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RIASSUNTO

Background. Nel contesto della pandemia da COVID-19, I’iperglicemia al
momento dell’ammissione in ospedale, di frequente riscontro nei pazienti con
infezione da SARS-CoV-2, si ¢ dimostrata piu strettamente associata ad un outcome
sfavorevole (forma di COVID-19 severa, ammissione in terapia intensiva e
mortalita intra-ospedaliera) rispetto al diabete pre-esistente.

Le cellule staminali ematopoietiche/progentitrici circolanti (HSPC) sono una rara ed
eterogenea popolazione cellulare che viene rilasciata dal midollo osseo nel sangue
periferico e che ¢ coinvolta nel mantenimento dell’omeostasi dei tessuti periferici,
promuovendo la risposta riparativa endogena in caso di danno. I livelli di HSPC
risultano ridotti in presenza di fattori di rischio cardiovascolari e diabete. La loro
riduzione si ¢ dimostrata predittiva di mortalita cardiovascolare e per tutte le cause.
La riduzione di HSPC nei pazienti con COVID-19 ¢ risultata associata ad un
outcome intraospedaliero sfavorevole (trasferimento in ICU/morte) e sembra essere
responsabile di parte dell’effetto negativo che I’iperglicemia esercita sull’outcome

di malattia.

Scopo della tesi. Valutare se i livelli di HSPC e di glicemia rilevati al momento
dell’ospedalizzazione per infezione da SARS-CoV-2, siano predittivi di mortalita a
lungo termine (a 12 mesi). Inoltre, valutare se le stesse variabili predicano lo
sviluppo di long-COVID (LCS) e quale sia I’'impatto sulle risorse sanitarie di questa

condizione.

Materiali e Metodi. Tra Dicembre 2020 e Marzo 2021, sono stati consecutivamente
arruolati pazienti ricoverati per infezione da SARS-CoV-2 presso il reparto di
Malattie Infettive dell’Azienda Ospedale-Universita di Padova. Per ciascun
paziente sono state raccolte le seguenti informazioni: dati demografici,
comorbidita, anamnesi farmacologica, parametri biochimici al momento del
ricovero e terapie somministrate durante la malattia acuta; ¢ stato inoltre raccolto
un campione ematico per la quantificazione dei livelli di HSPC mediante analisi

citofluorimetrica.



E stato eseguito un follow-up per i 12 mesi successivi all’ospedalizzazione
mediante revisione delle cartelle cliniche elettroniche e dei registri di anagrafe
regionali, al fine di valutare l'insorgenza di morte, lo sviluppo di sintomi indicativi

di long-COVID e la necessita di dover ricorrere all’impiego di risorse sanitarie.

Risultati. Dei 100 pazienti arruolati, 20 sono deceduti entro la fine del periodo di
follow up. La riduzione di HSPC e I’aumento della glicemia al momento
dell’ospedalizzazione sono risultate associata a mortalita a 12 mesi sia all’analisi di
regressione univariata che multivariata corretta per fattori confondenti.

Tra gli 85 pazienti valutati per lo sviluppo di segni e sintomi di LCS, 36 hanno
sviluppato manifestazioni cliniche indicative di LCS. In questo caso, I’iperglicemia
e 1 livelli di HSPC al momento dell’ingresso in ospedale non si sono dimostrati
essere fattori predittivi di sviluppo di LCS. Le variabili risultate significativamente
associate a LCS sono state I’aver sviluppato una polmonite COVID-relata e I’aver
richiesto I'impiego di glucocorticoidi o plasma iperimmune durante la fase di

malattia acuta.

Conclusioni. In una coorte di pazienti ospedalizzati per infezione da SARS-CoV-
2, un basso livello di HSPC e I’iperglicemia al momento dell’ospedalizzazione si
sono confermati essere predittori indipendenti di mortalita a 12 mesi dal COVID-
19. Tuttavia, nella stessa popolazione, tali variabili non sono risultate associate
significativamente allo sviluppo di long-COVID syndrome nei 12 mesi successivi
al ricovero.

E possibile quindi concludere che ridotti livelli di HSPC possano rappresentare un
valido fattore predittivo di mortalita in diverse condizioni caratterizzate da una

compromissione dell’omeostasi sistemica.



ABSTRACT

Background. Admission hyperglycemia, a common finding among patients
infected by SARS-CoV-2, has shown to predict adverse outcome (severe COVID-
19, transfer to intensive care unit and in-hospital death) more than pre-existing
diabetes.

Hematopoietic stem/progenitor cells (HSPCs) are a rare and heterogeneous cell
population, which is released from the bone-marrow to peripheral blood and
contributes to peripheral tissue homeostasis by enhancing endogenous repair
capacity in response to tissue injuries.

HSPC levels are reduced in the presence of cardiovascular risk factors and diabetes.
A reduction in their levels can predict cardiovascular and all-cause mortality.
Among COVID-19 patients, circulating HSPC depletion has been associated to an
in-hospital adverse outcome (ICU admittance/death) and it may be a significant

mediator of the adverse effect of hyperglycemia on COVID-19 outcomes.

Aims. The aim of the study was to evaluate whether HSPC levels and fasting plasma
glucose (FPG) concentration, collected at the time of in-hospital admission for
SARS-CoV-2 infection, predict long-term mortality (at 12 months) for COVID-19.
Furthermore, we evaluated whether the same variables predict the development of
long-COVID syndrome (LCS) and estimated the healthcare burden associated with

this condition.

Materials and methods. Between December 2020 and March 2021, patients
admitted for SARS-CoV-2 infection to the infectious disease ward of Padova
University Hospital were consecutively enrolled. For each patient, we collected the
following information: demographic data, comorbidities, ongoing medications,
laboratory data at the time of admission and treatments for COVID-19.
Furthermore, a blood sample was collected for the quantification of HSPCs with
flow cytometer.

Follow-up was performed for 12 months after hospitalization through the review of
electronic medical records and demographic local registers in order to assess the
occurrence of death, the development of long-COVID symptoms, and the need for

medical care after hospitalization.



Results. Among the 100 subjects included in the study, 20 died during the follow-
up period. Reduced levels of HSPC and higher FPG at admission were associated
with 12-month mortality in both unadjusted and adjusted regression analyses.

Among the 85 patients evaluated for the occurrence of signs and symptoms of long-
COVID, 36 developed clinical manifestations related to LCS. Admission
hyperglycemia and HSPC levels were not significantly associated with the
development of LCS. The development of COVID-pneumonia, and the use of
glucocorticoids and plasma during the hospitalization for COVID-19 were

associated with the occurrence of LCS.

Conclusions. In a cohort of patients hospitalized for SARS-CoV-2 infection, low
HSPCs and hyperglycemia at the time of admission are independent predictors of
12-month mortality for COVID-19. However, in the same population, these
variables were not significantly associated with the development of signs and
symptoms of long-COVID during the 12 months after hospitalization.

Therefore, reduced levels of HSPCs may represent a valid predictor of mortality in

different conditions characterized by an impairment of the systemic homeostasis.



INTRODUZIONE

1. DIABETE

1.1 DEFINIZIONE

Il diabete mellito (DM) ¢ un gruppo di disordini metabolici ad elevata prevalenza
il cui hallmark ¢ I’iperglicemia, che puo essere secondaria a un difetto assoluto o
relativo di insulina (1).

In accordo con la International Diabetic Foundation, la prevalenza della malattia
diabetica ¢ stata stimata essere globalmente 9.3% (463 milioni di persone) nel 2019
e potrebbe raggiungere — in accordo con le proiezioni — il 10.9% nel 2050 (2).
Attualmente, il diabete ¢ dunque una delle patologie croniche piu comuni, il cui
numero di affetti - soprattutto per quanto concerne il diabete di tipo 2 - ¢ in forte
crescita sia per I’invecchiamento della popolazione, sia per la sempre piu dilagante
diffusione dei fattori predisponenti, come obesita ¢ sedentarieta. Inoltre, un
contributo alla crescita della prevalenza ¢ dato anche dall’aumento della aspettativa
di vita dei pazienti diabetici grazie ai miglioramenti avvenuti nella loro gestione
2)(3).

Il diabete e le complicanze ad esso correlate si configurano come una delle cause
piu significative di morbilita e si associano ad un aumento di 2-3 volte del rischio
di mortalita per tutte le cause, imponendosi come una delle patologie con maggiore

impatto sanitario e socio-economico (3).

1.2 DIAGNOSI

Per porre diagnosi di diabete, possono essere applicati i seguenti criteri (1):

A. Glicemia a digiuno > 126 mg/dl;

B. sintomi tipici di iperglicemia (poliuria, polidipsia, calo ponderale) e

glicemia casuale > 200mg/dl;

C. Glicemia a due ore dopo OGTT > 200mg/dl;

D. HbAlc > 48 mmol/L.
Nel caso in cui non siano presenti sintomi, la positivita a un criterio deve essere
confermata dal soddisfacimento del medesimo o altro criterio in una seconda

occasione.



Inoltre, si riconoscono due altre condizioni sempre caratterizzate da una alterazione
della omeostasi del glucosio ma non tali da soddisfare i criteri per la diagnosi di
diabete:
- IFG (Imparied Fasting Glucose), se la glicemia a digiuno ¢ compresa
nell’intervallo 100-125 mg/dl.
- IGT (Imparied Glucose Tolerance): se la glicemia 2 ore dopo OGGT ¢
compresa nell’intervallo 140-199 mg/dl.
Esse sono state riunite sotto il termine “prediabete” e non dovrebbero essere
considerate delle entita cliniche autonome, quanto piuttosto un fattore di rischio per
la progressione verso diabete conclamato e sviluppo di malattia cardiovascolare.
Le condizioni di IFG e IGT si trovano infatti spesso associate alla presenza di
obesita, ipertensione e dislipidemia e al loro riscontro dovrebbe fare seguito

un’attenta valutazione dei fattori di rischio cardiovascolari (1).

1.3 CLASSIFICAZIONE

Pur essendo tutte le forme di diabete accumunate dall’alterazione dell’omeostasi
del glucosio, le differenti tipologie vengono distinte sulla base di un criterio
eziopatogenetico (1):

- Diabete mellito tipo 1 (DM1): si divide in autoimmune e idiopatico; la
seguente trattazione si concentrera soprattutto sul DM1 autoimmune, la
forma piu comune.

I1 DMI1 autoimmune ¢ responsabile di circa il 5% dei casi di DM e si
sviluppa a seguito alla distruzione immuno-mediata delle cellule B del
pancreas,

causante un deficit assoluto della produzione di insulina.

La malattia si sviluppa in soggetti predisposti a seguito della interazione tra
fattori genetici e trigger ambientali e si accompagna ad evidenza di
autoanticorpi diretti contro le cellule insulari (anti-GAD-65, anti-insulina,
anti-cellule insulari), anche se il loro ruolo nella patogenesi della malattia
non ¢ completamente chiarito.

Possono essere individuati tre differenti stadi (1) del DM1: lo stadio I e 11
corrispondono a una condizione pre-sintomatica con evidenza di
autoanticorpi e progressiva perdita del controllo glicemico; lo stadio III

definisce la malattia clinicamente evidente, la quale si manifesta



tipicamente prima dei 20 anni d’eta, quando vengono distrutte circa 1’80%
delle cellule B. L’esordio della malattia spesso avviene in modo acuto,
presentandosi come chetoacidosi diabetica.
- Diabete mellito tipo 2 (DM2): comprende il 90% dei casi di DM.
I due elementi centrali che lo caratterizzano dal punto di vista
fisiopatologico sono I’insulino-resistenza e 1’alterata secrezione di insulina.
Nei soggetti affetti frequentemente ¢ presente un quadro di obesita
viscerale: il tessuto adiposo diviene sede di infiammazione ed ¢ stato
riconosciuto secernere differenti sostanze pro-infiammatorie in circolo
(come NEFA, leptina, TNFa, IL-6). Queste, agendo primariamente sulle
cellule dei tessuti insulino-sensibili, ovvero fegato e muscolo, attivano
pathways molecolari che contrastano il signaling a valle della interazione
dell’insulina con il suo recettore e cid conduce allo sviluppo di insulino-
resistenza (4).
Questa forma di diabete ha un esordio tardivo, spesso subdolo (tant’¢ che la
diagnosi viene spesso posta occasionalmente) ed ¢ preceduto da una lunga
fase asintomatica; frequentemente alla diagnosi sono gia presenti le
complicanze croniche cardiovascolari (1).
Altri tipi di diabete: gruppo eterogeneo di forme di diabete di cui ¢ nota la
eziologia.
Rientrano in questo gruppo:
I) Difetti genetici della B cellula (MODY, DNA
MITOCONDRIALE)
1) Difetti genetici dell’azione insulinica
[II)  Malattie del pancreas esocrino
IV)  Endocrinopatie
V) Diabete indotto da farmaci o chimici
VI)  Infezioni
VII) Forme non comuni di diabete immuno-mediato
VIII) Altre sindromi genetiche talora associate al diabete
- Diabete gestazionale (GDM): forma di ridotta tolleranza glucidica che si
instaura durante il secondo o terzo trimestre di gravidanza solitamente
diagnosticato tra la 24 e la 28 settimana) a seguito dei cambiamenti

metabolici che avvengono in questa condizione. Dopo il parto, c’¢



generalmente un ripristino della normale tolleranza al glucosio, anche se sia
la madre sia il bambino nato da madre con GDM hanno aumentato rischio

di sviluppare DM2 nel corso della vita (5).

1.4 COMPLICANZE DELLA MALATTIA DIABETICA

Uno dei meccanismi preponderanti implicati nello sviluppo delle complicanze

legate alla malattia diabetica ¢ il difetto di uptake di glucosio da parte delle cellule

e lo stato di iperglicemia che di conseguenza si instaura.

Le complicanze vengono divise in acute e croniche.

Per quanto concerne le complicanze acute, esse sono:

1.

Chetoacidosi diabetica: si instaura tipicamente in un contesto di DM1, di
cui puo rappresentare anche 1’esordio clinico.

