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ABSTRACT

Background: Glycated haemoglobin (HbAlc) is considered the ‘gold
standard’ for monitoring metabolic control in diabetes. New diagnostic
criteria have been proposed by the American Diabetes Association (ADA)
focusing on A1C for diagnosis of diabetes as well as for identification of
the subjects at increased risk, being values > 6,5% (48 mmol/mol)
diagnostic for diabetes and values between 5,7 - 6,4% , (39- 47 mmol/mol)
suggestive of a pre-diabete condition. Measuring HbAlc has several
advantages over glucose measurements, but its particular adoption should
be considered only if the test is carried out under standardised conditions
taking into account its limitations, the impact of measurement on the
epidemiology of diabetes and other categories of glucose intolerance is
widely discussed.

Research design and Methods: The study, started on April 2010, includes
all subjects presenting to outpatients department with request of OGTT in
which the diagnostic performance of new proposed criteria and standard
75-g oral glucose tolerance test (OGTT) has been compared. Until now 498
subjects (males n=194, females n= 304, mean age (51,17+15,49)years)
have been enrolled. Plasma glucose, lipid profile and creatinine have been
measured using Cobas 8000, (Roche Diagnostics); Hb A1C with HPLC
procedure (Adams HA-8180 Arkray, Kyoto, Japan) and serum insulin with
Immulite 2000 (Simens).

Results: OGTTs has identified pre-diabetic condition in 21.48% of
subjects (n=107) while new diagnostic criteria in 40,16% (n=200), being
serum insulin, mean 3,17 U/L and 4,764 U/L and HOMA index, mean 0.95
and 1.240 respectively. The diagnosis of diabetes occurred in 18,27% of

subjects (n=91, mean serum insulin 5,9 U/L), vs 6.62% (n=33, mean



serum insulin 4,92 U/L) according to OGTT and new proposed criteria
respectively. The HOMA index were respectively 1.76 and 1.53.

Conclusion: The data obtained in our study evidence that the proposed
new diagnostic criteria are questionable because 11,65 % of diabetes’s

cases are misclassified.

RIASSUNTO

Introduzione: L’emoglobina glicata ¢ considerate il “gold-standard” per il
monitoraggio del paziente diabetico. American Diabetes Association
(ADA) ha proposto dei nuovi criteri diagnostici per il diabete basati sull’
utilizzo dell’ HbA. , ponendo questi cut-off : HbAlc > 6,5% (48
mmol/mol) diagnosi di diabete, HbAlc tra 5,7 - 6,4% , (39- 47 mmol/mol)
condizione di pre-diabete mentre HbAlc < 5,6% (< 38 mmol/mol)
condizione normale. La misura dell”’ HbAlc presenta una serie di vantaggi
rispetto alla misura del glucosio, ma la sua adozione come test per fare
diagnosi dovrebbe essere considerata solo se tale test ¢ standardizzato
IFCC.

Scopo : Lo scopo del presente lavoro e stato quello di valutare se HbAlc
poteva sostituire per la diagnosi di diabete la classica OGTT.

Materiali e Metodi: Questo studio ¢ iniziato nell” Aprile 2010; Sono stati
reclutati tutti i pazienti che provenivano presso gli Ambulatori di via San
Massimo con richiesta di OGTT. A questi pazienti, sottoconsenso
informato, & stata prelevata una provetta aggiuntiva per I’analisi dell’
HbAlc.

Sono state coinvolte 498 persone, 194 maschi e 304 femmine con un eta
media di 51,17 anni. A tutte queste persone oltre all’ OGTT e HbAlc sono

stati misurati la creatinina ( indice di funzionalita renale ), profilo lipidico (
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colesterolo totale, HDL, LDL e trigliceridi) e insulina per il calcolo dell’
HOMA Index ( indice di insulino resistenza).

L’ HbAlc é misurata da un HPLC (Adams HA-8180 Arkray, Kyoto, Japan)
I’OGTT, creatinina, profile lipidico dallo Strumento Cobas 8000 ( Roche
Diagnostics) e I’insulina dallo strumento Immulite 2000 ( Simens).
Risultati: I’ OGTT ha identificato una condizione prediabetica nel 21,48%
dei soggetti ( N= 107) sebbene 1 nuovi criteri ADA I’abbiano identificata
nel 40,16% ( N=200), la media dell’insulina ¢ 3,17 U/L e 4,764 U/L
rispettivamente e la media dell’ HOMA index di 0.95 e 1,240
rispettivamente.

La diagnosi di diabete, invece, e identificata nel 18,27% dei soggetti (
N=91, la media dell’insulina ¢ 5,9 U/L) vs 6,62% ( N=33, media
dell’insulina 4,92 U/L), accordando rispettivamente con 1 criteri OGTT vs
ADA. The Homa index furono in media di 1,76 e 1,53, rispettivamente.
Conclusioni: i nostri dati dimostrano che i nuovi criteri per la diagnosi di
diabete risultano, al momento, questionabili in quanto, 11,65% dei soggetti

della nostra coorte risultano essere misclassificati.
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CAPITOLO 1

-INTRODUZIONE-

1.1 CENNI STORICI DELLA PATOLOGIA DIABETICA

Figura 1.1.1: Papiro di Ebers 1550 a.C.

Il primo documento della storia della medicina, il papiro di Ebers ( 1550 a.
C.) venne alla luce nel 1863 d. C., dalle tombe dei Thabes (in Egitto) per
merito dell’ egittologo Georg Ebers.

In questo papiro si accenna ai sintomi del diabete e si propongono varie
cure a base di datteri, tritello di grano, gomma, miele, ginepro e lievito di
birra e un trattamento consigliato della durata di quattro giorni a base di un
decotto di ossa, frumento, grano, granaglie e bacche e terra (1,2,3).

Il diabete ¢ una patologia gia nota nell’antichita.

Sebbene il padre della medicina Ippocrate ( 460 a.C.) (2) non menzioni
espressamente la patologia diabetica tuttavia nei suoi scritti ci sono
descrizioni in linea con i sintomi di tale malattia, come eccessivo flusso

urinario.
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Areteo di Cappadocia ( 81-138 d. C.), sequace di Ippocrate, descrisse con
accurata precisione i sintomi della malattia (2,4,5,6,7) e fu lui a coniare il
termine DIABETE, che significa “passare attraverso” o “sifone” ,
descrivendola cosi :”il diabete ¢ un’afflizione terribile, non molto frequente
tra gli uomini, essendo una fusione verso il basso della carne e degli arti
nelle urine”.

Galeno, medico romano ( 131-201 d. C), invece, ne parla come di un’
afflizione rara riferendosi solo a due casi da lui seguiti definendoli come

“Diarrea Urinosa” ¢ “ Dipsakos (malattia della sete)” (2,3,8).

Solo nella letteratura sanscrita (9), datata V e VI sec. d.C., con Susruta,
Charaka e Vaghbata, compare 1’associazione della poliuria con una
sostanza dolce nelle urine. Venne descritta con queste parole I'urina di
questi pazienti poliurici: “un’ urina dolce dal sapore del miele, appiccicosa
al tatto e che attrae fortemente le formiche”.

Sempre nella letteratura indiana di questo periodo il diabete viene visto
come una condizione congenita 0 come una condizione ad esordio tardivo
e si trovano anche le prime relazioni tra diabete ed ereditarieta, diabete e

obesita e vita sedentaria e dieta.

Durante il periodo compreso tra il IX e il XI sec. d. C., la medicina araba
era al suo picco e tutte le opere di Bugrat e discepoli vennero tradotte e
studiate. Due medici di spicco di quest’epoca contribuirono alla
conoscenza del diabete: Shaihn-Ul-Rais Bu Ali Sina lbne ( 960 — 1037
d.C.) e Musa Bin Maimoon ( 1135 d. C ). Sina lbne descrisse
accuratamente le caratteristiche cliniche della malattia menzionando due
complicanze specifiche ossia la cancrena e il crollo della funzione sessuale.

Musa Bin Maimoon affermo di aver seguito oltre 20 persone affette dal
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diabete che era provocato dalle acque dolci del fiume Nilo e dal calore che
si diffonde oltre i reni (2,3).

Nessun progresso ulteriore venne fatto nella comprensione del diabete fino
al XVI sec. d.C, fino a quando un medico svizzero VVon Hohenheim (2)
riferi che 1’urina dei pazienti diabetici conteneva una sostanza anomala che
rimaneva polvere bianca, dopo 1’evaporazione, concludendo che tale
sostanza era un sale e che il diabete era dunque dovuto alla deposizione di

questo sale nei reni causando la sete e la poliuria.

La storia moderna del diabete, pero, inizia con 1’inglese Thomas Wills (10)
(1621- 1675 d.C), con le “ Osservazione sul Diabete ( 1674 d.C.) e con
gli esperimenti (1776 d.C) di Matthew Dobson ( Yorkshire 1735-1784
d.C.) , che portarono a stabilire che per fare diagnosi di diabete ci deve

essere la presenza di zucchero nelle urine e nel sangue del paziente.

Figura 1.1.2: Thomas Wills (1621-1675)
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A seguito di questi numerosi esperimenti la malattia diabetica non venne
pit considerata come una malattia rara. Thomas Wills si riferi al diabete
come “male dell’urina” prendendo atto come nei pazienti con il diabete:
“I’'urina ¢ meravigliosamente dolce, come se fosse imbevuta di miele o
zucchero”.

Egli, inoltre, affermo che il diabete era prima di tutto una malattia del
sangue e non dei reni e che anche la dolcezza prima appariva nel sangue e
poi nelle urine.

Sebastianus Pusinnius, nel 1653, medico patrizio lucchese inizia, con il suo

“ De Diabete” la divulgazione, in forma erudita, sul diabete, consigliando

al paziente diabetico come fattore importante 1’autocontrollo alimentare.

Nella stessa epoca Thomas Sydenham , soprannominato 1’ Ippocrate
Inglese, (1624-1689 d.C.) ipotizzo che la malattia diabetica fosse una
malattia sistemica derivante dal sangue (2,3,10,11,12,13,14)

Figura 1.1.3: Thomas Sydenham ( 1624-1689)

Un medico Svizzero, Johann Conrad Brunner ( 1653- 1727 d.C.),(
2,3,10,11,12,13,14) arrivo molto vicino alla correlazione tra pancreas e
diabete con la rimozione incompleta del pancreas di un cane e scrisse
testualmente tali parole : L’ animale ¢ fatto di gran parte di acqua, dopo la
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rimozione di parte del pancreas, il cane aveva molta sete di acqua potabile

in proporzione con il volume di urine.

Che il sapore mielato dell’ urina diabetica non sia dovuto a un sale ( come
pensava Wills) ma a una sostanza zuccherina (“ saccharine matter <) ¢
stabilito nel 1776, da Mathew Dobson ( 1736-1786) (15).

MEDICAL
OESERVATIONS
B ]

[N QUIRIES.

Y

ASOCIETY OF FHYSICIANS IN LENDON,

VOLUME Vv,

LONDON:
Printed for ‘T, Cansre, in the Sceand
M DUCLXAYT,

Figura 1.1.4: 1l frontespizio degli Atti nei quali € contenuta la comunicazione di

Mathew Dobson ( 1736-1786)

In quell’anno, Dobson, da Liverpool, fa comunicare dall’amico John
Fothergill ( 1712-1780) alla Medical Society nella Mitre Tavern, in Fleet
Street a Londra, le sue osservazioni su nove casi di diabete. In tutti, aveva
ricavato per evaporazione e cristallizzazione da una libbra ( 360 g) di urina
1 oncia( 36 g) di sostanza biancastra, il cui gusto era quello dello zucchero

bruno descrivendo il tutto cosi: “e granulato e si é rotto facilmente tra le
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dita, I'odore é dolce come la canna da zucchero, non poteva essere distinto
dallo zucchero tranne che per il fatto che la sua dolcezza lascia un leggero

senso di freschezza nel palato”.

Nel 1780, Francis Home (1719-1813), gia medico militare nelle campagne
di Fiandra, durante le quali aveva avuto modo di frequentare a Leiden le
lezioni di Hermann Boerhaave ( 1668 — 1738) grande analizzatore di urine,
¢ primo professore di materia medica all’ Universita di Edinburgh, tanto
benemerita nella storia della diabetologia. Home conferma che lasciando in

una stanza calda un recipiente di legno

con I’urina del diabetico Murray, questa diventa schiumosa e tende a
formare — dopo 10 giorni — molte bolle d’aria ed ¢ caratterizzata da un
gusto acidulo.

In altri termini fermenta come fermenta lo zucchero dell’uva nella
preparazione del vino. E’ una vinous fermentation : il *“ ribbolir dei tini”
come definito da Giosue Carducci. Di qui I’idea di misurare la quantita di
zucchero presente nell’urina diabetica per mezzo di prove di
fermentazione, con 1’aggiunta di lievito.

Nascera cosi il saccarometro, che dalla quantita di acido carbonico (CO2),
sviluppato dalla  fermentazione dello zucchero, ne misurera

approssimativamente il contenuto urinario.

| saccarometri, dal modello di Einhorn (1862-1953) a quello di Lohnstein

(1866-1918), resteranno in uso fino agli anni Quaranta del XX sec.
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Figura 1.1.5: Figura 1.1.6:
Modello di Einhorn Modello di Lohnstein

Mathew Dobson deve essere anche ricordato per aver notato il sapore dolce
del siero nel sangue, piu accentuato nei diabetici, non cosi forte come nell’
urina. Egli non riusci, pero, ad isolare la sostanza zuccherina del sangue,
come gia aveva fatto dall’ urina, ma giunse a sospettare che, nel diabetico,
vi fosse un passaggio dello zucchero dal sangue all’urina.

Sempre a Edinburgo, William Cullen ( 1712 — 1790 ), famoso per la
chiarezza metodica del suo insegnamento, qualifica genericamente insipide
forme di poliuria non mellita.

Una distinzione ufficiale tra il diabete mellito e insipido non avverra che
nel 1792, ad opera di Johann Peter Frank (1745- 1821) , Professore a Pavia.
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cccitato fulle orioe dei diagnici medefimi, ¢ fiu & altre ancora ,
quelle 3nalifi, che ora mi pregio di raflegnarle,

Prima &' intraprendere quelta lavero noa igeorsya, che I'o-
gina in quells fpecie di diabere, che mefitics i Medici chiamano,
era fato na opgetto delle ricerche di qualcbe curiofo indagatore
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rando, clire le ipetizaze da me fatte fulle craccie dello Reffo Aa-
tare, Iz algre puce da me imaaginute ed efegoice’ fll' orina me-

Figura 1.1.7. :La prima distinzione ufficiale tra diabete mellito e diabete insipido.

La procedura indicata da Dobson per il rilievo dello zucchero nell’ urina,
nonché la misura giornaliera della quantita dell’urina stessa, ¢ applicata (
collaborando con il paziente) dallo scozzese John Rollo ( 1749- 1809),
(16,17) chirurgo generale della Royal Artillery a Woolwich. Nel 1797,
pubblica : “ Account on two cases of diabetes mellitus ...” nel quale
analizza minuziosamente il corso della patologia diabetica in due ufficiali ,
uno, il Capitain Meredith, di 37 anni, 1’altro, una persona piu anziana. John
Rollo quando afferma : ”la sua soddisfazione per avere quanto meno dato i

mezzi per conoscere e trattare metodicamente il diabete mellito” ¢

consapevole di seguire un primitivo approccio psicopedagogico.
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Figura 1.1.8.: L'edizione parigina della monografia di John Rollo

Tuttavia, pero, Rollo é convinto che la materia zuccherina che si trova
nell’urina si formi nello stomaco, per una sua alterazione secretiva
scatenata dalle sostanze vegetali. Egli percio infligge ai pazienti una ferrea
dieta a base esclusiva di carni grasse ( preferibilmente vecchie e con grassi
rancidi), magari con I’aggiunta di emetici.

Rollo ebbe altri meriti oltre a quello di aver coniato il termine mellito tra i
quali bisogna ricordare la descrizione di ““ cataratta a causa del diabete” e

I’odore di acetone nel respiro di alcuni pazienti diabetici”.

Nel 1815 un chimico francese, Michel Eugene Chevreul ( 1786-1889) (18),
dimostro che lo zucchero nell’urina dei diabetici ¢ glucosio. Da questo
momento ¢ corretto descrivere la presenza degli zuccheri nell’urina
mediante il termine glicosuria. Michel Eugene Chevreul va ricordato anche

perché fu lui a scoprire nel 1832 la creatinina.

19



Mentre in Europa ci si prepara alla prima Guerra Mondiale, la scoperta
fortunosa del diabete da pancreasectomia da credito alle intuizioni del
medico francese Etienne Lancereaux ( 1829 -1910) (19)che aveva trovato

atrofia del pancreas in un suo caso di diabéte magre.

Atrofia del pancreas in
un giovane diabetico nel
23 &  E#

Laucereaunx.

