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ABSTRACT

Aims: Recent prospective studies have identified distinct plasma ceramides as
strong predictors of adverse cardiovascular events in patients with established or
suspected coronary artery disease (CAD). Currently, it is uncertain whether higher
levels of distinct plasma ceramides are associated with a greater angiographic

severity of coronary-artery stenoses in this patient population.

Methods: We measured six previously identified high-risk plasma ceramide
species [Cer(d18:1/16:0), Cer(d18:1/18:0), Cer(d18:1/20:0), Cer(d18:1/22:0),
Cer(d18:1/24:0) and Cer(d18:1/24:1)] in 167 patients with established or
suspected CAD, who consecutively underwent urgent or elective coronary

angiography.

Results: Approximately 77% of patients had a significant stenosis (>50%) in one
or more of the main coronary arteries, the majority of whom (~60%) had a
significant stenosis in the left anterior descending (LAD) artery. Of the six
measured plasma ceramides, higher levels of plasma Cer(d18:1/20:0) (adjusted-
odds ratio 1.39, 95%CI 1.0-1.99), Cer(d18:1/22:0) (adjusted-odds ratio 1.57,
95%CI 1.08-2.29) and Cer(d18:1/24:0) (adjusted-odds ratio 1.59, 95%CI 1.08-
2.32) were significantly associated with the presence of LAD stenosis >50%, even
after adjustment for age, sex, smoking, pre-existing CAD, hypertension, diabetes,
dyslipidemia, estimated glomerular filtration rate, plasma C-reactive protein levels
and use of lipid-lowering treatment. Almost identical results were found even
after excluding patients (n=15) with acute ST-elevation myocardial infarction.
Similar results were also found when patients were categorized according to the

Gensini severity score.

Conclusion: Our cross-sectional study shows for the first time that higher levels
of specific plasma ceramides are independently associated with a greater severity
of coronary-artery stenoses in the LAD artery in patients who had suspected or
established CAD.



SOMMARIO

Obiettivi: Recenti studi hanno identificato specifiche ceramidi plasmatiche come
significativi predittori di futuri eventi cardiovascolari in pazienti con nota o
sospetta cardiopatia ischemica. Attualmente non é ancora noto se livelli elevati di
tali ceramidi plasmatiche siano anche associate ad una maggiore severita delle

stenosi delle arterie coronarie in questa popolazione di pazienti.

Metodi: Abbiamo misurato i livelli di 6 ceramidi plasmatiche che sono state
precedentemente associate ad alto rischio cardiovascolare [[Cer(d18:1/16:0),
Cer(d18:1/18:0), Cer(d18:1/20:0), Cer(d18:1/22:0), Cer(d18:1/24:0) e
Cer(d18:1/24:1)] in 167 pazienti con nota o sospetta cardiopatia ischemica, che
sono stati sottoposti consecutivamente ad angiografia coronarica urgente od in

elezione.

Risultati: 11 77% di tali pazienti presentava una stenosi significativa (>50%) in
una o piu delle arterie coronarie, la maggioranza dei quali (~60%) avevano una
stenosi significativa a livello della arteria discendente anteriore (LAD). Delle 6
ceramidi misurate, livelli plasmatici piu elevati di Cer(d18:1/20:0) (odds ratio
aggiustato 1.39, 95%CI 1.0-1.99), Cer(d18:1/22:0) (odds ratio aggiustato 1.57,
95%CI 1.08-2.29) e Cer(d18:1/24:0) (odds ratio aggiustato 1.59, 95%CI 1.08-
2.32) erano associati in maniera significativa con la presenza di stenosi a livello
della LAD >50%, anche dopo aggiustamento per eta, sesso, fumo, presenza di
cardiopatia ischemica, ipertensione, diabete, dislipidemia, terapia ipolipemizzante,
velocita di filtrazione glomerulare stimata e livelli circolanti di proteina C reattiva.
Analoghi risultati sono stati osservati anche dopo avere escluso i pazienti (n=15)
con infarto miocardico acuto con elevazione del tratto ST. Risultati similari sono
stati anche evidenziati quando i pazienti sono stati classificati utilizzando lo score

di severita angiografica proposto da Gensini.

Conclusioni: Questo studio trasversale dimostra per la prima volta che livelli piu
elevati di specifiche ceramidi plasmatiche sono associati in maniera indipendente
con una maggiore severita delle stenosi coronariche a livello della LAD in una

coorte di paziente che presentavano cardiopatia ischemica nota o sospetta.



1. INTRODUZIONE

1.1 STRUTTURA DELLE CERAMIDI

Nel 1880, il chimico britannico Thudichum denomino alcuni lipidi situati nel
tessuto cerebrale con il termine di "sfingosine", richiamando cosi I’immagine della
sfinge, considerata la natura biochimica apparentemente enigmatica di tali
composti. Dal punto di vista biochimico, le sfingosine sono grassi amino-alcoli
che costituiscono la “spina dorsale” di una classe ubiquitaria di lipidi denominati
sfingolipidi, di cui fanno parte le ceramidi (N-acil-sfingosine), le sfingomieline e

centinaia di altri glico-sfingolipidi.

In particolare, le ceramidi sono una famiglia di lipidi costituiti da una sfingosina
legata in maniera covalente ad un acido grasso, che € variabile per lunghezza e
grado di saturazione, e cio determina le differenze fra le singole ceramidi (Figura
1). In passato tali composti sono stati ritenuti dei semplici componenti strutturali
di tutte le membrane cellulari. Negli ultimi 30-40 anni, invece, si e scoperto che
tutti gli stimoli “stressogeni” dell’organismo (quali per esempio, stimoli
inflammatori, calore, radiazioni U.V., ipossia, stress ossidativo ed uso di alcuni
chemioterapici) sono virtualmente in grado di aumentare la produzione di

ceramidi come parte di una risposta cellulare evolutivamente conservatal?345,

Figura 1. Struttura base della ceramide con una “spina dorsale” costituita da
una sfingosina e da un acido grasso che e variabile per lunghezza e grado di
saturazione (tratto da: Maceyka M et al. Nature. 2014; 51: 58-67)%
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1.2 NOMENCLATURA DELLE CERAMIDI

Nella maggior parte delle pubblicazioni scientifiche per identificare una ceramide
viene utilizzata una nomenclatura che identifica separatamente la base sfingoide
ed il gruppo acile. Ad esempio, la ceramide formata da una sfingosina ed un acido
grasso saturo a 16 atomi di carbonio viene identificato come Cer(d18:1/16:0). Le
basi sfingoidi hanno 18 atomi di carbonio e differiscono per il loro numero di
doppi legami e di gruppi idrossile. Le principali basi sfingoidi sono la sfingosina,
la sfinganina, la fitosfingosina e lo sfingadiene e sono indicate, nell’ordine, come
d18:1, d18:0, t18:0 e d18:2. Il primo numero corrisponde agli atomi di carbonio,
che e 18 per tutte, mentre il secondo indica il numero di doppi legami. Il prefisso
d o t indica il numero di gruppi idrossile; in particolare, d indica la presenza di
una idrossilazione in posizione 1 ed 3, mentre t indica una idrossilazione in
posizione 1, 3 e 4. Il gruppo acile e invece identificato da due numeri: il primo
indica il numero di atomi di carbonio, mentre il secondo indica il grado di
saturazione. Negli esseri umani le ceramidi derivano soprattutto dalla sfingosina
(d18:1), mentre nelle piante derivano dalla fito-sfingosina. Questo nostro studio fa
unicamente riferimento alle ceramidi derivate dalla sfingosina e, di conseguenza,
distingueremo le ceramidi, che abbiamo misurato, unicamente dal gruppo acile
(ad esempio C16:0).

1.3 PRODUZIONE DELLE CERAMIDI

Come schematizzato in Figura 2, esistono tre principali vie di produzione delle
ceramidi: sintesi de novo, sintesi mediante idrolisi della sfingomielina e sintesi

mediante la cosiddetta “via di recupero”.

a) Sintesi de novo. Il percorso di sintesi meglio caratterizzato é la sintesi de novo
della ceramide, che avviene a livello del foglietto citoplasmatico del reticolo
endoplasmatico e che inizia con il trasferimento di un residuo di serina su un
grasso acyl-CoA mediante la serina-palmitoyl-transferase (SPT) per formare 3-
keto-sfinganina (3KSn), che rappresenta la spina dorsale di 18 atomi di carbonio

su cui sono costruiti gli sfingolipidi piu complessi. Tre reazioni enzimatiche



successive, catalizzate da 3-chetodiidrosfingosina reduttasi (KDHR), di-
idroceramide-sintasi (CerS) e di-idroceramide desaturasi (Des 1 e 2), convertono
questo prodotto intermedio in ceramide. La maggior parte degli enzimi coinvolti

nella sintesi de novo delle ceramidi sono indotti da eventi inflammatori.

b) Sintesi mediante idrolisi della sfingomielina. La seconda via di sintesi in grado
di generare ceramidi comporta l'idrolisi del gruppo di testa della fosfocolina da
sfingomielina da parte di una famiglia di sfingomielinasi (SMasi), che sono degli
enzimi che si distinguono per il loro pH ottimale di attivazione e/o localizzazione
intracellulare®’ Le sfingomielinasi umane sono distinte in tre principali categorie
a seconda del pH ottimale a cui sono attive: sfingomielinasi acida (aSMase),
neutra (nSMase) ed alcalina. La sfingomielinasi alcalina & espressa principalmente
nell’intestino e nel fegato e serve alla digestione delle sfingomieline. La aSMase ¢
presente principalmente nei lisosomi, metabolizza sfingomieline che sono presenti
negli endosomi e pud essere secreta nello spazio extra-cellulare agendo, ad
esempio, sulle sfingomieline contenute nelle lipoproteine plasmatiche. Poiché la
sfingomielina & lo sfingolipide piu abbondante nei mammiferi, la sua capacita
come fonte di ceramidi € enorme. Diversi stimoli nocivi sono in grado di attivare
le SMasi, inclusi agenti patogeni, stress ossidativo e citochine pro-
infiammatorie®®. 1l conseguente accumulo di ceramide indotto dalla attivazione
della SMasi si ritiene sia responsabile dell’apoptosi indotta da stress in una varieta
di tipi cellulari °. Due citochine pro-infiammatorie, TNF-alfa e IL-1beta, sono

specificatamente in grado di attivare la SMasi e inducono accumulo di ceramidit?.

¢) Sintesi mediante la “‘via di recupero” (salvage pathway). Le ceramidi possono
essere prodotte indirettamente anche dal catabolismo di altri sfingolipidi
complessi. Infatti, attraverso una serie di eventi denominati “via di recupero”
sfingolipidico o “via di salvataggio”, diversi sfingolipidi complessi, come
sfingomielina e glicosfingolipidi vengono degradati da enzimi residenti all’interno
del compartimento cellulare (SMasi e 8 glucosidasi acida) per formare ceramidi'?,
che a loro volta sono degradate in sfingosina ed acidi grassi liberi, che sono cosi
in grado di entrare nel citosol*®. Una volta all’interno del citosol la sfingosina

viene riconvertita a ceramide mediante 1’attivita enzimatica della ceramide sintasi.



Benche la cosiddetta “via di recupero” sia ad oggi quella meno studiata a causa
dell’esistenza di difficolta tecniche ed analitiche per poterla analizzare, tale via ¢
rappresentativa di piu della meta dei fosfolipidi presenti all’interno della cellula®.
Si stima, infatti, che la “via di recupero” contribuisca dal 50% al 80% della sintesi
di nuovi sfingolipidi, suggerendo pertanto un ruolo centrale di questa via di sintesi
nel turnover degli sfingolipidi e nella trasduzione del segnale cellulare attraverso

le ceramidi.

De novo
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Figura 2. Principali vie di sintesi delle ceramidi (tratto da Bikman BT et al. J
Clin Invest. 2011; 121: 4222-4230).