Nonostante 1 criteri per definire la chetoacidosi divergano tra le differenti
societa scientifiche, il riscontro delle seguenti tre alterazioni ¢ fondamentali
ai fini della diagnosi: iperglicemia, acidosi metabolica e chetosi (6).

Da un punto di vista fisiopatologico, la condizione incorre quando al difetto
insulinico si accompagna un aumento degli ormoni controregolatori a
seguito della comparsa di fattori intercorrenti (come infezioni, patologie
maggiori, sostanze che interferiscono con il metabolismo glucidico,
endocrinopatie). Cid stimola massivamente la lipolisi, portando a un
eccesso di acidi grassi liberi (FFA) che arriva al fegato; in questa situazione,
nei mitocondri degli epatociti gli FFA vengono ossidati a corpi chetonici
(acetoacetato ed idrossibutirrato) (6) che vengono rilasciati nella
circolazione sistemica.

Il quadro clinico si presenta con poliuria, polidipsia, calo ponderale e
sintomi ascrivibili alla chetoacidosi (nausea, vomito, dolore addominale).
Sindrome iperglicemica iperosmolare: complicanza acuta del DM2.

Si caratterizza per iperglicemia grave (>600 mg/dl), iperosmolarita
plasmatica (>320mOsm/L) e assenza di chetoacidosi.

Dal punto di vista clinico, si evidenziano poliuria osmotica, calo ponderale
e marcati segni di disidratazione, mentre sono tipicamente assenti la nausea
e il dolore addominale. Possono essere presenti alterazioni dello stato di
coscienza a seguito della elevata osmolarita plasmatica come confusione

mentale, letargia, coma (7).



Relativamente alle complicanze croniche del diabete mellito, queste sono

responsabili della maggior parte della morbilita e della mortalita della malattia e

vengono tradizionalmente divise in (8):

1.

Complicanze macroangiopatiche: rientrano in questa categoria le differenti
declinazioni della malattia aterosclerotica, come la coronaropatia, la
malattia arteriosa periferica, le malattie cerebrovascolari.

Nella patogenesi delle complicanze macrovascolari associate al diabete,
I’iperglicemia si somma agli altri fattori di rischio cardiovascolari
frequentemente concomitanti, come dislipidemia, ipertensione e fumo.
Nonostante queste multiple condizioni di rischio, il diabete rimane un
fattore di rischio indipendente per lo sviluppo di malattia ischemica, ictus e
morte (8).

Complicanze microangiopatiche: esse sono piu strettamente legate dal
punto di vista fisiopatologico alla condizione di iperglicemia.

Infatti, questa contribuisce a danneggiare i1 tessuti attraverso cinque
differenti meccanismi, 1 quali hanno come denominatore comune la
generazione di specie reattive dell’ossigeno (ROS) (9): 1) iperattivazione del
pathway dei polioli; II) produzione di advanced glycation end-products
(AGEs); III) attivazione di PKC; IV) iperattivazione della via delle
esosammine.

Le complicanze microvascolari sono:

La retinopatia diabetica, complicanza piu frequente del diabete e causa
principale di cecita nella popolazione in eta lavorativa (8,10).

Da un punto di vista clinico, si distinguono le forme: retinopatia non
proliferante (caratterizzata da alterazioni della permeabilita capillare,
ispessimento della membrana basale e microaneurismi), retinopatia
proliferante (la neoangiogenesi ¢ promossa dalla induzione di VEGF in
risposta all’ipossia) e edema maculare, che puo presentarsi nel contesto di
ambedue le condizioni precedenti (10).

La neuropatia diabetica: pud coinvolgere sia il sistema nervoso periferico
sia il sistema nervoso autonomico.

Per quanto riguarda la prima condizione, che ¢ la forma piu comune,

tipicamente si manifesta sotto forma di polineuropatia distale simmetrica:
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sintomatologicamente, appaiono per prime l’alterazione della sensibilita
(iperestesie, parestesie, disestesie) e della percezione dolorifica con una
distribuzione “a guanto e calzino”, solo successivamente seguite dal deficit
motorio, che si presenta nella malattia di maggiore durata (11).
Relativamente alla neuropatia autonomica, l'intero SNA puod essere
coinvolto: alcuni esempi sono I’interessamento del sistema cardiovascolare
(ipotensione ortostatica, tachicardia a riposo), del sistema gastrointestinale
(gastroparesi, ritardato svuotamento gastrico), disfunzioni genitourinarie e
impotenza. Essa ¢ una importante causa di morbilita e morbilita, essendo
associata ad un aumentato rischio di ischemia miocardica silente e morte
improvvisa (8,11).

La nefropatia diabetica, causa principale di end-stage kidney disease. E una
sindrome clinica che coinvolge dal 20% al 50% dei pazienti diabetici ed ¢
caratterizzata da albuminuria persistente e/o riduzione della funzionalita
renale, accompagnata da un tipico pattern di malattia glomerulare (12).

La patogenesi di questa complicanza microvascolare vede implicati gli
stessi meccanismi coinvolti anche nello sviluppo della retinopatia, con la
quale spesso si presenta in associazione (8).

Se nel DM1 la presenza di albuminuria persistente, concomitanza di
retinopatia e mancanza di evidenza di malattia renale alternativa si
associano strettamente a un quadro istologico compatibile con
glomerulopatia diabetica, i pazienti affetti da DM2 possono presentare in
maggiore eterogeneita sia clinica sia istologica. Infatti, alcuni pazienti che
presentano albuminuria possono presentare all’istologia un quadro non
compatibile con la nefropatia diabetica classicamente descritta; viceversa, ¢
sempre maggiormente riconosciuto — sia nel contesto del DM1 sia nel DM2
—un quadro di riduzione della funzionalita renale in presenza di una normale
escrezione urinaria di albuminuria (non-albuminuric diabetic kidney
disease), fatto che potrebbe riflettere un maggior coinvolgimento della
componente tubulo-interstiziale nel danno renale (12).

In ogni caso, nonostante il termine “nefropatia diabetica” ora ricomprenda
lo spettro eterogeneo di pazienti diabetici che hanno o albuminuria o

riduzione della funzionalita renale, il riscontro di albuminuria rimane un
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fattore fortemente predittivo di aumento del rischio cardiovascolare e di

mortalita.

1.5 TERAPIA DELLA MALATTIA DIABETICA

Considerato che nella patogenesi delle complicanze associate alla malattia diabetica
un ruolo preponderante ¢ svolto dalla iperglicemia, I’obiettivo terapeutico deve
essere quello di raggiungere un ottimale controllo glicemico personalizzato per
ciascun paziente al fine di ridurre la morbilita e la mortalita associate alla malattia.
Sono stati definiti gli obiettivi terapeutici per i pazienti diabetici (13):

e HbAlc<7.0%

¢ Glicemia capillare preprandiale: 80-130 mg/dL

e Glucosio capillare postprandiale: < 180 mg/dL
Resta comunque di vitale importanza associare a questo obiettivo la gestione delle
complicanze del DM e agire sui fattori di rischio per le malattie che si associano al
DM stesso. Pertanto, in accordo con le piu recenti linee guida, nella gestione dei
pazienti diabetici ¢ fondamentale privilegiare la scelta di quei farmaci che non solo
siano ipoglicemizzanti, ma che permettano di ottenere in concomitanza un effetto

protettivo anche dal punto di vista cardiovascolare e renale (14).

Per quanto riguarda il DM tipo 1, visto il difetto di produzione endogena di insulina,
la terapia consiste nella somministrazione sottocute di insulina esogena (prodotta
attraverso la tecnica del DNA ricombinante), in modo tale da simulare la secrezione
fisiologica dell’ormone.

Lo schema terapeutico si articola attraverso la somministrazione di una insulina a
lunga durata di azione — tale da soddisfare il fabbisogno basale di insulina — e la
somministrazione di insulina “rapida” a breve durata di azione, da somministrare
in boli in concomitanza dei pasti, in modo da fare fronte al carico di carboidrati
forniti dall’assunzione di cibo (15). Bisogna sempre tenere presente che il maggior
rischio legato alla terapia insulinica ¢ I’ipoglicemia (13).

Nel DM tipo 2, oltre al controllo glicemico, particolare attenzione deve essere
rivolta alla gestione delle comorbilita associate e al controllo del rischio
cardiovascolare: I’intervento iniziale dovrebbe essere rivolto al cambiamento dello
stile di vita, che ha dimostrato ridurre i fattori di rischio associati allo sviluppo di

complicanze cardiovascolari nei pazienti con DM2 (16).
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Per quanto riguarda la terapia ipoglicemizzante orale, il farmaco di prima scelta ¢
la metformina (15), che agisce riducendo la produzione epatica di glucosio e come
insulino-sensibilizzante, permettendo di ottenere anche una moderata riduzione del
rischio cardiovascolare.

Qualora la monoterapia non fosse sufficiente al raggiungimento degli obiettivi, ¢
possibile impostare una terapia di associazione (15). Sulla base delle comorbilita
prevalenti — obesita, problematiche cardiovascolari, coinvolgimento renale — ¢
possibile ottimizzare la scelta del farmaco ipoglicemizzante piu adatto tra:
sulfaniluree, tiazolidinedioni, inibitori di DPP-4, inibitori di SGLT2 e analoghi di
GLP-1, terapia insulinica.

In virtu degli studi che hanno dimostrato il loro effetto benefico sugli eventi
cardiovascolari maggiori e sulla mortalita da tutte le cause, gli SGLT-2 inibitori e
gli agonisti del recettore di GLP-1 sono 1 farmaci di prima scelta assieme alla
metformina per il trattamento dei pazienti con DM2 e pregressi eventi
cardiovascolari, in assenza di scompenso cardiaco. Qualora questa condizione fosse
presente, si raccomanda I’impiego degli inibitori di SGLT-2 come prima scelta,

considerati gli effetti favorevoli che hanno dimostrato avere in questo contesto (14).
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2. COVID-19

2.1 DEFINIZIONE

SARS-CoV-2 (Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) € un
betacoronavirus ad elevata trasmissibilita emerso alla fine del 2019 che si ¢ reso
responsabile di una patologia sistemica a prevalente coinvolgimento respiratorio di
proporzioni pandemiche, denominata COVID-19 (17).

Il primo focolaio di malattia si ¢ sviluppato nella citta di Wuhan, Cina, nel
Dicembre 2019, dove sono stati registrati una serie di casi con presentazione clinica
simile a quella di una polmonite virale, diffusasi velocemente alle altre parti della
nazione

fino a coinvolgere il resto del mondo.

Alla fine di Gennaio 2020, la WHO ha definito la malattia COVID-19 “Public
Health Emergency of International Concern” (18) e successivamente ha dichiarato
lo stato pandemico 1’11 Marzo 2020.

La pandemia si ¢ evoluta negli anni 2020, 2021, 2022 attraverso differenti ondate,
caratterizzate dalla comparsa in successione di diverse varianti di SARS-CoV-2, il
quale si ¢ costantemente evoluto attraverso mutazioni casuali che ne hanno
modificato la trasmissibilita o la virulenza. L’imporsi di una nuova variante
dominante a livello di popolazione ha modificato di volta in volta alcuni aspetti
legati alle manifestazioni cliniche della malattia COVID-19, alla contagiosita del
virus e all’efficacia di alcuni trattamenti e dei vaccini sviluppati per trattare o
prevenire 1’infezione e lo sviluppo di malattia grave.

Brevemente, le varianti identificate durante la pandemia come “VOC” (“Variant of
Concern”) e orariclassificate come “VBM” (“Variant Being Monitored’) sono state
Alpha, Beta, Gamma e Delta, quest’ultima emersa nel Dicembre 2020 in India e
diventata globalmente dominante nel Luglio 2021 (19). Attualmente, la variante
preponderante ¢ Omicron (B.1.1.529), emersa nel Novembre del 2021 e
caratterizzata da maggiore trasmissibilita ma minore virulenza. Essa ¢ associata a
sviluppo di manifestazioni cliniche piu lievi ma ha dimostrato la capacita di evadere
la pregressa immunita umorale, aumentando notevolmente il rischio di reinfezione
e diminuendo considerevolmente 1’efficacia dei vaccini finora sviluppati (20).

Al 29 Maggio 2022 piu di 526 milioni di casi di COVID-19 e 6 milioni di morti

sono stati riportati globalmente (21).
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SARS-CoV-2 infetta le cellule umane attraverso il legame delle glicoproteine virali
spike al recettore ACE-2 (22), espresso prevalentemente ma non unicamente sugli
pneumociti di tipo 2 del tratto respiratorio, sede principale delle manifestazioni
cliniche legate alla patologia. L’entrata del virus nella cellula richiede il taglio
proteolitico delle proteine spike da parte di alcune proteasi espresse dalla cellula
ospite, come furina o TMPRSS2 (23).

Il contagio interumano pud avvenire tramite inalazione di droplets respiratorie,
aerosol rilasciati nell’ambiente attraverso le secrezioni emesse da un individuo
infetto o via contatto diretto di superfici contaminate dove il virus rimane stabile
fino a 72 ore; considerato il riscontro di SARS-CoV-2 vitale nelle feci, ¢ possibile
anche una trasmissione feco-orale (24).

Il periodo di incubazione mediamente riscontrato va da 1 a 14 giorni (piu

comunemente intorno a 5 giorni) (23).

2.2 QUADRO CLINICO

La malattia COVID-19 si manifesta attraverso un’ampia variabilita di sintomi, che
vanno dalla malattia lieve-asintomatica a una forma grave che pud condurre al
decesso.

Gli individui di ogni eta sono suscettibili all’infezione; mentre ¢ molto probabile
che 1 bambini riportino sintomi lievi o siano addirittura asintomatici, nella
popolazione generale la patologia si presenta attraverso diverse manifestazioni,
come febbre, tosse, astenia, dispnea, anoressia, seguite da espettorato, mialgie,
faringodinia, cefalea, dolore toracico. Sono anche stati riferiti sintomi intestinali,
come diarrea, nausea, vomito, dolore addominale e disfunzioni del senso del gusto
e dell’olfatto (23,25).

