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INTRODUZIONE
Focus: la vera prevenzione

Moderne ricerche scientifiche e nuove discipline, come la fisica quantistica, I'epigenetica
e le neuroscienze, stanno cambiando il paradigma della Medicina, ma ci vorra ancora
tempo prima che i protocolli ufficiali di prevenzione e cura delle malattie si adattino alle
nuove e rivoluzionarie conoscenze. Intanto si assiste pero alla crescita esponenziale di
malattie cardiovascolari, oncologiche, metaboliche (diabete mellito) e neuro-
degenerative (Alzheimer, Parkinson, demenze).

Si é scoperto da tempo che tutte queste patologie, piu che nell'eredita del DNA, affondano
le radici principalmente nell'inflammazione cronica silente e nello stress ossidativo
cellulare, condizioni dovute allo stile di vita - peculiarmente occidentale - che si
sviluppano fin da giovani, ma non si manifestano con sintomi evidenti e non sono

diagnosticabili con i tradizionali esami di laboratorio.
Per rilevare tali condizioni, occorre quindi valutare, con esami di laboratorio particolari:

- la condizione delle membrane cellulari, espressione di eventuale inflammazione
cronica silente (Lipidomica di membrana eritrocitaria)

- lo stress ossidativo, cioe il rapporto tra la produzione di radicali liberi e
antiossidanti (d-ROMs)

- eventuali danni causati dagli zuccheri (Glicazione)

- la tipologia delle molecole del colesterolo LDL, per comprendere la possibile
pericolosita di questo tipo di lipoproteine (LDL-ossidate, Lipoprint, small-dense
LDL)

- la condizione del microbiota intestinale (Disbiosi Test)

- altri valori plasmatici da ricercare in base alle condizioni del paziente (eventuali

carenze di Vitamina D, condizioni di insulino-resistenza, etc...)

I primi due esami sono fondamentali e imprescindibili per valutare il livello di rischio
individuale e per poter attuare la vera prevenzione epigenetica, attraverso modifiche dello
stile di vita: corretta alimentazione e attivita fisica, integrazione mirata di vitamine, sali
minerali e acidi grassi omega-3, il tutto in relazione alle condizioni accertate con le analisi

di laboratorio specifiche.



I1 seguente lavoro di tesi, nello specifico, si articolera in un’iniziale disamina di tutti i
markers piu rilevanti nella valutazione di un rischio cardio-metabolico, con relativi studi
a sostegno della loro validita come indicatori. Si prenderanno in considerazione sia i
parametri attualmente indagati con le analisi di routine, sia ulteriori markers proposti nella

letteratura scientifica pit e meno recente.

Questi parametri saranno poi radunati e associati tra loro in un foglio operativo Excel, in
cui verranno inseriti i valori risultanti dalle analisi di individui oggetto di osservazione e
studio principalmente da parte del dottor Antonio Fusco, cardiologo in collaborazione nel
progetto.



1. IL DUPLICE PARADOSSO DEL COLESTEROLO
A livello biologico, il colesterolo & una molecola organica con funzioni fondamentali per
I’organismo, sia di tipo strutturale che metabolico.
E uno sterolo ubiquitario nelle membrane citoplasmatiche delle cellule animali, oltre che
un importante componente delle guaine mieliniche dei nervi. E inoltre la molecola di

partenza nella sintesi degli ormoni steroidei, degli acidi biliari e della vitamina D.

Nell’organismo umano si fa distinzione tra un pool esogeno ed uno endogeno, di
colesterolo: a seconda che sia assunto con la dieta, o prodotto dalla via biosintetica.
L’equilibrio tra i due ¢ finemente regolato da meccanismi che ne bilanciano la
produzione, in base alle quantita assunte con 1’alimentazione. Non esistono meccanismi
specifici di degradazione, solo di conversione nelle molecole di cui & precursore (per lo
piu i sali biliari), questo proprio in riflesso del fatto che & una molecola essenziale che

I’organismo non prevede in nessun caso di catabolizzare.

A livello clinico, sono stigmatizzati come nocivi eventuali difetti di tale meccanismo di
regolazione - o eccessi nella dieta - che portino il colesterolo totale sopra livelli stabiliti
accettabili, indicativamente di 200 mg/dL.

Recenti studi e revisioni della letteratura scientifica in merito hanno messo in luce, pero,
la natura paradossale e limitata di questa concezione del colesterolo, ancora troppo legata

al calcolo del suo valore totale.

Anzitutto, infatti, si & dovuto correggere il radicato assioma per cui alti livelli di
colesterolo (totale) implicassero - 0 potessero predire — malattie cardiovascolari, o peggio
mortalita ad esse correlata.

Gia con questa iniziale revisione si é fatta una prima rilevante distinzione tra colesterolo
“buono” (associato alle high-density lipoproteins, HDL-C) e “cattivo” (associato invece

alle low-density lipoproteins, LDL-C).

Successivamente si & pero rivelata necessaria un’ulteriore distinzione: neanche il valore
del colesterolo associato alle LDL-C e di per sé sufficiente a essere predittivo di patologie
cardiovascolari, in quanto ne va analizzata (e quantificata) specificamente la frazione
ossidata (LDL-ossidata). E quest’ultima, infatti, quella effettivamente coinvolta nelle

formazioni aterogene e nelle patologie cardiovascolari ad esse conseguenti.



Proprio alla luce di queste ultime considerazioni, si rivela incompleta, quindi, la
concezione del colesterolo associato alle LDLs come nocivo in assoluto.

La riduzione del valore, consigliata dalle linee guida sia in via preventiva che terapeutica,
si ottiene agendo sulla dieta e/o assumendo farmaci nei casi piu gravi. Sia la dieta che la
terapia sono indicate, quindi, qualora si stia raggiungendo, o superando, una soglia
stabilita (mediamente 160 mg/dL), che pero non distingue tra le porzioni ossidata e non

ossidata.

La pericolosita di tale “appiattimento” dei valori, ¢ da individuare nel fondamentale
coinvolgimento delle LDLs non ossidate in importanti meccanismi di difesa innata
dell’organismo: ¢ appurato, infatti, che esse leghino microrganismi, o loro prodotti
tossici, neutralizzandone la patogenicita [1].

Quindi un abbassamento drastico del livello totale delle LDLs, porta, si, a un
ridimensionamento del rischio cardiovascolare — andando a ridurre la frazione di LDLs
ossidate, aterogene -, ma allo stesso tempo espone I’organismo a un piu alto rischio di
sviluppare forme tumorali indotte da virus, o di contrarre piu frequentemente infezioni
virali — poiché riduce anche la frazione di LDLs non ossidate, coinvolte nei meccanismi

di difesa necessari.

E relativamente recente — risale al 2016 — proprio una revisione di tutti gli studi sulla
correlazione tra i livelli di LDLs e la mortalita, dovuta a cause generali o collegata a
malattie cardiovascolari, specificamente in campioni che rappresentano la popolazione
generale di persone oltre i 60 anni (principale target terapeutico di elezione) [2].

In tutti i 19 studi di coorte selezionati e presi in esame per la revisione, il colesterolo
associato a LDLs era assunto come un fattore di rischio predittivo di mortalita (generale
elo per patologie cardiovascolari): veniva ipotizzata, cioe, una relazione lineare tra i valori
di LDL-C e la mortalita. Quindi all’aumentare dei primi, ci si aspettava un aumento
(statisticamente significativo) anche del numero di morti, per cause generiche o per
patologie cardiovascolari.

In 16 dei 19 studi, tuttavia (e, in 14 di questi, con significativita statistica), si e disegnata
invece un’inaspettata correlazione inversa, per cui - al contrario — la frequenza della
mortalita (Sia generica, che per patologie cardiovascolari) aumentava nelle coorti con piu
bassi livelli di LDL-C.



All-cause mortality
LDL-C tertiles or
quartiles (HRs)

Authors  Race if indicated Sex N years Years 1 n m [\ CV mortality Exclusion criteria
Zimetbaum et af MF 350 75-85 6,3 No association NI Terminal liness, dementia
Kronmal et af MF 747 66-75 10 No association NI None
176 >75 No association NI
Raiha et al'® MF 347 =65 11 NI No association Living in an institution
Fried et al’ MF 5201 =65 48 1.0 ? ? 0.66 (significant) NI Wheelchair user; cancer treatment
Chyou and Eaker'? M 367 =65 8-10 No association NI None
F 622 No association
Weverling-Rijnsburger et al'® MF 599 =85 4 1.0 057 0.71 No association None
p for trend*
Schupf et a'® MF 2277 =65 3 1.0 079 0.63 053 NI Dementia
p for trend™
Tikhenoff et ar' M 1233 =65 1,1 Mirror-J-formed association with the highest risk Almost U-formed association Dementia
in the: lowest quartile with the highest risk in the
lowest quartile®
F 1887 Inverse association™ Mirror-J-formed association
with the highest risk in the
lowest quartile®
Stérk et al'® M 403 >70 4 No association No association None
Akerblom et al'®
Caucasians MF 705 =65 35 1.0 0.89 0.72 0.56* NI Dementia, first year deaths
Alfrican-Americans MF a7 10 079 0.58 053
Hispanics MF 1054 1.0 o079 0.79 on
Upmeier et al'” MF 1082 70 12 No association No association None
Nilsson et ai'® M 210 75 10 No association NI None
F 222 No association
Werle et al'® MF 187 =80 8,7 No association No association None
Bathum et aP°t M 13733 60-70 1-9 10 087 0.49™" 0457 NI Terminal disease, CVD, diabetes,
7493 =70 1.0 071" 060" 052" patients with a prescription of
F 14298 60-70 1.0 056" 045" 047 statin during the last year before test da
9142 =70 1.0 066" 052" 048"
Linna et aP' MF 1260 =64 10 Inverse association** NI None
Jacobs et af* MF 512 7885 B8 No association NI None
702 8580 5 No association
Takata et af® MF 207 85 10 Survivers 3.2 mmol/L; non-survivors: No association None
2.9 mmolL™
Lv et af? M 266 =80 3 1.0 067 0.43 041 NI First year deaths
F 596 1.0 069" 0.57 059
MF 10 072" 059" 060"
Blekkenhorst et af® F 1469 270 10 NI No association None

In the study by Fried et al, degree of significance was not reported.

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

tHR for 7415 men and 8314 women on statin treatment was 0.63 and 0.61, respectively.
F, females; M, males; NI, no information.

Figura 1
Correlazione tra colesterolo-LDL e mortalita rispettivamente per tutte le cause e per CVD,
in 19 studi comprendenti 30 coorti con 68.094 individui della popolazione generale di eta
superiore a 60 anni [2]

Le evidenze dunque non erano coerenti con una visione del colesterolo associato a
lipoproteine a bassa densita (LDL-C) come connaturatamente aterogeno, costringendo a
prendere in esame altre variabili e spiegazioni, in primis considerando I’ipotesi della

modificazione ossidativa lipidica nell’eziogenesi dell’aterosclerosi.

Un’alternativa proposta, per tenere in considerazione il rischio di bias dei dati, era quella
della causalita inversa: cioe che patologie molto gravi potessero comportare un drastico
abbassamento dei livelli di LDL-C, a ridosso della morte dei soggetti. Parziale supporto
a tale congettura si é trovato in studi da cui erano stati esclusi soggetti con malattie
terminali, o morti entro il primo anno di osservazione, dai quali ¢ risultata o 1’assenza di
una correlazione tra I’'LDL-C e la mortalita (generale o per patologie cardiovascolari), o
una correlazione inversa (e questo con significativita statistica).

Ma esperimenti su animali e in vitro, hanno evidenziato come piu probabile I’ipotesi che
siano proprio i bassi livelli di LDL-C a rendere i soggetti pit suscettibili a gravi patologie

[3, 4], e non viceversa: si ¢ appurato infatti il ruolo delle LDLs nell’inattivazione diretta



di microrganismi e loro metaboliti tossici per I’'uomo [1], e inoltre da un importante studio
(Iribarren et al) [5] con tempo di osservazione di 15 anni, di individui inizialmente sani,
e risultato che soggetti con livelli di LDL-C piu bassi all’inizio, sono stati ospedalizzati
significativamente piu spesso per patologie infettive, verificatesi anche oltre il periodo di
osservazione. Quindi il basso livello di colesterolo, in questi casi, era stato registrato in
un periodo in cui le persone risultavano sane, pertanto non poteva essere stato provocato

da malattie che ancora non avevano contratto al momento della misurazione.

Una revisione ancora successiva (del 2018), ipotizza che altri fattori congeniti, non
lipidici, abbiano un ruolo ancora piu marcato nella valutazione del rischio
cardiovascolare, rispetto al solo colesterolo-LDL, nel caso specifico in soggetti con
ipercolesterolemia familiare [6].

I1 focus della revisione era quello di proporre un aggiornamento e/0 un’integrazione di
nuovi parametri da indagare specificamente, per una valutazione piu affidabile e completa
del rischio cardio-metabolico.

Dopo un’iniziale disamina sull’incompletezza del solo colesterolo - totale o associato a
LDL-C - come indicatore predittivo di rischio cardiovascolare, nel report vengono
nominati, ad esempio, dei fattori non lipidici plausibilmente associati al genotipo FH
(familial hypercholesterolemia). L’eredita di tali fattori spiegherebbe come soggetti con
ipercolesterolemia familiare, pur presentando valori lipidici negli standard, possano
incorrere ugualmente e prematuramente in patologie cardiovascolari. Proprio tra soggetti
con simili anamnesi, I’anormalita piti comune e documentata ¢ risultata a livello di sistemi
di coagulazione, il che potrebbe far orientare la terapia a un’azione anche su questi ultimi.
Nel report si esamina inoltre, in soggetti con FH in eterozigosi, un altro fattore di rischio:
la lipoproteina a, proteina del plasma costituita da due apolipoproteine (Apo-A e Apo-B)
[7, 8]. La sua concentrazione & geneticamente determinata e resta relativamente costante,
ma studi angiografici hanno dimostrato che livelli alti sono associati a eventi di CHD
(coronary heart disease) [9]; inoltre, il rischio collegato a elevati valori plasmatici di
lipoproteina a, risulta dello stesso ordine di grandezza di quello indicato da alti livelli di
colesterolo-LDL [10, 11]. Prove di tale similare aterogenicita sono state fornite dalla
localizzazione di entrambe le proteine (la lipoproteina a e le LDL-C) in arterie

ateromatose e innesti di vene [12 - 14]. Nonostante la stretta correlazione strutturale con



le LDL-C, pero, i livelli di lipoproteina A risultano regolati indipendentemente [9], il che
la rende un marker analizzabile separatamente.

E inoltre importante sottolineare che la sua porzione proteica sia responsabile di due
meccanismi entrambi critici e rilevanti (come verra piu ampiamente spiegato nel
paragrafo 3.4): infatti apo-B é coinvolta nel trasporto del colesterolo e 1’adesione alle
LDL-C, mentre apo-A ¢ coinvolta nell’inibizione della degradazione del coagulo ematico,
con ripercussioni sui sistemi di coagulazione di cui ampiamente disserta lo studio
sopracitato [6].

Una recentissima review del 2020, va a sostegno della tesi per cui il marker LDL-C,
isolatamente, e uno scarso indicatore di rischio di CHD, sia nella popolazione generale
che nei casi di FH [15], e come ci sia una necessita di rivalutare tutti i markers di rischio

cardiovascolare.

I FH: Low TGs B FH: High TGs
350 + 25 = =
300 o
250 49

— 20 4

-
(%]
4

200 4
150 9
100 4
S50 4

mg/d|

% withan M
*

"
2

TGs LDL-C

Figura 2
A destra: trigliceridi plasmatici a digiuno (TGs) di uomini con FH in eterozigosi basso (<
200mg/dL; blu) o alto (> 200mg/dL; rosso).
A sinistra: 1l gruppo con alti TG presenta un'incidenza significativamente maggiore di IM
rispetto al gruppo con bassi TG.
FH, ipercolesterolemia familiare; LDL-C, colesterolo lipoproteico a bassa densita; 1M,
infarto del miocardio. [15]

Bittencourt et al [16] hanno recentemente riportato come una percentuale di individui con
LDL-C molto alto (> 190 mg/dL) avessero un punteggio di calcio delle arterie
coronariche (CAC) pari a zero. Quindi, nonostante il loro alto livello in LDL-C,

mostravano un rischio molto basso di futuri eventi coronarici.

Le ultime revisioni scientifiche indicano in definitiva come quantita elevate di LDL-C
non giustifichino da sole I'aterogenicita associata a queste particelle, ed é significativo
che livelli plasmatici simili di LDL possano essere associati a gradi diversi di rischio

cardiovascolare. Ad esempio altri studi hanno evidenziato che pazienti FH con elevati



trigliceridi (TG > 200 mg/dl) erano piu esposti all’infarto del miocardio rispetto a pazienti
FH con livelli di trigliceridi inferiori (TG < 200 mg/dl), indipendentemente dal valore di

LDL-C, che era medesimo in entrambi i gruppi di studio [16].

Inoltre e stato individuato come I’ADRT (Atherogenic dyslipidaemia risk triad) sia
costituita da elevati trigliceridi (TG) e small-dense-LDL, associati a bassi livelli di HDL
[15]. Molti autori hanno evidenziato che I'ipercoagulazione € un fattore di rischio piu
importante di CHD rispetto ai livelli di LDL-C nei pazienti FH [15].

Un’importantissima meta-analisi del 2014, che ha coinvolto il Multi-Ethnic Study of
Atherosclerosis (MESA) e il Framingham Heart Study (FHS), condotto su una
popolazione di 7142 individui di entrambi i sessi che non avevano avuto segnali di
Fibrillazione Atriale (AF), ha individuato come nei successivi dieci anni di follow-up sia
il colesterolo-HDL che i trigliceridi, ma non il colesterolo-LDL né quello totale, sono
associati a fattori di rischio di AF [17].

MESA FHS
6814 participants 3532 partcipants
5 prevalent CVD

l—) 58 prevalent AF l—.. 182 prevalent Mi, HF,
20 without follow-up AF

I 6731 participants I [ 3350 participants I

1082 lipid lowering 422 lipid lowering
& > medications b ? medications
5649 participant | I g 3 I
I participants 7012 missing NT- 2928 partcipants
oroBNP l_.l

t—i +0% miesing 320 missing values

I 4534 participants l varisbles [ 2608 participants I
Figura 3

Diagramma di flusso dei partecipanti allo studio: MESA, 2000-2002 e FHS, 1995-1998.
AF fibrillazione atriale; CVD, malattie cardiovascolari; FHS, Studio sul cuore di
Framingham; HF, scompenso cardiaco; MESA, studio multietnico sull'aterosclerosi; IM,
infarto miocardico; NT-proBNP, pro-ormone N-terminale di tipo B peptide natriuretico.
[17]

Alti livelli di HDL e bassi livelli di TG, secondo lo studio diminuiscono 1’incidenza di

AF. Nessuna incidenza di rischio si € avuta con i livelli di colesterolo-LDL.

Sempre partendo dall’osservazione di premature manifestazioni di patologie CAD
(coronary artery disease), un interessante studio indiano [18] propone 1’utilizzo di

avanzati indici aterogeni (advanced atherogenic index, AAI) in alternativa a quelli



Proprio I’elevata frequenza di CAD anche in soggetti normolipidemici ha fornito lo
spunto per il calcolo di ulteriori indici, statisticamente meglio predittivi della patogenesi
dell’aterosclerosi, malattia degenerativa alla base degli episodi di CAD.

I nuovi indici proposti tengono conto specificamente della frazione ossidata delle LDLs
(Ox-LDL), delle LDLs piccole e dense (sd-LDLs), dell’apolipoproteina Al (Apo-Al),
della lipoproteina A (Lpa) e infine dell’apolipoproteina B (Apo-B).

Fondamentale (soprattutto per la prevenzione) risulta proprio la valutazione delle LDLs
piccole e dense, che risultano associate ad un piu alto rischio di incorrere in CAD, perché
tendono piu facilmente ad ossidarsi, e una volta ossidate si depositano nei macrofagi
formando le cellule schiumose [19].

Le analizzeremo piu dettagliatamente nel paragrafo 3.2.

1.1 Nuove linee guida europee sulla prevenzione cardiovascolare e dati di

laboratorio nel trimestre 2023 [1]

Le ultime LG sono del 2021 [2]. Nell'elaborazione delle funzioni predittive per la
valutazione del rischio cardiovascolare (RCV) sono stati aggiunti ai maggiori eventi CV
fatali (infarto, ictus) gli eventi non fatali. Inoltre sono state elaborate considerazioni e
stime specifiche per coloro che hanno gia avuto un evento CV o sono affetti da altre
patologie.
Per raggiungere questo scopo € stato aggiornato lo strumento SCORE (Systematic
COronary Risk Evaluation), gia elaborato nel 2003, attraverso ’analisi di dati provenienti
da studi epidemiologici condotti tra il 1990 e il 2009. Questa nuova carta, applicabile alle
persone dai 40 ai 69 anni, ¢ stata identificata come SCORE 2.
Nelle LG 2021 sono riportate alcune novita rispetto alle precedenti del 2016, in
particolare nell’utilizzo della carta del rischio:
1) la valutazione del RCV puo essere eseguita sulle persone apparentemente sane
di tutte le eta a partire dai 40 anni e provenienti da paesi diversi (inclusi anche
1 paesi dell’est Europa e quelli che si affacciano sul mediterraneo, per dar
modo di valutare anche i migranti);
i) le nuove stime comprendono la probabilita di andare incontro a un primo
evento CV maggiore anche non fatale - mentre nelle precedenti si

consideravano solo gli eventi fatali;
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i) al posto del colesterolo totale si utilizza il colesterolo-non-HDL,;

Iv) in queste LG I’ltalia passa dalla categoria di paese a rischio basso a quella di
paese a rischio moderato, indicando che nella popolazione italiana dagli anni
’80 agli anni *90 il valore medio di alcuni fattori di rischio ¢ aumentato (per

esempio il fumo nelle donne).

Nelle persone senza malattie cardiovascolari accertate, indipendentemente dal rischio,
le raccomandazioni suggeriscono - considerando le preferenze del paziente - di
raggiungere valori di pressione sistolica < 140 mmHg, e se tollerato anche < 130 mmHg,
e si consiglia di mantenere il colesterolo-LDL < 100 mg/dL, portandolo al di sotto di 70
mg/dl in chi € a rischio alto e inferiore a 55 mg/dl in chi e a rischio molto alto, o la
riduzione del 50% del valore di partenza, se gia basso, nell’ottica che piu basso € meglio

(lower is better).