1.4 MECCANISMO DI AZIONE DEGLI SFINGOLIPIDI

Le ceramidi rappresentano uno degli sfingolipidi piu importanti € servono come
precursore di altri sfingolipidi biologicamente attivi, come la sfingosina (SPH) e

la sfingosina 1-fosfato (S1P)¥. Le sfingosino-chinasi (sfingosinochinasi tipo 1;



SK1 e sfingosinochinasi tipo 2; SK2) sono in grado di fosforilare la sfingosina per
generare S1P°. Essendo le ceramidi un precursore di S1P, qualsiasi alterazione
dei livelli delle ceramidi & in grado di incrementare anche i livelli di S1P. Il
principale meccanismo di azione degli sfingolipidi ¢ [’attivazione di proteine
enzimatiche come la protein-chinasi attivata da ceramide, la protein-fosfatasi
attivata da ceramide, la protein-chinasi attivata da mitogeno e la protein-chinasi
C-Jun-N-terminale!’. Le ceramidi agiscono come secondi messaggeri, regolando
diversi processi a livello cellulare come la crescita e la differenziazione cellulare,
la proliferazione e I’apoptosi. Le ceramidi sono anche coinvolte nella regolazione
di protein-chinasi C, raf -1, chinasi soppressore di Ras, proteasi cellulare catepsina
D ed inibizione di fosfolipasi D81°

S1P gioca un ruolo chiave nella proliferazione e crescita cellulare, nellla
migrazione cellulare, infiammazione, angiogenesi e resistenza alla apoptosi.
L’effetto di S1P ¢ mediato principalmente da recettori SIP connessi con differenti
tipi di proteine G che derivano dalla attivazione di diverse vie di segnale
intracellulare®®. L apoptosi cellulare e le risposte agli stress sono strettamente
associate con le ceramidi. Diversi fattori tra cui agenti infettivi (Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Neisseria gonorrhoeae, Rhinovirus) ma anche
radiazioni UV ed alcuni chemioterapici sono in grado di attivare le SMasi. Alcuni
di questi fattori stimolano una translocazione di SMasi sul foglietto esterno della
membrana cellulare, portando al rilascio di ceramidi ed alla formazione di
‘domini’ di membrana ricchi di ceramidi. Questi ‘domini’ di membrana servono a
raggruppare i recettori di membrana per amplificare la via di segnale che ¢
richiesta nell’induzione dell’apoptosi. Alcuni studi sperimentali suggeriscono che
la relazione tra sfingolipidi e apoptosi pud essere importante anche nella
patogenesi di alcune malattie croniche come il diabete mellito, lo stroke ischemico
e I’infarto miocardico?®2122, Infatti, gli aggregati lipoproteici che sono stati isolati
dalle lesioni aterosclerotiche umane sono particolarmente ricchi di ceramidi.
Inoltre, in un modello animale di aterosclerosi il trattamento con miocrina, che ¢
un inibitore specifico della serina-palmitoyl-transferasi, induce un profilo
lipoproteico maggiormente protettivo. Tuttavia, i meccanismi che legano

sfingolipidi, lipoproteine ed aterosclerosi devono essere ancora chiariti?® . 1l ruolo
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importante degli sfingolipidi nella patogenesi delle malattie croniche correlate allo
stile di vite potrebbe essere inoltre il risultato (almeno in parte) di una influenza di
tali molecole sul sistema immunitario. Studi sperimentali hanno dimostrato un
possibile coinvolgimento degli sfingolipidi nel trafficking e nella regolazione dei
processi delle cellule immunitarie come ’apoptosi dei linfociti T, la variazione del
bilancio di Thl e Th2, la fagocitosi, I’inflammazione ¢ la suscettibilita all’allergia.
Alcuni studi sperimentali hanno inoltre suggerito che I’inflammazione sarebbe in
grado di alterare il metabolismo degli sfingolipidi e I’attivita dei recettori per
SlP24’25.

1.5 INTERAZIONI TRA CERAMIDI ED ALTRI FATTORI IMPLICATI
NELLA MALATTIA CARDIOVASCOLARE

Ceramidi e sistema renina-angiotensina-aldosterone. Alcuni studi in vitro hanno
esaminato il rapporto esistente tra ceramidi ed il sistema renina-angiotensina-
aldosterone. Studi eseguiti su cellule di feocromocitoma di ratto PC12W hanno
dimostrato che [D’attivazione del recettore tipo 2 per angiotensina II causa
I’aumento dei livelli intracellulari di ceramide con conseguente aumento
dell’apoptosi. Le ceramidi potrebbero pertanto giocare un ruolo importante nella
inibizione della crescita indotta dal recettore tipo 2 dell’angiotensina II e

nell’induzione della apoptosi nei tessuti cardiaci e vascolari®®.

Relazioni delle ceramidi con trombossano e ossido nitrico. Sono state
documentate delle possibili relazioni tra ceramidi con il trombossano sierico e
I’ossido nitrico. Esperimenti in vitro eseguiti su arterie carotidee isolate da ratti
ipertesi hanno dimostrato una significativa contrazione dei vasi dopo
I’applicazione di sfingomielinasi ed inibitori di sfingosina chinasi. Al contrario,
tali effetti vasocostrittivi non sono stati osservati in arterie isolate da ratti
normotesi?’. Sulla base di tali evidenze & stato pertanto suggerito che le ceramidi
possano contribuire alla contrazione di arterie isolate, aumentando il rilascio di
trombossano da parte dell’endotelio. SI1P causa sia vasocostrizione che

vasodilatazione a seconda del tipo di recettori attivati. S1P induce una
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vasodilatazione dipendente dalla ossido-nitrico-sintasi endoteliale in arteriole
mesenteriche sia di ratto che di topo gia vaso-costrette da epinefrina. Alcuni studi
hanno dimostrato che [D’attivazione della ossido-nitrico-sintasi puo essere
modulata dal recettore S1P1. S1P € in grado di indurre vasocostrizione nelle
arterie basilari sia di topi wild-type che knockout per S1P2. E’ verosimile
Ipotizzare che tale vasocostrizione sia principalmente mediata dalla attivazione del
sottotipo S1P3, dato che I’attivita vasocostrittrice di S1P veniva persa in animali

knockout per S1P3%,

Ceramide e piastrine. Le piastrine sono molto importanti per I’emostasi primaria
dopo un danno vascolare acuto e sono elementi cardine nello sviluppo
dell’occlusione trombotica acuta e nel successivo svilupparsi di infarto
miocardico acuto e stroke ischemico?®2°. Dopo la loro attivazione le piastrine
secernono i loro granuli e vengono sottoposte a scrambling della membrana
cellulare con esposizione di fosfatidil-serina, andando incontro ad aggregazione e
formazione di trombo®. In altri tipi cellulari lo scrambling della membrana
cellulare®? e la degranulazione sono modificate dalla sfingomielinasi acida che
produce ceramidi®. La sfingomielinasi “rompe” la sfingomielina di membrana
con produzione di ceramidi, che svolgono un ruolo importante nel signalling
lipidico di diverse malattie cardiovascolari inducendo infiammazione sistemica*.
Uno studio®, che & stato condotto per verificare se la sfingomielinasi acida
partecipi nella regolazione ceramide-dipendente delle proprieta di membrana delle
piastrine e della loro attivita procoagulante, ha documentato che la sfingomielinasi
acida gioca un ruolo decisivo nella secrezione piastrinica, nella esposizione di
fosfatidilserina e nella generazione di trombina. La sfingomielinasi acida pertanto
partecipa nei vari meccanismi di signalling che sono coinvolti nella adesione
piastrinica e formazione del trombo arterioso in vivo. Al contrario, il trattamento
con un inibitore funzionale della sfingomielinasi acida (amitriptilina o fluoxetina)
era in grado di ridurre la degranulazione piastrinica, I’esposizione di fosfatidil-
serina e la formazione del trombo. Questo studio identifica, pertanto, una nuova
via di segnale che é potenzialmente coinvolta nella regolazione delle proprieta e
funzioni delle membrane piastriniche. Questa via di segnale potrebbe
rappresentare quindi un potenziale target di trattamenti terapeutici nella
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prevenzione e trattamento dell’occlusione vascolare trombotica acuta, che € alla
base dell’infarto miocardio acuto e dello stroke ischemico. Peraltro, ¢ gia stato
precedentemente dimostrato® che la ceramide C6 & in grado di mantenere elevati
livelli di calcio nelle piastrine attivate e che la ceramide C6 nelle membrane
piastriniche induce la traslocazione calcio-dipendente della fosfolipasi A2 dal
citosol alle membrane, probabilmente attraverso la modificazione dei fosfolipidi

di membrana®’.

Ceramidi e inflammazione. Durante la difesa ospite-patogeno, i recettori pattern
recognition, inclusi i recettori Toll-like (TLR) ed i recettori Nod-like (NLR) (che
sono espressi principalmente da macrofagi e cellule dendritiche) legano i prodotti
microbici per attivare la risposta immunitaria innata e 1’immunita adattativa
primaria. L’analisi di recenti dati di sfingolipidomica e trascrittomica dei
macrofagi che sono stati trattati con lipopolisaccaride (il principale ligando di
TLR4), ha rivelato che numerosi enzimi, che sono coinvolti nel metabolismo degli
sfingolipidi e delle ceramidi, sono attivati nella risposta immunitaria innata e

nell’immunita adattativa primaria®>%%,

Sono state proposte diverse ipotesi per spiegare come le ceramidi leghino TLRA4.
Nei macrofagi é richiesta una maggiore biosintesi delle ceramidi de novo per la
formazione di autofagosomi®®, che si ritiene abbiano un ruolo chiave
nell'immunita innata*®. Un aspetto ancora in corso di chiarimento & quello
concernente il fatto se i cambiamenti determinatisi nell'autofagia, indotti dalle
ceramidi, possano direttamente contribuire all'attivazione dell’immunita e/o allo
sviluppo di inflammazione. Sperimentalmente e stato dimostrato che la rottura dei
micro-domini di membrana nei topi knockout per Cers2, che non sono quindi in
grado di produrre ceramidi a catena molto lunga, impedisce I'internalizzazione del

TNF-R1 e la conseguente attivazione delle vie di signalling a valle*.

Un' altra area di ricerca che ha ricevuto recentemente attenzione é la possibile
connessione tra inflammazione subclinica e la patogenesi dell'obesita e della
disfunzione metabolica associata***. Un legame recentemente scoperto tra
aumento dell'infiammazione ed obesita e I'attivazione di TLR4 da parte degli acidi

grassi saturi, che porta all'attivazione trascrizionale di diversi geni coinvolti nella
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sintesi delle ceramidi, compresi quelli che codificano per SPT e specifiche
isoforme CerS*. E’ inoltre interessante il fatto che veniva richiesta un'elevata
produzione di ceramidi per [linsulino-resistenza TLR4-dipendente, dovuta
all'inibizione di Akt*, la cui attivazione & necessaria per il trasporto del glucosio
insulino-stimolato®. Allo stesso modo, i topi knockout per CerS2 mostrano una
alterata tolleranza glucidica a causa dell'incapacita di traslocazione sulla
membrana del recettore dell'insulina, impedendo cosi l'attivazione di Akt*. Nel
loro insieme, questi recenti studi sperimentali suggeriscono che le ceramidi siano
un mediatore che collega le vie infiammatorie indotte dai lipidi con Il'insulino-
resistenza. L'inflammasoma NLRP3 (Nod like receptor P3), membro della
famiglia NLR, viene attivato da diversi fattori-DAMP (danger-associated
molecular patterns) di tipo non microbico derivati da cellule danneggiate ed € in
grado di indurre inflammazione, aumentando la secrezione di IL-1p e IL-18. Nei
topi obesi, ¢ stato dimostrato che l’aumento delle ceramidi indotto dalla
lipotossicita aumentava [’attivita della caspasi-1 in maniera dipendente
dall'inflammasoma NLRP3, sia nei macrofagi che nel tessuto adiposo*’. Cio
dimostra che le ceramidi sono in grado di attivare I’inflammasoma portando alla
scissione della caspasi-14"*8, Inoltre, l'aumento legato all'eta delle ceramidi
timiche porta anche all'attivazione della caspasi-1 in maniera dipendente
dall’inflammasoma NLRP3, suggerendo che questa forma di incremento delle
ceramidi possa essere responsabile del collasso del microambiente delle cellule
stromali timiche con conseguente ridotta produzione di linfociti T naive e

possibile riduzione della sorveglianza immunitaria con 1’avanzare dell’eta*°.