La metanalisi condotta da Fu et al., che ha preso in considerazione 43 studi
pubblicati tra Gennaio e Febbraio 2020, ha evidenziato che i tre sintomi piu
comunemente riportati erano febbre (83.3%), tosse (60.3%) e astenia (38.0%),
mentre le anomalie laboratoristiche piu frequenti risultavano essere 1’aumento della
PCR, linfopenia e I’aumento di LDH (26).

La malattia pud manifestarsi in forma moderata (81%), severa (definita da ipossia

che richiede ospedalizzazione con frequenza respiratoria > 30 atti al minuto o SaO2
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< 93%, 14%) — o critica (se ¢ richiesta la ventilazione meccanica, ¢’¢ evidenza di
Multi-Organ-Failure o di shock, 5%) (27).

La presentazione clinica differisce a seconda dell’eta, individui anziani (> 60 anni)
con comorbilitd sono piu proni a sviluppare malattia grave tale da richiedere
ospedalizzazione (23): ipertensione, comorbidita cardiovascolari, malattia renale
cronica, malattia respiratoria cronica e diabete sono fortemente associate allo
sviluppo di malattia severa e outcome sfavorevole a seguito della infezione da parte
di SARS-CoV-2 (27,28).

Nello studio di Li et al. i fattori predittivi di sviluppo di malattia severa all’ingresso
in ospedale sono risultati essere eta > 65 anni (OR 2.2), presenza di ipertensione

(OR 2.0), LHD > 445 U/L (OR 4.4) e D-Dimero > 1 mg/L (OR 2.2) (29).

2.3 DIAGNOSI

Poter effettuare una diagnosi precoce ¢ fondamentale per poter contenere la
diffusione di SARS-CoV-2, permettendo di individuare — e dunque di isolare — gli
individui infetti.

Gli individui aventi una sintomatologia compatibile con COVID-19 e coloro che
hanno avuto un elevato rischio di esposizione al virus SARS-CoV2, dovrebbero
essere sottoposti al test diagnostico per la ricerca di infezione.

Il gold standard per diagnosticare I’infezione ¢ il test molecolare per la ricerca
dell’acido nucleico (NAAT) di SARS-CoV-2 effettuata tramite metodica rRT-PCR
(23).

Le migliori fonti su cui performare il test si sono rivelate essere i campioni
provenienti dal tratto respiratorio inferiore (30), tuttavia questi sono difficilmente
ottenibili nella pratica di routine; viene pertanto raccomandato 1’utilizzo di un
campione nasofaringeo (31), ma possono essere utilizzati anche campioni nasali o
orofaringei.

In alternativa al NAAT, possono essere utilizzati i test antigenici per la ricerca di
SARS-CoV-2: pur essendo ugualmente specifici, rispetto ai primi sono meno
sensibili; pertanto, dovrebbero essere impiegati nelle fasi iniziali della infezione
sintomatica, quando la carica virale ¢ stimata essere piu elevata (31).

L’utilizzo della Tomografia Computerizzata (TC) ¢ stato dimostrato essere un
valido tool diagnostico nell’inquadramento iniziale dei pazienti aventi una delle

seguenti caratteristiche (32): I) pazienti con malattia moderata compatibile con
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COVID-19 a rischio di progressione; II) pazienti con sintomi moderati-severi
compatibili con COVID-19 indipendentemente dall’esito del tampone; I1I) pazienti
con sintomi severi-moderati in ambiente ad elevata prevalenza di infezione e con
risorse per performare i test diagnostici limitate. I reperti pil comunemente
riscontrati alla TC effettuata su pazienti affetti da polmonite indotta da SARS-CoV-
2 sono le opacita bilaterali a vetro smerigliato con distribuzione periferica o
posteriore (23).

Infine, il test sierologico per la ricerca di anticorpi anti SARS-CoV-2 puo essere
utilizzato in modo complementare ai test molecolari per la ricerca del virus,
permettendo di individuare quella fetta di popolazione che, dopo essere entrata in
contatto con il virus, ha sviluppato una immunita anticorpale diretta contro di esso.
E comunque da tenere presente che i test sierologici anticorpali risultano negativi
nella fase precoce di infezione poiché la sieroconversione richiede in media 5 giorni

per le IgM e 14 giorni per le IgG (33).

2.4 COMPLICANZE

Le manifestazioni legate al COVID-19 non riguardano soltanto [’apparato
respiratorio, ma possono estendersi a livello sistemico: ¢ ormai noto che COVID-
19 ¢ una patologia multi-organo che frequentemente si estrinseca anche a livello
extra-polmonare.
A livello fisiopatologico, in coloro che presentano forme di COVID-19 piu gravi si
riscontrano livelli piu elevati di markers infiammatori, come PCR, ferritina, IL-1,
IL-6 (29). Cio suggerisce che le alterazioni tissutali sistemiche possano essere
causate dalla risposta infiammatoria e dalla tempesta di citochine che si instaurano
nei casi severi di infezione da SARS-CoV-2 (34). Inoltre, visto che il recettore
ACE2 ¢ espresso in molti tessuti extrapolmonari, il danno d’organo sistemico
potrebbe essere secondario all’azione patogenetica diretta di SARS-CoV-2 (35).
Vengono di seguito schematizzate le pit comuni complicanze acute descritte in
letteratura (25,35):
- Sistema respiratorio: polmonite interstiziale o alveolare, evoluzione ad

Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS). L’eta avanzata, la presenza

di neutrofilia, I’elevazione di LDH e D-Dimero sono risultati essere i fattori

maggiormente legati allo sviluppo di ARDS, condizione associata a un tasso

di mortalita che puo superare il 40% (36).
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- Fegato: anormalita della funzionalita epatica, acute liver injury.

- Rene: Acute Kidney Injury (AKI), proteinuria, ematuria, anormalita
elettrolitiche, acidosi metabolica.

- Sistema gastro-intestinale: diarrea, nausea, vomito, raramente ischemia
mesenterica e sanguinamento gastrointestinale.

- Sistema cardio-vascolare: danno cardiaco acuto, miocarditi, cardiomiopatia,
aritmia, scompenso cardiaco, sindrome coronarica acuta, shock cardiogeno.

- Sistema nervoso centrale e periferico: cefalea, vertigini, convulsioni,
encefalopatia, ictus, sindrome di Guillain-Barre.

- Sistema ematopoietico: 1 soggetti affetti da malattia grave sono ad
aumentato rischio di trombosi venosa periferica ed embolia polmonare;
inoltre, si possono manifestare eventi ischemici legati alla trombosi
arteriosa. La linfopenia si ¢ dimostrata essere un marker di prognosi
negativa.

- Sistema endocrino: iperglicemia, chetoacidosi.

Tra i pazienti adulti sintomatici ricoverati per COVID-19 si ¢ evidenziata una
prevalenza del 14% di ARDS, del 15% di danno cardiaco acuto e di
tromboembolismo venoso, del 6% di AKI e coagulopatia e del 3% di shock (37).
Lo sviluppo di danno d’organo acuto, in particolare di danno miocardico e di AKI,
¢ strettamente correlato ad un aumento di mortalita COVID-19-relata, imponendo
la necessita di uno stretto monitoraggio della funzionalita d’organo nei pazienti con

infezione da SARS-CoV-2 severa (28).

2.5 TERAPIE APPROVATE

I presidi terapeutici che possono essere impiegati nel trattamento della malattia
COVID-19 devono essere scelti sulla base della sintomatologia, della gravita
clinica della patologia, del setting di cura (extra- vs intra-ospedaliero, Intensive
Care Unit (ICU)), del rischio di progressione e delle comorbilita presenti, in modo
tale che la gestione sia appropriata alla situazione clinica del singolo paziente.

Secondo le stime, circa 1’80% dei pazienti che sono affetti da COVID-19 non
richiedono ospedalizzazione o intervento medico (38). In questa situazione, il
cardine del management consiste nel trattamento sintomatico di supporto a

domicilio (utilizzo di antipiretici, analgesici, anti-tussivi), riservando le terapie
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specifiche a coloro i quali, pur non richiedendo ospedalizzazione, sono a maggiore
rischio di progressione. In questo caso, il PINETREE trial ha dimostrato come la
somministrazione di Remdesivir — un inibitore della replicazione virale, avente
dunque azione antivirale diretta — e.v. per 3 giorni consecutivi abbia ridotto il rischio
di ospedalizzazione e di morte dell’87% rispetto al placebo (39).

Inoltre, sulla base dei risultati forniti dallo studio MOVe-OUT, trial randomizzzato
di fase 3, ¢ stato approvato 1’uso dell’antivirale Molnupiravir nella popolazione di
pazienti COVID-19 non ospedalizzati a rischio di progressione verso malattia
severa. Questo, se somministrato entro 5 giorni dall’esordio dei sintomi, ha
dimostrato ridurre il rischio di morte e di ospedalizzazione nella popolazione di
pazienti considerata (40). Tuttavia, il Covid-19 Treatment Guidelines Panel
raccomanda 1’utilizzo del Molnupiravir soltanto nel caso in cui il Remdesivir non

sia disponibile, considerata la minore efficacia del primo (31).

In accordo con una nota rilasciata dall’AIFA, non € raccomandato 1’utilizzo di
azitromicina o di altro antibiotico nel management della malattia COVID-19, in
quanto non c’¢ evidenza scientifica che il loro impiego limiti la progressione della

malattia o riduca la mortalita (41).

Il fatto che il danno d’organo sistemico che si instaura nella malattia grave sia
dovuto alla risposta inflammatoria sistemica e alla tempesta di citochine che si
verificano a seguito della infezione da SARS-CoV-2, ha fornito il razionale per
testare 1I’impiego di corticosteroidi nei casi di COVID-19.

Infatti, 1 glucocorticoidi, pur non agendo direttamente contro il virus, potrebbero
mitigare la disfunzione d’organo associata alla inflammazione (42); tuttavia, il loro
utilizzo inizialmente ha prodotto risultati controversi tanto da richiedere una critica
rivalutazione del loro impiego (43).

Al momento, I’utilizzo di glucocorticoidi sistemici non € raccomandato nel setting
extra-ospedaliero o nei pazienti ospedalizzati che non richiedono supporto
respiratorio poiché mancano le evidenze che ne comprovino I’efficacia (31).

Essi devono essere invece impiegati da soli o in combinazione al Remdesivir nel
caso in cui nei pazienti ospedalizzati sia richiesta supplementazione di ossigeno o

ventilazione non invasiva (42).
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Inoltre, un’arma terapeutica che puo essere impiegata in caso di ammissione in
terapia intensiva ¢ il Tocilizumab, un anticorpo diretto contro il recettore di IL-6.
Questo ha dimostrato efficacia nel trattamento di COVID-19 severo attraverso
I’attenuazione della tempesta di citochine e la limitazione del danno indotto
dall’infiammazione e ha provato di migliorare gli outcome in questa categoria di
pazienti, inclusa la sopravvivenza (44).

Infine, deve essere fatto un accenno anche alle possibilita di impiego degli anticorpi
monoclonali (mAbs) neutralizzanti diretti contro SARS-CoV-2, proposti in
monoterapia o in differenti combinazioni e il cui razionale si basa sui principi della
immunizzazione passiva (45). Cinque di questi agenti avevano ricevuto
I’autorizzazione all’uso di emergenza (EUA) da parte dell’FDA, sia nel contesto
della profilassi sia a scopo terapeutico; tuttavia, la loro efficacia ¢ stata
drammaticamente ridimensionata dall’imporsi della variante Omicron, la quale ha
dimostrato una ridotta suscettibilita a questi agenti (46).

Attualmente, il COVID-19 Treatment Guidelines Panel non raccomanda I’impiego
di alcuno di questi agenti per la profilassi post-esposizione; soltanto il Bebtelovimab
ha dimostrato conservare efficacia contro Omicron e ha ricevuto 'EUA per il
trattamento di COVID-19 lieve-moderato in pazienti non ospedalizzati a rischio di

progressione a malattia severa (31).

2.6 LONG-COVID

Se la presentazione clinica della fase acuta di COVID-19 ¢ stata precocemente
caratterizzata, ci sono dati ancora limitati sulle sue conseguenze a lungo termine.
Infatti, c’¢ stata una evidenza crescente del fatto che una proporzione variabile tra
il 12 e 50% di coloro che sono guariti da COVID-19, anche aventi manifestato la
malattia in forma lieve, continuino a lamentare sintomi persistenti o a svilupparne
di nuovi a distanza di settimane dalla risoluzione della infezione (47).
Attualmente, esistono differenti definizioni di “long-COVID Syndrome” (LCS),
proposte da diversi enti; secondo il National Institute for Health and Care
Excellence, il termine LCS ricomprende: 1) “ongoing symptomatic COVID-19”,
che si applica a sintomi persistenti dopo 4-12 settimane dalla risoluzione della
infezione acuta; II) “post COVID-19 syndrome”, che si applica a sintomi persistenti

>12 settimane (48).
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E stato anche coniato il termine PASC (Post-acute Sequelae of COVID-19),
utilizzabile intercambiabilmente per definire il quadro clinico relativo alle
complicanze long-term di COVID-19; nonostante non ci sia ancora consensus su
quale sia la finestra temporale piu appropriata da considerare, ¢ stato proposto di
definire le sequele ‘a lungo termine’ se presenti a > 28 giorni dalla infezione acuta
(49).

Le stime piu recenti indicano che fino al 13% dei pazienti che guariscono da
COVID-19 lamentano sintomi persistenti a 2 mesi dalla infezione, il 4.5% ¢
sintomatico per piu di 2 mesi e il 2.6% ha sintomi che persistono per 3 mesi o piu
(50).

