € proprio in questo quadro che si inserisce il nuovo
significato di alimentazione intesa non piu come la semplice assunzione di alimenti,
ma piuttosto come strumento di cura e mezzo per il raggiungimento del benessere
psicofisico. Questo concetto non & recente, ma gia nel quarto secolo a.C. Ippocrate
nel De Dieta scriveva “I'uomo é cio che mangia” ed ¢ su questa base che si ¢ diffuso
il consumo degli alimenti funzionali i quali secondo la nutraceutica hanno una
funzione benefica sulla salute!’®. 1l termine nutraceutica & stato coniato nel 1989 dal
Dr. S. De Felice, si tratta di un neologismo derivante dalla fusione dei termini
nutrizione e farmaceutica e si riferisce allo studio di alimenti che hanno un’influenza

benefica su una o piu funzioni del corpo tanto da risultare rilevante per uno stato di
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benessere o per la riduzione del rischio di malattial”®. L’Italia pud vantare
straordinarie potenzialita di sviluppo nel campo della nutraceutica soprattutto per la
presenza di numerosi prodotti naturali che contengono nutrienti importanti per ridurre
il rischio di incorrere in patologie cardiovascolari, degenerative e tumorali. | piu noti
nutrienti, contenuti in diversi alimenti di uso comune (carni rosse, crostacei,
pomodoro, spinaci, broccoli, uova, mele, uva, vino rosso) sono: la carnitina, la
glucosamina, I'octacosanolo, le proantocianidine, il licopene, I'acido linolenico, la
luteina. E’ stato dimostrato che il chitosano ha effetti benefici su diversi parametri
metabolici inclusi i lipidi, la resistenza all’insulina e obesita'®. Evidenze sperimentali
ed epidemiologiche suggeriscono che, negli alimenti, la presenza di polifenoli, in
particolare, di flavonoidi ha un effetto positivo nel ridurre I’insorgenza di
aterosclerosi'®®. In particolare, il consumo giornaliero del succo del frutto Citrus
Bergamiae Risso ha mostrato di influenzare positivamente i livelli di lipidi plasmatici
e ridurre il rischio di malattia coronarical®?. Gli effetti ipolipemizzanti possono essere
correlati a diversi componenti di succo agrumi, come i flavonoidi (naringina e
esperidina), pectine e acido ascorbico, che hanno un elevato potenziale antiossidante
e interferiscono con il metabolismo del colesterolo!®. Inoltre i nutraceutici possono
essere utilizzati in associazione alle terapie praticate per modulare al meglio gli effetti
terapeutici dei farmaci e ridurre il rischio di complicanze; per esempio la curcuma,
I’acido clorogenico, la silimarina e la silibina hanno mostrato ottimi risultati in
pazienti con SM in add on alle terapie farmacologiche praticate!8,

I risultati delle ricerche sui composti naturale sono stati accolti con grande favore
dalla comunita scientifica internazionale ed hanno contribuito alla diffusione del
modello alimentare della Dieta Mediterranea (DM), a tal punto che nel 2010
I’UNESCO ha inserito tale Dieta nella prestigiosa lista dei patrimoni immateriali
dell’Umanita. La DM é ricca di alimenti particolarmente benefici, come I'Olio
Extravergine d'Oliva (EVO) e 1’Opuntia Ficus-Indica (OFI) che, per la loro
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composizione ricca di polifenoli, si rivelano particolarmente utili per la salute

dell’organismo.

3.2.1 Olio extravergine di oliva ad alto contenuto di Oleocantale (OC)
Composizione dell’olio extravergine d’oliva

Gli oli provenienti dalla lavorazione delle olive rappresentano uno dei piu antichi
alimenti. Insieme alla pianta di olivo essi sono, infatti, noti da millenni sia come
impiego alimentare sia come unguento e come fonte di illuminazione. Oggi hanno
prevalentemente la destinazione di condimento, sostanza grassa di copertura 0 mezzo
di cottura. Negli ultimi trent’anni si sono verificati profondi cambiamenti nella
conoscenza degli aspetti nutrizionali dell’olio di oliva, tanto da considerarlo alla base
della cosiddetta “dieta mediterranea” e quindi ricco di importanti principi nutrizionali
indispensabili, quali gli acidi grassi monoinsaturi, gli acidi grassi essenziali e vari
antiossidanti. Viene definito “olio extravergine d’oliva”, I’olio ottenuto direttamente
dalle olive e unicamente da procedimenti meccanici, la cui acidita libera espressa in
acido oleico & al massimo 0,8 g per 100 g di olio*. La composizione chimica
dell’olio d’oliva ¢ rappresentata da una frazione saponificabile e dai componenti che
costituiscono la frazione insaponificabile. Mentre i componenti della prima frazione,
sono pressoché uguali in tutti gli oli d’oliva, quelli della seconda, invece, subiscono
variazioni qualitative e quantitative molto importanti. La porzione saponificabile ¢
costituita per il 98-99% da una miscela di gliceridi, cioe esteri del glicerolo con acidi
grassi (soprattutto trigliceridi). Gli acidi grassi presenti possono essere monoinsaturi,
come 1’acido oleico, che ¢ il piu abbondante degli acidi grassi (75%), saturi come il
palmitico (7-15%) e lo stearico (26%) oppure polinsaturi come il linoleico e ’a-
linolenico (9%). Nella frazione saponificabile, accanto ai trigliceridi sono presenti, sia
pure in quantita minime, digliceridi (2-3%) e monogliceridi (0,1-0,2%) e pochissimi
acidi grassi liberi. La frazione insaponabile € costituita da componenti minori, cioé

presenti in piccole quantita, che corrispondono a piu di 230 sostanze chimiche
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appartenenti a diverse classi. Tra i componenti minori vi sono fosfolipidi, cere,
sfingolipidi, metil steroli, alcoli lineari, di- e triterpenici, dialcoli triterpenici, steroli,
tra cui il piu cospicuo ¢ il B-sitosterolo, mentre risulta quasi assente il colesterolo ed
infine i tocoferoli. Questi ultimi sono composti antiossidanti di struttura analoga alla
vitamina E ed hanno la funzione di proteggere dall’ossidazione perché essi stessi
sono ossidabili, catturano 1 radicali liberi che si formano durante 1’ossidazione dei
composti insaturi. Tra i componenti troviamo anche idrocarburi olefinici, come lo
squalene, e paraffinici, alcuni pigmenti come i caroteni (principalmente luteina e p3-
carotene), antociani, flavonoidi e clorofille ed i loro derivati come le feofitine. Tra i
componenti minori non saponificabili troviamo le sostanze fenoliche. Tra queste, una
molecola sempre presente nella drupa ¢ I’oleuropeina (allo stato di glucoside) che ¢
prevalentemente la sostanza causa del sapore amaro delle olive. Sul profilo aromatico
dell’olio assumono importanza i componenti volatili: i piu significativi sono aldeidi,
alcoli ed esteri a 6 atomi di carbonio (la trans-2-esenale, il 2-esenolo e 1’esenil-
acetato). Inoltre sono presenti anche 1’Oleocantale (OC), I’idrossitirosolo ¢ il tirosolo,
che sono le principali sostanze nutraceutiche dell’olio extravergine d’oliva. Tra le
vitamine si possono annoverare le liposolubili quali A, che si forma dal suo
precursore, il B-carotene, D che controlla il metabolismo del calcio, previene il
rachitismo e regola la crescita delle ossa, PP, H ed infine la vitamina K che ha

un’azione antiemorragica®8-1%8,

Effetti nutraceutici dell’olio extravergine d’oliva

La particolare composizione dell’olio d’oliva extravergine, ricco in acido oleico e con
adeguate quantita di importanti antiossidanti, si rivela particolarmente utile per la
salute dell’organismo. La particolare fragranza dell’olio d’oliva rende le varie
vivande piu gustose e appetibili e questo, si € dimostrato, contribuisce ad attivare gli
stimoli secretori dell’apparato digerente favorendo una migliore digeribilita e

metabolizzazione ed un’ottima tolleranza gastrica ed intestinale. Per il suo contenuto
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ricco di acidi grassi monoinsaturi, in particolare di acido oleico, protegge la mucosa
gastrica, diminuisce la secrezione di acido cloridrico (importante per coloro i quali
soffrono di ulcera gastrica o duodenale), inibisce la secrezione della bile, migliora lo
svuotamento biliare della cistifellea prevenendo cosi la formazione di calcoli, produce
una minore attivita secretoria del pancreas, importante nelle patologie come la
pancreatite e facilita 1’assorbimento delle vitamine liposolubili e del calcio. Inoltre
esercita un’azione lassativa contribuendo a correggere la stipsi cronica, riducendo il
rischio di alcune malattie autoimmuni e di tumori del seno e del colon retto®,
L’acido oleico presente nell’EVO interferisce positivamente sui processi di biosintesi
e sul metabolismo del colesterolo, mantenendo bassi o riducendo sia i livelli di
colesterolo totale (riduzione del 10%), sia di colesterolo legato alle lipoproteine a
bassa densita LDL (riduzione del 13%), impedendo anche la sua ossidazione
(riduzione del 14%) e sia dei trigliceridi VLDL (riduzione del 13%). Non diminuisce
invece il livello del colesterolo legato alle lipoproteine ad alta densita HDL, il
cosiddetto “colesterolo buono” che evita I’accumulo dei grassi nelle pareti delle
arterie. Questi grassi potrebbero penetrare nelle cellule della parete interna delle
arterie attraverso dei recettori e in tali condizioni queste cellule tenderebbero ad
irrigidirsi ed a rompersi. Quest’ultime inglobate dai macrofagi darebbero vita alle
cosiddette cellule schiumose che si accumulerebbero nell’intima dando luogo a delle
strie lipidiche e quindi alle famigerate placche aterosclerotiche, impedendo il normale
flusso del sangue o causando dei trombi. L’acido oleico agisce anche sulla pressione
arteriosa riducendola e negativamente sulla sintesi dell’acido arachidonico, il quale ha
una nota azione pro-infiammatoria'®-1%. Oltre all’acido oleico, I’EVO ¢& una fonte
preziosa di Acidi Grassi Essenziali (AGE) come I’acido linoleico e 1’a-linolenico,
precursori dei PUFA: acido arachidonico, Eicosapentaenoico (EPA),
Docosapentaenoico (DHA). Gli acidi grassi della serie »-3, EPA e DHA hanno
un’importante attivita anti-aterogena, anti-inflammatoria, anti-trombotica e anti-

aggregante, mentre 1’acido arachidonico ¢ importante sia nello sviluppo embrionale
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sia nell’accrescimento del bambino. Il DHA inoltre ¢ estremamente importante per il
corretto sviluppo del Sistema Nercoso Centrale (SNC) del feto in quanto é il
principale costituente dei fosfolipidi di membrana delle cellule nervose, soprattutto
per quella parte neurale che andra a definire 1’occhio: la retina. I costituenti minori
dell’olio d’oliva, anche se presenti in piccole quantita, rappresentano elementi di
grande importanza funzionale o nutraceutica. Tra questi i piu importanti sono i
polifenoli che conferiscono il tipico sapore lievemente amaro e piccante all’olio
d’oliva. Questi composti, si € visto che riducono il rischio di sviluppare aterosclerosi
e vari disturbi cardiovascolari grazie alle loro proprieta anti-inflammatorie ed anti-
ossidanti; ¢ noto infatti, come un eccesso di radicali liberi possa causare 1’ossidazione
di molecole quali DNA e lipidi. Da studi si & potuto constatare come i polifenoli
inibiscono, in particolare, il percorso di attivazione della NF-kB, un dimero che in
assenza di uno stimolo infiammatorio, & localizzato nel citoplasma, complessato con
una proteina inibitoria chiamata IkB (Inhibitor of NF-kB), la quale maschera la sua
Sequenza di Localizzazione Nucleare (NLS). Quando uno stimolo extracellulare
attiva la via di NF-kB si attivano le IKK, chinasi specifiche per IkB, che fosforilano
IkBa, promuovendo la reazione di poliubiquitinazione sulle lisine e quindi la rapida
degradazione di IkB. In sua assenza € dunque smascherata la sequenza di
localizzazione nucleare e NF-kB pud migrare nel nucleo dove attiva la trascrizione
dei geni bersaglio come le citochine IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, GM-CSF (Granulocyte-
Macrophage Colony-Stimulating Factor), INFy (Interferon Gamma), TNF-a, COX-2
(Ciclossigenasi), INOS (inducible Nitric Oxide Synthase), VCAM-130, molecole alla
base del processo infiammatorio*®7-2%,

Inoltre i1 polifenoli dell’olio extravergine d’oliva hanno effetti nutrigenomici. La
nutrigenomica e la scienza che studia le relazioni tra il cibo e la struttura del DNA
individuale, focalizzandosi sugli effetti che ha il cibo sull’espressione genica. Il nome
scientifico fu coniato dal ricercatore Jim Kaput indicando con nutrigenomica la

disciplina che applica la genetica alla scienza della nutrizione. Allo stato attuale,
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esistono pochi dati sull’effetto in vivo dell’espressione genica indotta dalla dieta
mediterranea. Ma alcuni effetti benefici sulla salute, di particolari componenti
dell’olio d’oliva, sono gia stati studiati sia in vitro che nei modelli animali. Per
esempio si ¢ visto che un estratto polifenolico dell’olio d’oliva ha effetti
chemioprotettivi ed anti-proliferativi su alcune cellule di adenocarcinoma del colon
umano, poiché interagiscono con vie di segnalazione responsabili dello sviluppo del
cancro del colon-retto. Nello studio & stato utilizzato un estratto contenente
idrossitirosolo, tirosolo e vari derivati secoiridoidi, tra cui oleuropeina, che inibiva la
proliferazione delle cellule tumorali, determinando un blocco del ciclo cellulare fase
G2/M, che ¢ mediato dalla capacita dei polifenoli dell’olio di oliva (50 microg/ml) di
esercitare una rapida inibizione di p38 e CREB (CAMP Response Eelement-Binding
Protein). In particolare é stato mostrato che i polifenoli inibiscono la trascrizione del
c-AMP che determina, a sua volta, la mancata fosforilazione di CREB, con il risultato
di una conseguente riduzione dell’espressione della COX-2. Questi risultati ottenuti
in colture cellulari o in modelli animali sono rilevanti per la conoscenza della
relazione tra aspetti nutrizionali ed espressione genica, ma sono limitati dall’uso di
dosi piu alte rispetto a quelle ingerite con la dieta. L’identificazione di geni espressi
in alcune cellule mononucleate in seguito al consumo di EVO nelle cellule di sangue
periferico offre uno spunto sui meccanismi biologico-molecolari. Sottolineando i
benefici dell’EVO sulla salute umana in particolare nella prevenzione delle malattie
eta correlate. In accordo con cio0, ¢ stata dimostrata una differenza nell’espressione
dei geni, correlati con il progredire dell’arteriosclerosi, dopo 3 settimane di consumo

di EVO nella dieta?®?,
L’oleocantale: caratteristiche e funzioni

L’oleocantale ¢ un composto presente nella frazione polifenolica dell’olio

extravergine d’oliva, anche conosciuto come (-)dicarboxymethyl ligstroside aglycone.
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Esso é una potenziale molecola terapeutica in quanto ha mostrato importanti proprieta
farmacologiche in vari processi patogenici, tra cui:

e inflammazione;

e tumori;

¢ malattie neurodegenerative come 1’ Alzheimer.
L’oleocantale & stato identificato per la prima volta da Montedoro et al. nel 19932%2,
ma isolato, estratto e sintetizzato solo nel 2005 da Beauchamp et al. > i quali hanno
osservato che la sua ingestione provocava una sensazione di irritazione nella regione
orofaringea simile a quella che si osservava dopo 1’ingestione dell’EVO. Essi
dimostrarono che 1’oleocantale era 1’unico fenolo responsabile della sensazione
pungente dell’olio extravergine d’oliva e per questo motivo lo chiamarono
oleocanthal: oleo- per oliva, canth- per stringenza ed al- per aldeide. La scoperta fu
raggiunta attraverso la quantificazione dell’oleocantale in vari oli extravergine e la
misurazione dell’irritazione alla gola. Tuttavia per escludere la possibilita che altri
composti in EVO potessero contribuire alla caratteristica percettiva, 1’oleocantale ¢
stato sintetizzato e disciolto in olio di mais. L’irritazione risultava uguale a quella
dell’EVO ed inoltre era dose-dipendente (di oleocantale) dimostrando effettivamente
che I’oleocantale ¢ I’unico responsabile della sensazione irritante®. Inoltre questa
forte sensazione di bruciore era simile a quella causata da un anti-inflammatorio non
stereoideo, 1’ibuprofene benché strutturalmente diverso?®*2%, Un punto di interesse &
che l’irritazione prodotta dall’oleocantale ¢ specifica per la regione orofaringea.
Generalmente composti irritanti 0 pungenti sono percepiti in tutte le regioni della
cavita orale piuttosto che isolati ad un’area spazialmente distinta. Questo implica
I’esistenza di un recettore sensoriale specifico per 1’oleocantale nella regione
orofaringea®®. Peyrot des Gachons et al.?%® hanno identificato il recettore Transient
Receptor Potential Ankyrin-1 (TRPA-1) un canale cationico, non selettivamente
permeabile ai cationi, appartenente alla sottofamiglia Al, che lega 1’oleocantale.