1.6 CERAMIDI E CARDIOPATIA ISCHEMICA

La cardiopatia ischemica rappresenta attualmente una delle principali cause di
morbidita e mortalita nel mondo®. E’ noto che il colesterolo totale e le
lipoproteine a bassa densita (LDL-C) plasmatiche sono associate in maniera
significativa con 1’aterosclerosi e le sue principali manifestazioni cliniche (come
la sindrome coronarica acuta) e, nell’ambito clinico, Sono pertanto utilizzate ormai

da anni per la stratificazione del rischio cardiovascolare globale di un paziente®.
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Tuttavia, € altresi noto che i livelli circolanti di colesterolo totale e colesterolo
LDL-C da soli non sono in grado di identificare una proporzione sostanziale di
pazienti ad alto rischio cardiovascolare. Per esempio, in uno studio su pazienti
ospedalizzati con cardiopatia ischemica, quasi la meta di tali pazienti presentava,
al momento del ricovero, dei valori di colesterolo LDL inferiori a 100 mg/dl
mentre meno di un quarto aveva valori di colesterolo LDL maggiori di 130
mg/dI®?. Da questo ed altri studi & quindi emersa la necessitd di comprendere
meglio il ruolo di differenti specie lipidiche nell’aterosclerosi, al di la dei valori di

colesterolo totale, LDL, HDL e trigliceridi.

Nel 2011 uno studio®® aveva analizzato (mediante tecnica di ionizzazione-
elettrospray in tandem con spettrometria di massa) il lipidoma plasmatico,
misurando >300 specie lipidiche circolanti in 220 individui (controlli sani n=80,
pazienti con angina stabile n=60, pazienti con angina instabile/sindrome
coronarica acuta n=80). Questo studio ha individuato differenze nel lipidoma
plasmatico tra pazienti affetti da arteriopatia coronarica instabile e stabile ed
anche tra paziente affetti da arteriopatia coronarica stabili e soggetti di controllo.
Tra i lipidi analizzati in questo studio vi erano anche alcune ceramidi a lunga
catena (Cer20:3 e Cer20:4), che sono risultate essere significativamente associate
ad arteriopatia coronarica stabile. Un altro studio nel 2011>* ha analizzato come i
livelli di sfingosina 1 fosfato (S1P) ed altri sfingolipidi in siero umano contenente
HDL correlassero con il rischio di cardiopatia ischemica. In particolare, per
svolgere questo studio é stata usata una cromatografia liquida associata a
spettrometria di massa per misurare i livelli di S1P in frazioni di siero contenenti
HDL (e deplete di LDL e VLDL) che sono state prelevate da 204 soggetti del
Copenhagen City Heart Study. Questo gruppo di individui era costituito da sia
soggetti che avevano elevati livelli di HDL e cardiopatia ischemica, sia da
soggetti con bassi livelli di HDL-C ma che non presentavano cardiopatia
ischemica. Tale studio ha dimostrato la presenza di una significativa associazione
tra ridotti livelli di S1P nelle frazioni di siero contenenti HDL ed aumentato
rischio di cardiopatia ischemica. E’ stata, inoltre, osservata una associazione
inversa con la cardiopatia ischemica per altri due sfingolipidi, la deidro-sfingosina
1 fosfato e la ceramide C24:1. Lo studio ha infine dimostrato che la quantita di
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S1P presente nelle HDL correlava con la quota di signalling indotto dalle HDL a
livello della barriera della cellula endoteliale. Questo studio pertanto suggerisce
che le differenze nella composizione degli sfingolipidi delle frazioni di siero
contenenti HDL possono essere correlate con lo sviluppo di cardiopatia ischemica
e possono contribuire a spiegare il ruolo protettivo svolto dalle HDL nella

cardiopatia ischemica.

Nel 2014 & stato pubblicato uno studio® nel quale & stato prelevato il siero di 445
soggetti con cardiopatia ischemica che avevano partecipato allo studio
Ludwigshafen Risk and Cardiovascular Health (LURIC), oltre al siero di pazienti
partecipanti ad un trial clinico randomizzato che erano stati trattati con
simvastatina (n=24), ezetimibe (n=24) od entrambi i farmaci (n=24). Nel siero dei
soggetti partecipanti allo studio LURIC ¢ stata anche valutata la presenza di della
mutazione con perdita di funzione (R46L) del gene PCSK9 (n=19). Da tale studio
e emerso che elevati livelli circolanti di tre distinte ceramide [cioé
Cer(d18:1/16:0)/Cer(d18:1/24:0), Cer(d18:1/20:0)/Cer(d18:1/24:0) e
Cer(d18:1/24:0)/Cer(d18:1/24:1] e specialmente il loro rapporto con la
Cer(d18:1/24:0), erano significativamente associati con un aumentato rischio di
cardiopatia ischemica fatale. La simvastatina riduceva di circa il 25% il livello
circolante di tali ceramidi mentre non si osservavano variazioni nei livelli delle
ceramidi nei soggetti trattati con ezetimibe. La deficienza del gene PCSK9
risultava inoltre associata ad una significativa riduzione dei livelli circolanti di
LDL-C e delle ceramidi e ad un ridotto rischio di sviluppare cardiopatia

ischemica.

Successivamente nel 2016 °° ¢ stato svolto uno studio mirato a valutare il ruolo
prognostico di diverse ceramidi plasmatiche [Cer(d18:1/16:0), Cer(d18:1/18:0),
Cer(d18:1/24:0) e Cer(d18:1/24:1)] nel rischio di morte cardiovascolare,
utilizzando tre coorti indipendenti di pazienti con arteriopatia coronarica. In
particolare, lo studio Corogene e uno studio prospettico finlandese che include
pazienti con arteriopatia coronarica stabile (n=160); lo studio di coorte prospettico
SPUM-ACS (Special Program University Medicine—Inflammation in Acute

Coronary Syndromes) (n=1637) condotto in 4 ospedali e lo studio di coorte
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prospettico norvegese BECAC (Bergen Coronary Angiography Cohort) che era
costituito da pazienti con arteriopatia coronarica stabile. Elevati livelli plasmatici
delle ceramidi sovra-riportate, specie quando venivano misurate in rapporto con
Cer(d18:1/24:0), sono risultate associate in maniera significativa con un
aumentato rischio di morte cardiovascolare in tutti tre le coorti di pazienti,
indipendentemente dai fattori di rischio cardiovascolare tradizionale e dai livelli di
proteina C reattiva. Tale studio fornisce pertanto una chiara evidenza che distinte
ceramidi plasmatiche sono dei predittori di morte cardiovascolare al di la dei
classici parametri lipidici in pazienti con arteriopatia coronarica stabile e/o con
sindrome coronarica acuta. E’ importante sottolineare il fatto che tale capacita
predittiva e risultata significativa anche in pazienti che erano gia in trattamento
con statine. In questo studio le ceramidi a lunga catena (Cerd18:1/16:0 e
Cerd18:1/18:0) dimostravano un potere prognostico maggiore rispetto a quelle a
catena molto lunga (Cerd18:1/24:0). A tale riguardo, in letteratura stanno infatti
progressivamente aumentando le evidenze che suggeriscono una variabilita di
funzioni delle varie ceramidi in relazione alla lunghezza di catena delle ceramidi
stesse. Per esempio, uno studio sperimentale ha, di recente, suggerito che
I’aumento relativo in ceramidi a lunga catena (C16), ma non quello in ceramidi a
catena molto lunga (C24-24:1), & associato a peggiore insulino-resistenza nei
topi®’. Nel Caenorhabditis elegans le ceramidi a lunga catena sono pro-
apoptotiche, mentre quelle a catena molto lunga sembrano esercitare una attivita

anti-apoptotica®®.

Nel 2018 il nostro gruppo® si & posto lo scopo di indagare se aumentati livelli
circolanti di specifiche ceramidi (che erano state associate ad aumentato rischio di
eventi cardiovascolari in altri precedenti studi) fossero associati alla presenza di
ischemia miocardica inducibile durante scintigrafia miocardica da sforzo. In tale
studio sono state quindi misurate sei ceramidi plasmatiche [Cer(d18:1/16:0),
Cer(d18:1/18:0), Cer(d18:1/20:0), Cer(d18:1/22:0), Cer(d18:1/24:0) e
Cer(d18:1/24:1)] in 167 pazienti con nota 0 sospetta cardiopatia ischemica, che
sono stati consecutivamente sottoposti a scintigrafia miocardica di perfusione
sotto stress da esercizio fisico o dopo infusione di dipiridamolo per varie

indicazioni cliniche. Le ceramidi plasmatiche erano misurate con cromatografia
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liquida in tandem con spettrometria di massa, sia in condizioni basali che dopo
scintigrafia miocardica. Complessivamente 78 pazienti presentavano una ischemia
miocardica inducibile in corso di scintigrafia miocardica. Delle 6 ceramidi
plasmatiche misurate, i livelli basali della ceramide Cer(d18:1/24:1) mostravano
la piu forte associazione con la presenza di difetti di perfusione miocardica acuta
(odds ratio 1.48, 95% intervallo di confidenza 1.08-2.04). Dopo aggiustamento
per eta, sesso, fumo, dislipidemia, ipertensione, diabete, precedente storia di
cardiopatia ischemica, frazione di eiezione ventricolare sinistra e tipologia di
stress (esercizio fisico vs. dipiridamolo e.v.) tutte le ceramidi misurate, eccetto la
Cer(d18:1/24:0), sono risultate essere associate in modo indipendente con la
presenza di ischemia miocardica acuta inducibile. Pertanto, da questo nostro
recente studio emerge chiaramente che elevati livelli basali di distinte ceramidi
plasmatiche sono dei predittori indipendenti di ischemia miocardica acuta

inducibile in pazienti con cardiopatia coronarica nota o sospetta.
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2. SCOPO DELLO STUDIO

L’ipotesi di ricerca che ha condotto a questo studio ¢ che vi possa essere una
relazione significativa tra aumentati livelli circolanti di distinte ceramidi e la
severita delle stenosi coronariche documentate in corso di angiografia coronarica.
Al momento attuale, infatti, non sono disponibili in letteratura delle evidenze
conclusive riguardo ’esistenza di una significativa associazione tra elevati livelli
circolanti di specifiche ceramidi e maggiore severita delle stenosi coronariche in

pazienti con coronaropatia nota o sospetta®®6:,

Pertanto, lo scopo principale di questo studio osservazionale e di verificare se
esista una associazione significativa tra i livelli circolanti di sei ceramidi
plasmatiche (che sono state precedentemente associate ad un aumentato rischio
cardiovascolare) e la severita della stenosi coronarica in una coorte di paziente
con sospetta coronaropatia, che sono stati consecutivamente sottoposti ad

angiografia coronarica per diverse indicazioni cliniche.
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3 MATERIALI E METODI

3.1 PAZIENTI

Sono stati arruolati in maniera consecutiva tutti i pazienti che venivano sottoposti
ad angiografia coronarica, in elezione od in urgenza, per varie indicazioni cliniche
(come per esempio, dolore toracico, dispnea, alterazioni ischemiche
elettrocardiografiche e presenza di anomalie ecocardiografiche sospette) presso
I’Unita Operativa di Cardiologia dell’ IRCCS Sacro Cuore - Ospedale di Negrar
(VR) nel periodo compreso tra aprile 2017 e gennaio 2018. | pazienti con una
precedente anamnesi di neoplasia, cirrosi scompensata ed insufficienza renale
terminale sono stati esclusi dallo studio (n=21, vale a dire patologie che
potrebbero alterare i livelli delle ceramidi plasmatiche indipendentemente dalla

presenza di coronaropatia)®?2°,

Il protocollo dello studio € stato approvato dal Comitato etico locale ed é stato

ottenuto il consenso informato da parte di tutti i soggetti partecipanti allo studio.