Secondo una review, che ha riassunto i risultati degli studi pubblicati tra Dicembre
2019 e Marzo 2021, i sintomi persistenti pit comunemente riportati sono: astenia
(28-98%), cefalea (91%), dispnea (13.5-88%), tosse (10-13%), dolore toracico,
ansia/depressione e disfunzioni del senso del gusto e dell’olfatto (49) .

Sono state inoltre descritti sintomi e sequele organiche a lungo termine interessanti
diversi apparati (49,51), come anomalie polmonari (riduzione della capacita
aerobica di esercizio, sviluppo di fibrosi, anomalie radiologiche persistenti tipo
ground-glass), ematologiche (stato pro-trombotico), cardiovascolari (palpitazioni,
dolore toracico, aritmie, tachicardia, fibrosi miocardica), neuropsichiatriche (‘brain
fog’, disautonomia, mialgie, impairment cognitivo, ansia, depressione, insonnia),

renali ed endocrine (new-onset o peggioramento del diabete mellito) (Figura 1).
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Figura 1: manifestazioni multiorgano di PASC (PostAcute Sequelae of Covid-19). POTS,
postural tachycardia syndrome. (Figura tratta da Jiang, D.H. et al. (49)).

Nonostante non sia stato ancora chiarito il preciso meccanismo responsabile della
persistenza della sintomatologia, la sua fisiopatologia ¢ probabilmente
multifattoriale e sono stati proposti tre differenti fattori che potrebbero contribuire
all’instaurarsi della LCS (51): I) persistenza del danno d’organo indotto
direttamente dal virus SARS-CoV-2 durante la fase acuta; I) danno infiammatorio
e disregolazione immunitaria in risposta all’infezione acuta; III) post-intensive care
syndrome, in coloro che hanno necessitato di ricovero protratto in ICU.

Per quanto riguarda il ruolo della disfunzione immunitaria nella patogenesi del
long-COVID, un recente lavoro del 2022 pubblicato su Cell (52) ha dimostrato che
gli stessi fenotipi di cellule immunitarie presenti in acuto nei casi di COVID-19
severo rimanevano preponderanti anche a 28 giorni dall’infezione e risultavano
associati allo sviluppo di PASC. Piu nel dettaglio, sono stati individuati 4 differenti
gruppi di pazienti sulla base della diversa polarizzazione immunitaria delle cellule
T; 1 diversi profili risultavano associati a diversa gravita di malattia acuta e diversa
sintomatologia da long-COVID (gastrointestinale vs respiratoria).

Questi risultati sono in linea con le evidenze in letteratura dell’esistenza di almeno

due diversi pattern di sintomatologia da long-COVID (50): pertanto, I’analisi del
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trascrittoma delle cellule T CD8+ specifiche per SARS-CoV-2 ha fornito un
possibile meccanismo patogenetico che possa spiegare lo sviluppo di diversi profili

clinici nel contesto del long-COVID.

Sebbene ci sia ancora poca chiarezza circa i fattori predittivi di sviluppo di long-
COVID, la severita della malattia acuta, I’eta, la presenza di comorbilita, il genere
femminile, I’appartenenza a una minoranza etnica e la provenienza da un ambiente
rurale hanno dimostrato essere fattori di rischio significativamente associati (49—
51). Un fattore risultato collegato allo sviluppo di PASC in tutti i gruppi di eta e in
entrambi 1 sessi ¢ 1’aver riportato un numero di sintomi maggiore di 5 nella prima
settimana di malattia acuta; i cinque sintomi maggiormente predittivi si sono
rivelati essere: astenia, cefalea, dispnea, raucedine, mialgie (50).

Nonostante siano ancora troppo scarse le evidenze per dimostrare un link causale
tra condizioni preesistenti e long-COVID, deve essere considerato il fatto che i
pazienti con multiple comorbilita sono piu a rischio di sviluppare malattia COVID-
19 severa, condizione che a sua volta aumenta il rischio di sviluppare long-COVID

(49).

Vista D’insufficiente conoscenza riguardo ai meccanismi fisiopatologici che
predispongono e contribuiscono al long-COVID, le opzioni terapeutiche sono ad
oggi limitate.

Innanzitutto, nonostante ci siano dati insufficienti per stabilire il miglior timing per
iniziare la valutazione, appare ragionevole iniziare a screenare i pazienti per sintomi
e condizioni associate a PASC almeno 4 settimane dopo la guarigione
dall’infezione acuta. I cardini del management sono la riabilitazione fisica e
polmonare, in modo da migliorare la capacita di esercizio, la qualita di vita e gli
outcomes funzionali; il trattamento delle comorbilita preesistenti, per limitare il
deterioramento clinico; 1’assicurazione di adeguato supporto psicologico in caso di
disturbi relativi alla sfera neuropsichiatrica (53).

Appare sempre piu evidente la necessita di sviluppare un modello efficiente per
la gestione di questi pazienti, considerate la elevata proporzione di popolazione
che ¢ o potra essere interessata dalla condizione e le ripercussioni e I’impatto a

livello sociale ed economico.
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3. DIABETE E COVID-19

3.1 RUOLO DEL DIABETE NEL RISCHIO DI INFEZIONE E NEL
RISCHIO DI COMPLICANZE

Con il progredire della pandemia, si sono raccolte un numero sempre pitl cospicuo
di evidenze che sottolineano la complessita della relazione che sussiste tra COVID-
19 e patologia diabetica.

Per evidenziare I’importanza della condizione diabetica in questo contesto, € stato
riportato che I’ipertensione e il DM2 siano tra le comorbilita piu frequenti nei
pazienti affetti da COVID-19 (54).

Tuttavia, nonostante sia stato ampiamente riconosciuto che il diabete sia una
condizione di rischio per lo sviluppo di infezioni in generale, i pazienti diabetici
non sembrano avere un aumentato rischio di infezione da parte di SARS-CoV-2
rispetto alla popolazione generale (55).

Al contrario, ci sono forti evidenze che indicano il diabete come fattore di rischio
per lo sviluppo di malattia severa, necessita di trattamento intensivo in ospedale,
ventilazione meccanica e outcome sfavorevole, rilevando maggiore presenza di
ARDS, AKI, shock settico e CID (Coagulazione Intravascolare Disseminata) tra i
pazienti diabetici rispetto alla popolazione di riferimento (56,57).

Infatti, un ampio studio di coorte inglese ha evidenziato che /’odds ratio per la
morte in ospedale dei pazienti con infezione da SARS-CoV-2, corretto per i fattori
confondenti, era 3.51 per i pazienti DM1 e 2.03 per i pazienti DM2, rispetto agli
infetti senza diabete (58).

A livello fisiopatologico, 1’associazione diabete — outcome di malattia severa puo
essere spiegata dal fatto che le disfunzioni d’organo e le complicanze gia presenti
nel contesto della patologia diabetica possono aggravare il decorso della infezione
(57).

Inoltre, la condizione persistente di infiammazione di basso grado che caratterizza
il diabete sembrerebbe favorire 1’amplificazione del danno d’organo indotto dal
virus, promuovendo il rilascio di citochine in risposta alla infezione da SARS-CoV-
2 (59). I pazienti diabetici sono cosi piu proni allo sviluppo di una tempesta
citochinica, associata al prolungamento del danno polmonare e ad outcome

negativo (57).
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La risposta infiammatoria all’infezione da SARS-CoV-2 agisce infine in modo
sinergico all’inflammazione promossa dal DM2 e dell’obesita, peggiorando
I’insulino-resistenza. Quest’ultima, stimolando [I’iper-reattivita bronchiale,
aumenta il rischio di insufficienza respiratoria e collasso cardio-polmonare nei

pazienti con diabete e COVID-19 (60).

Nonostante ci0, ¢ bene sottolineare che, qualora si tengano in considerazione le
comorbilita frequentemente concomitanti al DM (soprattutto di tipo 2),
I’associazione tra diabete preesistente e malattia grave diviene meno significativa:
cio suggerisce che 1’impatto sfavorevole che la malattia diabetica ha sull’outcome
sia dovuto soprattutto alle condizioni concomitanti (57,61), riconosciute essere

fattori di rischio indipendenti per sviluppo di infezione severa.

Al contrario, il diabete di nuovo riscontro e I’iperglicemia all’ingresso in ospedale
sono associate in modo piu forte ad evoluzione infausta di malattia rispetto alla
condizione di diabete preesistente, sottolineando la correlazione stretta che sussiste
tra 1 livelli ematici di glucosio e ’outcome (61). Nonostante le ragioni di questa
associazione non siano ancora state completamente chiarite, ¢ dimostrato che
I’iperglicemia  contribuisce ad alterare la  funzionalita immunitaria,
compromettendo la risposta alla infezione (62). Tuttavia, il fattore maggiormente
implicato nel mediare [’effetto negativo dell’iperglicemia sull’outcome ¢ il
peggioramento della funzionalita respiratoria (61), pertanto 1’alterazione dei livelli
glicemici sembra poter accelerare direttamente il decorso della malattia.

Inoltre, il significato prognostico negativo dell’iperglicemia si ¢ rivelato
indipendente dall’uso di glucocorticoidi, di cui si era ipotizzato poter agire da
fattore confondente e mediare almeno parte dell’effetto negativo dell’iperglicemia
sull’outcome, essendo usati nelle forme piu severe di malattia (63).

Dunque, le evidenze sono concordi nell” indicare I’importanza di testare 1 livelli di
glucosio nei pazienti ricoverati per COVID-19 e di ottenere un buon controllo

glicemico a breve termine per migliorare la prognosi (59,62).

In aggiunta, considerato il fatto che le comorbilita associate al DM condividono

alcuni dei meccanismi fisiopatologici comuni al danno d’organo indotto da SARS-
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CoV-2, ¢ possibile che i pazienti diabetici guariti da COVID-19 siano a maggior
rischio di sequele a lungo termine (47).

Sempre maggiore attenzione ¢ stata rivolta ad indagare il link tra disfunzione
metabolica e sviluppo di long-COVID, producendo risultati controversi.

Infatti, ¢ stato ipotizzato che I’inflammazione cronica di basso grado che
caratterizza 1’obesita viscerale e il diabete e la possibilita che il tessuto adiposo
agisca da reservoir per SARS-CoV-2 possano predisporre coloro che hanno

disordini metabolici all’insorgenza di LCS (47) (Figura 2).
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Figura 2: la fisiopatologia di Post-Acute Sequelae of CoV-2 (PASC) ¢ multifattoriale e
potrebbe essere esacerbata dall'insulino-resistenza e dalla presenza di tessuto adiposo
(Figura tratta da Scherer P. et al. (47)).

Nonostante sia noto che 1’obesita sia un fattore di rischio eta-indipendente per lo
sviluppo di PASC (64), le evidenze riguardo all’associazione con la malattia
diabetica sono meno chiare.

Mentre lo studio condotto da Su et al. ha identificato nella presenza di DM2 alla
diagnosi di infezione un fattore predittivo di sviluppo di PASC (52), diversi studi
che hanno analizzato specificamente I’associazione tra malattia diabetica e sviluppo
di LCS non hanno riportato differenze statisticamente significative tra i sintomi post

infezione nella coorte di pazienti diabetici rispetto ai controlli (64,65).
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Queste ultime evidenze sembrano suggerire che il diabete giochi un ruolo
preponderante nell’aumentare il rischio di complicanze durante la fase acuta della
infezione piuttosto che nell’aumentare il rischio di sviluppare sequele a lungo

termine.

32 COVID-19 E COMPARSA DI NUOVO DIABETE O
PEGGIORAMENTO DEL DIABETE

Larelazione esistente tra COVID-19 e diabete si ¢ rivelata essere bidirezionale: non
solo questa patologia ¢ un fattore che contribuisce allo sviluppo di malattia COVID-
19 severa, ma ci sono evidenze che supportano il fatto che I’infezione da parte di
SARS-CoV-2 possa portare allo sviluppo di complicanze acute della malattia
diabetica (come I’iperglicemia e la chetoacidosi), di diabete di nuovo riscontro e
possa peggiorare la malattia diabetica preesistente (59).

A sostegno dello sviluppo di scompenso metabolico durante la fase acuta di
infezione, uno studio condotto su 658 pazienti ospedalizzati con diagnosi di
COVID-19 ha riportato che I’infezione da parte di SARS-CoV-2 era associata allo
sviluppo di chetosi o chetoacidosi e induceva sviluppo di chetoacidosi diabetica in
coloro che avevano diabete preesistente (66).

Inoltre, numerosi studi hanno evidenziato che nei pazienti affetti da COVID-19 ¢
frequente riscontrare iperglicemia (sia in pazienti con che in pazienti senza diagnosi
di diabete preesistente) o diabete di nuova diagnosi all’ingresso in ospedale (67) e
sono stati riportati casi in cui 1’esposizione a SARS-CoV-2 abbia precipitato
I’esordio di diabete (68,69). E bene ricordare che, come gia ampiamente esposto
nel paragrafo precedente, il riscontro di iperglicemia o diabete di nuova diagnosi ¢

fortemente predittivo di outcome di malattia sfavorevole.

Nonostante tutti questi dati, ancora controverse sono le evidenze riguardo alla
capacita del virus di causare per se diabete (sia tipo 1 sia tipo 2) e riguardo alla
causalita dell’associazione COVID-19 —onset di diabete (70).

Infatti, il meccanismo alla base dello sviluppo di iperglicemia e diabete di nuovo
riscontro in COVID-19 non € ancora stato definito, cosi come non € chiaro se
SARS-CoV-2 espleti direttamente un effetto diabetogeno.

E ancora dibattuto se le B-cellule pancreatiche esprimano i recettori ACE2 e

TMPRSS2 e siano bersaglio di infezione da parte del virus: se cio fosse vero,
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SARS-CoV-2 potrebbe essere quindi direttamente implicato nel causare una
disfunzione delle cellule endocrine pancreatiche e portare cosi a un difetto della
secrezione di insulina fino alla comparsa di diabete; tuttavia, manca evidenza
definitiva del tropismo di SARS-CoV-2 per le cellule pancreatiche, non c¢’¢
riscontro istologico di distruzione delle B-cellule (70) ed esperimenti condotti in-
vitro hanno fallito nel dimostrare un effetto citopatico sulle cellule pancreatiche
virus-indotto (71).

