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1. INTRODUZIONE: IL DIABETE MELLITO TIPO 2 E LE SUE COMPLICANZE
CRONICHE

1.1. Epidemiologia del diabete mellito tipo 2

Il diabete mellito tipo 2 rappresenta la forma di diabete di piu comune riscontro nella pratica
clinica: si stima che in Italia il diabete tipo 1 rappresenti il 3-4% di tutti i casi di diabete
noto e il diabete tipo 2 rappresenti oltre il 90% dei casi (1). Un recente studio italiano,
condotto nella citta di Torino nel 2003, ha mostrato che la prevalenza di diabete noto € pari
al 4,9% (2). Dati dell’ISTAT, provenienti da archivi elettronici dei medici di medicina
generale e da alcuni studi basati sul consumo di farmaci antidiabetici indicano che la
prevalenza della malattia ha superato il 5% (3). Su base nazionale questo indica che i
diabetici noti in Italia sono circa 3 milioni.

Lo studio di Brunico, uno dei pochi studi di popolazione condotti con I’esecuzione di un
OGTT, ha mostrato un’incidenza del diabete tipo 2 in soggetti di 40-79 anni pari a 7,6 casi
per 1000 persone/anno (4), con un’incidenza 11 volte superiore nei soggetti con IFG, 4
volte superiore nei soggetti con IGT, 3 volte superiore in quelli sovrappeso e 10 volte

superiore negli obesi.

1.2. Le complicanze croniche del diabete: la microangiopatia diabetica

Numerosi studi, osservazionali e di intervento, indicano la durata del diabete e il cattivo
compenso glicemico come i fattori piu frequentemente associati allo sviluppo e alla
progressione delle complicanze microvascolari del diabete.

Studi clinici randomizzati controllati come il DCCT (5), condotto in soggetti con diabete
tipo 1, e gli studi Kumamoto (6) e UKPDS (7,8), condotti in soggetti con diabete tipo 2,
hanno dimostrato come il miglioramento del compenso glicemico (valori medi di HbAlc
pari 0 leggermente superiori a 7%, 1% circa al di sopra del range di normalitd) sia associato
alla riduzione dell’incidenza di complicanze microangiopatiche (retinopatia, nefropatia e
neuropatia).

Nello studio DCCT, lo sviluppo e la progressione di retinopatia sono risultati
significativamente meno frequenti nei pazienti in trattamento intensivo: il rischio di
retinopatia si riduceva del 76% nella coorte in prevenzione primaria e del 54% nella coorte
di intervento secondario. L’effetto benefico del compenso era evidente in entrambi i sessi,
in tutti 1 gruppi di eta e di durata del diabete ed era indipendente dalla presenza di

condizioni concomitanti quali ipertensione arteriosa e neuropatia autonomica.



The DCCT Study. Cumulative Incidence of a Sustained Change in Retinopathy in Patients with IDDM
Receiving Intensive or Conventional Therapy.

In the primary-prevention cohort (Panel A), intensive therapy reduced the adjusted mean risk of the onset of
retinopathy by 76 percent during the course of the study, as compared with conventional therapy (P<0.001). In
the secondary-intervention cohort (Panel B), intensive therapy reduced the adjusted mean risk of progression
of retinopathy by 54 percent as compared with conventional therapy (P<0.001).
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Per quel che riguarda la nefropatia, il trattamento intensivo riduceva il rischio di sviluppare
microalbuminuria del 34% nella coorte in prevenzione primaria e del 43% nel gruppo di
intervento secondario: in questo secondo gruppo I’evoluzione verso la macroproteinuria si
riduceva del 56%. Gli effetti positivi del compenso permanevano anche dopo correzione per
i valori di pressione arteriosa, durata della malattia, livelli di emoglobina glicata all’ingresso

nello studio e fumo di sigaretta.

The DCCT Study. Cumulative Incidence of Urinary Albumin Excretion 2300 mg per 24 Hours (Dashed
Line) and 240 mg per 24 Hours (Solid Line) in Patients with IDDM Receiving Intensive or Conventional
Therapy.

In the primary-prevention cohort (Panel A), intensive therapy reduced the adjusted mean risk of
microalbuminuria by 34 percent (P<0.04). In the secondary-intervention cohort (Panel B), intensive therapy
reduced the adjusted mean risk of albuminuria by 56 percent (P = 0.01) and the risk of microalbuminuria by 43
percent (P = 0.001), as compared with conventional therapy.
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Riguardo alla neuropatia, dopo 5 anni di osservazione I’incidenza di questa condizione si
riduceva nel gruppo in trattamento intensivo del 69% nella coorte in prevenzione primaria e

del 57% nel gruppo di intervento secondario.

The DCCT Study. Prevalence of Abnormal Clinical Neurologic Examinations, Abnormal Results of
Nerve-Conduction Studies, and Abnormal Autonomic-Nerve Studies at Five Years in Patients Receiving
Intensive (Solid Bars) or Conventional (Hatched Bars) Therapy.

Abnormal results of nerve-conduction studies were defined as abnormal results of neurophysiologic tests in at
least two peripheral nerves. The analysis included all patients from either cohort who did not have the
abnormality in question at base line.
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Questo studio ha dunque dimostrato che il compenso glicemico puo ritardare lo sviluppo e
la progressione delle complicanze microvascolari del diabete; i benefici sono maggiori nei
pazienti con minore durata della malattia e con bassi lavori di emoglobina glicata al
momento dello studio.
Successivamente lo studio DCCT-EDIC (Diabetes Control and Complications
Trial/Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications) (studio osservazionale dei
pazienti reclutati nel DCCT) ha dimostrato che gli effetti protettivi del trattamento intensivo
sul rischio di malattia microvascolare persistono anche a 4 anni di distanza dal termine del
trial, malgrado il controllo glicemico nel gruppo in trattamento intensivo fosse equivalente a
quello in trattamento standard durante i 4 anni di follow-up (9). La prevalenza di retinopatia
era significativamente piu bassa nei pazienti appartenti al gruppo della terapia intensiva
rispetto a quelli appartenenti al gruppo della terapia convenzionale durante lo studio DCCT:
il rischio di un peggioramento della retinopatia diabetica rispetto al baseline era del 76%
inferiore nel gruppo in trattamento intensivo rispetto al gruppo in trattamento convenzionale
alla fine del DCCT. Dopo 4 anni di follow-up nello studio EDIC, il 49% dei pazienti in
terapia convenzionale aveva avuto progressione della retinopatia rispetto al 18% dei

pazienti in trattamento intensivo. Analogamente, durante lo studio EDIC [I’incidenza di
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microalbuminuria era dell’11% nei pazienti appartenenti al gruppo in terapia convenzionale
rispetto al 5% nei pazienti in terapia intensiva, con una riduzione del 53% del rischio.
Questo studio ha dunque dimostrato che lo sviluppo delle complicanze microvascolari €
influenzato dall’esposizione ““‘cumulativa™ all’iperglicemia, pertanto il buon compenso
glicemico dovrebbe essere instaurato gia all’esordio della malattia e protratto il piu possibile
nel tempo.

Analogamente a quanto osservato nello studio DCCT-EDIC, il follow-up a distanza di 10
anni dalla conclusione dello studio UKPDS ha confermato i benefici sulle complicanze
microvascolari osservati nel gruppo in trattamento intensivo sebbene il controllo glicemico
fosse equivalente a quello in trattamento standard durante i 10 anni di follow-up (10).
Analisi epidemiologiche basate sui dati degli studi DCCT e UKPDS dimostrano una
relazione curvilinea tra livelli di HbAlc e complicanze microvascolari senza evidenziare
alcun livello soglia nei valori di HbAlc (5,11). Queste analisi suggeriscono quindi che una
riduzione dei livelli di HbAlc da 7% a 6% e associata con un’ulteriore riduzione del rischio

di complicanze microvascolari.

1.3. La nefropatia, la retinopatia e la neuropatia diabetica
Il diabete mellito & una delle cause piu importanti di insufficienza renale terminale. Tra i
pazienti entrati in terapia sostitutiva renale, la prevalenza del diabete negli Stati Uniti €
risultata pari al 44% nel periodo 1999-2002 (12) e in Italia pari al 16% nel periodo 2000-
2002 (13).

Figura 1 Casi incidenti e frequenza aggiustata, stratificati per diagnosi primaria
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L’incidenza della nefropatia & simile nel diabete tipo 1 e tipo 2, con circa il 30% dei pazienti
che sviluppa la complicanza. A causa pero della maggiore prevalenza del diabete tipo 2,
oltre 1’80% dei pazienti diabetici sottoposti a terapia dialitica e rappresentato da soggetti
affetti da questa forma di diabete (14).

La nefropatia diabetica comporta una riduzione dell’aspettativa di vita, dovuta in gran parte
all’elevato rischio cardiovascolare. La spettanza di vita € infatti superiore a 5 anni soltanto
nel 20-40% dei casi; nel diabete di tipo 2, la sopravvivenza a 5 anni (< 10% in alcuni studi)
e peggiore che nel diabete di tipo 1 (35-50%) (14).

La storia naturale della nefropatia diabetica puo essere suddivisa in 5 stadi evolutivi.

Lo stadio I, di iperfiltrazione, caratterizzato da aumento del GFR (glomerular filtration rate)
e ipertrofia renale. A parte I’aumento del volume, la morfologia renale & normale.

Nello stadio Il, clinicamente silente, & presente una normale AER (albumin excretion rate),
normale o elevato GFR. In questo stadio cominciano a svilupparsi tutte le alterazioni
strutturali che caratterizzano la glomerulopatia diabetica, in particolare I’espansione della
regione mesangiale e I’ispessimento della membrana basale glomerulare. Circa il 70% deli
pazienti diabetici rimane in questo stadio.

Il 111 stadio, della nefropatia incipiente, é caratterizzato dalla presenza di microalbuminuria,
mentre il GFR é normale 0 aumentato. La glomerulopatia & di grado moderato.

Nel 1V stadio, chiamato anche nefropatia clinica, sono presenti macroalbuminuria e
proteinuria. Il GFR e normale o ridotto e si comincia ad assistere ad un aumento progressivo
della creatininemia. La glomerulopatia diabetica € molto avanzata e sono presenti lesioni
anche a livello tubulo-interstiziale e vascolare.

Il 'V stadio, di insufficienza renale terminale, é caratterizzata dai sintomi dell’uremia; tutte

le strutture renali presentano sclerosi e vi € necessita di terapia sostitutiva.

Tabella 1 Storia naturale della nefropatia diabetica nel diabete mellito tipo 1

Stadio Albuminuria Pressione arteriosa GFR Ahterazioni strutturali
Iperfiltrazione Mormale o Mormale Aumentato ipertrofia glomerulare
aurmentata T pressione
intraglomerulare
Latente Marmale MNarmale Mormale o aumentato T spessore GBM
[clinicamente) [ vohime mesangiale
Nefropatia 30-299 my24 ore Normake, ma Normale o aumentato TT spessore GEM
incipiente in aumento TT volume mesangiale
Hef‘mpatia 300 mg.f;' i e Aumentata Mormale o m TTT spessora GEM
conclamata progressiva riduzione TTT volume mesangiale

obliterazione glomerulare

parziale con ipertrofia

glomeruli residui
Insufficienza 100 mafld ore Aumentala Fidatio ahliterarions I.||IJIrI(E|IJ|.-h'1'-‘
renale terminale totale

GEM: membrana basale glomerulare



La microalbuminuria ¢ il pit precoce marcatore clinicamente rilevabile di nefropatia (15).
Nel diabete tipo 1, la sua prevalenza € intorno al 20% e I’incidenza é compresa tra I’1,6 e il
4,8 per 100 persone/anno. Dati recenti hanno mostrato che la progressione verso la
proteinuria nell’arco di un decennio avviene in circa il 30-45% dei casi, mentre il 20-25%
dei pazienti regredisce alla normoalbuminuria e il 30-50% rimane allo stadio di
microalbuminuria. Nel diabete tipo 2, la prevalenza della microalbuminuria & del 20% e
I’incidenza e compresa tra I’1,0 e il 7,2 per 100 persone/anno. Pu0 presentarsi gia alla
diagnosi o a breve distanza da essa, in parte perché I’esordio della malattia risale in realta a
diversi anni prima. Inoltre nel diabete tipo2, la microalbuminuria &€ un marcatore meno
specifico di nefropatia diabetica, data la maggiore frequenza di altre patologie associate al
diabete, quali I’ipertensione arteriosa. La progressione verso la macroalbuminuria avviene
nel 21-50% dei casi.

Oltre a costituire un marcatore precoce di nefropatia, la microalbuminuria & un indicatore di
aumentata mortalita cardiovascolare, tanto da rappresentare un fattore di rischio
cardiovascolare indipendente (16). Infine, la microalbuminuria € associata anche ad
insulinoresistenza e sindrome metabolica, di cui € un importante marcatore (17).

Numerosi sono i fattori di rischio di sviluppo e progressione della nefropatia diabetica.
Studi epidemiologici e familiari (18-22) hanno dimostrato che la suscettibilita genetica
contribuisce allo sviluppo di nefropatia sia nel diabete tipo 1 che nel diabete tipo 2. 1
principali fattori di rischio potenzialmente modificabili di sviluppo e progressione di
nefropatia diabetica in individui suscettibili sono il cattivo compenso glicemico (23-25) e
I’ipertensione arteriosa (26-28): nei pazienti con diabete di tipo 1, I’ipertensione € piu
frequentemente causata da una coesistente nefropatia diabetica e caratteristicamente si
manifesta nel momento in cui compare microalbuminuria; nei pazienti con diabete tipo 2,
I’ipertensione & gia presente al momento della diagnosi di diabete in circa il 70% dei
soggetti e puo essere associata alla presenza di nefropatia diabetica, oppure puo essere
espressione di una coesistenza di ipertensione essenziale, oppure puo essere secondaria ad
altre cause, quali la malattia renovascolare.