Figura 1.1.9.: Atrofia del pancreas di un giovane diabetico
Disegno di Etienne Lanceraux ( 1829-1910)

Ma, per oltre trent’anni, 1’evento non trovera stranamente applicazioni
pratiche per la cura del diabete. Deludono infatti le accanite indagini di
numerosi ricercatori di tutto il mondo, spesso in irriducibile lotta tra di loro,
che si susseguono a scadenza ravvicinata.

Falliscono, intanto, i tentativi terapeutici con estratti pancreatici in giovani
diabetici. Nel 1893, a Torino, Ferdinando Battistini (1867 — 1920) inietta a
due giovani diabetici, durante alcuni giorni, per via sottocutanea e
intramuscolare, 5-25 cc di un estratto ( acquoso e glicemico), preparato con
somma attenzione nel laboratorio della Clinica Medica, da pancreas bovino
fresco. A parte alcuni ascessi nel luogo dell’ iniezione, non si rilevano
variazioni nel decorso clinico del diabete e i due pazienti dichiarano di

sentirsi meglio e vogliono essere dimessi.
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Ferdinando BATTISTINI  Medico 1867 - 192(
1893 - Ospedale S. Giovanni di Torino
Trattamento di giovani diabetici
con estratto pancreatico artigianale

Figura 1.1.10.: Ferdinando Battistini ( 1867- 1920) all’ Ospedale S. Giovanni di

Torino tento nel 1893 un trattamento con estratto pancreatico

Nel 1889 il russo Oskar Minkowiski ( 1858-1931),(20,21,22) seguace di
Brunner, non ottenne alcun risultato, con trapianti sottocutanei di tessuto

pancreatico, utilizzando per i suoi esperimenti sempre il modello canino.

Figura 1.1.11.: Oskar Minkowiski (1858-1931)

Tuttavia Minkowiski, a differenza del suo predecessore, asportando il
pancreas e venendo a conoscenze della sintomatologia presentata
dall’animale dopo I’intervento, si precipita ad analizzare la sua urina.
Scopre elevate quantita di glucosio in essa disciolta. A differenza di

Brunner, Minkowiski mette subito in relazione il pancreas con il diabete.
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Ci si ricorda allora che nel 1869, a Berlino, Paul Langerhans ( 1847-
1888)(23), allievo e amico del grande patologo Rudolf Virchow (1821-
1902), che sospettava che il pancreas secernesse non solo verso 1’ esterno,
ma anche all’interno, nel sangue.

Paul Langerhans scrisse con queste parole il concetto chiave della sua

scoperta:

Ho gia detto, nel descrivere la struttura varia che il pancreas mostra dopo
la macerazione nel liquido di Miller, una cellula dalla forma non ancora
descritta. Questa cellula & una piccola struttura poligonale irregolare. Il
citoplasma é brillante e privo di granuli, il suo nucleo distinto, rotondo, e
di dimensioni moderate. Il suo diametro e di circa 0,0096-0,012 mm
mentre quello del suo nucleo 0,0075-0,008 mm. Queste cellule si trovano
insieme, generalmente in numero considerevole, sparse nel parenchima
della ghiandola. Se il pancreas, dopo essere stato tenuto nel liquido Maller
per 2 0 3 giorni, viene esaminato con un microscopio bassa potenza, questi
gruppi di cellule si vedono sparsi in tutta la ghiandola come vivaci
macchie gialle. Ad alta potenza queste macchie sono interamente costituite
dalle nostre cellule. Esse sono raccolte in masse rotonde, 0,12-0,24 mm di
diametro, distribuiti a intervalli regolari nel parenchima, e possono essere
facilmente viste in frammenti di ghiandola fresca o se trattate per un breve
periodo con siero iodato.

Come tutte le cellule fresche, sono completamente rotonde, ma non
differiscono in alcun modo dalle cellule sopra descritte, i loro contenuti

sono particolarmente brillanti”.
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Langerhans aveva per primo descritto con precisione nel pancreas,
“mucchietti rotondeggianti”( “Haufchen”) di cellule ( 9 tipi ) a struttura
diversa da quella delle cellule acinose secretrici del succo pancreatico
digestivo. Questi mucchietti erano apparsi dispersi come isolotti o isole nel
resto della ghiandola e non era loro stata riconosciuta, per il momento, una
funzione particolare. Langerhan, frattanto, era morto di tisi polmonare a
Funchal-Madeira, dopo un illusorio miglioramento che gli aveva permesso

un’attivita medico-pratica a Funchal.

Si giunse cosi a ipotizzare che le isole di Langerhans fossero sede di
produzione di una secrezione interna nelle intuizioni di Charles Edouard
Sequard (1813 — 1878) —con azione antidiabetica.

Dal 1906 al 1915 si rincorrono sull” argomento pubblicazioni dell’italiano
Antonio Diamare ( 1872-1966), il primo a ipotizzare una “cachessia isole-
prima”, di Gustave Edouard Laguesse ( 1861- 1927) (24), il padre delle
isole, il quale suggeri che questo insieme di cellule potevano rappresentare
il tessuto endocrino del pancreas, di Raphael Léptine (1840- 1919),
propugnatore di un “fermento glicolitico del sangue” e fu il primo a
pensare ad un trapianto di isole.

Si conferma che le cellule delle isole, intatte dopo legatura del condotto
escretore del pancreas e conseguente atrofia della ghiandola, contengono
una sostanza che si versa direttamente nel sangue e che Nicola Pende (
1880-1970) disegna in forma di finissimi granuli.

Edward Albert Schafer (1850-1936) trova, perfino, nel 1915, un nome alla
sostanza :”insulina” (gia proposto nel 1909 dal belga Jean De Meyer (25)
da insula=isola all’ormone ipoglicemizzante prodotta dal tessuto insulare,
la cui esistenza era solo ipotetica) ed anche a un suo precursore, la pro-

insulina, proprio nel senso attuale.

23



Sempre nel X1X sec. un francese farmacista, Apollinaire Bouchradat (1806
—1886) (26) formula la sua teoria gastrointestinale secondo cui la comparsa
del diabete e legata alla troppa rapida trasformazione degli amidi in
zucchero nel tratto gastrointestinale; nel 1838 inizia con questo farmacista
la terapia moderna contro il diabete, limitando I’assunzione di carboidrati
dalla dieta, sostenendo digiuno ed esercizio fisico per sostenere la

glicosuria.

Tra il 1850 e il 1950 si scoprono e si diffondono progressivamente
metodiche utili alla misurazione della glicosuria; in questo periodo anche i
piu fanatici seguaci della dieta digiunistica di Apollinaire Bouchrdat
modulano la lori misera razione alimentare a seconda della presenza o
meno di glicosuria nelle urine delle 24 ore. | reattivi piu usati sono:
- Reattivo cupro-potassico di Trommer , Von Feeling (A e B),
Benedict

- Reattivo al bismuto di Nylander ( con tartrato e soda caustica).

L’ Americano Eugene Lindsay Opie (1873- 1971)(27), nel 1901, alla
Johns Hopkins University, dimostra come il diabete mellito fosse causato
da una lesione del pancreas, lesione che provoca la distruzione o la lesione
delle cellule dell’isola di Langerhans.

Da un’osservazione di Mosé Barron ( 1883 ) (28) cioé che gli isolotti di
Langerhans secernano direttamente nella linfa e nei flussi sanguigni un
ormone che ha un potere nel controllo del metabolismo carboidratico,
origina il successo ( 21 Dicembre 1921) dell’americano Frederick Grant
Banting ( 1891-1941 ) (29,30) e del canadese Charles Herbert Best ( 1899 -
1978).
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Questi studiosi  isolarono I’insulina e dimostrarono 1’inversione dei
cambiamenti metabolici del diabete dopo iniezione di un estratto potente

dalle cellule pancreatiche.

Figura 1.1.12: Frederick Grant Banting ( 1891-1941) e Charles Herbert Best ( 1899-
1978)

L’11 Gennaio 1922, il primo paziente, un ragazzo di 14 anni di nome
Leonard Thompson ( 1908-1935), a Toronto, si sottopose alla prima
iniezione di insulina la quale gli provoco a causa di impurita dovute
all’estrazione una reazione allergica. James Collip raffino il processo per
ottenere un migliore estratto di manzo. La seconda iniezione alla quale si
sottopose il giovane Leonard 12 giorni dopo la prima ebbe un grande

SUCCesSO0.
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LEONARD THOMPSON
First patient to receive insulin in

Toronto.

Figura 1.1.13: Leonard Thompson ( 1908-1935)

Thompson mostro continui segni di miglioramento nella patologia

diabetica ma una polmonite a 27 anni gli stronco la vita.

1.2. EMOGLOBINA

La molecola dell’emoglobina venne scoperta da un biochimico britannico
di origine viennese, Max Ferdinand Perutz ( 1914- 2002) .

Il padre dell’emoglobina era nato a Vienna nel 1914 da una famiglia di
manifatturieri tessili e per anni lavoro presso il laboratorio di biologia
molecolare di Cambridge. Nel 1962 riceve il premio Nobel per la Chimica
per aver scoperto la struttura dell’emoglobina, la proteina fondamentale del
sangue che assolve al compito di trasportare ossigeno nell’organismo. La
sua ricerca scientifica, per capire la struttura di questa importante proteina,

inizio nel settembre del 1937 in seguito ad una conversazione che ebbe con

un il suo collega biochimico Felix Haurowitz a Praga.
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Figura 1.2.1: Max Ferdinand Perutz ( 1914- 2002) con la struttura

dell’emoglobina

L'emoglobina & una oloproteina specializzata nel trasporto di ossigeno.
Viene sintetizzata inizialmente a livello dei proeritroblasti policromatofili (
precursori dei globuli rossi), rimanendo poi in alte concentrazioni
all’interno dell’eritrocita maturo a cui conferisce il caratteristico colore
rosso. E’ una proteina globulare tetramerica solubile dal peso di circa
64000 dalton.

Le catene del tetramero fisiologicamente sono a due a due uguali : due
appartenenti alla classe alfa e due alla classe beta. Del gruppo alfa fanno
parte le catene al,a2, e , mentre del gruppo B fanno parte le catene 3,
ay,yy,0ec.

Nell’uomo i geni delle catene o Si trovano nel cromosoma 16 e sono
intervallati da 2 pseudogeni mentre quelli del gruppof3 sono sul

cromosoma 11 con interposto un unico pseudogene.
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Ogni catena contiene un gruppo prostetico chiamato eme formato da un
anello porfirinico che lega al centro un atomo di ferro sotto forma di ione
Fe2+.

h ¢ e’ ¢
CH, ci
Sen,
Figura 1.2.2.: Anello Porfirinico Figura 1.2.3.: gruppo Eme

E’ proprio I’atomo di ferro al centro dell’anello porfirinico che lega la
molecola di ossigeno in modo reversibile e la trasporta a tutte le cellule del

nostro corpo attraverso il sangue.

Figura 1.2.4: Gruppo eme con la molecola di O2 legata
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Figura 1.2.5.: Gruppo eme con la molecola di O2 legata

L’emoglobina € costituita, da quattro catene (a2 e B2) e contiene quattro
gruppi eme, come si vede nell’immagine ( Fig. 1.2.6). La funzione
dell’emoglobina ¢ quella di legare O2 nei polmoni e rilasciarlo nei tessuti.
Si tratta di una proteina allosterica che modifica I’affinita per O2 facendo
lavorare i suoi siti di legame in modo cooperativo.

A bassa concentrazione di 0ssigeno (nei tessuti, fascia blu) I’emoglobina ¢
poco affine per O2. A maggiore concentrazione di ossigeno (nei polmoni,
fascia rosa) I’emoglobina ha una grande affinita per O2 come si vede dal
grafico seguente che ha un andamento sigmoidale e non iperbolico come la

mioglobina.
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Figura 1.2.6.:
L’affinita differente per la molecola di O2 per le proteine mioglobina ed emoglobina

L’emoglobina senza O2 legato nei siti attivi € poco affine per 1’02, ma la
sua affinita cresce legando il primo e il secondo O2. Per questo motivo é
difficile la formazione del primo legame con 1’ossigeno ma diventa via via
sempre piu semplice quella con le altre molecole. Quando il sangue € nei
polmoni, dove I’ossigeno ¢ abbondante, 1’ossigeno si lega facilmente alla
prima subunita e poi rapidamente riempie tutte le altre sub unita
disponibili. Poi, quando, il sangue circola attraverso il corpo, il livello di
02 scende mentre aumenta quello di biossido di carbonio. In questo
ambiente I’emoglobina inizia a rilasciare 1’ ossigeno legato. Appena, pero,
rilasciata la prima molecola di O2 , la proteina inizia a cambiare
conformazione e questo cambiamento induce gli altri 3 ossigeni, ancora
legati, ad essere rilasciati in modo rapido.

Questo comportamento lo si spiega a livello strutturale.

L’atomo di Fe2+ nell’eme ¢ trattenuto sotto il piano dell’anello porfirinico
dal legame con I’istidina vicinale che si trova sul lato inferiore dell’eme. In
queste condizioni come si vede nella figura sottostante 1.2.7 ferro € poco

affine per O2.
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Figura 1.2.7.: L’atomo di Fe2+ nell’eme ¢ trattenuto sotto il piano dell’anello dal

legame con I’istidina vicinale che si trova sul lato inferiore dell’eme

Quando O2 si lega all’atomo di ferro nel centro del gruppo eme, questo
sposta il Ferro verso I’alto e con esso anche I’istidina che si trova sul lato
inferiore dell’eme. Questo cambia la conformazione dell’intera alfa-elica
nella quale si trova I’istidina. Il movimento si ripercuote su tutta la catena
proteica e sulle altre catene, provocando un innalzamento dell’ atomo di

ferro anche nell’altra subunita che aumenta cosi I’affinita per O2.

Figura 1.2.8.: Cambio di conformazione quando si lega O2 all’atomo di Ferro
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1.3 EMOGLOBINA GLICATA

| globuli rossi di un soggetto adulto in buono stato di salute contengono
principalmente emoglobina A ( HbA) ( a2p2), emoglobina A2 ( a252) e

tracce di emoglobina fetale (a.2y2).

EMBRIONE

(Sacco Vitellino)

g

C282 c2Y2 “ %
N /

Gower 1 Portland Gower2

Figura 1.3.1 : Rappresentazione dei diversi tipi di Emoglobina nelle diverse fasi della

vita dell’'uomo

Separando le frazioni emoglobiniche con tecniche sufficientemente
risolutive si possono evidenziare piu frazioni perché le emoglobine possono

subire modificazioni post-traduzionali, per esempio la glicazione.
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L’emoglobina glicata ¢ una forma di emoglobina prodotta in una reazione
non enzimatica a seguito della esposizione della emoglobina normale ad
alte concentrazioni di glucosio plasmatico.

I siti potenziali dell” HbA che possono essere modificati dal legame con il
glucosio includono i 4 residui N-terminali delle catene o e 3 e tutti i gruppi
g-amminici liberi dei 44 residui lisinici presenti nel tetramero
emoglobinico.

La prima segnalazione che riporta la presenza di frazioni emoglobiniche
chiamate allora minori, separabili dall’emoglobina A ,risale al 1955, in un
articolo comparso nella rivista Science Vol 122, “ New Hemoglobin in
normal Adult Blood”, scritto da H.G. Kunkel e G. Wallenius del
Rockefeller Institute for Medical Research, New York, N.Y. (31).

In questo articolo si evidenzia come utilizzando una tecnica elettroforetica
su amido vi siano emoglobine diverse da quella nota A che presentano

proprieta elettroforetiche diverse come si nota nella figura 1.3.2..

Figura 1.3.2: Tecnica elettroforetica su amido ( 1955) che evidenzia diversi tipi di

emoglobina con proprieta elettroforetiche diverse.

Due anni, dopo, nel 1957, grazie all’utilizzo della tecnica cromatografica a
scambio cationico con eluizione da colonna IRC-50, si conferma la
presenza di 5 componenti , chiamate FAST Hemoglobin ( HbA1) e in base
all’ordine di eluizione da HbAla a HbAlc [32].
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Figura 1.3.3. : tecnica cromatografica a scambio cationico con eluizione da colonna

IRC-50 che evidenzia le emoglobine fast.

Solo nel 1966 e stata descritta, per la prima volta, la formazione dell’
HbAlc a partire dall’emoglobina A [33]: questa frazione minore e il
risultato di vari adotti ad HbA, che portano a cambiamenti chimico fisici
della molecola a cui segue la separazione elettroforetica.

Venne caratterizzata come glicoproteina da due studiosi Bookchin R.M. e
Gallop P.M. nel 1968 [34], ma il suo aumento nel diabete fu descritto per la
prima volta nel 1968 e nel 1969 da un medico iraniano Samuel Rahbar
(35,36) in questi due articoli: “ An Abnormal hemoglobin in red cells of
diabetics” e in ” Studies of an unusual hemoglobin in patients with

diabetes mellitus.”.
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Si deve a Bunn (37,38) e ai suoi collaboratori la descrizione della reazione
che porta alla formazione dell’emoglobina glicata nel 1975. Negli anni 80
sempre questo gruppo di ricerca dimostro che nell’ HbAlc circa il 60% del
glucosio e legato alla valina N-terminale delle catene b ( da una a due
molecole di glucosio per tetramero) e che altri residui di glucosio possono
legarsi alle valine N-terminali delle catene o e alle lisine B17 e B66.
(39,40).