Nonostante ci0o, le B-cellule potrebbero anche essere danneggiate e rese
disfunzionali indirettamente durante 1’infezione, per effetto dell’infiammazione e
dell’infiltrato di cellule immunitarie a livello pancreatico (59).

Inoltre, SARS-CoV-2 potrebbe essere direttamente implicato nel causare
iperglicemia inducendo una disfunzione del tessuto adiposo: lo studio di Reiterer et
al. ha dimostrato la capacita di SARS-CoV-2 di infettare gli adipociti e alterare la
secrezione di adipochine coinvolte nella regolazione del metabolismo, inducendo
insulino-resistenza e dunque iperglicemia (72).

Tuttavia, bisogna considerare il fatto che I’iperglicemia durante la fase acuta di
COVID-19 potrebbe essere anche dovuta ad un diabete misconosciuto o essere
indotta ed esacerbata dalla terapia con glucocorticoidi (67).

Inoltre, I’iperglicemia ¢ un frequente riscontro durante molteplici stati acuti critici
di malattia e dunque anche in COVID-19 un importante contributo all’instaurarsi
di questa alterazione potrebbe essere fornito dalla condizione di stress e
inflammazione (stress-induced hyperglycemia) che si instaura durante 1’infezione
acuta (67): in questo caso, l’iperglicemia sarebbe causata da un fattore
potenzialmente reversibile, mettendo in dubbio la persistenza della disregolazione
glicemica dopo la risoluzione della fase acuta e il rischio di sviluppare diabete

permanente.

Indipendentemente dai meccanismi fisiopatologici sottostanti all’iperglicemia nella
fase acuta, ¢ necessario infatti analizzare anche quale possa essere I’impatto a lungo
termine dell’infezione da parte di SARS-CoV-2 sul metabolismo glicemico dopo
che ¢ avvenuta la clearance virale.

A questo proposito, uno studio condotto negli USA su 181.280 soggetti ha
evidenziato che coloro che sono guariti da COVID-19 hanno un rischio aumentato

di sviluppare diabete (HR 1.40) fino a 12 mesi dopo 1’infezione con una probabilita
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tanto maggiore quanto piu grave ¢ stata la fase acuta di malattia e quanto piu alto
era il rischio al baseline di diabete; questa patologia dovrebbe essere quindi
considerata una componente della sindrome long-COVID (73). Risultati simili sono
stati ottenuti dallo studio eseguito da Maestre-Muniz et al., il quale ha riscontrato
che I’1% di coloro che erano guariti da COVID-19 ad un anno ha sviluppato diabete
e il 10% di coloro che avevano un diabete preesistente ha sperimentato un
peggioramento del controllo glicemico (74).

Inoltre, con lo scopo di indagare se I’iperglicemia riscontrata durante la fase acuta
di COVID-19 persistesse a lungo termine, lo studio di Montefusco et al. ha
riscontrato che, tra coloro che hanno manifestato iperglicemia all’ammissione in
ospedale, il 35.1% dei casi ha riportato iperglicemia persistente a sei mesi dalla
risoluzione della infezione e 1’1.6% diabete manifesto (75).

Al contrario, un’altra analisi italiana ha prodotto risultati a favore di un effetto solo
transitorio di SARS-CoV-2 sull’omeostasi del glucosio. In questo ultimo studio, si
¢ riscontrata un’assenza di disregolazione persistente dei livelli glicemici superata
la fase acuta dell’infezione, suggerendo che I’iperglicemia in questo contesto
potesse essere prevalentemente legata a fattori reversibili, come [’insulino-
resistenza indotta dall’inflammazione (76).

Dunque, I’iperglicemia nella fase acuta di COVID-19 si conferma in tutti gli studi
associata ad elevati marker infiammatori e predittrice di outcome sfavorevole;
tuttavia, non essendo ancora chiarito il meccanismo alla base dell’iperglicemia
associata a COVID-19, ’effetto dell’infezione da SARS-CoV-2 sulla regolazione
glicemica potrebbe essere non duraturo, imponendo cautela nel dichiarare
aumentato il rischio di diabete post infezione.

In ogni caso, ¢ necessario che i pazienti che hanno presentato iperglicemia o diabete
di nuovo riscontro al momento del ricovero per COVID-19 vengano sottoposti a un
follow up long-term per indagare se sviluppino diabete persistente nella fase post

acuta.

Oltre ad indagare il contributo patogenetico da parte della infezione da SARS-CoV-
2 alla comparsa di diabete, deve anche essere preso in considerazione I’impatto che
la riduzione delle prestazioni ambulatoriali durante il lockdown ha avuto sul

Sistema Sanitario e, in particolare, sulla gestione dei pazienti diabetici.
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E stato infatti stimato che — nel periodo tra Marzo e Dicembre 2020 — nel Regno
Unito siano state mancate o ritardate circa 60.000 diagnosi di DM2 per effetto del
primo lockdown e si ¢ rilevato un aumento dei tassi di mortalita negli affetti da
DM2, soprattutto tra coloro > 65 anni (77).

Il prototipo di paziente che ha maggiormente risentito delle restrizioni applicate ai
servizi ambulatoriali corrisponde infatti all’anziano affetto da DM2, non in grado
di usufruire della telemedicina e di sottoporsi ai controlli a distanza (78) . Questa ¢
anche la tipologia di paziente piu fragile, spesso in polifamacoterapia, che
richiederebbe al contrario stretto monitoraggio.

Sono pero necessari ulteriori studi per indagare quali saranno le ripercussioni che
I’interruzione delle prestazioni assistenziali, il ritardo nelle diagnosi e il minor
monitoraggio clinico avranno sullo sviluppo di complicanze croniche associate al

diabete.
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4. CELLULE STAMINALI CIRCOLANTI

Le cellule staminali circolanti (CSC) sono un gruppo eterogeneo di globuli bianchi
del sangue periferico, la cui frazione piu rilevante ¢ rappresentata dalla
sottopopolazione delle cellule staminali ematopoietiche e delle cellule progenitrici
(HSC/HSPC).

Fenotipi minoritari sono le cellule progenitrici endoteliali (EPC) e le cellule
staminali mesenchimali (MSC).

Le CSC, una volta rilasciate dal midollo, possono essere misurate nel sangue
periferico attraverso 1’analisi citofluorimetrica, che si basa sul riconoscimento della
espressione di specifici markers antigenici di immaturita, come CD34 e CD133
(79).

Nonostante la rarita di questa popolazione, le CSC hanno dimostrato di svolgere un
ruolo chiave nel mantenimento dell’equilibrio dell’organismo, tanto ¢ che una
riduzione dei loro livelli sembra essere indicativa di un’alterazione dell’omeostasi
sistemica.

Infatti, nell’uomo 1 livelli di CSC sono ridotti in presenza di fattori di rischio
cardiovascolari e malattia cardiovascolare manifesta, come aterosclerosi
coronarica, periferica e cerebrovascolare (80). Questa alterazione rappresenta un
possibile meccanismo di difetto della capacita di mantenere 1’omeostasi vascolare
e un fattore di rischio per evento cardiovascolare futuro.

Di seguito verranno analizzate le caratteristiche delle popolazioni cellulari prima

citate.

4.1 PRINCIPALI SOTTOTIPI DI CELLULE STAMINALI CIRCOLANTI

4.1.1. Hematopoietic stem cells/progenitor cells (HSCs/HSPCs)

Le cellule staminali ematopoietiche/cellule progenitrici, identificate dalla
espressione del marker di immaturita CD34 nella frazione CD45dim, sono la
sottopopolazione piu consistente delle CSC, rappresentando lo 0.05% dei globuli
bianchi e raggiungendo il numero di 3 cellule/ul nel sangue periferico degli
individui sani (81).

Esse vengono rilasciate dal midollo osseo secondo un ritmo circardiano finemente

regolato dal sistema nervoso autonomo (82), anche se il ricircolo che queste
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effettuano tra il midollo osseo stesso e il sangue periferico ¢ solo in parte
biologicamente compreso (83).

Al proposito di spiegare il movimento delle HSPC tra sangue e midollo osseo,
diverse ipotesi sono state formulate (84—86).

- Il ricircolo delle HSPC ha come obiettivo la ricollocazione delle cellule in
nicchie midollari maggiormente favorevoli al fine di ottimizzare
I’emopoiesi.

- Le HSPC sono coinvolte nella sorveglianza degli organi extra-midollari,
dove originano cellule dell’immunita innata mature e contribuiscono
all’immunosorveglianza.

- Sottopopolazioni di cellule progenitrici derivanti dal midollo
contribuiscono all’omeostasi dei tessuti periferici, come il mantenimento
della capacita endogena riparativa.

Nonostante la loro scarsa rappresentazione nel sangue periferico, la riduzione dei
livelli di HSPC ¢ stata associata sviluppo di eventi clinici avversi (87), come verra

successivamente approfondito.

4.1.2. Cellule progenitrici endoteliali (EPC)

Le conoscenze riguardo alle cellule progenitrici endoteliali (EPC), identificate per
la prima volta nel 1997 da Asahara come una rara sottopopolazione delle cellule
mononucleate del sangue periferico in grado di dare origine a cellule endoteliali e
strutture vascolari tubulari sia in vitro sia in vivo (88), si sono molto evolute negli
ultimi anni.

Esse rappresentano una quota molto piccola (0.005-0.01%) dei globuli bianchi
circolanti e svolgono una funzione rigenerativa essenziale, contribuendo a
rinnovare aree danneggiate della tonaca intima dei vasi sanguigni (89).
Attualmente, si pensa che la maggior parte delle EPC derivino o abbiano un
fenotipo parzialmente sovrapponibile alle HSPC, con le quali condividono
I’espressione di markers emopoietici (90). Esse vengono identificate alla
citofluorimetria come cellule esprimenti CD34, CD133 (cluster di differenziazione
della linea staminale, espressione di immaturitd) e KDR (anche conosciuto come
VEGF-R, marcatore di differenziazione endoteliale).

I meccanismi attraverso cui le EPC contribuiscono a promuovere la rigenerazione

e a mantenere ’integrita vascolare sono controversi.
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Infatti, se in base ai primi studi erano ritenute capaci di integrarsi direttamente
nell’endotelio danneggiato (91), ¢ stato invece dimostrato che le EPC promuovono
I’angiogenesi e la riparazione endoteliale attraverso un meccanismo indiretto,
secernendo molecole con effetto paracrino poich¢ incapaci di generare esse stesse
cellule endoteliali mature (90). Le cellule che sembrerebbero invece poter
contribuire direttamente alla neoangiogenesi in vivo sono le ECFCs (endothelial
colony forming cells). Esse costituiscono una rara popolazione che non esprime
fenotipo ematopoietico (CD457) e che non si ritiene originare dal midollo osseo,
quanto piuttosto o dalle cellule endoteliali circolanti mature o dalle cellule
progenitrici associate alla parete vasale (90).

Alla luce della recente rivalutazione critica, le cellule pro-angiogeniche che
derivano dal midollo osseo sembrano essere legate alla plasticita del /ineage dei
monociti-macrofagi e appaiono contribuire ai meccanismi di riparazione

endoteliale attraverso un’attivita indiretta di supporto cellulare (92).

4.2 SIGNIFICATO CLINICO

Nonostante il fatto che le CSC costituiscano una sottopopolazione decisamente
minoritaria delle cellule mononucleate del sangue periferico, ¢ dimostrato che
un’alterazione del loro numero sia associata ad eventi clinici sfavorevoli e ad
aumento di mortalita (87). Cid pud essere spiegato dal fatto che le CSC
contribuiscono al mantenimento dell’omeostasi cardiaca e vascolare (93).

Infatti, queste vengono rilasciate in risposta a differenti stimoli, come l'ischemia,
I’esercizio fisico, citochine e chemochine (91), entrano nel sangue periferico e si
dirigono verso i tessuti bersaglio, dove favoriscono la riparazione tissutale e
vascolare (94).

Una riduzione dei loro livelli, pertanto, puo essere rappresentativa di un difetto della
capacita endogena riparativa dell’organismo e si verifica in presenza di condizioni
di rischio cardiovascolare.

A questo proposito, € universamente riconosciuto che 1’eta avanzata di per sé sia
un fattore di rischio cardiovascolare. E stato dunque ipotizzato che il livello di CSC
sia soggetto a cambiamenti eta-correlati, 1 quali risultano in una compromissione
del loro numero e funzionalita: dunque I’alterazione eta-dipendente che coinvolge

le cellule staminali circolanti potrebbe contribuire alla disregolazione dei
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meccanismi di riparazione portando alle manifestazioni patologiche cardiovascolari
che si verificano durante 1I’invecchiamento (85).

Sempre nell’ambito di indagare la relazione che sussiste tra cellule staminali
circolanti ed eta, nel 2017 ¢ stata scoperta una correlazione tra la lunghezza dei
telomeri leucocitari (LTL) e i livelli di CSC (95).

LaLTL ¢ considerata un marker di invecchiamento biologico poiché si crede rifletta
I’accumulo di danni a livello cellulare nel tempo ed ¢ stata associata a diverse
patologie legate all’invecchiamento — come 1’aterosclerosi — e a un aumento della
mortalita cardiovascolare (96,97). E stato quindi pensato che 1’impatto negativo che
la riduzione della LTL (rappresentativa del processo di biological aging) ha
sull’outcome cardiovascolare potesse essere mediato da un difetto della capacita
rigenerativa dell’organismo, rispecchiato dalla presenza di ridotti livelli di CSC nel
sangue periferico.

Ci0 che ¢ stato dimostrato dallo studio condotto ¢ il fatto che telomeri piu corti sono
associati a diminuiti livelli di CSC, indipendentemente dall’eta e dai fattori di
rischio CV. Tuttavia, sia la LTL sia i livelli di CSC agiscono come fattori
indipendenti e additivi nel predire eventi cardiovascolari avversi: I’invecchiamento
biologico accelerato ¢ associato a un numero ridotto di CSC ed entrambi
contribuiscono agli outcome cardiovascolari sfavorevoli indipendentemente dagli

altri fattori di rischio (95).