Altri fattori riconosciuti in grado di aumentare il rischio di nefropatia sono I’iperfiltrazione
glomerulare (29, 30), il fumo di sigaretta (31, 32), la iperlipidemia (33, 34), i livelli di
proteinuria (35,36) e fattori dietetici, quali la quantita e la qualita di proteine e i grassi

contenuti nella dieta (37-40).



Per quanto riguarda la retinopatia diabetica, nei paesi industrializzati, essa rappresenta la piu
frequente causa di nuovi casi di cecita nella popolazione tra i 20 e i 74 anni (41-43). La sua
prevalenza € pari al 23% nei pazienti con diabete mellito tipo 1, 14% nei pazienti con
diabete tipo 2 insulino-trattati e del 3% in pazienti con diabete mellito tipo 2 non insulino-
trattati (44). L’incidenza di retinopatia nella popolazione diabetica italiana e pari a 5-7/100
pazienti-anno, con tassi superiori nel diabete tipo 1 e nel diabete tipo 2 in trattamento
insulinico. Secondo i dati rilevati dai registri dell’Unione Italiana Ciechi, la retinopatia
diabetica si colloca in Italia come la prima causa di ipovisione o di cecita legale in eta
lavorativa (45).

In aggiunta alla glicemia, molti altri fattori sembrano aumentare il rischio di retinopatia
diabetica, quali la nefropatia, I’ipertensione arteriosa, che € un ben definito fattore di rischio
per lo sviluppo di edema maculare (46, 47), la dislipidemia (48).

Le evidenze scientifiche dimostrano che i programmi di screening ed il trattamento della
retinopatia diabetica riducono drasticamente la cecita da diabete: nei paesi in cui tali
programmi sono gia stati applicati, e stata ottenuta una sostanziale riduzione della cecita da

diabete, accompagnata da una importante riduzione del costo socio- sanitario (49,50).

La neuropatia diabetica, periferica ed autonomica, € una patologia eterogenea, con diverse
manifestazioni cliniche, che ha una prevalenza del 20-30% circa nei diabetici adulti. Uno
studio multicentrico italiano riporta una prevalenza di neuropatia periferica del 32,3% e
dimostra come la severita della malattia aumenti con I’aumentare dell’eta e della durata di
malattia (51).

Tra i fattori di rischio vi sono il compenso metabolico, la pressione arteriosa, i lipidi
plasmatici, la durata del diabete, I’indice di massa corporea, il fumo di sigaretta e il
consumo di alcool (52).

La neuropatia autonomica ha una prevalenza del 16-22% nel diabete tipo 2, in rapporto alle
metodiche diagnostiche utilizzate e alle caratteristiche della popolazione esaminata. Eta,
durata della malattia, tipo di diabete, compenso metabolico e fattori di rischio
cardiovascolare sono fattori associati alla comparsa della complicanza. Essa si associa ad
un’aumentata mortalita, soprattutto cardiovascolare (53, 54): infatti clinicamente si puo
presentare con tachicardia a riposo, intolleranza all’esercizio fisico, ipotensione ortostatica,
ischemia cardiaca silente, sindrome da denervazione cardiaca, fino alla morte improvvisa.
Da qui nasce I’esigenza di una maggiore attenzione allo screening per la neuropatia
autonomica, che potrebbe permettere una riduzione del rischio cardiovascolare e della
mortalita nei diabetici affetti da tale complicanza.
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1.4. Le complicanze croniche del diabete: la macroangiopatia diabetica
La macroangiopatia diabetica, nella sua localizzazione coronarica, cerebrale e periferica
degli arti inferiori, € la piu frequente causa di morte ed & una importante causa di invalidita
nella popolazione diabetica dei paesi industrializzati (55).
| pazienti diabetici presentano un eccesso di mortalita pari al 30-40% rispetto alla
popolazione non diabetica (56, 57).
La patogenesi delle lesioni vascolari nel diabetico é tuttora oggetto di studio. Certamente un
precoce ed accelerato sviluppo della aterosclerosi costituisce la principale spiegazione per le
manifestazioni cliniche della macroangiopatia diabetica. Tuttavia I’aterosclerosi non puo
essere identificata come I’unica causa delle complicanze cardiovascolari del diabete. Infatti
non é possibile escludere che anche altre lesioni vascolari, tipicamente associate al diabete,
come la microangiopatia e la sclerosi di Monkeberg (calcificazione della media) abbiano un
ruolo almeno nel precipitare le manifestazioni cliniche delle malattie cardiovascolari nel
paziente diabetico e nell’influenzarne la prognosi.
L’ associazione tra rischio cardiovascolare e compenso glicemico é stata documentata in
numerosi studi. Diversi studi osservazionali prospettici e metanalisi hanno dimostrato che il
rischio di complicanze macrovascolari nel diabete mellito e correlato con i valori di HbAlc
(58-60).
Nello studio DCCT, é stata osservata una tendenza verso la riduzione degli eventi
cardiovascolari nel gruppo in trattamento intensivo rispetto al gruppo in trattamento
standard (41% riduzione del rischio, IC 95% 10-68%) (5). Tuttavia, lo studio DCCT-EDIC
ha dimostrato che gli effetti protettivi del trattamento intensivo sul rischio di malattia
cardiovascolare nei diabetici tipo 1 diventano significativi a 11 anni di distanza dal termine
del trial (61). Infatti, i soggetti randomizzati al trattamento intensivo mostravano una
riduzione del 42% degli eventi cardiovascolari (IC 95% 9-63%; p = 0,02) e una riduzione
del 57% del rischio di infarto del miocardio non fatale, ictus o0 morte cardiovascolare (IC
95% 12-79%; p = 0,02).
L’importanza del buon controllo glicemico sin dalla diagnosi diabete al fine di ridurre non
solo il rischio di microangiopatia ma anche quello cardiovascolare € ampiamente ribadita
dai dati a 10 anni del’UKPDS; lo studio dimostra, infatti, come gli effetti di un buon
controllo glicemico, ottenuto nel passato, si traducano in una significativa riduzione della

mortalita e degli eventi cardiovascolari (10).
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1.5. Gli altri fattori di rischio cardiovascolare
Alcune condizioni spesso associate al diabete, quali I’ipertensione arteriosa, la dislipidemia,
il fumo di sigaretta ecc., sono indipendenti fattori di rischio cardiovascolari. Studi clinici
hanno dimostrato che un intervento intensivo teso all’ottimizzazione di tutti questi fattori di
rischio riduce la mortalita totale, la mortalita cardiovascolare e gli eventi cardiovascolari
(62, 63).
L’alterazione lipidica piu comune e piu tipica del diabete € rappresentata
dall’ipertrigliceridemia, diminuzione del colesterolo HDL, aumento delle LDL e HDL piu
piccole e dense, aumento delle lipoproteine ricche in trigliceridi in fase postprandiale (64-
67). L’insieme di queste alterazioni costituisce la cosiddetta “dislipidemia diabetica”, che
contribuisce all’aumentato rischio cardiovascolare caratteristico dei diabetici. L’aumento
del colesterolo LDL ¢ il principale fattore lipidico di rischio cardiovascolare anche nel
paziente diabetico. Numerosi trial clinici hanno dimostrato I’efficacia del trattamento
ipocolesterolemizzante, in particolare con statine, nella popolazione generale — sia in
prevenzione primaria sia in quella secondaria. Gli studi effettuati nella popolazione
diabetica sono, invece, in numero inferiore. Due metanalisi di tali studi, pero, una del 2006
e una del 2008 (68, 69), dimostrano che la riduzione di un mmol di colesterolo LDL induce
nei diabetici effetti almeno pari a quelli ottenuti nei non diabetici: riduzione significativa
della mortalita totale (9% nei diabetici vs 13% nei non diabetici), di quella cardiovascolare
(13 vs 18%) e degli eventi cardiovascolari (21% per entrambi). Inoltre, la riduzione sia del
rischio relativo sia assoluto é significativa, indipendentemente dal livello di colesterolo
LDL iniziale, ed e presente sia in prevenzione primaria che secondaria. Sulla base dei
risultati ottenuti negli studi di intervento le principali linee-guida indicano come obiettivo
ottimale un valore di colesterolo LDL < 100mg/dl per tutti i diabetici sia in prevenzione
primaria che secondaria (70-73). Nei pazienti in prevenzione secondaria a rischio
cardiovascolare molto elevato per la co-presenza di altri fattori di rischio, livelli di
colesterolo LDL ancora piu bassi (< 70 mg/dl) potrebbero rappresentare un’opzione
terapeutica aggiuntiva.
Anche I’ipertensione arteriosa & una comorbilita comune nel diabete ed e un fattore di
rischio indipendente per lo sviluppo di patologia cardiovascolare. Studi clinici randomizzati,
tra cui gli studi HOT (Hypertension Optimal Treatment), UKPDS-38 (UK Prospective
Diabetes Study) ed ABCD, dimostrano che nei soggetti diabetici I’abbassamento dei valori
pressori a < 130 mmHg per la sistolica e < 80 mmHg per la diastolica si associa a riduzione
degli eventi coronarici ed ictus (74-78). Sulla base di questi dati un obiettivo pressorio <
130/80 mmHg é quindi raccomandato dalla maggior parte delle piu recenti linee-guida.
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2. SCOPI

Da quanto detto finora, si evince che il vero obiettivo nel trattamento del paziente con
diabete mellito tipo 2 & la prevenzione e la cura delle sue complicanze croniche, sia
microangiopatiche che macroangiopatiche.
E per questo motivo che la mia attivita di ricerca svolta durante questo ciclo di dottorato si &
diretta proprio verso questo argomento ed in particolare si & focalizzata sui seguenti aspetti
specifici delle complicanze del diabete.
Per quanto riguarda le complicanze microangiopatiche, scopo della mia ricerca & stato
quello di:

Valutare la morfologia renale del paziente diabetico e le alterazioni emodinamiche
che si associano alla nefropatia diabetica incipiente e studiare i marcatori

precoci/predittori della nefropatia diabetica

Per quanto riguarda invece le complicanze macroangiopatiche, la mia ricerca e stata
indirizzata verso:

Lo studio della relazione tra le sub frazioni lipoproteiche e I aterosclerosi
subclinica

La valutazione comparativa degli effetti di due trattamenti ipoglicemizzanti orali

sulla mortalita e la morbidita cardiovascolare

Per raggiungere questi obiettivi, sono stati effettuati 3 studi di cui riporterd i dettagli nei
capitoli seguenti. | primi due studi sono stati completati durante il corso del dottorato e sono
stati pubblicati su riviste scientifiche internazionali (riportate in Appendice). Il terzo studio
invece é tuttora in corso e presenterd nei dettagli il razionale, protocollo di studio e lo stato

di avanzamento dei lavori.
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3. STUDI

3.1 Studio n.1. Utilizzo dell’indice di resistenza renale nella identificazione e predizione
della nefropatia diabetica

L’ecografia € un metodo semplice, facilmente applicabile, non invasivo e ben validato per
lo studio della morfologia renale, per la diagnosi di stenosi dell’arteria renale e per la
misurazione delle resistenze vascolari nel parenchima renale (79-81).

L’indice di resistenza renale (RI1), misurato attraverso I’ecodoppler, e attualmente utilizzato
largamente nella pratica clinica come indice di perfusione renale. E stato dimostrato essere
associato con il rigetto a lungo termine del rene trapiantato e con la sopravvivenza nei
pazienti portatori di trapianto renale (82,83). In uno studio prospettico, in soggetti trapiantati
di rene, un elevato indice di resistenza si € mostrato un forte predittore di perdita per rigetto,
piu forte di altri fattori di rischio gia noti, quali la proteinuria e I’eta del donante (84).

Non esiste al momento un cut-off validato per distinguere valori di indice di resistenza alti
da valori normali. Radermacher et al. hanno dimostrato che valori di Rl compresi tra 0.75 e
0.85 sono associati con decadimento della funzione renale nei pazienti con insufficienza
renale cronica e stenosi dell’arteria renale, e predicono la perdita per rigetto di rene
trapiantato (85). Gli stessi autori hanno poi messo in relazione I’aumentato indice di
resistenza con la degenerazione fibroproliferativa del rene (86).Un aumentato indice di
resistenza riflette un processo di degenerazione renale che risulta in una riduzione dell’area
vascolare intrarenale con conseguente aumento delle resistenze vasali intrarenali (87): il
progressivo danno renale si associa a fibrosi interstiziale e perdita di capillari e glomeruli,
con conseguente progressiva riduzione dell’area vascolare renale e quindi incremento delle
resistenze vascolari intrarenali. E stato pertanto ipotizzato che una aumento delle resistenze
renali si verifichi anche nella degenerazione renale tipica della nefropatia diabetica. Diversi
autori hanno osservato elevate resistenze renali in pazienti con diabete e con nefropatia
diabetica (88-90), al contrario di altri (91). Poco chiara € invece la capacita dell’indice di
resistenza renale di identificare e predire lo sviluppo di nefropatia in soggetti diabetici ma
con normale funzione renale. Uno studio prospettico condotto in pazienti diabetici con
ipertensione, albuminuria ed un elevata prevalenza di eventi cardiovascolari, ha mostrato
che un RI > 0.80 si associa con la tipica nefropatia diabetica (valutata su campioni bioptici)
e con il decadimento della funzione renale a 4 anni (92). Se I’RI predice la nefropatia
diabetica anche in pazienti a piu basso rischio, indipendentemente dall’albuminuria, e quale

sia il migliore cut-off da utilizzare in questi soggetti, rimane non noto.
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Noi abbiamo valutato I’uso della misurazione dell’indice di resistenza renale nella normale
pratica clinica, studiando prospetticamente una coorte di pazienti diabetici tipo 2 ipertesi,
prevalentemente normoalbuminurici, in assenza di precedenti eventi cardiovascolari,
largamente rappresentativi dei pazienti diabetici routinariamente seguiti negli ambulatori di
diabetologia e nella pratica clinica.
Quindi, scopo del nostro lavoro é stato:

1. confrontare I’indice di resistenza renale in soggetti diabetici e in soggetti ipertesi

non diabetici ed identificare un cut-off utile a definire le elevate resistenze renali
2. valutare se un aumento delle resistenze renali si associa ai segni clinici della
nefropatia diabetica e alla sua progressione nel tempo

Materiali e metodi
La popolazione di studio € costituita da 92 pazienti affetti da diabete mellito tipo 2, di eta
40-70 anni, con una durata di malattia di almeno un anno, ipertensione arteriosa di grado
lieve 0 moderato e con normale funzione renale, reclutati consecutivamente presso I’area di
Diabetologia del nostro Istituto tra il novembre 2001 e il marzo 2002, e da 37 soggetti di
controllo ipertesi non diabetici, nello stesso range di eta. Criteri di esclusione erano: alterata
funzione renale, obesita severa, precedenti eventi cardiovascolari.
Il diabete & stato definito secondo i criteri OMS: glicemia a digiuno superiore a 126 mg/dl
in pit di un’occasione, o uso di farmaci ipoglicemizzanti (93). L’ipertensione € stata
definita secondo i criteri del Seventh Report of the Joint National Commitee on high blood
pressure e cioé pressione arteriosa sistolica superiore a 140 mmHg e/o pressione arteriosa
diastolica superiore a 90mmHg, o uso di farmaci antipertensivanti (94).
La funzione renale é stata misurata attraverso la valutazione della clearance della creatinina
calcolata e definita normale se la clearance della creatinina risultava superiore o uguale a 60
ml/min/1.73 m? della superficie corporea (95).
| soggetti marcatamente obesi (peso corporeo > 120 kg) sono stati esclusi dallo studio a
causa delle possibili difficolta tecniche nell’esame ultrasonografico.
Misurazioni
Tutti i partecipanti sono stati sottoposti ad esame clinico completo: sono state raccolte
informazioni sull’abitudine al fumo di sigaretta, sull’anamnesi patologica e sulla terapia
farmacologica in atto. L’esame clinico comprendeva la misurazione dell’altezza (m) e del
peso corporeo (kg), effettuati in abiti leggeri, senza scarpe. L’indice di massa corporeo
(IMC) & stato calcolato come il rapporto tra il peso espresso in kg e I’altezza espressa in m?;
la pressione arteriosa (mmHg) veniva misurata in decubito supino, dopo circa 5 minuti di

riposo, tre volte consecutivamente a distanza di circa due minuti e la media di queste tre €
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stata usata nell’analisi. Gli esami ematochimici venivano effettuati al mattino a digiuno. La
glicemia, la colesterolemia totale e HDL, la trigliceridemia e la creatininemia venivano
misurate con metodi standard. L’emoglobina glicata (HbAlc) veniva misurata con il
metodo HPLC.

L’esame urine e il dosaggio della alouminuria e della creatinuria veniva praticato su raccolta
estemporanea delle urine, in assenza di possibili cause di albuminuria intercorrenti, quali
presenza di iperglicemia o ipertensione marcate, scompenso cardiaco congestizio, episodi
febbrili concomitanti. La microalouminuria e la macroalbuminuria sono stati definite
secondo le indicazioni dell’American Diabetes Association , e cioé la microalbuminuria
come un valore di albuminuria compreso tra 30 e 299 pg/mg di creatinuria e la
macroalbuminuria come un valore superiore o uguale a 300 ug/mg di creatinuria (96). La
clearance della creatinina € stata calcolata secondo I’equazione del Modification of Diet in
Renal Disease (MDRD) Study Group modificata secondo Levey: Clearance della creatinina
(ml/min/1.73 m? = 186 x [creatininemia (mg/dl)]™*** x [eta (anni)]®*® x 0.742 (nelle
femmine) x 1.210 (nei soggetti di razza nera) (97)

Studio prospettico

Ai fini della valutazione prospettica, i soggetti diabetici sono stati sottoposti ad un secondo
esame clinico a distanza di 48 + 5 mesi. Sono state ricavate informazioni sull’abitudine al
fumo di sigaretta, sull’anamnesi patologica prossima e sulla terapia farmacologica in atto.
Sono state effettuate le misurazione dell’antropometria e della pressione arteriosa. Gli esami
ematochimici comprendevano profilo lipidico, glicemia, HbAlc, esame urine e
microalbuminuria con successivo calcolo della clearance della creatinina.

La progressione della nefropatia diabetica € stata definita come il passaggio da una
condizione di normoalbuminuria al primo esame ad una condizione di microalbuminuria o
macroalbuminuria al secondo esame, oppure come il passaggio dalla microalbuminuria al
primo esame alla macroalbuminuria al follow-up.

Studio con EcoColorDoppler

Al basale, tutti i partecipanti sono stati sottoposti a studio ecografico dei reni. Tutti gli esami
sono stati effettuati con un EcoColorDoppler Philips HDI 5000 Sono-CT, utilizzando un
trasduttore C 5-2, da due operatori che non erano a conoscenza dei dettagli clinici del
paziente né dei rilievi laboratoristici. L’esame veniva effettuato a paziente in posizione
supina, con decubito laterale, dopo una notte di digiuno al fine di minimizzare I’interferenza
dei gas intestinali. Una completa valutazione ultrasonografica B-mode della morfologia
renale veniva praticata a tutti i pazienti: il volume renale (in cm®) & stato calcolato come il

prodotto di lunghezza (cm) x larghezza (cm) x spessore (cm) x n/6, secondo la formula
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dell’ellissoide, ed espresso per ogni soggetto come il valore medio dei due reni (Mean Renal
Volume MRV). Il Renal Area Index (RAI) é stato misurato come MRV/ superficie corporea
e la superficie corporea calcolata secondo la seguente formula: superficie corporea =
0.20247 x altezza (m)® "% x peso corporeo (kg)>** (98).

L’aorta addominale veniva visualizzata e il picco di velocita sistolica (PSV Peak Systolic
Velocity) misurato a livello dell’arteria mesenterica. La velocita veniva misurata sui
segmenti prossimale, medio e distale di ambedue le arterie renali, con un angolo tra la sonda
e I’arteria renale < al 60%. La presenza e la severita della stenosi dell’arteria renale e stata
valutata secondo criteri validati (99-101). L’Indice di Resistenza € stato calcolato come RI =
PSV - velocita di fine diastole/PSV. Sei misurazioni venivano ottenute dalle arterie
superiore, media ed inferiore di ogni rene e il valore medio ¢ stato utilizzato per I’analisi. La
durata media di ogni esame era di circa 30 minuti.

La variabilita tra i due operatori che praticavano I’esame ecografico € stato valutato in un
gruppo di 26 pazienti a cui I’IR era misurato a distanza di 1 ora da entrambi gli operatori in
cieco. L’analisi ha dimostrato una elevata concordanza, infatti I’intervallo di variabilita
interosservatori era -0.035/+0.044, il coefficiente di riproducibilita era 0.0043 e I’analisi del
t-test di Student per dati appaiati non ha mostrato differenze significative tra le misurazioni
effettuate tra i due operatori(t = 0.15, p ns) (102)

Studio con Risonanza Magnetica Nucleare (RMN)

Tutti i partecipanti sono stati sottoposti ad angio-RMN al basale al fine di valutare la
presenza di eventuali stenosi significative dell’arteria renale. La stenosi dell’arteria renale
interferisce con la misurazione delle resistenze intrarenali, portando ad un aumento
dell’indice di resistenza renale, indipendente dal grado di compromissione delle strutture
intraparenchimali. Attualmente la RMN rappresenta il gold standard per la diagnosi di tale
patologia ed € pertanto stata utilizzata al fine di escludere quei casi con alte resistenze renali
da cause vascolari. L’esame veniva effettuato con un apparecchio a 1.5 T (Gyroscan, Intera,
Philips Medical System). Il mezzo di contrasto utilizzato era il gadopentato dimeglumina
(Magnevist, Schering, Berlin, Germany). Stenosi pari o superiori al 50% sono state
considerate come emodinamicamente significative.

E stata osservata un’elevata concordanza tra ecografia e RMN, condotti in doppio cieco, in
quanto tutte le alterazioni emodinamiche diagnosticate all’osservazione ecografica (sia le
stenosi significative che le alterazioni non significative) sono state confermate all’analisi
RMN.

Analisi statistica
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Le analisi statistiche sono state condotte con il software SPSS per Windows (103). | dati
sono stati espressi come media e deviazione standard o percentuali; per le variabili
distribuite in maniera non normale, i valori sono stati trasformati in forma logaritmica e
utilizzati come tali nelle analisi statistiche ma sono mostrati nel testo come valori originali.
Il confronto tra medie & stato eseguito con il t-test di Student per dati non appaiati e con
I’ANOVA test. Le proporzioni sono state confrontate con I’analisi del Chi quadrato e
I’aggiustamento per le covariate con la regressione logistica, quando opportuno.

Risultati

L’angio-RMN ¢é stata praticata nell’88% dei pazienti diabetici (80/92). Ai restanti 12
soggetti I’esame non ¢ stato effettuato per specifiche controindicazioni o a causa di
claustrofobia. In questi pazienti, la presenza di stenosi delle arterie renali é stata esclusa
sulla base del riscontro ecografico.

Dei 92 pazienti diabetici reclutati nello studio, un paziente é stato escluso in quanto I’esame
ecografico é risultato tecnicamente inadeguato; in un soggetto € stata riscontrata una stenosi
di un’arteria renale > 60%, confermata all’angio-RMN, per cui ¢ stato eliminato dall’analisi;
un terzo era portatore di alta velocita di flusso e turbolenza all’origine di una delle arterie,
dovuta a tortuosita (kinking). In un quarto paziente, infine, & stata incidentalmente
riscontrata una massa renale di natura neoplastica. Questi pazienti sono stati esclusi dalle
analisi statistiche per I’interferenza che tali patologie possono portare sul volume e
sull’emodinamica renale.

Tutti i soggetti di controllo avevano arterie renali normali.

Riassumendo, la popolazione finale che é stata inclusa nelle analisi € composta da 88
soggetti diabetici e 37 controlli non diabetici.

Le caratteristiche generali della popolazioni sono mostrate nella tabella 2. | pazienti
diabetici erano signidificativamente piu vecchi e piu in sovrappeso e, per definizione,
avevano valori di glicemia a digiuno piu alti rispetto ai controlli; la pressione arteriosa, i
lipidi plasmatici e la clereance della creatinina erano simili nei due gruppi. | pazienti
diabetici avevano volume renale maggiore e piu alte resistenze intrarenali rispetto ai
soggetti non diabetici (p < 0.001); queste differenze persistevano anche dopo correzione per
la differenza di eta e di BMI tra i due gruppi con I’analisi della covarianza. Tutti i
partecipanti erano in trattamento con farmaci per I’ipertensione e la proporzione di pazienti
in terapia con inibitori del sistema renina angiotensina (ACE inibitori o ARB- antagonisti
recettoriali dell’angiotensina) era lievemente, ma non significativamente, maggiore nei

soggetti diabetici.
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Table 1 General characteristics of diabetic and non-diabetic participants

Without diabetes (n = 37)

With diabetes (n = 88)

M/F 27/10 44/44*

Age (years) 51.0=12.0 57.4 +7.6*
BMI (kg/m?) 26.9+3.6 28.9+3.6*
Plasma glucose (mg/dl) 86+8 171+ 57**
Systolic blood pressure (mmHg) 139+15 140+ 16
Diastolic blood pressure (mmHg) 82+8 81+8

Total cholesterol (mg/dl) 201432 202 £ 36

HDL cholesterol (mg/dl) 48+9 51+14
Triglycerides (mg/dl) 112 [83—-179] 123 [95-174]
Serum creatinine (mg/dl) 0.92+0.11 0.87 £0.20
e-GFR (ml/min/1.73 m?) 86.8 [72.8—106.4] 90.9 [78.8—107.2]
Renal volume (cm?) 165432 197 + 46**
Renal resistance index 0.59+0.05 0.69 +0.05*
Treated with ACE-I (%) 42 47

Treated with ARB (%) 48 53

e-GFR: estimated glomerular filtration rate; ACE-I: angiotensin-converting enzyme inhibitors; ARB: angiotensin receptor blockers.

Data is expressed as M + SD or percentages.
Triglycerides and e-GFR are expressed as median and interquartile range [ ].
*p < 0.01; *p < 0.001.

| valori osservati di IR erano normalmente distribuiti in entrambi i gruppi di diabetici e non
zione di frequenza sono mostrati nella figura 1. | valori vanno da 0.61 a 0.80 nel gruppo di
soggetti diabetici e da 0.48 a 0.67 nel gruppo di controllo; la mediana e il range interquartile
erano, rispettivamente, 0.69 (0.66-0.72) e 0.60 (0.54-0.62). In questa popolazione nessuno
dei pazienti diabetici aveva valori di IR > 0.80, un valore precedentemente associato alla
progressione della nefropatia diabetica. L’80° percentile della distribuzione dell’IR nei
pazienti diabetici (i.e. IR>0.73) e stato scelto come cut-off arbitrario per separare i soggetti
con normale da quelli con alto indice di resistenza renale nelle analisi successive. Questo

valore chiaramente separa i diabetici dai non diabetici.
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Figure 1 Frequency distribution (median, interquartile
range and range) of Rl values in diabetic and non-diabetic
participants.