Da un punto di vista chimico la reazione tra il glucosio ed i gruppi

amminici liberi procede in due stadi:

R-NH + O:(lﬁ-H R-N:(;.-H R-NH-(IZ-HZ

H-C-OH H-C-OH H-C=0
irreversibile HC)-C|-H
1

[ e |
HO-C-H ___reversibile HO-C-H

— T

HC-OH veloce H-C-OH lenta H.C-OH

HC-OH =0 H-C-OH HC.OH
CHy0H CHoOH CHoOH

Protein + Glucose Schiff Base Amadori Product
(Aldimine) (Ketoamine)

-

Figura 1.3.4.: Schema della reazione tra il glucosio ed i gruppi amminici liberi e la
formazione del prodotto di Amadori

Nella prima fase si forma un complesso labile (base di Schiff) con
un’emivita di circa 8 minuti; in seguito, questo complesso aldiminico si
riarrangia in una forma stabile, chiamata chetamina, con una reazione lenta
caratterizzata da un’emivita di 5 giorni (41).

Dal momento che i globuli rossi sono liberamente permeabili al glucosio,
I’entita della formazione dell’HbAlc ¢ direttamente proporzionale alla

concentrazione di glucosio alla quale i globuli rossi sono esposti durante il
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loro permanere in circolo ed al tempo relativo all’esposizione, senza

tuttavia raggiungere un tetto massimo o la soglia (38).

Nel normale arco di vita di 120 giorni dei globuli rossi, le molecole di
glucosio reagiscono con 1’emoglobina formando emoglobina glicosilata. In
individui con scarso controllo diabetico, la quantita dell’emoglobina glicata
che si forma € molto piu elevata che nei soggetti sani 0 nei soggetti
diabetici con un buon controllo glicemico. Un aumento dell’emoglobina
glicosilata, quindi, riflette il livello medio di glucosio al quale I’emazia ¢
sottoposta durante il suo ciclo vitale.

In seguito alla caratterizzazione dell’ HbAlc diversi gruppi hanno
dimostrato che il glucosio € in grado di reagire in maniera simile anche con
numerose altre proteine , quali albumina [42], la proteina del
cristallino[43], il collagene [44], la proteina della lamina basale del
glomerulo renale [45], modificando significativamente diverse proprieta
strutturali e funzionali,

Nel caso specifico dell’HbAlc [I’affinita per 1’ossigeno ne risulta
significativamente aumentata, essenzialmente per una mancata disponibilita
al legame con il 2,3-difosfoglicerato (46,47).

Negli anni ottanta si evidenzia I’ importanza dell’emoglobina glicata quale
test per il monitoraggio del paziente diabetico [48,49].

In quegli anni, tuttavia, il dosaggio dell” HbAlc viene eseguito con diversi
tipi di metodi tra i quali cromatografia a scambio ionico, cromatografia
d’affinita, elettroforesi, metodo colorimetrico € metodo immunoenzimatico.
Negli anni novanta tale parametro diventa sempre piu importante per il
diabetologo ma il risultato ottenuto non risulta paragonabile da un

laboratorio all’ altro come pure da un paese ad un altro.
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Tutto ci0 era dovuto fondamentalmente all’uso di metodi che presentavano
performance analitiche diverse e alla mancanza di standardizzazione a

livello internazionale.

1.3.1 Goal Analitici per I’ HbAlc

Fino al 2008 erano disponibili oltre 70 tipi diversi di metodiche
commerciali per misurare I'HbAlc, principalmente basate su tre principi: la
differenza di carica elettrica tra HbAlc ed HbA (minicolonnine, HPLC,
isoelettrofocalizzazione ed elettroforesi), la natura di determinanti
antigenici dei primi 8 residui amminoacidici della catena B (metodiche
immunochimiche) e la presenza di glucosio legato covalentemente
all'emoglobina (cromatografia di affinita).

La maggior parte delle metodiche basate sulle differenze di carica e quelle
immunochimiche misurano la HbAlc, altre quantificano 1’emoglobina
glicata "totale", includendo quindi il glucosio legato alle lisine ed alle
valine N-terminali delle catene a. Cio spiega in parte perché nel corso degli
anni, in mancanza di uno standard di riferimento internazionale, siano stati
definiti intervalli di riferimento metodo-dipendenti e perché i dati ottenuti
con metodi diversi siano a volte non confrontabili.

Generalmente, tuttavia, i risultati ottenuti con metodi basati su diversi
principi analitici sono ben correlati e non ci sono evidenze che i dati
ottenuti con un metodo siano, da un punto di vista clinico, migliori a quelli

ottenuti con un altro.

| criteri per la definizione dei traguardi analitici in Medicina di Laboratorio
sono stati definiti utilizzando I'approccio proposto da Fraser, basato sullo

studio della variabilita biologica [50]. E' molto importante che tali traguardi
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siano definiti in modo da stabilire limiti di accettabilita delle prestazioni per
I produttori di diagnostici, criteri oggettivi per la valutazione di strumenti e
di kit, sistemi di valutazione dei partecipanti nei programmi di VEQ ed,
infine, per assicurare una qualita analitica adeguata alla cura dei pazienti.
Per quanto riguarda I'HbA1c non ci sono molti dati disponibili in letteratura
relativamente alla variabilita biologica intra- ed interindividuale. Una stima
secondo i lavori piu attendibili [51,52] fornirebbe una variabilita biologica
intraindividuale (“within-subject variability”, CVw) =5,0% e una
variabilita interindividuale (CVG) tra il 4,3 ed il5,9%. Utilizzando le
formule correnti [50]per il calcolo dei traguardi di imprecisione, bias ed
errore totale, si ottengono i valori riportati nella Tabella 1.3.2.1, calcolati a
tre livelli di qualita come precedentemente raccomandato [53]. Tali limiti
debbono essere considerati con cautela per I'incertezza associata alle stime
della variabilita biologica usate nei calcoli. Una recente pubblicazione da
parte dei rappresentanti delle Associazioni Australiane di Biochimica
Clinica, Endocrinologia e Diabetologia ha raccomandato che i metodi per
la determinazione dell’HbAlc abbiano una imprecisione nel lungo periodo
corrispondente ad un CV <2% e debbano essere caratterizzati da un valore
minimo di bias (il piu possibile vicino a zero) e di interferenze analitiche da
parte delle piu comuni componenti emoglobiniche (emoglobina
carbamilata, varianti emoglobiniche) che tipicamente possono interferire
nella misura delI’HbAlc [54].
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Traguardi analitici per l'imprecisione, il bias e I'errore totale per
la determinazione dellHbA,. espressi a tre differenti livelli di

qualita
Livello di qualita
Traguardo minimo desiderabile ottimale
% % %
Imprecisione (CV) 3.8 25 1,2
Bias (scostamento sistematico) 24 16 08
Errore totale 8.6 5.7 29

Tabella 1.3.2.1.: Tabella che evidenzia i goal analitici per HbAlc

1.4 DIABETE

Il diabete mellito € una sindrome eterogenea caratterizzata da iperglicemia
cronica e da altre alterazioni del metabolismo glucidico, lipidico e proteico
che possono condurre allo sviluppo di complicanze micro- e
macroangiopatiche.

Secondo i dati Oms, sono piu di 346 milioni le persone affette da diabete in
tutto il mondo e questa cifra & destinata a raddoppiare entro il 2030, senza
un intervento a livello globale. Inoltre, piu dell’80% delle morti correlate a
questa patologia avviene in paesi a basso e medio reddito.

In Italia, nel 2011, sono quasi 3 milioni le persone che dichiarano di essere
affette da diabete, il 4,9% della popolazione. Lo riferisce 1’ Istat nel
documento “ Il Diabete in Italia. Anni 2000-2011" pubblicato a ottobre
2012,
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Dai dati presentati emerge che il diabete € maggiormente diffuso nelle
classi piu svantaggiate ( dove i fattori di rischio, come I’obesita ¢
I’inattivita fisica, sono pit comuni). Al Sud si registrano 1 valori piu alti
con 900 mila diabetici residenti, contro i 650 mila del Nord-ovest, i 600
mila del Centro e i 450 mila del Nord-est e i circa 350 mila residenti nelle
Isole.

Inoltre , la prevalenza del diabete aumenta all’aumentare dell’eta: tra gli
ultra 75enni, almeno una persona su cinque ne e affetta. Sotto i 74 anni il

diabete é piu diffuso negli uomini.

2000: 151 milioni

2010: 221 milioni
Incremento 46 %

Figura 1.4.: Distribuzione geografica del diabete

1.4.1 Patogenesi e fisiopatologia del DM1

Il diabete mellito di tipo 1 (DMTL1) é la conseguenza della distruzione
autoimmune delle cellule B pancreatiche.
Numerose evidenze sperimentali e cliniche confermano 1’ipotesi che

I’eliminazione selettiva delle cellule B pancreatiche sia un processo
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immuno-mediato. Un processo infiammatorio infiltrativo, noto come
insulite, & stato documentato in molti, anche se non in tutti, gli organi di
pazienti diabetici deceduti in coincidenza con 1’esordio clinico della
malattia [55]. Il rischio di sviluppare la malattia e significativamente
aumentato in presenza di specifici aplotipi HLA (“Human Leukocyte
Antigen”), quali —DRB1*03-DQA1*0501-DQB1*0201 (DR3-DQ2) e
DRB1*04-DQA1*0301-DQB1*0302 (DR4-DQ8) [56,57] ed in presenza di
specifiche varianti alleliche o aplotipiche di altri geni che modulano la
funzione del sistema immunitario(58,59). La malattia puo essere trasferita
da individui affetti a soggetti non affetti in conseguenza di un trapianto di
midollo osseo [60,61]. Il DMT1 e piu frequente in soggetti affetti da altre
malattie autoimmuni, quali tiroidite di Hashimoto, morbo di Graves-
Basedow, gastrite atrofica o0 morbo di Addison, rispetto alla popolazione
generale.

Modelli sperimentali animali sviluppano una forma di malattia diabetica
spontanea a patogenesi autoimmunitaria.

Tuttavia, la prova definitiva della natura autoimmune del DMTL1 é stata
fornita dalla dimostrazione dell’esistenza nel siero di pazienti affetti di
autoanticorpi antiinsula pancreatica [“islet cell antibodies” (ICA)],
evidenziati tramite immunofluorescenza indiretta su sezioni criostatiche di
pancreas umano [62,63].

L’identificazione degli ICA sollevo nuovi quesiti, soprattutto legati al ruolo
patogenetico degli autoanticorpi nello sviluppo di DMT1. Infatti, gli ICA
sono diretti contro antigeni intracellulari (citoplasmatici) e questo €
apparentemente in contrasto con un loro possibile ruolo patogenetico,
poiché si ritiene che gli anticorpi non possano attraversare la barriera
costituita dalla membrana cellulare. Una considerevole serie di evidenze
sperimentali sembra infatti supportare 1’ipotesi che gli autoanticorpi

presenti in pazienti con DMT1 non abbiano un ruolo patogenetico.
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La loro produzione potrebbe essere la conseguenza della distruzione
cellulo-mediata delle cellule B e della successiva processazione di numerosi
auto antigeni con autoreattivita T-cellulare, attivazione di linfociti B e
conseguente produzione di autoanticorpi. Secondo questa ipotesi, oggi
largamente accettata, lo sviluppo di autoanticorpi sembrerebbe essere un
fenomeno che accompagna il processo autoimmunitario, ma con limitata
importanza patogenetica. Tuttavia, la dimostrazione della presenza di
autoanticorpi circolanti riveste un importante ruolo clinico e diagnostico,

come marcatore del processo autoimmunitario anti-insulare.

1.4.2 Patogenesi e fisiopatologia del DM2

Le cause specifiche dello sviluppo di questa malattia non sono del tutto
note. Il diabete € considerato una malattia multifattoriale ed eterogenea,
alla cui insorgenza concorrono, in varia combinazione, un difetto delle [3-
cellule (che comporta un’alterata secrezione di insulina) ed una alterata
risposta all’azione di insulina (insulino resistenza).

L’insulino-resistenza riconosce una base genetica [64] ma é influenzata
anche da fattori acquisiti o ambientali: eccesso ponderale a localizzazione
prevalentemente centrale e soprattutto, dieta iperlipidica , scarsa attivita
fisica, fumo di sigaretta [65] , assunzione di alcuni farmaci

(glucocorticoidi, diuretici tiazidici, betabloccanti) [66].

1.4.2.1. Ladisfunzione delle B-cellule

Nel DM2 fattori genetici e acquisiti non del tutto noti concorrono a
determinare il difetto di funzione e di massa delle 3-cellula, attraverso
meccanismi in buona parte ancora da chiarire . Numerosi geni che

codificano per vari fattori di trascrizione, per proteine coinvolte nel
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metabolismo del glucosio, e per molecole implicate nel segnale insulinico
sono stati associati ad alterazioni B-cellulari [67].

Tra 1 vari fattori acquisiti maggiormente studiati si annoverano la
glucotossicita, cioé i danni prodotti dalle elevate concentrazioni di
glucosio, e la lipotossicita [68], cioé i danni prodotti dalle elevate
concentrazioni di acidi grassi . Entrambe queste condizioni dismetaboliche
tipiche del DM2 inducono alterazioni della secrezione insulinica, aumento
dell’apoptosi ¢ modifiche dei profili di trascrizione genica delle B-cellule, e
probabilmente interferiscono con i processi rigenerativi .

Nel DM2, le concentrazioni sieriche di insulina possono essere aumentate,
normali o ridotte, ma sono insufficienti a garantire una normale regolazione
glicemica. Il difetto funzionale piu precoce € la progressiva riduzione, fino
alla scomparsa, della prima fase della secrezione insulinica da parte della R-
cellula in risposta al pasto. A questo difetto si aggiunge, nel tempo, un
deficit anche a carico della seconda fase di secrezione dell’insulina [69].

Un ulteriore aspetto relativo al deficit funzionale della 3-cellula nel DM2 e
I’aumentato rapporto proinsulina/insulina. Probabilmente perché sollecitata
in maniera anomala, la B-cellula nel DM2 non riesce a processare
adeguatamente la proinsulina, che viene rilasciata in quantita
significativamente piu elevata rispetto ai soggetti con normale metabolismo
glucidico.

Il DM2 inoltre si accompagna ad una riduzione della massa 3-cellulare che
dipende da una riduzione del numero totale di isole pancreatiche e da una
diminuzione delle 3-cellule all’interno delle isole [70].

La causa che determina la riduzione della massa (3-cellulare sembrano
essere un’aumentata apoptosi non compensata da un adeguato tasso di
formazione di nuove

R-cellule attraverso i processi rigenerativi (replicazione e neogenesi). Va

infine tenuto presente che anche la quantita dei granuli di insulina e
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significativamente ridotta nelle 3-cellule diabetiche rispetto a quelle di
controllo, il che contribuisce al deficit quantitativo complessivo di
secrezione insulinica .

In conclusione, le alterazioni delle R-cellule nel DM2 sono di tipi
qualitativo e quantitativo. Tali alterazioni sono caratterizzate
dall’incapacita di rispondere in maniera congrua ai secretagoghi fisiologici
(in particolare al glucosio), dalla perdita della normale dinamica del rilascio
insulinico, dall’aumento del rapporto proinsulina/insulina e dalla riduzione

della massa beta-cellulare.

1.4.2.2 Insulino-resistenza

Si  definisce insulino-resistenza (o ridotta sensibilita insulinica)
lacondizione clinica 0 sperimentale in cui I’insulina esercita un effetto
biologico inferiore a quello atteso [71]. | meccanismi alla base
dell’insulino-resistenza sono eterogenei, coinvolgendo fattori ormonali,
genetici (difetti del recettore insulinico o del sistema di trasduzione del
segnale), oppure farmacologici (es. terapia con glucocorticoidi).
All’insulino resistenza ¢ stato attribuito un ruolo fondamentale nella
patogenesi del DM2, anche se non si puo assegnare a questo fattore una
specificita e unicita assoluta nella patogenesi della malattia.

La misura degli indici di insulino-resistenza e di particolare rilevanza in
fisiopatologia clinica, ma non e di semplice esecuzione. La tecnica di
riferimento (gold standard) e il clamp euglicemico iperinsulinemico.
Questa metodica richiede la misura della velocita di infusione di glucosio
necessaria per mantenere I’euglicemia in un soggetto che riceve una
infusione endovenosa continua di insulina a velocita costante e che realizza
una condizione di iperinsulinemia in stato stazionario. Maggiore e la
quantita di glucosio necessaria per mantenere 1’euglicemia, maggiore € la

sensibilita insulinica. Il clamp eseguito in condizione di iperinsulinemia é
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utile per misurare la sensibilita insulinica, mentre il clamp eseguito in
condizione di iperglicemia & utile per misurare la funzione B-cellulare. Il
glucose clamp ha lo svantaggio di essere laborioso e di richiedere una
considerevole esperienza.