Scompare 1’accettazione di colesterolo-LDL < 116 mg/dL nelle persone a basso rischio,

previsto dalle LG europee del 2019 sul trattamento delle dislipidemie.

Coloro che hanno gia avuto un infarto o un ictus sono considerati a rischio molto alto e i
valori di colesterolo-LDL raccomandati sono inferiori a 55 mg/dl, quelli della pressione
arteriosa sistolica sotto 140 mmHg, con tendenza ottimale fra 130 e 120 mmHg.
Ovviamente i valori ottimali nelle persone a rischio alto o molto alto sono molto difficili
da raggiungere senza un’adeguata terapia farmacologica che abbassi la pressione arteriosa

e/o la colesterolemia.

Nel primo trimestre 2023 presso il Laboratorio Dr Fioroni di San Benedetto del Tronto

(AP) sono stati eseguiti 3793 dosaggi del colesterolo-LDL.

Il 14% dei pazienti sono nella zona verde, il 27% nella zona borderline tra 80 e 114, e il
59% nella zona rossa secondo le linee guida 2021.

11



N° esami colesterolo-LDL: 3.793

ELDL>114
LDL>80<114
LDL< 80

Figura 4
Numero di esami di LDL-C effettuati dal laboratorio di analisi Fioroni nel primo trimestre
del 2023, e distribuzione dei valori risultanti per fasce di criticita.

Considerando che i pazienti con LDL < 80 mg/dl sono verosimilmente in terapia con
statine, 0 molecole statin like, otteniamo che il 72,7 % dei pazienti esaminati dovrebbe
avere una terapia farmacologica ipocolesterolemizzante, indipendentemente dal livello

di rischio.
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2. INFLAMMAGING E RISCHIO CARDIOVASCOLARE:
STATO DELL’ARTE

La patogenesi dell’aterosclerosi risente sia di una suscettibilita genetica, sia di fattori
ambientali e di rischio cardiovascolare individuali.
Evidenze sperimentali sempre piu solide suggeriscono che, in associazione ai fattori di
rischio cardiovascolare “classici”, i fenomeni inflammatori ricoprono una posizione di
rilievo nella dinamica del processo aterosclerotico coronarico e delle Sindromi
Coronariche Acute (SCA).
Pertanto i markers sistemici di inflammazione stanno assumendo un ruolo sempre piu
importante nella stratificazione prognostica e nella gestione terapeutica dei pazienti con
SCA.

La risposta infiammatoria & sostenuta e/o stimolata dallo stress ossidativo, che puo
costituire la connessione tra i disturbi lipidici e I’inflammazione.

Da oltre 20 anni é noto che lo stress ossidativo - in particolare 1’ossidazione delle LDL -
puo influenzare lo sviluppo della malattia aterosclerotica, e che alcuni marcatori di
ossidazione delle LDL (LDL ossidate circolanti, autoanticorpi anti-LDL ossidate)

potrebbero essere utili nel valutare il rischio di sviluppo di patologie nei pazienti [1-3].

Le lipoproteine a bassa densita, infatti, sono le principali proteine di trasporto per il
colesterolo nel plasma umano, e (date le loro dimensioni ridotte) sono un substrato
facilmente suscettibile all’ossidazione.

Una volta ossidate sono piu reattive con i tessuti circostanti, e possono depositarsi
all'interno del rivestimento delle arterie, dando avvio all’aterogenesi e le patologie

cardiovascolari conseguenti. Protagonisti ulteriori sono i macrofagi.

Gli eventi iniziali dell'aterogenesi sono da identificarsi sia nel danno dell'endotelio, sia
nell'accumulo e la modificazione (per aggregazione, ossidazione e/o glicosilazione) delle

lipoproteine a bassa densita nell'intima delle arterie, eventi precoci e sinergici.
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Penetrati nell'intima, i macrofagi fagocitano le lipoproteine modificate e, a causa
dell'impossibilita di metabolizzare il colesterolo in esse contenuto, si trasformano nelle

cellule schiumose (o spumose), caratteristiche delle strie lipidiche (fatty streaks).

T —a» — j_**.?:_:_ 5
(@)
//’ o
\" Z -
/ — /OO C\O(‘?- = x
}/ b O O/ OxLDL
Y (&)
L-’/Endothella . }Q:MQEQ%’

\. / : &Dﬂ OE‘:‘Q&J

: o | ) Accumulation of
Macr‘ophageS _,”- \"n/ partially
Basement '6 S degraded OxLDL
membrane 5 e
-E-EEEEEEEE .= ,- .-;-7--7!".----'--------------.-----
e R A /‘/ e —
— & et e e - - _— @&

y E———— § s _{4:,7_;/ -_— e o
Smooth muscle T :/-/"- (//,»./;/ P /7,2// -«
cells < s e e T

Figura 5

Ipotesi della “Oxidative Modification” nella patogenesi dell’aterosclerosi. In figura viene

schematizzata la formazione delle cellule schiumose nelle lesioni aterosclerotiche. L'LDL

nativo penetra all'interno della tonaca intima arteriosa e qui viene ossidato [ox-LDL] per
poi essere fagocitato dai macrofagi reclutati, che diventano Cellule Schiumose (Foam
Cells) ad alto contenuto lipidico. L’ox-LDL ha un’affinita inferiore per i recettori delle
LDL, e sviluppa invece un’affinita elevata per i recettori di cattura dei macrofagi. [4]

Quindi il modello della “modificazione ossidativa” per la patogenesi dell’aterosclerosi,

ipotizza la formazione della placca aterogena in seguito a:

1. Ossidazione, cioe modificazione delle LDL a causa di agenti chimici altamente
reattivi (stress ossidativo)

2. Infiammazione, processo biologico in cui si promuove I’espressione sia di
molecole di adesione sulla membrana cellulare, sia di sostanze di secrezione,
biologicamente attive e chemiotattiche, come citochine, fattori di crescita e
radicali liberi; queste sostanze favoriscono il richiamo e la successiva

infiltrazione di leucociti, e la trasformazione dei monociti in macrofagi.

In tabella vengono evidenziati i valori di LDL-ossidate correlati con gruppi di controllo
e gruppi con sindromi coronariche conclamate (SCA), riportati in un’importante rivista

medica [5].
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Figura 6
Valori di LDL-ossidate correlati con gruppi di controllo e gruppi con sindromi coronariche
conclamate (SCA), riportati in un’importante rivista medica [5]

La comunita scientifica sta quindi dando sempre piu importanza al controllo
dell’infiammazione e dell’ossidazione, in ottica preventiva e di aumento della longevita
del paziente, per valutare il rischio di patologie sia cardiovascolari [6] che degenerative,

legate all’invecchiamento e all’inflammaging (cancro, Alzheimer, Parkinson etc.) [7].

2.1 Modello di calcolo predittivo
Nella costruzione di un modello di calcolo predittivo di rischio Cardio Metabolico (CM),
si & pensato quindi di distinguere quattro profili di rischio, che in maniera sinergica
possono avviare dei processi aterogeni e degenerativi.
In ognuno dei profili di rischio sono stati considerati sia i markers canonici che ad oggi
la comunita scientifica indaga con le analisi di routine, sia parametri integrativi proposti

per una predittivita maggiore, che richiedono analisi piu specifiche.

1. Profilo Lipidico aterogeno
Markers proposti:
> APO-B
» sd-LDL

> Lipoproteina a

Markers in valutazione:
> LDLox
> Indici di aterogenicita predittivi:
e Lipid Tetrad Index (LTI)
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e Lipid Pentad Index (LPI)

2. Profilo di inflammazione cellulare
Markers proposti:
> Rapporto AA/EPA (da lipidomica eritrocitaria)
» Omega_3 Index

> Omocisteina

3. Profilo ossidativo
Marker proposto:
> d-ROMs (perossidazione lipidica)

4. Profilo di insulino-resistenza
Markers proposti:
> Rapporto Trigliceridi/HDL

> Homa Index

Nei paragrafi successivi verranno approfonditi i principali profili, con una revisione della

letteratura relativa ai markers specifici proposti.

La ricerca e la selezione degli articoli citati ha sempre tenuto conto dell’affidabilita di
fonti, siti e riviste di pubblicazione, della significativita statistica degli studi condotti e

dell’utilita dei lavori di revisione e meta-analisi.

Il presente elaborato e il lavoro di stage, si sono conclusi poi con uno studio
osservazionale su un campione di 57 pazienti, con e senza patologie cardiovascolari
pregresse. Sono stati selezionati infatti senza limiti di eta (solo oltre i 18 anni) né

esclusione per altri parametri, in modo da fornire un campione il piu possibile eterogeneo.

Ognuno dei pazienti ¢ stato sottoposto all’intero pacchetto di analisi, € per ognuno sono
poi stati inseriti i valori nel foglio di lavoro costruito, verificando che la fascia di rischio
risultante fosse coerente con la situazione patologica 0 meno dei soggetti, restituendo un

quadro fedele della condizione cardio-metabolica di ognuno.

Si analizzeranno e descriveranno piu dettagliatamente gli out-put dello studio nel capitolo

5, conclusivo.

3. PROFILO LIPIDICO ATEROGENO
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3.1 Apolipoproteina-B (Apo-B)

La misura del colesterolo LDL (LDL-C) é il caposaldo della valutazione del rischio
cardiovascolare, e si considera per la verifica dell’efficacia della terapia da quasi due
decenni. Quando le lipoproteine furono identificate verso la meta del secolo scorso, esse
venivano comunemente quantificate misurando il loro contenuto in colesterolo.

Piu tardi, quando i costituenti proteici della lipoproteina vennero riconosciuti e
caratterizzati, si raggiunse gradualmente la convinzione che, essendovi una sola molecola
di apolipoproteina B (apo-B) per particella LDL (LDL-P), questa fosse un indicatore piu
rappresentativo della concentrazione delle LDL.

Ciononostante, nella gran parte degli studi di popolazione e di intervento, le LDL sono
state misurate in termini di colesterolo. Di conseguenza, da quando le linee guida sono
state sviluppate e promulgate, la caratterizzazione dei pazienti e il loro trattamento hanno
continuato ad essere basati essenzialmente sul LDL-C. Si € andato sviluppando un acceso
dibattito sui relativi vantaggi di misurare le LDL in termini di contenuto in colesterolo o
di numero di particelle (ovverosia valutando la misura di apo B) allo scopo di accertare il

rischio o monitorare la terapia.

I risultati degli studi prospettici generalmente depongono per la superiorita di apo-B o di
LDL-P sul LDL-C per I'accertamento del rischio, confermando cosi che I'aggiunta della
misura di apo-B agli usuali parametri lipidici potrebbe portare a migliorare la gestione
del paziente.

Questa posizione é stata espressa in una recente rassegna nella quale un gruppo di esperti
ha concluso che il rischio cardiovascolare & piu correlato al numero di particelle
aterogeniche circolanti che al contenuto in colesterolo delle lipoproteine [1].

Inoltre, un documento di consenso dell’*American Diabetes Association” e
dell"*“American College of Cardiology” ha consigliato la misura di apo B con metodi
standardizzati nei pazienti con sindrome metabolica, in modo particolare per verificare

I'efficacia della terapia [2].

L’apolipoproteina B ¢ una frazione proteica comune a tutti gli aggregati lipoproteici
deputati al trasporto di colesterolo e lipidi nel sangue. Nonostante la sua funzione non sia
ancora completamente chiarita, sappiamo che essa funge da ligando per i recettori delle

LDL situati in numerose cellule dell'organismo. In pratica, rappresenta la "chiave” che
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una volta inserita nella serratura della rispettiva "finestra" situata sulla superficie esterna

della cellula, permette I'ingresso del colesterolo.

La sua rilevanza, sia come componente delle LDLs, che come marker proposto in questo

elaborato, & quindi da individuare nel quadro dell’aterogenesi.

E evidente che un aumento della concentrazione sierica di apo B & un importante fattore
di rischio per malattia coronarica (CHD). Apo-B € una componente di tutte le particelle
aterogeniche o potenzialmente aterogeniche, incluse le VLDL, le lipoproteine a densita
intermedia (IDL), le LDL e la lipoproteina (a) [Lp(a)], nelle quali ogni particella
lipoproteica contiene una singola molecola di apo-B. Apo-B, quindi, fornisce una misura

diretta del numero di lipoproteine aterogeniche in circolo.

Anche nei pazienti ipertrigliceridemici, la maggior parte dell'apo-B plasmatica &€ associata
alle LDL, rendendo cosi questa apolipoproteina un buon surrogato della concentrazione
delle LDL-P. L’intrappolamento di particelle di apolipoproteina (apo-B) all'interno della
parete arteriosa e il passaggio fondamentale che avvia e guida il processo aterosclerotico
dall’inizio alla fine, dalla prima comparsa di striature di grasso fino allo sviluppo finale
delle lesioni complesse che sono vulnerabili alle trasformazioni acute, come la rottura

della placca e I'erosione endoteliale, precursori di eventi clinici.

La concentrazione di particelle di apo-B all'interno del lume arterioso e correlata al
numero di particelle di apo-B che saranno intrappolate nella parete arteriosa. Tuttavia, la
percentuale di particelle apo-B che sono intrappolate all'interno della parete arteriosa,
rispetto al numero che I’attraversa, ¢ influenzata sia dalla dimensione delle particelle di
apo-B (size) che dalla struttura dei glicosaminoglicani nello spazio sub-intimale della
parete arteriosa.

Poiché il contenuto di colesterolo, e quindi la dimensione delle particelle di apo-B, varia
in modo significativo e poiché altri componenti delle particelle di apo-B, come i
fosfolipidi e I'apo-B stessa, se ossidati, sono forti fattori pro-aterogenici, né il colesterolo
lipoproteico a bassa densita (LDL-C) né il colesterolo lipoproteico non ad alta densita

(HDL-C) sono accurati quanto apo-B come marcatori di rischio cardiovascolare [3].
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Inoltre, dati recenti indicano che il rischio CAD di lipoproteine a densita molto bassa
(VLDL) si avvicina molto a quello di particelle LDL; cioé le VLDL e le LDL hanno un
uguale rischio CAD.

Di conseguenza, apo-B somma il rischio aterogenico dovuto alle particelle di apo-B

VLDL ricche di trigliceridi (TG) e alle particelle di apo-B LDL ricche di colesterolo:
apo-B risk factor: apo-B V-LDL (TG) + apo-B-LDL (C) [3, 4].

Tutte le lipoproteine contenenti apo-B sono particelle sferiche, formate da un monostrato
fosfolipidico che ne disegna la circonferenza, intervallato da piccole quantita di
colesterolo, e con una singola molecola di apo-B48 o apo-B100 a circondare ogni
particella [5].

Nello specifico, apo-B rimane adesa alla superficie della particella e la stabilizza per tutta
la sua emivita metabolica, mentre il core lipidico pud variare ampiamente la sua
composizione in trigliceridi ed esteri del colesterolo, anche tramite scambi di lipidi tra
particelle diverse, mediati dalle CETPs, CE transfer proteins (proteine che trasferiscono

gli esteri del colesterolo) [6, 7, 8].

In figura 7 sono schematizzate le grandi differenze nei numeri relativi alle diverse
particelle di apo-B. In individui con TG normale (TG <133mg/dL), per ogni chilomicrone
e/o particella residua di chilomicrone, ci sono circa 10 particelle VLDL.

apoB100 apoB100 apoB100 apoB100

LDL Lp(a) 2Po@)
Chylomicron
remnant

apoB48 apoB100 apoB100 apoB100 apoB100

/

7
Tole.

VLDL IDL Lp(a) 2P0

Chylomicron
Chylomicron remnant

Figura7
Particelle di apolipoproteina B48 e B100, 1 per ogni particella lipidica.
Apo indica apolipoproteina; CE, estere di colesterolo; IDL, densita intermedia
lipoproteine; LDL, a bassa densita lipoproteine; Lp(a), lipoproteina(a); TG, trigliceridi;
VLDL, lipoproteine a bassissima densita [3]
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Ecco perché, in generale, le particelle VLDL sono piu importanti per il rischio aterogenico
rispetto alle particelle residue di chilomicroni.

Allo stesso modo, poiché le particelle VLDL hanno una breve emivita nel plasma, mentre
le particelle LDL hanno un’emivita piu lunga, ci sono molte piu particelle LDL che
particelle VLDL. Pertanto, nei pazienti con livelli di TG normali, per ogni particella
VLDL, ci sono circa 9 particelle LDL.

Con un significato clinico ancora piu specificamente ripreso nel paragrafo successivo
(3.2), proprio poiché una singola molecola di apo-B € comune a tutte le lipoproteine, essa
va a rappresentare efficacemente il numero delle lipoproteine presenti in circolo,
indipendentemente dalla massa — di colesterolo o trigliceridi - che esse trasportano, dando
un’informazione (il numero delle particelle) piu affidabile rispetto alla massa di C e TG

trasportati.

Facciamo un esempio: se una molecola di TG viene scambiata da una lipoproteina VLDL
a una LDL attraverso il CETP, la particella VLDL si arricchisce di CE.

I livelli di TG nelle LDL crescono e in percentuale diminuisce la quantita di CE.

La successiva idrolisi di TG all’interno delle LDL, probabilmente dovuta a lipasi
epatiche, puo produrre piccole particelle di LDL (sd-LDL). Nelle dis-lipidemie con TG >
133 mg/dl, le particelle LDL in media conterranno meno colesterolo, e saranno piu
piccole della media (size), di conseguenza la misura del colesterolo LDL sottostimera il
numero di particelle LDL, che sara sicuramente maggiore.

In queste dislipidemie da sindrome metabolica si verificano tre potenziali fenomeni di
rischio aterogeno incontrollato (triade aterogena): diminuzione del colesterolo HDL,
iper-trigliceridemia, aumento di particelle LDL piccole e dense (sd-LDL),

In una recente review pubblicata sulla nota rivista JAMA nel 2019 [3] & stato proposto un
modello in cui si descrive apo-B come marker predittivo maggiore del colesterolo-LDL
per il rischio cardiovascolare: le particelle LDL (non il solo LDL-C) giocano un ruolo

centrale nell'aterogenesi.

Il processo iniziale é la ritenzione sub-endoteliale delle lipoproteine contenenti apo-B.
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Le particelle LDL si muovono poi verso l'intima delle arterie attraverso un processo
determinato dal gradiente di concentrazione; la velocita di questa diffusione passiva
percio aumenta quando la concentrazione delle LDL circolanti é piu elevata.

Una volta all'interno dell'intima, le particelle LDL si legano ai proteoglicani; ha inizio
quindi un processo durante il quale le LDL vengono ossidate o modificate, e sono poi
catturate dai monociti o dai macrofagi a formare le cellule schiumose.

Le molecole di colesterolo contenute nelle LDL sono 1 “passeggeri”’, ma ¢ la particella
nel suo complesso a guidare il processo aterosclerotico.

IZ] Normal apoB particle number and apoB trapping E Cholesterol-rich apoB particles and apoB trapping
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Figura 8
Piu particelle di apo-B sono presenti nel lume dell'arteria, piu particelle entreranno
nella parete arteriosa e, a parita di condizioni (inflammaging ed ossidazione), piu
particelle saranno intrappolate all'interno della parete. Inoltre, particelle di apo-B
pill piccole contenenti meno colesterolo (sd-LDL) entreranno piu facilmente nella
parete arteriosa e si legheranno piu avidamente ai glicosaminoglicani all'interno
della parete arteriosa rispetto alle particelle di apo-B piu grandi contenenti piu
colesterolo (figura C e D). [3]

Aumentando il numero di particelle intrappolate nella parete arteriosa, aumentera il

numero di contatti con i gruppi glicosaminoglicani e le interazioni aterogene con le
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risposte immunitarie correlate all’inflammaging, comunemente chiamate inflammatory-

mediated destruction of the arterial wall.

Ci sono almeno due eccezioni a questa proposta di ricalcolo di rischio aterogeno proposto

dagli autori:

1. Iper-lipoproteinemia di tipo Il (iper-colesterolemia, iper-trigliceridemia e apo-B
normale): in questo caso verra rilasciata una elevata quantita di colesterolo nel sito
di intrappolamento delle apo-b che si equivarra come rischio aterogeno al humero
maggiore di apo-b intrappolate nei pazienti con iper-trigliceridemia e maggiore
numero di sd-LDL

2. Livelli elevati di Lipoproteina a (Lpa), che secondo diverse metanalisi & un fattore di

rischio primario cardiovascolare

In una review del 2011 [9] e in uno studio del 2013 [10] é stata poi messa a confronto la
predittivita di rischio di CVD del calcolo diretto di apo-B rispettivamente con la
quantificazione del colesterolo-LDL, e con il calcolo indiretto delle particelle LDL
(ottenuto tramite risonanza magnetica nucleare per spettroscopia del siero).

Rispetto alla sola concentrazione di colesterolo-LDL, che non da indicazioni sulla sua
ripartizione, il calcolo di apo-B permette proprio di individuare il numero ed il tipo di
particelle presenti in circolo, cioé con la potenzialita di avviare la patogenesi meglio
descritta in seguito.

In confronto invece alle particelle LDL totali, la loro efficacia come markers di rischio si
e rivelata equiparabile con significativita statistica; entrambe le metodiche, quindi, danno
informazioni ugualmente affidabili sul numero di particelle con potenzialita aterogena,
ma la tecnica piu accessibile e semplice e quella per il calcolo di apo-B, per questo

preferibile.

E dimostrato, infatti, che il colesterolo pud penetrare la parete arteriosa solo se associato
a particelle di apo-B, alle quali — come detto - si associa con masse altamente variabili da
particella a particella [6]. 1l contenuto di LDL-C non riflette la concentrazione di
particelle LDL in quanto durante il metabolismo lipoproteico vengono modificate sia la
dimensione delle lipoproteine che la loro composizione lipidica. La quantita relativa di

colesterolo e trigliceridi nelle LDL puo variare di molto tra individui.
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In uno studio di 118 soggetti sani (maschi e femmine), il rapporto tra colesterolo e
trigliceridi nelle LDL variava da 1,8 a 11,5. La maggioranza dei soggetti aveva grandi
LDL, con un rapporto colesterolo/trigliceridi > 4. Tuttavia, il 21% dei soggetti aveva LDL
con scarso contenuto in colesterolo, che presentavano un rapporto colesterolo/trigliceridi
< 4, dimostrando cosi che anche una misura accurata di LDL-C pud sottostimare la
concentrazione delle LDL e presumibilmente anche il rischio di CHD [11].

