UNIVERSITA’ DEGLI STUDI DI NAPOLI FEDERICO II

DOTTORATO DI RICERCA IN FISIOPATOLOGIA CLINICA E MEDICINA
SPERIMENTALE

XX CICLO: 2004-2007

Coordinatore prof. Gianni Marone

Tesi di Dottorato

11 Fattore di Necrosi Tumorale-a € un marcatore di Iperlipidemia Combinata
Familiare, indipendentemente dalla Sindrome Metabolica

TUTOR CANDIDATO

Prof. Paolo Rubba Dott. Fulvio Faccenda



RIASSUNTO

E’ ancora da stabilire se 1’associazione fra Iperlipidemia Combinata Familiare
(FCHL) e marcatori dell’ infiammazione esista indipendentemente dalla presenza
della Sindrome Metabolica (SM).

Sono state determinate le concentrazioni sieriche di Vascular Cell Adhesion
Molecule-1 (VCAM-1), Monocyte Chemoattractant Proteine-1 (MCP-1),
Interleuchina-6 (11-6), Tumor Necrosys Factor-a (TNF-a) e Proteina C reattiva ad alta
sensibilita (hs-CRP) in 135 soggetti con diagnosi di IFC e 146 soggetti di controllo
normolipidemici, normotesi e normoglicemici. E’ stato inoltre valutato 1’ indice di
insulino resistenza calcolato con I’ Homeostasis Model Assessment (HOMA).

L’ analisi univariata ha dimostrato che tutti i parametri infiammatori, ad eccezione
della IL-6, sono aumentati nella FCHL.

Dopo aggiustamento per eta, sesso e Indice di Massa Corporea (IMC) la condizione
di FCHL rimaneva un predittore statisticamente significativo di alti livelli di hs-CRP
(O.R. =1,867,95% C.I. 1,009-5,456, p=0,047) e del TNF-a (O.R. = 3,966, 95% C.1.
2,002-7,854, p<0,0001). La sostituzione dell”’ HOMA al BMI ha confermato la
significativita statistica per il TNF-a. La condizione di FCHL rimaneva un predittore
indipendente di elevato TNF-a non solo nei pazienti con SM (O.R. =2,177, 95% C.1.
1,478-3,207, p<0,0001) ma anche in quelli senza SM (O.R. = 3,207, 95% C.1. 1,276-
8,059, p=0,013).

In conclusione, tra i marcatori dell’ infiammazione pitl comunemente misurati elevati
livelli di hs-CRP e TNF-a sono associati alla FCHL indipendentemente da eta, sesso
e BMI. L’ associazione tra FCHL e TNF-a ¢ indipendente anche da insulino
resistenza e condizione di SM.



INTRODUZIONE

L’ Iperlipidemia Combinata Familiare (FCHL) e la Sindrome Metabolica (SM) sono
disordini metabolici complessi associati ad aumentato rischio di malattia
cardiovascolare (CVD) (1-3). La FCHL e la SM condividono diverse anomalie
metaboliche, quali I’ obesita centrale, 1’ ipertensione, 1’ insulino resistenza e I’
ipertrigliceridemia (4-7).
Esistono solide evidenze che legano un basso livello di infiammazione, espressa da
livelli sierici moderatamente elevati di Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-
1), Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1), Interleuchina-6 (I1-6), Tumor
Necrosis Factor-a (TNF-a) e Proteina C Reattiva ad alta sensibilita (hs-CRP) alla
obesita centrale ed alla SM (8-12). E’ stato dimostrato che le molecole di adesione
cellulare di origine endoteliale e la MCP-1 sono correlate alla circonferenza
addominale ed all’ indice di massa corporea (BMI) (8, 10) e che si riducono con la
riduzione del grasso viscerale (13). Inoltre le citochine infiammatorie di origine dalla
parete vasale, I’ I1-6 ed il TNF-a sono ridotte dal calo ponderale e dal Rosiglitazone.
Anche la hs-CRP, molecola della fase acuta di origine epatica stimolata dalle
citochine vascolari, ¢ sensibile alla perdita di peso (14-16).
Tutti 1 marcatori dell’ infiammazione citati, cosi come la FCHL e la SM, sono
associati in maniera indipendente ad un rischio aumentato di CVD (17, 18).
Minori informazioni sono disponibili in merito ai componenti di questa costellazione
infiammatoria nella FCHL, indipendentemente dalle anomalie metaboliche condivise
con la SM, che ¢ spesso presente nei pazienti con FCHL.
Gli scopi di questo studio sono stati:
1) valutare se e quali marcatori infiammatori siano aumentati nei pazienti con
FCHL paragonati ad individui sani di controllo;
2) valutare se I’ infiammazione di basso grado presente nei pazienti con FCHL
sia un marcatore della malattia indipendentemente dall’ eventuale
coesistenza della SM.