Una metodica piu semplice ¢ facilmente applicabile ¢ 1’indice HOMA
(Homeostasis Model Assesment) [72]. L’HOMA ¢ un modello matematico
attraverso il quale la sensibilita insulinica pu0 essere stimata se si
conoscono, nello stesso momento, le concentrazioni plasmatiche di
glucosio e insulina a digiuno. Si tratta di un test semplice che risulta
appropriato per grandi studi epidemiologici e fornisce una stima
dell’insulino-resistenza basale, al contrario delle altre tecniche (come il
clamp euglicemico) che misurano 1’insulino-resistenza stimolata. Un
metodo piu recente che é il QUICKI (Indice Quantitativo del Controllo di
Sensibilita dell'Insulina  QUICKI = 1/([log FPG] + [log INS]) ) che
fornisce una misura dell’insulino-resistenza altamente correlata con il
clamp in soggetti affetti da DM2, cosi come in soggetti sani o obesi.

| metodi indiretti, derivati dall’ OGTT (Test di Tolleranza Orale al
Glucosio), sono applicabili su larga scala, di esecuzione relativamente
facile ed hanno costi inferiori rispetto ai clamp.

Inoltre, rispetto ad HOMA, i test che si basano sull”’ OGTT sono dinamici
perché forniscono informazioni sulla sensibilita insulinica in risposta al
carico di glucosio (una variante utilizza il piu fisiologico pasto misto).

La scelta del test per la misurazione della resistenza insulinica dovrebbe
comungue tenere presente la finalita della misurazione stessa.

Dal punto di vista clinico, esistono alcuni indicatori surrogati di insulino-
resistenza, che possono essere determinati in maniera molto agevole. Per
esempio e stato dimostrato in molte occasioni che la circonferenza della

vita correla in maniera stretta con 1’insulino-resistenza misurata con
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HOMA o mediante tecniche di clamp . Un altro indicatore clinico del grado
di insulino-resistenza e rappresentato dal numero di

componenti della sindrome metabolica presenti contemporaneamente nello

stesso soggetto .
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CAPITOLO 2

- SCOPO -

La misura dell'emoglobina glicata (HbA;.) € molto utilizzata in pazienti
con diabete mellito, soprattutto al fine di monitorare il controllo glico-
metabolico a medio-lungo periodo (73). Tale prassi ¢ il risultato di diversi
studi clinici randomizzati, i piu famosi dei quali sono il DCCT e I'UKPDS
(74), i quali hanno provato che vi é una stretta correlazione tra il grado di
controllo glicemico, valutato in base ad una serie di misure dell'HbA, ed il
rischio di sviluppo e di progressione delle complicanze croniche del
diabete.

Gli attuali target terapeutici raccomandati dall’American Diabetes
Association (ADA) indicano come il goal primario della terapia deve
portare ad un valore di HbAlc non superiore al 7% (53 mmol/mol) e la
necessita di rivalutare il trattamento terapeutico dei pazienti che presentino
valori di HbAlc costantemente superiori all'8% deve essere prontamente
rivalutato.

Questi livelli decisionali valgono solo per i metodi che sono certificati
National Glycohemoglobin Standardization Program (NGSP). Sempre
dallo studio DCCT é emerso che una riduzione dell'HbAlc del 10% (86
mmol/mol) (per esempio da 12,0% [108 mmol/mol] a 10,8% [95
mmol/mol] o da 8,0% [ 64 mmol/mol] a 7,2% [55 mmol/mol]) era
associata ad una riduzione del 45% del rischio di sviluppare la retinopatia
diabetica [73]. Successive valutazioni hanno confermato il ruolo cardine
dell’HbAlc quale predittore di rischio di complicanze nei soggetti diabetici
[75].

La frequenza di determinazione dell' HbAlc e ancora oggetto di

discussione. Da un punto di vista teorico, avendo i globuli rossi una vita di
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circa 4 mesi, la frequenza dovrebbe essere di tre volte all'anno. Le
raccomandazioni ADA consigliano una frequenza di 2 volte all'anno in
pazienti in controllo metabolico stabile, che abbiano raggiunto i target

terapeutici, e piu determinazioni per i pazienti in scarso controllo.

E’ utile segnalare che anche a distanza di un mese ¢ possibile osservare
diminuzioni significative dell' HbAlc (tra 0,5 e 0,7%) in pazienti
ospedalizzati e messi in stretto regime ipoglicemizzante. Una nota
informativa dice, a questo proposito, che la glicemia del mese precedente il
prelievo pesa per circa il 50% sul risultato dell'HbAlc, mentre un restante
25% riflette la glicemia dei 2 mesi precedenti ed il rimanente 25% riflette
quella di 3-4 mesi prima [76]. Anche la frequenza delle determinazioni
dell’HbAlc ¢ uno degli indicatori della qualita dei servizi offerti ai pazienti
con diabete, nel 93% dei quali almeno una determinazione dell’HbAlc
deve essere eseguita nell’anno precedente [77]. Purtroppo recenti evidenze
dimostrano che sovente 1’esame viene eseguito con una frequenza non
appropriata (nel 26% dei casi I’esame viene ripetuto entro 3 mesi, cioé
entro un intervallo di tempo troppo breve) [78].

Dati recenti indicherebbero che, anche in soggetti senza diabete, aumenti
anche lievi dell' HbALc si associano ad un rischio crescente di patologie
cardiovascolari[79,80,81]. In particolare, in soggetti non diabetici con
glicemia fisiologica un aumento del 1% nei livelli dell’HbAlc sarebbe
associato ad un aumento del 28% del rischio di morte per cause
cardiovascolari, indipendentemente dall’eta, dalla pressione arteriosa, dalla

colesterolemia, dall’indice di massa corporea e dal fumo di sigaretta.
La diagnosi di diabete prevede la valutazione di almeno due glicemie a

digiuno (IFG) o la esecuzione di una curva da carico orale di
glucosio(OGTT).
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Nel Giugno 2009 é stato da pubblicato il rapporto di un Comitato di
Esperti nominati dall’American Diabetes Association, dall’European
Association for the Study of Diabetes e dall’International Diabetes
Federation per rivalutare gli attuali criteri diagnostici per il diabete. Tale
comitato ha ritenuto opportuno suggerire che per la diagnosi di diabete sia
pitu affidabile usare I’HbAlc in sostituzione della glicemia (82). Cio a
condizione che il dosaggio di tale parametro sia eseguito con un metodo
allineato con lo standard DCCT/UKPDS e che non sussistano condizioni
che rendano problematica I’interpretazione del valore di HbAlc misurato
(82). Tali condizioni includono il diabete tipo 1 in rapida evoluzione, la
gravidanza, emoglobinopatie, malaria, anemia cronica, anemia emolitica,
recente emorragia, recente trasfusione, splenectomia, uremia, marcata
iperbilirubinemia, marcata ipertrigliceridemia, marcata leucocitosi,
alcolismo, ecc.. L’HbAlc sembra essere un parametro piu affidabile e
raccomandabile rispetto alla glicemia per i seguenti motivi: a) ha una
migliore standardizzazione del dosaggio (se allineato con DCCT/UKPDS);
b) e espressione della glicemia media di un lungo periodo e non di un
singolo momento; ¢) ha una minore variabilita biologica; d) ha una minore
instabilita pre-analitica; €) non ha nessuna necessita di un prelievo dopo 8
ore di digiuno o di un prelievo dopo carico orale di glucosio; f) non soffre
di alcuna influenza da parte di patologie acute (es. stress da prelievo); g) &
lo stesso parametro usato per il monitoraggi clinico del diabete. Il rapporto
enfatizza il concetto che il dosaggio della glicemia & molto meno accurato e
preciso di quanto molti ritengano e che piu del 12% dei soggetti in cui
viene misurata la glicemia potrebbero essere misclassificati , anche per

instabilita pre-analitica .

Successivamente nel gennaio 2010 1I’American Diabetes Associations
(ADA) ha fatte proprie tali raccomandazioni ed ha proposto i seguenti

criteri: HbA1C > 6.5% (> 48 mmol/mol) per la diagnosi di diabete e un
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range tra 5.7%-6.4% (39 — 46 mmol/mol) per I’alto rischio di comparsa
della malattia (83).

Scopo del presente progetto di ricerca & verificare se ’HbAlc presenta
caratteristiche di sensibilita adeguate per 1’identificazione di pazienti a
rischio di sviluppo di diabete in confronto alla tradizionale e ampiamente
diffusa curva da carico di glucosio (OGTT). Siccome i pazienti reclutati per
questo studio sono pazienti ambulatoriali, per meglio caratterizzarli si sono
anche svolti esami biochimici quali: creatinina ( indice di funzionalita
renale), un profilo lipidico (colesterolo totale, HDL, LDL e trigliceridi) e

insulina per il calcolo dell”’ HOMA index.

50



CAPITOLO 3

-Metodi-

3.1 DATI ANAMNESTICI

Per ottenere dei semplici dati anamnestici, tutti 1 partecipanti a questo

studio hanno compilato il seguente questionario:

sesso @ - MWMaschio
- Femmina
Eta: ...

Nazrionalita efo Etnicita:

Fumo : -5i
-No
-Ex
Nport: - 8i *
- No

* indicare guante volte alla settimana e ’attivita fisica che si svolge

Ipertensione -Si

- No

Dislipidemia - i
- No

Mflalattie cardiovascolari - Si
- No

Familiarita con il diabete -51
-No

Assume attualmente farmaci - 81 *
-No

Patologie nel passato:

* (Juali:
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3.2 EMOGLOBINA GLICATA (HbAlc)

I1 dosaggio dell’HbA1C viene eseguito con lo strumento Adams HA-8160 (
Arkray KDK, Kyoto, Japan — Menarini) utilizzato presso il Dipartimento
di Medicina di Laboratorio, Universita degli studi Padova. Lo strumento si
basa sulla tecnologia High Performance Cromatography Liquid (HPLC) a
scambio cationico con rivelazione colorimetrica (misura a lunghezza
d’onda di 415 nm, con bianco a 500 nm) ed in totale automazione. |
risultati vengono espressi in mmol/mol ed il dosaggio e standardizzato
IFCC.

Figura 3.2.1 HA-8160 : High Performance Cromatography Liquid per il dosaggio dell’
HbAlc

La matrice utilizzata e sangue intero e I’anticoagulante utilizzato e K2-
EDTA. La stabilita del campione di sangue intero é di almeno 5 giorni a 4
°C e di almeno 6 mesi a -80 °C, anche se recenti segnalazioni indicano, a
questa temperatura, una stabilita fino a 10 anni . Nel caso del congelamento
a -80 °C possono essere congelate direttamente le provette primarie purché
di materiale resistente al congelamento e con volume di sangue non elevato
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(circa 2 mL). Si raccomanda un congelamento rapido ed uno
scongelamento lento a temperatura ambiente (circa 1 ora) con successivo
delicato rimescolamento. Una volta scongelati i campioni debbono essere

analizzati entro breve tempo.

3.3 GLICEMIA

I carboidrati forniscono 1’organismo di glucosio. 11 glucosio, il
monosaccaride piu importante nel sangue con concentrazione postprandiale
di 5 mmol/L, viene impiegato come substrato fornitore di energia,
indispensabile per le funzioni cellulari. Il processo di degradazione del
glucosio avviene mediante la via della glicolisi. Le misurazioni del
glucosio vengono utilizzate per la diagnosi ed il monitoraggio dei disturbi
nel metabolismo dei carboidrati, quali appunto diabete mellito, ipoglicemia
neonatale, ipogliglicemia idiopatica e tumori pancreatici con presenza di
isolotti cellulari. Il metodo per la valutazione delle glicemia in questo
studio e il metodo esochinasi, basato sugli studi di Schmidt Peterson e

Young.

3.3.1 Principio del Metodo

Il dosaggio della glicemia viene eseguito con lo strumento Cobas 8000,
della ditta ROCHE Diagnostics. Tale dosaggio si avvale di un metodo
enzimatico basato sull’impiego di due reazioni accoppiate: nella prima il
glucosio, per azione della esochinasi e in presenza di ATP, si trasforma in
glucosio-6-fosfato e questo viene ossidato a 6-fosfogluconato ad opera
della  glucosio-6-fosfato deidrogenasi (G6P-DH), con contemporanea

riduzione del NADP mentre gli altri carboidrati non vengono ossidati.

1) glucosio + ATP - glucosio-6-fostato + ADP
2) glucosio-6-fosfato + NADP* — 6-fosfogluconato + NADPH +
H+
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La velocita della formazione di NADPH durante la reazione, direttamente
proporzionale alla concentrazione, viene misurata fotometricamente a 365
03400334 nm.

Il limite di sensibilita inferiore del test € 0,11 mmol/L (2.0 mg/dL) ed
indica la minima concentrazione misurabile dell’analita che puo essere
distinta dallo zero. Viene calcolato come il valore che si trova 3 deviazioni
standard al di sopra dello standard piu basso.

Il metodo é linerare fino a 41.60 mmol/L , con la diluizione automatica fino
a 82 mmol/L.

3.4 HDL (High Density Lipoproteins)

Le HDL (High Density Lipoproteins) sono lipoproteine ad alta densita
addette al trasporto inverso del colesterolo dalle cellule periferiche al
fegato, dove esso viene trasformato in acidi biliari, i quali, a loro volta,
vengono espulsi nell’intestino attraverso le vie biliari. Il monitoraggio del
colesterolo HDL nel siero & importante dal punto di vista clinico, poiché tra
la concentrazione di colesterolo HDL ed il rischio di malattie
aterosclerotiche sussiste una correlazione inversa. Concentrazioni elevate
di colesterolo HDL hanno un effetto protettivo contro le cardiopatie
coronariche, mentre la diminuzione della concentrazione di colesterolo
HDL, soprattutto in associazione ad un aumento dei trigliceridi, comporta
un aumento del rischio di malattie cardiovascolari. Sono disponibili vari
metodi per la determinazione del colesterolo HDL, quali
I’ultracentrifugazione, 1’elettroforesi, ’HPLC, 1 metodi a precipitazione ed
i metodi diretti; quest’ultimi vengono impiegati nella routine. Sono stati
proposti diversi metodi di determinazione diretta del colesterolo HDL nel

siero, quali I’'impiego di particelle reattive magnetiche come le
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combinazioni polianioni/metallo, o I’impiego di polietilenglicole (PEG)
con anticorpi anti-apoproteina B e anti-apoproteina CIII.

Il presente metodo automatizzato per la determinazione diretta del
colesterolo HDL nel siero e nel plasma utilizza enzimi modificati con PEG
e solfato di destrano. La colesterolo esterasi e la colesterolo ossidasi
modificate dal PEG risultano possedere attivita catalitiche selettive rispetto
alle frazioni lipoproteiche, con una reattivita crescente nella seguente
sequenza:

LDL < VLDL = chilomicroni < HDL.

La determinazione diretta del colesterolo HDL con il metodo utilizzato in
questo studio e conforme agli obiettivi di prestazione, stabiliti nel 1998 dal
National Institute of Health (NIH) e dal National Cholesterol Education
Program (NCEP),. I risultati di questo metodo sono in buona correlazione

con quelli ottenuti con i metodi di precipitazione e di ultracentrifugazione

3.4.1 Principio del Metodo

Le HDL sono state determinate con il test enzimatico colorimetrico
omogeneo su Cobas 8000 (Roche).

In presenza di ioni di magnesio e di solfato di destrano vengono formati
complessi idrosolubili con LDL, VLDL e chilomicroni, resistenti agli
enzimi modificati con PEG.

La concentrazione di colesterolo HDL viene determinata enzimaticamente
con la colesterolo esterasi e la colesterolo ossidasi associate a PEG negli
aminogruppi (ca. 40%). Gli esteri del colesterolo vengono separati
quantitativamente mediante I’azione della colesterolo esterasi in colesterolo

libero e acidi grassi.

PEG-colesterolo esterasi
Esteri del colesterolo HDL + H,O Edmd el colesterolo HDL + RCOOH
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In presenza di ossigeno, il colesterolo viene ossidato dalla colesterolo

ossidasi a A4-colestenone e perossido d’idrogeno.

PEG-colesterolo ossidasi

Colesterolo HDL + O, ———o—o—2—o—oo—ooo—0— A4-colestenone + H,0,

In presenza di perossidasi, il perossido di idrogeno formatosi reagisce con
la 4-amminoantipirina ¢ con ’HSDA (Sodio N-(2-idrossi-3-solfopropil)-
3,5-dimetossianilina), dando origine ad un colorante blu-violetto, la cui
intensita di colore e direttamente proporzionale alla concentrazione di

colesterolo e viene misurata fotometricamente.

perossidasi

2 H,0; + 4-amminoantipirina + HSDAa + H+ + H,O ———-o-o—o-o-5-o— pigmento blu-violetto + 5 H,O

Il limite di sensibilita inferiore del test & 0,08 mmol/L (3mg/dL) ed indica
la minima concentrazione misurabile dell’analita che puo essere distinta
dallo zero.