Anche dati recenti hanno dimostrato che il rischio aterogeno dato da particelle VLDL
approssima strettamente quello dato da particelle LDL [4], confermando che il valore di
apo-B rappresenta efficacemente sia 1’aterogenicita delle VLDL ricche di trigliceridi, sia
quella delle LDL ricche di colesterolo, in quanto apo-B48 o apo-B100 si trovano sulla
superficie di tutte le lipoproteine a densita bassa o molto bassa. Analizzando piu
dettagliatamente il processo: ¢ proprio l’intrappolamento di particelle di apo-B
nell’endotelio arterioso ad avviare e dirigere il processo aterosclerotico, dalla precoce
formazione di strie lipidiche fino allo sviluppo di lesioni complesse e trasformazioni
acute, immediati precursori degli eventi clinici [12].

Ed e per questo motivo che apo-B si rivela un marker piu completo e descrittivo del
rischio aterogeno, in quanto riassume, unifica e semplifica le informazioni date dai piu
convenzionali markers lipidici attualmente indagati/considerati.

Infatti sia in base al contenuto in colesterolo, sia per via di componenti intrinseche (per
esempio i fosfolipidi), se ossidate le particelle di apo-B sono un fattore pro-aterogeno piu
forte, e piu predittivo, del solo colesterolo-LDL o non-HDL [13-15].

| diabetici o i soggetti con sindrome metabolica tendono ad avere un aumentato numero
di LDL piccole e dense, ma una concentrazione di LDL-C relativamente normale.
Considerato poi che la terapia con gli inibitori dell’enzima 3-idrossi-3-metilglutaril
coenzima A (HMG-CoA) reduttasi riduce il colesterolo LDL in misura maggiore che non
le LDL, apo B o LDL-P sembrano fornire, rispetto alla misura di LDL-C, una migliore
stima del rischio residuo dopo trattamento [11].

3.1.1 Studi prospettici su APO-B in prevenzione primaria e secondaria
Lo studio AMORIS (“Apolipoprotein-related mortality risk study”) ¢ tra quelli piu
significativi [1]. Piu di 175.000 soggetti, maschi e femmine con piu di 60 anni, sono stati
seguiti per circa 5 anni. Un infarto miocardico (M) fatale ha riguardato 864 maschi e 359

femmine. Anche dopo aggiustamento per eta e fattori di rischio lipidici tradizionali, apo-
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B rimaneva un significativo indice predittivo di MI con un rischio relativo di 1,33
[intervallo di confidenza (CI): 1,17-1,51)] per i maschi e di 1,53 (1,25-1,88) per le
femmine a fronte di un aumento pari a 1 DS. Da segnalare che LDL-C si dimostrava un
fattore di rischio non significativo per le femmine e solo modestamente associato a Ml

nei maschi.

11 “Quebec cardiovascular study” ha seguito per 5 anni 2039 maschi con eta compresa tra
45 e 76 anni [2]. Apo-B si & dimostrato un fattore di rischio significativo e indipendente
per eventi cardiaci futuri anche dopo aggiustamento per eta, fumo, pressione arteriosa
sistolica, diabete e uso di farmaci.

Come hanno dimostrato gli studi “Quebec cardiovascular study” e AMORIS, negli studi
su larga scala nei quali sono stati impiegati metodi precisi e standardizzati per apo-B, il
parametro mantiene la significativita statistica anche quando nei modelli di regressione
vengono inclusi come co-variate le misure di lipidi e lipoproteine tradizionali.

Questo risulta evidente anche nell’“Health professionals follow-up study” [3]. Quando
apo-B e LDL-C erano entrambi inclusi simultaneamente nel modello, il rischio relativo
rimaneva fortemente associato con apo-B, mentre LDL-C e non—HDL-C perdevano la
significativita statistica.

Tra i molti studi prospettici pubblicati di prevenzione primaria che prendono in
considerazione apo-B [4], tutti tranne uno hanno dimostrato un’associazione
statisticamente significativa con CHD, anche dopo aggiustamento per i fattori di rischio
non lipidici. Tra i 13 studi di prevenzione primaria che hanno fornito dati anche per LDL-
C, solo 9 hanno riportato una correlazione significativa tra LDL-C e CHD sia nei maschi
che nelle femmine. Gli studi che hanno preso in considerazione sia apo-B che LDL-C
hanno tutti dimostrato che apo-B era il fattore di rischio principale.

3.2 Small dense-LDL (sd-LDL)
Le lipoproteine a bassa densita (LDL) sono particelle proteiche circolanti, addette al

trasporto dei lipidi in tutto 1’organismo.
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Figura 9
Schematizzazione della composizione in lipidi delle lipoproteine di trasporto a bassa
densita

Ciascuna particella (come descritto in precedenza) € composta da una diversa
combinazione di proteine, colesterolo, trigliceridi e molecole fosfolipidiche, percio hanno
dimensioni, densita e composizioni chimiche eterogenee, il che permette una
classificazione in due fenotipi distinti: un fenotipo A associato a LDLs piu grandi e a
densita inferiore, ed un fenotipo B con una predominanza di particelle piccole e dense
(small dense LDLs, sd-LDL) [1, 2].

Concentrazioni elevate di LDLs piccole e dense (sd-LDLS) si correlano positivamente
con il rischio di coronaropatie (Coronary Artery Disease, CAD): la loro elevata
aterogenicita é dovuta alla maggiore capacita di penetrare nella parete arteriosa, e inoltre
hanno una minore affinita di legame per il recettore LDL, il che ne comporta un’emivita
prolungata in circolo, con conseguente maggior esposizione allo stress ossidativo (sono
percio le particelle LDL piu facilmente ossidabili) [1 - 5].

Secondo il National Cholesterol Education Program (NCEP), solo la meta della
percentuale del rischio di malattia coronarica puo essere attribuita ai fattori di rischio
“convenzionali” (cio¢ LDL, HDL e trigliceridi), ma fattori di rischio piu specifici
aumentano il potere predittivo di malattie cardiovascolari, e individuano soggetti a rischio
che altrimenti potrebbero non essere inclusi.

Le LDLs piccole e dense costituiscono uno di questi indicatori piu specifici di rischio, e
possono essere indipendenti dagli altri fattori di rischio convenzionalmente considerati
ad oggi e da cinquant’anni [4].

La Sindrome Metabolica (detta anche sindrome da insulino-resistenza, anche questa

meglio analizzata piu avanti) & una combinazione pericolosa di alcuni fattori di rischio
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cardiovascolare che, correlati tra loro, possono dare forma ad un quadro clinico piu
facilmente esposto al rischio di infarto o ictus. Diversi studi clinici, hanno evidenziato la
forte correlazione tra I’elevato numero di sd-LDLs e markers che caratterizzano il
“fenotipo lipoproteico pro-aterogeno” (Trigliceridi ¢ Apo-B elevati, bassi livelli di
colesterolo-HDL), che spesso coesistono senza comportare evidenti aumenti del
colesterolo-LDL [1].

L’apolipoproteina B (apo-B) e una componente di tutte le particelle aterogene o
potenzialmente aterogene, incluse le VLDLs, le lipoproteine a densita intermedia (IDLS),
le LDLs e la lipoproteina (a) [Lp(a)], nelle quali ogni particella lipoproteica contiene una
singola molecola di apo-B, il cui calcolo restituisce quindi una misura diretta del numero
di lipoproteine aterogene in circolo. Anche nei soggetti che presentano
ipertrigliceridemia, la maggior parte dell’apo-B plasmatica é associata alle LDLs, il che
rende questa apolipoproteina un buon indicatore del numero di particelle LDL (LDL-P),
piuttosto che della loro concentrazione (LDL-C) [6]. E tale distinzione si rivela di
fondamentale importanza, perché a parita di concentrazione di LDLs (anche a valori
accettabilmente bassi), il numero ed il tipo di proteine puo variare significativamente, con
particolare criticita laddove il numero di particelle piccole e dense — facilmente ossidabili

— sia piu elevato, preludio di un’aumentata reattivita che puo sfociare in aterogenesi.

(A) Prevalence of IbLDL (B) Prevalence of sdLDL
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Figura 10
Il colesterolo LDL sottostima maggiormente il numero di particelle LDL nei soggetti con
una prevalenza di LDL piccole e dense, povere di colesterolo.

La concentrazione di LDL-C é uguale sia in (A) che in (B). Tuttavia, poiché tutte le
particelle LDL contengono una sola molecola di apoB, la concentrazione di apoB é molto
piu elevata in caso di prevalenza di colesterolo associato alle sd-LDL (B) rispetto al caso di
prevalenza di Ib-LDL ricche di colesterolo (A).

CH: contenuto di colesterolo delle particelle LDL; Ib-LDL: grande LDL galleggiante; sd-
LDL: LDL piccole e dense [7]
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In figura 10 sono schematizzati un fenotipo A non aterogeno e un fenotipo B aterogeno,
entrambi con la stessa concentrazione di colesterolo-LDL, ma con valori di apo-B
differenti (marcatamente piu alti nel fenotipo B), per la diversa distribuzione di LDL [7].
Nel 2013, 1’Associazione Americana di Chimica Clinica (AACC), ha redatto un
documento dove si pongono a confronto - come indicatori di aterogenesi — i classici
particelle sd-LDL; dal paragone, ¢ emerso che il valore di quest’ultime & piu
specificamente predittivo del rischio cardiovascolare [8].

Si ipotizza, infatti — come precedentemente descritto — un ruolo di rilievo delle sd-LDL
nella patogenesi dell’aterosclerosi [7], coinvolte nella trasformazione dei macrofagi in
cellule schiumose, nelle lesioni aterosclerotiche.

Questa ipotesi, sempre piu accreditata dalle ultime review internazionali [8 - 10], da una
nuova e importante rilevanza alla determinazione delle sd-LDLs, per la loro suscettibilita
molto piu alta alla modificazione ossidativa da parte dei ROS. Vi é infatti una marcata

correlazione tra ’aumento delle sd-LDLs e I’aumento delle LDL-o0ssidate.

3.2.1 Limiti di riferimento delle sd-LDL

E stato svolto uno studio relativo all’intervallo di riferimento in conformita al protocollo
EP28-A3c del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
| soggetti idonei, arruolati in due regioni degli USA, hanno acconsentito a sottoporsi ad
un unico prelievo di sangue dopo un digiuno notturno. | partecipanti sono stati suddivisi
per eta e genere sulla base di 4 parametri: (1) uomini di 21-44 anni, (2) uomini di 45-75
anni, (3) donne di 21-54 anni (in presunta pre-menopausa/peri-menopausa) e (4) donne
di 55-75 anni (in presunta post-menopausa).
Per le popolazioni di riferimento, i criteri di inclusione erano la capacita deambulatoria e
lo stato di presunta buona salute, e valori di:

a. HDL-C >1.035 mmol/L (40 mg/dL)

b. LDL-C < 4.139 mmol/L (160 mg/dL)

c. Trigliceridi < 2.258 mmol/L (200 mg/dL)

d. Glicemia adigiuno < 6.993 mmol/L (126 mg/dL).
Le differenze di eta associate al livello di sd-LDL-C sono parse significative in entrambi

i sessi (p =0.0030 negli uomini e p < 0.0001 nelle donne).
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Non sono state osservate differenze significative invece tra uomini e donne per quanto
riguarda il livello di sd-LDL-C (p = 0.7564).
I valori normali sono stati fissati tra il 2.5° percentile e il 97.5° percentile, secondo le

linee guida del CLSI, come illustrato in figura 11 (dati interni alla metodica ROCHE).

Gruppo Partecipanti allo studio Intervalli di
riferimento

Uomini di 21-44 anni e 0.320-1 249 mmolL
Gruppo piu giovane | donne di 21-54 anni ,

(n = 240) 12.7-48.3 mg/dL
Gruppo meno Uomini d|’45-75 anni e 0.326-1 337 mmolL

donne di 55-75 anni p——
giovane (n = 202) 12.6-51.7 mg/dL

Figura 11

Valori di riferimento relativi allo studio multietnico dell’aterosclerosi (MESA, Multi-Ethnic
Study of Atherosclerosis [1]

In base all’Adult Treatment Panel (ATP) del National Cholesterol Education Program
(NCEP), generalmente il 75° valore percentile per il colesterolo LDL é associato ad un
rischio elevato di CAD.

Sulla base di questo principio, e stato selezionato il 75° percentile nei soggetti
normolipidemici e dislipidemici che non mostravano segni di CAD o di diabete mellito
al basale (n = 3938). Con riferimento alla popolazione MESA, I’analisi indicava un
colesterolo sd-LDL-C di 1.252 mmol/L (48.4 mg/dL), arrotondato a 1.293 mmol/L (50.0
mg/dL) come valore di cutoff.

Per ulteriori informazioni sullo studio MESA, si consiglia di visitare il sito web

www.mesa-nhlbi.org [1].

L’ultima Review uscita nel 2022 rafforza ancora di piu la determinazione della
sottoclasse LDL che migliora sia la previsione del rischio di malattia coronarica sia la
guida al trattamento appropriato [2].

Nello studio ARIC (Atherosclerosis Risk in Communities) é stato individuato un cut-off
di sd-LDL > 50 mg/dl (1,29 mmol/L) sopra il quale & aumentato il rischio CAD, si veda
la figura 12.
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Figura 12
Incidenza cumulativa di eventi cardiovascolari nei sottogruppi con LDL-C < 100 mg/dL (<
25° percentile) e/o sdLDL-C < 27,8 mg/dL (< 25° percentile), da modelli di rischio
proporzionale aggiustati per eta, sesso, e razza. [3]

Inoltre, nello studio ARIC un aumento di sd-LDL-C ha predetto eventi CHD anche nel
gruppo con LDL-C < 100 mg/dL, che inizialmente era ritenuto a basso rischio di malattia
coronarica.

L’importante studio MESA [1] ha dato risultati analoghi, con un aumento significativo di

eventi CHD con valori di sd-LDL superiori a 46 mg/dL.

In un altro studio condotto in Giappone poi [4], valori di LDL-C sopra la mediana di 100
mg/dL non supporta un aumento di rischio CHD, mentre valori di sd-LDL sopra la
mediana di 35 mg/dL supporta un significativo aumento di eventi CHD nei pazienti con
malattia coronarica stabile.

In definitiva, dai risultati delle recentissime review, oggi si hanno a disposizione
opportuni strumenti diagnostici e limiti di riferimento appropriati per meglio prevenire
un rischio coronarico. La domanda su cui si basa il lavoro sperimentale é: quando

utilizzare questi nuovi markers predittivi?

3.3 Ruolo pro-aterogeno delle Lipoproteine Remnants
Un marker aterogeno emergente di rischio cardiovascolare € quello delle Lipoproteine

Remnants: durante la lipolisi, la rimozione dei trigliceridi dalla superficie periferica di
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chilomicroni e VLDL porta ad un aumento di particelle di piccole dimensioni
(chilomicroni remnants o TLR remnants) con un ruolo pro-aterogeno e ricche di

colesterolo.

I trigliceridi (TG) sono un mezzo efficiente per immagazzinare l'energia in eccesso,
principalmente nel tessuto adiposo. Nel sangue, i TG e gli esteri di colesterolo (CE)
circolano all'interno del nucleo di lipoproteine (TRL) sferiche, ricoperte da un "guscio”
monostrato di fosfolipidi e colesterolo libero, con le apolipoproteine che hanno la
funzione di stabilizzarne la struttura. L'apolipoproteina (apo-B) é la principale proteina
strutturale della TRL.

Size and density profile of major apolipoprotein B-containing lipoprotein classes

VLDL, small, dense
VLDL, IDL
Liver-derived LDL LDL
lipoproteins 70% 50% 20% 10% 7% TG%
ApoB100 10% 15% 5%/ 5% 40% ) CE%
Density (g/ml) <0.95 1.006 1.019 1.045 1.063
Diameter (nm) 70 35 28 24 22
e
y A e 2
Intestine-derived £ \ £ N (T6% \
lipoproteins 9(?:‘ ] / ?gf: \ CE%
ApoB48 X 2 J \ ~
R J -
) - _d

Chylomicrons

Size and density profile of apoB48- and apoB100-containing remnant lipoproteins

Plasma TG <1.2 mmol/l —100

ApoB100mgd

Plasma TG 2 3.0 mmol/l

ApoB100mgA

Density (g/ml) <0.95 1.006 1019 1.045 1.063

Diameter (nm) 70 35 28 24 22
Figura 13
In alto: rappresentazione delle dimensioni e la densita delle principali classi di
apolipoproteine contenenti lipoproteina B.
In basso: rappresentazione delle dimensioni e la densita di lipoproteine rimanenti
contenenti apoB48 e apoB100 [1]
Le lipoproteine a bassissima densita (VLDL), prodotte nel fegato, contengono una
apoB100 e vengono metabolizzate in residui di VLDL (VLDL-remnants), lipoproteine a
densita intermedia (IDL) e LDL. I chilomicroni invece sono prodotti nell’intestino,
contengono una apoB48 e vengono metabolizzati a chilomicroni remnants, ma non anche

alDLe LDL.
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Durante la lipolisi le TRL diminuiscono in size: il contenuto di TG nel core idrofobico
diminuisce e aumenta in percentuale il colesterolo esterificato (CE).

Parallelamente, apo-B rimane all’interno delle TRL e con buona approssimazione
possiamo indicare come per ogni TRL vi € una APO-B associata: per questo motivo,

come precedentemente esposto, apo-B & correlata al numero di particelle TRL.

Andiamo a descrivere le caratteristiche chimico-fisiche delle particelle remnants

schematizzate in figura 14.

Remnant particles
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Figura 14

Caratteristiche chimico-fisiche delle particelle remnants. [1]

Le VLDL-remnants sono prodotte durante la lipolisi dalla lipoproteina lipasi: la
rimozione di molecole di TG arricchisce in percentuale la TRL sia di colesterolo libero
che esterificato. La clearance di queste particelle avviene nel fegato o attraverso la

normale conversione a IDL e LDL.

Nei livelli ottimali di TG (< 1.2mmol/L o < 100 mg/dL), una efficiente lipolisi comporta

un limitato accumulo di particelle remnants.

A livelli elevati di TG (e.g. > 3.0 mmol/L o > 260mg/dL) c’¢ una lipolisi inefficiente

con accumulo di chilomicroni e VLDL-remnants.

Livelli plasmatici di TG molto elevati (> 10mmol/L o > 880mg/dL) aumentano il rischio
di pancreatite acuta, ma € da considerare anche il fatto che livelli a digiuno a partire da

1,2mmol/L (100 mg/dL) possono essere associati ad un insieme di anomalie metaboliche
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che includono I'accumulo di TRL e residui, nonché un aumento degli eventi di malattia
cardiovascolare. Queste particelle lipoproteiche aterogene diventano piu abbondanti man

mano che le concentrazioni di TG aumentano da "borderline™ a "moderate™, "gravi" ed

"estreme™:

Cosi come per I'LDL-C, € inappropriato utilizzare le classiche soglie percentuali (5°, 95°

percentile) per definire "normali” e "anormali* i livelli di TG plasmatici.
Category Triglyceride level mmol/L (mg/dL)
Optimal <1.2 (=~100)
Borderline 1.2-1.7 (100-150)
Moderately elevated 1.7-5.7 (150-500)
Severe 5.7-10.0 (500-880)
Extreme =10 (>880)
Figura 15

I cut-point qui indicati sono derivati da precedenti linee guida, da indagini epidemiologiche
e da studi sul metabolismo dei TG.

La divisione tra "ottimale" e "borderline" si basa sulle raccomandazioni delle linee guida
precedenti e sui risultati di studi di popolazioni in cui vengono valutati i livelli di TG
plasmatici con gli aumenti contemporanei di TRL-remnants e sd-LDL.

Questi cut-point sono arbitrari, ma secondo il Gruppo di Consenso possono servire come
definizione di lavoro di utilita clinica. Non c'é distinzione per sesso. [1]

In una recente Review del 2021 [1] gli autori hanno proposto due modelli predittivi di
rischio cardiovascolare (si veda la figura 16).
In una efficiente lipolisi (pannello in verde), quindi in condizioni di:

i) livelli di Tg ottimali

i) assenza di insulino resistenza

iii) normale produzione di VLDL,
si avra una rapida conversione a normal size LDL con una bassa produzione di TLR
remnant, che in parte vengono lavate attraverso la clearance epatica, e in parte convertite

ad IDL e successivamente a LDL normal size.

In condizioni invece di insulino-resistenza o pre-diabete, con elevati livelli di Tg
(moderato-severo-elevato) avremo una cattiva lipolisi ed over produzione di VLDL dalla

sintesi epatica.
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Questa inefficiente lipolisi incrementa 1’emivita in circolo delle TRL-remnant, che

subiscono un rimodellamento del loro core idrofobico, cosi da avere una particella che

non é piu suscettibile a lipolisi e clearance epatica: avremo un “end-product remnant”

ad aumentata aterogenicita.
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Figura 16
A sinistra (in verde): schematizzazione dei processi di un’efficiente lipolisi.
A destra (in rosso): rappresentazione dei processi in caso di dismetabolismo - per esempio
in condizioni di insulino-resistenza o pre-diabete. [1]

A causa delle loro dimensioni ridotte (size < 70 nm), chilomicroni remnants, VLDL-

remnants e IDL possono entrare nella parete arteriosa mediante transcitosi con

conseguente accumulo di particelle nello spazio sub-endoteliale.

Questi TRL-remnants end products possono aderire alla matrice extracellulare

(specificamente ai proteoglicani): un'interazione potenziata dalla presenza di due

apolipoproteine, apo-ClIlI e apo-E, sulla superficie delle particelle (rimodellamento del

core idrofobico).
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La degradazione in situ di TRL-remnants end products rilascia lipidi bioattivi che causano
disfunzioni endoteliali ed inflammaging: si avvia il reclutamento di macrofagi-monociti
per eliminare le componenti lipidiche depositate con formazione di placche schiumose
aterogene e comparsa di lesioni endoteliali. Con ripetuti cicli di ingresso di TRL-remnants
e migrazione di macrofagi si genera quindi una placca lipidica (fatty streaks) instabile.
L'erosione o la rottura meccanica della placca possono portare alla formazione di trombi

e potenzialmente all'occlusione del lume con un conseguente evento clinico.