Ipotizzarono che la grande variabilita inter-individuale nella sensibilita
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all’oleocantale potesse essere dovuta a variazioni di espressione dei recettori TRPA-1
nella regione orofaringea®. Quindi, il grado di irritazione percepito da un singolo
individuo poteva essere determinato non solo dalla concentrazione di oleocantale
presente nell’olio extravergine d’oliva, ma soprattutto dalla sensibilita che ha un
individuo nei confronti del composto, e cioe dalla diversa espressione dei recettori.
Gia nel 2009 Cicerale et al. avevano dimostrato che utilizzando un olio extravergine
di oliva contenente una concentrazione di oleocantale di 54 mg/kg, I’effetto variava
da una leggera irritazione alla gola ad una irritazione di intensita sufficiente a
produrre tosse negli individui altamente sensibili?®*. E’ stato confermato che
I’oleocantale ¢ capace di formare addotti con la cisteina, ma questa caratteristica non
consente di attivare TRPA-1, come invece fa la cinnamaldeide. Per verificare 1’ipotesi
che I’oleocantale non attiva TRPA-1 tramite modifica cisteinica, i ricercatori hanno
testato I’attivita dell’oleocantale su un mutante TRPA-1 reso insensibile o
debolmente sensibile agli agonisti elettrofili, attraverso la sostituzione di due cisteine
reattive con due residui di serina e si e visto che 1’azione della cinnamaldeide era
alterata nelle cellule che esprimono la TRPA-1 mutante, invece 1’oleocantale
induceva correnti ioniche, simili a quelle evocate nelle cellule wild-type. Questi dati
confermano che I’oleocantale attiva il canale ionico tramite un meccanismo diverso
rispetto agli agonisti TRPA-1 piu elettrofili. E” anche possibile, ed & ancora oggetto
di studio, che i livelli di recettore TRPA-1 nei muscoli del resto del corpo riflettano i
livelli che possiamo trovare nella regione orofaringea e pertanto bassi o alti livelli di
TRPA-1 nella regione orofaringea possono a loro volta riflettere la risposta
infiammatoria nei muscoli (Figura 17) attraverso I’attivazione di p38 MAPK?2%,

Gli studiosi osservando che la sensazione di irritazione alla gola causata
dall’oleocantale era simile alla sensazione provocata dall’ibuprofene (Farmaci Anti-
Infiammatori Non Steroidei, FANS), ipotizzarono e provarono che i due composti
hanno caratteristiche farmacologiche simili, nonostante siano strutturalmente diversi
(Figura 18).
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Figura 17. La pungenza dell olio extra-vergine d’oliva é dovuta all’espressione restrittiva del
recettore per [’oleocantale®®.

Figura 18. Oleocantale, composto naturale e piccante dellolio d’oliva®S.

Per questo motivo, negli ultimi anni ’oleocantale ¢ diventato oggetto di interesse

scientifico, focalizzando I’attenzione sui possibili meccanismi in cui esso puo agire.

Esistono due possibili pathways su cui l’oleocantale pud operare: il pathway

dell’acido arachidonico e il pathway del NFkB.

1) L’acido arachidonico ¢ un acido grasso rilasciato dallo strato fosfolipidico delle
membrane cellulari dalla Fosfolipasi A2 (PLA2). L’enzima COX sintetizza le

Prostaglandine H2 (PGH2) in due steps attraverso due siti attivi separati, un sito
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di ciclossigenasi ed un sito di perossidasi. L’acido arachidonico ¢ il primo ad
essere ossidato a idroperossido (PGG2) dalla COX, il quale e ridotto dalla
perossidasi ad alcol (PGH2)?7-21, e prostaglandine H2 sono i precursori di un
gran numero di prostanoidi inclusi PGE2, PG12, PGD2, PGF2a e trombossani
(Trombossano A2, TXAZ2). Prostaglandine e trombossani sono prodotte da
stimoli nocivi e funzionano in maniera paracrina ed autocrina®*!. Fino al 1990 si
pensava esistesse un solo enzima COX, ma studi effettuati in questo campo
hanno permesso di affermare che esistono due isoenzimi: la COX1 espressa in
molti tessuti e fondamentale per numerosi meccanismi fisiologici come la
regolazione della produzione di muco e di acido cloridrico a livello gastrico, e la
COX2 maggiormente espressa nelle cellule infiammatorie e indotta
principalmente dagli stimoli infiammatori come le citochine (TNF-a, IL-1 e IL-6
o come le endotossine batteriche?'?213, Beauchamp et al.?®® dimostrarono che
I’oleocantale imita [D’attivita anti-infiammatoria dell’ibuprofene inibendo in
maniera dose-dipendente gli enzimi inflammatori COX1 e COX2. Inoltre questa
inibizione era significativamente maggiore rispetto a concentrazioni equimolari
di ibuprofene?®. Per esempio, 25 mM di oleocantale inibiva il 41-57%
dell’attivita della COX rispetto ai 25 mM di ibuprofene il quale inibiva solo il
13-18%  dell’attivita della COX in vitro. Oleocantale costituisce
approssimativamente il 10% della componente fenolica totale del’EVO, ma
questa quantita appare sufficiente a contribuire alla modifica delle funzioni
fisiologiche del corpo riducendo il rischio di patologie infiammatorie®*®. Corona
et al.?!* suggerirono che un meccanismo con il quale la porzione fenolica
del’EVO inibisce la COX ¢ I’inibizione della fosforilazione di p38/CREB.
L’oleocantale da solo incrementa la fasforilazione di p38 in colture umane di

condrociti?®®, che a sua volta riduce 1’espressione di p38 (Figura 19).
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Figura 19: Pathway dell’acido arachidonico nell infiammazione®*®.

2) Un altro meccanismo attraverso il quale 1’oleocantale agisce ¢ attraverso
I’inibizione del NFkB il quale controlla I’espressione di oltre 200 geni che
codificano per molti mediatori dell’inflammazione. Nelle cellule a riposo NFkB ¢
mantenuto nel citoplasma ed € associato a proteine inibitorie come IkB (IkBa,
IkBp e IkBeg); in risposta a stimoli tossici come LPS (Lipopolisaccaride) NFkB &
degradato oppure fosforilato in modo tale da poter traslocare nel nucleo e legarsi
a specifici promotori. Inoltre citochine pro-infiammatorie come TNF-a sono
capaci di indurre 1kB e successivamente di attivare NFKB. La fosforilazione di
IkB & mediata da IKK che € costituita da tre subunita di chinasi (IKKa, IKKf,
IKKYy) cosiccheé I’inibizione di IKK potrebbe sopprimere la capacita di NFkB

(Figura 20) di indurre la trascrizione di geni pro-infiammatori?'’-21°,
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Figura 20. Attivazione di NFkB attraverso la fosforilazione di kB,

Un’ulteriore prova dell’attivita anti-infiammatoria dell’olocantale si ¢ osservata in
particolari linee cellulari, i condrociti murini ATDC5 e i macrofagi J774, in uno
studio effettuato da Scotece et al.??® nel 2012. Gli studiosi osservarono che
I’oleocantale non solo inibiva la produzione di NO LPS-indotta tramite la
downregolation di iNOS nei macrofagi, senza compromettere la vitalita cellulare, ma
inibiva anche I’espressione dell’mRNA dei mediatori infiammatori MIP-1a e IL-6,
cosi come la loro sintesi proteica in entrambi i tipi cellulari. Si & pure osservata una
riduzione delle citochine pro-infiammatorie come IL-1p ¢ TNF-o. Questi mediatori
inflammatori hanno notevoli ruoli in malattie articolari infiammatorie-degenerative
come l’osteoartrite e I’artrite reumatoide, pertanto questi dati suggeriscono come
I’oleocantale potrebbe essere un agente terapeutico per il trattamento di malattie
degenerative delle articolazioni.

Diversi recenti studi hanno dimostrato che il consumo di EVO riduce il rischio di vari

tipi di cancro, tra cui della prostata, del polmone, della laringe, dell’ovaio, della
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mammella e tumori del colon??1222_ Un altro interessante studio fatto da Margarucci
et al. ha rivelato importanti effetti dell’olecantale sulla Proteina Heat Shock (HSP-
90), una cheperone con un ruolo chiave in diverse malattie umane, in particolare
cancro e neurodegenerazione. Si e osservato un potente effetto inbitore sulla HSP-90
in cellule U937 monocitiche di linfoma umano?2,

L’oleocantale ¢ stato recentemente collegato alla riduzione del rischio di malattia di
Alzheimer (Alzheimer desease, AD), una malattia neurodegenerativa che é
caratterizzata dall’accumulo nel cervello della proteina B-amiloide. In particolare,
I’oleocantale riduce la fibrillizzazione della proteina tau, che ¢ una proteina associata
ai microtubuli e che promuove il loro assemblaggio. La mancanza di questa
stabilizzazione € associata allo sviluppo di grovigli neurofibrillari caratteristici
dell’Alzheimer. LI, W et al.??* hanno dimostrato che I’oleocantale altera la
fibrillazione della proteina tau attraverso interazioni covalenti con la lisina dell’amino
gruppo del frammento K81 della tau in maniera aspecifica. Inoltre effettua anche
interazioni covalenti non specifiche con tau-441 che induce un cambiamento
conformazionale che potrebbe spiegare la capacita anti-fibrillogenica
dell’oleocantale.

Sebbene 1’oleocantale abbia dimostrato cosi tanti effetti benefici contro vari
meccanismi patogenici, come tutti i fenoli e soggetto a degradazione quando a
contatto col calore. Sono stati effettuati degli studi proprio per osservare la possibile
degradazione della componente anti-inflammatoria dell’EVO durante la cottura, ed ¢
stato visto che I’oleocantale risulta stabile quando esposto a temperature superiori ai
240° per piu di 90 minuti??®, riportando un minimo aumento di degradazione (16%),
in contrasto a quanto accade agli altri fenoli. Gli studi riportati suggeriscono chiari
effetti benefici di questo composto nei processi patogenici come lo stress ossidativo,
I’inflammazione, le malattie neurodegenerative e cardiovascolari e indicano un
possibile ruolo, per 1’oleocantale, di agente terapeutico per il trattamento futuro di

alcune malattie. Tuttavia la maggior parte di questi studi sono stati effettuati solo in
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sistemi in vitro e, quindi é difficile estrapolare queste conclusioni in interi organismi.
Cosi, ulteriori ricerche sia in vitro che in vivo devono essere effettuate. Un primo
passo importante sarebbe quello di delineare i meccanismi di azione dei farmaci di
oleocantale e per determinare se quest’ultimo media i suoi effetti su recettori cellulari
di superficie o su bersagli intracellulari. Inoltre, sono necessarie maggiori
informazioni relative alla farmacocinetica e farmacodinamica dell’oleocantale. Allo
stato attuale, non sono disponibili molti dati da studi clinici e sara, pertanto,
necessario effettuare studi clinici completi sia sul potenziale di prevenzione sia
sull’efficacia curativa del composto in diversi stati di malattia, prima che queste
indicazioni terapeutiche possano essere convalidate. In ogni caso, si deve usare
cautela per evitare aspettative non veritiere di successo nell’uso di questo composto
come agente farmacologico. Una migliore comprensione della farmacologia
dell’oleocantale fornira anche un solido fondamento logico per I’introduzione di
alimenti funzionali, come I’EVO, per migliorare le strategie alimentari che saranno di

aiuto nella pratica clinica®'.

3.2.2 Opuntia ficus-indica

Opuntia ficus-indica: caratteristiche e composizione

Opuntia ficus-indica (OFI), comunemente chiamato fico d'India o cactus nopal
(Figura 21), appartiene alla famiglia delle cactacee dicotiledoni angiosperme, una
famiglia che comprende circa 1500 specie di cactus. OFI e una pianta tropicale e
subtropicale, puo crescere in climi aridi e semi-aridi, con una distribuzione geografica
che comprende Messico, America Latina, Sud Africa e paesi del Mediterraneo; €
caratterizzata da un elevato contenuto di polifenoli che presentano proprieta
antiossidanti e antinfiammatorie?®. E interessante notare la presenza di alcaloidi,
indicaxantina, neobetanine e vari flavonoidi che sono stati isolati dal cactus®?’.

Il frutto del cactus contiene notevoli quantita di acido ascorbico, vitamina E, fibre,

carotenoidi, aminoacidi e composti antiossidanti ed e una preziosa fonte di sostanze
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nutritive,  presenta  attivita  antiossidante,  antitumorale,  neuroprotettivo,
epatoprotettiva, antiproliferativo??-232,

| cladodi del cactus contengono vitamine, antiossidanti e vari flavonoidi, in
particolare etere quercetina 3-metile, uno scavenger radicalico altamente efficiente®*°.
Gli estratti dei cladodi di OFI possono abbassare il livello di colesterolo, presentano
proprieta anti-inflammatorie, e I'acqua estratta migliora notevolmente la guarigione

delle ferite?33,

Figura 21. Opuntia ficus-indica?®*.