Infine, uno studio recente ha evidenziato che, con I’avanzare dell’eta, gli individui
con molteplici fattori di rischio cardiovascolare vanno incontro a una progressiva
riduzione dei livelli di CSC, fatto che non riguarda invece gli individui sani:
probabilmente cio riflette 1’esaurimento del potenziale endogeno riparativo che si
verifica in conseguenza di una prolungata mobilizzazione delle CSC, avvenuta in
risposta agli eventi di danno cardiovascolare presenti nella storia di questi pazienti
(998).

Infatti, 1’esposizione ai diversi fattori di rischio cardiovascolare in giovane eta
stimola il rilascio di CSC dal midollo osseo in risposta al danno precoce e questo
sostenuto pregresso rilascio porta al declino del numero e della funzionalita delle
CSC/EPC in eta piu avanzata (93).

La riduzione del livello di CSC svolge un ruolo chiave nella progressione della

malattia aterosclerotica, riflettendo una compromissione della capacita riparativa
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vascolare dell’organismo e predisponendo ad eventi avversi futuri; la deplezione
delle EPC contribuisce alla patogenesi della macroangiopatia non sono durante gli
stadi iniziali di malattia, favorendo la disfunzione endoteliale e quindi la genesi
della placca, ma anche nella fase finale di sviluppo delle complicanze,
compromettendo la capacita di sviluppare circoli collaterali di compenso (80).

Dal punto di vista della prognosi, I’alterazione dei livelli di CSC ¢ predittiva di
outcome cardiovascolare sfavorevole in differenti coorti di pazienti.

Una metanalisi del 2016, che ha riassunto i risultati provenienti da 21 studi
prospettici  osservazionali, ha precisato il significato prognostico della
quantificazione dei livelli di CSC nei pazienti con fattori di rischio cardiovascolari,
malattia coronarica o altre comorbilita cardiovascolari (99).

Si ¢ cosi evidenziato che la riduzione nel numero di CSC ¢ associata ad un rischio
maggiore di due volte di evento cardiovascolare futuro e di mortalita per cause
cardiovascolari e per tutte le cause.

I fenotipi di CSC piu strettamente associati all’outcome sfavorevole sono risultati
essere i cluster CD34" e CD34"CD133"; associazione piu debole hanno rivelato
avere le EPC, fatto dovuto probabilmente alla maggiore rarita di questa
sottopopolazione, alle difficolta intrinseche alla loro misurazione laboratoristica
(100) e al fatto che le CSC rispecchiano meglio la funzionalita del midollo osseo
(87), riconosciuto essere target di danno in diverse condizioni caratterizzate da
morte prematura (101).

Sulla base di quanto esposto, la misurazione delle CSC potrebbe fornire
informazioni aggiuntive per effettuare una piu accurata stratificazione del rischio
cardiovascolare nella pratica clinica (102) ¢ il fenotipo CD34" potrebbe essere il

candidato futuro biomarker (99).

In conclusione, una riduzione dei livelli circolanti di CSC ¢ di frequente riscontro
in molteplici condizioni caratterizzate da un aumento del rischio cardiovascolare e
mortalitd precoce; in queste sindromi, la perturbazione del numero delle CSC
rappresenta un’alterazione della capacita endogena rigenerativa in risposta al danno

e agisce come fattore di rischio di mortalita indipendente (84).
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5. CELLULE STAMINALI E DIABETE

Il diabete ¢ uno dei fattori di rischio piu strettamente associati alla riduzione dei
livelli di CSC (84); infatti, ¢ stato dimostrato che, negli individui con DM2, il livello
di HSPC ¢ ridotto del 30-40% rispetto ai controlli sani (103).

Recentemente, ha acquisito sempre maggiore evidenza I’ipotesi che le complicanze
associate alla malattia diabetica siano conseguenza non solo del danno d’organo
indotto dall’iperglicemia, come tradizionalmente considerato, ma anche di un
difetto delle capacita riparative endogene che dovrebbero attivarsi in risposta al
danno tissutale (92) e che cid sia strettamente connesso alla alterazione sia
quantitativa sia funzionale delle CSC che si verifica in questa condizione (104).

Ci sono differenti ragioni che potrebbero spiegare perché si assiste a una
diminuzione dei livelli di CSC in circolo: I) insufficiente rilascio dal midollo osseo;
IT) ridotta sopravvivenza nel sangue periferico; III) uscita dal circolo per aumento
dell’homing verso i tessuti periferici danneggiati (100).

Nel diabete, la riduzione del numero di CSC nel sangue periferico ¢ da ricondursi
al fatto che questa patologia compromette la capacita delle HSCP di essere rilasciate
dal midollo osseo e di raggiungere la circolazione periferica (105,106), condizione
definita ‘stem cell mobilopathy’ (107) .

La compromissione del rilascio di HSPC ¢ stata dimostrata avvenire nel diabetico
sia a seguito della stimolazione diretta con G-CSF sia in risposta all’ischemia
periferica (100,106), stimoli entrambi associati alla mobilizzazione delle cellule
progenitrici.

La mobilopatia sembra essere connessa al profondo rimaneggiamento strutturale
che le nicchie delle cellule staminali ematopoietiche e, piu in generale, il midollo
0sseo in foto subiscono nel corso della malattia diabetica (108): istologicamente, si
riscontrano a questo livello molteplici alterazioni, come rarefazione della
componente microvascolare, distorsione dei sinusoidi, infiltrazione da parte di
tessuto adiposo e neuropatia, con disfunzione dei terminali nervosi simpatici (109).
Tutte queste alterazioni anatomiche impattano in modo significativo sul ricircolo

delle HSPC.

Dal punto di vista piu prettamente meccanicistico, il link tra diabete e difetto di
mobilizzazione delle HSPC risiede nel fatto che I’iperglicemia ¢ responsabile di

uno shift dell’ematopoiesi verso la linea mieloide (diabetes-associated
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myelopoiesis) (110); pertanto, il midollo osseo diabetico si caratterizza per un
eccesso di macrofagi M1 a fenotipo pro-infiammatorio, i quali sono coinvolti
dell’alterata mobilizzazione delle HSPC attraverso la produzione di Oncostatina M
(OSM) (111).

Nello specifico, I’identificazione questo mediatore solubile ha spiegato la relazione
tra la diabetes-associated myelopoiesis e la mobilopathy: infatti, OSM, prodotta dai
macrofagi pro-infiammatori, induce la produzione della chemochina CXCL12 da
parte delle cellule stromali midollari che, attraverso la interazione CXCL12-
CXCRA4, recettore espresso a livello delle HSPC, media il segnale di ritenzione di
queste ultime a livello del midollo osseo, impedendone la mobilizzazione (Figura
3).

Per concludere, la riduzione delle cellule staminali circolanti che si verifica nel
paziente diabetico ¢ ascrivibile a un difetto di mobilizzazione dal midollo osseo in
conseguenza del rimodellamento che questo tessuto subisce in un contesto di

iperglicemia.
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Figura 3: link meccanicistico tra mielopoiesi e mobilopatia nel diabete. HSPC, hematopoietic
stem/progenitor cells; OSM, oncostatina M. (Figura tratta da Fadini et al. (112)).
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In linea con il ruolo attribuito alle CSC nel mantenimento della omeostasi tissutale
in virta del loro tropismo vascolare, nei pazienti diabetici ¢ stata dimostrata
’associazione tra bassi livelli di HSPC CD34* ¢ comparsa di retinopatia, nefropatia
o neuropatia diabetica, oppure di peggioramento delle complicanze microvascolari
pre-esistenti, in modo indipendente dai fattori confondenti (113).

Inoltre, i pazienti diabetici con livelli inferiori di HSPC presentano vasculopatia
arteriosa periferica di grado piu severo, fornendo evidenza a sostegno del ruolo
patogenetico della riduzione delle EPC nello sviluppo della macroangiopatia
diabetica (114). Dal punto di vista prognostico, infine, i pazienti diabetici con bassi
livelli di HSPC hanno un rischio aumentato di due volte di evento cardiovascolare
avverso maggiore o ospedalizzazione per cause cardiovascolari rispetto ai diabetici
con livelli elevati di HSPC (115).

Pertanto, la riduzione del numero di HSPC nel sangue periferico che si verifica nel
paziente diabetico contribuisce allo sviluppo delle complicanze sia micro- sia
macrovascolari e alla progressione della malattia (84). Non solo, I’alterazione dei
livelli e della funzionalita di queste cellule progenitrici implicate nel mantenimento
della omeostasi cardiovascolare potrebbe essere il meccanismo di connessione tra

la micro- e la macroangiopatia diabetica.

6. CELLULE STAMINALI E COVID-19

Come ¢ stato ampiamente discusso nel corso dei precedenti paragrafi, il diabete e
I’iperglicemia al momento dell’ingresso in ospedale — anche in assenza di diabete
preesistente — si sono rivelati essere forti predittori di sviluppo di malattia COVID-
19 severa (57).

Partendo dal presupposto che I’iperglicemia causi una riduzione delle HSPC nel
sangue periferico e che diminuiti livelli di queste predicano lo sviluppo di
complicanze della malattia diabetica, eventi avversi cardiovascolari e morte, ¢ stato
proposto che I’iperglicemia nei pazienti affetti da COVID-19 riduca 1 livelli di
HSPC in circolo e che sia questa diminuzione di CSC ad essere responsabile, per
lo meno in parte, del significato prognostico negativo che il riscontro di
iperglicemia ha sull’outcome di COVID-19.

A sostegno di questa ipotesi, uno studio condotto su 100 pazienti (sia diabetici sia

non diabetici) affetti da COVID-19 ha dimostrato come i livelli ematici di glucosio
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all’ammissione in ospedale fossero inversamente correlati ai livelli di HSPC e che
bassi livelli di HSPC fossero associati a un rischio 3 volte maggiore di outcome
sfavorevole di COVID-19 sia a breve sia a lungo termine, in modo indipendente dai
fattori confondenti (116).

Pertanto, sulla base dei risultati dell’analisi di mediazione, la riduzione dei livelli
di HSPC ¢ risultata essere responsabile dell’effetto prognostico negativo che
I’iperglicemia ha sull’outcome di COVID-19 per una percentuale di circa il 28%

(Figura 4).
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Figura 4: rappresentazione grafica dell'effetto di mediazione di ridotti livelli di HSPCs nei
confronti dell'impatto che I'iperglicemia ha sull'outcome di COVID-19. HSPCs,
hematopoietic stem/progenitor cells (Figura tratta da Fadini G.P. et al.(116)).

In aggiunta, visto che il riscontro di anomalie ematologiche, linfopenia e aumento
del rapporto Neutrofili/Linfociti ¢ frequente nei casi di malattia grave (35), ¢ stato
ipotizzato che la malattia COVID-19 possa, nei casi piu severi, alterare
I’ematopoiesi midollare e causare un’espansione del comparto mieloide a scapito
dei progenitori linfoidi (117); ’eccesso di mielopoiesi, caratteristica dunque dei
casi di COVID-19 severo, compromette la mobilizzazione di HSPC anche in questo
contesto (116), in analogia con quanto avviene nell’ambito della diabetes
associated-myelopoiesis precedentemente discussa.

Infine, ¢ stata avanzata 1’ipotesi che la diminuzione del numero di HSPC possa
svolgere un ruolo anche nell’insorgenza di long-COVID: infatti, il checkpoint
immunitario PD-L1 sembra essere funzionalmente alterato nelle HSPC dei pazienti

diabetici e I’iper-espressione di PD-1 ¢ stata associata al long-COVID (118).
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Tuttavia, ulteriori studi sono necessari per confermare |’esistenza di una

associazione tra asse PD-1/PDL-1, bassi livelli di HSPC e sviluppo di long-COVID.
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SCOPO DELLA TESI

In una coorte di 100 pazienti affetti da COVID-19, ¢ stato riscontrato che 1 livelli
di HSPC erano significativamente piu bassi rispetto a controlli sani e che una
riduzione di HSPC CD34* di 1 deviazione standard era associata ad un rischio di
outcome sfavorevole (definito come necessita di ricovero in terapia intensiva o
morte intra-ospedaliera) di 3 volte maggiore, indipendentemente da fattori
confondenti; inoltre, bassi livelli di HSPC al momento dell’ospedalizzazione erano
associati ad un aumento di mortalita valutata a sei mesi.

Nel presente studio, ¢ stato esteso il follow up della stessa coorte di pazienti a 12
mesi dal momento della ospedalizzazione.

L’obiettivo primario del progetto di tesi € stato valutare la mortalita ad un anno dal
ricovero per COVID-19 e determinare se i livelli di HSPC e di glicemia, valutati al
momento dell’ospedalizzazione, fossero in grado di predire outcomes sfavorevoli a
lungo termine.

Gli obiettivi secondari del presente studio sono stati la valutazione dello sviluppo
di sintomi compatibili con “long-COVID Syndrome” e della necessita di avvalersi
di risorse sanitarie, come visite /0 accertamenti strumentali, nel corso dei 12 mesi

di follow-up.
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MATERIALI E METODI

1. Popolazione dello studio

Questo studio prospettico osservazionale ¢ stato condotto in accordo con i principi
della dichiarazione di Helsinki e il protocollo ¢ stato approvato dal Comitato etico
dell’Azienda Ospedale-Universita di Padova. Ciascun paziente ha firmato un
consenso informato.

Tra dicembre 2020 e marzo 2021 sono stati arruolati consecutivamente soggetti
ricoverati per COVID-19 presso il reparto di Malattie Infettive dell’Azienda
Ospedale-Universita di Padova

I criteri di inclusione erano: eta > 18 anni e infezione da SARS-CoV-2 sintomatica
confermata attraverso un test molecolare PCR. Sono stati esclusi dallo studio
pazienti con eta > 100 anni, patologia epatica o renale severa, neoplasia avanzata,
breve aspettativa di vita, stato di gravidanza o allattamento, incapacita di fornire il
consenso informato.