Le caratteristiche al basale dei soggetti diabetici, suddivisi in base all’IR sono riassunti nella
tabella 2. | pazienti con alte resistenze renali (IR > 0.73) presentavano, rispetto a quelli con
basse resistenze (IR < 0.73), una durata del diabete significativamente maggiore ed una
minore pressione diastolica (p < 0.05); I’eta, il BMI, la pressione diastolica, la pulse
pressure, i lipidi plasmatici, I’'HbAlc e la percentuale di fumatori non erano
significativamente differenti tra i due gruppi. La proporzione di pazienti in trattamento con
farmaci inibitori del sistema renina-angiotensina (ACE-1 o ARB) non differiva tra i due
gruppi: tutti i pazienti diabetici erano in trattamento con farmaci agenti sul sistema renina-
angiotensina, da soli o in associazione con farmaci antipertensivanti appartenenti ad altre
classi (tra i soggetti con basse resistenze renali, il 52% era in trattamento con sartani ed il
restante 48% con ACE inibitori, mentre nel gruppo con alte resistenze, il 54% era in terapia
con sartani e il restante 46% con ACE inibitori). Nessuna differenza era presente nella
prevalenza di retinopatia e di complicanze macroangiopatiche clinicamente evidenti.

Per quanto riguarda i parametri di funzione renale, nessuna differenza era presente nei valori
creatinina plasmatica e di clereance della creatinina, mentre I’escrezione urinaria di
albumina (AER - albumin excretion rate) era significativamente maggiore nei soggetti con
alte resistenze rispetto a quelli con resistenze normali (p < 0.01); questa differenza

persisteva anche dopo correzione per la durata del diabete nell’analisi della covariata.
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Table 2 General characteristics of diabetic participants by renal resistance index

RI<0.73 (n = 67) RI=0.73 (n=2)
M/F 35/32 9/12
Age (years) 56.6+7.8 60.0+7.3
Diabetes duration (years) 10.5+£8.8 18.1 £ 12.6™
BMI {kg!mzl 28.7+3.5 29.8 +4.0
Systolic blood pressure (mmHg) 139 +15 140+ 20
Diastolic blood pressure (mmHg) 82+8 78 9"
Pulse pressure (mmHg) 57+ 14 6218
HbA1c (%) 7.2+1.3 7.6+1.6
Serum creatinine (mg/dl) 0.87+0.21 0.83+£0.20
e-GFR (ml/min/1.73 mZJ 91.8 [78.6—107.1] 87.5 [79.2-107.8]
Albumin excretion rate (ug/mg) 15.1 [8.6—33.4] 27.7 [12.1-235.4]"*
With albuminuria, n (%) 19 (29) 10 (48)
Renal resistance index 0.67 £0.03 0.75 £0.02**
Renal volume (cm®) 202 + 50 182+ 35
Treated with ACE-| (%) 48 46
Treated with ARB (%) 52 54

e-GFR: estimated glomerular filtration rate; ACE-l: angiotensin-converting enzyme inhibitors; ARB: angiotensin receptor blockers.
Data is expressed as M+ SD or percentages.

e-GFR and albumin excretion rate are expressed as median and interquartile range [ ].

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

Per valutare il significato prognostico dell’indice di resistenza, i soggetti diabetici sono stati
rivalutati dopo circa 4 anni. Al follow-up, I’AER aumentava sostanzialmente da 27.7 pg/mg
(12.1-235.4) a 265.0 pg/mg (23.8-1018.1) nei soggetti con alto IR (p< 0.001), ma non i
quelli con IR < 0.73, da 15.1 pg/mg (8.6-33.4) a 16.1 pg/mg (10.7-67.2) (figura 2-A). i
risultati erano sostanzialemte simili quando I’analisi veniva ristretta al sottocampione di

soggetti con normalbuminuria al basaline (figura 2-B).
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Figure 2  Albumin excretion rate (median) at baseline and follow-up (4.5 years) in patients with normal or high intrarenal
resistance index (RI).

Al contrario, la clereance della creatinina si riduceva significativamente nel gruppo con alte
resistenze (da 91.8 ml/min a 66.5 ml/min, p < 0.001) ma non nel gruppo con IR < 0.73 (da
87.5 ml/min a 70.2 ml/min, p ns).
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In totale, 15 pazienti (6 soggetti con IR < 0.73 e 9 soggetti con IR > 0.73) erano andati
incontro a progressione dello stato albuminurico (progressione da una condizione basale di
normoalbuminuria ad una condizione di micro/macroalbuminuria al follow-up oppure
progressione da una condizione basale di microalbuminuria alla macroalbuminuria al
follow-up). Una proporzione significativamente maggiore di soggetti con alte resistenze
renali mostravano progressione dello stato albuminurico rispetto ai soggetti con IR < 0.73
(52.9% vs 9.5%, p < 0.001; OR 10.7 con 95% CI 3.0-38.0) (figure 3). | pazienti con
macroalbuminuria al baseline (n = 8) erano esclusi da quest’analisi. Quando I’analisi era
ristretta al sottogruppi di pazienti con normoalbuminuria al baseline (n = 59), la percentuale
di progressione era pari al 45.5% e al 10.5% rispettivamente nel gruppo con IR > 0.73 e nel
gruppo con IR <0.73 (p <0.001, OR 7.27 con 95% CI 1.6-32.3).

60 @ RI<0.73
@ RIz0.73
50

40

X 30 P 0001
OR 10.7
(95% CI 3.0-38.0

P =000
OR7.2
(95% CI 1.6-32.3)

20

r
total sample normoalbuminuria at baseline

Figure 3 Progression of albuminuric state according to
baseline intrarenal resistance index (RI).

L’ HbAlc, i lipidi plasmatici, la prevalenza del fumo di sigaretta o di tipo di terapia anti-
ipertensivante non cambiava significativamente dal baseline al follow-up in entrambi i
gruppi (dati non mostrati).

Infine & stata condotta I’analisi di regressione Cox con la progressione dello stato
albuminurico come variabile out come e I’IR, I’AER al basale, la clereance della creatinina,
la pressione arteriosa, la pulse pressure, I’HbA1c, la durata del diabete, il fumo di sigaretta,
la terapia antipertensiva e I’eta come predittori. Questa analisi ha confermato che I’IR >
0.73 € un potente predittore della progressione della microalbuminuria, indipendente dagli
altri fattori di rischio per albuminuria. L’OR per la progressione dello stato albuminurico,
calcolato come esponenziazione dei coefficienti di regressione, era 5.00 (95% CI 1.4-17.7)

per i pazienti con IR > 0.73 vs quelli con IR < 0.73 (tabella 3)
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Table 3 Multivariate regression analysis (Cox model) of
the relation of Rl with progression of the albuminuric state

Baseline OR 95% ClI

RI (<0.73, >0.73) 5.01 1.45-17.7
Age (years) 0.95 0.86—1.05
Smoking (yes/no) 0.93 0.40-2.17
Systolic blood pressure (mmHg) 1.00 0.97-1.04
Diabetes duration (years) 1.02 0.97-1.07
e-GFR (ml/min/1.73 m?) 0.97 0.94-1.01
HbA1c (%) 1.39 0.91-2.11
Antihypertensive therapy 1.01 0.97-1.05

Baseline albumin excretion rate (ng/mg) 0.76 0.18-3.25

e-GFR: estimated glomerular filtration rate.
Results were very much the same if pulse pressure was used
instead of systolic blood pressure.

Discussione

Il nostro studio mostra chiaramente che i pazienti con diabete mellito tipo 2 ed ipertensione
arteriosa e con normale funzione renale hanno valori di resistenze renali significativamente
maggiori rispetto ai pazienti ipertesi non diabetici.

Un valore di RI di 0.73, corrispondente all’80esimo percentile della distribuzione dell’RI
nella popolazione diabetica chiaramente discrimina i soggetti diabetici da quelli non
diabetici; inoltre, un Rl > 0.73 si associa nei soggetti diabetici ad un’aumentata escrezione
urinaria di proteine nelle analisi cross-sectional e predice lo sviluppo/progressione
dell’albuminuria nel tempo. L’OR non aggiustato per la progressione dello stato
albuminurico era di 10.7 con 95% CI di 3.0-38.0 per i soggetti con alto RI vs quelli con RI
normale.

L’iperglicemia, I’ipertensione arteriosa e il fumo di sigaretta sono fattori di rischio noti per
nefropatia diabetica mentre I’uso di farmaci inibitori del sistema renina angiotensina puo
rallentare la progressione della malattia (7-11, 104-109). Dopo correzione per questi fattori
e per I’AER basale, I’OR per la progressione dello stato albuminurico associato ad un valore
di Rl1 >0.73 era di 5.01 con 95% CI di 1.4-17.7, confermando quindi che un elevato RI € un
predittore significativo ed indipendente di progressione di nefropatia diabetica.

I valori di pressione arteriosa e la proporzione di soggetti in trattamento con farmaci agenti
sul sistema renina angiotensina erano simili al baseline nei due gruppi con elevate e con
normali resistenze; inoltre, nessun cambiamento significativo nei valori di pressione
arteriosa e di compenso glicemico o nella proporzione dei soggetti in terapia con ACE
inibitori o con antagonisti recettoriali dell’angiotensina Il sono stati osservati in entrambi i

gruppi tra il baseline e il follow-up, dando conferma del ruolo indipendente dell’RI
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nell’identificazione di quei pazienti piu propensi a sviluppare o andare incontro a
peggioramento della nefropatia diabetica.

Uno dei vantaggi dell’utilizzo in clinica della misurazione delle resistenze renali nella
valutazione del paziente diabetico e che questo & un dato facilmente rilevabile con esame
ecografico. L’ecodoppler renale & un strumento non invasivo di studio della
vascolarizzazione renale, validato in differenti patologie, quali I’insufficienza renale acuta e
cronica, il rigetto da trapianto, le ostruzioni delle vie urinarie e le malattie glomerulari ed
interstiziali croniche. In particolare, il calcolo dell’indice di resistenza a livello delle arterie
interlobari e stato dimostrato essere un indicatore accurato e riproducibile dell’impedenza
del flusso ematico renale. Un aumento dell’indice di resistenza potrebbe riflettere un
processo di sclerosi renale risultante in una riduzione dell’area vascolare intrarenale e
conseguentemente con I’aumento delle resistenze vascolari intrarenali (86, 87). Il
progressivo danno renale e associato con fibrosi interstiziale e perdita dei glomeruli, con
conseguente riduzione dell’area vascolare renale e incremento sempre maggiore delle
resistenza vascolari intrarenali. Piu recentemente é stato dimostrato che le elevate resistenze
intrarenali si associano anche con i tradizionali fattori di rischio cardiovascolari (110), cosi
come con un danno vascolare aterosclerotico subclinico, suggerendo quindi che I’indice di
resistenza renale pud anche rappresentare un marcatore precoce di danno vascolare
sistemico (111, 112).

Non esiste al momento un cut-off validato per distinguere valori di indice di resistenza alti
da valori normali; valori di Rl compresi tra 0.75 e 0.85 sono stati associati con decadimento
della funzione renale nei pazienti con insufficienza renale cronica e stenosi dell’arteria
renale (82, 85, 86), e sembrano predire la perdita per rigetto di rene trapiantato (84).

Diversi studi cross-sectional hanno dimostrato che i pazienti diabetici mostrano un
incremento dei valori di RI rispetto ai soggetti non diabetici e che piu alti valori di RI sono
associati con alterazione della funzione renale (88, 89). Gli studi prospettici invece che
hanno valutato I’uso dell’RI come predittore di nefropatia diabetica, soprattutto in soggetti a
piu basso rischio, sono stati davvero pochi. Uno studio prospettico condotto in pazienti
diabetici tipo 2, con micro/macroalbuminuria, ipertensione e ad alto rischio cardiovascolare
(e quindi ad alto rischio di sviluppare/peggiorare la nefropatia diabetica) ha mostrato che un
RI > 0.80 era associato con gli aspetti tipici della nefropatia diabetica, valutata su campioni
bioptici renali percutanei, e con il decadimento della funzione renale nel tempo (92).

Il nostro studio espande le conoscenze attuali dimostrando che in una coorte di pazienti a
pit basso rischio e quindi maggiormente rappresentativi dei pazienti con diabete tipo 2

routinariamente visti nella pratica clinica, un valore di Rl > 0.80 é raramente riscontrabile.
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Inoltre, un valore di Rl > 0.73 chiaramente discrimina i soggetti diabetici dai non diabetici e
predice I’insorgenza e la progressione della microalbuminuria, indipendentemente dagli altri
predittori di nefropatia diabetica, tra cui I’escrezione urinaria di albumina al baseline.

Questi risultati, sebbene prodotti in un piccolo campione, suggeriscono fortemente che la
misurazione dell’RI € un metodo utile per la identificazione di quei pazienti piu proni a
sviluppare o peggiorare lo stato di albuminuria, permettendo quindi I’implementazione di
interventi appropriati per prevenire o ritardare la progressione della nefropatia diabetica.

I limiti di questo studio includono le ridotte dimensioni del campione e la definizione
dell’albuminuria basata su una sola misurazione. Entrambi le condizioni pero si potrebbero
associare ad un risultato nullo, piuttosto che ad un risultato positivo. Il disegno prospettico
dello studio e la totale completezza dei dati al follow-up rappresentano i maggiori punti di
forza dello studio; inoltre I’accurata ricerca delle stenosi dell’arteria renale e la selezione
della popolazione di studio, che rende largamente generalizzabili i risultati, devono anche
essere tenuti in conto.