Tutte le parti della pianta sono ricchi di membri della famiglia dei polifenoli come ad
esempio flavonoidi e acidi fenolici. Nel fiore, i principali composti sono rappresentati
da acido gallico e 6-isoramnetina 3-O-robinobioside, pari a 4900 e 4269 mg/100 g di
sostanza secca, rispettivamente?®. Altre molecole fenoliche sono presenti in quantita
non superiore a 10 mg/g. Nella polpa, il contenuto totale fenolico é di 218,8 mg/100
g®%, con un alto contenuto del glicoside isoramnetina (50,6 mg / 100 g) rispetto ad
altri flavonoidi?®’. I semi del frutto contengono elevate quantita di composti fenolici
da 48 a 89 mg / 100 g compreso i derivati feruloil, tannini e sinapoil diglucoside®®. E

interessante notare che le scorze di frutta hanno un alto contenuto di fenoli (45,7 g /
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100 g). Molti di questi fenoli sono molecole bioattive, derivati dai flavonoidi quali
camferolo e quercetina, il cui contenuto & 0,22 e 4,32 mg / 100 g, rispettivamente?.
Gli effetti benefici dei polifenoli di OFI sulla salute potrebbero essere derivanti dalle
loro proprieta antiossidanti di scavenger radicalici. Per esempio, I'acido gallico, in
gran parte si trova nei fiori del cactus, mostra un'elevata attivita antiossidante
responsabile per la sua capacita di ridurre il danno al DNA?* e per tamponare i
radicali liberi?*.

I cladodi di OFI sono ricchi di nicotiflorina che, attraverso meccanismi
antinflammatori e neuroprotettivi, ha dimostrato di ridurre i danni dell'infarto
cerebrale, di attenuare i deficit neurologici indotti da ischemia e di up-regolare
I'ossido nitrico sintasi endoteliale nella coltura di cellule dell’endotelio vascolare di
cervello di ratto?*. La nicotiflorina, a concentrazioni nanomolari, ha un effetto
neuroprotettivo contro 1’ipossia o lo stress ossidativo?*,

L’analisi cromatografica dei lipidi totali estratti da cladodi Cactus®* indica che
I'acido palmitico (C16:0), acido oleico (C18:1), l'acido linoleico (C18:2), acido
linolenico (C18:3) contribuisce al 13.87%, 11.16%, 34.87% e 32.83% del contenuto
totale di acidi grassi. Questi quattro acidi grassi rappresentano quindi oltre il 90%
degli acidi grassi totali con acidi linoleico e linolenico, i principali acidi grassi
polinsaturi, pari al 67.7%. Il contenuto di acido linoleico in cactus cladodi (34.87%) €
quindi vicino alla percentuale (29% al 40.41%) in olio di argan.

Le varie parti di Opuntia contengono una buona percentuale di acido linoleico al
quale, essendo precursore dell’acido arachidonico, ¢ stato assegnato un potere
ipocolesterolemizzante e proprieta inibitorie contro il cancro al colon. Omega-3
(acido linolenico) e conosciuto per gli effetti benefici per la salute, le malattie
cardiovascolari, patologie infiammatorie, malattia autoimmune e diabete®*.

Sin dai tempi antichi, OFI & stata utilizzata nella medicina popolare tradizionale, e
recentemente la popolarita dei cladodi € aumentata anche nei paesi sviluppati,

essendo riconosciuto come fonte di sostanze fitochimiche e prebiotiche?#.
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Il cladodio € un ramo trasformato, spesso di consistenza coriacea, che assume
I'aspetto (Figura 21) e la funzione di una foglia; e in grado di effettuare la fotosintesi
clorofilliana in piante che riducono I'apparato fogliare®*’. I cladodi, specie nelle prime
fasi di crescita, oltre ad avere una elevata quantita di acqua, sono un’ottima fonte di
sostanze nutritizie in termini sia di fibra (carboidrato) ma anche di vitamine tra cui
vitamina C e precursori della vitamina A. | principali elementi presenti in nopal sono
calcio, potassio, magnesio, sodio, e piccole quantita di ferro e manganese. Questi
elementi sono presenti come carbonati, cloruri, solfati, ossalati e fosfati nei cladodi
dove la loro composizione varia a seconda della stagione, luogo di coltivazione, tipo
di terreno, e I'eta della pianta®*®,

Diversi studi hanno evidenziato la presenza di composti naturali aventi I’effetto
antinflammatorio, antiossidante, ipoglicemico, antimicrobico e attivita neuro-
protettiva®*®. 1l potenziale terapeutico degli estratti del cladodio & stato dimostrato in
vitro o in vivo. Un certo numero di malattie sono stati trattati, tra cui DMT2, obesita,
reumatismi, ischemia cerebrale, malattie renali, tumori, infezioni virali e batteriche?.
Inoltre é stata mostrata l'attivita prebiotica di oligosaccaridi derivati dai cladodi. La
fermentazione dell'acido lattico esercita anche un effetto conservante sui livelli di
vitamina C e carotenoidi; la fermentazione lattica, potrebbe essere una strategia utile
e innovativa per sfruttare le caratteristiche intrinseche dei cladodi di OFI. Due
derivati flavonoidi (camferolo e isoramnetina) sono stati identificati negli estratti, e
sono stati considerati 1 principali composti che presentano un’elevata attivita di
scavenger radicalico e di immuno-modulazione. | flavonoidi agiscono a piu livelli,
attraverso l'inibizione delle vie di IL-8 e TFNa, diminuendo la produzione di radicali
liberi, sopprimendo l'attivita di COX-2 e inibendo la sintesi di Prostaglandin E2
(PGE2).

Nella prospettiva di produrre un alimento funzionale, integratore alimentare o
farmaceutico, 1’estratto del cladodio fermentato pud fungere come adiuvante

antinfiammatorio per ripristinare omeostasi in condizioni di stress cellulare?®*,
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L'alta concentrazione di composti funzionali e le caratteristiche intrinseche di OFI

permettono di considerare tale pianta, ed in particolare il cladodio come componente

adatto alla preparazione di composti utili alla promozione della salute?*°.

Figura 21. Cladodio (foto originale).

Grazie alle proprieta antiossidanti di scavenger radicalico, la betalaina potrebbe
essere usata per le malattie degenerative che colpiscono la funzione endoteliale come
Daterosclerosi, I’aterotrombosi, ictus®*°.

In un modello murino di infiammazione acuta (pleurite), la somministrazione orale di
indicaxantina riduce la dimensione di essudato e il reclutamento di leucociti in cavita
pleurica e I’espressione di m-RNA di PGE-2, NO, IL-1B, i-NOS e COX-2 nei
leucociti reclutati®®,

Nopal € una pianta di cactus che & ampiamente consumata nella dieta messicana. Ha
un basso indice glicemico ed e considerato un alimento funzionale a causa del suo
alto contenuto di fibra alimentare e concentrazione di polifenoli e la sua attivita
antiossidante. La fibra alimentare & classificata come fibra dietetica totale, insolubile

e solubile; puo essere presente in un pasto normale (diete con alto contenuto di fibre)
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0 come ingrediente aggiunto ai prodotti alimentari generati in precedenza da diversi
processi (enzimatica, fisici o chimici) da una grande varieta di materie prime?3,
Inoltre, la fibra alimentare € uno dei componenti alimentari autorizzati negli alimenti
funzionali in tutto il mondo in quanto contribuisce alla salute delle arterie coronarie e

colon.

Ruolo di OFI sull’attivita cardiovascolare.

Opuntia puo avere molteplici effetti sul metabolismo, nella regolazione del glucosio,
lipidi, colesterolo totale, lipoproteine ad alta densita, e lipoproteine a bassa densita?*,
Tuttavia, ci sono pochi studi sulla specie piu comune, OFI, ma il meccanismo d’
azione dell’effetto ipocolesterolemizzante non ¢ chiaro. L’azione dei fenoli sembra
avere un significato cruciale in quanto composti che inibiscono I'enzima lipasi
pancreatica®®® che catalizza I'idrolisi dei trigliceridi.

Inibendo la funzione di questo enzima, si riduce il livello di colesterolo®®. La lipasi
pancreatica ¢ un enzima chiave nell’ assorbimento dei trigliceridi della dieta,
determinando 1’idrolisi dei trigliceridi in 2-monoacilglicerolo e acidi grassi. E noto
che i grassi alimentari non sono direttamente assorbiti dall'intestino se non sono stati
sottoposti all'azione della lipasi pancreatica®®’. Alcuni componenti naturali come
proteine e saponine inibiscono le lipasi gastrointestinali, impedendo I'idrolisi dei
grassi alimentari, riducendo il successivo assorbimento intestinale di prodotti di
lipolisi®®. Questo potrebbe spiegare perché OFI diminuisce i livelli di colesterolo nei
topi che sono stati indotti all” ipercolesterolemia impedendo cosi I'idrolisi dei grassi

alimentari e riducendo il loro successivo assorbimento intestinale.

Ruolo di OFI sul metabolismo epatico
L’accumulo di lipidi a livello epatico ¢ il risultato di uno squilibrio tra l'acquisizione
dei lipidi (derivati da acidi grassi nel tessuto adiposo e quelli prodotti de novo tramite

lipogenesi) e lo smaltimento dei lipidi (ossidazione dei lipidi e Trigliceridi,
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secrezione di lipoproteine)?°. Molte evidenze indicano che I'accumulo di Trigliceridi
(TG) nel fegato ¢ un fattore causale correlato con 1’insulino-resistenza e con le basse
concentrazioni di adiponectina, una citochina anti-infiammatoria®®®. Nella steatosi
epatica, l'accumulo di lipidi nel fegato e la presenza di ROS promuovono la
perossidazione lipidica, il rilascio di citochine infiammatorie, l'attivazione delle
cellule stellate epatiche, e la funzione mitocondriale alterata. Recentemente e stato
dimostrato che una dieta a base di nopal riduce i livelli sierici di TG, proteina C-
reattiva, I’intolleranza al glucosio e aumenta le concentrazioni sieriche adiponectina

in soggetti con sindrome metabolica?®®,

Ruolo di OFI sul metabolismo delle lipoproteine aterogene:

Sono stati condotti studi sulla capacita delle polveri di Opuntia di inibire I'ossidazione
delle LDL generata nelle cellule endoteliali aortiche murine (CRL2181). Questo
sistema in vitro mima gli eventi iniziali che si verificano nella parete vascolare cioé
I’ossidazione delle LDL nell’intima vascolare (endoteliale), assorbimento di LDL
ossidate tramite il sistema scavenger recettoriale, accumulo di lipidi nel citosol, e la
formazione di cellule schiumose. La presenza di OFl e in grado di inibire
I’ossidazione delle LDL indotta dai macrofagi e tale attivita potrebbe essere dovuta

all’effetto della quercetina, un flavonoide con elevata attivita antiossidante?6?,

3.3 APPROCCIO CHIRURGICO

La chirurgia bariatrica si occupa del trattamento chirurgico dei pazienti affetti da
obesita; offre una notevole riduzione del rischio di mortalitd e del rischio di
sviluppare nuove comorbidita. La chirurgia bariatrica é I'unico trattamento in grado di
determinare una perdita di peso significativa nel lungo termine, ma rappresenta ad
oggi uno strumento di supporto alla necessita e alla determinazione della persona

obesa di perdere peso e di riuscire a mantenerlo nel lungo periodo.
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La chirurgia bariatrica ha un rapporto costi/benefici molto vantaggioso e spesso
consente un notevole risparmio sui costi socio-sanitari rispetto all'approccio
conservativo.

La chirurgia bariatrica non e indicata per tutti i pazienti obesi e soprattutto non puo
essere richiesta per motivi puramente estetici (immagine negativa del proprio corpo).
Il suo principale scopo e quello di prevenire e/o correggere i problemi medici
associati all'obesita. Tra i requisiti principali richiesti per sottoporsi a un intervento di
chirurgia bariatrica vi sono i seguenti: oltre che per motivi puramente estetici, bisogna
avere un BMI maggiore o uguale a 40 kg/m2 o un BMI compreso tra 35 e 39,9 kg/m?
se associato a una o piu malattie o complicanze correlate all'obesita (diabete mellito
di tipo 2 (HbAL1C <8%), malattie cardiache, ipertensione arteriosa, dislipidemia,
problemi alle giunture, apnee notturne, ecc). Il paziente dovra ovviamente astenersi
dal consumo di alcolici, droghe e fumo a partire da almeno 6 settimane prima
dell'intervento di chirurgia bariatrica.

| principali interventi chirurgici attualmente in uso in Italia sono di tre tipi e la loro
efficacia e andata progressivamente consolidandosi in questi ultimi decenni,
supportata da ampie casistiche e da periodi di osservazione post-intervento
sufficientemente lunghi. La chirurgia gastrorestrittiva riduce la quantita di cibo che si
puo assumere in un solo pasto, in modo da percepire piu precocemente il senso di
sazieta e piu a lungo. Si basa sulla separazione di una piccola parte alta dello stomaco
con il posizionamento di un anello gonfiabile per formare una tasca gastrica che si
svuota nell'area rimanente dello stomaco attraverso un orifizio stretto e non dilatabile
(bendaggio gastrico regolabile, gastroplastica verticale e sleeve gastrectomy). Gli
interventi di chirurgia mista svolgono un'azione prevalentemente funzionale;
abbinano la componente gastrorestrittiva a quella di ridotto assorbimento del cibo.
Comprendono il bypass gastrico e le sue varianti. L'intervento prevede la creazione di
una piccola tasca gastrica che non comunica con il resto dello stomaco (a differenza

del bendaggio gastrico regolabile), ma viene direttamente collegata all'intestino tenue
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a distanza variabile dal duodeno. Il bypass determina un calo di peso corporeo
riducendo di molto la quantita di cibo introdotta e inducendo un precoce senso di
sazieta. Gli interventi di tipo malassorbitivo riducono drasticamente I'assorbimento
del cibo e dell'energia. Le procedure chirurgiche malassorbitive comportano una
riduzione irreversibile delle dimensioni dello stomaco e un marcato cambiamento del
processo digestivo. Lo stomaco viene collegato alla parte terminale dell'intestino
tenue; in questo modo il cibo percorre soltanto una piccola parte del tratto
gastrointestinale, con conseguente notevole riduzione dell'assorbimento delle
sostanze nutritive e induzione di un precoce senso di sazieta (diversione bilio-
pancreatica).

Nei casi di diabete ed obesita (Diabesity)?®, la chirurgia bariatrica diventa uno
strumento importante nella terapia a lungo termine dei pazienti diabetici gravi?*2%,
Numerosi studi hanno mostrato che la chirurgia bariatrica determina un buon
compenso glicemico nella maggior parte dei pazienti operati’®. Le metodiche
utilizzate con maggiore frequenza sono il bypass gastrico, la diversione
biliopancreatica con switch duodenale, la sleeve gastrectomy. Queste tecnhiche
determinano i loro effetti metabolici attraverso una combinazione di: restrizione del
volume dello stomaco, bypass intestinale e modificazioni ormonali. | benefici della
chirurgia bariatrica includono anche un miglioramento dei fattori di rischio

cardiovascolare come dislipidemia e ipertensione?®”:28,
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4. SCOPO DELLO STUDIO

Nuove conoscenze, relative al ruolo della MetS e dei suoi componenti quali il diabete,
hanno modificato profondamente i nostri concetti sulla prevenzione ed il trattamento
terapeutico per cui dalla nozione di rischio cardiovascolare globale si e passati al
concetto moderno di rischio cardiometabolico globale, nel senso che siamo
impegnati oggi a prevenire la mortalita dovuta alle malattie cardiometaboliche.