Viene calcolato come il valore che si trova 3 deviazioni standard al di sopra

dello standard piu basso.

3.5 LDL (Low Density Lipoprotein)

Le lipoproteine a bassa densita (Low Densisty Lipoprotein: LDL) hanno un
ruolo chiave per I’insorgenza ed il decorso dell’aterosclerosi, specialmente
della sclerosi coronarica.

Le LDL derivano, mediante I’azione di diversi enzimi lipolitici, dalle
VLDL (Very Low Densisty Lipoprotein) ricche di trigliceridi, e sono
sintetizzate dal fegato.

Elevate concentrazioni di LDL nel sangue e un prolungamento della loro
permanenza comportano la distruzione della funzionalita endoteliale e un
aumentato assorbimento del colesterolo LDL dal sistema di

monociti/macrofagi nonché dalle cellule dei muscoli lisci nelle pareti dei
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vasi. Il colesterolo depositato nelle placche aterosclerotiche proviene
prevalentemente dalle LDL.

Tra tutti 1 singoli parametri, la misurazione del colesterolo LDL, a livello
clinico, ha la maggior importanza per la predizione dell’aterosclerosi
coronarica. Uno degli obiettivi terapeutici € infatti la diminuzione del
colesterolo LDL, la cui efficacia terapeutica comporta un miglioramento
della funzionalita endoteliale, ostacolando 1’insorgenza dell’aterosclerosi,
come pure una diminuita progressione dell” impedimento della rottura
della placca. Per la determinazione del colesterolo LDL sono disponiblili
vari metodi, quali I'ultracentrifugazione come metodo di riferimento,
I’elettroforesi lipoproteica ed 1 metodi a precipitazione. Nei metodi a
precipitazione, si fa precipitare, ad esempio, il colesterolo LDL contenente
apolipoproteine B, impiegando polivinilsolfato, solfato di destrano o anioni
policiclici. Di solito, si calcola la concentrazione di colesterolo LDL dalla
differenza tra il colesterolo totale e quello rimanente nel surnatante
(colesterolo VLDL e HDL) dopo la precipitazione con polivinilsolfato e
con solfato di destrano. Le Lipid Research Clinics raccomandano una
combinazione dell’ultracentrifugazione e dei metodi a precipitazione
impiegando polianioni in presenza di cationi bivalenti. | metodi a
precipitazione richiedono perdo molto tempo, non sono automatizzabili e
sono soggetti ad interferenze da sieri iperlipidemici, soprattutto in caso di
alte concentrazioni di acidi grassi liberi.

Un metodo piu recente e basato sulla determinazione del colesterolo LDL
dopo immunoassorbimento e centrifugazione del campione.

E’ molto diffuso il calcolo della concentrazione di LDL secondo la formula
di Friedwald. Questa formula si basa su 2 determinazioni del colesterolo, su
una determinazione dei trigliceridi nonché su una precipitazione della
particelle di HDL, e parte dal presupposto di un rapporto fisso tra il

colesterolo VLDL ed i trigliceridi nei campioni di sangue prelevati a
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digiuno. Anche in presenza di piccole quantita di chilomicroni o di
lipoproteine patologiche, da questa formula risultano valori di colesterolo
LDL artificialmente bassi. Per questo motivo vi & una grande necessita di
un metodo semplice e affidabile per la determinazione del colesterolo LDL
senza la necessita di fasi preparatorie o di calcoli.

Il metodo automatizzato utilizzato nello studio per la determinazione diretta
del colesterolo LDL presenta i vantaggi della solubilizzazione micellare
selettiva del colesterolo LDL mediante un detergente non ionico e
I’interazione di un composto di zucchero e di lipoproteine VLDL e
chilomicroni.

Questa determinazione diretta ¢ conforme agli obiettivi del’NCEP
(National Cholesterol Education Program), stabiliti nel 1995, del <4% di
CV totale, di una deviazione standard del <4% contro il metodo di

riferimento, e del <12% di errore analitico totale.

3.5.1 Principio del Metodo

Test enzimatico colorimetrico in fase omogenea. Il test viene eseguito su
Cobas 8000 (Roche, Diagnostics, Milano. Italia).

Gli esteri del colesterolo vengono separati quantitativamente mediante

I’azione della colesterolo esterasi in colesterolo libero e acidi grassi.

detergente colesterolo +
Esteri del colesterolo LDL + H,0 e e e e acidi grassi liberi (solubilizzazione
colesterolo esterasi micellare selettiva)

In presenza di ossigeno, il colesterolo viene ossidato dalla colesterolo

ossidasi a A4-colestenone e perossido d’idrogeno.

colesterolo ossidasi

Colesterolo LDL + O, e e e i A4-colestenone + H,0,

In presenza di per ossidasi, il perossido di idrogeno formatosi reagisce con

la 4-amminoantipirina ¢ con ’"HSDA (Sodio N-(2-idrossi-3-solfopropil)-
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3,5-dimetossianilina), dando origine ad un composto colorato blu-violetto,
la cui intensita di colore é direttamente proporzionale alla concentrazione

di colesterolo e viene misurata fotometricamente (lunghezza d’onda a

585nm).

perossidasi

2 H,0, + 4-amminoantipirina + HSDAa + H+ + H,0O e e e St s pigmento blu-violetto + 5 H,O

Il limite di sensibilita inferiore del test e 0,20 mmol/L (3,86 mg/dL) ed
indica la minima concentrazione misurabile dell’analita che puod essere
distinta dallo zero. Viene calcolato come il valore che si trova 3 deviazioni

standard al di sopra dello standard piu basso.

3.6 COLESTEROLO

Il colesterolo & uno steroide, sintetizzato in molti tipi di tessuto, ma
principalmente nel fegato e nella parete intestinale, esso origina per circa
tre quarti per sintesi endogena e per un quarto dall’assunzione alimentare.
Le determinazioni del colesterolo sono impiegate nello screening del
rischio aterosclerotico e nella diagnosi e nel trattamento di dislipidemie. Il
primo metodo per la determinazione del colesterolo fu descritto da
Liebermann nel 1885 ed in seguito da Burchard nel 1889. Nella reazione di
Liebermann—Burchard, il colesterolo, in presenza di acido acetico, di
anidride acetica e di acido solforico concentrato, forma un composto
colorato verde-blu a base dei carboidrati insaturi polimerici. Il metodo
Abell-Kendall, benche specifico per il colesterolo, utilizza reattivi
corrosivi e risulta tuttora tecnicamente complesso. Nel 1974, Roeschlau ed
Allain descrissero il primo metodo completamente enzimatico. Questo
metodo e basato sulla determinazione del A4-colestenone in seguito alla
scissione enzimatica del colesterolo estere da parte della colesterolo

esterasi, alla trasformazione del colesterolo mediante la colesterolo ossidasi
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e alla conseguente misurazione, mediante la reazione di Trinder, del
perossido di idrogeno formatosi. L’ottimizzazione della scissione
dell’estere (>99,5%) permette la standardizzazione utilizzando standard
primari e secondari e un confronto diretto con i metodi di riferimento dei
CDC e del NIST. La determinazione del colesterolo di Roche & conforme
agli obiettivi fissati dal National Institutes of Health (NIH) nel 1992,
riguardo ad un prestazione < al 3% sia per la precisione che per la

deviazione standard

3.6.1 Principio del Metodo
Metodo enzimatico colorimetrico eseguito su Cobas 8000 (Roche).
Gli esteri del colesterolo vengono dissociati per azione della colesterolo

esterasi, formando colesterolo libero e acidi grassi.

colesterolo esterasi

Esteri del colesterolo + H,O ———-—-—2—2—o—-o- colesterolo + RCOOH

Successivamente la colesterolo ossidasi catalizza 1’ossidazione del
colesterolo, formando colest-4en-3-one e perossido di idrogeno.

In presenza di perossidasi, il perossido di idrogeno formatosi partecipa alla
reazione ossidativa del fenolo e del 4-aminofenazone, con la produzione di

un colorante chinoneiminico rosso.

POD

2H,0, + 4-AAP + fenolo ———-o—o—o—o—o—o—o—o—o colorante chinoneiminico + 4H,0

L’intensita di colore del colorante formatosi ¢ direttamente proporzionale
alla concentrazione di colesterolo. Viene determinata misurando I’aumento
dell’assorbanza a 505 nm

Il limite di sensibilita inferiore del test € 0,10 mmol/L (3,86 mg/dL) ed

indica la minima concentrazione misurabile dell’analita che pud essere
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distinta dallo zero. Viene calcolato come il valore che si trova 3 deviazioni

standard al di sopra dello standard piu basso.

3.7 TRIGLICERIDI

I trigliceridi sono esteri dell’alcol trivalente glicerolo recanti 3 acidi grassi
a catena lunga.

Vengono in parte sintetizzati nel fegato e in parte assorbiti con il cibo.

La determinazione dei trigliceridi viene impiegata per la diagnosi e il
trattamento dei pazienti con diabete, disfunzioni del metabolismo lipidico e

malattie endocrine.

3.7.1 Principio del Metodo

Test enzimatico colorimetrico eseguito su Cobas 8000 (Roche).

Questo metodo € basato sugli studi di Wahlefeld ed utilizza una
proteinlipasi da microrganismi per la rapida e completa idrolisi dei
trigliceridi a glicerolo, con la conseguente ossidazione di diidrossiacetone
fosfato e a perossido diidrogeno, che insieme al 4-aminofenazone e al 4-
clorofenolo provoca una reazione catalizzata dalla perossidasi con
formazione di composto colorato rosso (reazione a punto finale di
Trinder).

L’intensita del colore formatosi e direttamente proporzionale alla
concentrazione di trigliceridi e puo essere misurata fotometricamente a 505

nm.

LPL
Trigliceridi + 3 H20 »—»—+—>—>—>—2->5—>--—  glicerolo + 3 RCOOH

GK
Glicerolo + ATP ——o—2—o—o—o—o—o-o— glicerolo-3-fosfato + ADP
Mg2+
GPO
Glicerolo-3-fosfato + O2 ittt diidrossiacetonofosfato + H202
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perossidasi

H202 + 4-aminofenazone + 4-clofenolo ——————— 4-(p-benzochinone-monoimmino)-fenazone + 2 H20
+ HCI

Limite inferiore del test 0.1 mmol/L (8.85mg/dL).

3.8 CREATININA

Il dosaggio della creatinina nel siero e nel plasma e il test piu comunemente
utilizzato per la valutazione della funzionalita renale. La creatinina € un
prodotto di degradazione del -creatinfosfato nei muscoli e viene
generalmente prodotta dall’organismo a velocita abbastanza costante ( a
seconda della massa muscolare ). Viene filtrata liberamente attraverso la
membrana glomerulare, e, in condizioni normali, non viene riassorbita in
misura apprezzabile dai tubuli. In piu, una quantita piccola ma significativa
viene attivamente secreta. Poiché si osserva un aumento della creatinina nel
sangue solo in caso di un forte danno ai nefroni, il test non deve essere

Impiegato per rilevare una malattia renale in fase precoce.

3.8.1 Principio del Metodo
La creatinina viene misurata con lo strumento Cobas 8000 ( Roche
Diagnostics), utilizzando il metodo Jaffe ( cinetico e colorimetrico).

La reazione é la seguente ( a pH alcalino):

creatinina + acido picrico  —————  complesso giallo-arancione

In soluzione alcalina, la creatinina, con il picrato, forma un complesso di
colora giallo — arancione, la cui velocita di formazione del colorante €
proporzionale alla concentrazione di creatinina nel campione. L’intensita
del colore formatosi e direttamente proporzionale alla concentrazione di
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trigliceridi e pud essere misurata fotometricamente a 505 nm. La

(13

determinazione “ cinetica con bianco campione” riduce al minimo le
interferenze dovute alla bilirubina. Per compensare la reazione non
specifica provocata da cromogeni sierici/plasmatici ( pseudo-creatinine),
incluse proteine e chetoni, i risultati per il siero o plasma vengono corretti
per — 26 umol/L ( o 0,3 mg/dL). Il metodo risulta comunque accurato
poiché il calibratore e tracciabile al metodo di riferimento IDSM. Il limite

dell’analita che puo essere distinta dallo zero e che viene calcolato come il

valore che si trova 3 deviazioni standard al di sopra dello standard piu
basso e 18 umol/L ( 0 0.2 mg/dL).

7 I .

Figura 3.3, 3.4, 3.5, 3.6, 3.7 e 3.8 : Cobas 8000 dove vengono eseguiti i test per la
creatinina. HDL, LDL, Colesterolo totale e triglicerdi.

3.9 INSULINA

L’insulina umana ¢ un ormone polipeptidico originato dalle cellule beta del
pancreas che regola la conservazione e la produzione dei carboidrati. La
sua secrezione e normalmente stimolata da aumenti nella quantita di
glucosio in circolo, che porta a livelli d’insulina piu elevati e ad
un’assimilazione piu rapida del glucosio da parte dei tessuti a cui fa seguito
una diminuzione del livello di glucosio circolante.
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In alcune condizioni, principalmente I’insulinoma ed il diabete, questo
rapporto risulta alterato. L’insulina tende a circolare a livelli
impropriamente elevati in pazienti con tumori pancreatici che secernono
insulina; per questo motivo questi tumori possono essere causa di
ipoglicemina.

| livelli d’insulina non rientrano nella sottoclassificazione del diabete
preparata del National Diabetes Data Group. Nonostante cio, quando queste
informazioni vengono ottenute durante un test di tolleranza del glucosio,
sembrano avere un valore prognostico nel precorrere i vantaggi di una
terapia con insulina e nelle probabilita di progressione verso la dipendenza
da insulina e verso le complicazioni (come la retinopatia) che sono

caratteristiche del diabete.

3.9.1 Principio del Metodo

I’insulina viene dosata con metodiche EIA, dosaggi chemiluminescenti
sequenziali immunometrici in fase solida marcati con enzimi.

L’insulina viene eseguita su Immulite 2000 (Siemens Healthcare, United

Kingdon).

agE, N =

REAZIONE DI CHEMILUNESCENZA

Durante la reazione immunologica iniziale tra gli anticorpi presenti nel
reagente ¢ I’analita del campione, il componente del reagente legato con la
fosfatasi alcalina (conosciuto come coniugato) € legato alla biglia nel tubo
di reazione. La quantitd di fosfatasi alcalina legata & direttamente
proporzionale (per una reazione a sandwich), o inversamente proporzionale
(per un saggio competitivo) alla concentrazione dell’ analita nel campione
del paziente. Dopo il lavaggio del tubo di reazione viene aggiunto il
substrato luminogenico. Dopo cinque minuti, il tubo di reazione viene

posto davanti ad un tubo fotomoltiplicatore (PMT), dove la luce generata
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dalla reazione luminosa viene misurata. La reazione amplificata

dall’enzima nel sistema produce un’emissione prolungata della luce

rendendo il tubo luminoso, come indicato nelle figure sottostanti.

OCH,§

SEGNALE (CPS)

TEWPO

Figura 3.9.1.1 . Luminescenza amplificata dall’enzima  Figura 3.9.1.2. Reazione
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Figura 3.9.1.3.: Strumento Immulite 2000

| risultati sono espressi come medie utilizzando la T di student (

p<0,05). Il programma usato é stato Analyse — it.
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CAPITOLO 4

- RISULTATI -

4.1 DESCRIZIONE GENERALE DELLA POPOLAZIONE

| pazienti reclutati per questo studio sono 498, 194 maschi e 304 femmine

di eta media, rispettivamente, di 54,43 e 47,92 anni.
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ETA'" MASCHILE

ETA' FEMMINILE

Figura 4.1.1: Rappresentazione grafica dell’ eta media delle popolazione femminile ¢ della popolazione

maschile

POPOLAZIONE

POPOLAZIONE

MASCHILE FEMMINILE
MEDIA ETA’ = DS 54.43 £14.73 47.92 £ 16.25
ESPRESSA IN ANNI
MEDIANA 55 45
RANGE DI ETA’ 9-81 4 mesi -88
ESPRESSO IN ANNI
T-student p < 0.0001

Popolazione maschile
Vs

Popolazione femminile

Tabella 4.1.1.: Media, Mediana e Range di eta della popolazione maschile e femminile
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Grazie al questionario utilizzato per caratterizzare la popolazione in studio

si sono potute rilevare sia I’etnia ed altre semplici abitudini di vita quali,

per esempio, il fumo come pure lo svolgimento di attivita sportiva ma

anche dei possibili fattori di rischio (ipertensione,dislipidemia, malattie

cardiovascolari e familiarita con la patologia diabetica).