A Initiation of early focal lesion B  Progression to atherosclerotic plaque
. Chylomicron
Chylomicron VLDL remnants / IDL

remnants VLDLremnants /IDL

A Endothelial Inflammation
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Figura 17
A: schematizzazione della formazione di una lesione focale precoce.
B: progressione della formazione della placca aterosclerotica [1]

Questo modello aterogeno integrato proposto recentemente pud essere predetto
attraverso la misura diretta delle sd-LDL: abbiamo visto come la variazione nel

metabolismo delle VLDL impatti nella struttura, composizione, e funzione delle LDL.

L’ipertrigliceridemia favorisce la formazione di sd-LDL dando origine ad un lipidoma e

proteoma altamente perturbato con un aumento netto del rischio cardiovascolare.

3.4 LDL ossidate (ox-LDL)
Le LDL ossidate (Oxidized LDL, o ox-LDL) costituiscono la frazione di lipoproteine a
bassa densita che ha subito modificazioni ossidative. Tali modificazioni sono da intendere
come danni cellulari, provocati dai ROS (radicali prodotti dall’ossigeno) e altre specie
reattive.
La formazione di questi radicali liberi ¢ in realta fisiologica, in conseguenza al normale

metabolismo energetico; tuttavia una produzione eccessiva (il cosiddetto stress
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ossidativo) ne comporta un accumulo, che sovraccarica i sistemi predisposti alla loro
eliminazione, provocandone un’incontrollata presenza in circolo. Sard proprio questa
condizione a permettere a tali radicali di entrare in contatto con altri distretti cellulari,
provocando 1’ossidazione — ossia la perdita di elettroni — dei substrati piu suscettibili (cioé
piu facilmente ossidabili).

Le LDLs piccole e dense sono la porzione delle LDLs non solo piu soggetta al danno
ossidativo, ma che piu efficacemente resta in circolo: per via delle dimensioni ridotte,
infatti, si ossidano ma non arrivano ad attivare i recettori scavenger di molecole circolanti,

che le eliminerebbero [1, 2].

Rispetto alle LDL non ossidate, di cui si & precedentemente nominato il ruolo nelle
risposte immunitarie ai microrganismi, le LDL ossidate rappresentano invece un
substrato dannoso per 1’organismo. E infatti sempre pit chiaro il loro ruolo nella
patogenesi dell ’aterosclerosi [3, 4], in quanto il processo aterosclerotico risulta avviato e

poi alimentato proprio dalle ox-LDL.

Come anticipato nel paragrafo 2, si sta affermando un modello di aterogenesi (quindi di
formazione della placca ateromatosa) articolato come segue:
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Figura 18

Ruolo delle LDL ossidate nella disfunzione endoteliale [3]

1) Figura 18: L’evento precoce ¢ la formazione della cosiddetta disfunzione
endoteliale, ossia una condizione patologica per cui risultano danneggiati i sistemi
di regolazione anti-infiammatori, anti-coagulanti e vascolari. E considerato proprio
I’evento di avvio a tutto il processo, e le ox-LDL contribuiscono gia fin da questo

stadio: le ox-LDL formate e trattenute nello spazio sub-endoteliale, infatti, vanno ad
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agire sulle cellule endoteliali in modo quasi analogo alle citochine (molecole pro-
inflammatorie), inducendo 1’espressione di molecole di adesione sia intercellulari che
vascolari, che comporteranno il rolling e I’adesione di monociti e cellule T dal sangue
[5].

Inoltre, sempre le ox-LDL, inducono la produzione di chemochine sia da parte delle
cellule endoteliali che dalle muscolari lisce; le chemochine guidano poi la migrazione
dei leucociti nella tonaca intima, con reclutamento di monociti nella parete
endoteliale [6-8]. Contenendo liso-fosfatidilcolina, tra I’altro, le stesse ox-LDL

risultano chemotattiche sia per i monociti e i linfociti T, sia per i macrofagi [9].
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Figura 19

Ruolo delle LDL ossidate nella formazione di cellule schiumose [3]

2) Figura 19: Secondo evento del processo é la formazione delle cellule schiumose.
Una volta all’interno della matrice extracellulare sub-endoteliale, infatti, i monociti
si differenziano in macrofagi che esprimono recettori specifici (scavenger receptors,
CD36, LOX-1 e toll-like receptors). L’espressione di queste molecole di superficie
avviene in maniera estremamente lenta in caso di internalizzazione di LDL native,
ossia non ossidate, quindi non conduce alla formazione di cellule schiumose, e anzi
si assiste a una down-regolazione dell’espressione di recettori per LDL.

Viceversa, i recettori scavenger hanno un’altissima affinita per le ox-LDL, quindi
non vanno incontro a down-regolazione e comportano un accumulo massivo

intracellulare di lipidi [10] che provoca la formazione di cellule schiumose [11, 12].
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La differenziazione in macrofagi ingenera un “circolo vizioso” detto macrophage
trapping, che con meccanismi pro-infiammatori provoca la ritenzione nella cellula,

I’ossidazione di nuove LDLs e il reclutamento di altri monociti [13].
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Figura 20
Ruolo delle LDL ossidate nella proliferazione e migrazione delle cellule muscolari lisce [3]

3) Figura 20: Avviene poi un’anomala migrazione e proliferazione focale di cellule
muscolari lisce nella tonaca intima; questo stadio rappresenta proprio un hallmark
del fenomeno ateromatoso.

Le cellule muscolari lisce migrano dalla tonaca media allo spazio sub-endoteliale, e
li proliferano in risposta a fattori di crescita - platelet-derived growth factors (PDGF)
e basic fibroblast growth factors (bFGF) -, la cui espressione e secrezione (nei
macrofagi e nelle cellule endoteliali) & stimolata dalle ox-LDL [14, 15].

Si e osservato inoltre che le ox-LDL inducono direttamente cambiamenti fenotipici
nelle cellule muscolari lisce, con produzione aumentata di matrice extracellulare
[16], quindi di collagene ed elastina interstiziali, che vanno a formare un vero e
proprio tappo fibroso a copertura della placca aterosclerotica in formazione,
formando un “core necrotico” che contiene cellule schiumose, detriti cellulari, lipidi
extracellulari ed enzimi lisosomiali [17]. Tutto questo contribuisce ovviamente

all’espansione della lesione aterosclerotica.
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Ruolo delle LDL ossidate nella funzione pro-aterosclerotica delle piastrine [3]

4) Figura 21: Infine, giungono in sede le piastrine, con un ruolo rilevante nello
sviluppo della placca, e ancora di piu in seguito alla sua rottura, in quanto
promuovono la formazione di trombi.

Anche a questo livello, sono coinvolte le ox-LDL: queste infatti inibiscono la
produzione di ossido nitrico nelle cellule endoteliali, comportando un’aumentata
secrezione di prostaglandine, e quindi I’aggregazione piastrinica [17].

Inoltre anche le piastrine, come i macrofagi, esprimono CD36, e I’interazione delle
ox-LDL con questo recettore provoca 1’attivazione delle piastrine [18].

Infine, le piastrine che interagiscono con le ox-LDL rilasciano chemochine che
favoriscono lo sviluppo aterosclerotico [19] e promuovono la disfunzione endoteliale
e la formazione di cellule schiumose, ossia gli stadi precedentemente descritti

dell’aterogenesi [20, 21].

La pericolosita delle ox-LDL, comunque, non si limita al gia preoccupante ruolo nel
processo aterosclerotico, ma € da individuarsi anche in relazione alla sindrome

metabolica.

La sindrome metabolica & una condizione patologica che provoca negli individui che ne
sono affetti un aumentato rischio di sviluppare diabete di tipo 1l, patologie coronariche
(CHD) e mortalita collegata a quest’ultime [22, 23]. L’incidenza della sindrome
metabolica ¢ correlata all’eta, con un aumento del 6,7% in eta compresa tra 20 e 29 anni,

del 43,5% in individui tra i 60 e i 69 anni, e infine del 42,0% in soggetti di 70 anni e oltre.
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Un importante studio del 2008 [24] ha dimostrato come ci sia una correlazione molto
stretta tra i livelli di ox-LDL circolanti e I’incidenza (5 anni dopo la rilevazione) della
sindrome metabolica.

Dalle osservazioni, é risultato che la sindrome sia correlata specificamente alle LDLs
ossidate, e non alle totali. In seguito a rilevazione con saggi immunoenzimatici, infatti,
alte concentrazioni di ox-LDL circolanti sono risultate associate a uno stato di elevato
rischio di CHD [25], anche dopo aggiustamento dei valori per il colesterolo-LDL.

Per lo studio CARDIA (Coronary Artery Risk Development in Young Adults) [24] si
sono raccolti partecipanti tra il 1985 e il 1986, in aree metropolitane degli Stati Uniti, che
sono stati ri-esaminati anche dopo 2, 5, 7, 10, 15 e 20 anni dalla prima rilevazione.

Dopo 15 anni, in 2823 partecipanti si sono rilevate ox-LDL, e da questi sono stati esclusi
soggetti in gravidanza, che non svolgessero attivita fisica di almeno 8 ore settimanali o

con dati mancanti.

Si é preso poi come riferimento il report ATP 1Il [26] (Third Report of the National
Cholesterol Education Program Expert Panel on Detection) per stabilire i parametri da
considerare per confermare o meno lo sviluppo della sindrome metabolica:
) elevata circonferenza vita
i) alti trigliceridi
iii) basso colesterolo-HDL
iv) ipertensione
V) iperglicemia
Si considerano affette dalla sindrome persone con almeno 3 di queste
caratteristiche.
Al follow-up del quindicesimo anno, a 372 partecipanti € stata diagnosticata la sindrome
metabolica, e sono stati percio esclusi dall’analisi. Al ventesimo anno invece le diagnosi
positive sono state del 12,9%.
Tra 1 1889 partecipanti selezionati infine per 1’analisi longitudinale, le ox-LDL sono
risultate associate positivamente con il sesso maschile, la razza nera, un BMI rientrante
nell’obesita e la proteina C reattiva (vedi Tabella 1). Altro risultato interessante € stato il
coefficiente di correlazione dello 0,6 tra ox-LDL e LDL totali, e invece una correlazione

inversa tra ox-LDL e HDL-C e adiponectina.
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Andando nello specifico dell’analisi statistica dei dati raccolti, le ox-LDL sono risultate
associate all’incidenza della sindrome metabolica con OR (odds ratio) di 3,5 nel quintile
piu alto di ox-LDL, in confronto al quintile piu basso, e in un modello aggiustato che

include eta, sesso, razza, centro di studi, fumo di sigarette, BMI, attivita fisica e LDL-C.

La correlazione resta significativa aggiustando per gli altri parametri, ma si perde del tutto
se si aggiusta per le ox-LDL. Quindi, si & osservato che concentrazioni piu alte di ox-LDL
circolanti sono specificamente correlate — e con significativita statistica - ai 3 fattori di
rischio principali e caratteristici della sindrome metabolica: 1’obesita addominale,
I’ipertrigliceridemia e I’iperglicemia. Tutt’ora comunque resta ignoto se le LDL ossidate
siano un marker collegato a fattori meccanici sottostanti (mechanistic underlying factors)
che gia conducono allo sviluppo della sindrome metabolica, o se siano esse stesse
intermedi funzionali del pathway.

Quintiles of Oxidized LDL {U/L)

1 2 3 4 5 P Value
[=55.4) (55.4-69.1) (69.2-81.2) (81.3-97.3) (=97.4) for Trend®

Participants, No. 377 378 373 386 375
Age, v 401 40.2 40.2 40.2 40.4 45
Men, % 34.8 38.3 40.5 51.5 56.5 =.001
African American, % 33.8 36.2 43.5 42.2 47.8 =.001
BMI

Mean 25.8 26.4 27.7 279 28.7 =.001

=30, % 15.4 17.9 27.4 25.7 32.9 =.001
Current smoker, % 17.5 181 20.4 14.7 18.3 N
Cholesterol, mean, mg/dL

LDL ara 10241 109.9 122.3 141.4 =.001

HDL 57.4 54.0 53.6 50.9 48.6 =.001
Triglyceride, mean, mg/dL 67.9 7TA 83.8 91.2 116.3 =.001
Glucose, mean, mg/dL 81.9 831 83.0 241 24.9 =.001
Insulin, mean, pU/mL 10.3 11.4 12.0 12.3 141 =.001
Blood pressure, mean, mm Hg

Systolic 108.9 109.7 111.3 110.3 1124 =.001

Diastolic 70.7 T2.6 73.5 72.8 73.7 .00
Waist circumference, mean, cm 81.9 84.0 86.4 86.8 90.1 =001
C-reactive protein, mean, mg/L 1.6 1.7 1.9 1.7 2.0 .04
Adiponectin, mean, mg/L 13.1 121 11.6 11.0 10.2 =.001

Quintiles of LDL Cholesterol {mg/dL)
1 2 3 4 5
(=886) (86-101) (102-118) (119-138) (=139)

Participants, No. 367 381 396 364 381
Age, mean, v 40.2 40.0 40.3 40.1 40.5 15
Men, %% 34.2 36.0 42.3 50.5 58.7 =.001
African American, % 41.9 35.4 41.1 43.2 42.1 30
BMIMean 25.6 27.2 276 27.6 28.5 =.001

=30, % 16.0 23.0 24.9 25.1 29.8 =.001
Current smoker, % 23.4 19.2 14.8 16.0 15.7 003
Owidized LDL, mean, /L 56.6 67.8 76.9 84.7 99.9 =.001
HDL cholesterol, mean, mg/dL 57.0 53.7 52.4 51.1 50.4 =.001
Triglyceride, mean, mg/dL 76.0 a0.7 84.2 93.1 102.1 =001
Glucose, mean, mg/dlL 81.2 82.8 83.5 84.2 85.3 =.001
Insulin, mean, plU/mL 10.6 11.5 12.2 12.5 13.2 =001
Blood pressure, mean, mm Hg

Systolic 109.5 1101 110.5 110.3 111.7 .02

Diastolic 71.4 721 73.3 72.7 73.8 =.001
Waist circumference, mean, cm 82.3 849 86.2 86.8 88.9 =.001
C-reactive protein, mean, mg/L 1.8 1.6 2.0 1.7 1.8 (0]
Adiponectin, mean, ma/L 13.0 11.8 11.6 10.8 10.8 =001

Abbreviations: BMI, body mass index, which is calculated as weight in kilograms divided by height in maters squared; HDL, high-density lipoprotein: LDL., low-density lipoprotein.

Sl conversion factors: To convert glucose to millimolas per liter, multiply values by 0.0555; C-reactive proiein to nanomoles per liter, multiply by 8.524; HDL cholesterol to milimoles
per liter, multiply by 0.0259; and triglycerdeas to milimoles par liter, multiply by 0.0113.

aTabulated data are lnear regression estimates of means that were adjusted for age, sex, race, and study center.
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Figura 22
Associazioni trasversali tra LDL ossidate a 15 anni o LDL-C e demografia, abitudini

salutari e variabili cliniche (N = 1889 senza sindrome metabolica all'anno 15) [24]
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Quintiles of Oxidized LDL (U/L)

1 2 3 4 5 P Value
(<55.4) (55.4-69.1) (69.2-81.2) (81.3-97.3) (=97.4) for Trend
Cases/No. 20/377 39/378 51/373 57/386 76/375
Model®
1 1 [Reference] 2.0(1.2-3.6) 2.7 (1.6-4.7) 3.0(1.7-5.1) 4.1 (2.4-7.0) <.001
2 1 [Reference] 2.0(1.1-3.6) 2.2 (1.3-4.0) 2.5 (1.4-4.5) 3.1 (1.8-5.4) <.001
3 1 [Reference] 2.1(1.1-3.8) 2.4(1.3-4.3) 2.8 (1.5-5.1) 3.5(1.9-6.6) <.001
Quintiles of LDL Cholesterol (mg/dL)
T 1
1 2 3 4 5
(<86) (86-101) (102-118) (119-138) (=139)
Cases/No. 30/367 51/381 42/306 56/364 64/381
Model®
1 1 [Reference] 1.8(1.1-2.9) 1.3(0.8-2.2) 2.0(1.2-32) 2.1(1.3-34) .002
2 1 [Reference] 1.5 (0.9-2.5) 1.0 (0.6-1.8) 1.7 (1.1-2.9) 15 (0.9-2.5) 07
3 1 [Reference] 1.2(0.7-2.0) 0.7 (0.4-1.3) 1.1(0.6-1.9) 0.9(0.5-1.5) 55

Sl conversion factors: To convert low-density lipoprotein (LDL) cholesterol to milimoles per liter, multiply values by 0.0259.

2 Data are presented as odds ratio (85% confidence intarval).

biadal 1 s adjusted for age, sex, race, and study center. Model 2 ks adjusted for model 1 variables and for year 15 cigarette smoking status, physical activity, and body mass indax
(calculated as weight in kilograms divided by height in meters squared). Model 3 is adjusted for model 2 variables and for year 15 LDL cholesterol or oxidized LDL.

©2008 American Medical Association. All rights reserved. (Reprinted) JAMA, May 21, 2008—Vol 299, No. 19 2291

Figura 23
Incidenza al 20° anno della sindrome metabolica dal 15°, per LDL ossidate o LDL-C a
bassa densita. Concentrazioni (N = 1889 senza sindrome metabolica all'anno 15) [24]

Quintiles of Oxidized LDL (U/L)

1 2 3 4 5 P Value
(<55.4) (55.4-69.1) (69.2-81.2) (81.3-97.3) (=97.4) for Trend

High blood pressure

No./total No. of participants 38/338 44/330 41/318 37/328 50/307

OR (95% CI) 1 [Reference] 1.0 (0.6-1.7) 0.8 (0.5-1.4) 0.7 (0.4-1.2) 0.9 (0.5-1.6) 36
High fasting glucose

No./total No. of participants 47/371 71/363 73/364 83/372 118/363

OR (95% Cl} 1 [Reference] 1.6 (1.1-2.5) 1.5 (1.0-2.4) 1.6 (1.0-2.5) 2.4 (1.5-3.8) 002
Abdominal obesity

No./total No. of participants 38/335 39/317 45/280 54/309 51/269

OR (95% CI) 1.0 1.1 {0.7-1.9) 1.5 (0.9-2.4) 1.8 (1.1-3.1) 21 (1.2-3.6) 004
Low HDL cholesteral

No./total No. of participants 19/304 200277 20/269 30/259 21/225

OR (95% Cl} 1 [Reference] 0.9 (0.5-1.7) 1.1 (0.6-2.1) 1.1 (0.6-2.2) 0.8 (0.4-1.8) 84
High triglyceride

MNo./total No. of participants 23/372 27/363 32/345 43/353 40/299

OR (95% Cl} 1 [Reference] 1.0 {0.6-1.8) 1.2 (0.6-2.1) 1.5 (0.8-2.7) 2.1 (1.1-4.0} 008

Quintiles of LDL Cholesterol (mg/dL)
r 1
1 2 3 4 5
(=886) (86-101) (102-118) (119-138) (=139)

High blood pressure

No./total No. of participants30/ 39/321 43/338 37/339 44/315 47/308

OR (95% CI) 1 [Reference] 1.1(0.7-1.8) 0.9 (0.5-1.5) 1.2 (0.7-2.0) 1.2 (0.7-2.2) A1
High fasting glucose

MNo./total No. of participants 49/358 84/371 70/384 81/352 108/368

OR (95% CI} 1 [Reference) 1.5(1.0-2.3) 0.9 (0.6-1.4) 1.1 (0.7-1.7) 0.8 (0.6-2.0) 86
Abdominal cbesity

MNo./total No. of participants 38/313 47/308 47/313 47/286 48/290

OR (95% Cl} 1 [Reference] 1.3(0.8-2.1) 1.1 (0.7-1.9) 1.3 (0.7-2.1) 1.1 (0.8-2.0) 76
Low HDL cholesterol

No./total No. of participants 12/282 25281 26/268 32/240 24/263

OR (95% CI) 1 [Reference] 21 (1.0-4.4) 21 (1.0-4.6) 3.0(1.4-6.4) 2.0(0.9-4.8) 10
High triglyceride

No./total No. of participants 16/349 27/385 38/375 52/330 41/323

OR (95% Cl} 1 [Reference] 1.3(0.7-2.8) 1.6 (0.8-3.1) 2.5 (1.3-4.8) 1.5 (0.7-3.0) 13

Ahbraviations: G, confidance intarval; HOL, high-density ipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; OR, odds ratio.

Sl conversion factors: To convert LDL cholesterod to milimoles per liter, multiply values by 0.0258.

BData are adusted for age, sex, race, study center, cigarette smoking, physical activity, body mass index (calculated as weight in kilograms divided by height in meters squaraed),
and LDL cholestarol or asddizad LDL (body mass index was not included in tha model when abdominal cbesity was the dependent variable). Each row is a separate logistic
regression model in which prevalant cases of the dependant variable (that is, each component of metabolic syndrome) were excluded. Tha 5 metabolic syndrome componants
are defined in the “Methods” section.
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Figura 24
Incidenza di ciascun componente della sindrome metabolica dal 15° al 20° anno.
Concentrazioni di LDL ossidate o concentrazioni di lipoproteine a bassa densita (N = 1889
senza sindrome metabolica all'anno 15) [24]
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3.5 Lipoproteina (a) (Lp(a))
La Lipoproteina (a) & un tipo di lipoproteina a bassa densita (LDL), responsabile del
trasporto del colesterolo nel sangue.
Si é rivelata uno dei piu robusti markers di rischio CAD, in pazienti con e senza
dislipidemia familiare di tipo FH, in quanto fattore lipoproteico aterotrombogeno,

indipendentemente dai livelli di colesterolemia LDL [1].
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Figura 25
La lipoproteina(a) ¢ costituita da una Lipoproteina LDL a cui si aggiunge la

apolipoproteina(a) che si lega mediante formazione di un ponte disolfuro all’apoB100.
Apo(a) deriva dal Kringle IV (KIV1) e KV, e dal dominio proteasico del plasminogeno. Il

plasminogeno ha una sola copia di ciascun krigle (I-V) e un dominio proteasico attivo.
Apo(a) contiene sottotipi di KIV1 ripetuti, composti ciascuno da 1 copia di KIV1, multiple
copie di KIV2, e una copia di KIV3-10, KV, e un dominio P protease-like, inattivo. In questi

esempi sono mostrate le isoforme di apo(a) di 4, 8, 24, e 40 KIV2 ripetizioni. [9]

La porzione proteica della Lp(a) € costituita da:

- Apolipoproteina B (apo B): coinvolta nel metabolismo dei lipidi, e maggior
costituente di tutte le particelle LDLs e VLDLs (very low-density lipoproteins)

- Apolipoproteina A (apo A): glicoproteina plasminogen-like, legata
covalentemente ad Apo B, rilevante per la sua potenzialita d’inibire la
degradazione di coaguli ematici

Le dimensioni della porzione di apolipoproteina (a) contenuta nella Lp(a) variano da
persona a persona, e al variare delle dimensioni varia anche la percentuale di rischio di
sviluppare patologie cardiovascolari, con un rischio aumentato nel caso di complessi di

minori dimensioni.
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I livelli circolanti di Lp(a) sono determinati dal gene LPA, senza effetti significativi della
dieta o altri fattori ambientali [2], motivo per cui la si considera un marker genetico di
rischio cardiovascolare. Si e osservato che proprio il genotipo di apo-A determina sia la

velocita di sintesi sia le dimensioni della molecola intera di Lp(a) [3, 4].