Nel passato I’attenzione clinica si rivolgeva alla correzione dei singoli elementi quali
I’ipertensione, la dislipidemia, il diabete e il fumo di sigaretta. L’allargamento delle
conoscenze ha permesso di evidenziare nuovi elementi di rischio quali 1’obesita
addominale, lo stato proinfiammatorio e protrombotico cronico, la disfunzione
endoteliale, lo stress ossidativo. Il concetto di MetS avvalora la necessita di
individuare, in ogni soggetto, non piu il singolo fattore di rischio ma la molteplicita
dei determinanti che possono condurre allo sviluppo della patologia e I’approccio
terapeutico personalizzato adatto al managment globale del suo rischio. L’approccio
terapeutico che deriva da questa visione dell’individuo esula pertanto dalla cor-
rezione del singolo fattore di rischio presente, ma si pone 1’obiettivo di affrontare i
problemi del soggetto nella loro globalita.

Lo scopo del progetto di dottorato € stato quello di individuare nuovi approoci
farmacologici, nutraceutici e interventistici idonei al management clinico, diagnostico

e terapeutico dei pazienti ad alevato rischio cardio-metabolico.
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5.STUDI CLINICI

5.1 EFFETTI DI EXENATIDE LAR IN PAZIENTI CON DIABETE MELLITO
TIPO 2
5.1.1 MATERIALI E METODI

Pazienti inclusi nello studio

In questo studio e stata valutata una coorte di 60 pazienti (41 uomini e 19 donne, con
eta media di 60+10 anni) con DMT2 afferenti presso I’Ambulatorio di Diabetologia e
Prevenzione Cardiovascolare (Resp. Prof. M. Rizzo) dell’U.O.C. di Medicina Interna
(Dir. Prof. G. Montalto) del Policlinico di Palermo. La coorte di pazienti é stata
suddivisa in quelli con steatosi (con FLI >60, n = 18) e quelli senza steatosi (con FLI
<60, n = 42), valutata utilizzando un indice chiamato “Fatty Liver Index” (FLI) frutto
del calcolo di alcuni parametri comunemente valutati nei pazienti diabetici come
I'indice di massa corporea, la circonferenza addominale, i trigliceridi, e la gammaGT
che da contezza della salute del fegato?®®. Sui 60 pazienti arruolati allo studio & stato
valutato I’effetto di Exenatide LAR sui diversi parametri cardio-metabolici. Durante
la fase di reclutamento, ogni singolo paziente ha visionato e firmato il consenso
informato per partecipare allo studio clinico, approvato dal Comitato Etico del
Policlinico Universitario di Palermo. Questo studio € stato registrato in
clinicaltrials.com (NCT02380521). Ciascun paziente & stato sottoposto a visita
medica, raccogliendo dati anamnestici, clinici e biochimici relativi ad ogni singolo
paziente. Sono stati registrati il peso, la circonferenza vita, 1’altezza ed ¢ stato
calcolato I’indice di massa corporea (BMI) in Kg/m?. Le procedure utilizzate sono in
accordo con la Dichiarazione di Helsinki del 1975, modificata nel 1983, e sono state
approvate dal Comitato Etico dell'Universita degli Studi di Palermo.
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Tutti i soggetti coinvolti nel seguente studio erano naive alla terapia basata sulle
incretine ed erano trattati solo con metformina da almeno 8 settimane ad un dosaggio

compreso tra 1500 e 3000 mg al giorno.

Tabella 2. Principali caratteristiche cliniche dei soggetti inclusi nello studio (n=60).

Eta (anni) 60+10
Donne, n (%) 19 (32)
Durata Diabete (anni) 918
Fumatori, n (%) 13 (22)
Familiarita per malattie cardiovascolari, n (%) 34 (57)
Pressione arteriosa sistolica (mmHg) 128+12
Pressione arteriosa diastolica (mmHg) 73+8
Ipertensione, n (%) 42 (70)
Obesita, n (%) 31 (53)
Dislipidemia, n (%) 36 (60)
Complicanze diabetiche, n (%) 0 (0)
Uso di farmaci anti-ipertensivi
beta-bloccanti, n (%) 11 (18)
inibitori enzima di conversione dell'angiotensina, n (%) 17 (28)
antagonisti del recettore dell'angiotensina Il, n (%) 19 (32)
calcio antagonisti, n (%) 9 (15)
diuretici, n (%) 15 (25)
Uso di farmaci ipolipemizzanti
statine, n (%) 25 (42)
fibrati, n (%) 2(3)
acidi grassi poli-insaturi, n (%) 7(12)
Uso di antiaggreganti, n (%) 22 (37)

I criteri di inclusione dello studio erano: 1) uomini e donne > 18 anni con DM2; 2)
BMI >25 Kg/m?; 3) HbAlc compresa tra 7,5% e 8,5%.

Invece i criteri di esclusione erano: 1) gravidanza o eventuale prospettiva imminente;
2) insufficienza epatica o renale di grado moderato o severo; 3) recente evento
cerebro-cardiovascolare maggiore; 4) infezioni (HIV-Virus dell'Immunodeficienza
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Umana, HBV-Virus dell'Epatite B, HCV-Virus dell'Epatite C) e neoplasie; 5)
trigliceridi >400 mg/dl e LDL colesterolo >250 mg/dl.

Nella Tabella 2 sono elencate le principali caratteristiche cliniche dei soggetti inclusi
nello studio e le terapie farmacologiche assunte che sono rimaste costanti per tutta la
durata dello studio clinico.

Exenatide LAR e stato somministrato alla dose di 2 mg a settimana in aggiunta alla
metformina da 1500 fino a 3000 mg/die, fino alla fine dello studio; é stato prescritto

ai pazienti mediante piano terapeutico AIFA, come da legislazione italiana.

Metodiche di indagine

Tutti i pazienti sono stati sottoposti ad ecocolor-doppler dei tronchi sovra-aortici per
valutare il cIMT con sonda ecografica lineare B-mode real-time. Con la stessa sonda
e stata valutata la funzione endoteliale con la tecnica della FMD dell’arteria brachiale
sia al momento del reclutamento che alla fine dello studio.

Inoltre, al momento del reclutamento e dopo 8 mesi, i pazienti sono stati sottoposti a
prelievo ematochimico, dopo 14 ore di digiuno notturno, per le analisi di laboratorio.
In particolare, sono stati dosati I’HbA 1¢ tramite HPLC (cromatografia liquida ad alta
risoluzione); il pattern lipidico (colesterolo totale-CT, TG, HDL-C) con metodi
enzimatici-colorimetrico standard?’%-272; mentre le LDL-C attraverso la formula di
Friedewald. Tutti i parametri clinici ed antropometrici (inclusi peso e circonferenza

vita) sono stati valutati sia all’inizio che alla fine dello studio.

Determinazione ultrasonografica del cIMT

L’indagine strumentale ¢ stata eseguita da un unico operatore (AMP) utilizzando un
ecografo Medison SONOACE Pico con una sonda di 7.5-10.0 MHz. L'esame
ecografico e stato eseguito in modo standardizzato con angoli fissi di insonazione. |
pazienti sono stati esaminati in posizione supina ed ogni porzione arteriosa € stata

esaminata per identificare il sito medio-intimale. Ogni scansione della carotide
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comune iniziava appena sopra la clavicola mentre il trasduttore veniva spostato lungo
la biforcazione della carotide e lungo I'arteria carotide interna. Sono stati identificati e
misurati tre segmenti, sia sul piano anteriore che posteriore, su ciascun lato: il distale
ad 1 cm dell’arteria carotide comune vicino alla biforcazione, la biforcazione stessa
ed in prossimita della carotide interna®”. In ciascun sito di rilevazione & stato
determinato il cIMT, inteso come la distanza tra la linea ecogenica che rappresenta
I’interfaccia della porzione intimale dell’arteria, e la linea ecogenica rappresentante la

giunzione dell’avventizia.

Determinazione ultrasonografica della funzione endoteliale

Prima di procedere con la valutazione della disfunzione endoteliale é stato chiesto ai
pazienti di astenersi dall’assunzione di caffé o t&¢ e di astenersi dal fumo;
successivamente ogni singolo paziente e stato fatto distendere su un lettino
cardiologico in posizione supina e, dopo essere rimasto in una stanza climatizzata per
circa 10 minuti, ¢ stata studiata 1’arteria brachiale del braccio destro in diverse
scansioni longitudinali con la sonda posta sopra la piega del gomito. Una volta
ottenuta la scansione longitudinale piu assimilabile a un “ponte cinese”, il diametro
del vaso, definito come la distanza tra il margine superiore dell’eco prodotto
dall’interfaccia fra lume e parete anteriore del vaso e il margine superiore dell’eco
prodotto dall’interfaccia fra lume e parete posteriore del vaso, ¢ stato misurato quattro
volte nel picco massimo del flusso pulsato della curva spettrale dell’ecografo, per
calcolarne poi il valore medio. Successivamente si & posto un manicotto di
sfigmomanometro a circa 3-5 cm sopra la piega del gomito ed é stato gonfiato
rapidamente ad una pressione maggiore di circa 25-30 mmHg rispetto a quella
sistolica precedentemente misurata. E stata mantenuta tale pressione per 5 minuti e al
termine di questo periodo si e proceduto a una desufflazione rapida del manicotto,
comportando il fenomeno dell’iperemia reattiva e misurando il diametro dell’arteria

brachiale ad intervalli di circa 20 secondi per 3 minuti, considerando che il valore
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massimo di dilatazione si ottiene in media tra i 60 ed i 90 secondi?’. Il valore della
FMD e stato calcolato come differenza percentuale tra il massimo diametro post-
iperemia raggiunto ed il diametro medio basale, utilizzando la formula:

FMD)=[(diametro post-iperemia — diametro basale)/diametro basale]x100.

Analisi statistica

L'analisi statistica & stata effettuata utilizzando il software SPSS (V.17.0 for
Windows, SPSS Inc., Chicago, USA). L'analisi univariata e stata effettuata
utilizzando il paired t-test. Le correlazioni lineari sono state valutate tramite il test di

Spearman.

5.1.2 RISULTATI

Tabella 3. Effetti di Exenatite LAR sui parametri cardiometabolici in patienti diabetici con e senza
steatosi (n=60).

Senza Senza P= Con Con P= P=
Steatosi  Steatosi  (Senza  Steatosi  Steatosi (Con (tra

Prima Dopo  Steatosi, Prima Dopo  Steatosi, gruppi)
terapia  terapia prima terapia  terapia prima

vs. dopo vs. dopo

terapia) terapia)
Peso (kg) 74+8 72+9 0.1769 95+17 92+17  0.0005 <0.0001
CV (cm) 9745 96+8 0.8438  114+12 110412 0.0067 <0.0001
HbAlc (%) 8.1+0.3 7.2#09 0.0006 8.0+0.4 6.8+1.1 <0.0001 0.2170
CT (mmol/l) 42+08 4.2+1.0 0.7719 4509 4.2+09 <0.0001 0.0321

HDL-C(mmol/l) 1.4+0.2 1.3+0.2 04795 1.1+0.3 12+03 0.0015 0.0172
LDL-C (mmol/l) 2.3x0.7 2.3+09 0.6152 2.6+09 2.2+09 <0.0001 0.0398
FDW (%) 56+1.1 6.6+£1.6 0.0018 58+14 6.9+1.7 <0.0001 0.8818

Dopo 8 mesi di exenatide LAR, i pazienti con steatosi hanno avuto un maggiore
controllo cardio-metabolico rispetto a quelli senza steatosi (Tabella 3). Inoltre, AST

(Aspartato Amino Transferasi) e ALT (Alanino Amino Transferasi) sono migliorati
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significativamente solo nei pazienti con steatosi (20£6 vs 24+9 mU/ml, p=0.0037 e
26+14 vs 32+16 mU/ml, p=0.0013, rispettivamente).

5.1.3 DISCUSSIONE

Esiste una stretta correlazione tra DMT2 e lo sviluppo di complicanze
cardiovascolari. La presenza di alterati parametri metabolici, come I’obesita centrale,
la dislipidemia, e I’ipertensione incrementano ulteriormente il rischio cardiovascolare
in pazienti con DMT2. In questo studio prospettico di 8 mesi, abbiamo visto che
Exenatide LAR migliora i diversi fattori di rischio cardiometabolici, incluso il cIMT
e la disfunzione endoteliale in pazienti con DMT2 e steatosi. Diversi studi presenti in
letteratura, come gli studi DURATION 1-6, hanno messo in evidenza che Exenatide
LAR ha effetti positivi sul peso corporeo e sul controllo glicemico?”.

Anche il nostro studio ha mostrato come Exenatide LAR possa migliorare i parametri
antropometrici; in particolare nei pazienti diabetici con steatosi, il peso corporeo ha
visto una riduzione significativa di circa 3 kg (da 95+17 kg all’inizio dello studio, a
92+17 kg dopo 8 mesi; p=0.0005); infine, la circonferenza vita ha mostrato dei
miglioramenti (da 114+12 cm 110+12 cm; p<0.0001). Questi risultati sono in accordo
con precedenti studi, in cui veniva mostrato un miglioramento del peso, circonferenza
vita e BMI nei pazienti in trattamento con analoghi del GLP-1, in particolare
Liraglutide, indipendentemente dal compenso glucidico***'%. Ad esempio, con lo
studio LEAD-6, Liraglutide é stata messa a confronto con Exenatide Bis In Die (BID)
e non sono state osservate differenze significative tra i due trattamenti relativamente
al peso corporeo, che risultava essersi ridotto sia con la somministrazione di
Liraglutide (-3.24 kg), sia con la somministrazione di Exenatide BID (-2.87 kg)'*8. Lo
studio DURATION-6 ha confrontato, invece, Exenatide LAR con Liraglutide,
mostrando una perdita di peso maggiore nel gruppo di pazienti che assumevano
Liraglutide rispetto al gruppo Exenatide ( -3.6 kg contro -2.68 kg) al termine delle 26

settimane di studio*®. Un aspetto interessante da prendere in considerazione & che le
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estensioni in aperto degli studi clinici hanno mostrato che con la prosecuzione della
terapia, la riduzione del peso & continua fino a 3 anni'’? e 7 anni?’®, facendo intuire
che Exenatide non induca tolleranza per quanto riguarda i propri effetti sul peso, nel
medio e lungo termine.

Nel presente studio, abbiamo trovato anche una significativa riduzione dei lipidi
plasmatici, sia nel gruppo dei diabetici con steatosi che in quelli senza steatosi,
coerentemente ai dati gia presenti in letteratura, in cui Exenatide settimanale migliora
il rapporto apolipoproteina B / apolipoproteina A: indipendentemente dal compenso
glucidico e dalla perdita di peso'’2. Un altro studio di 52 settimane ha mostrato come
Exenatide LAR sia stata in grado di aumentare HDL-C e ridurre LDL-C e TG
(p<0.0001)?"". Tuttavia, il nostro studio, non ha mostrato la significativita statistica
per quanto riguarda i trigliceridi in entrambi i gruppi di trattamento, con un indice di
Spearman p=0.0781 e p=0.4229, rispettivamente.