PAZIENTI

Dopo esclusione delle cause di iperlipidemia secondaria e dei pazienti in trattamento
farmacologico, 135 pazienti con FCHL (30% donne), ciascuno probando da una
differente famiglia, reclutati dall’ ambulatorio per le Iperlipidemie dell’ Universita
Federico II di Napoli, sono stati inclusi nello studio.

I criteri utilizzati per la diagnosi di FCHL (19) sono stati 1 seguenti:

1) Nel probando: Colesterolo LDL > 160 mg/dL e/o Trigliceridi totali > 200 mg/dL
e/o apolipoproteina (apo) B > 130 mg/dL.

2) Nei familiari di primo grado: fenotipi multipli (diversi da quelli del probando o
uguali se il probando presenta iperlipidemia mista).

3) Cardiopatia ischemica o arteriosclerosi clinicamente manifesta in altri distretti
prima dei 55 anni negli uomini e prima dei 60 anni nelle donne nel probando e/o nei
familiari di primo grado. Tale criterio, non indispensabile se sono disponibili i dati
ematochimici dei familiari, puo essere utilizzato in mancanza degli stessi.

I soggetti di controllo sono stati ottenuti dagli elenchi degli assistiti di 3 medici di
Medicina Generale dell’ area urbana di Napoli. Duecento soggetti clinicamente sani
(50% donne, eta compresa tra 20 e 65 anni), senza storia di malattie metaboliche,
cardiovascolari o di altre malattie croniche, sono stati invitati a sottoporsi ad un
controllo clinico e biochimico: il tasso di accettazione ¢ stato dell’ 85%. Per essere
inclusi nello studio la loro pressione arteriosa doveva essere inferiore a 140/90
mmHg ed i loro Colesterolo LDL e Trigliceridi dovevano essere inferiori
rispettivamente a 160 e 200 mg/dL.. Centoquarantasei soggetti (58% donne)
rispettavano questi criteri.

Tutti i partecipanti hanno firmato il modello di consenso informato ed il protocollo
dello studio ¢ stato approvato dal Comitato Etico dell’ Universita Federico II.

METODI

I prelievi ematici sono stati effettuati tra le ore 8:00 e le 9:30 del mattino (per ridurre
I’ influenza di variazioni circadiane), dopo un digiuno di 12-14 ore. Ogni eventuale
trattamento ipolipidemizzante era stato sospeso da almeno 5 settimane. Le
concentrazioni di Colesterolo e Trigliceridi totali sono state misurate usando 1 metodi
enzimatici standard (20, 21). 1l Colesterolo HDL ¢ stato misurato dopo precipitazione
delle lipoproteine VLDL e LDL con acido fosfotungstico (22), ed il Colesterolo LDL
¢ stato calcolato con la formula di Friedewald quando il livello di Trigliceridi sierici
era inferiore a 400 mg/dL. La glicemia a digiuno ¢ stata determinata con il metodo
della perossidasi. L’ insulinemia a digiuno & stata determinata con metodo
immunoenzimatico. L apolipoproteina B (apo B) e la Proteina C Reattiva ad alta



sensibilita (hs-CRP) sono state misurate con metodo torbidimetrico automatico. L’
indice HOMA (Homeostasis Model Assessment) ¢ stato impiegato per valutare I’
insulino resistenza e calcolato come prodotto tra insulinemia a digiuno (WU/mL) e
glicemia a digiuno (mM/L), diviso 22,5.