3.2 DATI CLINICI E DI LABORATORIO

L’indice di massa corporea (BMI) ¢ stato misurato in chilogrammi divisi per il
quadrato dell’altezza misurata in metri. I pazienti venivano considerati ipertesi se
la loro pressione sanguigna era >140/90 mmHg o se erano in trattamento con
qualsiasi farmaco anti-ipertensivo. In tutti i pazienti sono state raccolte

informazioni riguardo la storia di fumo e I’attuale uso di farmaci.

Il prelievo di sangue venoso é stato eseguito la mattina dopo il digiuno notturno.
La creatinina, i lipidi, la troponina e gli altri parametri biochimici sono stati
determinati utilizzando procedure di laboratorio standard presso il Laboratorio
centrale di analisi dell’Ospedale. La concentrazione di proteina C plasmatica ad
elevata sensibilita (hs-CRP) é stata misurata mediante il sistema Beckman Coulter
Image Immunochemistry System. 1l colesterolo LDL é stato determinato

utilizzando 1’equazione di Friedewald. La velocita di filtrazione glomerulare
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renale (e-GFR) ¢ stata stimata utilizzando 1’equazione proposta dallo studio
MDRD (Modification of Diet in Renal Disease)®.

La presenza di coronaropatia é stata definita come una precedente storia clinica di
infarto miocardico acuto, angina pectoris 0 pregresse procedure di
rivascolarizzazione coronarica. La diagnosi di fibrillazione atriale permanente e
stata formulata sulla base della storia clinica (rivedendo i referti medici e
ospedalieri) e sulla base di ECG standard. La storia precedente di malattie
valvolari cardiache é stata confermata rivedendo i referti medici dell’ospedale e
degli ecocardiogrammi. La presenza di diabete era definita dalla diagnosi medica
di diabete riportata dal paziente o dall’uso di farmaci ipoglicemizzanti (insulina o
antidiabetici orali). La dislipidemia era definita da livelli di colesterolo LDL-C >
100 mg/dl e/o dall’'uso di farmaci ipolipidemizzanti. La malattia renale cronica
(CKD, chronic kidney disease) e stata definita dalla presenza di e-GFRmprp <60

mL/min/1.73 m? 83,

3.3 MISURAZIONE DELLE CERAMIDI PLASMATICHE

Il prelievo di sangue per la misurazione delle ceramidi € stato eseguito in provette
contenenti EDTA immediatamente prima della esecuzione dell’angiografia
coronarica. Il plasma veniva conservato a temperatura di -80°C fino alla analisi.
Un tecnico esperto di laboratorio, che non era a conoscenza dei dati clinici dei
partecipanti, ha eseguito tutte le misurazioni delle ceramidi plasmatiche in
un’unica sessione. Gli standard delle ceramidi sono stati acquistati da Avanti
Polar Lipids Inc. (Alabaster, Alabama, USA). Le concentrazioni plasmatiche di
Cer(d18:1/16:0), Cer(d18:1/18:0), Cer(d18:1/20:0), Cer(d18:1/22:0),
Cer(d18:1/24:0) e Cer(d18:1/24:1) sono state misurate con estrazione liquido-
liquido con 2-propanol:etil acetato (4:1 v/v) in cromatografia a gradiente di fase
inversa su colonna Agilent Poroshell 120 C18 column (4.6x50mm, 2.7 um)>°%,
E’ stata utilizzata come standard interno la Cer(d18:1/17:0). L’apparato di
misurazione era costituito da una sistema Agilent 1290 UHPLC (ultra-high-

performance liquid chromatography) accoppiato con un sistema a cromatografia
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liquida/spettrometria di massa (LC/MS) Agilent 6495 Triple Quadrupole liquid
chromatography/mass spectrometry (LC/MS). La fase mobile era costituita da
acqua di qualita in LC-MS (A), acetonitrile con 0.1% di acido formico (B) e 10
mM di acetato di ammonio in 2-propanolo (C). E’ stata selezionata la transizione
[M+H]+ —264 MRM (multiple reaction monitoring) per quantificare ogni
ceramide. Gli standard di calibrazione (sei punti) sono stati preparati ogni giorno
in una matrice surrogata (5% di albumina sierica bovina) a concentrazioni che
variavano da 1.0 a 0.031 pM/L per Cer(d18:1/16:0), Cer(d18:1/18:0) e
Cer(d18:1/20:0) e da 10 a 0.31 uM/L per Cer(d18:1/22:0), Cer(d18:1/24:0) e
Cer(d18:1/24:1), rispettivamente. | coefficienti di regressione lineare erano R?
>0.99 per tutte le ceramidi. | coefficienti di variazione, sia intra-assay ed inter-
assay, erano <15% per tutte le ceramidi misurate®. Non & stata osservata alcuna

interferenza della matrice.

3.4 ANGIOGRAFIA CORONARICA ED ECOCARDIOGRAFIA

In tutti i pazienti & stata eseguita una angiografia coronarica da due cardiologi
esperti, che non erano a conoscenza dei dettagli clinici e biochimici dei
partecipanti. 1l grado di stenosi coronarica del ramo principale sinistro, della
discendente anteriore (LAD), dell’arteria circonflessa sinistra (LCX) e della
coronaria destra (RCA) & stato determinato sulla base di metodiche standard®. La
coronaropatia ¢ stata definita come “significativa” in presenza di una stenosi
>50% in una o piu delle arterie coronarie®. La severita angiografica delle stenosi
coronariche & stata calcolata anche utilizzando lo score di Gensini®. Dopo la
procedura angiografica sono state eseguite, in base all’indicazione clinica, la
terapia medica e/o ’intervento di rivascolarizzazione per via percutanea oppure ¢
stata posta indicazione ad intervento cardiochirurgico di bypass aorto-coronarico.
In un sottogruppo di pazienti (n=122, 73% del totale) & stata eseguita una
ecocardiografia trans-toracica (Vivid 7, GE Vingmed, Horten, Norway) per
misurare i diametri del ventricolo sinistro, lo spessore della parete e la massa

ventricolare sinistra in accordo a criteri diagnostici standard. Sono stati anche
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misurati i volumi ventricolari sinistri diastolico e sistolico e la frazione di eiezione

a riposo dalla proiezione apicale 4 camere e 2 camere.

3.5 ANALISI STATISTICA

| dati sono stati espressi come media + SD, mediana (range inter-quartile, IQR) o
percentuali. E’ stata utilizzata una analisi di regressione lineare per testare le
associazioni indipendenti tra ciascuna ceramide plasmatica (inclusa come
variabile continua, vale a dire, per ogni incremento di 1 SD) e la severita della
stenosi coronarica che rappresentava la misura di outcome (inclusa anch’essa nel
modello statistico come variabile continua), dopo aggiustamento per molteplici
fattori di rischio cardiovascolare. In particolare, abbiamo utilizzato due modelli di
regressione lineare multipla: il primo modello € stato aggiustato per eta e sesso
(modello 1) mentre il secondo modello ¢ stato ulteriormente aggiustato per fumo,
pregressa storia di malattia cardiaca coronarica, dislipidemia (definita come
colesterolo LDL >100 mg/dl o uso di farmaci ipolipemizzanti), ipertensione (PA
>140/90 mmHg o uso di famarci antiipertensivi), diabete, e-GFR e livelli di hs-
PCR (modello 2). Queste covariate sono state selezionate coma potenziali fattori
confondenti in base alla loro significativita statistica nelle analisi univariate o in
base alla loro plausibilita biologica. Con I’analisi di regressione logistica abbiamo
successivamente testato 1’esistenza di una associazione statistica tra ciascuna
ceramide e la presenza di stenosi >50% della arteria coronaria discendente
anteriore (inclusa nel modello come variabile categorica) dopo aggiustamento per
le stesse covariate sopramenzionate. In questi modelli di regressione e stato
eseguito anche un aggiustamento per test a confronti multipli, utilizzando il
metodo di Benjamini-Hochberg®”. Infine, tutti i modelli di regressione
sopramenzionati sono stati ripetuti sia utilizzando lo score di Gensini, che & un
altro metodo ampiamente utilizzato per determinare la severita angiografica delle
stenosi coronariche®®, sia dopo aver escluso il sottogruppo di pazienti con infarto

miocardico acuto con elevazione del tratto ST (STEMI; n=15), nei quali la
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determinazione della stenosi coronarica potrebbe risultare meno accurata data la
presenza di un trombo all’interno della arteria coronaria. E’ stato considerato
come statisticamente significativo un valore di p <0.05. L’analisi statistica ¢ stata
eseguita mediante il software STATA, versione 14.2 (STATA, College Station,
Texas, USA).
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4. RISULTATI

In totale, sono stati arruolati nello studio 167 pazienti (123 uomini e 44 donne)
affetti da cardiopatia ischemica sospetta 0 nota, che sono stati consecutivamente
sottoposti ad angiografia coronarica elettiva od in urgenza nel periodo compreso

tra aprile 2017 e gennaio 2018.

Le principali caratteristiche cliniche, biochimiche ed i dati angiografici coronarici
di questi pazienti sono elencati nella Tabella 1 e Tabella 2. Complessivamente, i
pazienti avevano una eta media di 69 anni ed erano in predominanza uomini
(73.6%) e in sovrappeso corporeo (BMI medio 26.3 kg/m?). Inoltre, il 34.1 % di
questi pazienti avevano una precedente storia di cardiopatia ischemica, 1’84.4%
aveva dislipidemia, il 77.2% aveva ipertensione ed il 21% aveva un diabete noto
(la maggior parte dei quali era trattato con ipoglicemizzati orali). Tra questi
pazienti, 30 pazienti (18%) sono stati sottoposti ad angiografia coronarica urgente
per infarto miocardico STEMI (n=15) o per infarto miocardico non-STEMI,
mentre i rimanenti 137 (82%) pazienti sono stati sottoposti ad angiografia
coronarica elettiva (non urgente). Come mostrato in Tabella 2 una stenosi di
almeno il 50% in una o piu delle arterie coronarie ¢ stata rilevata nel 77.2% dei
pazienti, la maggior parte dei quali (60%) avevano una stenosi >50% a livello

della LAD.

Rispetto ai pazienti sottoposti ad angiografia coronarica selettiva, i pazienti che
sono stati sottoposti ad angiografia urgente erano piu frequentemente donne e
fumatori ed erano meno frequentemente trattati con farmaci anti-ipertensivi,
ipolipemizzanti e con farmaci antiaggreganti. Questi pazienti presentavano livelli
piu elevati di troponina e hs-CPR rispetto a quelli sottoposti ad angiografia non
urgente. Questi pazienti mostravano inoltre la tendenza ad avere livelli piu elevati
di ceramidi plasmatiche. Non vi erano invece significative differenze in termini di
eta, diabete, BMI, e-GFR e principali dati angiografici coronarici tra i due gruppi

di pazienti (dati non mostrati).

La Tabella 3 mostra gli effetti dell’aggiustamento statistico per molteplici fattori

di rischio cardiovascolare sull’associazione tra ciascuna ceramide (espressa per
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ogni incremento 1-SD) e la severitd della stenosi della arteria coronaria
discendente anteriore (inserita come variabile continua nel modello statistico).
Livelli circolanti piu elevati di Cer(d18:1/20:0), Cer(d18:1/22:0) e
Cer(d18:1/24:0) erano significativamente associati con una maggiore severita
della stenosi della arteria coronaria discendente anteriore (LAD) dopo
aggiustamento per eta, sesso, fumo, precedente storia di cardiopatia ischemica,
ipertensione, dislipidemia, diabete, e-GFR e livelli di hs-CPR (modello 2). Nel
modello 2, la precedente storia di cardiopatia ischemica era 1’unica altra variabile
che era associata in maniera indipendente ad una maggiore severita della stenosi
della LAD. In particolare, dopo ulteriore aggiustamento per molteplicita
(utilizzando il metodo di Benjamini-Hochberg) e stato documentato che solo i
livelli di Cer(d18:1/22:0) e Cer(d18:1/24:0) mantenevano una significativita
statistica. Al contrario, nessuna associazione statistica & stata documentata tra i
livelli delle ceramidi plasmatiche e la severita delle stenosi dell’arterie coronaria
destra e circonflessa sinistra dopo aggiustamento per i fattori di rischio

sopramenzionati (dati non mostrati).