Il controllo glicemico raggiunto nel nostro studio si trova in accordo con tutti gli studi
DURATION 1-6 e con gli studi fatti verso gli altri analoghi del GLP-1, in particolare
gli studi LEAD 1-6278; infatti, i nostri pazienti, all’inizio dello studio, mostravano una
glicemia a digiuno pari a 8.8+2.5 mmol/I (in diabetici con steatosi) e pari a 8.8+3.5
mmol/l (in diabetici senza steatosi), ed al termine dello studio a valori pari a 7.4+2.3
(p<0.0016) e 6.9+1.8 (p<0.0018) rispettivamente. Anche per quanto riguarda
I’HbALc, il nostro studio, ha ridotto sensibilmente i valori, portandoli da 8.1+0.3 %
all’inizio dello studio, fino a 7.2+0.9% (p=0.0006) nei pazienti senza steatosi ¢ da
8.0+£0.4% all’inizio dello studio, fino a 6.8+1.1% (p<0.0001) nei pazienti con steatosi
dopo 8 mesi di trattamento.

Con il nostro studio si & voluto valutare anche I’cIMT e la disfunzione endoteliale,
due markers precoci dell’aterosclerosi, all’inizio e alla fine dello studio sempre
mettendo a confronto le due categorie di diabetici con e senza steatosi; questi risultati
si sono mostrati incoraggianti, in quanto al termine dello studio i pazienti mostravano
un cIMT di 0.87£0.15 mm rispetto al baseline 0.98+0.14; p=0.0018 (in diabetici
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senza steatosi) e di 0.87+£0.14 mm rispetto al baseline 0.98+0.13; p<0.0001 (diabetici
con steatosi); stessa cosa per la disfunzione endoteliale che € migliorata
significativamente nei due gruppi di circa 1% (da 5.6£1.1% a 6.6£1.6%, p<0.0018 e
da 5.8+1.1% a 6.6+1.6%, p<0.0001).

Inoltre, la gran parte dei nostri pazienti al momento dell’arruolamento erano
sottoposti ad una terapia farmacologica anti-ipertensiva, anti-ipercolesterolemica ed
anti-aggregante e questi farmaci avrebbero potuto avere un peso sui diversi parametri
misurati. Tuttavia, per ridurre al minimo possibili bias, la terapia € rimasta pressoché
invariata per tutta la durata dello studio.

I meccanismi attivati dagli analoghi del GLP-1 responsabili del miglioramento della
disfunzione endoteliale sono sicuramente svariati e necessitano di maggiori
approfondimenti. Un possibile effetto di Exenatide sui markers precoci di rischio
aterosclerotico, quali cIMT e disfunzione endoteliale, potrebbe essere correlato al
ad un miglior controllo glicemico e ad una riduzione dello stress ossidativo; infatti
uno studio in vitro ha mostrato che Exenatide migliora il potenziale antiossidante e
riduce lo stress ossidativo nelle colture di cellule monocito/macrofagiche umane?”,
diminuendo i livelli di ROS e di malondialdeide, attraverso la riduzione
dell’espressione di Nicotinammide Adenina Dinucleotide Fosfato (NADPH)-ossidasi,
un enzima che partecipa alla formazione di ROS; inoltre é stato visto che Exenatide
aumenta 1’espressione e I’attivita della superossido dismutasi e della glutatione
reduttasi, due enzimi antiossidanti’®. Un altro studio ha mostrato come Exenatide
migliora la funzione diastolica e riduce la rigidita di parete arteriosa in pazienti con
DMT2%, Specifici miglioramenti della funzionalita cardiaca associata al GLP-1,
includono anche uno studio in vitro, in cui viene visto un aumento della
concentrazione di cCAMP nei miociti cardiaci?®! e migliora la funzione ventricolare

sinistra nell’uomo, nei roditori e nei cani’®?-2,
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Uno studio di particolare interesse riporta che Exenatide, somministrata in modelli
suini con danno ischemico e riperfusione, non solo riduce l’infarto, ma previene
anche il deterioramento della funzione cardiaca sistolica e diastolica?®.

Gli effetti degli analoghi del GLP-1 sul rischio cardiovascolare sono stati visti negli
studi LEADER*, ELIXA®® e SUSTAIN*, per gli analoghi Liraglutide, Lixisenatide e
Semaglutide, rispettivamente; invece, per Dulaglutide, lo studio REWIND?® & ancora
in corso. Per quanto riguarda Exenatide LAR, nello studio Exenatide di riduzione
degli eventi cardiovascolari (EXSCEL)*, [I'outcome primario composito si €
verificato in 839 su 7356 pazienti nel gruppo exenatide una volta alla settimana
rispetto a 905 su 7396 pazienti nel gruppo placebo (HR= 0.91, IC 95% 0.83-1.00).
Pertanto, exenatide una volta alla settimana non era inferiore alla sicurezza ma non
superiore all'efficacia (p<0.001 per non inferiorita; p=0.06 per superiorita*®). Questo &
paragonabile a lixisenatide nello studio ELIXA3., EXSCEL aggiunge informazioni
sugli agenti ipoglicemizzanti della classe GLP-1 RA ai risultati ELIXA, LEADER e
SUSTAIN-6 gia pubblicati. Tuttavia, Exenatide LAR ha ridotto la mortalita per tutte
le cause del 14%, una riduzione simile a quella osservata per liraglutide sebbene, per
ragioni formali, a causa della mancanza di un impatto significativo sull'endpoint
primario composito, non possa essere accettata come significativa®®. Questi studi
potrebbero aiutare a comprendere meglio gli effetti di Exenatide LAR sulla funzione
endoteliale, sul cIMT e sul rischio cardiovascolare e non si puo escludere che i diversi
trattamenti con gli analoghi del GLP-1, e piu in generale con le terapie incretiniche,
possano avere effetti diversi sull’aterosclerosi subclinica e conclamata.

Un punto debole del nostro studio ¢ stato I’assenza di un braccio di controllo che
raggruppasse pazienti trattati solo con metformina. Tuttavia, i dati presenti gia
presenti in letteratura indicano che la metformina non influisca in maniera
predominante sul cIMT?87:28 ' ma al massimo puo avere efficacia sulla circonferenza
vita, peso e BMI?7-2%°_ per quanto riguarda la disfunzione endoteliale, invece, dopo 4

settimane di trattamento, la metformina ha migliorato la disfunzione endoteliale nei
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modelli di ratto, attraverso il miglioramento della biodisponibilita di NO e la
riduzione dello stress ossidativo®®!. A supporto di cio, un altro studio ha voluto
studiare gli effetti della metformina in associazione a basse dosi di Liraglutide sia su
colture di cellule endoteliali di vena ombelicale umana, sia su topi sottoposti ad una
dieta ad alto contenuto di grassi; i risultati hanno mostrato un effetto sinergico della
metformina in associazione a Liraglutide sul miglioramento della disfunzione
endoteliale rispetto al singolo trattamento sia con metformina che con Liraglutide®®.
Pertanto, noi non sappiamo se nel nostro studio, il miglioramento della disfunzione
endoteliale sia attribuibile anche al contributo della metformina e se possa esistere
una sinergia tra il trattamento con Exenatide LAR in associazione a metformina.
Exenatide LAR ¢é associato ad un maggiore controllo cardio-metabolico nei pazienti
diabetici con steatosi piuttosto che con quelli senza. Resta da stabilire se questi
risultati si tradurranno in un'efficace prevenzione CV nei pazienti diabetici con
NAFLD.

I risultati sul cIMT e sulla disfunzione endoteliale sembrano essere indipendenti dal

compenso glicometabolico.

52 EFFETTI DI OLIO EXTRAVERGINE DI OLIVA AD ELEVATA
CONCENTRAZIONE DI OLEOCANTALE IN PAZIENTI CON SINDROME
METABOLICA

5.2.1 MATERIALI E METODI

Pazienti inclusi nello studio

L'EVOO ad alto contenuto di OC (Figura 22) e stato fornito dal Dipartimento di
Scienze Agrarie e Forestali (Prof. Tiziano Caruso), dell’Universita degli Studi di
Palermo e utilizzato ai fini di questo studio. Tutti i pazienti sono stati indirizzati alla
nostra Unita di Diabete e Prevenzione Cardiovascolare (Resp. Prof. M. Rizzo) per

una valutazione clinica e sono stati inclusi nello studio consecutivamente. L'olio
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d'oliva é stato somministrato a 23 soggetti con MetS alla dose fissa di 4 cucchiai
grandi al giorno (che corrisponde a 32 g di OC) durante i pasti principali (pranzo e
cena) ed i pazienti non dovevano assumere nessun altro tipo di olio. La dose
dell’lEVOO non é stata modificata durante lo studio. | soggetti sono stati seguiti per 2
mesi e il progetto ha incluso una visita clinica, 1’esecuzione di analisi biochimiche e
una ecografia addominale. Tutte le terapie concomitanti sono state sempre mantenute
costanti durante lo studio e non sono stati cambiati i dosaggi. Le procedure adottate
erano in accordo con la Dichiarazione di Helsinki del 1975 riveduta nel 1983 e lo
studio é stato approvato dal Comitato Etico dell'Universita di Palermo.

I criteri di inclusione erano soggetti caucasici di eta compresa tra 18 e 70 anni, la
diagnosi di MetS, come definito dai criteri internazionali?®. | criteri di esclusione
includevano l'assenza di steatosi epatica (valutata mediante ecografia addominale),
insufficienza renale acuta e cronica, malattie epatiche, malattie acute, infiammatorie
croniche o infettive, tumori e consumo di alcol (> 30 g / die per uomini e > 20 g / die

per donna).

Figura 22. Olio extra-vergine di oliva arricchito con oleocantale Progetto Di.Me.Sa (foto originale).

Tutti i pazienti hanno dato il consenso informato informato per partecipare allo studio

e compilato il questionario alimentare "Epic"?** per valutare le abitudini alimentari e
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la frequenza di consumo di alimenti e bevande. Tutti i pazienti avevano

probabilmente abitudini alimentari simili, poiché erano nati e vissuti in Sicilia.

Table 4. Principali caratteristiche cliniche dei soggetti inclusi nello studio (n = 23).

Eta (anni)
Donne, n (%)
Fumatori, n (%)
Familiarita per malattie cardiovascolari, n (%)
Pregressi eventi di malattia cerebro-cardiovasculare, n (%)
Ipertensione, n (%)
Diabete Mellito Tipo 2, n (%)
Dislipidemia, n (%)
Obesita, n (%)
Uso di farmaci anti-ipertensivi
beta-bloccanti, n (%)
inibitori enzima di conversione dell’angiotensina, n(%)
calcio antagonisti, n (%)
diuretici, n (%)
Uso di farmaci ipolipemizzanti
statine, n (%)
acidi grassi poli-insaturi, n (%)
ezetimibe, n (%)
Uso di antiaggreganti, n (%)
Use of ipoglicemizzanti
biguanidi, n (%)
sulfaniluree, n (%)
liraglutide, n (%)

6011
8 (35)
4 (17)
15 (65)
0(0)
14 (61)
12 (52)
15 (65)
14 (61)

6 (26)
10 (43)
2(9)
4 (17)

8 (35)
4 (17)
2 (9)
9 (39)

10 (43)
2(9)
1(4)

Tutti i pazienti non hanno usato alcun integratore naturale per la dislipidemia.

Durante lo studio i pazienti sono stati invitati a non modificare né le abitudini

alimentari né lo stile di vita (sedentario); sono state eseguite telefonate settimanali per

accertarsi della compliace deli pazienti allo studio. Le caratteristiche basali dei

pazienti sono riportate nella Tabella 4. Tutti i farmaci cardio-metabolici concomitanti

sono stati mantenuti a dosi fisse durante lo studio.
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Metodiche di indagine

Al momento del reclutamento e dopo 2 mesi, i pazienti sono stati sottoposti a prelievo
ematochimico, dopo 14 ore di digiuno notturno, per le analisi di laboratorio. In
particolare, sono stati dosati I’HbA ¢ tramite HPLC; la glicemia, la fosfatasi alcalina,
la Gamma Glutamil Trasferasi (GGT), le transaminasi AST ed ALT ed il pattern
lipidico (CT, TG, HDL-C) con metodi enzimatici-colorimetrico standard?/%22;
mentre le LDL-C attraverso la formula di Friedewald [LDL colesterolo = Colesterolo
Totale — HDL colesterolo + (trigliceridi / 5)]. Tutti i parametri clinici ed
antropometrici (inclusi peso e circonferenza vita) sono stati valutati sia all’inizio che

alla fine dello studio.

Dosaggio delle citochine

I campioni di sangue sono stati raccolti in provette specifiche per la raccolta del siero
senza acido etilendiamminotetraacetico (EDTA). 1l siero € stato separato dal sangue
intero mediante centrifugazione a bassa velocita a 2500 rpm per 15" a 4 °C. L'analisi
sierologica dei livelli delle principali citokine pro- (IL-6, IL-17A, TNF-a, IL-1B) e
anti-infiammatorie (IL-10) e stata condotta usando saggi Luminex, accoppiati a Bio-
Plex Manager Software.

Valutazione ecografica del grasso addominale

La distribuzione del grasso addominale ¢ stata valutata con ultrasuoni al mattino,
dopo un digiuno di almeno 10 ore, da un singolo operatore (AT), utilizzando un
ecografo Philips 5000 HDI in tempo reale con una sonda a frequenza multipla a 2-5
MHz e 12- Sonda lineare multitensione da 5 MHz. Tutti i pazienti avevano una
steatosi epatica, come criterio di inclusione per lo studio®®. La severita della steatosi
e stata valutata come: grado 1 (steatosi lieve), caratterizzata da un aumento di
ecogenicita; grado 2 (steatosi moderata), accompagnato da un aumento

dell'ecogenicita e dell'attenuazione del fascio posteriore con visualizzazione

87



leggermente alterata dei vasi intraepatici e del diaframma; grado 3 (grave steatosi),
con un marcato aumento di ecogenicita e marcata attenuazione del fascio posteriore
con conseguente mancata dimostrazione dei vasi intraepatici, del diaframma e del
lobo posteriore destro del fegato®®. Tutti i pazienti inclusi nel presente studio
avevano steatosi moderata. Lo Spessore Massimo del Grasso Sottocutaneo (SFT
max) € stato misurato a 5 cm dall'ombelico sulla linea xypho-ombelicale, mentre lo
Spessore Minimo del Grasso Sottocutaneo (SFT min) e stato misurato dalla regione
appena sotto il processo xifoide?®. Tali misurazioni sono state prese direttamente
dallo schermo utilizzando i calibri elettronici nelle interfacce pelle-grasso (escluso la
pelle) e grasso-muscolo, e quindi é stato calcolato lo spessore medio. Le misurazioni
dello strato di Grasso Preperitoneale (PFT) sono state prese dalla regione in cui é piu
chiaramente visibile appena sotto il processo xifoideo, tra la faccia interna della linea
alba e la superficie del fegato. La misurazione del grasso preperitoneale ai bordi
superiore e inferiore del fegato e stata evitata perché lo strato di grasso preperitoneale
cambia improvvisamente in queste regioni. Per misurare lo spessore dello strato di
grasso viscerale prelevato tra la faccia interna del muscolo addominale e la parete
anteriore dell'aorta®®® ¢ stata utilizzata una sonda convex (3,5 MHz). A tutti i pazienti
e stato chiesto di trattenere il respiro durante lI'esame; e stata prestata particolare
attenzione a mantenere la sonda appena a contatto con la pelle per impedire la

compressione degli strati di grasso.