Per tutti 1 pazienti sono state raccolte le seguenti informazioni: eta, sesso, anamnesi
patologica remota e presenza di comorbidita (diabete, obesita, ipertensione, fumo,
malattie cardiovascolari, malattia renale cronica, pregresse neoplasie), anamnesi
farmacologica.

Per ciascun paziente inoltre sono state raccolte informazioni in merito a dati
laboratoristici al momento del ricovero, radiologici, ai sintomi e al trattamento
dell’infezione da SARS-CoV-2.

Ad ogni paziente ¢ stato effettuato un prelievo ematico al fine di analizzare

mediante citofluorimetria le sottopopolazioni di cellule staminali circolanti.

2. Valutazione degli outcomes a lungo termine

Ciascun paziente arruolato nello studio ¢ stato sottoposto a follow up con I’obiettivo
di valutare I’insorgenza a 12 mesi dei seguenti outcomes: a) lo stato in vita; b)
I’insorgenza di sintomi compatibili con “long-COVID Syndrome”; ¢) la necessita

di dover ricorrere all’impiego di risorse sanitarie.
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Al fine di fare questo, ¢ stata condotta una revisione delle cartelle cliniche
elettroniche dei pazienti mediante la piattaforma “Galileo”, utilizzata dall’ Azienda
Ospedale-Universita di Padova, e il portale della Sanita Regione Veneto,

denominato “SSI61”.

I sintomi compatibili con long-COVID riscontrati sono stati classificati nelle
seguenti categorie:
- Sintomi generali: astenia che interferisce con le attivita quotidiane, sintomi
che peggiorano dopo sforzo fisico/mentale, febbre.
- Sintomatologia cardiaca o respiratoria: dispnea o mancanza di fiato, tosse,
dolore toracico, tachicardia/palpitazioni.
- Sintomi neurologici/psichiatrici: “brain fog”, cefalea, insonnia, vertigini,
parestesie, anosmia/ageusia, ansia/depressione.
- Sintomi gastrointestinali: diarrea, dolore addominale, dispesia, perdita di
appetito.

- Altri sintomi: artralgie/mialgie, rash, alterazioni del ciclo mestruale.

L’utilizzo di risorse sanitarie ¢ stato definito come come necessita di sottoporsi ad
accertamenti strumentali (TC, RX, spirometria) o a visita di controllo pneumologica

o infettivologica.

3. Procedure analitiche per la quantificazione delle cellule staminali

circolanti

Le cellule HSPC della popolazione in studio sono state identificate e quantificate
nel sangue periferico sulla base della espressione di specifici antigeni di superficie
marcati con anticorpi monoclonali coniugati a fluorocromi, mediante analisi
citofluorimetrica a flusso.

Il citometro a flusso ¢ uno strumento che, attraverso I’integrazione di parametri
morfologici e immunologici, permette la valutazione multiparametrica delle
caratteristiche antigeniche di singole cellule contenute in una sospensione liquida,
tramite I’analisi dei marcatori da queste espressi.

Lo strumento ¢ costituito da quattro elementi:
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- un sistema di fluidi, composto da una pompa idraulica, delle taniche di
alimentazione e raccolta del liquido di trascinamento e da una cella di
analisi;

- una sistema di eccitazione, composto da una sorgente luminosa da cui
proviene un fascio laser (ad Argon o a Elio) che attraversa la sospensione
liquida che contiene le cellule;

- un sistema ottico, in grado di raccogliere i segnali luminosi e misurarne
I’intensita;

- un sistema di analisi computerizzato che permette la digitalizzazione e
I’analisi del segnale.

Il campione, preparato in modo da ottenere una soluzione di globuli bianchi marcati
con anticorpi monoclonali coniugati a fluorocromi, viene aspirato dal
citofluorimetro e presentato alla cella di analisi dello strumento.

Qui avviene I’interazione tra le cellule e i raggi laser provenienti dalla sorgente di
eccitazione: quando un fascio luminoso focalizzato incontra una cellula, vengono
generati differenti segnali (frutto di fenomeni di rifrazione, riflessione, diffrazione)
che rispecchiano le caratteristiche fisiche e morfologiche della cellula stessa.
Quindj, si definiscono:

- 1l Forward Scatter (FSC), segnale luminoso disperso seguendo la direzione
del raggio incidente, il quale riflette le dimensioni della cellula;

- 1l Side Scatter (SSC), segnale luminoso raccolto perpendicolarmente
rispetto al raggio incidente, il quale rispecchia la complessita intracellulare
ed ¢ proporzionale alla granulosita citoplasmatica, al rapporto
nucleo/citoplasma e al diametro cellulare.

Questi due parametri vengono combinati assieme al fine di ottenere un diagramma
denominato “dot plot”, in cui ¢ possibile differenziare le popolazioni cellulari sulla
base dei parametri morfologici, come le dimensioni e la complessita intracellulare.
Si puo quindi selezionare il gate morfologico contenente la sottopopolazione
cellulare di interesse.

Inoltre, lo strumento allo stesso tempo raccoglie i segnali provenienti anche
dall’eccitazione dei fluorocromi coniugati agli anticorpi monoclonali diretti contro
gli antigeni cellulari di interesse. I fluorocromi sono infatti molecole che, quando
stimolate da una specifica lunghezza d’onda (L), ne emettono a loro volta una

diversa.
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Attraverso ’analisi del segnale emesso dai fluorocromi eccitati, € possibile rilevare
la presenza di determinati antigeni cellulari e costruire un gate immunologico,
selezionando le sottopopolazioni cellulari di interesse sulla base della espressione

di uno specifico marcatore.

Lo strumento impiegato per condurre questo studio ¢ stato I’analizzatore Beckman
Coulter (citofluorimetro NAVIOS EX), con I’obiettivo di registrare 10° eventi, e i
dati sono stati analizzati impiegando il software Kaluza (Beckman Coulter). Quindi,
alla citofluorimetria sono state identificate le diverse sottopopolazioni di HSPC
sulla base della espressione dei differenti antigeni.

L’espressione di CD34 con/senza il criterio CD45dim e la co-espressione di CD133
ha permesso di definire la popolazione di HSPC.

Le cellule sono state marcate quindi con 1 seguenti anticorpi monoclonali: 20 ul di
anti-CD34, coniugato al fluorocromo PE (Ficoertina), prodotto da Biosciences™;
5 ul di anti-CD133, coniugato al fluorocromo APC (Alloficocianina), prodotto da
Beckman Coulter;

10 ul di anti-CD45, coniugato al fluorocromo ECD (Electron Coupled Dye),
prodotto da Beckman Coulter.

Dopo aver letto il campione al citofluorimentro, esaminando contemporaneamente
il Forward Scatter (FSC) e il Side Scatter (SSC) in un dot plot, ¢ stato possibile
costruire un gate morfologico che ci permettesse di riconoscere la popolazione di
nostro interesse, ovvero la frazione delle cellule mononucleate.

Successivamente, le cellule totali CD34" sono state quantificate nel plot FSC vs
intensita di fluorescenza CD34 per comparabilita con gli studi precedenti e con la
letteratura.

Inoltre, I’appartenenza delle cellule CD34* alla popolazione di cellule staminali &
stata ulteriormente confermata dalla bassa espressione di CD45, identificando la
sottopopolazione di HSPC CD347CD454im,

Infine, ¢ stato selezionato un gate rispettivamente sulle cellule CD34 positive e
CD133 positive e, intersecando le cellule separate esprimenti i due marcatori, sono
state identificate le cellule CD34"CD133".

Dunque, nel sangue periferico sono state quantificate la popolazione totale CD34",

CD34*CD45dim e CD34°CD133".
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La conta relativa di cellule € stata espressa come cellule / 106 eventi (WBC), mentre
la conta assoluta di cellule ¢ stata riportata per ml di sangue. La conta assoluta ¢
stata ottenuta moltiplicando la conta relativa di cellule X WBC (white blood cell

count X 10°/mL).

4. Analisi statistica

Le variabili continue sono state espresse come media = SD e quelle categoriche
come percentuali.

Allo scopo di verificare I’obiettivo primario dello studio, i pazienti sono stati divisi
in due gruppi sulla base dello stato in vita a 12 mesi. Per confrontare le
caratteristiche dei due gruppi, ¢ stato utilizzato il test t di Student a due code per
campioni indipendenti per le variabili continue, il test y* per campioni indipendenti
per le variabili categoriche.

Per valutare quali fossero le variabili rilevate al momento del ricovero che
risultassero predittive di mortalita a 12 mesi, ¢ stato utilizzato il modello di
regressione di Cox.

Inizialmente si € condotta un’analisi univariata per valutare I’impatto che ciascuna
covariata aveva sulla mortalita. Successivamente, ¢ stata sviluppata un’analisi
multivariata attraverso dei modelli che tenessero conto delle variabili che all’analisi
univariata erano risultate significativamente associate all’endopoint primario, al
fine di identificare 1 fattori associati indipendentemente al rischio di sviluppare
I’evento indice. Qualora due variabili collineari fossero entrambe risultate
significativamente associate all’outcome all’analisi univariata, nel modello di
regressione multivariata ¢ stata inclusa solo una delle variabili. I risultati sono stati
espressi come Hazard Ratio (HR) ed il rispettivo intervallo di confidenza al 95%.
I1 livello di significativita ¢ stato settato a p < 0.05.

Per quanto riguarda la valutazione degli endpoint secondari, i pazienti sono stati
divisi in due gruppi sulla base della presenza/assenza di sintomi da long-COVID
durante il follow-up. Al fine di confrontare le caratteristiche tra i due gruppi, per le
variabili continue ¢ stato utilizzato il test ¢ di Student, per le variabili categoriche ¢
stato impiegato il test chi-quadrato. 11 livello di significativita ¢ stato impostato a p

<0.05.
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Per analizzare I’associazione tra le variabili rilevate al momento del ricovero e lo
sviluppo di long-COVID ¢ stato realizzato un modello di regressione logistica
univariata. I risultati sono stati riportati come Odds Ratio (OR) e il rispettivo
intervallo di confidenza al 95%.

Per l'analisi statistica sono stati utilizzati 1 programmi Microsoft Excel e SPSS

versione 24 o superiore in dotazione.
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RISULTATI

1. Caratteristiche cliniche della popolazione dello studio

Sono stati arruolati 100 pazienti ricoverati per COVID-19. Le caratteristiche
cliniche dei soggetti inclusi nello studio sono riportati nella Tabella I. L’eta media
era 67.8 anni, il 59% era di sesso maschile e il 75% presentava almeno una
comorbidita.

I1 54% dei pazienti era affetto da ipertensione, il 18% da diabete e il 18% da obesita.
L’87% ha sviluppato polmonite COVID-relata e, per quanto concerne le terapie
somministrate durante il ricovero, il 28% ha richiesto NIV mentre il 21% ha
necessitato di ventilazione invasiva; 1’87% ha ricevuto glucocorticoidi, un terzo ¢
stato trattato con plasma iperimmune, solo il 2 con Tocilizumab. La quasi totalita
dei pazienti ¢ stata somministrata EBPM.

Dei 100 pazienti arruolati, 13 pazienti sono deceduti durante il ricovero, due
pazienti sono deceduti entro tre mesi dalla ospedalizzazione pertanto 85 pazienti
sono stati valutati per la comparsa o per la persistenza di sequele di COVID-19 a

lungo termine.

Tabella I: Caratteristiche cliniche della popolazione in studio

Variabili ‘ Pazienti (n=100)
Demografiche e antropometriche
Eta (anni) 67.8+17.7
Sesso maschile (%) 59
Comorbidita
Diabete (%) 18
Ipertensione (%) 54
Fumo attivo (%) 4
Obesita (%) 18
CHD (%) 13
Fibrillazione Atriale (%) 12
CKD (%) 13
BPCO (%)
Ictus (%)
Polmonite COVID-relata (%) 87
Sintomi GI % 11




Variabili Pazienti (n=100)
Terapie per COVID-19
Ossigeno a bassi flussi (%) 46
Ossigeno ad alti flussi (%) 43
Ventilazione non invasiva (%) 28
Ventilazione invasiva (%) 21
Remdesevir (%) 43
Glucocorticoidi (%) 87
Tocilizumab (%) 2
EBPM (%) 95
Plasma (%) 35
Farmaci pre-ospedalizzazione
ACE inibitori (%) 24
ARBs (%) 16
Calcio-antagonisti (%) 19
Beta-bloccanti (%) 21
Anti-aggreganti (%) 23
Statine (%) 27
Warfarin (%)
Anticoagulanti orali (%)
Insulina (%)
Altri ipoglicemizzanti (%) 10
Laboratorio
FPG, mg/dl 139.1 £ 66.1
HbA1c, mmol/mol 444+ 11.6
Creatinina sierica, umol/l 104.8 £ 122.4
eGFR, ml/min/.173 mq 76.6 +29.1
Proteina C-reattiva, mg/l 93.8+7.7
AST, U/L 40.0 £24.6
ALT, U/L 41.1+51.3
LDH, U/L 356 +448.7
Outcomes
Morte/trasferimento in ICU (%) 28
Morte (%) 13
Ricovero in ICU (%) 21
Giorni medi di ospedalizzazione (%) 15.6 £12.8

I dati sono presentati come media + deviazione standard, o percentuali. CHD, coronary heart
disease; CKD, chronic kidney disease; BPCO, broncopneumopatia cronica ostruttiva; GI,
gastro-intestinali; EBPM, eparina a basso peso molecolare; ARB, Angiotensin receptor
blockers; FPG, fasting plasma glucose; eGFR, estimated glomerular filtration rate; AST,
aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase; LDH, lactate dehydrogenase;

ICU, intensive care unit.
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2. Stratificazione della popolazione in base all’outcome a lungo

termine (12 mesi)

Al fine di valutare le differenze nella distribuzione di ciascuna variabile analizzata
in rapporto al verificarsi dell’outcome primario (morte a un anno), i 100 pazienti
arruolati nello studio sono stati divisi sulla base dello stato in vita a 12 mesi (Tabella
II). Si sono cosi ottenuti due gruppi: il primo, formato dai 20 pazienti deceduti nel
corso dei 12 mesi di follow-up; il secondo, formato dagli 80 soggetti ancora in vita.
Coloro che sono deceduti entro I’anno post ospedalizzazione avevano un’eta
significativamente piu elevata rispetto a coloro che erano ancora vivi (76.5 + 14.8
vs 65.6 + 17.8; p=0.013). Inoltre, presentavano una maggiore prevalenza di malattia
coronarica pre-esistente (CHD, 30% vs 8.8%; p=0.011) e malattia renale cronica
(CKD, 40% vs 6.3%; p < 0.001), cosi come un eGFR al momento del ricovero
significativamente inferiore. Al contrario, la prevalenza di altre comorbidita tra cui
il diabete differivano in modo statisticamente significativo tra i due gruppi.