Se replicato in un campione di piu ampie dimensioni, i risultati di questo studio potrebbero
giustificare 1’'uso routinario dell’ecodoppler renale, in aggiunta alla misurazione
dell’albuminuria, per I’identificazione di quei pazienti che piu probabilmente vanno
incontro a danno renale, nei quali I’applicazione di appropriati interventi potrebbero

prevenire o ritardare la progressione a stadi piu avanzati della malattia.
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3.2 Studio n.2 Relazione tra le Subfrazioni lipoproteiche e I’aterosclerosi a livello
carotideo in una popolazione di Eschimesi d’Alaska (lo studio GOCADAN)

E noto che i lipidi plasmatici “classici” hanno un ruolo fondamentale nella definizione del
rischio cardiovascolare. Il profilo lipidico tipicamente piu aterogeno € quello caratterizzato
da un aumento del colesterolo LDL, con aumento delle LDL piccole e dense, una riduzione
del colesterolo HDL e un aumento dei trigliceridi. In realta, ogni classe lipoproteica é
costituita da uno spettro continuo di particelle con differenti dimensioni, densita,
metabolismo e con conseguente differente impatto aterogeno. La relazione tra le subfrazioni
lipoproteiche e I’aterosclerosi é stata finora poco studiata, principalmente perché i metodi di
laboratorio per la determinazione delle lipoproteine richiedono campioni di sangue
voluminosi, sono laboriosi e lunghi, e quindi poco adatti a studi di popolazione.
Recentemente e stata introdotta la spettroscopia di risonanza magnetica nucleare (RMN)
protonica, un metodo rapido e relativamente poco costoso che misura su un piccolo
campione di sangue, fresco o congelato, allo stesso tempo dimensioni e distribuzione
dell’intero spettro lipoproteico. Queste caratteristiche rendono questo metodo adatto per

studi su popolazioni di ampia numerosita.

In questo studio, abbiamo utilizzato questo metodo per studiare la relazione tra le
subfrazioni lipoproteiche (VLDL, LDL e HDL, larghe, medie e piccole) con I’aterosclerosi,
ed in particolare I’aterosclerosi subclinica a livello carotideo, negli eschimesi nativi
d’Alaska, partecipanti allo studio GOCADAN (The Genetics of Coronary Artery Disease in
Alaska Natives). Questa popolazione e caratteristica perché presenta un elevato rischio
cardiovascolare (113-116), con una prevalenza di placche superiore alla popolazione U.S.
(117). Questi soggetti presentano elevata percentuale di fumo di sigaretta (118) e di
inflammazione subclinica (119), mentre dall’altra parte mostrano un profilo lipidico
favorevole, con LDL colesterolo e trigliceridi non elevati ed alto HDL colesterolo (120) e
dieta e stile di vita tradizionali (113). Lo scopo di questo studio era quello di valutare la
relazione tra concentrazione e dimensioni delle sub frazioni lipoproteiche e misure si
aterosclerosi carotidea in questa popolazione ad elevato rischio cardiovascolare ma buon

profilo lipidico.
Metodi

La popolazione di studio GOCADAN include 1214 membri di famiglie con eta > 18 anni,
residenti in villaggi e nella citta di Nome nella Norton Sound Region dell’ Alaska, reclutati

nel 2000-2004 (121, 122). Ogni partecipante era stato sottoposto ad esame fisico complete,
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anmnesi, raccolta di campioni bliologici e altri tests diagmnostici. | dettagli dello studio
sono stati precedentemente pubblicati (121, 122). Le analisi del nostro studio sono state
focalizzate su 796 soggetti partecipanti allo studio GOCADAN, di eta> 35anni. Sono stati
esclusi i soggetti che non avevano effettuato 1’ecodoppler carotideo (n=61), o quelli per i
quail fossero mancanti i dati sulle particelle lipoproteiche (n=56), o i soggetti che avevano
ricevuto diagnosi di diabete, secondo i criteri WHO 1998 (123) (n =40) o quelli in
trattamento con farmaci ipolipidemizzanti (n = 40), lasciando 656 soggetti nel dataset finale.
Tutti i partecipanti sono stati sottoposti ad esame clinico completo, comprendente la
misurazione dell’altezza, del peso corporeo, della circonferenza vita, effettuati a digiuno,
con abiti leggeri, senza scarpe, secondo un protocollo standard (121). La circonferenza vita
veniva misurata con un metro flessibile a livello dell’ombelico con il soggetto in posizione
supina; la pressione arteriosa (mmHg) veniva misurata in decubito supino, dopo circa 5
minuti di riposo, tre volte consecutivamente a distanza di circa due minuti e la media di
gueste tre veniva usata come misura finale.

I campioni di sangue intero, plasma, siero e urine venivano raccolti e consercati a —80° C.
Tutti i metodi di laboratorio sono stati precedentemente pubblicati (121). I lipidi plasmatici
sono stati analizzati con metodi enzimatici convenzionali (Virtos 950, Ortho-Clinical
Diagnostics, Rochester, NY, USA) (124, 125). Il colesterolo LDL era calcolato con la
formula di Friedewald (126). L’ Apolipoproteina B (Apo B) e I’apolipoproteina Al (apo
Al) sono state misurate (127). La glicemia a digiuno é stata misurata con il metodo
dell’esochinsai su Hitachi 717 (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA).

Una dettagliata sub classificazione delle lipoproteine (tipo [LDL, VLDL, HDL], dimensioni
[piccolo, intermedie, grandi], e concentratione) e stata effettuata su plasma-EDTA isolato
tramite centrifugazione (3,000 rpm, 10 min, 4° C) e conservato a —80° C per la spettroscopia
NMR, utilizzando un metodo rapido, automatico, disponibile in commercio (LipoScience
Inc., Raleigh, NC, USA) (128).

| dettagli della metodologia NMR sono stati precedentemente pubblicati (128, 129).

In queste analisi, i dati sono presentati come concentrazioni molari. Al fine di semplificare
le analisi, le 15 subfrazioni lipoproteiche evidenziate dall’analisi NMR (V1-V6,
lipoproteine a densita intermedia [IDL], L1-L3, H1-H5) sono state raggruppate in 3 gruppi
(grandi, intermedie, e piccole) per ogni classe di lipoproteine. Questo risulta nel seguente
spettro di particelle: VLDL grandi (V5 + V6, 60-220 nm), VLDL intermedie (V3 + V4, 35-
60 nm), e VLDL piccole (V1 + V2, 27-35 nm); LDL grandi (L3, 21.3-22.7 nm), LDL
intermedie (L2, 19.8-21.2 nm), e LDL piccole (L1, 18.3-19.7 nm); HDL grandi (H4 + H5,
8.8-13 nm), HDL intermedie (H3, 8.2-8.8 nm), ed HDL piccole (H1 + H2, 7.3-8.2 nm)
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(129). 1 dati sulle IDL (25 nm) non sono riportate in questo studio. Per tutte le analisi, le
particelle LDL intermedie e piccole sono raggruppate insieme e considerate particelle
piccolo, come in altri studi (130, 131).

Alla visita al basale, tutti i partecipanti sono stati sottoposti all’ecodoppler carotideo per
valutare lo spessore medio intimale (intimal medial thickness - IMT) e valutare la presenza
e la localizzazione di placche, attraverso un protocollo standard pubblicato (132).

Gli esami doppler venivano effettuati da un operatore centralmente addestrato ed interpretati
da un centro di lettura centralizzato (Cornell Medical Center, NY) da un singolo operatore
medico, in cieco rispetto alle caratteristiche del paziente.

La placca é stata definita come una protusione focale all’interno del lume del vaso di
almeno il 50% ; il plaque score & stato definito come il numero di segmenti (0-8) di ogni
carotide interessato da placche.

Analisi statistica

Sono stati calcolati i coefficienti di correlazione di Spearman per le lipoproteine, i lipidi e
I’ateroscleri carotidea. | confronti tra i gruppi sono stati valutati attraverso I’analisi della
varianza (ANOVA) per le variabili continue e attraverso la regressione logistica per le
variabili discrete, aggiustate per possibili fattori confondenti (eta, sesso, BMI, pressione,
fumo). Per le variabili distribuite in maniera non normale, i valori sono stati trasformati in
forma logaritmica e utilizzati come tali nelle analisi statistiche ma sono mostrati nel testo
come valori originali.

| dati sono stati analizzati utilizzando il programma SAS versione 9.1.

Risultati

La tabella 1 mostra le caratteristiche genarali della popolazione di studio: BMI e pressione
arteriosa (sistolica e diastolica) erano nella norma, con una piccola proporzione di soggetti
in trattamento antipertensivante. | lipidi plasmatici erano in media piu bassi rispetto a quelli
riscontrati nella popolazione generale americana, con elevati valori di colesterolo HDL. La
prevalenza di fumatori € alta e circa la meta dei partecipanti mostrava la presenza di almeno

1 placca.
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Table 1. General characteristics of the study population (n = 656)

Variable Mean Range
Age (years) 50 35-92
Women 55%

Body mass index (kg/m?) 27.4 16.7-52.7
Waist circumference (cm) 88.1 50.8-139.7
Systolic blood pressure (mmHg) 120 84-175
Diastolic blood pressure (mmHg) 77 52-107
Fasting plasma glucose (mg/dL) 92.7 71-124
Plasma cholesterol (mg/dL) 213.7 122-389
Plasma triglyceride (mg/dL) 126.4 32.891
LDL cholesterol (mg/dL) 125.6 48-275
HDL cholesterol (mg/dL) 63.3 24-170
Apolipoprotein A1 (mg/dL) 163.3 57-296
Apolipoprotein B (mg/dL) 104.0 35-196
Current smoker 58.4%

Use of antihypertensive drugs 13.4%

Intimal medial thickness (mm) 0.64 0.34-1.10
Median plaque score (n. of segments) 0 0-7
Persons with at least 1 plaque 45.9%

Le subfrazioni lipoproteiche sono riportate nella tabella 2. La maggior parte di
particelle VLDL ed HDL erano piccolo, mentre le particelle LDL erano egualmente
distribuite.

Table 2. Lipoprotein subfractions concentration and size (mean and standard deviation) in the
GOCADAN participants (n = 656)

VLDL (nmol/l) :
Total particles 64.4 (29.0)
Large 1.6 (2.1)
Intermediate 17.1(12.4)
Small 45.7 (20.0)
Size (nm) 44.3 (8.7)
LDL (nmol/l) s
Total particles 1119 (319)
Large 570 (181)
Small 525 (339)
Size (nm) 21.6 (0.63)
+
HDL (umol/l) -
Total particles 29.0 (6.5)
Large 6.7 (4.0)
Intermediate 1.7 (2.7)
Small 20.6 (5.2)
Size (nm) 9.2 (0.5)
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Al fine di valutare la relazione tra la concentrazione e le dimensioni delle particelle
lipoproteiche e I’IMT e il plaque score, la popolazione di studio é stata analizzata second i
tertili di IMT e i gruppi di plaque score (0, 1, and 2-7). Lo stesso e stato fatto per il lipidi
standard, e tutti i dati sono stati aggiustati per eta, sesso, BMI, pressione arteriosa sistolica e
fumo di sigaretta. 1l colesterolo LDL aumentava all’aumentare sia dell’IMT che del plaque
score tabella 3). Al contrario, i trigliceridi si riducevano con I’aumento di IMT e plaque
score, raggiungendo la significativita statistica solo per il plaque score (tabella 3). I livelli di
Apo B tendevano ad aumentare nei tertili crescenti di IMT e nei gruppi di plaque score , ma
senza raggiungere la significativa statistica. Nessuna associazione € stata trovata tra

colesterolo HDL e Apo Al con IMT e plague score (tabella 3)

Table 3. Standard plasma lipids and apolipoproteins according to tertiles of intimal medial thickness
and plaque score groups

Triglycerides  LDL-C HDL-C Apolipoprotein A1 Apoolipoprotein B
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)  (mg/dL) (mg/dL)
Intimal medial thickness
Tertile 1 114.7+1.0 121.6+2.6 62.9+1.3 162.742.20 101.1+1.77
Tertile 2 113.7+1.0 124.3+2.4 64.8+1.2  163.2+2.00 104.7+1.61
Tertile 3 108.0+1.0 130.9+2.8* 62.1+1.4  164.1+2.36 106.4+1.90
P for trend 0.26 0.03 0.69 0.70 0.07
Plaque score
Group 1 116.1+1.0 120.8+2.1 62.9+1.0 162.6+1.75 101.6+1.40
Group 2 114.5+1.0 131.143.2**  62.3+1.6  161.5+2.72 108.1+2.19*
Group 3 103.1+1.0*§  131.243.0** 64.6+1.5 164.7+2.55 106.2+2.05
P for trend 0.02 0.01 0.42 0.66 0.09

Notes. HDL-C = high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C = low-density lipoprotein cholesterol.

Intimal medial thickness tertile 1: 0.335-0.565, n = 219; tertile 2: 0.570-0.665, n = 221; tertile 3: 0.670-1.100,
n=216.

Plaque score group 1: plaque score 0, n = 355; group 2: plaque score 1, n = 119; group 3: plaque score 2-7, n
=182

Data are expressed as LSMEANS + SE.

Data are adjusted for age, gender, body mass index, systolic blood pressure, and current smoking.

*p < 0.05 vs tertile 1; ** p < 0.01 vs tertile 1; ° p < 0.05 vs tertile 2.

Abbiamo inoltre studiato la relazione tra le variabili ultrasonografiche e concentrazione e
dimensioni delle particelle lipoporteiche e i risultati sono riassunti nella tabella 4: i tertili
piu alti di IMT erano associati con un aumento significativo della concentrazione delle
particelle LDL totali. Le particelle LDL, sia grandi che piccole, mostravano un lineare, ma

non significativo, incremento con I’aumentare dei tertili di IMT. Un piu alto plaque score
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era invece associato con livelli piu alti di particelle LDL grandi (tabella 4). Nessuna
relazione ¢ stata trovata tra IMT e plaque score e la dimensione delle LDL.