60% B POPOLAZIONE
— CAUCASICA

@ POPOLAZIONE
40% NON CAUCASICA

POPOLAZIONE POPOLAZIONE
CAUCASICA NON CAUCASICA

ETNIA CAUCASICA

ETNIE

NON CAUCASICHE

95%
(473)

5%
(25)

Figura 4.1.2 e Tabella 4.1.2: Percentuale dell’etnia caucasica nella popolazione

studiata

90,00%

80,00% A

70,00% A

60,00% A

50,00% A

40,00% A

30,00% A

20,00% A
10,00% -
0,00% -

FUMO
Si

FUMO
EX

FUMO
NO

O Maschi

O Femmine

Figura 4.1.3 e Tabella 4.1.3: Percentuale di individui fumatori, ex fumatori e non fumatori nella

popolazione reclutata.

FUMO FUMO FUMO
sl EX NO
POPOLAZIONE MASCHILE 15,97% 22,16% 61,85%
194 PAZIENTI (31) (43) (120)
POPOLAZIONE FEMMINILE 8.88% 10.85% 80.26%
304 PAZIENTI @7 (33) (244)
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70,00% 1
60,00% A
50,00% A
40,00% A
30,009 A
20,00% A

10,00% -

AN

O Maschi
O Femmine

0,00% -
SPORT SPORT
Sl
SPORT SPORT
sl NO
POPOLAZIONE 37,62% 62,37 %
(73) (121)
194 PAZIENTI
POPOLAZIONE 30,59% 69.40%
LE (93) (211)
304 PAZIENTI

Figura 4.1.4 e Tabella 4.1.4: Percentuale della popolazione studiata che pratica sport

60,00% 1

50,00% 1

40,00% 1

CARDIOVASCOLARI

30,00% A O MASCHI
O FEMMINE

20,00% A
10,00% 1

0,00% -

IPERTENSIONE DISLIPIDEMIA MALATTIE FAMILIARITA' CON
CARDIOVASCOLARI IL DIABETE
IPERTENSIONE ISLIPIDEMIA MALATTIE FAMILIARITA’

CON IL DIABETE

POPOLAZIONE 34,02% 23,19 14,43% 55,67%
MASCHILE (66) (45) (28) (108)
194 PAZIENTI

POPOLAZIONE 25,98% 24.67% 7.23% 46.71%
FEMMINILE (79) (75) (22) (142)
304 PAZIENTI

Figura 4.1.5 e Tabella 4.1.5: Percentuale della popolazione studiata che ha dichiarato essere soggetta a

fattori di rischio quali ipertensione, dislipidemia , malattie cardiovascolari e di familiarita con il diabete.
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4.2 CLASSIFICAZIONE DELLA POPOLAZIONE CON L°UTILIZZO
DELL’ OGTT

Secondo i criteri basati sulla curva da carico orale di glucosio una glicemia
a digiuno > 7,00 mmol/L e/o una glicemia a 120 minuti (dopo carico di gr
75 di glucosio) (2hPG) > 11,00 mmol/L pone diagnosi di diabete mentre
una glicemia a digiuno compresa tra 5,6 mmol/L e 6,9 mmol/L definisce
una condizione di alterata glicemia a digiuno (IFG) e 2hPG se compresa
tra 7,9 mmol/L e 10,9 mmol/L definisce una alterata intolleranza al
glucosio (IGT).

La condizione di normalita é identificata da valori di glicemia a digiuno
compresi nell’intervallo 3,7 mmol/L — 5,6 mmol/L e 2hPG 2,00mmol/L —
7,8 mmol/L.

Utilizzando questi criteri sono stati classificati nel nostro studio diabetiche
91 persone su 498 ( 18,27 %), mentre 107 ( 21,48%) presentavano una
condizione o di IFG o IGT oppure entrambe; una condizione di normale

tolleranza ai carboidrati si e riscontrata per 300 persone (60,24%).
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4.2.1 POPOLAZIONE CON FPG > 7,00 mmol/L e/o 2hPG> 11,00

mmol/L

La popolazione classificata come diabetica secondo i criteri dell” OGTT ¢
rappresentata da 91 soggetti su 498 (18,27%) ( 45 femmine e 46 maschi,

eta media 59,31 e di 61,34 anni, rispettivamente).

Media + DSt Mediana Intervallo

Glicemia (mmol/L) a digiuno 6,608 +1,4 6,5 4-17,90
Glicemia (mmol/L)2hPG 11,84 £2,378 11,80 4,5-17,80
HbA1c mmol/mol 44,61 +£9,043 43,00 33-115

Tabella 4.2.1.1: Medie, Mediane e intervallo delle concentrazioni di Glicemia basale, glicemia posto
carico e HbAlc.

IPERTENSIONE ISLIPIDEMIA MALATTIE FAMILIARITA’
CARDIOVASCOLARI CON IL DIABETE

91 SOGGETT I 50,54% 36,26% 17,58% 56,04%
(46) (33) (16) (51)

Tabella 4.2.1.2: L’incidenza dei fattori di rischio nella popolazione con curva da carico patologica

4.2.2 POPOLAZIONE CON IFG O IGT OPPURE IFG E IGT

107 soggetti su 498 (21,48%) persone hanno evidenziato un’alterata
glicemia a digiuno presentare una ridotta tolleranza al glucosio o entrambe

le condizioni.

71




4.2.2.1 IFG — Alterata glicemia a digiuno

56 su 498 pazienti studiati ( 22 femmine e 34 maschi, un eta media
58,66 e 56,32 anni rispettivamente) hanno dimostrato un’alterata

glicemia a digiuno.

Media+ DS Mediana Intervallo

Glicemia (mmol/L) a digiuno 6,5+ 0,2303 6,4 6,1-6.9
Glicemia (mmol/L)2hPG 6,141 +1,053 6,1 3,6-7,8
HbA1c mmol/mol 40,29 £ 4,142 40,00 32-53

Tabella 4.2.2.1.1: Medie, Mediane e intervallo delle concentrazioni di Glicemia basale, glicemia posto

carico e HbAlc

IPERTENSIONE ISLIPIDEMIA MALATTIE FAMILIARITA’
CARDIOVASCOLARI CON IL DIABETE

56 SOGGETTI 41,07% 30,35% 17,85% 48,21%
(23) 17) (10) 27)

Tabella 4.2.2.1.2: L’incidenza dei fattori di rischio nella popolazione IFG

4.2.2.2. 1GT — Ridotta tolleranza al glucosio
38 su 498 pazienti ( 22 femmine e 16 maschi, eta media 49,68 e 59,88

anni rispettivamente) manifestano una ridotta tolleranza al glucosio.

Media = DS Mediana Intervallo

Glicemia (mmol/L) a digiuno 5,279+ 0,3807 5,2 4,3-6,0
Glicemia (mmol/L)2hPG 8,889 £ 0,7529 8,85 7,9-10,6
HbA1c mmol/mol 38,26 +4,366 39,00 28 —49

Tabella 4.2.2.2.1: Medie, Mediane e intervallo delle concentrazioni di Glicemia basale, glicemia posto

carico e HbAlc
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IPERTENSIONE  DISLIPIDEMIA MALATTIE FAMILIARITA’
CARDIOVASCOLARI | CON IL DIABETE
38 SOGGETTI 44,73% 21,05% 18,42% 52,63%
an ® ) (20)

Tabella 4.2.2.2.2: L’incidenza dei fattori di rischio nella popolazione IGT

4223 IFG e IGT — Alterata glicemia a digiuno e ridotta tolleranza al

glucosio

13 su 498 pazienti ( 5 femmine e 8 maschi, etd media 68,20 e 62,38
anni,rispettivamente ) hanno manifestato contemporaneamente entrambe le

condizioni ( IFG e IGT).

Media £ DS Mediana Intervallo
Glicemia (mmol/L) a digiuno 6,392 + 0,2842 6,3 6,1-6,9
Glicemia (mmol/L)2hPG 8,88 +0,5083 8,7 8,0-9,7
HbA1c mmol/mol 42,77 £4,419 42,00 37,00 - 50,00

Tabella 4.2.2.3.1: Medie, Mediane e intervallo delle concentrazioni di Glicemia basale, glicemia posto

carico e HbAlc

IPERTENSIONE ISLIPIDEMIA MALATTIE FAMILIARITA’
CARDIOVASCOLARI CON IL DIABETE
13 SOGGETTI 38,46% 23,07% 15,38% 46,15%

®)

©)

@

(6)

Tabella 4.2.2.3.2: L’incidenza dei fattori di rischio nella popolazione che presenta sia IFG che IGT
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4.2.3. POPOLAZIONE CON FPG TRA 3,7-5,6 mmol/L
e/o 2hPG TRA 2,00 -7,8 mmol/L

300 su 498 persone (210 femmine e 90 maschi, eta media 42,99 e 48,64
anni,rispettivamente) hanno evidenziato valori di glicemia a digiuno
compresi nell’intervallo 3,7 — 5,6 mmol/L e 2hPG 2,00 — 7,8 mmol/L .

Media = DS Mediana Intervallo

Glicemia (mmol/L) a digiuno 5,149 £ 0,5029 5,1 3,8-6,0
Glicemia (mmol/L )2hPG 5449+1201 54 24-78
HbAlc mmol/mol 36,02 +3,775 36,00 24,00 — 49,00

Tabella 4.2.3.1.: Medie, Mediane e intervallo delle concentrazioni di Glicemia basale, glicemia posto

carico e HbAlc

IPERTENSIONE ISLIPIDEMIA MALATTIE FAMILIARITA’
CARDIOVASCOLARI CON IL DIABETE

300 SOGGETTI 18,33% 19,66% 5,33% 46,00%
(55) (59) (16) (138)

Tabella 4.2.3.2.: L’incidenza dei fattori di rischio nella popolazione che presenta una normale curva

glicemica
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4.3 CLASSIFICAZIONE DELLA POPOLAZIONE

IN BASE Al VALORI DI HbA ¢

(CRITERI PROPOSTI DALL’ AMERICAN DIABETES
ASSOCIATIONS)

I’ American Diabetes Associations (ADA) ha suggerito i seguenti criteri:
HbAlc > 48 mmol/mol per la diagnosi di diabete e un intervallo tra 39 - 46
mmol/mol per la  diagnosi di elevato rischio di comparsa della malattia
(prediabete).

Basandoci su questi criteri sono state classificate come diabetici 33
soggetti su 498 ( 6,62 %), mentre 200 soggetti (40,16%) manifestano una
condizione “pre-diabetica” e 265 persone ( 53,21%) rientrano nei limiti di

normalita.

4.3.1 POPOLAZIONE CON VALORI DI HbAy; > 48 mmol/mol

33 su 498 pazienti ( 19 femmine e 14 maschi, eta media rispettivamente di
62,21 e 56,37 anni, rispettivamente) presentano valori di HbAlc > 48

mmol/mol e quindi possono essere classificati come diabetici.

Media+ DS Mediana Intervallo
HbAlc mmol/mol 52,94 + 11,73 50,00 48,00 — 115,00
Glicemia (mmol/L) a digiuno 6,997 + 2,095 6,7 5,0-17,90
Glicemia (mmol/L )2hPG 11,40 + 3,327 12,00 4,5-16,70

Tabella 4.3.1.1.: Medie, Mediane e intervallo delle concentrazioni di HbAlc, Glicemia basale, glicemia

posto carico.
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IPERTENSIONE

ISLIPIDEMIA

MALATTIE
CARDIOVASCOLARI

FAMILIARITA’
CON IL DIABETE

33 SOGGETTI

42,42%
(14

45,45%
(15)

24,24%
®

69,69%
23

Tabella 4.3.1.2.: L’incidenza dei fattori di rischio nella popolazione che presenta una HbAlc > 48

mmol/mol

4.3.2 POPOLAZIONE CON VALORI DI HbA; TRA 39 — 47 mmol/mol
(CONDIZIONE PRE-DIABETICA)

200 soggetti su 498 ( 108 femmine e 92 maschi, eta media 56,67 e 59,89

anni rispettivamente) sono classificate come prediabetiche.

Media = DS Mediana Intervallo
HbA1c mmol/mol 41,37 +2,175 41,00 39,00 — 47,00
Glicemia (mmol/L) a digiuno 5,964 +0,7105 5,95 41-7,7
Glicemia (mmol/L )2hPG 8,062+2892 7,3 3,4-17,80

Tabella 4.3.2.1.: Medie, Mediane e intervallo delle concentrazioni di HbAlc, Glicemia basale, glicemia

posto carico.

IPERTENSIONE

ISLIPIDEMIA

MALATTIE
CARDIOVASCOLARI

FAMILIARITA’
CON IL DIABETE

200 SOGGETTI

46,00%
(92)

28,50%
7

14,50%
(29)

40,5%
(81)

Tabella 4.3.2 .2.: L’incidenza dei fattori di rischio nella popolazione che presenta una 39< HbAlc > 47

mmol/mol

4.3.3.

POPOLAZIONE CON VALORI DI HbA;; < 38 mmol/mol

265 persone ( 177 di sesso femminile e 88 di sesso maschile, eta media di

41,03 e 48,25 anni rispettivamente) sono risultate avere livelli normali di
HbA1c (< 38 mmol/mol).
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Media + DS Mediana Intervallo

HbA1c mmol/mol 34,51 +2,703 35,00 24,00 — 38,00
Glicemia (mmol/L) a digiuno 5,179 +0,5958 5,00 3,8-6,8
Glicemia (mmol/L )2hPG 5766 +1,801 5,50 2,4-12,30

Tabella 4.3.3.1.: Medie, Mediane e intervallo delle concentrazioni di HbAlc, Glicemia basale, glicemia

posto carico

IPERTENSIONE ISLIPIDEMIA MALATTIE FAMILIARITA’
CARDIOVASCOLARI CON IL DIABETE

265 SOGGETTI 14,71% 16,98% 3,92% 19,62%
(39) (45) (10) (52)

Tabella 4.3.3.2.: L’incidenza dei fattori di rischio nella popolazione che presenta HbAlc <38 mmol/mol

4.4 PROFILO BIOCHIMICO DELLA POPOLAZIONE
STUDIATA

In tutta la popolazione reclutata e stato eseguito un panello di analisi
biochimiche per cercare di caratterizzare la condizione generale della
popolazione ma anche per verificare quali fossero le caratteristiche
metaboliche e di funzionalita renale nei due gruppi classificati in base all’
OGTT o all’ HbAlc.

Per tale motivo, quindi, sono stati misurati la creatinina (indice di
funzionalita renale) e un pannello lipidico comprendente colesterolo totale,
HDL, LDL e trigliceridi. In tutti i soggetti studiati € stata inoltre valutata
anche la concentrazione dell’ insulina necessaria per il calcolo del HOMA

INDEX parametro utilizzato per rilevare un eventuale insulino resistenza.

7




4.4.1 CREATININA

CREATININA mmol/L Media + DS Mediana Intervallo
Diagnosi di Diabete con OGTT 84,64 + 84,00 44.00 =
FPG 27.00 mmol/L e/o 2-hPG >11.1 mmol/L 18,21 179’00
Diagnosi di Diabete con HbAlc 90,00 + 87,00 58,00 -
HbAlc > 48 mmol/mol 25’50 179100
IFGeIGT 85,20 + 85,00 19,00 =
5,5> IFG <7,0 mmol/L e/o 7,82 IGT <11,0 mmol/L 16’93 171’00
Condizione pre-diabetica con 82,46 + 81,00 44,00 -
HbAlc 14,67 126,00

39< HbAlc <48 mmol/mol

OGTT negativa 81,30 + 78,00 44,00 —
3,9>FPG <5,5 mmol/L e/o 2hPG <7,8 mmol/L 18’()0 126’00

HbALc negativa 82,06 + 80,00 19,00 -
HbAIc<38 mmol/mol 18,79 240,00

Tabella 4.4.1.1.: Medie, Mediane e Intervallo di concentrazioni della creatinina

nei pazienti classificati in base ai criteri decritti.

| valori medi della creatinemia non sono significativamente differenti in

tutte le classi dei soggetti in studio ( p> 0,05).

4.4.2. PROFILO LIPIDICO
Il profilo lipidico comprende le analisi del colesterolo totale, HDL, LDL e

trigliceridi
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Colesterolo totale mmol/L Media + DS Mediana Intervallo

Diagnosi di Diabete con OGTT 5401+1,128 5,405 2,38 9,00
FPG 2>7.00 mmol/L e/o 2-hPG >11.1 mmol/L

Diagnosi di Diabete con HbAlc 5,255+1,347 5,15 2,38 — 900

HbAIc > 48 mmol/mol

IFGe IGT 5,051 +0,8719 5,00 2,39-7,23
5,5> IFG <7,0 mmol/L e/o 7,82 IGT <11,0 mmol/L

Condizione pre-diabetica con HbAlc 5,164 +0,9510 5,23 2,39 -8,75
39< HbAIc <48 mmol/mol

OGTT negativa 5,167 £ 0,9075 5,21 2,35-8,24
3,9>FPG <5,5 mmol/L e/o 2hPG <7,8 mmol/L

HbA1c negativa 519+0,8895 5,21 2,35-8,24

HbA1c<38 mmol/mol

Tabella 4.4.2.1.: Medie, Mediane e Intervallo di concentrazioni di colesterolo

nei pazienti classificati in base ai criteri decritti.