Come mostrato nella Tabella supplementare 1, sono stati ottenuti risultati analoghi
anche quando abbiamo ripetuto tutte le analisi statistiche, escludendo i pazienti
con infarto miocardico STEMI (n=15) nei quali la determinazione della stenosi
della arteria coronaria potrebbe essere meno accurata per la presenza di un trombo

all’interno della arteria coronaria.

La Tabella 4 mostra gli effetti dell’aggiustamento statistico per multipli fattori di
rischio cardiovascolare sull’associazione tra ogni ceramide plasmatica e la
presenza di stenosi della arteria coronaria discendente anteriore >50%
(considerata come variabile categorica) nell’intero campione di pazienti.
Analogamente a quanto riportato sopra, livelli piu elevati di Cer(d18:1/20:0),
Cer(d18:1/22:0) e Cer(d18:1/24:0) erano significativamente associate ad un
aumentato rischio di stenosi della LAD >50%, anche dopo aggiustamento per
molteplici fattori di rischio cardiovascolare e variabili potenzialmente confondenti
(modello 2). Dopo ulteriore aggiustamento per molteplicita (utilizzando la
procedura di Benjamini-Hochberg), solo i livelli di Cer(d18:1/22:0) e
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Cer(d18:1/24:0) mantenevano una associazione indipendente con aumentato
rischio di stenosi della LAD >50%. Questi risultati erano invariati anche quando
erano esclusi dall’analisi statistica 1 pazienti con infarto miocardico STEMI

(n=15) (Tabella supplementare 2)

In maniera simile ai risultati sopra riportati, quando i pazienti venivano
categorizzati in tre gruppi in accordo ai terzili dello score di severita di Gensini
(che erano calcolati dalla somma degli scores dei segmenti coronarici individuali)
e dopo aver escluso i pazienti con infarto miocardico STEMI, € stato rilevato che
livelli piu elevati di Cer(d18:1/20:0), Cer(d18:1/22:0) e Cer(d18:1/24:0) erano
significativamente associati ad uno score di Gensini piu elevato (tale variabile era
inclusa nei modelli di regressione logistica multivariata come una variabile
categorica, vale a dire, confrontando il primo terzile vs. la combinazione di
secondo e terzo terzile); tali associazioni rimanevano significative anche dopo

aggiustamento per le possibili variabili confondenti (Tabella supplementare 3).
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5. DISCUSSIONE

I principali risultati di questo studio osservazionale dimostrano che elevati livelli
di alcune specifiche ceramidi plasmatiche (che sono state precedentemente
associate ad un maggior rischio di mortalita e morbidita cardiovascolare), cioe
Cer(d18:1/20:0), Cer(d18:1/22:0) e Cer(d18:1/24:0), si associavano in maniera
significativa ad una maggiore severita angiografica della stenosi della arteria
coronaria discendente anteriore (LAD) anche dopo aggiustamento per i comuni
fattori di rischio cardiovascolare, uso di farmaci ipolipemizzanti, e-GFR e
concentrazioni plasmatiche di hs-CRP. Al contrario, i livelli plasmatici di
Cer(d18:1/16:0), Cer(d18:1/18:0) e Cer(d18:1/24:1) non erano associate in
maniera indipendente con la severita della stenosi di LAD in questo gruppo di
pazienti. E’ interessante sottolineare che questi risultati sono stati confermati
anche sia quando sono stati esclusi dall’analisi i pazienti con infarto miocardico
acuto STEMI (n=15) sia quando veniva utilizzato lo score di Gensini per

quantificare la severita angiografica delle stenosi coronariche.

Le concentrazioni dei livelli circolanti delle ceramidi, che abbiamo dosato in
questo studio, sono risultati paragonabili a quelli misurati in altri studi
precedentemente pubblicati in letteratura, che includevano coorti simili di pazienti
con malattia coronarica nota 0 che erano sottoposti ad angiografia

coronarica®®680,

A prima vista, la mancanza di significative associazioni nel nostro studio tra
livelli circolanti delle varie ceramidi plasmatiche e la severita della stenosi
coronarica a livello delle arterie coronaria destra (RCA) e circonflessa (LCX)
potrebbero apparire in parte inaspettate. Tuttavia, € verosimile che la spiegazione
piu plausibile per questa mancanza di associazione ¢ che I’arteria coronaria
discendente anteriore (LAD) era I’arteria piu comunemente occlusa nei pazienti
del nostro studio (infatti circa il 60% dei nostri pazienti presentava una stenosi
>50% a livello di LAD). Inoltre & importante ricordare che dal punto di vista
anatomico la LAD ed i suoi rami forniscono il sangue alla maggior parte del setto
inter-ventricolare e ad oltre la meta del ventricolo sinistro e che, proprio per tale

ragione, la LAD é considerata la coronaria piu importante in termini di fornitura
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di sangue al miocardio®. E’ verosimile quindi ipotizzare che i nostri risultati,
avendo dimostrato una forte associazione delle ceramidi plasmatiche proprio con
la severita della stenosi a livello della LAD, potrebbero contribuire a rinforzare
ulteriormente la possibilita che esista una relazione di tipo causale tra elevati
livelli di specifiche ceramidi plasmatiche e severita della stenosi coronarica,
suggerendo come specifiche ceramidi, specie quelle a catena molto lunga,
potrebbero giocare un ruolo nella fisiopatologia della malattia coronarica
aterosclerotica (come verra discusso in maggior dettaglio anche in seguito). In
ogni caso, nell’interpretazione di questi risultati & necessario tenere in
considerazione il fatto che nel nostro studio é stata eseguita una angiografia
coronarica, che non & un metodo sufficientemente adeguato per valutare con
accuratezza il diametro dei vasi e specialmente 1’estensione della malattia, la sua
distribuzione e la composizione delle placche aterosclerotiche. E’ verosimile
ritenere che l'uso di migliori strumenti di imaging intra-coronarico attualmente
disponibili, come gli ultrasuoni intravascolari e/o la tomografia a coerenza ottica,
potrebbero fornire delle informazioni piu dettagliate a tale riguardo, fornendo
anche una spiegazione piu chiara per 1’associazione significativa, che abbiamo
osservato in questo studio, tra elevati livelli di ceramidi e severita della stenosi

coronarica a livello della LAD.

Un numero sempre maggiore di studi osservazionali supporta un ruolo di
specifiche ceramidi plasmatiche come dei potenziali mediatori o biomarkers nello
sviluppo e nella progressione dell’aterosclerosi coronarica®®%%%°, Come ¢ stato gia
precedentemente discusso in un’altra sezione della tesi, allo stato attuale delle
conoscenze, tuttavia, & ancora incerto se livelli piu elevati di specifiche ceramidi
siano associati anche ad una maggiore severita delle stenosi coronariche in
pazienti con cardiopatia ischemica gia diagnosticata o sospetta. Per esempio, nello
studio ATHEROREMO-IVUS che coinvolgeva 581 pazienti con malattia
coronarica stabile e/o con sospetta sindrome coronarica acuta, Cheng e coautori
hanno riportato che elevati livelli di Cer(d18:1/16:0) e Cer(d18:1/24:0) erano
significativamente associate ad una morfologia di placca coronarica piu
“vulnerabile”, ma non ad una maggiore severita della stenosi coronarica,

suggerendo quindi I’esistenza di una associazione tra specifiche ceramidi ed il
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rischio di rottura di placca piuttosto che con il rischio di progressione di placca
aterosclerotica®®. In un altro studio prospettico di circa 500 pazienti, che sono stati
sottoposti ad angiografia coronarica in elezione, Meeusen e coautori hanno
riportato che livelli piu elevati di Cer(d18:1/16:0), Cer(d18:1/18:0) e
Cer(d18:1/24:1) erano associati in maniera indipendente con un aumentato rischio
di sviluppare futuri eventi cardiovascolari durante un follow-up di 4 anni®.
Tuttavia, gli autori non hanno osservato alcuna associazione significativa tra le
ceramidi plasmatiche sopramenzionate e la severita angiografica delle stenosi

coronariche al baseline®,

I meccanismi eziopatogenetici che sono stati ipotizzati per spiegare il possibile
ruolo delle ceramidi nello sviluppo e progressione dell’aterosclerosi coronarica
non sono ancora completamente chiari. Diverse evidenze sperimentali
suggeriscono che specifiche ceramidi sono implicate in una varieta di vie di
segnale che sono importanti nei processi di aterogenesi®?’%/1.727325 noltre, &
stato sperimentalmente dimostrato che il miocardio € in grado di produrre alcune
ceramidi in risposta all’ischemia acuta ed alla sua successiva riperfusione,
portando ad un incremento di specifiche ceramidi che attivano 1’autofagia
mitocondriale e I’apoptosi’*’>. Recentemente, de Carvalho e coautori hanno anche
dimostrato una up-regulation a livello miocardico di tre enzimi che sono coinvolti
nella sintesi delle ceramidi (ossia ceramide sintasi 6, serina palmitoli transferasi 2
e sfingomielinasi neutra) in un modello murino di infarto miocardico indotto dopo
legatura della LAD. In tale modello, e stato osservato un marcato incremento nella
produzione miocardica di diverse ceramidi a lunga catena, principalmente
Cer(d18:1/20:0), Cer(d18:1/22:0) e Cer(d18:1/24:0) in seguito all’ischemia acuta
indotta dalla legatura della LAD™. Nel loro insieme i risultati di questo
sperimentale possono anche aiutarci nell’interpretazione dei risultati del nostro
studio che hanno appunto dimostrato una significativa associazione tra aumentati
livelli  proprio di queste tre ceramidi plasmatiche [Cer(d18:1/20:0),
Cer(d18:1/22:0) e Cer(d18:1/24:0)] e la severita della stenosi a livello della LAD.
Sono comunque necessarie ulteriori ricerche per poter meglio definire il diverso
impatto di specifiche ceramidi plasmatiche (con varia lunghezza della catena

acilica e con differenti composti di grassi saturi/insaturi) sulle vie di segnale che
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influenzano lo sviluppo e la progressione della arteriosclerosi coronarica. E’
possibile, infatti, ipotizzare che differenze nei livelli di ceramidi con varie
lunghezze di catena acilica 0 composti di grassi insaturi/saturi possano spiegare,
almeno in parte, il differente rischio esercitato da tali composti sullo sviluppo

della aterosclerosi coronarica’’.

Il nostro studio ha alcune importanti limitazioni che devono essere tenute in
considerazione. In primo luogo, il disegno trasversale dello studio non consente di
determinare la temporalita e la causalita delle associazioni osservate. In secondo
luogo, i pazienti reclutati nello studio avevano un rischio cardiovascolare elevato.
Pertanto, questi risultati potrebbero non essere generalizzabili anche ad altre coorti
di pazienti con un rischio cardiovascolare basso od intermedio. In terzo luogo,
anche se siamo stati in grado di aggiustare i nostri risultati per molteplici fattori di
rischio cardiovascolare, non si puo escludere la possibilita di un confondimento
residuo derivante da fattori che non sono stati specificatamente misurati.
Sfortunatamente, per esempio, nessuna informazione era disponibile riguardo
I’introito dietetico di grassi, la presenza di epatopatia steatosica non alcolica
(NAFLD) (che é una patologia associata ad aumentato rischio cardiovascolare,
dove alcune specifiche ceramidi sono state implicate nello sviluppo di insulino-
resistenza epatica)’®’® né riguardo possibili variazioni peri-procedurali (post-
angiografiche) nei livelli delle ceramidi in relazione alle concomitanti variazioni
dei livelli di troponina. Infine, in questo studio non sono stati misurati altri

marcatori della biosintesi delle ceramidi (come ad esempio la sfingomielina).