I livelli sierici di VCAM-1, MCP-1, 11-6 e TNF-a sono stati determinati usando
metodi ELISA disponibili in commercio (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)
(23, 24).

La pressione arteriosa € stata misurata con uno sfigmomanometro convenzionale, la
pressione diastolica ¢ stata determinata al 5° tono di Korotkoff.

La variabile categorica di eventi cardiovascolari ¢ stata considerata positiva quando il
paziente o un familiare di primo grado avevano sofferto di infarto miocardio, angina
stabile o instabile, ictus cerebrale o attacchi ischemici transitori, arteriopatia
periferica.

I pazienti ed 1 soggetti sani di controllo sono stati considerati come fumatori se al
momento del controllo fumavano almeno 5 sigarette al di o se avevano smesso di
fumare da non piu di 12 mesi.

ANALISI STATISTICA

Il t-test per dati non appaiati ¢ stato usato per il confronto delle variabili con
distribuzione normale e dei valori dei trigliceridi e dell’ indice HOMA dopo
trasformazione logaritmica. Il test di Mann-Whitney ¢ stato usato per il confronto dei
marcatori inflammatori che si sono rivelati variabili distribuite non normalmente. La
statistica del Chi quadrato ¢ stata usata per confrontare la distribuzione di variabili
categoriche tra gruppi. Il rank test di Spearman ¢ stato usato per valutare correlazioni.
La regressione logistica binaria ¢ stata impiegata per valutare i predittori di elevati
livelli dei marcatori infiammatori. Un marcatore infiammatorio veniva definito come
anormalmente elevato quando la sua concentrazione era piu alta del quinto quintile
della concentrazione riscontrata nel gruppo di controllo. Le concentrazioni di
marcatori inflammatori piu alte o pitt basse rispetto al quinto quintile del valore
osservato nel gruppo di controllo hanno costituito le variabili dipendenti nelle analisi
di regressione logistica binaria. Le covariate, oltre alla condizione di FCHL o di SM,
sono state i tertili di eta, il sesso ed i valori di BMI o dell’ indice HOMA (queste
ultime due covariate non sono state incluse nell’ analisi dei pazienti con SM per
evitare un eccesso di aggiustamento). L.’ analisi statistica ¢ stata effettuata utilizzando
la versione 12.0 dell” SPSS (SPSS, Chicago, II).



RISULTATI

La tabella 1 mostra le caratteristiche demografiche, cliniche e biochimiche dei
soggetti di controllo e dei pazienti con FCHL. Oltre alle differenze nei valori dei
lipidi ematici e della pressione arteriosa, dipendenti dalla selezione dei gruppi, anche
la percentuale di donne, I’ eta, il BMI e I’ indice HOMA sono risultati
significativamente piu bassi nel gruppo di controllo rispetto ai pazienti con FCHL.
Nel gruppo FCHL nel 62% dei pazienti era presente un dato anamnestico personale o
familiare di evento CVD.

La tabella 2 mostra le concentrazioni sieriche dei marcatori infiammatori misurate nei
due gruppi. Con I’ eccezione dell’ 11-6, ad un’ analisi senza aggiustamenti, tutti sono
risultati significativamente piu elevati nei pazienti con FCHL. Dopo aggiustamento
per eta, sesso e BMI, la condizione di FCHL ¢ risultata significativamente predittiva
di una concentrazione sierica piu alta del quinto quintile del gruppo di controllo
soltanto per la hs-CRP (5° quintile = 2,26 mg/L, O.R. = 1,867, 95% C.1. 1,009-3,456,
p =0,047) e per il TNF-a (5° quintile = 9,10 pg/mL, O.R. = 3,966, 95% C.1. 2,002-
7,854, p<0,0001). Tra questi due marcatori infiammatori ¢ stata trovata una debole
ma statisticamente significativa correlazione (Spearman Rho 0,146, p = 0.027). La
condizione di FCHL rimaneva un predittore statisticamente significativo di elevati
livelli di TNF-a anche dopo sostituzione del BMI con I’ indice HOMA come
covariata: O.R. =4,538,95% C.I. 2,187-8,686, p<0,0001. La stessa analisi, con
aggiustamento per eta e BMI, condotta separatamente negli uomini e nelle donne, ha
fornito risultati analoghi per la relazione tra TNF-a e condizione di FCHL.