HDL mmol/L Media = DS Mediana Intervallo
Diagnosi di Diabete con OGTT 1,493 +£0,6323 1,33 0,48 — 3,78
FPG 27.00 mmol/L e/o 2-hPG 211.1 mmol/L

Diagnosi di Diabete con HbAlc 1,483 £0,6426 1,44 0,48 -3,74
HbAIc > 48 mmol/mol

IFGe IGT 1.412 +£0,4483 1,33 0,48 — 3,12
5,5> IFG <7,0 mmol/L e/o 7,82 IGT <11,0 mmol/L

Condizione pre-diabetica con HbAlc 1,406 +0,4866 1,33 0,48 — 3,78
39< HbAIc <48 mmol/mol

OGTT negativa 1,466 + 00,4268 1,410 0,50 - 3,75
3,9>FPG <5,5 mmol/L e/o 2hPG <7,8 mmol/L

HbALc negativa 1,496 + 0,4382 1,46 0,50-3,12

HbA1c<38 mmol/mol

Tabella 4.4.2.2.: Medie, Mediane e Intervallo di concentrazioni di HDL nei pazienti classificati in base ai

criteri decritti
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LDL mmol/L Media + DS Mediana Intervallo

Diagnosi di Diabete con OGTT 3,168 1,017 3,120 1,15-5,86
FPG >7.00 mmol/L e/o 2-hPG >11.1 mmol/L

Diagnosi di Diabete con HbAlc 2919+1172 2,74 1,00 - 5,37
HbAIc > 48 mmol/mol

IFGe IGT 2,971 + 2091 1,00 - 4,78
5,5> IFG <7,0 mmol/L e/o0 7,8 IGT <I11,0 mmol/L 0’8056

Condizione pre-diabetica con 3,064 + 311 1,050 -
HbAlc 0,8592 5,86

39< HbAlc <48 mmol/mol

OGTT negativa 3,073 + 31 0,72 - 5,63
3,9>FPG <5,5 mmol/L e/o 2hPG <7,8 mmol/L 0’8514

HbA1c negativa 3,089 + 31 0,72 - 5,63
HbAIc<38 mmol/mol 0,8461

Tabella 4.4.2.3: Medie, Mediane e Intervallo di concentrazioni di LDL nei pazienti classificati in base ai

criteri decritti.

Trigliceridi mmol/L Media £ DS Mediana Intervallo
Diagnosi di Diabete con OGTT 1,403 + 1,120 0,57 —
FPG 2>7.00 mmol/L e/o 2-hPG 2>11.1 mmol/L 0’8347 6’090
Diagnosi di Diabete con HbAlc 1,389 + 1,10 0,57 —
HbAIc > 48 mmol/mol 0’9995 6,090

IFGe IGT 1,203 + 1,010 0,29 — 4,46
5,5> IFG <7,0 mmol/L e/o 7,82 IGT <11,0 mmol/L 0’6062

Condizione pre-diabetica con 1,231 + 1,020 0,29 — 4,46
HbAlc 0,6124

39< HbAlc <48 mmol/mol

OGTT negativa 1,124 + 0,98 0,19 - 3,64
3,9>FPG <5,5 mmol/L e/o 2hPG <7,8 mmol/L 0,4922

HbA1c negativa 1,137 + 0,99 0,19 - 3,64
HbAIc<38 mmol/mol 0,5101

Tabella 4.4.2.4: Medie, Mediane e Intervallo di concentrazioni di trigliceridi nei pazienti classificati in

base ai criteri decritti
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Anche per i valori di colesterolo totale, HDL e LDL non esiste nessuna
differenza significativa tra medie ( p > 0,05) dei soggetti in studio.
Relativamente ai trigliceridi, invece, si o0sserva una diminuzione
progressiva delle concentrazioni in relazione ad una condizione diabetica,
ad una condizione prediabetica e ad una condizione di normalita. Questo
loro andamento ¢ statisticamente significativo sia utilizzando ’OGTT sia
con HbAlc, quale parametro diagnostico di diabete, anche se risulta essere
piu sensibile ’OGTT .

Trigliceridi mmol/L T-Student Trigliceridi mmol/L T-Student
p< 0,05 p< 0,05

Diagnosi di Diabete con OGTT 010434 Diagnosi di Diabete con HbAlc 0,9297

Vs Vs

IFG e IGT Condizione pre-diabetica con HbAlc

Diagnosi di Diabete con OGTT 0,0008 Diagnosi di Diabete con HbAlc 0,0110

Vs Vs

OGTT negativa HbAlc negativa

IFGe IGT 010219 Condizione pre-diabetica con HbAlc 0’0343

Vs Vs

OGTT negativa HbAlc negativa

Tabella 4.4.2.5:Differenze significatice tra le concentrazioni di trigliceridi in relazione al criterio di

classificazione.
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4.4.3 INSULINA e HOMA INDEX

Insulina U/L Media+ DS Mediana Intervallo
Diagnosi di Diabete con OGTT 5.903 £0.660 4.39 2.00-61.10
FPG >7.00 mmol/L e/o 2-hPG >11.1 mmol/L

Diagnosi di Diabete con HbAlc 4925+ 2593 4.120 2.00-11.40
HbAlIc > 48 mmol/mol

IFGeIGT 3.718 £2.499 3.00 2.00-17.30
5,5> IFG <7,0 mmol/L e/o 7,8 IGT <I11,0 mmol/L

Condizione pre-diabetica con HbAlc 4.674 +5.041 3.35 2.00 —5.295
39< HbAlc <48 mmol/mol

OGTT negativa 3.952 +3.652 2.9 2.00-50.10
3,9>FPG <5,5 mmol/L e/o 2hPG <7,8 mmol/L

HbA1lc negativa 3.862 £3.684 2.9 2.00-50.10

HbAIc<38 mmol/mol

Tabella 4.4.3.1: Medie, Mediane e Intervallo di concentrazioni di insulina

nei pazienti classificati in base ai criteri decritti.

Insulina U/L T-Student Insulina U/L T-Student
p< 0,05 p< 0,05

Diagnosi di Diabete con OGTT 0.0017 Diagnosi di Diabete con HbAlc 0.2737

Vs Vs

IFG e IGT Condizione pre-diabetica con HbAlc

Diagnosi di Diabete con OGTT 0.0007 Diagnosi di Diabete con HbAlc 0.0027

Vs Vs

OGTT negativa HbAlc negativa

IFGeIGT 0.1782 Condizione pre-diabetica con HbAlc 0.0042

Vs Vs

OGTT negativa HbA1c negativa

Tabella 4.4.3.2.: Differenze significative tra le concentrazioni di insulina in relazione al criterio di

classificazione.
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HOMA INDEX Media = dev.st Mediana Intervallo

Diagnosi di Diabete con OGTT 1.716 £ 1.659

FPG >7.00 mmol/L e/o 2-hPG >11.1 mmol/L

1.32 0.48 —14.39

Diagnosi di Diabete con HbAlc 1.530 £0.8998 1.227 0.5556 -

HbAlc > 48 mmol/mol

IFGe IGT 0.9988
55> IFG <7,0 mmol/L e/o 7,82 IGT <I11,0 07006
mmol/L

Condizione pre-diabetica con 1.240+ 1.261
HbAlc

39< HbAIlc <48 mmol/mol

OGTT negativa 0.4045
3,9>FPG <5,5 mmol/L e/o 2hPG <7,8 mmol/L 0.1681
HbA1lc negativa 0.4018
HbA1c<38 mmol/mol 0.1709

3.491

+ 0.7538  0.4089 —4.69

0.9027  0.4089 —
14.39

+ 0.36 0.2578 -
2.493

+ 0.36 0.2578 —
2.493

Tabella 4.4.3.3: Medie, Mediane e Intervallo del HOMA INDEX

criteri decritti.

nei pazienti classificati in base ai

HOMA INDEX T-Student HOMA INDEX T-Student

p< 0,05 p< 0,05
Diagnosi di Diabete con OGTT | ~ 0.0001 Diagnosi di Diabete con HbAlc 0.0650

Vs Vs

IFG e IGT Condizione pre-diabetica con HbAlc

Diagnosi di Diabete con OGTT <0.0001 Diagnosi di Diabete con HbAlc <0.0001

Vs 'S

OGTT negativa HbAlc negativa

IFGeIGT <0.0001 Condizione pre-diabetica con HbAlc <0.0001

Vs Vs

OGTT negativa HbAlc negativa

Tabella 4.4.3.4.:Differenze significative tra le concentrazioni del HOMA INDEX in relazione al criterio

di classificazione.
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4.5 CONFRONTO TRA | CRITER BIOCHIMICI PER LA DIAGNOSI
DI DIABETE, CONDIZIONE PRE-DIABETICA E CONDIZIONE DI
NORMOGLICEMIA

Come evidente dalla tabella I’utilizzo dei valori di glicemia dell” OGTT
permette di classificare un numero maggiore di soggetti diabetici rispetto
all’utilizzo dei valori di HbAlc.

Diagnosi di | Diagnosi di Diabete con
Diabete OGTT
HbA ¢ > 48 mmol/mol FPG > 7.00 mmol/L

elo

2-hPG > 11.1 mmol/L

Pazienti | 33/498 91/498
6,62% 18,27%

Tabella 4.5.1: OGTT vs HbAlc per la diagnosi di diabete

Per quanto riguarda la condizione di pre-diabete rilevata dalla presenza di
IFG, IGT o di entrambe le situazioni oppure da valori di HbAlc compresi
tra 39 - 48 mmol/mol, emerge che il test dell’HbAlc identifica una
percentuale maggiore di persone rispetto all’ OGTT per la condizione di
alto rischio di sviluppare il diabete, essendo le percentuali di 40.16% vs

21.48% , rispettivamente

Condizione Condizione pre-diabete
pre-diabetica 5,5> IFG <7,0 mmol/L
39< HbAIc <48 mmol/mol elo
7,82 IGT <I11,0 mmol/L
200/498 107/498
Pazienti
40,16 % 21,48%

Tabella 4.5.2: OGTT vs HbALc per identificare una condizione di pre-diabete

84



Nella popolazione studiata 1 pazienti con risultati negativi sono

rispettivamente il 60,24% in caso di utilizzo dei valori di glicemia dell’

O

GTT e 1l 53,21% nel caso di utilizzo dell’HbAlc.

HbAlc negativa OGTT negativa
HbAIc<38 3,9>FPG <5,5 mmol/L
mmol/mol elo

2hPG <7,8 mmol/L

Pazienti 265/498 300/498

53,21% 60,24 %

Tabella 4.5.3: Pazienti normali in base ai criteri OGTT e ai criteri HbAlc

1)

2)

3)

Per riassumere i risultati ottenuti si puo utilizzare la percentuale di
concordanza.
Considerando I’ OGTT quale criterio di classificazione della

popolazione si  evidenzia quanto segue:

Nei 91 pazienti con OGTT diagnostico di diabete 24 ( 26,37 %)
presentavano valori di HbAlc diagnostici di diabete, 59 ( 64,83 %)
valori di HbAlc diagnostici di prediabete e 8 (8,79%) valori di
HbA1c normali.

Dei 107 pazienti che presentavano una condizione di IFG o IGT
oppure entrambe con OGTT 8 (7,47%) presentano valori di HbAlc
diagnostici di diabete, 63 (58,87%) avevano valori di HbAlc
diagnostici di pre-diabete e 36 ( 33,64%) presentano valori di
HbAlc normali.

Dei 300 pazienti che presentavano una curva orale di glucosio nella
norma, 1 ( 0,33%) presentava un valore di HbAlc diagnostico di
diabete, 78 ( 26%) presentano valori di HbAlc diagnostici di pre-
diabete e 221 ( 73,66 ) valori normali.
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Poi, suddividendo la popolazione, utilizzando il parametro HbALc:

1)

2)

3)

Dei 33 pazienti che presentavano valori di HbAlc diagnostici di
diabete, 23 ( 69,69%) presentavano un’ OGTT diagnostico di
diabete, 9 ( 27,27%) mostravano un’ OGTT diagnostico di IFG e/o
IGT, 1 (3,03%) mostrava una curva da carico orale di glucosio
normale.

Dei 200 pazienti che presentavano valori di HbAlc diagnostici di
pre-diabete 60 ( 30%) avevano un’ OGTT diagnostico di diabete,
60 ( 30%) presentavano un’ OGTT diagnostico di IFG e/o IGT, 80
(40%) avevano una curva da carico orale di glucosio normale.

Dei 265 pazienti con valori HbAlc normali, ma 8 ( 3,18%) di loro,
pero, presentavano un ° OGTT diagnostico di diabete, 38 (14,33%)
avevano un’OGTT diagnostico di IFG e/o IGT e 219 (82,64%) una

curva da carico orale di glucosio normale.
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CAPITOLO S

-DISCUSSIONE-

In questo studio osservazionale sono stati valutati 498 soggetti, 194 uomini
e 304 donne, con un’eta compresa tra 4 mesi e i 88 anni, pervenuti presso
I’ambulatorio di via San Massimo con richiesta di curva da carico (gr 75) di
Glucosio a 2 tempi (0’ e 120°).
I1 95% dei soggetti in studio e di etnia caucasica e quindi i risultati di tale
studio possono essere riferibili solo ai soggetti di razza caucasica. Infatti &
stato riportato che i valori di HbAlc sono piu alti nella la popolazione
Africana-Americana, negli Ispanici e Asiatici rispetto alla popolazione di
razza caucasica anche dopo aver corretto i dati per eta, sesso, BMI, durata
del diabete, uso di farmaci, media delle glicemie a digiuno, media delle
glicemie postprandiali, insulino resistenza e disfunizione {3 cellulare .
Dal questionario utilizzato per ottenere i dati anamnestici dei pazienti
emerge che nessuno presentava quelle condizioni note dalla letteratura che
possano influenzare in modo significativo le concentrazioni di HbA1C.
Il nostro studio non ha quindi considerato soggetti con iperbilirubinemia,
con varianti emoglobiniche, che assumevano farmaci che possono alterare
Ieritropoiesi, né affetti da malattie quali HIV e anemia emolitica che
interferiscono appunto con il dosaggio dell”’ HbA1C.
E’ interessante notare come la popolazione di questo studio € caratterizzata
dalla presenza di fattori di rischio per il diabete, a riprova
dell’appropriatezza da parte del medico di medicina generale nella richiesta
della curva da carico orale di glucosio.
In particolare I’attivita fisica (almeno 1 volta alla settimana) la svolge solo
il 33.33 % ( N= 166) dei soggetti in studio. Inoltre per quanto riguarda le
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patologie che predispongono al diabete, bisogna segnalare che il 24 % ( N=
120) dei pazienti riferisce problemi di dislipidemia, il 29% ( N= 145) di
ipertensione e il 10% ( N = 50) di malattie cardiovascolari.

Per quanto riguarda 1 fattori di rischio, in particolare riguardo all’
ipertensione, essa e risultata piu frequente nei pazienti diabetici (
classificandoli in base all’ OGTT) rispetto ai pazienti con IFG, IGT ed ai
controlli non diabetici (50.54% vs 41.07% vs 44.73 % a 38.46% vs
18.36% )

Invece, utilizzando per la diagnosi di diabete I’HbA1C non vi € una
sostanziale differenza tra la condizione di diabete e prediabete , infatti le
percentuali sono rispettivamente del 42.42% e del 46.00%.

In questo lavoro i risultati dell” HbAlc sono espressi in mmol/mol come ¢
previsto dalle ultime linee guida; tuttavia esprimiamo la concentrazione
dell’HbAlc in % quando la riferiamo alla letteratura precedente alle linee
guida.

Tali risultati sembrano evidenziare che i criteri basati sull” OGTT possano
identificare una maggior numero di soggetti diabetici e ipertesi rispetto a
quelli basati sull”’ HbA1C.

Dall’altra parte, se consideriamo, la dislipidemia I’utilizzo dell” HbAlc
quale parametro per la diagnosi di diabete permette di identificare un
maggior numero di pazienti diabetici e dislipemici rispetto all’utilizzo dell’
OGTT (45,45%, vs 36,26% ). Tale comportamento si evidenzia anche
quando si considera la diagnosi di diabete nei soggetti che riferiscono
malattia cardiovascolare.

Analizzando 1 parametri ematochimici valutati nella popolazione in studio
si evidenzia che tutti i soggetti mostrano valori normali di creatinemia
senza differenza significativa tra i tre gruppi.

Stesso riscontro si evidenzia nell’analisi dei livelli di colesterolo totale,
HDL e LDL.
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I livelli di triglicerdi sono invece piu elevati nei soggetti diagnosticati
come diabetici.

Nell’analisi dei risultati relativi al confronto fra utilizzo di OGTT e di
HbAlc nella diagnosi di diabete si evidenzia come nella popolazione in
studio, caucasica,con fattori di rischio per diabete e senza alterazioni che
possano inficiare [Dattendibilita del dosaggio del’HbAIC, [I’utilizzo
dell’OGTT identifica un numero maggiore di casi rispetto all’utilizzo dell’
HbA1C ( 18.27% (N=91) vs 6.62% (N=33)).