Nonostante queste limitazioni, il nostro studio presenta anche degli importanti
punti di forza, come il campione relativamente ampio dello studio, I’arruolamento
consecutivo dei pazienti, 1’utilizzo dell’angiografia coronarica per misurare la
severita delle stenosi coronarica, la completezza del database, I’aggiustamento per
molti fattori di rischio cardiovascolare e I’esclusione di pazienti con una
precedente storia di neoplasia, cirrosi scompensata ed insufficienza renale
avanzata. A nostro avviso, I’inclusione di pazienti con tali co-morbidita avrebbe

potenzialmente confuso I’interpretazione dei dati.

31



In conclusione, questo studio osservazionale dimostra per la prima vota che livelli
piu elevati di alcune specifiche ceramidi plasmatiche, principalmente
Cer(d18:1/20:0), Cer(d18:1/22:0), e Cer(d18:1/24:0), che sono state
precedentemente associate ad un maggior rischio di sviluppare eventi
cardiovascolari, erano significativamente associati ad una maggiore severita della
stenosi a livello della arteria discendente anteriore in un campione di pazienti con
cardiopatia ischemica nota o sospetta che sono stati consecutivamente sottoposti
ad angiografia coronarica elettiva e/o in urgenza. Queste associazioni erano
indipendenti dai fattori di rischio cardiovascolare tradizionali, dall’uso di farmaci
ipolipemizzanti, e-GFR e livelli circolanti di hs-CRP. | nostri risultati
suggeriscono che la misurazione di specifiche ceramidi plasmatiche potrebbe
essere clinicamente utile in pazienti con nota o sospetta malattia coronarica. In
ogni caso, sono senza dubbio necessari ulteriori studi per comprendere meglio se
tali ceramidi possano rappresentare anche dei nuovi target terapeutici per il
trattamento e la gestione della aterosclerosi coronarica. Inoltre, sono necessari
anche ulteriori studi con strumenti di imaging intra-coronarico piu accurato (per
esempio, ultrasuoni intravascolari e/o tomografia a coerenza ottica) in grado di
fornire informazioni piu dettagliate riguardo la parete dei vasi a livello della
stenosi coronarica ed offrire ulteriori approfondimenti sulla relazione tra distinte
ceramidi plasmatiche e la severita della stenosi della LAD che abbiamo osservato

in questo studio.
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7. APPENDICE I.

TABELLE

Tabella 1. Caratteristiche cliniche e biochimiche in 167 pazienti con malattia
coronarica nota o sospetta che sono stati sottoposti ad angiografia coronarica

elettiva o in urgenza

Campione totale

Eta (anni) 69 + 10
Sesso (uomini) % 73.6

BMI (kg/m?) 26.3+4
Fumatore (%) 114
Pressione arteriosa sistolica (mmHg) 142 £ 24
Pressione arteriosa diastolica (mmHg) 72+11
Colesterolo totale (mmol/l) 451+1.1
Colesterolo LDL (mmol/l) 2.62+0.9
Colesterolo HDL (mmol/l) 1.31+0.3
Trigliceridi (mmol/l) 1.40+0.8
Glucosio a digiuno (mmol/I) 6.3+2.1
e-GFRwmpro (MI/min/1.73 m?) 80.9+21

Troponina I (ug/l)

0.02 (0.01-0.06)

hs-PCR (mg/I) 2.6 (1.1-6.5)
Dislipidemia (%) 84.4
Ipertensione arteriosa (%) 77.2
Diabete (%) 21.0
Malattia renale cronica (%) 14.4
Malattia coronarica (%) 34.1
Malattia valvolare cardiaca (%) 17.9
Fibrillazione atriale permanente (%) 8.9
Frazione di eiezione ventricolare sinistra (%), n=122 56 +12
Farmaci antipiastrinici (%) 53.3
Farmaci anticoagulanti (%) 14.4
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ACE-I/ARB (%) 60.5
Beta bloccanti (%) 46.1
Diuretici (%) 335
Calcio-antagonisti (%) 17.9
Nitroderivati (%) 14.4
Statine (%) 44.3
Ezetimibe (%) 7.2

Fenofibrato (%) 24

Ipoglicemizzanti orali (%), n=35* 17.4
Insulina (%), n=35* 4.8

Campione totale, n=167 a meno che indicato in maniera diversa. | dati sono espressi come
media £SD o mediana (intervalli interquartili) e percentuali.

* Informazioni riguardo 1’uso di farmaci ipoglicemizzanti erano disponibili per tutti pazienti
con diabete noto (n=35).
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Tabella 2. Dati angiografici e livelli di ceramidi plasmatiche in 167 pazienti
con malattia coronarica nota o sospetta che sono stati sottoposti ad
angiografia coronarica elettiva o in urgenza

Campione totale
Dati angiografici coronarici
Indicazione urgente, n (%) 30 (18%)
Dominanza (destra), n 154 (92.2%)
Stenosi ramo principale sinistro >50%, n (%) 9 (5.4%)
Stenosi >50% in LAD, n (%) 100 (59.9%)
Stenosi >50% in RCA, n (%) 78 (46.7%)
Stenosi >50% in LCX, n (%) 75 (45.0%
Stenosi >50% in qualsiasi arteria coronaria, n (%) 129 (77.2%)
Ceramidi
Cer(d18:1/16:0) (umol/L) 0.329 £ 0.10
Cer(d18:1/18:0) (umol/L) 0.127 £ 0.06
Cer(d18:1/20:0) (umol/L) 0.100 £ 0.04
Cer(d18:1/22:0) (umol/L) 0.725+0.29
Cer(d18:1/24:0) (umol/L) 2.766 + 1.15
Cer(d18:1/24:1) (umol/L) 1.047 £ 0.37

Campione totale, n=167. | dati sono espressi come media + SD o percentuali.

Abbreviazioni: LAD, discendente anteriore sinistra; LCX, circonflessa sinistra; RCA, arteria
coronaria destra.




Tabella 3. Associazione tra ceramidi plasmatiche e severita angiografica delle
stenosi coronariche a livello della arteria discendente anteriore (inclusa come

variabile continua) nel campione totale di soggetti partecipanti allo studio

Analisi di regressione lineare | Coefficiente f standardizzato | P value
multipla

Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/16:0) 0.027 0.74
(1-SD incremento, i.e. 0.10

umol/L)

Eta (anni) 0.100 0.20
Sesso (maschi vs. femmine) 0.060 0.47
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/16:0) 0.046 0.58
(1-SD incremento, i.e. 0.10

umol/L)

Eta (anni) 0.051 0.59
Sesso (maschi vs. femmine) 0.034 0.70
Storia di fumo (si vs. no) 0.029 0.82
Precedente storia di CAD (si 0.157 0.08
Vs. No)

Diabete (si vs. no) 0.021 0.83
Ipertensione (si vs. no) -0.05 0.59
Dislipidemia (si vs. no) 0.076 0.41
hs-CRP (mg/L) 0.083 0.36
e-GFR (mL/min/1.73 m?) -0.03 0.72
Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/18:0) 0.106 0.18
(1-SD incremento, i.e. 0.06

umol/L)

Eta (anni) 0.090 0.25
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Sesso (maschi vs. femmine) 0.071 0.38
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/18:0) 0.134 0.12
(1-SD incremento, i.e. 0.06

umol/L)

Eta (anni) 0.085 0.34
Sesso (maschi vs. femmine) 0.042 0.61
Storia di fumo (si vs. no) 0.025 0.76
Precedente storia di CAD (si 0.163 0.06
VS. NO)

Diabete (si vs. no) 0.018 0.83
Ipertensione (si vs. no) -0.06 0.53
Dislipidemia (si vs. no) 0.075 0.37
hs-CRP (mg/L) 0.054 0.53
e-GFR (mL/min/1.73 m?) -0.02 0.83
Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/20:0) 0.144 0.06
(1-SD incremento, i.e. 0.04

umol/L)

Eta (anni) 0.092 0.23
Sesso (maschi vs. femmine) 0.076 0.33
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/20:0) 0.173 0.041
(1-SD incremento, i.e. 0.04

umol/L)

Eta (anni) 0.086 0.33
Sesso (maschi vs. femmine) 0.042 0.61
Storia di fumo (si vs. no) 0.020 0.80
Precedente storia di CAD (si 0.175 0.041
VS. No)

Diabete (si vs. no) 0.040 0.64
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Ipertensione (si vs. no) -0.06 0.51
Dislipidemia (si vs. no) 0.062 0.46
hs-CRP (mg/L) 0.054 0.53
e-GFR (mL/min/1.73 m?) -0.02 0.86
Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/22:0) 0.185 0.020
(1-SD incremento, i.e. 0.29

umol/L)

Eta (anni) 0.138 0.08
Sesso (maschi vs. femmine) 0.082 0.31
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/22:0) 0.239 0.005 *
(1-SD incremento, i.e. 0.29

umol/L)

Eta (anni) 0.126 0.15
Sesso (maschi vs. femmine) 0.040 0.63
Storia di fumo (si vs. no) 0.033 0.68
Precedente storia di CAD (si 0.203 0.022
Vs. No)

Diabete (si vs. no) 0.049 0.56
Ipertensione (Si vs. no) -0.03 0.69
Dislipidemia (si vs. no) 0.053 0.53
hs-CRP (mg/L) 0.043 0.61
e-GFR (mL/min/1.73 m?) -0.03 0.75
Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/24:0) 0.171 0.032
(1-SD incremento, i.e. 1.15

umol/L)

Eta (anni) 0.141 0.08
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Sesso (maschi vs. femmine) 0.064 0.40
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/24:0) 0.225 0.009 *
(1-SD incremento, i.e. 1.15

umol/L)

Eta (anni) 0.128 0.15
Sesso (maschi vs. femmine) 0.022 0.79
Storia di fumo (si vs. no) 0.032 0.69
Precedente storia di CAD (si 0.196 0.031
VS. NO)

Diabete (si vs. no) 0.062 0.47
Ipertensione (si vs. no) -0.03 0.69
Dislipidemia (si vs. no) 0.037 0.65
hs-CRP (mg/L) 0.063 0.45
e-GFR (mL/min/1.73 m?) -0.03 0.69
Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/24:1) 0.092 0.25
(1-SD incremento, i.e. 0.37

umol/L)

Eta (anni) 0.086 0.27
Sesso (maschi vs. femmine) 0.067 0.39
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/24:1) 0.104 0.21
(1-SD incremento, i.e. 0.37

umol/L)

Eta (anni) 0.076 0.39
Sesso (maschi vs. femmine) 0.037 0.65
Storia di fumo (si vs. no) 0.028 0.72
Precedente storia di CAD (si 0.149 0.09
VS. No)

Diabete (si vs. no) 0.019 0.81
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Ipertensione (si vs. no) -0.04 0.62
Dislipidemia (si vs. no) 0.07 0.39
hs-CRP (mg/L) 0.069 0.42
e-GFR (mL/min/1.73 m?) -0.03 0.74

Dimensione del campione, n=167. | dati sono espressi come coefficiente beta standardizzato
mediante uso di analisi di regressione lineare multipla. La severita della stenosi di LAD (inclusa
come variabile continua) era la variabile dipendente in tutti i modelli di regressione lineare.
Ogni ceramide era espressa per ogni incremento di 1 deviazione standard (SD).

NB: ipertensione ¢ stata definita come PA >140/90 mmHg o trattamento farmacologico per la
stessa; il diabete & stato definito come diabete riferito diagnosticato da un medico o dall’utilizzo
di farmaci ipoglicemizzanti; dislipidemia ¢ stata definita da valori di LDL colesterolo >100
mg/dl o dal trattamento farmacologico per la stessa

*Modello aggiustato 2: questa associazione rimaneva statisticamente significativa anche dopo
ulteriore aggiustamento per molteplicita utilizzando la procedura di Benjamini-Hochberg (con
un FDR di 0.05).