Anche il meccanismo di clearance dal plasma di Lp(a) rimane controverso, in quanto la
rimozione per via recettoriale (mediante LDL receptors, LDL-RS) risulta avere un ruolo
modesto e disomogeneo: per esempio le statine, che per il loro meccanismo d’azione
aumentano il numero dei LDL-Rs, non hanno effetto sui livelli di Lp(a), mentre gli
inibitori PCSK9 - che pure aumentano il numero di LDL-Rs - ne determinano una piu

apprezzabile riduzione [5].
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Figura 26
Individui con FH in eterozigosi raggruppati in base al fatto che
avessero una malattia coronarica sintomatica (CHD+) o meno (CHD-).
I due gruppi non differivano significativamente nei loro livelli di LDL-C, ma differivano
significativamente nei loro livelli di Lp(a).
FH, ipercolesterolemia familiare; LDL-C, colesterolo lipoproteico a bassa densita; Lp(a),
lipoproteina a. [1]

Nel brillante lavoro di Seed et al. [6] viene mostrato che individui con dislipidemia
familiare FH con patologie CAD hanno valori di Lp(a) maggiori rispetto ad individui FH
in assenza di patologie CAD. E tale correlazione tra la Lp(a) e gli episodi CAD in
individui FH risulta indipendente dai livelli di colesterolo-LDL. Anche piu recentemente,
in uno studio di Li et al. [7] mirato a valutare I’associazione tra Lp(a) ¢ il fenotipo FH in
8.050 pazienti sottoposti ad angiografia coronarica, si € confermato un aumento dei livelli

della Lp(a) nei pazienti con diagnosi clinica di FH.

Specificamente nei soggetti normolipidemici che incorrono — spesso precocemente - in

patologie cardiovascolari [6, 8], si ipotizza la lipoproteina (a) come forte fattore
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predisponente, per via di molteplici meccanismi patogenici in cui e coinvolta:

proaterogeni, protrombotici e proinfiammatori.
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Figura 27
Meccanismi patogenetici della Lipoproteina(a).
Vengono elencati i maggiori meccanismi individuati per ciascuna categoria.
EC = cellule endoteliali, IL = interleuchina, MCP = monocyte chemoattractant protein,
PAI = plasminogen activator inhibitor, SMC = smoothmuscle cell, TFPI = tissue factor
pathway inhibitor [9]

La sua particolare composizione, infatti, la rende piu aterogena della altre LDL, perché
ne mantiene la suscettibilita all’ossidazione, ma ha anche una maggiore affinita per i
proteoglicani e la fibronectina presenti sulla superficie endoteliale, accumulandosi di piu
sulla parete dei vasi e promuovendo la risposta inflammatoria e il processo
aterosclerotico. Inoltre possiede un potenziale effetto antifibrinolitico, per un’omologia
strutturale tra apo-A e il plasminogeno, enzima cui Si sostituisce, con conseguente

inibizione della degradazione di coaguli di sangue nei vasi sanguigni [9].

Studi angiografici asseriscono che livelli elevati di Lp(a) sono strettamente associati a
eventi di CHD (Coronary Heart Disease) [10].

E dimostrato inoltre che individui con una concentrazione plasmatica di Lp(a) elevata
(oltre i 50 mg/dL) presentano un rischio di infarto del miocardio, stroke ischemico e
arteriopatia periferica 4 volte superiore rispetto a individui con valori inferiori, anche con
livelli “normali” di LDLs [9, 11, 12].

44



Recentemente, € stato riconosciuto anche un suo ruolo causale nella patogenesi della
calcificazione della valvola aortica in soggetti con ipercolesterolemia familiare, ma
asintomatici [13].

Ulteriori conferme della sua - predittiva - aterogenicita arrivano da un altro studio in cui,
in quasi 64000 soggetti con infarto miocardico, il sopracitato gene Lp(a) risulta avere
1’associazione piu forte con la patologia coronarica, superiore anche alla correlazione con
le altre LDL [14].

Specificamente per lo stroke ischemico, invece, una meta-analisi del 2007 ha valutato
56.000 soggetti da 31 studi dimostrando che I’incidenza dell’ictus, negli studi prospettici,
era piu frequente nei pazienti del terzile piu alto di distribuzione dei livelli di Lp(a)
rispetto a quelli del primo terzile, portando alla conclusione che elevati livelli di Lp(a)

siano un valido indice di rischio per I’incidenza di stroke [15].

Nel 2008 invece sono stati pubblicati i dati di 10 anni di follow-up dei 9.330 soggetti della
popolazione generale del Copenaghen City Heart Study, in cui si sono osservati 498 casi
di infarto del miocardio, con un incremento del rischio di IMA all’aumentare dei livelli
di Lp(a) senza I’evidenza di un effetto soglia. I valori piu elevati di Lp(a) (> 120mg/dL)

predicevano un aumento di 3-4 del rischio di IMA nella popolazione generale [16].

Anche Ergou et al, su oltre 126.000 soggetti di 36 studi prospettici che riportavano i livelli
di Lp(a) e dati di morbidita e mortalita cardiovascolare, ha evidenziato che vi era
un’associazione continua e indipendente fra i livelli di Lp(a) con il rischio di CHD e

stroke [17].

L’ipotesi che Lp(a) fosse un fattore di rischio indipendente per la malattia cardiovascolare
e stata ulteriormente avvalorata da molti studi di biologia molecolare. Di particolare
rilevanza quello del gruppo PROCARDIS [18], che analizzando il genotipo di 16.000
soggetti europei ha dimostrato che 2 particolari varianti del gene LPA (rs10455872 e
rs3798220) sono associate ad un aumento del livello plasmatico di Lp(a), e svolgono un
ruolo causale nello sviluppo della malattia coronarica e dell’infarto. Una persona su sei
é portatrice di queste due varianti e ha di conseguenza livelli piu elevati di Lp(a), ed un
rischio di infarto raddoppiato rispetto ai soggetti con genotipo normale; i soggetti
portatori di entrambe le varianti hanno un rischio elevato di piu di quattro volte.
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Non esiste ancora un trattamento farmacologico specificamente approvato per la
riduzione dei livelli di Lp(a), e I’attuale protocollo — costituito da niacina, mipomersen e
inibitori di PCSK9 -, pur apportando una riduzione dei livelli di Lp(a), non é stato valutato

in studi clinici mirati a pazienti con Lp(a)-iperlipoproteinemia.

Attualmente il trattamento di elezione in soggetti ad alto rischio & rappresentato
dall’aferesi lipoproteica, che si ¢ osservato ridurre del 60-70% i livelli di Lp(a), e

migliorare 1’outcome cardiovascolare nei pazienti [19, 20].

Secondo le raccomandazioni dell’EAS [21], Lp(a) dovrebbe essere misurata in tutti i
pazienti a rischio intermedio/alto: pazienti FH, con malattia cardiovascolare prematura e
con storia di malattia cardiovascolare in assenza di elevati valori di LDL-C, o con recidiva
di malattia coronarica nonostante il trattamento con statine (si veda la figura 28).
Tuttavia, é auspicabile promuovere la valutazione dei livelli di Lp(a) non solo in pazienti
con pregresse diagnosi di malattie cardiovascolari, ma anche in programmi di screening

di popolazione.

Soggetti con

Malattia CV prematura

Ipercolesterolemia Familiare

Storia familiare di malattia CV prematura / o elevata
Lpia)

Ricorrenza di malattia CV nonostante tratiamento
ipolipemizzante ottimale

Rischio SCORE a 10 anni =5%

Figura 28
Soggetti in cui dovrebbe essere valutata Lp(a) secondo le linee guida EAS [9]

3.5.1 Modulazione della Lp(a) con alimentazione e nutraceutica
Storicamente, il marker Lp(a) e stato individuato e considerato come un fattore
geneticamente determinato di rischio CAD, non influenzato dalla dieta né dall’utilizzo di
statine di sintesi [1]. Tuttavia questo paradigma é basato esclusivamente su studi svolti su
individui con una dieta a basso introito di grassi (LFD, Low Fat Diet), che sicuramente
non modula i valori di Lp(a), o addirittura ne aumenta i livelli [2].

Ci sono studi, invece, che vanno a ipotizzare che le diete a basso introito di carboidrati
(LCD, Low Carb Diet), tendano ad abbassare i livelli di Lp(a) [3].
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Ad oggi, le soluzioni per la diminuzione di Lp(a) si basano su:

- Lariduzione di grassi idrogenati dalla dieta

- L’aumento dell’attivita fisica
Come gia specificato, la Lp(a) non viene modulata dall’assunzione di statine, e 1’unico
presidio che la riduce significativamente ¢ I’acido nicotinico a lento rilascio a dose piena.
Nel lavoro del 2014, Wood et al [3] hanno dimostrato che una dieta LCD (con rapporto
% carboidrati:grassi:proteine di  13:60:27), proposta nella tabella seguente per 12
settimane, puo ridurre del 12% i livelli di Lp(a) in pazienti sovrappeso (n = 30).
La riduzione di Lp(a) é stata correlata significativamente alla riduzione di colesterolo-
LDL e massa grassa, ma non alla riduzione di peso.

Nutrient Baseline (Habitual) Week 12 of CRD P Value (Time)
Total Energy (kecal) 2350 + 676 1632 + 496 = 0.001
Saturated Fat (g) 36.4 + 16.2 36.8 + 15.1 > 0.05
MUFA (g) 39.2 £ 15.9 45.2 +17.2 > 0.05
PUFA (g) 19.0 £ 7.2 17.9 £ 8.1 > 0.05
Trans Fats (g) 6.1 + 2.7 3.8+ 1.8 = 0.001
Methionine (g) 2.2 +0.7 2.7 £+ 0.8 = 0.01
Total Folate (ng) 434.6 = 174.1 455.0 + 121.1 > 0.05
Vitamin B6 (mg) 2.0+ 1.0 2.7 £+ 0.6 = 0.001
Vitamin B12 (ng) 10.1 £ 16.5 11.2 +£ 5.3 > 0.05
Figura 29

Cambiamenti dietetici di macro e micronutrienti tra diete abituali e d’intervento per 12
settimane in uomini in sovrappeso. | soggetti hanno consumato un CRD integrato da un
multivitaminico standard consumato a giorni alterni per 12 settimane.

MUFA = acidi grassi monoinsaturi; PUFA = acidi grassi polinsaturi. [3]
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Figura 30

Risposte individuali di Lp(a) per i gruppi fibra (pannello di sinistra) e placebo (pannello di
destra) dal basale alla settimana 12 per gli uomini in sovrappeso (n = 29) che hanno
consumato una CRD. La linea blu rappresenta la media. [3]
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Questi risultati fanno ipotizzare che, presumibilmente (i dati devono essere confermati su
larga scala), i livelli di Lp(a) possano essere modulati da i) restrizione calorica, ii) attivita
fisica e iii) dieta povera di acidi grassi trans, con possibile sostegno dalla nutraceutica.
A tal proposito, uno studio recentissimo disamina approfonditamente sia il ruolo ed i
meccanismi propri della lipoproteina (a), sia gli effetti sui suoi livelli plasmatici di alcuni
interventi, sulla dieta e che con integrazione mirata [4].

Nonostante 1’attuale scarsita di approcci specifici, infatti, si ¢ osservato che 1’impiego
della L-carnitina e del coenzima Q10 possa dare risultati promettenti, per quanto da
approfondire per appurarne i meccanismi d’azione e stabilirne le dosi necessarie/utili.

A livello nutrizionale, invece, il consumo di acidi grassi saturi e di basse concentrazioni
di etanolo (soprattutto se da vino rosso) si € rivelato utile nella riduzione della
concentrazione di Lp(a), anche se 1’assunzione ¢ da incoraggiare con cautela. Altri tipi di
bevande con efficacia interessante sono il the e il caffe, in misura diversa in base ai tipi,
ma anche qui dovranno essere svolte ulteriori indagini.

Sostanze comunemente consigliate per i1 benefici cardiovascolari “generici”, invece,
come la vitamina C, gli isoflavoni della soia, 1’aglio e gli ®-3, non influiscono

significativamente sui livelli di Lp(a).
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4. PROFILO D’INFIAMMAZIONE CELLULARE
Si definisce “inflammaging” uno stato di infiammazione cronica (persistente) a bassa
intensita, sviluppato in seguito alla perdita dei meccanismi protettivi dell’organismo
verso agenti nocivi ambientali, chimici, fisici e biologici. Tale stato genera una rottura
dell’equilibrio omeostatico fisiologico sviluppando malattie croniche su base
inflammatoria (come cancro, alzheimer, patologie cardiovascolari) e accelerando il

processo d’invecchiamento.

Il nodo centrale del sistema immunitario innato € il fattore di trascrizione NF-kB (fattore
nucleare-kB). E questo I’interruttore principale in grado di attivare I’espressione di vari
prodotti genici inflammatori, come ciclo-ossigenasi (COX-2), fattore di necrosi tumorale
(TNF-alfa) e interleuchine (IL-6) che amplificano la risposta infiammatoria iniziale,
segnalando alle cellule circostanti di aumentare la loro attivita.

Alcuni fattori di matrice alimentare sono in grado di aumentare I’NF-Kb. Tra questi
figurano lo stress ossidativo da eccessivo apporto calorico e I’iper-produzione di ormoni

pro-infiammatori, causata dall’eccesso di acido arachidonico.

L’inflammazione si articola in due fasi distinte: la prima ¢ 1’innesco della risposta
inflammatoria, la seconda € la risoluzione della stessa.

La fase risolutiva e controllata da un gruppo di ormoni (resolvine, maresine, protectine)
che derivano dagli acidi grassi omega-3.

Finché le fasi di avvio e di risoluzione sono in equilibrio, si ha un’omeostasi
inflammatoria; se, invece, I’inflammazione ¢ troppo forte, o 1’azione risolutiva troppo
debole, il risultato € una inflammazione cellulare a bassa intensita. Questo stato cronico
a livello cellulare ¢ la forza propulsiva dell’insorgere di obesita, sindrome metabolica,

diabete, e comorbidita associate.

I PUFAs (Poly Unsaturated Fatty Acids) possono essere classificati in due famiglie
principali: omega-3 e omega-6, definiti essenziali poiché il nostro organismo non puo
sintetizzarli, quindi si possono assumere solo con la dieta.

La famiglia omega-6 ha come precursore 1’acido linoleico, mentre 1’acido a-linoleico &
il precursore degli omega-3.

Da questi acidi grassi essenziali, per desaturazione (quindi formazione di insaturazioni,

doppi legami) ed allungamenti, si originano ’acido eicosapentaenoico (EPA), 1’acido
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diomo-y-linoleico (DGLA) e 1’acido arachidonico (AA), a loro volta precursori di

molecole chiamate prostanoidi, con azione pro-inflammatoria o anti-inflammatoria.
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Principali vie biosintetiche degli acidi grassi polinsaturi (w-3 e w-6) nei tessuti animali. |
doppi legami formati dalla desaturazione (45, 46) sono nella configurazione geometrica cis
e sono indicati da frecce verticali. Le frecce orizzontali indicano CE e accorciamento della

catena a 2 atomi di carbonio (*).
CE: allungamento della catena 2-Carbonio; DGLA: acido diomo-y-linolenico; DHA: acido
docosaesaenoico; EPA: acido eicosapentaenoico [2]
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La via omega-6 prevede la formazione di acido gamma linoleico (GLA) per azione
dell’enzima A6-desaturasi. Successivamente alla formazione di GLA interviene
I’elongasi, con sintesi di acido diomo-y-linoleico (DGLA), il quale ha diverse funzioni
fondamentali: origina le prostaglandine di serie 1 ed i leucotrieni di serie 3, regola la
fosfolipasi A2 (responsabile della liberazione di acido arachidonico dalla membrana

cellulare), aiuta la maturazione dei linfociti.

Inoltre, il DGLA funge da substrato per la A5-desaturasi, enzima che forma il quarto
doppio legame e porta alla sintesi di acido arachidonico, a sua volta precursore dei
prostanoidi del gruppo 2 (PGD2, PGE2, PGF2, PGI2, TXA2), dei leucotrieni della serie

4 e delle lipoxine.

Alcuni dei mediatori nominati hanno ben note attivita infiammatorie e per questo 1’acido
arachidonico e la cascata omega-6 vengono definiti ‘via inflammatoria tout court’.
Quindi una concentrazione elevata di acido arachidonico indica una tendenza pro-

inflammatoria, in quanto fungera da segnalatore cellulare e precursore di prostaglandine.
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Nella figura successiva, sono schematizzate le sostanze sintetizzate in seguito alla cascata
dell’acido arachidonico, e la loro specifica patogenesi (nell’aterosclerosi, negli eventi
inflammatori, nei processi apoptotici, etc).

ARACHIDONIC ACID

(inhibited by eating less insulin-stimulating carbohydrates, meat, and egg yolk,
and by consuming more cold-water fish, fish oil, and sesame lignans)

COX-1 COX-2 5-LIPOXYGENASE
(inhibited by (inhibited by Celebrex’, (inhibited by Zyflo’,
low-dose aspirin) curcumin, resveratrol, curcumin, and 5-LOXIN’)

l and green tea) /\
THROMBOXANE A2 PROSTAGLANDIN E2 LEUKOTRIENE B4 5-HETE
Abnomal Platelet Inflammation, Interferes with Cancer

Aggregation Atherosclerosis, and Cell Death (Apoptosis)

Joint Destruction

Figura 32
Diagramma di flusso della cascata dell’acido arachidonico, per evidenziare i pathways con
cui I’AA puo trasformarsi in un composto dannoso e provocare patologie artritiche,
carcinogene e cardiovascolari.

La via omega-3 invece parte dall’acido a-linoleico, che viene trasformato dall’enzima
A6-desaturasi nel corrispondente derivato con 4 doppi legami, I’acido stearidonico.

La via prevede altri passaggi successivi di elongazione e di desaturazione (A5), che
portano alla sintesi di acido eicosapentanoico (EPA) [1].

Come I’acido arachidonico, I'EPA ¢ un substrato per la sintesi dei mediatori eicosanoidi
prodotti dagli enzimi ciclo-ossigenasi e lipo-ossigenasi, e quindi compete con l'acido

arachidonico per le stesse vie metaboliche.

Gli eicosanoidi della serie "2" prodotti dall'acido arachidonico hanno proprieta pro-
inflammatorie, pro-aggreganti, di vasocostrizione e proprieta immunosoppressive.
Quelli della serie "3" prodotti dall' EPA hanno invece proprieta antinflammatorie,
antiaggreganti, vasodilatatorie e antiaritmiche, oltre a proprieta immuno-modulanti [2].
Sempre a partire da EPA, in seguito ad elongazione, saturazione e beta-ossidazione, si
ottiene come prodotto finale I’acido docosaesanoico (DHA). 11 ruolo principale di EPA e
DHA ¢ di bilanciare gli effetti infiammatori dell’AA e per questo risultano fondamentali.

Nella figura sottostante viene descritta la competizione metabolica omega-6 e omega-3.
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L’effetto anti-inflammatorio degli ©-3 si articola in tre vie distinte che lavorano in modo

sinergico sull’inflammaging cellulare:

1. Controllo della via della produzione di AA attraverso la A6-desaturasi, enzima
chiave della via m-6, e la A5-desaturasi che catalizza la sintesi da DGLA ad AA.

Un eccesso di precursore ®-3 (acido linolenico) ¢ in grado di spostare 1’equilibrio verso
la via -3 e rallentare la via ®-6. Inoltre, alte concentrazioni di DHA possono rallentare
I’azione della A6-desaturasi, mentre elevate concentrazioni di EPA rallentano la via della

A5-desaturasi.

2. Controllo della produzione di mediatori pro-infiammatori in quanto I’EPA ¢ in
grado di competere con I’arachidonico per lo stesso enzima lipossigenasi, per la
produzione di eicosanoidi.

Un aumento di EPA spostera 1’equilibrio verso la produzione di ormoni risolutivi

dell’inflammaging.

3. Produzione a partire dal’EPA di una serie di mediatori ad azione anti-
inflammatoria (resolvine, maresine, protectine) capaci di risolvere

I’infiammazione acuta.

In una recente review del 2016 vengono descritti tutti i meccanismi biochimici dell’azione
cardio-protettiva in chiave anti-infiammatoria degli ®-3 [3].
L’alimentazione gioca un ruolo fondamentale, in quanto la quantita e la qualita degli acidi
grassi essenziali introdotti attraverso la dieta influenza la quantita di -3 e ®-6 nel nostro
organismo e, di conseguenza, la produzione di eicosanoidi [1].
Non ¢ il singolo valore % di EPA e AA nella membrana eritrocitaria (substrato d’elezione
che andremo a descrivere), a dare un quadro clinico dell’inflammaging cellulare, quanto
piuttosto il rapporto AA/EPA e il rapporto Omega-6/0Omega-3. Sono questi ad oggi i
markers piu robusti per individuare uno stato di infiammazione cronica, che puo derivare
da:

i. deficit nutrizionali (carenza di omega-3 da pesce o di precursori omega-3 da frutta

secca)
ii. eccessivo utilizzo di oli vegetali e carne rossa (precursori della via omega-6)

fii. stati di insulinemia in Sindrome Metabolica (I’insulina attiva la A5-desaturasi).
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1 rapporto AA/EPA ¢ un marker dell’inflammaging cellulare, come confermato in diversi
studi epidemiologici sulla popolazione italiana [4].