La tabella 3 descrive il profilo clinico e biochimico dei pazienti con FCHL con e
senza SM. Non sono state riscontrate differenze significative in relazione all’ eta, alla
distribuzione per sesso ed alle concentrazioni di Colesterolo LDL e di apo B. 1
marcatori inflammatori non hanno mostrato differenze statisticamente significative in
relazione alla presenza o assenza di SM.

In un’ ulteriore analisi dei pazienti con FCHL che rispettavano i criteri per la diagnosi
di SM, la condizione di FCHL si ¢ confermata essere un predittore significativo di
elevati livelli di TNF-a, anche dopo aggiustamento per eta e sesso (p<0,0001). La
relazione tra FCHL e hs-CRP non si ¢ confermata in questo sottogruppo (Tabella 4).
La condizione di FCHL ¢ risultata un predittore di elevati livelli di TNF-o, ma non di
hs-CRP, iu una analoga analisi che ha confrontato i pazienti con FCHL senza SM ai
soggetti di controllo, anche dopo aggiustamento per eta, sesso e BMI (p = 0.013)
(Tabella 4). La sostituzione del BMI con I’ indice HOMA nella stessa analisi ha
confermato 1’ associazione tra FCHL e TNF-a (O.R. =2,956, 95% C.I. 1,154-7,571,
p =0,024).



DISCUSSIONE

Questo studio esplora I’ argomento dei marcatori di stato infiammatorio di basso
grado nei pazienti con FCHL e del loro ruolo di possibili marcatori della malattia,
indipendentemente dalla coesistenza della SM.

Per evitare la possibile non indipendenza di numerosi pazienti con FCHL
appartenenti a poche famiglie, sono stati inclusi nello studio solo i1 probandi visitati
consecutivamente presso I’ ambulatorio per le Iperlipidemie dell’ Universita Federico
II. Poiché non ¢’ era alcuna differenza di numeri tra maschi e femmine nei familiari
affetti dei probandi con FCHL, ¢ probabile che la piu elevata prevalenza di maschi
nel nostro campione sia il frutto di un’ autoselezione dovuta alla consapevolezza dei
maschi di avere un rischio di CVD superiore a quello delle donne.

All’ analisi non aggiustata tutti i marcatori infiammatori misurati, tranne uno, sono
risultati significativamente aumentati nei pazienti con FCHL. I livelli di 11-6 non
erano differenti rispetto al gruppo di controllo. Cio ¢ in accordo con dati su uomini
obesi pubblicati di recente (10).

Poiché gli altri marcatori dell’ infiammazione misurati hanno dimostrato una
significativa relazione con il grasso corporeo, tutti i confronti sono stati poi aggiustati
non solo per eta e sesso, ma anche per BMI o, in alternativa, per indice HOMA come
misura dell’ insulino resistenza. Dopo questo aggiustamento solo i livelli elevati di
hs-CRP e di TNF-a hanno confermato una significativa relazione con la condizione
di FCHL.