48



Tabella 4. Associazione tra ceramidi plasmatiche e presenza di stenosi >50%

a livello della arteria discendente anteriore (inclusa come variabile
categorica) nel campione totale di soggetti partecipanti allo studio.

Analisi di regressione logistica | Odds Ratio (95% IC) P value
multivariata

Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/16:0) 1.20 (0.86-1.67) 0.27
(1-SD incremento, i.e. 0.10

umol/L)

Eta (anni) 1.01 (0.86-1.67) 0.39
Sesso (maschi vs. femmine) 1.63 (0.79-3.38) 0.18
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/16:0) 1.22 (0.86-1.75) 0.27
(1-SD incremento, i.e. 0.10

umol/L)

Eta (anni) 1.01 (0.98-1.05) 0.41
Sesso (maschi vs. femmine) 1.53 (0.70-3.35) 0.28
Storia di fumo (si vs. no) 1.06 (0.65-1.72) 0.81
Precedente storia di CAD (si vs. | 1.98 (0.91-4.29) 0.08
no)

Diabete (si vs. no) 1.23(0.52-2.91) 0.64
Ipertensione (si vs. no) 0.58 (0.24-1.40) 0.22
Dislipidemia (si vs. no) 1.37 (0.53-3.53) 0.51
hs-CRP (mg/L) 1.01 (0.99-1.02) 0.34
e-GFR (mL/min/1.73 m?) 0.99 (0.98-1.01) 0.45
Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/18:0) 1.29 (0.91-1.83) 0.16
(1-SD incremento, i.e. 0.06

umol/L)

Eta (anni) 1.01 (0.98-1.04) 0.46
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Sesso (maschi vs. femmine) 1.65 (0.80-3.39) 0.17
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/18:0) 1.31(0.92-1.92) 0.13
(1-SD incremento, i.e. 0.06

umol/L)

Eta (anni) 1.01 (0.98-1.05) 0.43
Sesso (maschi vs. femmine) 1.53 (0.69-3.35) 0.29
Storia di fumo (si vs. no) 1.07 (0.67-1.74) 0.77
Precedente storia di CAD (si vs. | 2.02 (0.93-4.40) 0.06
no)

Diabete (si vs. no) 1.21 (0.51-2.87) 0.66
Ipertensione (Si vs. no) 0.54 (0.22-1.31) 0.18
Dislipidemia (si vs. no) 1.38 (0.53-3.50) 0.50
hs-CRP (mg/L) 1.01 (0.99-1.02) 0.42
e-GFR (mL/min/1.73 m?) 0.99 (0.98-1.01) 0.53
Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/20:0) 1.34 (0.96-1.88) 0.08
(1-SD incremento, i.e. 0.04

umol/L)

Eta (anni) 1.01 (0.98-1.04) 0.44
Sesso (maschi vs. femmine) 1.66 (0.81-3.39) 0.17
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/20:0) 1.39 (1.00-1.99) 0.050
(1-SD incremento, i.e. 0.04

umol/L)

Eta (anni) 1.01 (0.98-1.05) 0.42
Sesso (maschi vs. femmine) 1.52 (0.69-3.31) 0.30
Storia di fumo (si vs. no) 1.06 (0.65-1.72) 0.82
Precedente storia di CAD (si vs. | 2.12 (0.97-4.64) 0.06
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no)

Diabete (si vs. no) 1.34 (0.56-3.22) 0.51
Ipertensione (si vs. no) 0.53 (0.21-1.29) 0.16
Dislipidemia (si vs. no) 1.29 (0.50-3.36) 0.59
hs-CRP (mg/L) 1.00 (0.99-1.02) 0.40
e-GFR (mL/min/1.73 m?) 0.99 (0.98-1.01) 0.55
Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/22:0) 1.43 (1.02-2.01) 0.042
(1-SD incremento, i.e. 0.29

umol/L)

Eta (anni) 1.02 (0.99-1.05) 0.21
Sesso (maschi vs. femmine) 1.66 (0.81-3.41) 0.16
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/22:0) 1.57 (1.08-2.29) 0.017*
(1-SD incremento, i.e. 0.29

umol/L)

Eta (anni) 1.02 (0.99-1.06) 0.24
Sesso (maschi vs. femmine) 1.49 (0.68-3.26) 0.32
Storia di fumo (si vs. no) 1.09 (0.67-1.79) 0.72
Precedente storia di CAD (si vs. | 2.38 (1.07-5.32) 0.029
no)

Diabete (si vs. no) 1.39 (0.58-3.34) 0.46
Ipertensione (si vs. no) 0.57 (0.23-1.41) 0.22
Dislipidemia (si vs. no) 1.24 (0.48-3.28) 0.66
hs-CRP (mg/L) 1.00 (0.99-1.02) 0.43
e-GFR (mL/min/1.73 m?) 0.99 (0.98-1.01) 0.48

Modello aggiustato 1
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Cer(d18:1/24:0) 1.41 (1.00-1.98) 0.05
(1-SD incremento, i.e. 1.15

umol/L)

Eta (anni) 1.02 (0.99-1.05) 0.19
Sesso (maschi vs. femmine) 1.56 (0.77-3.17) 0.22
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/24:0) 1.59 (1.08-2.32) 0.016*
(1-SD incremento, i.e. 1.15

umol/L)

Eta (anni) 1.02 (0.99-1.06) 0.21
Sesso (maschi vs. femmine) 1.39 (0.64-3.03) 0.41
Storia di fumo (si vs. no) 1.10(0.68-1.81) 0.69
Precedente storia di CAD (si vs. | 2.38 (1.07-5.33) 0.029
no)

Diabete (si vs. no) 1.48 (0.61-3.59) 0.38
Ipertensione (Si vs. no) 0.56 (0.23-1.39) 0.21
Dislipidemia (si vs. no) 1.14 (0.43-3.03) 0.79
hs-CRP (mg/L) 1.00 (0.99-1.02) 0.32
e-GFR (mL/min/1.73 m?) 0.99 (0.97-1.01) 0.43
Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/24:1) 1.23(0.88-1.70) 0.22
(1-SD incremento, i.e. 0.37

umol/L)

Eta (anni) 1.01 (0.98-1.04) 0.52
Sesso (maschi vs. femmine) 1.59 (0.78-3.24) 0.20
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/24:1) 1.23(0.87-1.75) 0.24

(1-SD incremento, i.e. 0.37
umol/L)
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Eta (anni) 1.01 (0.98-1.05) 0.49
Sesso (maschi vs. femmine) 1.47 (0.68-3.20) 0.33
Storia di fumo (si vs. no) 1.09 (0.67-1.78) 0.71
Precedente storia di CAD (si vs. | 1.93 (0.89-4.17) 0.08
no)

Diabete (si vs. no) 1.23 (0.52-2.90) 0.64
Ipertensione (si vs. no) 0.56 (0.23-1.38) 0.21
Dislipidemia (si vs. no) 1.39 (0.54-3.58) 0.49
hs-CRP (mg/L) 1.01 (0.99-1.02) 0.32
e-GFR (mL/min/1.73 m?) 0.99 (0.97-1.01) 0.45

Dimensione del campione, n=167. | dati sono espressi come odds ratio e 95% intervallo di
confidenza (IC) sulla base di analisi di regressione logistica multivariata. La presenza di stenosi
> 50% a livello della LAD (inclusa come variabile categorica) era la variabile dipendente in
tutti i modelli di regressione logistica. Ciascuna ceramide era espressa per ogni incremento di
deviazione standard (SD).

*Modello aggiustato 2: questa associazione rimaneva statisticamente significativa anche dopo
ulteriore aggiustamento per molteplicita utilizzando la procedura di Benjamini-Hochberg (con
un FDR di 0.05).




8. APPENDICE II.
TABELLE SUPPLEMENTARI

Tabella supplementare 1. Associazione tra ceramidi plasmatiche e severita
angiografica della stenosi coronarica a livello della arteria discendente
anteriore (LAD), dopo esclusione di pazienti con infarto miocardico acuto
con elevazione del tratto ST (STEMI).

Analisi di regressione lineare | Coefficiente(i)p standard P value

Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/16:0) (1-SD 0.003 0.97
incremento, i.e. 0.10 umol/L)

Eta (anni) 0.089 0.27
Sesso (maschi vs. femmine) 0.044 0.60

Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/16:0) (1-SD 0.038 0.67
incremento, i.e. 0.10 umol/L)

Eta (anni) 0.072 0.45
Sesso (maschi vs. femmine) 0.025 0.78
Storia di fumo (si vs. no) 0.009 0.91
Precedente storia di CAD (si 0.178 0.06
VS. NO)

Diabete (sivs. no) 0.008 0.92
Ipertensione (si vs. no) -0.04 0.64
Dislipidemia (si vs. no) 0.082 0.36
hs-CRP (mg/L) 0.01 0.88
e-GFR (mL/min/1.73 m?) -0.02 0.79

Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/18:0) (1-SD 0.100 0.23
incremento, i.e. 0.06 umol/L)

Eta (anni) 0.079 0.33




Sesso (maschi vs. femmine) 0.067 0.42
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/18:0) (1-SD 0.154 0.08
incremento, i.e. 0.06 umol/L)

Eta (anni) 0.063 0.50
Sesso (maschi vs. femmine) 0.040 0.64
Storia di fumo (si vs. no) 0.014 0.86
Precedente storia di CAD (si 0.200 0.031
Vs. N0)

Diabete (si vs. no) 0.008 0.92
Ipertensione (si vs. no) -0.05 0.56
Dislipidemia (si vs. no) 0.090 0.30
hs-CRP (mg/L) -0.01 0.86
e-GFR (mL/min/1.73 m?) -0.02 0.83
Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/20:0) (1-SD 0.156 0.06
incremento, i.e. 0.04 umol/L)

Eta (anni) 0.080 0.32
Sesso (maschi vs. femmine) 0.078 0.35
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/20:0) (1-SD 0.213 0.024
incremento, i.e. 0.04 umol/L)

Eta (anni) 0.065 0.48
Sesso (maschi vs. femmine) 0.044 0.62
Storia di fumo (si vs. no) 0.007 0.93
Precedente storia di CAD (si 0.220 0.023
Vs. N0)

Diabete (si vs. no) 0.004 0.67
Ipertensione (si vs. no) -0.06 0.51
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Dislipidemia (si vs. no) 0.071 0.41
hs-CRP (mg/L) -0.02 0.78
e-GFR (mL/min/1.73 m?) 0.003 0.97
Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/22:0) (1-SD 0.190 0.020
incremento, i.e. 0.29 umol/L)

Eta (anni) 0.124 0.13
Sesso (maschi vs. femmine) 0.080 0.33
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/22:0) (1-SD 0.283 0.002*
incremento, i.e. 0.29 umol/L)

Eta (anni) 0.104 0.26
Sesso (maschi vs. femmine) 0.044 0.61
Storia di fumo (si vs. no) 0.023 0.77
Precedente storia di CAD (si 0.259 0.006
VS. NO)

Diabete (si vs. no) 0.053 0.54
Ipertensione (si vs. no) -0.03 0.73
Dislipidemia (si vs. no) 0.053 0.54
hs-CRP (mg/L) -0.05 0.58
e-GFR (mL/min/1.73 m?) -0.01 0.87
Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/24:0) (1-SD 0.172 0.040
incremento, i.e. 1.15 umol/L)

Eta (anni) 0.126 0.13
Sesso (maschi vs. femmine) 0.065 0.42
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/24:0) (1-SD 0.254 0.005*
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incremento, i.e. 1.15 umol/L)

Eta (anni) 0.103 0.27
Sesso (maschi vs. femmine) 0.023 0.79
Storia di fumo (si vs. no) 0.024 0.77
Precedente storia di CAD (si 0.248 0.005
Vs. N0)

Diabete (si vs. no) 0.067 0.45
Ipertensione (si vs. no) -0.03 0.77
Dislipidemia (si vs. no) 0.035 0.69
hs-CRP (mg/L) -0.028 0.74
e-GFR (mL/min/1.73 m?) -0.02 0.78
Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/24:1) (1-SD 0.086 0.31
incremento, i.e. 0.37 umol/L)

Eta (anni) 0.075 0.37
Sesso (maschi vs. femmine) 0.064 0.44
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/24:1) (1-SD 0.127 0.16
incremento, i.e. 0.37 umol/L)

Eta (anni) 0.049 0.60
Sesso (maschi vs. femmine) 0.038 0.67
Storia di fumo (si vs. no) 0.023 0.79
Precedente storia di CAD (si 0.187 0.040
VS. NO)

Diabete (si vs. no) 0.008 0.93
Ipertensione (si vs. no) -0.04 0.66
Dislipidemia (si vs. no) 0.090 0.31
hs-CRP (mg/L) -0.01 0.88
e-GFR (mL/min/1.73 m?) -0.02 0.83
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Dimensione del campione, n=152 dopo esclusione di pazienti con STEMI acuto (n=15). | dati
sono espressi come coefficiente beta standardizzato mediante I’uso dell’analisi di regressione

multipla. La severita della stenosi di LAD (inclusa come misura continua trasformata in modo
logaritmico) era la variabile dipendente in tutti i modelli di regressione lineare. Ogni ceramide
era espressa come incremento di 1-deviazione standard (SD).