Analisi statistica

L’analisi statistica ¢ stata effettuata utilizzando il software SPSS (V.17.0 per
Windows, SPSS Inc., Chicago, USA). E’ stato condotto il test di Wilcoxon non
parametrico, mentre I'analisi di correlazione e stata effettuata utilizzando il metodo di
correlazione di Spearman, per valutare se i cambiamenti nei fattori di rischio cardio-

metabolici erano associati a cambiamenti di altri parametri misurati.
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5.2.2 RISULTATI

L'integrazione con EVOO ha portato a una significativa riduzione del peso corporeo,
del BMI, della CV e dell’ALT (Tabella 4).

Tabella 4. Effetto di EVOO con un'alta concentrazione di OC su parametri antropometrici e di

laboratorio.
Baseline Dopo 2 mesi P-value

Peso (kg) 87+17 85+16 0.035
BMI (kg/m?) 31+4 30+4 0.031
CV (cm) 108+12 10510 0.037
Glicemia (mmol/l) 5.35+1.11 5.86+1.34 0.055
HbAlc (%) 6.13+0.60 6.05+0.45 0.192
CT(mmol/l) 4.61+0.98 4.60+0.89 0.851
HDL-C (mmol/l) 1.17+0.25 1.16+0.25 0.392
LDL-C (mmol/l) 2.82+0.72 2.72+0.69 0.422
TG (mmol/l) 1.74+0.75 1.71+0.98 0.909
AST (mU/ml) 29.21+26.88 22.32+7.52 0.167
ALT (mU/ml) 38.52+30.56 29.64+20.62 0.029
GGT (U/L) 32.30£17.24 30.50+17.41 0.284

Inoltre, i livelli di tutte le citochine pro-inflammatorie misurate (IL-6, IL-17A, TNF-

a, IL-1B) diminuivano significativamente, mentre le concentrazioni della citochina

IL-10 anti-infiammatoria aumentavano significativamente (Tabella 5).

Tabella 5. Effetto di EVOO con un'alta concentrazione di OC sulle citochine plasmatiche.

Baseline Dopo 2 mesi P-value
IL-6 (pg/ml) 2.942.2 2.0£1.9 0.020
IL-17A (pg/ml) 3.2+4.0 1.5+1.3 0.044
TNF-a (pg/ml) 7.3£2.2 6.3£2.1 0.003
IL-1B (pg/ml) 0.8+1.4 0.2+0.3 0.045
IL-10 (pg/ml) 0.4+0.4 0.9+1.3 0.039
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Per quanto riguarda la distribuzione del grasso addominale, valutata mediante
ecografia (Tabella 6), abbiamo riscontrato che il SFT max & aumentato

significativamente solo dopo l'integrazione con EVOO.

Tabella 6. Effetto di EVOO con un'alta concentrazione di OC sui parametri degli ultrasuoni
addominali.

Baseline Dopo 2 mesi P-value
Spessore del grasso viscerale (mm) 6.42+2.23 6.44+2.22 0.972
Spessore minimo del grasso sottocutaneo (mm) 1.18+0.61 1.34+0.51 0.170
Spessore massimo del grasso sottocutaneo (mm) 1.67+0.74 2.19+0.78 0.003
Spessore pre-peritoneae minimo (mm) 0.56+0.36 0.55+0.23 0.633
Spessore pre-peritoneae massimo (mm) 1.22+0.82 1.11+0.45 0.679
Ratio Spessore del grasso viscerale / 30841 63 3284149 0.020

Spessore massimo del grasso sottocutaneo

Abbiamo anche eseguito analisi di correlazione (dati non mostrati) al fine di valutare
le potenziali associazioni tra i cambiamenti in tutti i parametri valutati. Abbiamo
trovato un'associazione significativa tra i cambiamenti nel peso corporeo e nel BMI e
quelli nel SFT max (r=0.426, p=0.043; r=0.490, p=0.018, rispettivamente) e tra i
cambiamenti sia del peso corporeo che del BMI e quelli nello spessore minimo del
grasso pre-peritoneale (PFT min) (r=0.561, p=0.012 ed r=0.525, p=0.021,
rispettivamente). Inoltre, abbiamo trovato un'associazione significativa tra i
cambiamenti in IL-6 e quelli in SFT max (r=-0.505, p=0.014) e tra i cambiamenti in
IL-1B e quelli in PFT max (r=0.662, p=0.026) .

5.2.3 DISCUSSIONE

E noto che la MD & un modello alimentare caratterizzato dalla presenza di diverse
varieta di cereali integrali, frutta e verdura fresca, prodotti di grano (pane, pasta),
legumi, patate, fagioli, noci e semi, prodotti lattiero-caseari (come formaggio e

yogurt), pesce azzurro e pollame consumati in quantita moderate, basso consumo di
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carne rossa, zucchero raffinato e grasso animale. Tuttavia, la principale componente
distintiva della MD e I'EVOO, che rappresenta la principale fonte di grassi e
polifenoli alimentari®®®, che sono potenti inibitori delle specie reattive dell'ossigeno e
associati a un rischio ridotto di CVD e diversi tipi di cancro®3°!, Recenti studi
hanno confermato gli effetti benefici dei polifenoli nell'olio d'oliva sui fattori di
rischio di malattia cardiaca e danno ossidativo®23%, Inoltre, I'olio d'oliva & stato
ampiamente studiato per i suoi effetti favorevoli sulle concentrazioni plasmatiche di
LDL-C e colesterolo totale®®, nonché sulla pressione sanguigna3°¢3%’, Owen et al.**!
hanno suggerito che la frazione fenolica antiossidante, insieme ad alti contenuti di
squalene e acido oleico, possono conferire all'olio d'oliva le sue proprieta benefiche
per la salute. In questo contesto, lo studio Epicor, che studia I'associazione tra
consumo di frutta, verdura e olio d'oliva e l'incidenza di CHD, ha dimostrato che il
consumo di olio d'oliva nella dieta ha portato a una riduzione del rischio CV tra le
donne italiane di mezza eta senza diagnosi di ictus, infarto miocardico, diabete o
iperlipidemia®®. L'EVOO in MD & in grado di contrastare lo stress ossidativo
postprandiale attraverso la down-regulation della Nicotinammide Adenina
Dinucleotide Fosfato Ossidasi (NOX2)3% e riduce il rischio di diabete tra le persone
ad alto rischio CV3%, Lo studio PREDIMED (Primary Prevention of Cardiovascular
Disease with Mediterranean Diet), con un totale di 7.447 persone arruolate®!, ha
dimostrato che I'aggiunta di EVOO a MD riduce il rischio di incidenza di eventi CV
importanti.

Esistono diversi studi che hanno preso in considerazione gli effetti di altri polifenoli
derivati da EVOO ma nessuno ha valutato gli effetti clinici di EVOO con un'alta
concentrazione del suo composto fenolico OC, come abbiamo fatto nel presente
studio. Precedenti studi hanno riportato l'attivita OC come potente antiossidante e
come agente antinfiammatorio non steroideo®®. Infatti, Beauchamp et al. hanno
mostrato che le strutture di OC e il farmaco antinfiammatorio ibuprofene condividono

una geometria molecolare simile e, come l'ibuprofene, I'OC esibisce l'attivita di
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inibizione della COX. Inoltre, il consumo di 9 mg di OC al giorno media I'effetto
anti-infiammatorio, che & equivalente a quello mediato da 90 mg di ibuprofene?®,
MetS € una costellazione di disturbi che influiscono negativamente sull'omeostasi
metabolica di un individuo, in cui il sovraccarico metabolico induce reazioni di stress,
come l'ipertrofia ossidativa, inflammatoria, degli organi e delle cellule, portando a un
circolo vizioso, in cui fattori ambientali, genetici e psicosociali interagiscono
attraverso reti complesse. MetS e un insieme di disturbi che influiscono
negativamente sull'omeostasi metabolica di un individuo, in cui il sovraccarico
metabolico induce reazioni di stress, ipertrofia ossidativa, inflammatoria dell'organo e
delle cellule. La difficolta nella gestione di MetS & concomitante alla sua natura
multifattoriale, in cui fattori ambientali, genetici e psicosociali interagiscono
attraverso intricate reti, anche se I'infiammazione € uno dei fattori chiave alla base
della progressione di MetS. Pertanto, € essenziale valutare le strategie
antinflammatorie, in particolare quelle associate alla gestione della dieta, poiché
queste "strategie" non sono solo efficaci dal punto di vista dei costi per implementare,
ma anche arbitrare e limitare gli effetti collaterali. Nel presente studio, valutiamo
I'impatto di EVOO con un‘alta percentuale di OC sui parametri metabolici, sulla
distribuzione del grasso addominale, nonché sulle citochine pro- e antinflammatorie,
negli adulti con il MetS, una popolazione nota per avere un elevato rischio per
CvD?®2,

Il nostro studio é il primo a determinare gli effetti benefici di EVOO con un'alta
percentuale di OC in soggetti con MetS. Abbiamo dimostrato che il consumo di
EVOO con un OC elevato ha influito positivamente sui parametri antropometrici,
poiché ha portato a una riduzione del peso corporeo, del BMI e della circonferenza
della vita. Sebbene i pazienti non abbiano cambiato il loro stile di vita o le abitudini
alimentari, sono stati sufficienti 2 mesi di intervento dietetico con olio d'oliva per
ridurre significativamente tali parametri. L'effetto osservato puo essere dovuto ad un

aumento dell'ossidazione del grasso post-prandiale, che & stato osservato dopo un
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pasto ricco di olio d'oliva®'3; tuttavia, non possiamo escludere che cio sia dovuto
anche ad un "effetto-prova”, poiché i soggetti sono stati attentamente monitorati
durante lo studio.

Non abbiamo riscontrato variazioni statisticamente significative dei lipidi e dei
parametri glicemici, come la glicemia a digiuno e la HbA1c. Allo stesso modo, in uno
studio randomizzato, in singolo cieco e controllato con placebo, di cui 41 adulti in
sovrappeso e obesi, la sostituzione dell'olio usato comunemente con EVOO per 3
mesi ha cambiato glicemia e lipidi plasmatici®**. Tuttavia, non escludiamo che
I'assenza di cambiamenti significativi in questi parametri possa essere dovuta al
tempo limitato dello studio, mentre in uno studio crossover che includeva 200
volontari sani maschi assegnati casualmente a 3 sequenze di somministrazione
giornaliera di 25 ml di 3 diversi oli di oliva (con basso, medio o alto contenuto
fenolico), sono stati trovati benefici sui lipidi plasmatici®®. Al contrario, abbiamo
trovato nel presente studio che l'integrazione di EVOO con un‘alta concentrazione di
OC ha ridotto significativamente I'ALT, ed e noto che le concentrazioni di
transaminasi sono associate ai gradi di steatosi epatica, come valutato dagli
ultrasuoni®!®; pertanto, anche se non dimostrato direttamente, non possiamo escludere
che I'uso di olio d'oliva abbia portato a un miglioramento del grado di steatosi epatica,
sebbene il periodo di follow-up sia limitato. Inoltre, lI'azione epato-protettiva di
EVOO ¢ stata dimostrata negli animali®!’, sebbene I'effetto della OC sulla funzione
epatica sia ancora da investigare.

Per quanto riguarda la distribuzione del grasso addominale, abbiamo riscontrato un
aumento significativo della SFT max, con una diminuzione del rapporto tra lo
spessore dello strato di grasso viscerale e lo spessore massimo del grasso
sottocutaneo. Questa scoperta puo avere importanti implicazioni cliniche, dal
momento che il tessuto adiposo viscerale (VAT) é considerato piu metabolicamente
attivo del tessuto adiposo sottocutaneo (SAT) e differiscono anche nella loro capacita

di secernere adipochine / citochine, ormoni e molecole immunitarie**. E anche ben
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documentato che un eccesso di VAT puod essere considerato un buon marker di un
profilo di rischio cardiometabolico alterato associato a un aumentato rischio di
CVD?8, L'analisi della correlazione ha rivelato associazioni positive tra i
cambiamenti nel peso corporeo e nell'IMC e quelli nell'SFT max, evidenziando gli
effetti concomitanti della supplementazione di EVOO con un'alta concentrazione di
OC su parametri antropometrici e distribuzione del grasso addominale.

Infine, abbiamo scoperto che i livelli di citochine pro-infiammatorie (IL-6, IL-17A,
TNF-0. e IL-1B) diminuivano significativamente, mentre la citochina anti-
inflammatoria (IL-10) aumentava significativamente. Questi dati suggeriscono che il
consumo di EVOO ad alto contenuto di OC puo avere effetti anti-infiammatori ed e
coerente con le naturali proprieta anti-infiammatorie di QC?1%224319-321,

Uno dei meccanismi attraverso cui I'OC puo attenuare l'infiammazione inibendo la
via NF-KB, che a sua volta molti non solo riducono i livelli di citochine pro-
infiammatorie ma attenuano anche la segnalazione di COX-2%22, Tuttavia, ulteriori
indagini devono essere portate avanti a questo proposito.

All'analisi di correlazione, abbiamo trovato un‘associazione inversa tra i cambiamenti
in IL-6 e quelli in SFT max, che evidenzia ulteriormente gli effetti concomitanti della
supplementazione di olio di oliva sulle citochine anti-inflammatorie e sulla
distribuzione del grasso addominale.

| potenziali limiti del presente studio includono il numero limitato di soggetti inclusi,
la mancanza di un gruppo di controllo (placebo) e il periodo di intervento
relativamente breve. | punti di forza includono il tipo di olio d'oliva mono-cultivar, la
novita dello studio e I'elevato numero di parametri biochimici e degli ultrasuoni
valutati. Tutte le misurazioni sono state valutate in modo cieco, il che significa che
I'operatore ecografico non ha avuto accesso a scansioni precedenti e tutti i parametri
biochimici sono stati valutati in aliquote con codici ciechi.

In conclusione, questo é il primo studio che studia I'effetto dell'integrazione di EVOO

con un‘alta concentrazione di OC in soggetti con MetS. | nostri risultati suggeriscono
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che tale integrazione con olio d'oliva ha molteplici effetti benefici sui parametri
antropometrici e biochimici, nonché sulla distribuzione del grasso addominale.
Ulteriori studi possono fornire una migliore comprensione dei meccanismi alla base
degli effetti dell’lOC sull'inflammazione e, di conseguenza, potenziali approcci
terapeutici per la prevenzione e / o la riduzione del rischio cardio-metabolico generale

in tale popolazione.