Numerosi studi epidemiologici prospettici hanno dimostrato che la hs-CRP ¢ un
fattore predittivo indipendente di rischio di CVD, sia in individui clinicamente sani,
sia in pazienti ad alto rischio con cardiopatia coronarica clinicamente manifesta (25).
Il nostro studio dimostra che un livello di hs-CRP superiore a 2,26 mg/L ¢ un
marcatore di FCHL. Questo livello ¢ leggermente piu basso rispetto al valore di 3
mg/L, recentemente impiegato per valutare gli effetti dei tradizionali fattori di rischio
sulla CRP nella popolazione dello studio NHANES (26). Nell’ analisi dei dati
NHANES ¢ stato osservato che 1 livelli elevati di CRP nella popolazione generale
sono in larga misura da attribuire ai convenzionali fattori di rischio. Il nostro studio,
condotto in pazienti con FCHL, mostra che, nelle analisi separate sui pazienti con e
senza MS, livelli elevati di hs-CRP, non sono piu significativamente predittivi di
FCHL. Questa mancanza di significativita statistica potrebbe essere dovuta alla
ridotta numerosita dei due sottogruppi: in effetti il valore di O.R. ¢ vicino alla
significativita statistica nel campione di pazienti positivi per SM.

Il risultato principale di questo studio ¢ rappresentato dalla relazione indipendente
dimostrata tra elevati livelli di TNF-a, al di sopra di 9,10 pg/mL, e la condizione di
FCHL. I1 TNF-o € una citochina secreta dalle cellule endoteliali, ma anche dalle
cellule adipose. La sua relazione con 1’ obesita e con i parametri correlati all’ obesita
¢ stata dimostrata in studi osservazionali (10) ed in studi di intervento basati sulla
riduzione del peso corporeo (27). Inoltre il polimorfismo del promoter G-308A del



gene del TNF-a ¢ stato associato con la SM (28). Nel nostro campione 1’ associazione
tra elevati livelli di TNF-a e la condizione di FCHL ¢ presente anche dopo
aggiustamento non solo per BMI ed indice HOMA ma anche per la presenza di SM:
cio indica una relazione diretta tra TNF-a e FCHL. E’ stato anche suggerito (29, 30)
che un ridotto livello plasmatico di recettore solubile per il TNF-a, dovuto ad un
aumentato numero di recettori attivi legati alle cellule, e la conseguentemente
aumentata sensibilita cellulare all’ attivita pro-infiammatoria del TNF-a, possano
costituire un possibile legame tra TNF-o e FCHL. Concentrazioni di TNF-a elevate
nei pazienti con FCHL rispetto a soggetti di controllo sono state recentemente
riscontrate (30). La differenza ¢ stata pero dimostrata solo rispetto ai familiari non
affetti e non rispetto ai soggetti normolipidemici; inoltre in questo studio non erano
stati effettuati aggiustamenti per sensibilita insulinica e per condizione di SM.
Possibili spiegazioni per le pitt marcate differenze osservate nel nostro studio
potrebbero essere la piu larga numerosita e la maggiore sensibilita del metodo di
misurazione del TNF-a (limite minimo di sensibilita = 0,5 pg/mL rispetto a 7 pg/mL).
Non disponiamo di indicazioni conclusive se gli aumentati livelli di TNF-a siano una
causa o una conseguenza della FCHL. E’ ragionevole ipotizzare che le LDL piccole e
dense, piu soggette ai processi ossidativi, tipiche della FCHL, possano essere una
delle cause degli aumentati livelli di TNF-a. Esistono solide evidenze che indicano
che 1 prodotti dell’ ossidazione accelerano 1’arteriosclerosi attraverso meccanismi
infiammatori ed ¢ stata osservata una significativa associazione con il TNF-a (31).

In conclusione il nostro studio indica che, tra i marcatori infiammatori pit
comunemente misurati, livelli elevati di hs-CRP e di TNF-a sono in relazione alla
condizione di FCHL, indipendentemente da eta, sesso, e BMI. La relazione con il
TNF-a si conferma anche dopo aggiustamento per I’ indice HOMA ed in particolare
per la presenza di SM. Poiché ¢ stato dimostrato che il TNF-a costituisce un
marcatore indipendente di CVD, suggeriamo che aumentati livelli di questo
parametro possano identificare, tra 1 pazienti con FCHL, quelli con un rischio
cardiovascolare particolarmente alto.
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Tabella 1: Caratteristiche cliniche e biochimiche della popolazione studiata