Con l'aumentare del plaque score, c’era una riduzione lineare significativa nella
concentrazione di VLDL e una riduzione non significativa delle particelle intermedie.
Inoltre, un piu alto plague score risultava associato con piu piccole dimensioni delle VLDL.
Nessuna relazione € stata invece trovata tra i tertili di IMT e la concentrazione e le
dimensioni delle particelle VLDL. IMT e plaque score non erano associati a concentrazione
e dimensioni delle particelle HDL (tabella 4).
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Table 4. Association of intimal medial thickness and plaque score with very low-density lipoprotein, low-density lipoprotein, and high-density lipoprotein particle
concentration and size

VLDL concentration (nmol/l) VLDL LDL concentration (nmol/l) LDL HDL concentration (umol/l) HDL
Size Size Size
Total** Large** Intermediate** | Small (nm) Total Large Small (nm) Total Large Intermediate** Small (nm)
Intimal Medial Thickness Tertile
Iertile 57.5+1.04 | 0.6+1.1 12.7+1.10 45.0+1.49 | 44.9+0.06 1080+23 553+13 501+23 | 21.6+0.04 28.9+0.47 | 6.71+0.28 | 0.22+1.16 20.3+0.38 | 9.19+0.03
;’ertile 56.3+£1.04 0.4+41.1 10.6+1.08 459+1.36 | 44.4+0.58 112020 573£12 524421 21.6+0.04 29.2+0.43 7.01£0.25 0.28+1.27 20.4+0.35 | 9.23+0.03
Tertile | 56.5+1.05 0.5+1.1 10.6+1.60 46.2£1.60 | 43.7+0.69 1156+24* 587+14 547+25 21.6+0.05 28.8+£0.51 6.42+0.30 0.17£1.25 21.1+0.41 | 9.14+0.03
§3 p for | 0.812 0.266 0.198 0.615 0.266 0.037 0.113 0.226 0.492 0.851 0.514 0.423 0.212 0.445
trend
Plaque Score Group
froup 57.3+1.03 | 0.5£1.12 12.3+1.07 4524118 | 45.1+0.51 1103+18 546+10 534+18 | 21.6+0.03 29.4+0.37 | 6.90+0.22 | 0.24+1.21 20.740.30 | 9.20+0.03
?roup 60.2+1.05 0.5+1.20 10.9+41.11 48.8£1.84 | 44.3+0.79 1151428 592+16* 535+29 21.6+0.05 29.0+£0.59 6.29+0.34 0.20£1.19 21.0£0.48 | 9.14+0.04
Group 53.5£1.05 0.3+1.18* 9.67+1.10 44.7£1.72 | 42.9+0.73 1130+26 606+15* 499+27 21.7+£0.05 28.31£0.55 6.74+0.32 0.19+1.23 20.1+0.44 | 9.20+0.04
§3 p éor 0.304 0.038 0.069 0.846 0.03 0.432 0.003 0.333 0.201 0.124 0.703 0.376 0.268 0.912
tren

Intimal medial thickness tertile 1: 0.335-0.565, n = 219; tertile 2: 0.570-0.665, n = 221, tertile 3: 0.670-1.100, n = 216.
Plaque score group 1: plaque score 0, n = 355; group 2: plaque score 1, n =119; group 3: plaque score 2-7, n = 182.

Data are expressed as LSMEANS + SE. Data are adjusted for age, gender, BMI, systolic blood pressure, and current smoking.

*p < 0.05 vs tertile 1. ** Values for total VLDL, large VLDL, intermediate VLDL, and intermediate HDL are back log-transformed.
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Al fine di valutare I’effetto separato e combinato del colesterolo LDL e della
concentrazione delle particelle LDL totali sull’IMT, abbiamo diviso la popolazione di
studio in 4 gruppi sulla base dei quartili di colesterolo LDL (LDL-C) e delle particelle LDL
(LDL-P): 1) quelli con basso LDL-C e bassa concentrazione di LDL-P (gruppo 1, n = 248);
2) quelli con alto LDL-C e bassa concentrazione di LDL-P (gruppo 2, n = 80); 3) quelli con
basso LDL-C e alta concentrazione di LDL-P (gruppo 3, n = 81); e 4) quelli con alto LDL-C
e alta concentrazione di LDL-P (gruppo 4, n = 247) utilizzando una analisi della varianza a
due vie (figura 1). | gruppi con una sola alterazione lipidica (alto LDL-C oppure alta
concentrazione di particelle LDL, gruppi 2 e 3 rispettivamente) avevano un valore
intermedio di IMT, non significativamente differente dal gruppo 1 (gruppo con sia LDL-C
che concentrazione di LDL-P normali). Al contrario, i soggetti con elevati LDL-C e LDL-P
(gruppo 4) mostravano valori di IMT maggiori (p = 0.015 vs gruppo 1).

Figure 1. Additive role of total LDL cholesterol and LDL particle concentration in early atherosclerosis
as measured by intimal medial thickness

0.65+0.006

0.64+0.011

U.04x0.U1

IMT

. high total
low LDLc high LDL-c low total LDL-p

LDLp

Group 1 = low LDL cholesterol and low LDL particle concentration, n = 248.
Group 2 = high LDL cholesterol and low LDL particle concentration, n = 80.
Group 3 = low LDL cholesterol and high LDL particle concentration, n = 81.
Group 4 = high LDL cholesterol and high LDL particle concentration, n = 247.

Abbreviations. IMT = intimal medial thickness; LDL-C = low-density lipoprotein cholesterol; LDL-P =
low-density lipoprotein particle number.

-32-



La stessa analisi & stata effettuata per il plaque score, utilizzando la concentrazione di
particelle LDL grandi al posto della concentrazione di particelle LDL totali (figura 2).

Anche in questa analisi, solo il gruppo con entrambe le anomalie lipidiche mostrava un
aumento significativo del plaque score rispetto al gruppo con nessuna anomalia (p = 0.006,

gruppo 4 vs gruppo 1).

Figure 2. Additive role of large LDL cholesterol and LDL particle concentration in later atherosclerosis
as measured by plaque score
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Group 1 = low LDL cholesterol and low large LDL particle concentration), n = 221.
Group 2 = high LDL cholesterol and low large LDL particle concentration, n = 107.
Group 3 = low LDL cholesterol and high large LDL particle concentration, n = 108.
Group 4 = high LDL cholesterol and high large LDL particle, n = 220.

Abbreviations. LDL-C = low-density lipoprotein cholesterol; LDL-P = low-density lipoprotein particle
number.

Discussione
Questo studio, condotto in una popolazione ad elevato rischio cardiovascolare nonostante il
favorevole assetto lipidico e pressorio e con uno stile di vita attivo, ha mostrato i seguenti
risultati:
e La concentrazione di particelle LDL in questa popolazione era relativamente bassa
ed era rappresentata prevalentemente da LDL larghe.

e Un’elevata proporzione di soggetti presentava placche.
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e Livelli piu alti di IMT erano significativamente associate con piu alti livelli di
colesterolo LDL e con una piu alta concentrazione di particelle LDL totali,
indipendentemente dagli altri fattori di rischio cardiovascolare (i.e., eta, BMI,
pressione arteriosa sistolica, fumo di sigaretta). Queste 2 alterazioni lipidiche
sembrerebbero avere effetti additivi sull’IMT.

e La presenza di placche carotidee era associate con elevate livelli di LDL-C, piu alti
livelli di particelle LDL larghe, una concentrazione piu alta di VLDL piccole ad una
piu bassa dimensione delle VLDL size. Gli effetti del colesterolo LDL-C e della
dimensione delle particelle LDL sul plaque score era additivo.

e IMT e plaque score non erano associati con il colesterolo HDL né con la

concentrazione delle sub frazioni HDL.

Gli studi che hanno messo in relazione la concentrazione o le dimensioni delle particelle
LDL con I’IMT hanno dato risultati contrastanti: 2 studi hanno trovato nessuna relazione
con le dimensioni delle LDL (133, 134) mentre un altro studio ha trovato una relazione non
significativa con le dimensioni delle LDL in soggetti asintomatici con iperlipidemia
familiare combinata (135). Un altro studio, condotto in una popolazione multietnica, ha
esaminato sia le dimensioni che la concentrazione delle particelle LDL ed ha trovato una
relazione significativa con la concentrazione delle LDL larghe e piccolo (18), mentre la
nostra analisi ha mostrato una relazione significativa solo con la concentrazione delle LDL
totali. La popolazione studiata da Mora et al. (130) era di dimensioni maggiori e differiva
dalla nostra popolazione in quanto includeva una larga percentuale di pazienti diabetic e
presentava una maggiore concentrazione di LDL piccole.

Un altro finding intrigante era la relazione inversa esistente tra il plaque score e i trigliceridi
plasmatici. Questa associazione era accompagnata da una relazione inversa con la
concentrazione delle VLDL larghe e con le dimensioni delle VLDL. A nostra conoscenza,
nessun altro studio ha mostrato la relazione tra le particelle lipoproteiche e il plaque score.
Le particelle VLDL piu piccole potrebbero piu facilmente penetrare nello spazio sub
endoteliale e alcuni studi (136, 137) hanno suggerito un ruolo aterotrombotico dei remnant
con le placche, la cui formazione e piu specificamente legata al processo trombotico rispetto
all’IMT.

Il nostro studio indica possibili differenze nei determinant lipoproteici dell’IMT e della
comparsa (e/o peggioramento) delle placche. La concentrazione di particelle LDL potrebbe
essere piu strettamente correlate all’IMT, mentre la concentrazione delle VLDL piccole e

delle LDL grandi potrebbero essere piu legate al plaque score. La relazione del plaque score
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con le LDL larghe piuttosto che con le LDL totali o piccole € in linea con altri studi, incluso
quello di Mora etal. (130) che suggeriscono che le particella LDL grandi, e non solo le
piccole, possono essere implicate nell’evoluzione del processo aterosclerotico e nella
malattia cardiovascolare. Inoltre la concentrazione delle particelle LDL grandi era
significativamente ed inversamente associata con le dimensioni delle VLDL. Quindi
I’associazione delle particelle LDL con il plaque score potrebbe essere mediata dalla loro
associazione con le VLDL piccole.

La mancanza di associazione tra I’aterosclerosi carotidea con il colesterolo HDL, I’Apo Al
e la concentrazione delle particelle HDL potrebbe dipendere dagli elevati livelli di
colesterolo HDL che caratterizzano questa popolazione e dal fatto che il tasso di malattia
cardiovascolare € alto nonostante gli alti livelli di colesterolo HDL.

Altri studi sarebbero sicuramente utili per studiare il metabolismo delle HDL in questa
popolazione.

| punti di forza di questo studio sono rappresentati dal tipo di popolazione, relativamente
omogenea, dalla standardizzazione delle misurazioni carotidee e dalla disponibilita di dati
sulle sub frazioni lipoproteiche in un ampio gruppo di partecipanti. Inoltre, I’alta prevalenza
di malattia carotidea in questa coorte non € dipendente da iperlipidemia, permettendo
pertanto la valutazione del possible ruolo della concentrazione e delle dimensioni delle
diverse lipoproteine come fattori di rischio cardiovascolare addizionali in una popolazione
con lipidi plasmatici entro il range di normalita.

Dall’altra parte invece, i punti di debolezza di questo studio sono che i nostri dati non sono
applicabili ad altre popolazioni e la natura cross-sectional delle analisi, che non permette di
stabilire il rapporto di causa-effetto. Inoltre, sebbene le analisi siano state aggiustate per il
sesso, non é stato possibile condurre le analisi separate per uomini e donne a causa delle

dimensioni del campione.
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3.3. Studio n.3. Effetti sull’incidenza di eventi cardiovascolari dell’aggiunta di un
tiazolidinedione rispetto ad una sulfonilurea in pazienti con diabete mellito tipo 2 non
adeguatamente compensati con metformina (TOSCA.IT - Thiazolidinediones Or
Sulphonylureas and Cardiovascular Accidents Intervention Trial)

Uno dei maggiori obiettivi del trattamento del diabete mellito tipo 2 € il raggiungimento di
una emoglobina glicosilata (HbAlc) < 7%, poiché questo parametro rappresenta il piu
forte predittore di complicanze croniche della malattia. Purtroppo questo obiettivo e
difficilmente perseguibile a causa del progressivo deterioramento della funzione beta
cellulare e dell’insulinosensibilita, tanto che dopo 3 anni dalla diagnosi solo il 50% dei
pazienti raggiunge I’obiettivo glicemico con la monoterapia, percentuale che si riduce
al 25% dopo 9 anni (138). L’approccio terapeutico comunemente utilizzato nella pratica
clinica procede per gradini: si comincia con I’intervento sullo stile di vita e contestualmente
con la terapia farmacologica, che viene progressivamente intensificata attraverso la
combinazione di differenti classi di farmaci ipoglicemizzanti. La metformina &
raccomandata come farmaco di prima scelta per la terapia del diabete tipo 2 (139, 140).
Recentemente, e stata introdotta una nuova classe di farmaci - i tiazolidinedioni (TZDs), che
agiscono  migliorando  la  sensibilita  insulinica a livelloepaticoe  dei
tessuti periferici attraverso un’azione diretta sul tessuto adiposo e la regolazione di diverse
adipochine (141). Migliorando I’insulinosensibilita, i TZDs producono una significativa
riduzione dei livelli ematici di glucosio, sia in monoterapia che in combinazione con la
metformina o con una sulfonilurea (SU) (141), e migliorano diversi fattori di rischio
cardiovascolare (CV) associati all’insulinoresistenza, tra cui I’ipertensione, la dislipidemia,
la microalbuminuria, I’alterazione della fibrinolisi e I’inflammazione subclinica (141-143).
Inoltre, i TZDs esercitano un effetto cito-protettivo sulle cellule beta-pancreatiche
evidenziato sia in animali da esperimento (144) che in studi clinici (145). La disponibilita di
questi nuovi farmaci ha ampliato le opzioni terapeutiche nel diabete mellito tipo 2 ma,
contemporaneamente, ha generato incertezza su quali siano i farmaci piu appropriati da
utilizzare in associazione alla metformina. Lo studio ADOPT (A Diabetes Outcome
Progression Study) ha dimostrato che il rosiglitazone rispetto alla metformina e alla
glibenclamide € piu efficace nel mantenere un buon compenso glicemico nel tempo in
pazienti con diabete tipo 2 di recente diagnosi (meno di tre anni) (146). L’incidenza
cumulativa del fallimento della monoterapia era del 15% nel gruppo trattato con
rosiglitazone, 21% con metformina e 34% con glibenclamide. Le differenze nei livelli di
emoglobina glicosilata tra i tre gruppi di trattamento erano modeste (I’HbALc nel gruppo in

trattamento con rosiglitazone era piu bassa dello 0.13% rispetto al gruppo con metformina e
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dello 0.42% rispetto al gruppo con glibenclamide). Inoltre, il rosiglitazone induceva un
maggiore incremento ponderale e un piu alta incidenza di edema rispetto agli altri due
trattamenti, ma minori disturbi gastrointestinali rispetto alla metformina e minori
ipoglicemie rispetto alla glibenclamide. Tuttavia mancano studi controllati randomizzati che
abbiano confrontato I’efficacia di differenti regimi di combinazione di ipoglicemizzanti
orali.