*Modello aggiustato 2: questa associazione rimaneva statisticamente significativa anche dopo
ulteriore aggiustamento per molteplicita utilizzando la procedura di Benjamini-Hochberg (con
un FDR di 0.05).
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Tabella supplementare 2. Associazione tra concentrazioni di ceramidi

plasmatiche e la presenza di stenosi >50% a livello della arteria discendente

anteriore (LAD), dopo esclusione di pazienti con infarto miocardico acuto

con elevazione del tratto ST (STEMI).

Analisi di regressione logistica | Odds Ratio (95% IC) P value
Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/16:0) (1-SD 1.16 (0.82-1.05) 0.40
incremento, i.e. 0.10 umol/L)

Eta (anni) 1.01 (0.98-1.05) 0.42
Sesso (maschi vs. femmine) 1.54 (0.71-3.34) 0.27
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/16:0) (1-SD 1.22 (0.84-1.79) 0.29
incremento, i.e. 0.10 umol/L)

Eta (anni) 1.01 (0.98-1.05) 0.46
Sesso (maschi vs. femmine) 1.44 (0.63-3.29) 0.38
Storia di fumo (si vs. no) 0.99 (0.60-1.62) 0.97
Precedente storia di CAD (si vs. | 2.07 (0.94-4.56) 0.07
no)

Diabete (si vs. no) 1.35(0.54-3.33) 0.52
Ipertensione (Si vs. no) 0.58 (0.22-1.47) 0.25
Dislipidemia (si vs. no) 1.25 (0.46-3.39) 0.66
hs-CRP (mg/L) 1.00 (0.99-1.02) 0.71
e-GFR (mL/min/1.73 m?) 0.99 (0.98-1.01) 0.57
Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/18:0) (1-SD 1.28 (0.88-1.86) 0.19
incremento, i.e. 0.06 umol/L)

Eta (anni) 1.01 (0.98-1.04) 0.48
Sesso (maschi vs. femmine) 1.58 (0.73-3.39) 0.24

Modello aggiustato 2
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Cer(d18:1/18:0) (1-SD 1.36 (0.92-2.02) 0.13
incremento, i.e. 0.06 umol/L)

Eta (anni) 1.01 (0.98-1.05) 0.47
Sesso (maschi vs. femmine) 1.45 (0.64-3.31) 0.38
Storia di fumo (si vs. no) 1.00 (0.61-1.64) 0.99
Precedente storia di CAD (si vs. | 2.15 (0.98-4.74) 0.06
no)

Diabete (si vs. no) 1.32 (0.54-3.27) 0.54
Ipertensione (si vs. no) 0.53 (0.20-1.36) 0.19
Dislipidemia (si vs. no) 1.29 (0.47-3.53) 0.62
hs-CRP (mg/L) 1.00 (0.99-1.02) 0.85
e-GFR (mL/min/1.73 m?) 0.99 (0.98-1.01) 0.67
Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/20:0) (1-SD 1.37 (0.96-1.94) 0.08
incremento, i.e 0.04 umol/L)

Eta (anni) 1.01 (0.98-1.04) 0.48
Sesso (maschi vs. femmine) 1.62 (0.76-3.46) 0.22
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/20:0) (1-SD 1.49 (1.03-2.17) 0.035
incremento, i.e 0.04 umol/L)

Eta (anni) 1.01 (0.98-1.05) 0.47
Sesso (maschi vs. femmine) 1.45 (0.64-3.32) 0.37
Storia di fumo (si vs. no) 0.98 (0.59-1.61) 0.93
Precedente storia di CAD (si vs. | 2.33 (1.05-5.20) 0.010
no)

Diabete (si vs. no) 1.52 (0.61-3.83) 0.37
Ipertensione (si vs. no) 0.50 (0.19-1.31) 0.37
Dislipidemia (si vs. no) 1.18 (0.43-3.25) 0.75
hs-CRP (mg/L) 1.00 (0.98-1.02) 0.91
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e-GFR (mL/min/1.73 m?) 0.99 (0.98-1.01) 0.71
Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/22:0) (1-SD 1.45 (1.02-2.07) 0.041
incremento, i.e. 0.29 umol/L)

Eta (anni) 1.02 (0.99-1.05) 0.24
Sesso (maschi vs. femmine) 1.63 (0.76-3.48) 0.21
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/22:0) (1-SD 1.70 (1.14-2.54) 0.010*
incremento, i.e. 0.29 umol/L)

Eta (anni) 1.02 (0.98-1.06) 0.28
Sesso (maschi vs. femmine) 1.43 (0.63-3.29) 0.39
Storia di fumo (si vs. no) 1.02 (0.62-1.69) 0.94
Precedente storia di CAD (si vs. | 2.73 (1.19-6.28) 0.019
no)

Diabete (si vs. no) 1.63 (0.64-4.13) 0.30
Ipertensione (Si vs. no) 0.55 (0.21-1.46) 0.23
Dislipidemia (si vs. no) 1.08 (0.38-3.00) 0.88
hs-CRP (mg/L) 0.99 (0.98-1.02) 0.93
e-GFR (mL/min/1.73 m?) 0.99 (0.98-1.01) 0.62
Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/24:0) (1-SD 1.41 (1.00-2.00) 0.05
incremento, i.e. 1.15 umol/L)

Eta (anni) 1.02 (0.99-1.06) 0.23
Sesso (maschi vs. femmine) 1.52 (0.72-3.22) 0.27
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/24:0) (1-SD 1.66 (1.11-2.49) 0.013*
incremento, i.e. 1.15 umol/L)

Eta (anni) 1.02 (0.98-1.06) 0.26
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Sesso (maschi vs. femmine) 1.32 (0.58-3.01) 0.50
Storia di fumo (si vs. no) 1.03 (0.62-1.70) 0.92
Precedente storia di CAD (si vs. | 2.67 (1.16-6.11) 0.020
no)

Diabete (si vs. no) 1.76 (0.69-4.49) 0.24
Ipertensione (si vs. no) 0.56 (0.21-1.49) 0.25
Dislipidemia (si vs. no) 0.97 (0.34-2.74) 0.94
hs-CRP (mg/L) 1.00 (0.98-1.02) 0.93
e-GFR (mL/min/1.73 m?) 0.99 (0.98-1.01) 0.54
Modello aggiustato 1

Cer(d18:1/24:1) (1-SD 1.21 (0.86-1.71) 0.27
incremento, i.e. 0.37 umol/L)

Eta (anni) 1.01 (0.97-1.04) 0.54
Sesso (maschi vs. femmine) 1.53 (0.72-3.25) 0.27
Modello aggiustato 2

Cer(d18:1/24:1) (1-SD 1.26 (0.86-1.82) 0.23
incremento, i.e. 0.37 umol/L)

Eta (anni) 1.01 (0.97-1.05) 0.56
Sesso (maschi vs. femmine) 1.39 (0.62-3.15) 0.42
Storia di fumo (si vs. no) 1.03 (0.62-1.68) 0.92
Precedente storia di CAD (si vs. | 2.04 (0.93-4.45) 0.07
no)

Diabete (si vs. no) 1.33 (0.54-3.28) 0.54
Ipertensione (Si vs. no) 0.56 (0.21-1.43) 0.22
Dislipidemia (si vs. no) 1.30 (0.48-3.54) 0.60
hs-CRP (mg/L) 1.00 (0.98-1.02) 0.80
e-GFR (mL/min/1.73 m?) 0.99 (0.98-1.01) 0.56

Dimensione del campione, n =152, dopo esclusione di pazienti con STEMI acuto (n=15). | dati

62



sono espressi come odds ratio e 95% intervallo di confidenza (CI) 95% intervallo di confidenza
(IC) sulla base di analisi di regressione logistica multivariata. La presenza di stenosi a livello
della arteria discendente anteriore >50% era la variabile dipendente in tutti i modelli di
regressione lineare lineare multivariata.

*Modello aggiustato 2: questa associazione rimaneva statisticamente significativa anche dopo
ulteriore aggiustamento per molteplicita utilizzando la procedura di Benjamini -Hochberg (con
un FDR di 0.05).
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Tabella supplementare 3. Associazione tra le concentrazioni delle ceramidi
plasmatiche e la severita angiografica delle stenosi coronariche valutata
mediante lo score di Gensini dopo esclusione di pazienti con infarto
miocardico acuto con elevazione del tratto ST.

Analisi di regressione
logistica

Odds Ratio

95% IC

P value

Cer(d18:1/16:0) (1-SD
incremento, i.e., 0.10
umol/L)

Modello aggiustato 1

0.91

0.63-1.31

0.62

Modello aggiustato 2

1.08

0.72-1.62

0.69

Cer(d18:1/18:0) (1-SD
incremento, i.e. 0.06
umol/L)

Modello aggiustato 1

1.29

0.86-1.93

0.21

Modello aggiustato 2

151

1.00-2.42

0.054

Cer(d18:1/20:0) (1-SD
incremento, i.e. 0.04
umol/L)

Modello aggiustato 1

1.28

0.88-1.85

0.19

Modello aggiustato 2

1.56

1.03-2.32

0.034

Cer(d18:1/22:0) (1-SD
incremento, i.e. 0.29
umol/L)

Modello aggiustato 1

1.18

0.82-1.67

0.38

Modello aggiustato 2

1.57

1.04-2.39

0.031

Cer(d18:1/24:0) (1-SD
incremento, i.e. 1.15
umol/L)

Modello aggiustato 1

1.16

0.81-1.64

0.42

64



Modello aggiustato 2 1.54 1.01-2.31 0.047

Cer(d18:1/24:1) (1-SD
incremento, i.e., 0.37

umol/L)
Modello aggiustato 1 1.13 0.79-1.62 0.50
Modello aggiustato 2 1.32 0.88-1.99 0.17

Dimensione del campione, n=152 dopo esclusione di pazienti con STEMI acuto (n=15). | dati
sono espressi come odd ratio (S) e intervento di confidenza (I1C). Lo score di Gensini (incluso
come variabile categorica, ossia, 1% terzile vs. 2" and 3" terzile combinati) era la variabile
dipendente in tutti i modelli di regressione logistica multivariata. Ogni ceramide plasmatica era
espressa per incremento di 1-SD.

Altre covariate incluse nei modelli di regressione logistica multivariata (insieme ad ogni
ceramide) erano le seguenti: modello 1 aggiustato per eta e sesso; modello 2: aggiustato per
fumo, precedente storia di CAD; diabete (definito come diabete riferito diagnosticato da un
medico o dall’utilizzo di farmaci ipoglicemizzanti), ipertensione (pressione sanguigna >140/90
mmHg o trattamento farmacologico), dislipidemia (colesterolo LDL >2.6 mmol/L o trattamento
farmacologico),valori di hs-CRP ed e-GFRwmprp plasmatici.
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