5.3 EFFETTI DI PASTA ARRICCHITA CON ESTRATTO DI OPUNTIA
FICUS INDICA IN PAZIENTI CON SINDROME METABOLICA

5.3.1 MATERIALI E METODI

Pazienti inclusi nello studio

La pasta arricchita con estratto di Opuntia ficus indica & stata somministrata per 1
mese a 49 soggetti (36 maschi e 13 femmine, di eta: 56 + 5 anni) con almeno uno dei
criteri della sindrome metabolica che sono stati visitati presso la Divisione di Ricerca
e Internazionalizzazione (ARNAS- Civico Di Cristina e Benfratelli, Palermo, Italia),
in aggiunta alle terapie cardio-metaboliche gia in uso, mantenute a dosi stabili durante
lo studio (Tabella 7). | criteri di esclusione includevano insufficienza renale grave o
grave, un grave evento cardiovascolare, infezioni gravi come I’HIV, ’'HBV, ’'HCV e

le patologie oncologiche.

Tabella 7. Principali caratteristiche cliniche dei soggetti inclusi nello studio (n=49).

Eta (anni) 5615
Donne, n (%) 13 (27)
fumatori, n (%) 31 (63)
Ipertensione, n (%) 15 (31)
Dislipidemia n (%) 6 (12)

Obesita, n (%) 6 (12)

Diabete, n (%) 2 (4)
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Prima di entrare nello studio, ai partecipanti & stato chiesto di non variare il loro cibo
e/o l'attivita fisica durante il periodo di studio. Di conseguenza, 49 soggetti hanno
concluso lo studio pilota (94%) mentre tre partecipanti hanno abbandonato lo studio
prima del completamento per motivi personali.

Il disegno dello studio ha previsto una visita medica con raccolta dei dati anamnestici,
clinici e biochimici (sottofrazioni del LDL-C condotte presso I'Ambulatorio di
Diabetologia e Prevenzione Cardiovascolare — Resp. Prof. M. Rizzo - dell'Universita
di Palermo) di tutti i pazienti sia al momento del reclutamento (TO = tempo zero) che
dopo 1 mese di somministrazione di pasta arricchita in OFI. In particolare, sono stati
presi in considerazione 1’eta, il sesso, il consumo giornaliero di sigarette, la
familiarita per CVD, comorbidita cardiovascolari, dislipidemie, ipertensione. Per ogni
paziente in studio sono stati, inoltre, valutati e registrati i dati antropometrici relativi
all’altezza, al peso, alla CV ed al BMI, che & stato calcolato come kg/m?2.

Dopo una descrizione completa dello studio, é stato ottenuto il consenso informato
scritto da tutti i partecipanti. Questo studio € stato registrato in “Di.Me.Sa.”
PONO02_00667 00451 3361785 ed ha adottato le procedure stabilite dalla
dichiarazione di Helsinki del 1975 e approvate dal Comitato Etico dell'Universita

degli Studi di Palermo.

Metodiche di indagini
Preparazione della pasta

La pasta e stata ottenuta aggiungendo una piccola quantita di grano duro di alta
qualita, ad alto contenuto proteico, Pietrafitta, a frumento duro Vertola e 3% di
estratto di OFI (30% dei polisaccaridi insolubili con alto potere antiossidante). Il

supplemento e stato dato ad una dose fissa di 500 grammi settimanali per 1 mese.
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Analisi biochimiche

Ciascun soggetto e stato sottoposto ad un prelievo di sangue intero dopo un digiuno
di 12-14-h a tempo zero e dopo 1 mese di terapia. | campioni di sangue intero sono
stati raccolti in apposite provette senza 1’aggiunta di anticoagulante ed il siero ¢ stato
separato per centrifugazione (3000 rpm per 15 min). Sono stati analizzati il pattern
lipidico e cardio-metabolico. CT, TG e HDL-C sono stati quantificati mediante i
normali metodi enzimatici-colorimetrici?’®2’2, LDL-C & stato calcolato usando la
formula di Friedewald [LDL colesterolo = Colesterolo Totale — HDL colesterolo +
(trigliceridi / 5)]. Il rapporto TG/HDL-C ¢ stato calcolato come una misura indiretta
di particelle piccole e dense LDL3%,

Analisi delle sottofrazioni LDL

Le sottofrazioni delle lipoproteine LDL sono state determinate e dosate con il metodo
Lipoprint System © (Quantimetrix Corporation, Redondo Beach, CA, USA), l'unico
strumento diagnostico approvato dalla FDA (Food and Drug Administration) per
fornire misure quantitative del colesterolo lipoproteico (per le frazioni lipoproteiche
comprese tra VLDL e HDL)3*.

Il sistema lipoprint (Figura 23) e un dispositivo che utilizza un'elettroforesi verticale
su gel di poliacrilammide (PAGE) al 3% non-denaturante per separare, sulla base
delle dimensioni (size), le frazioni e le sottofrazioni delle lipoproteine nei campioni di
siero con una concentrazione di colesterolo totale maggiore di 100 mg/dl.

Il sistema lipoprint evidenzia il rischio di malattia cardiovascolare associata alla
presenza di LDL piccole e dense, con una potenza superiore all’approccio
convenzionale, basato sulla misurazione di CT, LDL-C, HDL-C, TG e
apolipoproteina B. Differenti dislipidemie e diverse distribuzioni di lipoproteine
possono richiedere approcci terapeutici differenti: una misura accurata di ciascuna
sotto frazione delle lipoproteine permette di utilizzare la migliore terapia, e di

monitorare puntualmente 1’efficacia nel tempo.
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Figura 23. Lipoprint™ Quantimetrix®: 1. Computer Mac (incluso Programma Lipoware Analysis); 2.
Stampante a colori; 3.Scanner digitale (raggi UV, densitometro); 4.Camera elettroforetica;
5.Alimentatore  (120V/220V);  6.Rack  preparazione tubi;  7.Luce di  preparazione
(fotopolomerizzatore)®?,

In particolare, tale sistema, consente di separare le LDL in un massimo di sette
sottofrazioni LDL, denominate LDL-1 costituite da particelle piu grandi, fino a LDL-
7 costituite da particelle piu piccole.

Inizialmente, i campioni di sangue intero sono stati raccolti in apposite provette
(sistema vacuette) senza 1’aggiunta di anticoagulante ed il siero ¢ stato separato per
centrifugazione (3000 rpm per 15 min), entro 30 minuti dal prelievo. Il siero e stato
campionato in appositi tubi Eppendorf da 1,5 ml e conservato a - 80 ° C fino al
momento dell’analisi, distinguendo per ciascun soggetto i campioni atempo Oe a1l
mese di terapia. Per ogni paziente vengono caricati 25 ul di campione con 300 ul di
colorante lipofilo. Durante la fase di polimerizzazione, il colorante lipofilico si €
legato in proporzione alla quantita relativa di colesterolo in ciascuna lipoproteina. Le
lipoproteine premarcate sono state successivamente sottoposte ad elettroforesi
verticale per 60 minuti a 36 mA (3 mA per ogni tubo presente) in una camera

elettroforetica.
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Durante la prima parte del processo elettroforetico, le particelle lipoproteiche sono
state concentrate in una banda stretta e netta. Man mano che le particelle
lipoproteiche migravano attraverso la matrice di gel di separazione, sono state risolte
in bande in base alle dimensioni delle particelle che le compongono, dalle piu grandi
alle piu piccole, in virtu dell’azione di filtrazione del gel: le HDL migravano piu
lontano, seguite dalle LDL piccole e dense, dalle LDL piu grandi e galleggianti, dalle
intermedie (costituite principalmente dalle IDL) e dalle VLDL (Figura 24). |
chilomicroni, quando presenti, sono apparsi nella porzione superiore del gel.

Un profilo Lipoprint tipico & costituito da 1 banda VLDL, 3 bande intermedie,
massimo 7 bande LDL ¢ 1 banda HDL. Al termine dell’elettroforesi, le varie frazioni
lipoproteiche marcate (bande) nel campione vengono identificate in base alla loro
mobilita (Rf) usando le VLDL come punto di riferimento iniziale (VLDL =0) e HDL
come punto di partenza (HDL = 1).
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Figura 24. Relazioni tra densita, dimensioni molecolari e mobilita elettroforetica delle differenti
lipoproteine®?,

Per la quantificazione delle bande corrispondenti alle varie lipoproteine, e stata

eseguita la scansione densitometrica (scan) dei tubi di gel, mediante uno scanner
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digitale collegato ad un computer Mac (Apple Computer Inc.) dotato di apposito

programma (Lipoware Analysis Program) (Figura 23)

Dopo la scansione, sono stati calcolati la mobilita elettroforetica e I'area relativa a

ciascuna banda lipoproteica. Moltiplicando tale area per la concentrazione del

colesterolo totale del campione, si ottiene la quantita di colesterolo per ciascuna

banda in mg/dl. La concentrazione di colesterolo totale e stata preimpostata prima di

eseguire gli scan. | risultati sono riportati e stampati come grafici a colori facili da

interpretare e corrispondenti al profilo lipoproteico del paziente.

Un profilo lipoproteico normale (Pattern A) solitamente e costituito da bande VLDL;
bande intermedie C, B e A (che comprendono IDL); LDL-1e 2 e HDL (Figura 25).
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Figura 25. Profilo Lipoprint normale tipico®*,

Un profilo Lipoprint anormale costituito prevalentemente da small dense LDL
(sdLDL da LDL-3 a LDL-7) corrisponde al Tipo B ed ¢ legato a un elevato rischio

cardiovascolare (Figura 26).
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Figura 26. Profili Lipoprint anormale tipico®,

Analisi statistiche

Le analisi statistiche sono state effettuate con il software SPSS (V.17.0 for Windows,
SPSS Inc., Chicago, USA). Le differenze dei parametri clinici e biochimici, analizzati
a tempo zero e dopo 1 mese di somministrazione di pasta arricchita in OFI, sono stati
valutati con il paired t-test. Le variabili sono state valutate con i coefficienti di

correlazione di Spearman.

5.3.2 RISULTATI

Dopo 1 mese di pasta arricchita OFI & stato riscontrato un aumento significativo di
LDL-1 (da 18.4 £ 5.3 a 21.4 £+ 3.9%, p=0.0002) e una riduzione concomitante di LDL
-3(da3.1+£3.0a1.5+2.1%, p=0.0004). Inoltre, le sottoclassi LDL-4 e LDL-5 sono
diminuite, ma le differenze non hanno raggiunto la significativita statistica (Tabella
9). Per quanto riguarda i lipidi plasmatici, TC, LDL-C e HDL-C sono rimasti
invariati, mentre il TG & diminuito, sebbene i cambiamenti non fossero
statisticamente significativi (Tabella 8). Tutti gli altri parametri esaminati (parametri

antropometrici e bio-umani) non hanno subito importanti modifiche durante il
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trattamento. Nessuna correlazione € stata trovata tra le variazioni di sdLDL e in

qualsiasi altro parametro metabolico valutato.

Tabella 8: Effetti della pasta arricchita in Opuntia su vari parametri metabolici (n=49).

Baseline Dopo 1 mese P=
Peso (kg) 70x14 7014 0.4135
CV (cm) 92+12 92+10 0.2049
BMI (kg/m?) 26x4 26+4 0.2667
HbAlc (%) 5.4+0.4 5.4+0.4 0.9329
CT (mmol/l) 5.4+0.9 5.4+0.9 0.8504
TG (mmol/l) 1.240.6 1.0£0.6 0.2636
LDL-C (mmol/l) 3.6+0.9 3.6+0.9 0.9975
HDL-C (mmol/l) 1.6+£0.4 1.6£0.3 0.9560

Tabella 9: Effetti della pasta arricchita in Opuntia sulle sottofrazioni LDL (n = 49).

Baseline Dopo 1 mese p=
VLDL (%) 15.0+3.6 14.8+3.1 0.742
IDL-C 6.5£2.0 7.7+1.2 <0.0001
IDL-B 7.0£2.6 8.0+2.3 0.0002
IDL-A 7.6+£3.3 10.7+2.4 <0.0001
LDL-1 (%) 18.445.3 21.4+3.9 0.0002
LDL-2 (%) 14.945.7 9.74£3.7 <0.0001
LDL-3 (%) 3.1+3.0 1.5+2.1 0.0004
LDL-4 (%) 0.5+1.9 0.2+0.6 0.2987
LDL-5 (%) 0.3+1.9 0.0£0.0 0.3223
LDL-6 (%) - - -
LDL-7 (%) - - -

5.3.3 DISCUSSIONE
L'effetto di OFI e principalmente esercitato sul metabolismo lipidico con una

riduzione significativa delle sdLDL. Gli altri parametri esaminati (parametri

antropometrici e bio-umorali) non si sono modificati durante il trattamento. Tuttavia,
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I nostri risultati possono essere associati ad una durata relativamente breve dello
studio.

Opuntia spp. € sempre stato utilizzato per scopi nutrizionali e curativi ed e
considerato una fonte nutrizionale per prevenire il diabete, le malattie cardiovascolari,
la sindrome metabolica, I'obesita o Il'invecchiamento. Da studi condotti su cellule
murine, I'OFI sembra avere effetti positivi sull'inibizione dell'ossidazione delle LDL
in modo dose-dipendente, con un‘attivita massima a una concentrazione di 100 pg/mL
in cui si ottiene il 50% di inibizione dopo 18 ore di incubazione?®?. Tale attivita puod
essere dovuta alla presenza di quercetina, un potente flavonoide con attivita
antiossidante. In un altro studio & stato ipotizzato che I'estratto acquoso di Opuntia
ficus-indica inibisca la lipasi pancreatica, per la quale é stato condotto uno studio in
vitro dell'attivita inibitoria dell'estratto di Opuntia sulla lipasi pancreatica®?. Inoltre, &
stato rivelato che i cladodi e i frutti sono ricche fonti di antiossidanti fitochimici®?:327,
fibre alimentari e minerali?®®328:32 | principali composti fenolici trovati nei fiori e nei
cladodi di OFI erano gli acidi fenolici (acido idrossicinnamico, caffeico, ferulico e
cumarico), flavonoli (quercitina, kaempferolo) e flavoni (derivati isoramnetina e
isoramnetina)®*®. Le proprieta anti-aterogeniche dell'OFI derivano dall'elevato
contenuto di antiossidanti (polifenoli) che potrebbero ridurre la perossidazione
lipidica®® e anche da fibre e proteine dietetiche che mostrano proprieta
ipolipemizzanti®®2. L'effetto protettivo dell'OFI pud derivare dalla pectina, una fibra
solubile®3? alterando il metabolismo epatico del colesterolo senza alterarne
I'assorbimento3333%, I consumo di succo di frutta e polpa di Opuntia spp. previene
naturalmente lo stress ossidativo e migliora lo stato di ossidoriduzione in soggetti
sani®®. Opuntia spp. potrebbe inibire gli stadi iniziali della genesi dell'ateroma?®?
inibendo la NADPH ossidasi (NOX2) con conseguente diminuzione della
generazione di anione extracellulare di ossido?23%, Dopo 1 mese di integrazione di
OFI con pasta, abbiamo riscontrato un aumento significativo di sottoclassi LDL-1

grandi e meno aterogeniche con una concomitante riduzione delle sottoclassi LDL-3,
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piu aterogeniche e delle sottoclassi LDL-4 e LDL-5, anche se quest'ultimo non ha
raggiunto la significativita statistica. Budinski et al.**" hanno dimostrato che nei
pazienti con ipercolesterolemia familiare eterozigote, il consumo regolare di fichi
d'India da parte di Opuntia robusta ha ridotto significativamente i livelli plasmatici di
colesterolo LDL ma non ha avuto alcun effetto su HDL e trigliceridi. Nel nostro
studio, il CT, il LDL-C e il HDL-C sono rimasti invariati, mentre i TG sono
diminuiti, sebbene i cambiamenti non fossero statisticamente significativi. Allo stesso
modo, il consumo da parte di donne affette da sindrome metabolica di O. ficus-indica
ha mostrato un rapido aumento del livello di colesterolo HDL circolante in
concomitanza con una diminuzione del LDL-C e (leggermente) nei TG33® come nel
nostro studio.