Nell’importante lavoro di Rizzo et al. i ricercatori individuarono il valore medio del
rapporto AA/EPA eritrocitario in una popolazione italiana di controllo (healthy subject,
n=300) ed in una classe di popolazione con patologie degenerative (pathological subject
n=577). | due valori risultarono statisticamente differenti, con un aumento significativo

del rapporto nella popolazione patologica.
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n=300 n=344 n=577 n=211

Figura 33
Rapporti AA/JEPA e omega-6/omega-3 nel sangue intero di soggetti sani e in un gruppo di
pazienti con varie patologie, con e senza consumo di omega-3. [4]
Gli stessi autori dimostrarono come il rapporto AA/EPA suddiviso in diverse popolazioni
patologiche sia superiore alla media del rapporto della popolazione di controllo, ad
indicare come lo sbilanciamento dell’equilibrio Omega-6/Omega-3 abbia un ruolo

cruciale nell’insorgenza delle patologie.

AAVEPA = without omega-3
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Figura 34
(A) Rapporti AA/EPA e (B) rapporti omega-6/omega-3 nel sangue intero di pazienti
raggruppati in base alle loro specifiche patologie. Le linee orizzontali indicano il valore
medio per tutti i soggetti sani che non fanno uso di omega-3. [4]
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4.1 Infiammazione e CAD
Come descritto nei paragrafi precedenti, la teoria attualmente piu accreditata per il
processo di aterogenesi ¢ quella infilammatoria, “the response to injury”, che vede
nell’inflammazione il meccanismo con cui 1 fattori di rischio cardiovascolare scatenano
una risposta riparativa nella parete vascolare, anzitutto con 1’attivazione endoteliale, e
conseguentemente con la formazione della placca aterosclerotica.
La stessa aterosclerosi € ormai correntemente considerata una patologia immuno-mediata
[1], in quanto si & osservato per esempio che nei soggetti affetti da SCA (sindromi
coronariche acute), I’ischemia miocardica provoca 1’incremento dei livelli plasmatici di
alcuni marcatori flogistici, tra cui anche alcune citochine infiammatorie (interleuchina IL-
1, IL-6, fattore di necrosi tumorale TNF-a), con dimostrate implicazioni sulla prognosi a
breve e medio termine.
In uno studio italiano del 2006 [2], si sono raccolte le evidenze che spiegano il ruolo
dell’infiammazione nell’aterogenesi, € in particolare il ruolo delle citochine pro-
inflammatorie nelle SCA.
Per SCA si intende un ampio spettro di situazioni cliniche che presentano una patogenesi
comune, rappresentata dalla trombosi coronarica. Le differenti presentazioni cliniche
dipendono dal fatto che 1’occlusione coronarica sia completa, incompleta, intermittente o
persistente.
La lesione principale, definita ateroma o placca fibrolipidica, e costituita da una placca
localizzata e rilevata nell’intima, formata da un cappuccio fibroso e da un core lipidico.
Il cappuccio fibroso e costituito da scarsi leucociti e da cellule muscolari lisce, migrate
nell’intima dalla media, che secernono fibre collagene interstiziali. Il nucleo lipidico ¢
costituito da aghi di colesterolo, detriti cellulari, cellule “schiumose”, fibrina, trombi in
vario stadio di organizzazione e altre proteine plasmatiche [3, 4].
Le placche aterosclerotiche iniziano a formarsi gia dai 25 anni sotto forma di strie
lipidiche, inizialmente con distribuzione focale, aumentando poi di numero e dimensioni
con la progressione della malattia. Le placche si accrescono e invadono progressivamente
il lume dell’arteria, estendendosi alla tonaca media sottostante.
In vari modelli animali di aterosclerosi, i segni dell’infiammazione si riscontrano fianco
a fianco con I’accumulo lipidico nella parete delle arterie. Per esempio, i leucociti si

localizzano nelle lesioni aterosclerotiche piu precoci, sia nei modelli animali che
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nell’'uvomo. Le basi biologiche dell’infiammazione applicata all’aterosclerosi hanno
fornito una nuova chiave di lettura dei meccanismi fisiopatologici, sottolineando proprio
il ruolo del reclutamento leucocitario [5].

Una volta raggiunta la parete del vaso, le cellule inflammatorie partecipano e perpetuano
una risposta infiammatoria locale. I macrofagi esprimono dei recettori “scavenger” per
lipoproteine modificate, che portano alla fagocitosi di lipidi e alla formazione di cellule
schiumose.

Le cellule T ricevono segnali che permettono loro di elaborare citochine inflammatorie,
come IFN-y e linfotossine (TNF-a), che a loro volta possono stimolare macrofagi, cellule

endoteliali e cellule muscolari lisce [6].

I processi inflammatori non solo promuovono I’iniziazione e I’evoluzione dell’ateroma,
ma contribuiscono anche a sviluppare complicazioni trombotiche acute della placca
ateromasica. Molti trombi coronarici che causano infarto miocardico crescono a seguito
di un’alterazione strutturale della placca.

I macrofagi attivati, abbondanti nell’ateroma, possono produrre enzimi proteolitici che
degradano il collagene, portando ad un assottigliamento del cappuccio fibroso, di per sé
protettivo della placca, rendendolo debole e suscettibile alla rottura.

L’TFN-y prodotto dai linfociti T attivati nella placca puo alterare la sintesi del collagene
dovuta alle cellule muscolari lisce, limitandone la capacita di rinnovare il collagene che
rinforza la placca, quindi indebolendo quest’ultima [7, 8].

I macrofagi producono anche fattore tessutale, il pit importante fattore pro-coagulante,
stimolo alla trombosi nella placca.

I mediatori inflammatori regolano 1’espressione del fattore tessutale sui macrofagi delle
placche, fornendo un legame essenziale tra I’infiammazione e i processi trombotici [9].
A seguito della rottura della placca viene esposto il core lipidico, che innesca una serie di
eventi pro-coagulanti.

IL-CD40 ligand (o citochina CD154) si lega alle piastrine promuovendo ulteriormente lo
stato inflammatorio e procoagulante [10-13].

Nella figura di seguito sono schematizzati gli eventi che generano e poi perpetuano

I’aterogenesi, correlatamente alla presenza delle citochine e alla loro azione specifica su
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tutti i principali substrati coinvolti (le cellule endoteliali, quelle muscolari lisce, i
macrofagi e le piastrine).

Gli stimoli responsabili degli incrementi degli indici di flogosi associati agli eventi
coronarici non sono ancora ben certi. Essi possono derivare dalle lesioni aterosclerotiche
stesse, e riflettere sia ’estensione dell’aterosclerosi, sia 1’inflammazione locale che
predispone all’instabilita ed alla rottura di placca.

E anche probabile che gli aumentati livelli sierici dei marker di flogosi possano derivare
da un’infiammazione sistemica di basso grado — cronica, stato di inflammaging - capace
di esercitare un effetto pro-aterogeno e pro-coagulante.

Le SCA sono comunemente scatenate dalla rottura del cappuccio fibroso delle placche
aterosclerotiche, che permette ’esposizione di materiale altamente trombogenico. La
composizione cellulare delle placche vulnerabili e caratterizzata da infiltrati di linfociti T
e macrofagi, entrambi attivati dalle lipoproteine a bassa densita (LDL) ossidate.

Queste possono stimolare i monociti a produrre fattori pro-infiammatori e citochine.
Queste ultime possono avere un’attivita soppressiva, come 1’IL-10, oppure un’attivita
stimolante, come I’IL-8 e I’IL-12 che attivano i linfociti T, inducendo la produzione di
IFN-y [14].

Le citochine giocano un ruolo chiave nel promuovere e nel sopprimere risposte cellulari
e umorali verso tossine endoteliali come le LDL ossidate, che (come precedentemente
descritto) hanno anche azione pro-infiammatoria, stimolando 1’ulteriore sintesi di
chemochine e citochine, includendo fattori stimolanti, colonie macrofagiche, proteine
chemoattrattanti, i monociti e TNF-a [15, 16, 17].

4.2 Meccanismi cardioprotettivi degli acidi grassi ®-3 e ruolo innovativo
delle pro-resolvine nella gestione dell’inflammaging

Recenti indagini hanno dimostrato che la risoluzione dell’infiammazione non ¢ un

processo passivo, come in precedenza si ipotizzava, ma piuttosto un processo

biosinteticamente attivo, regolato da mediatori biochimici e guidato da specialized pro-

resolving mediators (SPM).

In particolare sono state scoperte e studiate diverse classi di SPM derivati dagli acidi

grassi ®-3, come schematizzato in figura 35.
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Classi di SPM derivanti dagli acidi grassi -3
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Figura 36
Classi di SPM

Queste classi di molecole hanno una comune azione anti-infiammatoria, ma agiscono su

recettori diversi, proteggendo i tessuti da stress ossidativo, inflammazione ed infezioni.

Gia nel 1944 Sinclair descrisse il tasso ridotto di cardiopatia ischemica negli Inuit
(Eschimesi della Groenlandia), ponendolo in rapporto all’elevato consumo dietetico di
cetacei, foche e pesce. Queste osservazioni furono approfondite negli anni *70 del secolo

scorso da Dyerberg e Bang, i quali evidenziarono che nonostante un basso apporto
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alimentare di frutta e verdura ed un’elevata assunzione di grassi saturi e colesterolo, la
concentrazione dei lipidi plasmatici era inferiore negli Inuit rispetto ai soggetti emigrati
in Danimarca o ai nativi danesi, € minore I’incidenza di infarto miocardico anche dopo
stratificazione per eta e sesso. Documentarono che gli effetti benefici rivolti
prevalentemente al sistema cardiovascolare erano verosimilmente correlati all’elevato
apporto dietetico di LC PUFA n-3 (long-chain polyunsaturated fatty acids: EPA, DPA, e
DHA per circa 13 g/die vs 0,8 g/die dei danesi) [1, 2].

Gli effetti protettivi a livello cardiovascolare dei LC PUFA n-3 sono mediati da differenti
meccanismi, a carico di diversi fattori di rischio e vie metaboliche (come illustrato in
figura 37 e 38) [3].

Ruolo fisiologico degli AG w3 Benefici clinici potenziali Target
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Regolazione funzione miocardica tcompliance ed efficienza VS | MCV

Regolazione dell'infiammazione | infiammazione Malattie infammatorie; MCV
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Figura 37

Ruolo fisiologico e potenziali benefici dei PUFA -3 [3]
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I meccanismi attraverso cui agiscono sono molteplici: essi intervengono nell’inibizione
di NF-kB (nuclear factor - kB), tramite il reclutamento di Toll-like receptor-4, inibizione
delle cicloossigenasi (COX), in particolare COX-2, inibizione delle molecole di adesione
(VCAM-1, ELAM-1, ICAM-1) e della sintesi di citochine pro-infiammatorie quali IL-
1R, IL-6, TNF-o [4].

Recentemente si é evidenziato come i LC PUFA n-3 siano anche trasformati in composti
di nuova identificazione, quali epossidi, alcoli, dioli e chetoni. Queste sostanze, attive in
un range di concentrazione nanomolare, sono stereoselettive, svolgono azioni
antinflammatorie e sono prodotte durante la fase di risoluzione dell’infiammazione
attraverso vie sintetiche trans-cellulari: sono state definite “resolution- phase interaction
products” (resolvine: protectine, maresine e lipoxine) [5]; tali citochine limitano
I’infiltrazione tissutale di polimorfonucleati (PMN), favoriscono la degradazione dei
PMN apoptotici da parte dei macrofagi, inibiscono I’espressione di COX-2, TNF-a e della
proteina di chemo-attrazione dei macrofagi (MCP-1) [6, 7].

Tutte queste azioni sinergicamente inibiscono i meccanismi che portano alla formazione
della placca aterosclerotica e assicurano una maggior stabilita delle lesioni vascolari gia
instaurate (per esempio con una riduzione della flogosi e un aumento dello spessore del

cappuccio fibroso) [8, 9].

Parte di questi effetti antinfiammatori sono invece conseguenza diretta del processo di
integrazione dei LC PUFA n-3 all’interno delle membrane cellulari. La loro presenza nei
fosfolipidi di membrana rappresenta un meccanismo generale capace di determinare
modiche funzionali nelle cellule interessate; in particolare essi si localizzerebbero al di
fuori di particolari domini della membrana cellulare (i cosiddetti “lipid-rafts”, ricchi in
colesterolo e sfingolipidi, e contenenti molte proteine coinvolte nella trasduzione di

segnali cellulari) influenzandone la formazione e la funzione.

Proprio per le ragioni appena esposte si € identificato un parametro analitico, il cosiddetto
Indice Omega-3, che sembra costituire un determinante biologico utile ad esprimere
livelli efficaci di LC PUFA n-3.

Esso viene calcolato come somma di EPA+DHA presenti nelle membrane eritrocitarie,
ed espresso come percentuale degli acidi grassi totali dei globuli rossi.

E stato validato in rapporto all’assunzione alimentare di LC PUFA n-3 e si & visto

correlare da vicino con la riduzione della mortalita cardiovascolare [10].
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Figura 39
Rapporto tra I'indice Omega-3 ed il rischio di arresto cardiaco (Odds Ratio) in uno studio
caso-controllo. [3]

4.2.1 Lipidomica eritrocitaria e indici utili

Per valutare le unita fondamentali delle classi di acidi grassi che compongono le
membrane cellulari dell’organismo su diverse matrici biologiche, ci si avvale della
lipidomica.
Questa ha lo scopo di studiare non solo la struttura, ma anche la funzione e le variazioni
(i rapporti tra acidi grassi) che vengono a determinarsi in diverse condizioni
fisiopatologiche, mettendo in stretta relazione le componenti di membrana con lo stato
nutrizionale del paziente e con le sue disfunzioni metaboliche (cambiamenti ormonali,
insulino resistenza, obesita etc.) [1].
L’indagine sfrutta il ruolo di pacemaker metabolico della membrana cellulare, centro di
regolazione di tutte le funzioni cellulari.
Negli ultimi anni, infatti, soprattutto la lipidomica su membrana eritrocitaria é risultata
di notevole importanza, poiché ha permesso di ottenere degli indici molto robusti per
individuare carenze alimentari, deficit nutrizionali, disfunzioni metaboliche.
Le motivazioni che hanno portato ad utilizzare la membrana eritrocitaria quale matrice
report per stabilire determinati indici, sono molteplici:

- Riflette I’apporto dietetico a medio termine, con un valore piu stabile di quello dei

lipidi plasmatici, che fluttuano secondo 1’apporto a breve termine.
- L’eritrocita maturo non puo piu biosintetizzare lipidi, percio la sua composizione
di membrana dipende anche dagli scambi che effettua con le lipoproteine

circolanti.
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- Avendo un’emivita di 120 giorni, gli eritrociti permettono di monitorare
variazioni nella biosintesi 0 nell’apporto dietetico sulla composizione delle
membrane, con prelievi a distanza di circa 4 mesi ’'uno dall’altro [2].

Gli indici prevalentemente ottenuti mediante la lipidomica sono:
» Omega-3 Index su membrana eritrocitaria: (EPA + DHA)%
Considerato uno dei principali biomarkers per le patologie cardiovascolari [3, 4]
e recentemente correlato all’aumento di patologie oncologiche [5, 6]. L’indice ¢
la somma dei PUFA ®-3 (DHA + EPA, gli omega-3 da pesce), e indica se
I’apporto nutrizionale ¢ deficitario, buono o ottimale secondo linee guida

internazionali [2].

- < 4% rischio cardiovascolare
- 4-6% valore basso
- 6-8% valore buono

- > 8% valore ottimale

> Rapporto Omega-6/0mega-3 (e rapporto AA/EPA)
E ad oggi il test pit significativo per individuare la persistenza di infiammazioni
silenti ed é uno dei principali markers utilizzati dal biochimico Barry Sears nella
lotta all’inflammazione cronica [7].
Mentre il rapporto tra grassi saturi e insaturi va progressivamente migliorando
all’interno della popolazione, il rapporto tra PUFA ®-6 e »-3 (la cui proporzione
ideale ¢ tra 4:1 e 2:1) ¢ attualmente cosi squilibrato che I'ultimo rapporto della
FDA statunitense parla di un rapporto medio nella comune alimentazione di ben
25:1 (in Europa siamo attorno al 15:1) [1]. Individuare un rapporto AA/EPA
molto alto nella membrana eritrocitaria sottolinea una cascata pro-inflammatoria
che non viene neutralizzata dagli »-3 anti-inflammatori.
- 5-6 zona di Berry Sears
- <15 valore ottimale
- 15-30 popolazione italiana
- 30-50 rapporto pro-infiammatorio

- > 50 stati patologici
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> |l pattern lipidico ottimale per longevita e invecchiamento

Una ricerca italiana del 2008 che ha esaminato 41 discendenti (figli) di longevi del
Cilento ha riscontrato come la membrana dell’eritrocita di questi individui presenti
una quantita significativamente piu elevata di acidi grassi mono-insaturi (MUFA)
[8], a conferma che questi ultimi mantengono la fluidita dell’assetto lipidico, a
differenza dei saturi, senza creare predisposizioni aberranti, che generano
invecchiamento e stress ossidativo (I’eccesso di PUFA ¢ un ottimo substrato per
I’ossidazione della membrana durante 1’invecchiamento).

Di recente é stato individuato come variazioni nei rapporti tra MUFA e SFA (gli
acidi grassi che possono subire forti variazioni anche attraverso il metabolismo
endogeno) siano la spia di squilibri metabolici come obesita e insulinoresistenza,
e siano il risultato di alterazioni dell’equilibrio ormonale che possono portare allo

sviluppo di neoplasie (come riportato da Berrino per il tumore al seno) [9].

> |l corretto contenuto di DHA
Il DHA ¢ un acido grasso ®-3, ed ¢ il principale componente del cervello, tanto
che nelle membrane nervose e sinapto-somali plasmatiche rappresenta circa il 35%
della porzione acidica totale.
Proprio per questo, & essenziale per il corretto sviluppo neurale dei bambini, e piu
in generale per la plasticita sinaptica.
Evidenti sono le correlazioni tra deficit gravi di DHA eritrocitario con forme di
autismo, cefalee croniche e stati depressivi con sbilanciamento serotoninergico
[10, 11].
Le linee guida della SINU (Societa Italiana Nutrizione Umana), individuano la
Lipidomica Eritrocitaria quale marker indispensabile per individuare carenze di
DHA nelle alimentazioni vegetariane e vegane non controllate, in quanto prive di
fonti primarie (w-3 da pesce) per I’assunzione degli Acidi Grassi Essenziali (AGE)
-3 [12].

Valori di riferimento Ferreri et al.: 5-7%

Nella tabella in figura sono riportati gli intervalli di normalita dei principali acidi grassi
della membrana eritrocitaria nella popolazione italiana, determinati mediante analisi della

letteratura e dallo studio della popolazione italiana stessa [2].
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Di seguito sono indicate le percentuali relative sul contenuto totale in acidi grassi.

C16:0 17-27
C16:1-A9 0.2-0.5
C18:0 13-20
C18:1-A9 9-18
C18:1-A11 0.7-1.3
C18:2-A9,12 LA 9-16
C20:3-A8,11,14 DGLA 1.9-2.4
C20:4-A5,8,11,14 AA 13-17
C20:5-A5,8,11,14,17 EPA 0.5-0.9
C22:6-A4,7,10,13,16,19 DHA 5-7
Total saturated FA SFA 30-45
Total MUFA MUFA 13-23
Total PUFA PUFA 28-39
SFA/MUFA 1.7-2
®-6/m-3 3.5-5.5
Sum of mono-trans TRANS <0.4
Figura 40

Acidi grassi e intervalli dell’indice nelle membrane fosfolipidiche eritrocitarie della
popolazione italiana sana (percentuali relative rispetto al contenuto totale di acidi grassi).
AA: acido arachidonico; DGLA: acido diomo-y-linolenico acid; DHA: acido
docosoesaenoico; EPA: acido eicosapentaenoico; FA: acido grasso; MUFA: acido grasso
monoinsaturo; PUFA: acido grasso polinsaturo; SFA: acido grasso saturo. [2]

4.2.2 Esempi di impiego della lipidomica
Si riportano di seguito alcuni rilevanti studi con focus sulla lipidomica eritrocitaria come
analisi diagnostica nell’ambito della prevenzione di patologie cardiache. Un primo
eminente esempio & il Framingham Heart Study (2018) [1], vasto studio osservazionale
con lo scopo di determinare 1’associazione tra il livello di acidi grassi (FA) ®-3 e il rischio
di morte per qualsiasi causa o per incidenza di CVD, patologie cardiovascolari.
Il marker misurato inizialmente nei soggetti ¢ I’Omega-3 Index (che da informazioni sui
livelli eritrocitari degli ®-3 EPA e DHA, rappresentandola percentuale di EPA e DHA
rispetto ai FA totali — Paragrafo 4.2). | risultati presi in considerazione comprendevano
sia la mortalita generale sia il totale degli eventi CVD in partecipanti che non li avessero
all’inizio dello studio o in precedenza. Trai2500 partecipanti, si sono registrati 350 morti
e 245 eventi CVD, e un alto Omega-3 Index e risultato, in diversi modelli aggiustati per
altre variabili, correlato a un minor rischio di morte totale e di morte non dovuta a eventi

CVD né a cancro. Nello specifico, nei soggetti nel piu alto quintile dell’Omega-3 Index,
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rispetto a quelli nel piu basso, si € individuato un rischio di mortalita totale del 34% piu
basso, e un rischio di eventi CVD inferiore del 39%. Negli stessi modelli, poi, ’Omega-
3 Index é risultato significativamente correlato ai risultati, mentre il colesterolo totale

(messo a confronto) no.