La carenza di solide evidenze scientifiche al riguardo é stata sottolineata nel recente
documento di Consensus elaborato dall’American Diabetes Association e dall’European
Association for the Study of Diabetes (139) che stabilisce che in caso di fallimento della
monoterapia con metformina € possibile associare sia una SU sia un TZD, riservando
I’insulina ai pazienti con valori di HbAlc particolarmente alti. La Consensus suggerisce
particolare cautela nell’utilizzo degli analoghi del GLP-1 in quanto non esistono dati di

sicurezza sull’utilizzo di questi farmaci a lungo termine.
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L’aggiunta di una SU o di un TZD alla metformina risulta in un sostanziale miglioramento

del compenso glicemico con una riduzione dell’HbAlc di 1-1.5%. Sarebbe quanto mai utile

poter disporre di un confronto diretto tra queste due strategie terapeutiche in considerazione

del fatto che le due classi di farmaci differiscono profondamente per meccanismo d’azione,

effetti collaterali e costi. L’unico studio di confronto tra SU e TZD in aggiunta alla

metformina, della durata di 24 settimane (147), ha mostrato una maggiore riduzione della
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HbAlc (- 1.5%) con I’associazione metformina-glibenclamide rispetto alla associazione
metformina-rosiglitazone (-1.1%, p<0.001). Inoltre, un maggior numero di pazienti
riceventi I’associazione metformina-glibenclamide raggiungeva I’obiettivo di HbAlc <7.0
% rispetto all’associazione metformina-rosiglitazone (60% vs. 47%) e i pazienti trattati con
metformina + glibenclamide mostravano un piu favorevole profilo lipidico, sebbene questo
dato non trovi conferma in altri studi (148).

Allo stato attuale non vi sono informazioni sufficienti per operare una scelta terapeutica
basata sull’evidenza, anche in considerazione del fatto che mancano dati sugli outcomes
cardiovascolari che costituiscono un parametro di importanza cruciale nella valutazione
globale dell’efficacia di questi farmaci, anche se sono in corso alcuni studi che valutano i
potenziali effetti cardiovascolari di differenti farmaci ipoglicemizzanti orali (149, 150).
Studi retrospettivi di coorte hanno mostrato un aumentato rischio di eventi avversi
cardiovascolari in pazienti trattati con SU in monoterapia o in combinazione con
metformina rispetto ai pazienti trattati con metformina da sola (151). Nello studio UKPDS, i
pazienti diabetici trattati con glibenclamide + metformina mostravano una piu elevata
mortalita cardiovascolare rispetto agli altri gruppi di trattamento. Tuttavia, va considerato
che questi dati derivavano da un’analisi post-hoc e, pertanto, devono essere interpretati con
cautela. Al contrario, lo studio ADOPT ha documentato un minore numero di eventi
cardiovascolari nei pazienti trattati con glibenclamide rispetto a quelli in trattamento con
rosiglitazone o metformina (146). Tale discrepanza sottolinea la necessita di
valutare I’incidenza di eventi cardiovascolari della associazione metformina-SU rispetto alle
altre strategie terapeutiche. Un recente studio prospettico (PROACTIVE) ha confrontato
I’efficacia dell’aggiunta del pioglitazone (15-45 mg/die) o di placebo alla terapia
ipoglicemizzante standard nella prevenzione secondaria di eventi cardiovascolari in pazienti
con diabete mellito tipo 2 (152). Il trattamento con pioglitazone non modificava
significativamente I’endpoint principale (mortalita per tutte le cause, infarto del miocardio
non fatale, ictus cerebrale, sindrome coronarica acuta, interventi chirurgici o endovascolari
su coronarie o vasi periferici e amputazione arti inferiori), ma riduceva significativamente il
numero di pazienti che sperimentavano I’endpoint secondario (mortalita per tutte le cause,
infarto miocardio non fatale e ictus cerebrale). Tuttavia, nel gruppo trattato con pioglitazone
si registravano 115 episodi di scompenso cardiaco congestizio in piu rispetto al gruppo
placebo. Inoltre, la terapia con pioglitazone si associava ad un maggiore incremento
ponderale (4 kg in piu rispetto al gruppo placebo), un incremento ben maggiore di quello
atteso sulla base del migliorato compenso glicemico (153). Questi dati supportano la
necessita di trials clinici su larga scala che confrontino I’efficacia dell’associazione
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metformina + SU vs metformina + TZD sugli outcomes cardiovascolari. Per queste
ragioni la Societa Italiana  di Diabetologia (SID) ha proposto  uno studio clinico
controllato randomizzato sugli effetti cardiovascolari a lungo termine di queste due strategie
terapeutiche. 1 TZD attualmente in commercio sono il rosiglitazone ed il pioglitazone. Si e
deciso di usare il pioglitazone in quanto questo presenta effetti piu favorevoli sui fattori di
rischio cardiovascolare rispetto al rosiglitazone, come indicato dai risultati  di alcune
metanalisidi studi condotti con questi farmaci (154-156). Questa scelta € sostenuta anche
dalla Consensus dell’ADA e dell’lEASD che suggerisce di utilizzare solo il pioglitazone
nella pratica clinica.

La valutazione comparativa dei due trattamenti, metformina + SU vs metformina +
pioglitazone, permettera di fare luce su alcuni punti di estrema rilevanza: 1) I’impatto sul
tempo di fallimento della terapia ipoglicemizzante orale; 2) gli effetti collaterali; 3) il
rapporto costo/efficacia dei due schemi di trattamento. Tale confronto inoltre potrebbe
costituire una “prova di concetto” che [I’insulinoresistenza rappresenta un fattore
indipendente di rischio cardiovascolare. Studi osservazionali hanno chiaramente indicato
che I’insulinoresistenza e un forte predittore di malattia cardiovascolare, mancano pero studi
di intervento che dimostrino un rapporto di causalita. Valutare se i farmaci insulino-
sensibilizzanti abbiano un valore aggiunto nel migliorare gli outcomes cardiovascolari
rispetto agli altri farmaci antidiabetici orali € senza dubbio un quesito di notevole rilevanza
scientifica. Questo aspetto non é stato chiarito nello studio PROACTIVE dal momento che i
gruppi in trattamento con pioglitazone e placebo differivano in termini di compenso
glicemico (differenza media in HbAlc di circa 0.5%), e questo potrebbe aver contribuito
alle differenze osservate nell’incidenza di eventi cardiovascolari.

Scopo dello studio

Valutare se in pazienti con diabete mellito tipo 2 non adeguatamente compensati con la
massima dose tollerata di metformina, I’aggiunta di pioglitazone rispetto all’aggiunta di una
sulfonilurea riduce I’incidenza di eventi cardiovascolari. | due trattamenti verranno anche
confrontati in termini di efficacia sul compenso glicemico, sui maggiori fattori di rischio
cardiovascolare, sicurezza, tollerabilita e costi.

Outcome primario: un endpoint composito comprendente: morte per tutte le cause, infarto
miocardico non fatale (incluso IMA silente), ictus non fatale, rivascolarizzazione coronarica
non programmata.

Outcomes secondari: il principale outcome secondario é:

- un endpoint ischemico composito comprendente: morte improvvisa, IMA fatale e non

fatale (incluso IMA silente), ictus fatale e non fatale, amputazioni maggiori di
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gamba (al di sopra della caviglia), interventi chirurgici o endovascolari su carotidi,
coronarie o vasi periferici.

Altri outcomes secondari:

- un endpoint cardiovascolare composito comprendente I’outcome primario piu lo
scompenso cardiaco (definito secondo i criteri di Boston), interventi chirurgici o
endovascolari su carotidi, coronarie o vasi periferici, angina (definita secondo i criteri WHO
e confermato da anomalie di recente comparsa all’elettrocardiogramma), claudicatio
intermittens con un indice di Winsor inferiore a 0.90;

- compenso glicemico, valutato come modifiche dal basale della HbAlc e tempo di
fallimento della terapia ipoglicemizzante orale (i.e. HbAlc > 8% in due occasioni
successive a distanza di 3 mesi);

- un endpoint microvascolare (sviluppo dinefropatia) composito comprendente:
raddoppio dei  valori  basali  di creatininemia o riduzione di 20ml/min/1.73m?
del filtrato glomerulare stimato o sviluppo di insufficienza renale (dialisi o creatininemia
>3,3 mg/dl) o sviluppo di macroalbuminuria;

- effetto sui maggiori fattori di rischio cardiovascolare (lipidi plasmatici, pressione arteriosa,

microalbuminuria, circonferenza vita, markers di inflammazione subclinica).

L’ analisi di efficacia sara intention to treat. In base al numero di eventi e quindi al potere
statistico, saranno valutati i singoli componenti degli outcomes primario e secondari. Una
specifica Commissione di valutazione degli endpoints, composta da cardiologi ed internisti
con esperienza in campo vascolare, avra il compito di aggiudicare gli eventi sulla base di
criteri definiti a priori. Questa commissione lavorera in cieco rispetto al trattamento
assegnato ai pazienti ed indipendentemente dallo Steering Committee. La sicurezza e gli
effetti collaterali (i.e. incremento ponderale, edemi periferici, ipoglicemie) saranno
monitorati. | costi diretti ed indiretti dei due trattamenti saranno valutati.

Metodi

Trattasi di uno studio di intervento multicentrico, randomizzato, aperto, a gruppi paralleli,
della durata di almeno 4 anni (PROBE: Prospective Randomized Open Blinded End-Point).

L’analisi di efficacia sara eventi-guidata: lo studio termina quando il prefissato numero di
eventi si e verificato.

Popolazione di studio

Criteri di inclusione :

- Pazienti con diabete mellito tipo 2 (criteri WHO) da almeno 2 anni
- Uomini e donne
- 50-75 anni di eta
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- IMC 20-40 Kg/m2

- Trattamento stabile da almeno 3 mesi con metformina in monoterapia
- HbAlc >7.0% e <9.0%

- Donne in eta fertile ma in trattamento contraccettivo

Criteri di esclusione:

- Diabete mellito tipo 1

- Intolleranza/controindicazioni alla metformina, alle sulfoniluree o ai tiazolidinedioni

- Uso cronico di glucocorticoidi

- Storia documentata di eventi coronarici o cerebrovascolari nei precedenti 3 mesi

- Creatininemia >1.3 mg/dl

- Ulcere ischemiche o gangrena

- Storia di scompenso cardiaco congestizio classe NYHA (New York Heart Association) | o
superiore

- Epatopatia (ALT 2.5 volte maggiore rispetto al limite superiore)

- Gravidanza o allattamento

- Cancro, tossicodipendenza o qualunque altro problema che possa interferire con
I’aspettativa di vita o I’adesione al protocollo di studio

Intervento

Il protocollo di studio sara approvato dai Comitati Etici Locali. Prima di essere sottoposti a
qualsiasi procedura, i pazienti firmeranno il consenso informato.

Lo screening ed il follow-up avranno luogo in diverse Unita Operative (UO) cliniche che
lavoreranno in collaborazione con una rete di centri. Ogni UO coordinera un gruppo (3-7) di
strutture ambulatoriali appartenenti alla stessa area geografica (regione/provincia).

Tutte le procedure dello studio (screening e follow-up) saranno effettuate secondo un
protocollo standard da personale addestrato.

Tutti i pazienti che incontrano i criteri di inclusione, in assenza di condizioni che rientrino
tra i criteri di esclusione, e che hanno dato il consenso informato, entrano in un periodo di
run-in di 8+2 settimane. Durante questo periodo, i pazienti ricevono indicazioni sullo stile di
vita (dieta e attivita fisica) e fanno terapia con sola metformina al dosaggio di 2 gr/die; i
pazienti che non tollerano la metformina vengono invece esclusi dallo studio.

Al termine del periodo di run-in, la eleggibilita dei partecipanti viene nuovamente verificata
e i pazienti vengono randomizzati ad uno dei due bracci di trattamento:

- Metformina (2 gr/die) + sulfonilurea

- Metformina (2 gr/die) + pioglitazone

Nel gruppo randomizzato a metformina + sulfonilurea, la scelta tra glibenclamide,
gliclazide e glimepiride € lasciata allo sperimentatore, che segue la pratica clinica locale.

Le sequenze di randomizzazione sono prodotte presso I’Unita Epidemiologica del

"Consorzio Mario Negri Sud". L’assegnazione al braccio di randomizzazione viene
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effettuata telefonicamente, dopo la verifica di tutti i criteri di inclusione ed esclusione. La
randomizzazione avviene secondo la procedura che prevede la stratificazione per Unita
Operativa, sesso e pregressa storia di eventi cardiovascolari dei partecipanti.

| pazienti sono sottoposti a visite di follow-up dopo 1, 3 e 6 mesi dalla fine del run —in e poi
ogni 6 mesi per tutta la durata dello studio a meno che le condizioni cliniche non richiedano
controlli piu frequenti (secondo la GCP). Sono previsti inoltre contatti telefonici bimestrali
per la rilevazione di eventuali eventi avversi, per I’acquisizione dei dati di compenso
glicemico ed eventuali modifiche del dosaggio dei farmaci.

La dose di metformina rimane costante durante tutto lo studio. La dose iniziale di farmaco
aggiunto &€ 5 mg di glibenclamide, 0 30 mg di gliclazide (R.M.), 0 2 mg di glimepiride per il
gruppo randomizzato a metformina + SU e 15 mg di pioglitazone per il gruppo
randomizzato a metformina + pioglitazone.