Tutti gli altri parametri della sindrome metabolica non variano in modo significativo;
il nostro e il primo studio che ha evidenziato l'effetto su sdLDL e i nostri dati

preliminari richiedono ulteriori studi per confermare questo effetto.

5.4 EFFETTI DELLA CHIRURGIA BARIATRICA IN PAZIENTI OBESI
CON NAFLD

5.4.1 MATERIALI E METODI

Pazienti inclusi nello studio

Sono stati arruolati 51 pazienti affetti da obesita severa (BMI >35) presso 1’U.O.C. di
Chirurgia Oncologica del Policlinico di Palermo per sottoporsi all’intervento
chirurgico di by-pass gastrico. Questo studio ha adottato le procedure stabilite dalla
dichiarazione di Helsinki del 1975 e approvate dal Comitato Etico dell'Universita
degli Studi di Palermo. Le caratteristiche dei pazienti inclusi nello studio sono
riportate in Tabella 10.

Durante ’arruolamento, i 51 pazienti hanno firmato il consenso informato per la

partecipazione allo studio e sono stati sottoposti a visita medica (valutazione delle
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condizioni cliniche pre-intervento, peso e Body Max Index-BMI), prelievo
ematochimico per le analisi di routine (emocromo, assetto lipidico, profilo glicemico,
funzione renale, indici di coagulazione ed inflammazione) (Tabella 11) ed ecografia
dell’addome superiore (per la stadiazione della steatosi secondo i criteri di Joseph);
prima dell’intervento chirurgico, ¢ stato eseguito prelievo ematochimico per la
valutazione di citochine infiammatorie (TNFa, IL-1b, IL-6, IL-17a, IL-10) ripetuto

dopo una settimana, al momento della dimissione.

Tabella 10: Caratteristiche generali dei pazienti (n=51).

Eta media (anni) 39+12
Donne, n (%) 38 (75)
Tabagismo, n (%) 18 (35)
Consumo di alcol, n (%) 2 (4)

Diabete, n (%) 14 (27)
Ipertensione, n (%) 15 (29)
Dislipidemia, n (%) 20 (39)

Tabella 11: Dati antropometrici e biochimici preliminari dei 51 pazienti arruolati.

Peso (Kg) 121426
BMI (Kg/m?) 4517

Glicemia (mg/dl) 97+32
Insulinemia (mcru/ml) 26122
Peptide C (ng/ml) 4+2

AST (mU/ml) 26+16
ALT (mU/ml) 34+17
GGT (U/l) 34+33
CT (mg/dI) 190+37
HDL-C (mg/dl) 53+19
LDL-C (mg/dl) 114437
TG (mg/dl) 121456

Durante la procedura chirurgica é stata effettuata biopsia epatica come da protocollo

per la stadiazione istologica della steatosi (staging, grading) e per le analisi di
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immunoistochimica di proteine coinvolte nella risposta allo stress dell’ER, tutt’ora in
Corso.

I 51 pazienti sono stati suddivisi in 4 gruppi (Tabella 12):

e Obesi con NAFLD e diabete mellito tipo 2: 12 pazienti

e Obesi con NAFLD senza diabete mellito tipo 2: 34 pazienti

e Obesi senza NAFLD con diabete mellito tipo 2: 3 pazienti

e Obesi senza NAFLD e diabete mellito tipo 2: 2 pazienti

Metodiche di indagine

Dosaggio delle citochine

I campioni di sangue sono stati raccolti in provette specifiche per la raccolta del siero
senza EDTA. Il siero é stato separato dal sangue intero mediante centrifugazione a
bassa velocita a 2500 rpm per 15" a 4 °C. L'analisi sierologica dei livelli delle
principali citokine pro- (IL-6, IL-17A, TNF-a, IL-1B) e anti-infiammatorie (IL-10) €

stata condotta usando saggi Luminex, accoppiati a Bio-Plex Manager Software.

Analisi statistica

L’analisi statistica ¢ stata effettuata utilizzando il software SPSS (V.17.0 per
Windows, SPSS Inc., Chicago, USA). E stato condotto il test di Wilcoxon non
parametrico, mentre I'analisi di correlazione é stata effettuata utilizzando il metodo di
correlazione di Spearman, per valutare se i cambiamenti nei fattori di rischio cardio-

metabolici erano associati a cambiamenti di altri parametri misurati.

5.4.2 RISULTATI

Nelle tabelle (Tabella 12-13) sono mostrati i dati preliminari dei parametri
antropometrici e biochimici e delle citochine inflammatorie, queste dosate solo su 17
pazienti. Inoltre sono riportate le correlazioni statistiche eseguite soltanto tra il
gruppo di obesi con NAFLD e DMT2 ed il gruppo di obesi solo con NAFLD
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considerando sia il confronto tra i parametri antropometrici e biochimici (Tabella 14)
pre-intervento, ma anche i valori delle citochine infiammatorie (Tabella 15-16) pre e

post-intervento. I risultati molecolari e genetici sono tuttora in corso.

Tabella 12: Parametri antropometrici e biochimici al baseline dei 4 gruppi di studio.

OBESI OBESI OBESI OBESI
NAFLD NAFLD - e
DMT2 - DMT2 -
(n=12) (n=34) (n=3) (n=2)
Peso (Kg) 133£20 117+29 123+£3 105+11
BMI (Kg/mz) 466 467 40+3 404
Glicemia (mg/dl) 109455 90+14 131449 83+4
Insulinemia (mcrU/ml) 42+36 20+13 23+0 17+0
Peptide C (ng/ml) 5+3 31 4+0 3+0
AST (mU/ml) 2418 28+18 1816 175
ALT (mU/ml) 34+13 36+19 2711 20+11
GGT (U/l) 35+21 35+38 40+37 18+6
CT (mg/dl) 181440 193+36 15749 22315
HDL-C (mg/dl) 45+13 56+20 43+0 57+30
LDL-C (mg/dl) 105442 115446 137461 139+25
TG (mg/dl) 143+86 113+35 113+76 136+1
Tabella 13: Risultati preliminari delle citochine inflammatorie nei 4 gruppi di studio.
OBESI OBESI OBESI OBESI
NAFLD NAFLD - e
DMT2 - DMT2 -
(n=5) (n=10) (n=1) (n=1)
IL-6 (pg/ml) 1.2+0.9 2.7+1.2 2.1+0 10.7+0
IL-17A (pg/ml) 1.8+2.3 0.8+0.9 0.63+0 1.1+0
TNF ALFA (pg/ml) 10.0+15.3 5.6+3.2 5.7x0 2.0£0
IL-1B (pg/ml) 3.4+3.0 0.3+0.3 0.0+0 0.2+0
IL-10 (pg/ml) 0.7+0.6 0.4+0.5 0.0+0 82.3+0
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Tabella 14: Analisi statistica sui parametri antropometrici e biochimici dei 2 gruppi di studio.

OBESI OBESI

NAFLD NAFLD

DMT2 - =

(n=12) (n=34) Value
Peso (Kg) 133+20 117+29 0.3970
BMI (Kg/m?) 46+6 467 0.9406
Glicemia (mg/dl) 109+55 90+14 0.1596
Insulinemia (mcrU/ml) 42436 20+13 0.6985
Peptide C (ng/ml) 5+3 3+1 0.6016
AST (mU/ml) 2418 28+18 0.6627
ALT (mU/ml) 34+13 36+19 0.3503
Gamma GT (U/l) 35+21 35+38 0.3725
Colesterolo Totale (mg/dl) 181+40 193+36 0.7373
HDL (mg/dl) 45+13 56+20 0.4882
LDL (mg/dl) 105+42 115+46 0.8740
Trigliceridi (mg/dl) 143+86 113+35 0.6016

Tabella 15: Analisi statistica sulle citochine infiammatorie dei 2 gruppi di studio (pre-intervento).

OBESI OBESI
NAFLD NAFLD
DMT2 - =

(n=5) (n=10) Value
IL-6 (pg/ml) 1.2+0.9 2.7£1.2 0.0945
IL-17A (pg/ml) 1.8+2.3 0.8+0.9 0.3691
TNF ALFA (pg/ml) 10.0+15.3 5.6+3.2 0.5378
IL-1B (pg/ml) 3.4+3.0 0.3+0.3 0.0859
IL-10 (pg/ml) 0.7+0.6 0.4+0.5 0.1365
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Tabella 16: Analisi statistica sulle citochine inflammatorie dei 2 gruppi di studio (post-intervento).

OBESI OBESI
NAFLD NAFLD
DMT2 - =

(n=5) (n=10) Value
IL-6 (pg/ml) 2.3£1.8 6.145.1 0.0945
IL-17A (pg/ml) 3.1+1.5 0.9+0.7 0.3691
TNF ALFA (pg/ml) 12.4+17.4 6.0£2.5 0.5378
IL-1B (pg/ml) 2.615.0 0.41+0.42 0.0859
IL-10 (pg/ml) 1.4+1.1 0.741.0 0.1365

5.4.3 DISCUSSIONE

L’obesita si accompagna ad aumento di morbilita e mortalita per il DMT2 e le
patologie cardiovascolari®®®. 1l tessuto adiposo ¢ stato riconosciuto come un
complesso organo endocrino; non solo gli adipociti, ma anche altri componenti del
tessuto adiposo, quali tessuto nervoso, matrice connettivale, cellule stromavascolari e
cellule immunitarie®®34 sono in grado di secernere numerose molecole con molteplici
azioni a livello locale e sistemico®3#2, Sj assiste a modificazioni morfologiche e
metaboliche a livello del tessuto adiposo, che si accompagnano a maggior espressione
di citochine ad azione proinfiammatoria (IL-6 e TNF-a); queste modifiche si
accompagnano a un aumento delle concentrazioni sieriche di proteine della fase
acuta®*®, determinando 1’infiammazione cronica “di basso grado”, che ha un ruolo
importante nello sviluppo e nella progressione delle complicanze legate all’obesita. |
nostri dati mostrano una panoramica metabolica ed inflammatoria dei pazienti che si
sottopongono a chirurgia bariatrica; sono stati stratificati per presenza di comorbidita
(NAFLD e Diabete vs NAFLD senza Diabete) per una piu accurata valutazione
terapeutica post-intervento. Numerosi studi dimostrano che le concentrazioni sieriche
di 1L-6, prodotta dal tessuto adiposo®**, sono aumentate in condizioni di
obesita’8L345 | depositi adiposi viscerali sono i maggiori responsabili dei livelli

circolanti di IL-6 di origine adiposa’® e possono modulare direttamente I’attivita del
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fegato nella sintesi di proteine della fase acuta, come la PCR. Il tessuto adiposo ¢
anche un importante produttore di TNF-a, mediatore precoce della risposta di fase
acuta, prodotto principalmente da macrofagi e adipociti®®; la secrezione di TNF-o
aumenta in condizioni di obesita®'® e stimola la produzione di chemochine, IL-6,
PCR e induce I’espressione di molecole di adesione leucocitaria®®. Nel nostro studio
dopo una settimana dall’intervento chirurgico non abbiamo avuto delle variazioni
significative del pattern inflammatorio probabilmente per la breve tempistica prevista
dallo studio. Inoltre e stato difficile eseguire un follow-up accurato a causa della
mancata disponibilita dei pazienti a ritornare al centro Restiamo comunque in attesa
delle analisi immuno-istochimiche per avere maggiori dettagli sulla valutazione del
rischio di questi pazienti dopo I’intevento chirurgico. Questi dati sono preliminari e
richiedono ulteriori studi, soprattutto una tempistica piu lunga, per capire meglio

quali sono i meccanismi implicati nella valutazione infiammatoria di questi soggetti.
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6. CONCLUSIONI

Alla luce delle evidenze presentate in questa tesi, si evince che ci sono alternative
terapeutiche che possono in un modo o nell’altro proteggere i pazienti ad elevato
rischio cardiometabolico. Ormai € noto che i farmaci incretinici svolgano un ruolo di
prevenzione dal punto di vista cardio-metabolico con la riduzione degli eventi
cardiovascolari in particolare su pazienti diabetici; la nutraceutica con i suoi
componenti ha mostrato sempre piu degli effetti benefici sul metabolismo lipidico nei
pazienti ad elevato rischio riducendo le sdLDL; in ultimo ci sono buone speranze che
la chirurgia bariatrica possa agire sui parametri infiammatori favorendo oltre un
effetto estetico anche un effetto terapeutico sulle comorbidita di cui sono affetti i
pazienti obesi e metabolici.

Studi futuri condotti su casistiche piu ampie e con follow-up maggiori potranno
confermare cio che questi studi pilota hanno dimostrato.
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7. ABBREVIAZIONI

AD
ADA
ADOPT
AGE
ALT
AMP
AMPK
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ATP
BAT
BID
BMI
CHD
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CREBP
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Ccv
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Body Mass Index
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Confidence Interval
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Diabete Mellito
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Evaluation of Lixisenatide in Acute Coronary Syndrome study
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HBV
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HDL-C
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Europe Exenatide Study

Exenatide Study of Cardiovascular Event Lowering
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Food and Drug Administration
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Fatty Liver Index
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Glucose-dependent Insulinotropic Polypeptide
Glucagon-Like Peptide 1
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Virus dell'Epatite B

Virus dell'Epatite C

High Density Lipoprotein Cholesterol
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Homeostasis Model Assesment
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Hazard Ratio

Heat Shock Protein-90

International Diabetes Foundation, Fondazione Internazionale del
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Insulin Receptor Substrate-1
Interleuchine 1

Interleuchine 6
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NF-kB kinase

Interferon Gamma

inducible Nitric Oxide Synthase
Intent-To-Treats

c-Jun N-terminal Kinase 1
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LDL-C
LEAD-6
LEADER

LEAN

LPS
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MCP-1
MD
MetS
MODY

MRI
mTOR
NADPH
NAFLD
NASH
NCEPATPIII
NF-kB

NLS

NO

NOX2
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PAI-1

PCR

PFT

PGC-1

PGE2
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PI3-K
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Liraglutide Effect and Action in Diabetes

Liraglutide Effect and Action in Diabetes: Evaluation of
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Prostaglandin E2
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