Inoltre in questa corte di popolazione italiana caucasica, la concordanza tra
il diabete diagnosticato da FPG e/o 2hPG e da HbAlc é relativamente
bassa. Nel presente lavoro, infatti, 73.62% degli individui classificati come
diabetici da una FPG e/o 2hPG potrebbero essere considerati non diabetici
secondo i criteri HbAlc.

Mentre, il 30,30% dei pazienti classificati diabetici con HbAlc
risulterebbero non diabetici secondo i criteri di FPG e/o 2hPG.

In questo contesto dobbiamo segnalare che gli studi pubblicati
recentemente sono discordanti.

Analizzando la recente letteratura si nota come Ng et. altri hanno analizzato
1 dati sia di OGTT che di HbAlc di 272 pazienti per un periodo di 2 anni: I’
80.1% di loro aveva 2hPG superiore a 11.00 mmol/L ¢ i valori di HbAlc >
6,0% , il che significa che il 19,9% dei pazienti positivi all’ OGTT aveva
valori di HbA1lc che non erano diagnostici per il diabete in base alle nuove
linee guida [84]. In questo lavoro, pero, non si menziona il metodo
utilizzato per il dosaggio dell”’ HbAlc.

In una popolazione olandese, Riet et altri, nello studio “ New Hoorn Study”
hanno analizzato 2753 partecipanti e hanno dimostrato che 1’utilizzo di
HbAlc > 6,0% come criterio diagnostico di diabete non identifica quasi la
meta delle persone con livelli di glucosio diagnostici di diabete. Come cut-

off per lo screening di diabete é stato utilizzato un valore dell” HbAlc di
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5,8% ( sensibilita del 72%, specificita 91%), analizzato con un metodo
DCCT: questo valore dovrebbe rilevare il 72% dei pazienti con diabete e il
30% di casi ad alto rischio di sviluppare il diabete [85].

Quando i pazienti dello studio Rancho Bernardo,( suddivisi per eta e sesso)
furono analizzati, la sensibilita e la specificita dell’ HbAlc con cut-off di
6,5% furono del 44% e 79% rispettivamente. Ponendo il 6,5% come cut-off
, ’'85% dei soggetti con HbAlc >6,5% non erano classificati come
diabetici in accordo con i criteri ADA e un terzo dei soggetti con diabete,
secondo i criteri ADA, non erano classificati diabetici per i loro livelli di
HbAlc, dando luogo a una significativa proporzione di misclassificazione
[86].

Quiesti risultati sono simili a quelli della relazione NHANES, includendo lo
screening dal 1999 al 2004 [87]. Tuttavia, una pubblicazione piu recente
sulla popolazione NHANES, dal 1999 al 2006, riporta risultati migliori
[88].

In effetti, la prevalenza di diabete non diagnosticato in questa popolazione
e stata del 2,3% con HbAlc e del 3,6% con glicemia a digiuno:cosi HbAlc
concorda con la classificazione della glicemia a digiuno nel 97,7% dei
casi. Discrepanze nella diagnosi di diabete, usando HbAlc o la glicemia
plasmatici a digiuno, sono dovute a differenti aspetti del metabolismo del
glucosio, ad esempio, rispetto ai soggetti che presentano un HbAlc <6,5%
e una glicemia a digiuno > 7,0 mmol / L, quelli con HbAlc> 6,5% ¢ la
glicemia a digiuno < 7,0 mmol / L sono piu giovani e piu frequentemente
neri non ispanici. Questo puo anche spiegare le differenze nei risultati
riportati nello studio precedente [84]. Buoni risultati sono stati pubblicati
anche da Lu et al. [89], che hanno riportato una buona sensibilita nelle due
popolazioni australiane che essi hanno valutato.

Emergono, poi, risultati interessanti dagli studi che analizzano I’impatto

della razza sulla classificazione del diabete utilizzando HbAlc e la
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glicemia ( a digiuno e dopo 2 ore dal carico orale di glucosio). Per la
popolazione Asiatica-Indiana, I’HbA1c con un cut-off compreso tra 6,1%
(sensibilita 88%, specificita 87,9%) e 6,4% (sensibilita 93,3%, specificita
92.3%) risulta ideale per identificare nuovi pazienti diabetici. [90].

In una popolazione cinese ( 2332 soggetti, di eta compresa tra i 35 — 74
anni) con il cut-off di per diagnosi di diabete di 6,5% per HbAlc,, &€ emerso
che vi era una sensibilita, inferiore del 30% sia negli gli uomini che nelle
donne, piu bassa rispetto a quella del glucosio plasmatico. .In effetti, il cut-
off ottimale per rilevare il diabete era un valore di HbAlc pari a 5,6%,
significativamente inferiore rispetto a quello proposto dalle nuove
raccomandazioni delllADA [91]. In questo contesto, un'analisi
approfondita dell'indagine NHANES dagli anni 1988-2006 ha mostrato
che un aumento della prevalenza del diabete diagnosticato dal 1988, mentre
la percentuale di diabete non diagnosticato € diminuita, come pure anche la
prevalenza di soggetti ad alto rischio di sviluppare il diabete. Tuttavia,
seppur queste ultime due situazioni rimangono comuni negli Stati Uniti,
soprattutto in gruppi di anziani minoranze etniche.. Quindi il fatto che
HbAlc rileva una prevalenza molto piu bassa di diabete ai livelli di
glucosio plasmatico deve essere sottolineata [92]. Un metodo HPLC e stato
usato per misurare HbAlc nei suddetti studi.

Un'analisi su sei studi condotti dal 1999-2009 in Danimarca, Regno Unito,
'‘Australia, Groenlandia, Kenya e India, ha riportato una probabilita
compresa tra 17-78% che i livelli di HbAlc > 6,5% siano presenti tra i casi
di diabete diagnosticati in base all’ OGTT, e quattro di questi sei studi
hanno evidenziato una piu bassa prevalenza di diabete quando come
criterio diagnostico é stata utilizzata 1’ HbAlc. Sebbene le differenze
metodologiche possano aver influenzato i risultati, il grande impatto della

razza sulle differenti procedure di screening deve essere chiarito [93].
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L'analisi del gruppo Leicester Ethnic Atherosclerosis and Diabetes Risk
(LEADER) ha mostrato che l'uso di HbAlc come test diagnostico aumenta
notevolmente il numero di soggetti diabetici, in particolare nelle
popolazioni del sud dell'Asia. D'altra parte, circa un terzo, pero, delle
persone precedentemente identificate diabetiche mediante OGTT non erano
diabetiche con HbAlc [94].
A causa del gran numero di persone con diabete non diagnosticato, sono
state raccomandate, da diverse organizzazioni, procedure di screening al
fine di ridurre I’'impatto della malattia; una recente analisi costo-efficacia
ha dimostrato che e conveniente fare uno screening in eta compresa tra i
30 e i 45 anni, e ripetendo il test ogni 2-5 anni [95]. Non vi é alcun accordo
in merito alla procedura di screening migliore, e comunque, uno screening
comune, secondo le raccomandazioni ADA, e giudicato inefficiente, in
quanto presenta una bassa specificita nella diagnosi di diabete [96,97].
L'uso di punteggi di rischio sulla base delle caratteristiche fenotipiche per
identificare le persone a rischio di diabete nella popolazione caucasica non
puo essere estesa ad altri gruppi etnici (98).

Uno studio, che ha valutato la validita predittiva di HbAlc, ha rilevato che
tale test, proposto come criterio diagnostico, non & abbastanza sensibile e
risulta essere razza-dipendente [99]; le stratificazioni sulla base del rischio
migliorano l'efficacia dello screening per il diabete, ma I'algoritmo clinico
per la valutazione del rischio deve essere convalidato, cosi come il rapporto
costo-efficacia di tale approccio [100].

A tale riguardo, un recente studio di Olson et al. [101] ( basato su tre serie
di dati, in soggetti di razza bianca-non ispanica e nera-non ispanica, i quali
erano non conosciuti per avere il diabete, e sottoposti al dosaggio del
HbAlc e OGTT) ha evidenziato chiaramente che le raccomandazioni di
screening, sia quelle proposte dal Comitato Internazionale di Esperti [82]

che quelle basate sui criteri ADA [102], presentano delle limitazioni;
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infatti una elevata specificita ma bassa sensibilita sono un riscontro
comune, insieme ad una imprecisione intrinseca anche quando cut-off
diversi sono stati utilizzati, oltre che discrepanze evidenti se applicate a
diversi gruppi razziali. 1 nostri dati sono in accordo con quelli di dello
studio Rancho.

Per quanto riguarda la condizione di prediabete dai nostri dati emerge che
I’utilizzo dell” HbAlc permette di identificare un numero maggiore di
soggetti affetti da prediabete rispetto all”’ OGTT (40,16% vs il 21,48% ).

Il Comitato Internazionale di Esperti ha utilizzato la retinopatia come
outcome per la definizione del livello di HbAlc da considerare come
diagnostici per il diabete,basandosi su studi epidemiologici su Indiani
Pima, egiziani e sule popolazioni NHANES. In questi studi é stato
dimostrato che la prevalenza di retinopatia aumentava notevolmente con
valori di HbA1lc passando dal 6% al 7% [103]. Inoltre, la recente analisi
elaborata dallo studio DETECT-2 ha dimostrato, utilizzando I'analisi della
curva ROC, che il cut-off ottimale per rilevare la retinopatia era un HbAlc
di 6,5% [82]. La relazione tra HbAlc e macroangiopatia, una complicanza
molto nota e preoccupante del diabete, risulta ancora poco chiara. Mentre
alcuni studi hanno non trovato nessuna relazione tra queste due variabili,
altri studi, invece, hanno evidenziato la capacita di predire la malattia
cardiovascolare solo per valori > 6,5%, e solo nelle donne [104,105]; alcuni
studi prospettici,poi, hanno descritto un rapporto positivo e continuo tra i
livelli di HbAlc e malattie cardiovascolari [106]; A tale riguardo, un
recente studio di Selvin et al. ( basato su un follow-up tra 6 - e 16 anni di
soggetti non diabetici), ha dimostrato che HbAlc é associato alla diagnosi
di diabete nello stesso modo della glicemia a digiuno, e ancor piu , pero,
fortemente associata con il rischio di malattie cardiovascolari e morte per
qualsiasi altra causa [107]. Va sottolineato, tuttavia, che HbAlc é stata

misurata in campioni di sangue intero che era stato congelato per piu di 10
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anni e con un saggio DCCT standardizzato, sebbene la tracciabilita al
metodo DCCT standardizzato sia applicata solo ai campioni di sangue
fresco [108].

Altri studi,quindi, risultano necessari per confermare questo rapporto;
inoltre, come dimostrato anche da una recente analisi post hoc dello studio
ACCORD [109], in questa complicanza diabetica, oltre alla glicemia, sono
coinvolti altri fattori di rischio.

Il comitato internazionale di esperti, prendendo atto di come il rischio
continuo dello sviluppo del diabete € stato dimostrato sia considerando le
misurazioni del glucosio che i livelli di HbAlc, identifica le persone con
livelli di HbAlc tra 6,0% e 6,4% come ad alto rischio di sviluppare la
malattia e raccomanda che queste persone debbano ricevere chiari
interventi efficaci di prevenzione, ma non sono disponibili informazioni
sulle caratteristiche metaboliche di questa classe ad alto rischio.

Uno studio, condotto da Lorenzo et al [110], che coinvolge 855 soggetti
partecipanti allo Studio Insulin Resistance Atherosclerosis, ha dimostrato
che HbAlc e meno sensibile della glicemia a digiuno e¢/o dell’OGTT nel
rilevare soggetti ad alto rischio di sviluppare diabete, e che ha una piu
bassa correlazione con insulino-resistenza ¢ la secrezione dell’insulina
rispetto alla glicemia a digiuno o al prelievo dopo 2 ore dal carico orale di
glucosio..

Deve essere confermata la possibilita che la coerenza tra glicemia
plasmatica e HbAlc sia allo stesso livello di concordanza tra la glicemia a
digiuno e quella a 2 ore dopo il carico orale di glucosio, come dimostrato
dallo studio DECODE.

Inoltre, e stata aggiunta una classe a basso rischio di sviluppare la malattia,
rappresentata persone che hanno un valore al di sotto del valore soglia di
6,0%.
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Ma, qual’¢ il pericolo reale dello sviluppo della patologia, nel futuro,in
queste due nuove popolazioni a rischio di sviluppare il diabete?

Recenti studi hanno riportato un rischio maggiore di sviluppare il diabete a
livelli glicemici inferiori a quelli considerati normali [111,112]. Una
recente revisione di sette lavori della letteratura,che avevano esaminato
I’incidenza del diabete in un intervallo di livelli di HbAlc compresi tra
5% e 6,5%, ha mostrato che i livelli di HbAlc tra 6,0% e 6,5% sono
associati ad un 25-50% di sviluppo di diabete in 5 anni, mentre i livelli tra
5,5 % e 6,0% sono associati ad una incidenza del 9-25%, e livelli tra 5,0%
e 55% ad un'incidenza inferiore al 9% [113]. La revisione non ha
confrontato le potenziali differenze nell'incidenza di diabete associate con
test diagnostci differenti (es. HbAlc, glicemia a digiuno, OGTT), cosi
studi ulteriori saranno necessari per stabilire se HbAlc sia piu adatto per

prevedere il diabete rispetto agli altri test attualmente utilizzati .

Considerando i valori medi dell’insulinemia in rapporto ai diversi criteri
diagnostici utilizzati, I'utilizzo dell’ HbAlc permette di identificare un
numero maggiore di soggetti con livelli di insulinemia elevato. Infatti
valori medi dell’insulinemia risultano significativamente piu elevati nei
primi ( HbAlc) rispetto ai secondi ( IGT e IFG). 3.178 U/L vs 4.674 UJ/L.
Tali risultati sono confermati dall’analisi del’HOMA index che risulta
essere significativamente piu elevato nei soggetti diagnosticati prediabetici
con HbA1C rispetto ad OGTT (1.240 vs 0.9988).

I nostri risultati mostrano quindi che ['utilizzo dell’HbAI1C identifica

soggetti prediabetici caratterizzati da una evidente insulino resistenza.
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CAPITOLO 6

-CONCLUSIONI

Dai nostri risultati ¢ quindi emerso che ’OGTT ha un maggior potere
discriminante nella diagnosi di diabete; infatti I’HbAlc misclassifica I’
11% circa dei soggetti valutati.

L’HbAlc risulta invece piu sensibile nel diagnosticare una condizione
prediabetica e quindi una popolazione piu insulino resistente rispetto a
quella classificata affetta da IGT e IFG con I’ OGTT.

Prendendo comunque in considerazione i nostri risultati e quanto emerge
dai dati di letteratura, allo stato attuale, la mancanza di un’analisi costo-
benefici,, la limitata disponibilita del dosaggio nei paesi meno sviluppati,
gli studi epidemiologici che mostrano un numero minore di persone che
vengono con diagnosticate diabetiche con 1’utilizzo di questo parametro, e
la variabilita razziale, rendono difficile usare HbAlc per la diagnosi di
diabete in tutto il mondo. Inoltre, la procedura di standardizzazione del
dosaggio HbA1c che e ben codificata in alcuni paesi,non lo € in altri , dove
in controlli di qualita esterni non sono obbligatori.

Percio si ritiene di scoraggiare I'uso di HbAlc per la diagnosi di diabete, a
meno non vengano escluse le co-morbidita che possono inficiare il valore
dell’HbAlc, e che il metodo sia standardizzato IFCC e/o allineato NGSP .
Il test HbAlc non deve essere utilizzato per la diagnosi del diabete in
gravidanza (114)

Tuttavia l'uso di HbAlc per escludere il diabete in soggetti a rischio di
sviluppare la malattia potrebbe ridurre significativamente il numero di altri
tests (ad esempio, OGTT) con il risultato di una migliore sensibilita e
specificita diagnostica (purché il dosaggio sia standardizzato). Vale anche

la pena notare che HbA1c puo essere maggiore in persone "normali” (FPG
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<126 mg / dl e 2 h OGTT <140 mg / dl), o con un profilo alterato di
glucosio (115), suggerendo che potrebbe essere un marcatore precedente di
disglicemia ( glicemia a digiuno 0 OGTT).

Infine e utile sottolineare che . sarebbe opportuno utilizzare un solo test per
la diagnosi di diabete in tutto il mondo, perché questo consentirebbe un
miglior confronto dei dati epidemiologici; cio pero non e al momento
fattibile alla luce di quanto su detto. Comunque si raccomanda che nei
pazienti sottoposti a diagnosi di diabete venga utilizzato un unico test ( per
es. FPG),il cui valore va riconfermato in modo da evitare le difficolta di
interpretare i risultati di test diversi, che al momento attuale hanno
dimostrato differenti sensibilita e per HbAlc, una standardizzazione

analitica condivisa a livello mondiale.
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