In un recente (2021) studio correlato [2], il Framingham Offspring Cohort, viene valutata
la lipidomica eritrocitaria come indice predittivo di mortalita totale in una popolazione
selezionata di sessantenni (2240), senza noti eventi CVD, sottoposti a misurazione della
lipidomica eritrocitaria (RBC FA), con 11 anni di follow-up per misurazioni e test.
Presupposto dello studio era che una buona percentuale di FA ®-3 a lunga catena associati
ai globuli rossi (rispetto ai totali) risulta associata a un rischio ridotto di mortalita totale;
I’obiettivo era invece di paragonare i livelli di acidi grassi eritrocitari con fattori di rischio
standard per patologie cardiovascolari (CVD), e valutarne I’efficacia predittiva di
mortalita.

Specificamente, si e valutata la correlazione di mortalita totale rispettivamente con 28
parametri FA, e con 8 fattori standard di rischio (eta, sesso, colesterolo totale, colesterolo
HDL, trattamenti per 1’ipertensione, pressione sanguigna sistolica, tabagismo e diabete).
Dai risultati si e evinto che 4 dei 28 parametri FA si sono riscontrati in piu di 5 modelli
come significativi indici predittivi di mortalita totale. Rilevante, & che in un modello
aggiustato per eta e sesso, il quadro di 4 parametri FA si é rivelato valido almeno quanto
un modello contenente anche gli altri 6 parametri standard. Inoltre, un modello che
preveda sia 4 parametri FA che tabagismo e diabete, € risultato avere validita statistica
superiore sia ai soli parametri FA che al solo fumo + diabete.

In conclusione, lo studio su popolazione ha rivelato la validita dei patterns RBC FA come
markers predittivi del rischio di mortalita, almeno parimenti agli altri fattori di rischio.
L’importanza del Framingham Heart Study ¢ quindi da individuare sia nelle innovazioni
relative ai fattori di rischio da considerare per le CVD, sia per il conseguente sviluppo di
un “Framingham Risk Score”, con una baseline di 8 fattori di rischio standard
(sopracitati), integrati da biomarkers avanzati per un’ulteriore valutazione delle scelte
quotidiane che si possono attuare/cambiare per prevenire morbilita e morte. Nello
specifico, gli acidi grassi (FA) sono tra i biomarkers associati alla dieta, su cui quindi si

puod agire compiendo scelte alimentari - o di supplementazione - consapevoli e,
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all’occorrenza, mirate. I FAs piu chiaramente associati con una riduzione di rischio CVD

sono gli -3 EPA e DHA.

Un altro importantissimo studio su popolazione incentrato sulla lipidomica arriva dal
Canada [3,4]. Fin dagli anni 60 in America si e tentato di ottenere un campione
rappresentativo di popolazione per asserirne lo stato nutrizionale (con il NHANES,
National Health And Nutrition Examination Survey); anche il piu recente Canadian
Health Measures Survey raccoglie sistematicamente i dati sulla ricchezza della nutrizione
e sulla salute di adulti canadesi. Ma in particolare, il Canada é il primo Paese a raccogliere
— formalmente e a livello nazionale - tra i dati di popolazione anche 1’Omega-3 Index,
unitamente al rapporto EPA/AA. L’assunzione fatta ¢ che un Q-3 Index inferiore al 4%
sia un indicatore di rischio discreto di eventi CVD fatali, mentre percentuali trail 4 e 1’8
e oltre 1’8 individuano, rispettivamente, un rischio intermedio e uno basso.
L’osservazione si propone di caratterizzare i sottogruppi con Ol “indesiderabile” (< 4%),
identificando le principali caratteristiche associate ai vari Ol, e secondariamente studiare
la stessa  correlazione ratio-caratteristiche  per il  rapporto EPA/AA.
In precedenza, anche nello stesso NHANES, si erano indagati solo le concentrazioni
plasmatiche di o-3, ma i livelli eritrocitari danno una stima piu affidabile e completa, nel
lungo corso (similmente all’emoglobina glicata rispetto alla sola glicemia, per lo stato
glicemico a lungo termine). Sia dall’indagine canadese che da quella americana, ¢
risultato che la popolazione media ha un Q-3 Index che configura un rischio intermedio
(4,5%), mentre in Canada il 95° percentile dell’®-3 Index raggiunge il 7,26% ma non
supera il 7,80%, confermando che molto meno del 5% della popolazione ha livelli che
rientrino nel range desiderabile (>8%). Questo quadra peraltro con le prospettive a livello
mondiale, che attestano come rarissimo un livello superiore all’8% in Paesi con diete a

basso contenuto di pesce.
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5. CONCLUSIONI

5.1 Modello di calcolo

Date le evidenze scientifiche finora disaminate, il seguente lavoro di revisione della
letteratura propone un modello di calcolo predittivo del rischio cardio-metabolico che
tenga conto di markers che possono dare un valore aggiunto al clinico nel fare

prevenzione e diagnosi.

In base all’intervallo di punteggi associato ad ogni marker, e all’effettivo punteggio
assegnato (individuato in base al valore), la sommatoria di tutti i punti andra a individuare

una precisa fascia di rischio.

Si propone I’associazione per “pannelli” — correlati ai sinergici profili di rischio - dei

markers disaminati nei capitoli precedenti, in un foglio operativo Excel cosi costruito:

RISCHIO CARDIO METABOLICO

Familiarity
feme oo - | foinn P”“f;“?:::"'"" Patcloga Degenerstive Diabete Obesith
[ I[ I [ [ ] 0| wrormesoasmvn
Figura 41

Pannello di familiarita e abitudini

Nel primo pannello si inseriscono dei punteggi in base sia alle abitudini individuali, sia

alla familiarita con varie patologie — sia CAD che degenerative e croniche.

Questo con lo scopo di schematizzare la predisposizione genetica ed epigenetica del
soggetto, al netto dei valori dei markers di rischio specifici indagati e risultanti dalle

analisi.

Piu il punteggio e alto piu il quadro finale e favorevole/ottimale, ossia associato a un

rischio minore; quindi si assegnano:

) -1 punti se il soggetto fuma o se soffre di ipertensione
i) -1 punti a seconda che abbia uno o entrambi i genitori, fratelli, che
soffrono/hanno sofferto di patologie CAD/patologie

degenerative/diabete/obesita
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In caso il soggetto non fumi e non soffra d’ipertensione, 1 punto alle due voci; se non ha

alcuna familiarita con le suddette patologie, 2 punti ad ogni parametro.

Il punteggio massimo associato a questo pannello é quindi di 10.

analita valore
APO-b (mg/dl)
APO-a (mg/dl)
Small-Dense LDL {sd-LDL, mmol/L)
Lipoproteina a - Lpa (nmol/L)
Colesterclo (mg/dI)
HDL (mg/dI)
Trigliceridi (mg/dl)
LDL (mg/di)
LIMITI
U dl dleroge d pred rischio mod
LDLox [U/L) 75-90 =90
APO-bfAPO-al HDIV/O! < 0,90
Lipid Tetrad Index (LTI) HDIV/O! 2,42 - 4,82 [mediana 3,62)
Lipid Pentad Index (LPI) HDIV/O! 3,86 - 5,44 (mediana 5,15)
RISCHIO LIPIDICO ATERO 0
punteggio APO-B sd-LDL Lipoproteina a
APO-B (mg/dl) 0 Ottimale <120 (PUNTI 2) <1 (PUNTI 3) < 50 (punti 2)
sd-LDL [mml/L) 0 Critico 120 - 140 (PUNTI 1) 1.1-1.25 (PUNTI 1) 50- 75 punti 1
Lpa [nmoljL) 0 > 140 (PUNTI 0) >1.25 [PUNTO NEGATIVO) > 75 (punti 0)

| o | 0 | wmeunmesciomassmo |
Figura 42
Profilo Lipidico aterogeno

A individuare un profilo lipidico potenzialmente aterogeno concorrono i valori
dell’apolipoproteina-B (apo-B), delle sd-LDL e della lipoproteina (a).

Sono stati inseriti i valori delle sd-LDL (small dense-LDL) poiché i valori di quest’ultime
sono correlati statisticamente ai valori di apo-B, LDL-C e ox-LDL, come attestato dal
CNR di Roma (su n=150 pazienti), a verifica dell’attendibilita come marker aterogeno
gia descritta in letteratura, ma non confrontata contemporaneamente con tutti i valori di

cui sopra (st veda I’analisi statistica nel paragrafo seguente).

Si assegnano i punteggi in base ai range segnati in tabella, e si moltiplica poi la somma
dei punti ottenuti per il valore assegnato in precedenza nel pannello della familiarita alla
voce “patologie CAD”. Si configura quindi un punteggio massimo di 14 (7 punti x 2,

valore massimo assegnato nel primo pannello) per questo profilo.
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Valori di sd-LDL sopra il cut-off aterogeno sono considerati ad alto rischio

cardiovascolare e verra assegnato un punto negativo al conteggio finale.

Per confrontare questo punteggio con dei valori predittivi del rischio CAD presenti in
letteratura, sono stati calcolati i valori del Lipid Tetrad Index (LTI) e del Lipid Pentad
Index (LPI) [1] e del rapporto apo-B/apo-A frequentemente utilizzato in routine.

Questi due parametri legano fortemente i valori della Lpa con gli altri indici aterogeni
lipemici (Colesterolo Totale, Colesterolo HDL, Trigliceridi per LTI e Apo-b, Apo-a,
Colesterolo Totale, Trigliceridi per LPI).

Lipidomica eritrocitaria
analita valore

rapporto AAJ/EPA

% Omega_3 Index

(] ¥ 5 d O e e = 2
punteggio AAJEPA % Omega_3 Index O a
Rapporto AAJEPA 0,0 Ottimale: < 6 [PLUNTI 3) > 8 {punti 3) < 13 (punti 2)
% Omega_3 Index 0,0 Buono tra 7e 15 [PUNTIZ}) | 6 -8 [PLINTI 2) |
Omecisteina jumol/L) 0.0 Critico tra 15 & 30 (PUNTI 1) 4 -6 [PUNTIO) 13 - 16 (punti 1)
> 30 (PUNTI 0) <4 [PUNTO NEGATIVO) > 16 (PUNTI 0)
o | 8 BUNTEGGIO MASSIMG |
Figura 43

Profilo di infiammazione cellulare

Per osservare invece lo stato di infiammazione e ossidazione cellulare (inflammaging), si
propone di monitorare con la lipidomica eritrocitaria il rapporto AA/EPA e 1’Omega-3

Index.

Un Omega 3 Index sotto al valore del 4% & stato accertato essere un rischio
cardiovascolare elevato, che verra considerato con un valore negativo di un punto nel

conteggio finale.

L’altro marker analizzato e frequentemente utilizzato in routine ¢ 1’omocisteina [2].
L’iperomocisteinemia ¢ uno dei fattori di rischio per I’insorgenza di malattie
cardiovascolari, in quanto promuove l’aterosclerosi e I’instaurarsi di uno stato pro-
inflammatorio, che favorisce lo sviluppo di trombosi, infarto e ictus ischemico.
L’alimentazione gioca, anche in questo caso, un ruolo importante, infatti e stato osservato

che la carenza di alcune vitamine del gruppo B, coinvolte nel metabolismo
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dell’omocisteina, ¢ correlata all’aumento della concentrazione plasmatica di questa
sostanza. Un adeguato apporto di tali nutrienti, associato a un corretto stile di vita, € in

grado di mantenere i livelli ematici di omocisteina sotto controllo.

L’aumento della concentrazione plasmatica di omocisteina ¢ collegato a maggior rischio

di malattie cardiovascolari, in quanto:

) Promuove I’aggregazione piastrinica e la riduzione della produzione di ossido
nitrico, importante regolatore del tono vascolare;

i) Favorisce lo stress ossidativo, in quanto determina I’aumento di specie reattive
dell’ossigeno (ROS) le quali non solo danneggiano DNA, proteine, carboidrati
e lipidi, ma contribuiscono anche all’ossidazione delle lipoproteine deputate
al trasporto dei lipidi nel sangue, processo che si é visto essere alla base dello
sviluppo dell’aterosclerosi;

11)) Blocca gli enzimi coinvolti in reazioni di transulfurazione, provocando la
deplezione di H.S, anch’esso un mediatore importante nell’omeostasi
endoteliale e nell’inibizione dell’aterogenesi,

iv) Provoca I’errata incorporazione dell’omocisteina nelle proteine, generando
complessi tossici, come 1’omocisteina-tiolattone, in grado di interferire con la
coagulazione del sangue e con vie di segnalazione biochimiche, ad esempio
nella risposta all’insulina;

V) Determina 1’accumulo di  S-adenosilhomocisteina, un inibitore di
metiltransferasi che causa ipometilazione e di conseguenza alterazione di

reazioni importanti per I’omeostasi vascolare.

Tutti questi fattori compromettono la funzione endoteliale, promuovendo lo sviluppo di
uno stato pro-infiammatorio e pro-trombotico, con conseguente aumento del rischio di

infarto, ictus ischemico, trombosi ed embolia polmonare.

Nel foglio operativo, per questo pannello si associano i punteggi in base ai range indicati
in tabella.
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Non dovendolo moltiplicare per alcun indicatore nel primo pannello, il punteggio

massimo configurato é di 8.

analita valore

Omocisteina (umol/L)

d-ROMs (U.C.)

AZIONE OSSIDANTE
punteggio d-ROMs
| d-ROMs (U.C.) 0 1 <320 (PUNTI 4)
ligve 321 - 360 [PUNTI 3)
medio 361 - 399 [PUNTI 2)
400 - 500 [PUNTI 0)
> 500 ( due punti negativi)
| 0 | 0 | sruntEcsIo MassIMO |

Figura 44
Profilo ossidativo

Per inquadrare lo stato ossidativo (cio¢ I’aging cellulare) del soggetto, il valore di cui

tenere conto € quello dei d-ROMs.

Si tratta di un test quantitativo, rapido e utilizzato in numerosi trials clinici per
determinare il danno ossidativo (produzione dei lipoperossidi) subito dalle membrane

cellulari ad opera dei ROMs (Reactive-Oxygen-Metabolites).

Il test é altamente riproducibile rispetto ad altri markers utilizzati in fase di ricerca (MDA,
Isoprostani urinari in metodica ELISA) con limiti di riferimento definiti dall’Osservarorio

Italiano sullo Stress Ossidativo ed espressi in Unita Carratelli (UC).

In una recente Review sono stati proposti tutti i trials clinici che hanno correlato eventi
CAD con i valori di d-ROMs [3].

Dalla letteratura e dai database presenti in Laboratorio assumiamo: i) valori critici sopra
il cut-off di 400 U.C. con O punti assegnati nel conteggio finale ii) valori ad alto
rischicardiometabolico con cut-off sopra 500 U.C. con un valore negativo di due punti

assegnato nel punteggio finale.
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Hazard Ratio (HR), Odds Ratlo (OR) or Poralation d-ROM Cut-
Chapter Reforences Risk Ratio (RR) Event el ort
(Confidence Interval 95%) (UCARR)
Masak (HR) 3.755 (1.108-12 730)
" L 5
etal, 2016 77 p=0034 SYo e i *
Hrata (HR) 108 (2.76-42 4)
t
etal, 2015 [78) p=0001 CVD events 395 346
Vassalle et al, 2006 (OR) 8.6 (15-502),
ac death 166 4
80] p=0016 Cardiac deat 82
d-ROM prognostic value in small cohorts of individuals Vassalle (HR) 3.9 (14-11.1) Cardiac death, MACEs, alk-cause P 81
with known CVD etal, 2012 [79) p<001 death
Hrata (HR) 14 3 (4 19-49 1),
7
etal, 2015 (81) p <0001 CVD.evecta - b
Nishihara (HR) 1.01 (1.001-1.009), CVD events and HF-related 201 353
etal, 2021 [84) p=002 events
Hisumoto (HR) 235 (137-4 43)
! 4
eta, 2018 (82] p<001 Heart faiure hospitalisation 28 319
(OR)204(123.337),p<005 Myocardial infarction (M1} 500
(OR) 508 (1,78, 14.49), p <005 fatai M| 500
Xuan
: Mi odds ratio for 100 UCARR 2856
OR) 121 (1.05-1,40), p < 0.05 3
etal, 2019 [96) (OR)1.21( 0).p increase
2 1 Al
(OR) 1.17 (1.01-1.35), p < 0.05 roke odds ratio for 100 UCARR
increase
(HR) 1.63(1.01,263), p< 005 All-cause death 381
Schottker et al, 2015
7] (HR) 1.33 (1.04; 1 70) All-cause death per 100 UCARR 2932
p<005 ncrease
(RR) 1.32(1.10-1.59)
401~
p<005 03600
d-ROM prognostic value in general population-based All-cause mortaiity
cohorts (RR)230(140-377)
Schottker et al, 2015 <005 >500
p 10,012
(68]
(RR) 1.49 (1.04-2 13), 401-500
p<005 Cardiovascular mortality
(RR}4.34 (206-9.15) p < 0.05 500
(HR) 1.67 (1.05-267), p < 0.05 1029 * 368
All.cause
(HR) 2 49 (1 74-355) mortalty
1 " 450
p<005 0o B
Xuan et al, 2019 (98] (HR 9)2.50 (1.86-3 36) All-cause
p<005 mortalty
= 2125
(HR %) 165 (107-254) Mee?

p<005

* ESTHER cohort; ** DIANA cohort; *** meta-analysis, § HR is provided for the d-ROM/TTL ratio top tertile; # MCE (myocardial infarction, stroke, and cardiovascular mortality)

Figura 45

Elenco degli studi che valutano i valori d-ROM e il rischio di eventi CVD e mortalita in soggetti
con CVD nota. [3]

La somma dei punti assegnati va moltiplicata stavolta per il valore indicato nel pannello

della familiarita alla voce “patologie degenerative”. Quindi il punteggio massimo per

questo profilo e di 8 punti (4 x 2, punteggio massimo assegnato nel primo pannello).
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Glicemia - Insulinemia basale

analita valore
Glicemia (mg/dl)
Insulinemia (ul/mil)

Homa Index 0,00
O R
punteggio Trigliceridi/HDL Homa Index
Trigliceridi/HDL HDIV/O! Ottimale <1 (punti 3) 023-25
Homa Index 0,00 Buono 1-2(PUNTI 2) |
Critico 2-3 (PUNTI 1) 2.5 - 2.7 (1 punto negativa)
3 -4 (PUNTIO) > 2.7 |tre punti negativi)
> 4 [PUNTQ NEGATIVO)

| 0 | 0 | eeunresciomassmo |

Figura 46
Profilo di insulino-resistenza

Nella valutazione dell’insulino-resistenza, si monitorano i valori del rapporto tra
trigliceridi e HDL (TG/HDL) insieme all’Homa Index.

L’insulino-resistenza sembra possedere un ruolo centrale nella genesi della sindrome
metabolica e I’iperinsulinemia (che ne deriva) € risultata un fattore di rischio indipendente
per cardiopatia ischemica; contribuisce all’esordio precoce del diabete, nonché alla sua
progressione, e concorre alla comparsa delle numerose altre condizioni patologiche

associate che si traducono in fattori di rischio cardiovascolare.

Per insulino-resistenza — come descritto in precedenza - si intende una condizione nella
quale quantita fisiologiche di insulina producono una risposta biologica ridotta, con
riduzione dell’azione precoce dell’insulina sul controllo glucidico dopo il pasto, associata
a una inadeguata soppressione insulinica durante il digiuno notturno, in presenza di una
sintesi conservata. Ne segue la contemporanea presenza di insulino-resistenza e
iperinsulinemia, verificabile con il riscontro di elevate concentrazioni di insulina a

digiuno e post-prandiali.

Le principali dislipidemie che abbiamo analizzato in questa Tesi (sd-LDL, apo-B,
ipertrigliceridemia, e Lipoproteine Remnants) sono correlabili a segnali di Sindrome
Metabolica.
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Uno strumento ampiamente utilizzato per stimare la sensibilita all'insulina e il modello di
valutazione omeostatico (homeostasis model assessment, HOMA), calcolato utilizzando

la glicemia a digiuno e i livelli d'insulina a digiuno [4].

Tatjana Rundek, insieme con i colleghi della Miller School of Medicine dell'Universita
di Miami, ha valutato, utilizzando I'indice HOMA, l'insulino-resistenza di 1509 soggetti
non diabetici che hanno partecipato al Northern Manhattan Study.

Una ricerca diretta all'osservazione dei diversi livelli di rischio, di incidenza e di prognosi

dell'ictus in una comunita urbana multietnica [5].

Durante il periodo di follow-up, durato otto anni e mezzo, gli eventi cardiovascolari si
sono verificati in 180 partecipanti, dei quali 46 hanno avuto ictus ischemici fatali o non
fatali, 45 hanno avuto infarti miocardioci fatali o non fatali e 121 sono morti di cause
cardiovascolari.

I soggetti compresi nel primo quartile dell'indice HOMA avevano un rischio aumentato

del 45 per cento rispetto al basale.

L'associazione tra insulino-resistenza e rischio cardiovascolare € rimasta statisticamente
significativa anche una volta che sono stati normalizzati per gli altri fattori di rischio —
glicemia, obesita e sindrome metabolica. Inoltre, la relazione é apparsa piu forte negli

uomini che nelle donne e non varia in modo significativo tra i diversi gruppi etnici.

Pertanto un valore riscontrato di Insulino Resistenza nel profilo di rischio

cardiometabolico proposto ha un valore negativo di -3 punti nel punteggio finale.

Nel foglio di lavoro, la somma dei punti assegnati per questo pannello e da moltiplicare
per il fattore di rischio di diabete di tipo 2, quindi con il valore inserito nel pannello della
familiarita alla voce “diabete”. Il punteggio massimo assegnato € percio di 6 punti (3 x 2,

punteggio massimo assegnato nel primo pannello).
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PUNTEGGIO 0 o NEGATIVO - 10
PUNTEGGIO 10-19
RISCHIO CARDIO-METABOLICO MEDIO PUNTEGGIO 20-29 Totale :
RISCHIO CARDIO-METABOLICO BASSO PUNTEGGIO 30- 40
RISCHIO CARDIO-METABOLICO MOLTO BASSO PUNTEGGIO 41- 44
Figura 47

Punteggio totale e fasce di rischio

Il valore risultante dalla sommatoria di tutti i punti assegnati ai vari parametri, va a
individuare una specifica fascia di rischio cardio-metabolico “totale”, risultante cio¢ dalla

correlazione di tutti i pannelli.