Variabile

% Donne

Eta (anni)

Colesterolo totale (mg/dL)

Trigliceridi (mg/dL)

Colesterolo HDL (mg/dL)

Colesterolo LDL (mg/dL)

Glicemia (mg/dL)

Apolipoproteina B (mg/dL)

Indice di massa corporea (BMI) (kg/mz)
Indice HOMA

Pressione arteriosa sistolica (mm Hg)
Pressione arteriosa diastolica (mm Hg)

Fumatori (%)

I valori sono espressi come Media + DS
*p< 0.05

##p<0.001

Soggetti di controllo (n = 146)
58
43.2+10.3
185.2 £27.3
85.19 £40.0
51.1£12.5
117.1 £24.1
93.8 +10.8
88+ 10
25.2+£3.90
1.3+0.7
118.0£16.3
76.2 +£10.0

38

FCHL (n = 135)
30**

46.3 + 12.5%
285.1 % 66.4%*
255.4 + 186.3%*
39.2 + 10.6%*
200.2 + 62.6%*
102.2 +21.2%%
140 + 30%*
27.4 +4.5%*
1.9+ [.2%*
135.4 + 16.9%*
85.5 + 8.4

34



Tabella 2: Marcatori infiammatori nei soggetti di controllo e nei paz. con FCHL.

Dati non aggiustati.

Variabile

hs-CRP (mg/L)
IL-6 (pg/mL)
VCAM-1 (ng/mL)
MCP-1 (pg/mL)

TNF-a (pg/mL)

Controlli
1.10 (0.60-2.0)
2.30 (1.70-4.40)
412.0 (271.0-627.0)
288.0 (221.0-423.0)

8.30 (6.70-8.90)

Mediane (intervalli interquartili)

* Mann-Whitney

FCHL
1.40 (1.00-2.60)
2.20 (1.80-2.90)
525.0 (418.0-676.0)
360.0 (279.0-441.0)

8.5 (6.30-11.30)

p*
0.001
n.s
<0.001
0.017

0.003



Tabella 3. PROFILO CLINICO E BIOCHIMICO DEI PAZIENTI FCHL CON E SENZA
SINDROME METABOLICA (Media + DS)

SM+ (69.7%) SM- p
Eta 47.9+ 12.1 45.4 £11.6 NS
% Donne 23.5 37.1 NS
BMI 28.745.05 25.6+2.39 0.000
LDL-C (mg/dL) 190.8+56.3 209.7+51.5 NS
Triglic. (mg/dL) 312.5+202.6 175.2+136.2 0.000
HDL-C (mg/dL) 34.9+7.46 46.3+10.7 0.000
APO B (mg/dL) 139.0+33.2 145.2434.9 NS
HOMA 2.24+1.45 1.43+0.66 0.000
PAS (mmHg) 140.0+16.7 131.2+16.0 0.014

PAD (mmHg) 87.3+8.85 83.7£7.52 0.038



Tabella 4. MARCATORI INFIAMMATORI NEI PAZIENTI FCHL CON E SENZA
SINDROME METABOLICA IN PARAGONE AI SOGGETTI DI CONTROLLO .

Non aggiustati Aggiustatif
ODDS RATIO* (95% C.1.)
CON SINDROME METABOLICA
hs-CRP 1.761 (0.939-3.301) 1.936 (0.954-3.929)
TNFa 2.164 (1.509-3.103)**  2.177 (1.478-3.207)**
SENZA SINDROME METABOLICA
hs-CRP 1.754 (0.752-4.089) 2.054 (0.833-5.067

TNFa 3.403 (1.376-8.418)***  3.207 (1.276-8.059) q

T aggiustati per eta e sesso (piit BMI nel gruppo senza sindrome metabolica)
* Di avere un valore piu alto del quinto quintile del gruppo di controllo

** p <0.0001

*#*% p= 0.008

qp= 0.013