Se il compenso glicemico & insoddisfacente (glicemia a digiuno > 120 mg/dl o glicemia
post-prandiale > 160 mg/dl in piu del 50% delle rilevazioni in un periodo di 8 settimane), il
dosaggio dei farmaci in studio viene aumentato fino al dosaggio massimo efficace (i.e. 15
mg per glibenclamide, 120 mg per gliclazide, 6 mg per glimepiride, 45 mg per
pioglitazone).

Se in occasione di una qualunque visita di follow-up si dovesse riscontrare un valore di
HbAlc >8%, il paziente ricevera un rinforzo delle informazioni sullo stile di vita, verra
verificata I’aderenza al protocollo e ripetuto il dosaggio della HbAlc a distanza di 3 mesi.
Un valore confermato di HbAlc >8%, nonostante I’aderenza al trattamento nei tre mesi
precedenti, comportera la necessita di aggiungere una somministrazione serale di insulina
Glargine. La titolazione dell’insulina sara effettuata in base ai valori di glicemia capillare a
digiuno e seguira un algoritmo predefinito. Se in due controlli successivi effettuati a
distanza di 3 mesi ciascuno, I’HbAlc dovesse essere ancora > 8%, Si aggiungeranno una o
pit somministrazioni di analogo rapido ai pasti (157). Il dosaggio dell’insulina verra invece
ridotto, secondo un algoritmo predefinito, in caso di frequenti ipoglicemie.

L’uso concomitante di altri farmaci & permesso durante lo studio. L’inizio e il management
della terapia antipertensiva, ipolipidemizzante ed antiaggregante segue le indicazioni dettate
dalla Good Clinical Practice Guidelines; nome commerciale e dosaggio di tutti i farmaci
utilizzati devono pero essere registrati ad ogni visita.

| pazienti dovranno interrompere il trattamento sperimentale ed escono dallo studio, ma non
dal follow-up, qualora si dovesse verificare una delle seguenti condizioni:

- un incremento dell’alanino aminotransferasi di 2.5 volte o piu rispetto al valore al basale

in due occasioni successive a distanza di un mese;

-42 -



- segni o sintomi suggestivi di scompenso cardiaco congestizio, secondo le indicazioni della
consensus sull’uso dei tiazolidinedioni dell’American Heart Association e della American
Diabetes Association (149).

- condizioni cliniche richiedenti la sospensione degli ipoglicemizzanti orali e trattamento
insulinico stabile

Numerosita del campione

Il calcolo della numerosita del campione & basato su un rischio stimato dell’endpoint
primario del 3,5% per anno (158-160). La numerosita del campione deve essere tale da
identificare con una significativita del 5% (p < 0.05, test a due code) e con un potere
statistico dell’80% una riduzione del rischio di eventi del 20% (HR=0.80; metformina +
pioglitazone vs metformina + SU)

Dati questi assunti, un totale di 652 eventi & necessario per I’analisi di efficacia. Quindi, un
totale di 4.396 pazienti dovrebbe essere arruolato e seguito per almeno 4 anni (in
ogni caso lo studio termina quando il prefissato numero di eventi si € verificato).
Assumendo wuna perdita al follow-up di circa il 15% dei partecipanti, sara
necessario arruolare 5.172 pazienti (2.586 in ogni braccio di studio).

L’analisi di efficacia sara eventi-guidata.

Analisi statistica

Tutte le analisi di efficacia saranno condotte secondo I’intention to treat e saranno eventi-
guidate. La significativita statistica & fissata a p<0.05. | tassi di incidenza nei gruppi di
trattamento metformina + pioglitazone vs. metformina + SU saranno confrontati usando le
curve di sopravvivenza di Kaplan-Meier e I’analisi logrank. Inoltre, I’efficacia dei
trattamenti verra analizzata attraverso I’analisi multivariata usando il modello di regressione
di Cox. Sono previste analisi per sottogruppi disesso, eta, IMC e storia di eventi

cardiovascolari.

Raccolta delle informazioni

Al basale e ad ogni visita di follow-up (ogni 6 mesi) i seguenti parametri vengono rilevati:

- segni vitali, peso, circonferenza vita, glicemia, eventi avversi e/o effetti collaterali, segni o
sintomi di scompenso cardiaco, aderenza al trattamento;

- 0gni NUOVO Segno o sintomo;

- profilo glicemico domiciliare;

- frequenza e severita degli episodi di ipoglicemia. L’ipoglicemia viene definita come un
valore di glicemia capillare < 60 mg/dl in presenza o assenza di sintomi e viene distinto in

moderata (non richiedente aiuto per il trattamento) o grave (con perdita di coscienza o
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richiedente assistenza per il trattamento). In quest’ultimo caso, i sintomi dovrebbero essere
sempre confermati dalla misurazione della glicemia capillare (< 40 mg/dl) oppure dall’uso
terapeutico di glucagone o glucosio e.v.;

- malattie/eventi intercorrenti, modifiche nell’uso o il dosaggio dei farmaci;

- storia di ospedalizzazione per infarto miocardico, ictus, amputazioni maggiori di gamba
(sopra la caviglia), scompenso cardiaco, interventi endovascolari o chirurgici su coronarie o
arterie degli arti inferiori o carotidi;

- claudicatio intermittens (WHO) con un indice di Winsor inferiore a 0.90;

- angina (WHO) confermato da anomalie elettrocardiografiche di nuova insorgenza.

Al basale ed ogni 6 mesi vengono monitorati transaminasi (ALT, AST) ed HbAlc.

Al basale ed ogni 12 mesi vengono misurati i lipidi plasmatici (colesterolo totale,
colesterolo HDL e trigliceridi), la microalbuminuria e proteina C reattiva.

Al basale ed ogni 12 mesi un ECG standard a riposo viene effettuato.

Tutte le procedure di studio devono essere effettuate secondo un protocollo standard e
descritte in dettaglio nel manuale operativo che é stato redatto dal Centro Coordinatore.
Prima dell’inizio dello studio, tutti gli investigatori hanno seguito un programma
di addestramento e standardizzazione delle procedure al fine di ridurre la variabilita inter-
osservatore; queste sessioni sono state organizzate e supervisionate dal Centro
Coordinatore.

Monitoraggio dello studio

La condotta dello studio (i.e. timing, aderenza al protocollo etc..) di ogni Centro
partecipante viene monitorata con visite regolari di monitors professionisti ANMCO (allo
start-up, alla fine dello studio e due volte I’anno).

Lo Steering Committee si incontra regolarmente ogni 6 mesi per rivedere le fasi di
avanzamento dello studio

Il Data and Safety Monitoring Board (DSMB) é responsabile del monitoraggio degli
outcomes di sicurezza durante tutto il corso dello studio. Questa commissione si riunisce
indipendentemente dallo Steering Committee, ad intervalli definiti per valutare i dati di
sicurezza egli endpoints di efficacia critici e proporra allo Steering Committee
di continuare, modificare o interrompere lo studio. Criteri statistici definiti a priori saranno
utilizzati per decidere se interrompere precocemente lo studio in caso di una netta differenza
di eventi tra i due gruppi di trattamento. Il DSMB potrebbe decidere di sospendere lo studio
anche per altri seri motivi di sicurezza.

Aspetti etici

Lo studio viene condotto secondo le norme della Good Clinical Practice (GCP).
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Ad ogni paziente viene chiesto di firmare un consenso.

I farmaci adoperati nello studio sono ampiamente utilizzati per il trattamento del diabete
tipo 2, non sono pertanto previsti effetti collaterali diversi da quelli gia noti connessi al loro
uso. Gli effetti collaterali verranno attentamente monitorati dal DSMB che decidera se far
interrompere lo studio per motivi di sicurezza.

Caratteristiche organizzative

Al momento partecipano allo studio oltre 40 Unita Operative cliniche distribuite sul
territorio nazionale.

Il Centro di Coordinamento (Dipartimento di Medicina Clinica e Sperimentale
dell’Universita di Napoli “Federico II"”) é responsabile di: preparazione del protocollo di
studio, preparazione del manuale operativo, organizzazione dei corso di addestramento per
gli investigatori, preparazione dei manuali di monitoraggio (apertura centro e visite di
follow-up) dello studio, monitoraggio delle attivita di screening e reclutamento dei centri.
L’Unita Epidemiologica (“Consorzio Mario Negri Sud”) € responsabile della
randomizzazione telefonica centralizzata, della creazione della CRF elettronica, della
creazione del database, dell’analisi dei dati e del monitoraggio della qualita dei dati inviati
dagli sperimentatori.

Il monitoraggio degli eventi avversie le relative analisi sono effettuati dall’Unita di
Farmacovigilanza dell’Universita di Napoli Federico Il (Prof. G. Di Renzo).

La valutazione di farmacoeconomia viene effettuata dal centro Interdipartimentale di
Farmacoeconomia dell’Universita di Napoli Federico 1l (Prof G.L. Mantovani)
Determinazioni di laboratorio

Nel laboratorio centralizzato (Ospedale di Desio, Milano), che partecipa ad un programma
di controllo esterno di qualita vengono effettuate le misurazioni di: HbAlc, profilo lipidico
standard (colesterolo totale, colesterolo HDL, trigliceridi), creatininemia, microalbuminuria,

proteina C reattiva.

Stato di avanzamento dei lavori

Lo studio e partito nella maggior parte dei centri partecipanti.

Le Unita Operative Cliniche attualmente impegnate sono oltre 40 e quasi tutte hanno
iniziato le procedure di screening e di randomizzazione dei pazienti.

Ad oggi 684 soggetti sono stati screenati ed hanno pertanto iniziato il periodo di run-in di 8
settimane previsto dal protocollo: al momento 244 pazienti sono stati gia randomizzati. In
alcuni centri sono state anche effettuate le visite a 1, 3 e 6 mesi.
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E in corso di preparazione il lavoro di presentazione del protocollo di studio, che verra

sottomesso ad una rivista scientifica internazionale.
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4. CONCLUSIONI

Le complicanze del diabete mellito tipo 2, sia micro che macroangiopatiche, hanno un
notevole impatto socio-ecomonico, riducendo notevolmente I’aspettativa e la qualita di vita
dei pazienti diabetici: la patologia macrovascolare e infatti la piu frequente causa di morte
nella popolazione diabetica, mentre la nefropatia e la retinopatia diabetica sono le piu
frequente cause di insufficienza renale terminale e di cecita rispettivamente.
Le evidenze scientifiche dimostrano che i programmi di screening ed il trattamento di
queste patologie riducono significativamente la mortalita e la morbilita nei pazienti
diabetici. Da qui nasce I’esigenza di una maggiore attenzione alla ricerca di marcatori
sempre piu precoci di malattia, che potrebbero permettere I’individuazione di soggetti a
maggior rischio di sviluppare le complicanze del diabete, nei quali I’applicazione di
appropriati interventi potrebbero prevenire o ritardare la progressione a stadi piu avanzati
della malattia
Pertanto la mia attivita di ricerca durante questo ciclo di dottorato si & soffermata su tre
aspetti specifici delle complicanze croniche del diabete:
1) lo studio di un indice utile come marcatore precoce della nefropatia diabetica e
predittore di sviluppo e progressione del danno renale
2) lo studio delle subfrazioni lipoproteriche come nuovi fattori di rischio di
aterosclerosi subclinica a livello carotideo (ispessimento medio-intimale e placche
carotidee)
3) la valutazione comparativa di due trattamenti ipoglicemizzanti orali sulla mortalita

cardiovascolare

Per quanto riguarda la predizione della nefropatia diabetica, il mio studio, prospettico
osservazionale, ha dimostrato che I’indice di resistenza renale, una semplice misura
dell’emodinamica intrarenale misurata attraverso I’ecodoppler delle arterie renali, € un
marcatore di nefropatia diabetica largamente utilizzabile nella pratica clinica, capace di
predire lo sviluppo e la progressione della malattia renale anche nei soggetti
normoalbuminurici, quindi in una fase precocissima della malattia in cui 1 soggetti
sarebbero identificati, secondo le attuali conoscenze, come esenti da danno renale.

Per quanto riguarda invece il secondo punto, questo studio ha permesso di dimostrare che la
concentrazione e le dimensioni delle diverse particelle lipoproteiche hanno un ruolo
importante come fattori di rischio cardiovascolare, aggiuntivo rispetto al profilo lipidico

classico: in particolare indica possibili differenze nei determinanti lipoproteici dell’IMT e
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della comparsa (e/o peggioramento) delle placche. La concentrazione di particelle LDL
potrebbe essere piu strettamente correlate all’IMT, mentre la concentrazione delle VLDL
piccole e delle LDL grandi potrebbero essere piu legate al plaque score. La relazione del
plaque score con le LDL larghe piuttosto che con le LDL totali o piccole suggerisce che le
particelle LDL grandi, e non solo le piccole, possono essere implicate nell’evoluzione del
processo aterosclerotico e nella malattia cardiovascolare.

Il secondo aspetto studiato della malattia cardiovascolare é tutt’ora in corso di valutazione
con uno studio di intervento multicentrico randomizzato che si propone di valutare nei
pazienti diabetici I’effetto di due differenti strategie terapeutiche (associazione metformina
+ sulfoniluree vs metformina + tiazolidinedioni), largamente utilizzate nella pratica clinica,
su mortalitd e morbidita cardiovascolare, nonché compenso glicemico, effetti collaterali,
rapporto costo/efficacia. Questo studio € di grande interesse ed attualita perché permettera
di rispondere a importanti domande che si pongono sulla efficacia dei farmaci
ipoglicemizzanti nella prevenzione della malattia cardiovascolare, domande a cui non € stata
data una chiara risposta dai trials finora condotti, cosi come sottolineato dalle maggiori

societa scientifiche nazionali ed internazionali.
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