Quindi, in realta, il modello di calcolo non solo fornisce un indice generale del rischio -
indicato dalla specifica fascia risultante - ma permette anche di individuare le eventuali
criticita dei singoli pannelli, consentendo un intervento mirato a migliorare i soli profili
alterati, sia con misure piu blande (agendo per esempio sulla nutrizione e lo stile di vita,
o ricorrendo all’integrazione) sia piu marcate (prescrivendo terapie e farmaci, e misure

pit impattanti).

5.2  Studio osservazionale
Il presente elaborato, come anticipato nel paragrafo 2.1, & quindi il risultato di un lavoro
di ricerca e selezione di tutti gli articoli riportati in bibliografia, che concorrono a spiegare
la proposta di prendere in analisi markers piu approfonditi e affidabili di quelli
attualmente indagati con gli esami di routine, in particolare relativamente a quadri clinici

inquadrati — o inquadrabili — a rischio cardiovascolare.

Unitamente al lavoro di elaborazione teorica, si € svolto su pazienti uno studio
osservazionale in collaborazione con il dottor Antonio Fusco, cardiologo da anni attivo
nell’ambito della prevenzione cardiovascolare che si € occupato di raccogliere adesioni
tra pazienti sia in cura da lui stesso, sia ambulatoriali ospedalizzati in seguito a eventi
cardiovascolari. Questo con I’obiettivo di fornire un campione abbastanza consistente (n

= 57) ed eterogeneo di popolazione.

L’obiettivo finale ¢ quello di fornire di una visione d’insieme che tenga conto della
nutrizione, 1’attivita fisica e lo stile di vita generale, del paziente, con interventi mirati
anche a questi ambiti, affiancati eventualmente da integrazione e terapie farmacologiche

mirate e specifiche per il singolo individuo. Un approccio quindi che tenga conto
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inderogabilmente sia della predisposizione genetica sia della condizione epigenetica del
soggetto.

Obiettivo invece dello studio su pazienti era quello di confermare la validita e il vantaggio
degli indici proposti e analizzati nel lavoro di tesi (ponendo in particolare I’accento
sull’innovativo calcolo delle small dense-LDL), confrontando i risultati ottenuti
compilando per ognuno il foglio operativo, con le condizioni patologiche/non patologiche

effettivamente note.
Ne € risultato un quadro coerente e piu approfondito rispetto alle condizioni di partenza.
5.3 Risultati e grafici statistici

In base ai dati raccolti, si & voluto poi mettere in risalto la correlazione quasi lineare tra il
valore delle small dense-LDL e quello di apo-B e delle LDL-ossidate, confermando la
validita delle sd-LDL come indice predittivo di rischio cardiovascolare, almeno al pari
degli altri, e con il vantaggio di essere una misurazione ancora piu precoce, che fornisce

un’indicazione molto piu precisa e specifica.

Infatti, il calcolo del solo colesterolo associato alle LDL (LDL-C) non tiene conto della
distinzione tra la frazione di LDL ossidate e quelle invece non danneggiate, che abbiamo
gia sottolineato essere coinvolte in importanti meccanismi dell’immunita; & quindi un

parametro insufficiente per predire il rischio.

Il calcolo delle apo-B ¢ anch’esso incompleto, se non combinato alla valutazione delle
ox-LDL, in quanto restituisce un’immagine troppo generale della situazione, indicando il
numero totale di tutte le lipoproteine a bassa densita trasportanti lipidi (danneggiate e non,
ricche e povere in trigliceridi o colesterolo, etc).

E anche qualora combinati i valori di apo-B e ox-LDL, il valore che si andra a inquadrare,
per quanto utile e indicativo, sara della porzione di LDL che ha gia subito danno da
ossidazione, potenzialmente gia contribuendo/avendo contribuito al processo aterogeno e

lasciando meno margine di azione.

Il vantaggio dell’indagine delle small dense-LDL e da individuare non solo nella
completezza dell’informazione fornita, ma anche nel fatto che ¢ uno step precedente al

fenomeno dell’ossidazione, individuando la componente delle LDL che potrebbe essere
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suscettibile al danno e quindi coinvolta nella patogenesi, e permettendo una prevenzione

ancora piu precoce e tempestiva, e un intervento mirato.

Di seguito, in figura 48, 49 e 50 si riportano i grafici costruiti correlando i valori raccolti

di sd-LDL, apo-B, ox-LDL e LDL-C dal campione di 57 pazienti preso in osservazione.

LDL-C

Correlazione lineare tra sd-LDL e LDL-C

200 . ] '.

130 £ l-l'. ..
y = 76,195x + 67,668
100 "'

R* = 0,755

0 05 1 15 2 25 3 3,5 4 4,5
sd-LDL

Figura 48

Correlazione tra le small dense LDL e il colesterolo associato a particelle LDL

LDL-ox

Correlazione lineare tra sd-LDL e LDL-o0x
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Figura 49

Correlazione tra le small dense LDL e la frazione ossidata delle LDL
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Figura 50

Correlazione tra le small dense LDL e apo-B

Si riportano di seguito anche i grafici con le distribuzioni dei valori risultanti dalle analisi

chiave di ogni paziente, con relative leggende per fornire una panoramica sulle criticita

dei singoli markers.

30

25

20

15

10

LDL (mg/100ml)

26
13
11
7
CRITICO
<130 (130, 160] (160, 190] >190 ELEVATO
Figura 51

Distribuzione dei valori rilevati delle LDL
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LDL ossidate (U/ml)

<60 (60, 70]

Figura 52
Distribuzione dei valori rilevati delle LDL ossidate (ox-LDL)

sd-LDL (mmol/L)

>0 46

[0,381‘ 1‘293] ] 11293 -

Figura 53
Distribuzione dei valori rilevati delle LDL piccole e dense (sd-LDL)
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<320

Apo-B (mg/100ml)

<120 (120, 140] >140

Figura 54
Distribuzione dei valori rilevati di apo-B

d-ROMs (U.C.)

21

(320, 380] (380, 440] (440, 500] >500

Figura 55
Distribuzione dei valori rilevati dei d-ROMs

POPOLAZIONE
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HOMA-IR

<2,5 (2,5,2,7] >2,7

Figura 56
Distribuzione dei valori rilevati dell’ Homa Index

AA/EPA
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<10 (10, 25] (25, 40] > 40

Figura 57
Distribuzione dei valori rilevati del rapporto AA/EPA
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Omega-3 Index (%)
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<4 (4,7,5] (7,5, 11] >11 _

Figura 58
Distribuzione dei valori rilevati dell’Omega-3 Index

Infine, si riporta la distribuzione delle fasce di rischio individuate compilando per ogni
paziente il modello di calcolo proposto. Di ognuna e indicato il numero di pazienti che vi

rientrano.

Numero di pazienti per ogni fascia di rischio

29

Pazienti |Rischio cardiometabolico

Elevatissimo
Elevato

29 Medio

12 Basso

1 Molto basso

Figura 59
Fasce di rischio individuate nella popolazione in esame
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54 Un significato clinico osservazionale alle sd-LDL
Prendendo in riferimento un numero di pazienti pari a n=57 in Tabella vengono presentati
i valori di sd-LDL vs le LDL-c, considerando un cut-off di 1.293 mmol/L per le prime e

i limiti di riferimento accettati dalle linee guida europee 2021 per i valori di LDL-c.

n°pazienti n° pazienti con sd-LDL alterate | % sd-LDL alterate
LDL CRITICHE 12 1 8,3
LDL ELEVATE 11 5 45,5
[LDLMOLTOELEVATE] 7 5 714
| LDLNON ALTERATE | 27 | 0 | 0 |

Da questo primo dato osservazionale si puo trarre degli spunti di dibattito clinico
interessanti:

) Nessun paziente con LDL ottimali aveva sd-LDL aterogene

i) Con valori molto elevati di LDL piu del 70% dei pazienti avevano sd-LDL

alterate.

Questi dati preliminari senza valenza statistica ci danno una conferma: se il paziente si
trova in zona verde o rossa, potrebbe essere poco utile andare a misurare qualcosa in piu.
La partita importante sulla prevenzione del rischio cardiovascolare lipemico si gioca
invece con valori di LDL-c compresi tra elevati e critici: in questo range é
FONDAMENTALE andare a misurare i valori di sd-LDL per inquadrare il paziente in un
rischio marcato o0 meno marcato. Consideriamo un valore di LDL-c pari a 161 mg/dl, cioe
il 70 % dei pazienti arrivati in laboratorio nel Trimestre 2023: un paziente con questo

valore ha circa il 50% di probabilita di avere cut-off aterogeni di sd-LDL.

55  Analisi statistica dei dati presso il CNR di ROMA
L’analisi statistica € stata condotta in collaborazione con il Dr Luca Bastiani matematico
del CNR di ROMA e il Dr. Attilio Cavezzi responsabile medico scientifico del
Poliambulatorio Venalinfa di San Benedetto del Tronto (AP).
Sono stati analizzati 84 pazienti in forma anonima. | risultati sono stati forniti dal Dr

Fusco, dirigente medico dell’Ospedale Pederzoli di Verona
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11 67.9% dei pazienti furono maschi (femmine 32.1%) con una eta media di 54.35 anni in
un range tra 47.5 a 61 (Vedi Tabella sotto). 1l 14% dei pazienti erano fumatori (10.5%
femmine, 15.8% maschi), mentre il 10.5% di entrambi i sessi erano in terapia con statine

per terapie ipo-colesterolemizzanti.

Tabella 1: caratteristiche del campione e markers predittivi cardiometabolici presi in esame (dati in

sottomissione per pubblicazione).

Female Male Total
Mean sd Median IQR Mean Median IQR P-value Mean Median

Age 53,66 (12,0) 53 (45-62) 54,68 (11,6) 56 (49-59) 0,742 54,35 (11,68) 56 (47,5-61)
BMI (Kg/m2) 22,34 (2.47) 21,48 (21,08-23,23) 25,14 (3.45) 24,33 (22,79-26.42) 0,006 2424 (342) 23,52 (21,48-24,93)
sd-LDL (mmol/L) 0,88 (0,70) 0,74 (0,55-0,789) 0,99 (0,56) 0,771 (0,57-1,08) 0,455 0,958 (0,61) 0,747 (0,55-1,01)
Colesterolo (mg/100 237,3(77) 225 (195-237) 216,49 (51) 220 (181-231) 0,357 223,17 (61) 221 (186,5-234)
LDL (mg/100ml) 1487 (72) 130 (111-137) 137,45 (47) 140 (100-150) 0,551 141,07 (56) 136,5 (107-150)
LDLossidate (U/ml) 52,55 (24) 50 (37-57) 54,03 (24) 54 (31-61) 0,984 53,55 (24) 52,5 (33-58)
APO-B (mg/100ml) 109,14 (42) 97 (89-101) 109.4 (30) 106(82-124) 0,881 109,32 (34) 100.5 (84,5-120)
d-ROMs (U.C.) 443 55 (76) 439 (396-475) 374,32 (67) 360 (329-399) 0,000 396,57 (77) 390,5 (342-421)
HOMA.IR 1,85 (0,84) 1,76 (1,08-2,17) 246 (1,71) 2,04 (1,34-2,6) 0,112 2,265 (1,50) 1,91 (1.22-2,39)
AA/EPA 22,65 (13,5) 19,7 (10,5-22,6) 20,07 (14.2) 15,6 (8,2-22) 0,273 20,9 (13,9) 17,85 (8,95-23,3)
Omega 3 Index (%) 6,96 (1,7) 7.2(6,1-7,7) 7,32 (2) 7.1(6-8,1) 0,713 7,21(1,9) 7.1(6,05-7.8)

Le sd-LDL sono state correlate a tutti gli altri parametri coinvolti nella tabella precedente.
Le sd-LDL furono altamente correlate con le LDL (Pearson 0.838; P-value <0.0001),
LDLossidate (Pearson 0.797; P-value <0.0001), APO-B (Pearson 0.897; P-value
<0.0001), cholesterol (Pearson 0.840; P-value <0.0001) and HOMA-IR (Pearson 0.411;
P-value <0.001). Le sd-LDL appaiono debolmente correlate con BMI (Pearson 0.278; P-
value 0.042), mentre non abbiamo nessuna correlazione con d-ROMs (Pearson 0.030; P-
value 0.822), AA/EPA (Pearson 0.012; P-value 0.928) and Omega_ 3 Index (Pearson
0.049; P-value 0.717).

Nel modello di regressione multipla lineare (vedi Tabella sotto) viene registrata una
correlazione significativa trasd-LDL e LDL-c, LDLox , APO-b e HOMA-I. In particolare
aggiustando i dati per sesso, eta e BMI, incrementi di LDL (B 0,004: p-value 0,011), LDL
ossidate (B 0,007: p-value 0,001), APO-B (B 0,006: p-value 0,048) and HOMA-IR (B
0,089: p-value 0,000) corrispondono ad incrementi di sd-LDL.
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Table 2: modello di regressione multipla lineare aggiustata per eta, sesso e BMI: relazione tra sd-

LDL e biomarkers di rischio cardiovascolare.

Unstandardized 95,0% Confidence

Coefficients B Interval for B Pvalue
(Constant) 0,463 -0,951 0,024 0,062
Age -0,004 -0,009 0,001 0,111
Gender 0,124 0,004 0,244 0,044
BMI (Kg/m2) 0,007 0,026 0,012 0.472
LDL {mg/100ml) 0,004 0,001 0,007 0,011
LDLossidate (U/ml) 0,007 0,003 0,010 0.001
APO-B {mg/100ml) 0,006 0.000 0,011 0,048
HOMA-IR 0,089 0,046 0,131 0,000

Dependent Variable: sd-LDL (mmol/L)

In definitive il modello finale (sia quello senza correzione che quello con correzioni sesso
eta e BMI) mette in evidenza una relazione significativa tra la nostra variabile in studio e
le covariate LDL (mg/100ml), APO-B (mg/100ml), LDLox (U/ml), HOMA-IR.

Inoltre si e visto come tenendo le sd-LDL come variabile Gold Standard principale la sua
media aumenta o diminuisce nel passaggio da una categoria ad un’altra nei rispettivi
biomarkers clinici presi in esame. Facciamo I’esempio del colesterolo LDL-c: nei valori
desiderabili abbiamo un valore medio di sd-LDL di 0.550 mmol/L, nei valori critici
abbiamo un valore medio di sd-LDL di 0.797 e di 1.200 e 1.469 in quelli elevati e molto
elevati rispettivamente. Nella Tabella e Figura successiva vediamo il trend delle sd-LDL
per le classi di riferimento delle LDLox e APO-b. Per le altre classi in studio (HOMA-I,
AA/EPA, Omega_3 Index, d-ROMs) non abbiamo nessuna differenza statistica nelle
mediane di sd-LDL.
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sdLDLmmolL mean, sd, medianand IQR in the laboratory atherosclerosis blood

biomarkers classes

Standard

Mean Deviation Median IQR

Underweight 0754 0015 0746 0745 0771
Normal weight (877 0,586 0,714 0540 1,052
Overweight 1143 0667 1026 0548 1833
BMi classes Classlobese 1150 0673 0942 0677 1714
Classliobese 0569 0249 0569 0569 0,569

Class lll obese 2 > > < =
Desirable 0578 0,182 0550 0447 0677
Critical 0903 0277 0797 0708 1043
LDLmg100mi classes .., 1407 0568 1200 0871 1895
Very High 1721 0851 1469 1196 1863
Desirable 0605 0188 0593 0458 0716
: Critical 0918 0384 0832 0685 1080
LDL Ossidante classes ., 1637 0471 1641 1167 2054
Very High 2196 1100 1714 1670 1833
Optimal 0651 0215 0636 0499 0753

APOBmg classes Critical 1,225 0,375 1,161 1,011 1,491
Altered 1840 0781 1714 1258 2220

Optimal 0777 0509 0672 0499 0871
Population 0085 0558 0750 0535 1205
dROMs classes Critical 0,970 0473 0803 0614 1286
Altered 1034 0733 0797 0609 1133
VeryAlered 0898 0611 0652 0508 1200
Optimal 0885 0579 0735 0552 1070
HOMAIR classes Altered 1107 0649 0930 0562 1.660
Optimal 1042 0755 0748 0575 1249
Population 0881 0464 0725 0548 1086
AAEPA classes Critical 0925 0581 0695 0499 1322
Attered 0922 0439 1029 0463 1226
Optimum 1081 0793 0.797 0584 1370
Population 0820 0450 0718 0520 0930
OPAUEIeK CIsenss . ¢l 1025 0561 1036 0513 1,322
Attored 11690 0126 1169 1080 1258

Figure 2: sdLDLmmolL box plot in the laboratory atherosclerosis blood biomarkers

classes
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Eseguendo una ROC analisi per determinare quali valori potessero predirre l'alterazione

di sdLD, sono emersi i seguenti risultati rappresentati in Tabella sotto con i rispettivi cut-

off.

Area Under the Curve Asymptotlc 95% P-value Sensibilita Specificita CUTOFF

Confidence Interval

Colesterolo (mg/100 ml) 0,896 0,816 0,975 0,000 0,875 0,897 253,00
LDL (mg/100ml) 0,897 0,824 0,970 0,000 0,875 0,868 170,00
LDLossidate (U/ml) 0,946 0,886 1,000 0,000 0,938 0,882 62,50
APO-B (mg/100ml) 0,934 0,876 0,992 0,000 0,938 0,794 118,50
HOMA-IR 0,711 0,557 0,866 0,009 0,813 0,574 1,8850

Quindi per valori di colesterolo > 253 mg/dl, LDL-c > 168 mg/dl, LDLox > 62.5 U/ml,

APO-b > 122 mg/dl avremo una alterazione delle sd-LDL con una buona confidenza

statistica. Questi sono dati clinici estremamente importanti e non presenti in

letteratura.

Molto interesanti sono le logistiche MONO e MULT]I variabile dove sono state utilizzate

le stesse variabili ma categorizzate (sdLDL CAT 1 alterato e 0 non alterato con cut off di
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1.293 mmol/L). Per le altre variabili sono stati utilizzati i seguenti limiti di riferimento
riportati nella tabella seguente:

<320 <10 >8 OTTIMALI
<60 <120 321-360 <2.5 " 11-20 6-8 POPOLAZIONE
61-70 121-140 361 - 400 2.6-2.7 21-40 4-6 CRITICO
LDLossi APO-B -ROM
ossidate (o} d-ROMs HOMA-IR AA/EPA Omega_3

(U/ml) (mg/100ml)  (U.C.) Index (%)

Dai risultati evidenziati nella Tabella sotto la prima coovariata testata sono le LDLox che
esprimono un EXP(B) di 9.673 il che significa che il paziente che ha un LDLox tra

critico e alterato ha quasi 10 volte in piu la probabilita di avere sdLDL alterate.
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Logistiche MONO
Variabile dipendete sdLDLmmolL_CAT CAT= alterato 1; non alterato 0

Variables in the Equation

95% C.l.for EXP(B)
B SE. Wald df
Step 1% LDLossidanteUm
|_CAT 2,269 581 15,239
Constant -5,780 1,378 17,580

a. Variable(s) entered on step 1: LDLossidanteUmI_CAT.

Variables in the Equation

95% C.l.for EXP(B)

B S.E. Wald df Sig. Exp(B) Lower Upper
a
Step 1 éi?Bmgloom'— 2,406 623 14918
Constant 5,842 1370 18,180 1 000 003

a. Variable(s) entered on step 1: APOBmg100mI_CAT.

Variables in the Equation

95% C.l.for EXP(B)

B S.E. Wald df Sig. Exp(B) Lower Upper
Step1*  dROMsU.C_CAT ,040 263 023 1 879 1,041 621 1,743
Constant -1,550 855 3,286 1 ,070 212

a. Variable(s) entered on step 1: dROMsU.C_CAT.

Variables in the Equation

95% C.l.for EXP(B)

B S.E. Wald df Sig. Exp(B) Lower Upper
Step1*  HOMAIR_CAT 584 363 2,587 1 ,108 1,792 ,880 3,650
Constant 2,427 764 10,084 1 ,001 ,088

a. Variable(s) entered on step 1: HOMAIR_CAT.

Variables in the Equation

95% C.I.for EXP(B)

B S.E. Wald df Sig. Exp(B) Lower Upper
Step 1>  AAEPA_CAT -,167 361 214 1 644 ,846 A17 1,718
Constant -1,071 846 1,601 1 ,206 343

a. Variable(s) entered on step 1: AAEPA_CAT.

Variables in the Equation

95% C.I.for EXP(B)

B S.E. Wald df Sig. Exp(B) Lower Upper
a
Step 1 #Dngloom'—CA 2,625 803| 10,680
Constant 6614|1764 14063 1 000 001

a. Variable(s) entered on step 1: LDLmg100mI|_CAT.
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Alle monovariate risultano significative oltre le LDLox anche APO B (EXP(B) di
11.090) e LDL-c (EXP(B) di 13.804), mentre le coovariate arancioni non sono
significative (rapporto di inflammaging AA/EPA, HOMA-I, d-ROMs).
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Nella moltitudine

Sono quella che sono.
Un caso inconcepibile

Come ogni caso.

In fondo avrei potuto avere
altri antenati,

e cosi avrei preso il volo

da un altro nido,

cosi da sotto un altro tronco

sarei strisciata fuori in squame.

Nel guardaroba della natura

¢’¢ un mucchio di costumi: di
ragno, gabbiano, topo campagnolo.
Ognuno calza subito a pennello

e docilmente é indossato

finché non si consuma.

Anch’io non ho scelto,
ma non mi lamento.
Potevo essere qualcuno

molto meno a parte.

Qualcuno d’un formicaio, banco, sciame ronzante,

una scheggia di paesaggio sbattuta dal vento.

Qualcuno molto meno fortunato,
allevato per farne una pelliccia,
per il pranzo della festa,

gualcosa che nuota sotto un vetrino.

Un albero conficcato nella terra,

a cui si avvicina un incendio.

Un filo d’erba calpestato

dal corso di incomprensibili eventi.

Uno nato sotto una cattiva stella,

buona per altri.

E se nella gente destassi spavento,
0 solo avversione,

0 solo pieta?

Se al mondo fossi venuta
nella tribu shagliata

e avessi tutte le strade precluse?

La sorte, finora,
mi ¢ stata benigna.

Poteva non essermi dato

Il ricordo dei momenti lieti.

Poteva essermi tolta

L’inclinazione a confrontare.

Potevo essere me stessa — ma senza
stupore,
e cio vorrebbe dire

qualcuno di totalmente diverso.

Wislawa Szymborska
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