Infine, coloro che hanno avuto un’evoluzione sfavorevole avevano livelli
maggiormente elevati di Proteina C-reattiva e avevano richiesto piu frequentemente

supplementazione di ossigeno sia a bassi sia ad alti flussi.

Tabella I1. Caratteristiche cliniche dei soggetti divisi in due gruppi in base al
verificarsi dell’outcome primario (morte a un anno)

Outcome Outcome
Variabile primario SI | primario NO p
(n=20) (n=80)
Eta (anni) 76.5+14.8 65.6£17.8 0.013
Sesso maschile, n (%) 55 60 0.884
Diabete, n (%) 30 15 0.118
Ipertensione (%) 70 50 0.108
Fumo (%) 5 3.8 1.000
Obesita (%) 25 16.3 0.362
CHD (%) 30 8.8 0.011
Fibrillazione Atriale (%) 20 10 0.251
CKD (%) 40 6.3 <0.001
BPCO (%) 10 5 0.597
Ictus (%) 15 6.3 0.196
Polmonite COVID (%) 95 85 0.456
Sintomi GI, % 10 11.3 1.000




Outcome Outcome
Variabile primario SI | primario NO p
(n=20 (n=80)
Ossigeno a bassi flussi (%) 25 51.3 0.035
Ossigeno ad alti flussi /NIV 75 35 <0.001
Remdesevir (%) 30 46.3 0.189
Glucocorticoidi (%) 90 86.3 1.000
Tocilizumab (%) 5 1.3 0.362
EBPM (%) 100 93.8 0.580
Plasma (%) 20 38.8 0.189
HbA1c¢, mmol/mol 49.8+17.0 42.9+9.4 0.104
eGFR, ml/min/.173 mq 54.8 £30.5 82.1 £26.2 <0.001
Proteina C-reattiva, mg/1 151.1+89.9 79.8 £66.1 0.003
AST, U/L 52.2+38.6 37.3+18.9 0.108
ALT, U/L 50.1+73.5 373+18.5 0.386

aminotransferase.

aspartate aminotransferase; ALT,

I dati sono presentati come media + deviazione standard, o percentuali. CHD, coronary heart
disease; CKD, chronic kidney disease; BPCO, broncopneumopatia cronica ostruttiva; GI, gastro-
intestinali; EBPM: eparina a basso peso molecolare; FPG, fasting plasma glucose; eGFR,
estimated glomerular filtration rate; AST,

alanine
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I livelli di glicemia plasmatica al momento del ricovero erano significativamente

piu alti in coloro che risultavano morti al follow-up rispetto ai soggetti ancora in

vita (Figura 5).
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Figura 5: Livelli di glicemia plasmatica al momento del ricovero e stato in vita a 12 mesi.
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Per quanto riguarda i fenotipi di HSPC, le cellule CD34" erano significativamente
piu basse in coloro che erano morti rispetto a coloro che erano vivi a un anno (99.35
+ 71.05 vs 174.17 + 114.40; p=0.006, Figura 6). Un risultato simile si ¢ osservato
per gli altri fenotipi di HSPC, CD347CD45%™ (68.73 + 59.84 vs 133.16 + 104.55;
p=0.001, Figura 7) e CD34"CD133" (26.47 + 24.47 vs 69.00 £ 68.77; p<0.001,
Figura 8).
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Figura 6: Confronto tra i livelli di HSPC circolanti CD34" nel gruppo di pazienti vivi a 12
mesi dall’ospedalizzazione (colonna blu) e nel gruppo di pazienti morti (colonna rossa).
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Figura 7: Confronto tra i livelli di HSPC circolanti CD34" CD45%™ CD34" nel gruppo di
pazienti vivi a 12 mesi dall’ospedalizzazione (colonna blu) e nel gruppo di pazienti morti
(colonna rossa).
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Figura 8: Confronto tra i livelli di HSPC circolanti CD34* CD133" nel gruppo di pazienti vivi
a 12 mesi dall’ospedalizzazione (colonna blu) e nel gruppo di pazienti morti (colonna rossa).

3. Fattori predittivi di outcome sfavorevole a lungo termine (12

mesi)

A 12 mesi dal momento dell’ospedalizzazione, 20 pazienti sono deceduti.

E stata effettuata un’analisi di regressione univariata di Cox per valutare quale tra
le variabili valutate al momento della ospedalizzazione fosse maggiormente
predittiva dell’endpoint primario dello studio, ovvero la mortalita a 12 mesi
(Tabella III).

La presenza di cardiopatia ischemica (HR: 3.63; IC 95% 1.39-9.47; p=0.009),
malattia renale cronica (HR: 6.22; IC 95% 2.51-15.37; p<0.001) e la necessita di
supplementazione di ossigeno ad alti flussi/ventilazione non invasiva (HR: 4.70; IC
95% 1.71-12.97; p=0.003) sono risultate associate in modo significativo a un
aumento del rischio di morte a un anno.

Inoltre, anche ’eta, 1 livelli di glicemia, proteina-C reattiva e AST, si sono rivelati
fattori predittivi significativi di outcome avverso a 12 mesi.

Al contrario, nel presente studio la presenza di comorbilita al momento della
ospedalizzazione quali ipertensione, diabete e obesita, non si ¢ rivelata associata in
modo significativo ad un aumento della probabilita di outcome sfavorevole a lungo

termine.
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Per quanto riguarda I’'impatto dei livelli delle sottopopolazioni di cellule staminali
circolanti sull’outcome a un anno, all’analisi univariata tutti e tre i fenotipi CD34",
CD34*CD45%m CD34"CD133", hanno dimostrato predire in modo significativo la
mortalita a 12 mesi (rispettivamente p= 0.008; p=0.013; p=0.012). In particolare, la
riduzione di una deviazione standard (DS) dei livelli di CD34" ¢ risultata associata

ad un aumento della probabilita di morte a 12 mesi di quasi 3 volte (p=0.008).

Tabella III: Fattori predittivi di mortalita a 12 mesi

Variabili HR 95% CI p
Eta (anni) 1.04 1.01 - 1.07 0.013
Sesso maschile (%) 0.83 0.35-2.01 0.683
Diabete (%) 2.16 0.83-5.62 0.115
Ipertensione (%) 2.12 0.81-5.52 0.124
Obesita (%) 1.51 0.55-4.16 0.424
CHD 3.63 1.39-9.47 0.009
Fibrillazione atriale (%) 2.10 0.70 - 6.29 0.184
CKD 6.22 2.51-15.37 <0.001
BPCO 1.89 0.44 - 8.09 0.399
Ictus 2.22 0.65-17.57 0.204
Ossigeno a bassi flussi 0.35 0.13-0.96 0.042
Ossigeno ad alti flussi/NIV 4.70 1.71 - 12.95 0.003
FPG 1.01 1.01 - 1.02 <0.001
HbAlc 1.03 1.01 - 1.06 0.015
eGFR 0.97 0.96 - 0.99 <0.001
Proteina C-reattiva 1.01 1.00 - 1.01 <0.001
AST 1.01 1.01-1.04 0.002
ALT 1.01 1.00 - 1.02 0.063
CD34* 2.76 1.31-5.85 0.008
CD34*CD45%m 2.86 1.25-6.54 0.013
CD34'CD133"* 4.98 1.43-17.24 0.012

CHD, coronary heart disease; CKD, chronic kidney disease; BPCO, broncopneumopatia cronica
ostruttiva; FPG, fasting plasma glucose; eGFR, estimated glomerular filtration rate; AST, aspartate
aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase.
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4. Fattori predittivi indipendenti di outcome sfavorevole a lungo

termine (12 mesi)

E stata costruita un’analisi di regressione multivariata di Cox per verificare
I’impatto dei livelli delle sottopopolazioni di HSPC sulla mortalita a 12 mesi dopo
aver corretto per fattori potenzialmente confondenti. Nel modello sono state inserite
le variabili che all’analisi univariata erano risultate significativamente associate
all’outcome sfavorevole (eta, comorbilita renale e cardiovascolare, necessita di
ossigeno supplementare, glucosio plasmatico a digiuno, proteina C-reattiva e AST).
Qualora due variabili collineari fossero risultate entrambe avere valore predittivo
significativo all’analisi univariata, solo una tra esse ¢ stata inclusa nel modello
(Tabella IV).

Sono stati realizzati tre modelli al fine di valutare singolarmente il valore predittivo
di ciascuna delle tre sottopopolazioni di cellule staminali circolanti (CD34;
CD34*CD45%m; CD34"CD133").

I1 fenotipo CD34" ¢ rimasto associato ad un aumento della probabilita di outcome
sfavorevole in modo statisticamente significativo (p=0.042): per ogni diminuzione
di 1 deviazione standard di questa sottopopolazione, si osservava un incremento di
2.6 volte della probabilita di morte a 12 mesi, in modo indipendente dai fattori
confondenti (p=0.042); similmente si ¢ ottenuto considerando la sottopopolazione
CD34*CD45%m (HR: 2.99; IC 95% 1.09-8.26; p=0.034).

Al contrario, nella analisi effettuata tenendo conto degli stessi fattori confondenti,
il valore predittivo di evoluzione sfavorevole della popolazione CD34"CD133%, il
fenotipo numericamente inferiore tra le HSPC, ¢ risultato non piu significativo
(p=0.105).

Alla luce dei risultati dell’analisi multivariata, il livello di glucosio plasmatico a
digiuno (FPG) si ¢ confermato un predittore significativo di mortalita a 12 mesi in

tutti 1 modelli.



Tabella IV: Fattori predittivi indipendenti di mortalita a 12 mesi
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Modello 1
Variabile HR 95% CI p
Eta 1.07 1.04-1.11 0.001
CHD 0.10 0.01-0.75 0.025
CKD 30.35 4.86 - 189.31 <0.001
Ossigeno ad alti flussi /NIV 10.56 2.30-48.49 0.002
FPG 1.01 1.00 - 1.02 0.006
PCR 1.00 1.00 - 1.01 0.093
AST 1.05 1.03-1.07 <0.001
CD34* 2.60 1.03-6.54 0.042
Modello 2
Variabile HR 95% CI p
Eta 1.07 1.03-1.11 0.001
CHD 0.08 0.01-0.57 0.012
CKD 34.15 5.34-218.33 <0.001
Ossigeno ad alti flussi /NIV 10.48 2.37-46.42 0.002
FPG 1.01 1.00 - 1.02 0.003
PCR 1.01 1.00 - 1.01 0.053
AST 1.05 1.03-1.07 <0.001
CD34*CD45%m 2.99 1.09 - 8.26 0.034
Modello 3
Variabile HR 95% CI ]
Eta 1.06 1.02 - 1.10 0.002
CHD 0.09 0.01-0.69 0.020
CKD 25.50 4.34 - 149.68 <0.001
Ossigeno ad alti flussi /NIV 8.79 2.06 -37.61 0.003
FPG 1.01 1.00 - 1.02 0.006
PCR 1.01 1.00 - 1.01 0.092
AST 1.05 1.02-1.07 <0.001
CD34*CD133"* 3.62 0.76 - 17.24 0.105
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5. Valutazione dello sviluppo di sindrome long-COVID

Uno degli endpoints secondari del presente studio ¢ stato valutare la comparsa o la
persistenza di sintomi compatibili con un quadro di “long-COVID Syndrome”.
Degli 85 pazienti sui quali questo outcome ¢ stato valutato, 36 hanno riportato

sintomatologia da long-COVID nei 12 mesi post ospedalizzazione (Figura 9).
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Figura 9: Distribuzione dei sintomi long-COVID nella popolazione in studio.

Tra coloro che hanno lamentato sintomatologia persistente, I’astenia ¢ stato il
sintomo piu frequentemente dichiarato (20 pazienti, 55,6%) e 15 pazienti hanno
riportato dispnea (41,7%).

I singoli sintomi riscontrati sono stati raggruppati in 5 classi: “sintomi generali”,
“sintomatologia cardiaca e respiratoria”, ‘“sintomi neurologici”’, ‘“sintomi

399 <

gastrointestinali”, “altri sintomi” (Figura 10).
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Figura 10: Distribuzione delle frequenze assolute dei sintomi long-COVID nella popolazione
in studio, raggruppati in 5 classi.

La maggior parte dei sintomi riscontrati appartenevano al gruppo “sintomatologia
cardiaca o respiratoria”; tra questi, oltre alla dispnea precedentemente citata, il
dolore toracico ¢ stato lamentato da 4 (11.1%) pazienti sintomatici e la tosse da 8
(22.2%), mentre un solo paziente (2.8%) ha riportato tachicardia persistente.

I sintomi raggruppati come “‘sintomi neurologici” sono stati la seconda classe piu
frequentemente riportata (22 volte); tra questi, piu frequentemente si ¢ riscontrata
ansia/depressione, seguita da “brain fog” (9 pazienti, 25%), anosmia/disgeusia (2
pazienti, 5.6%) e insonnia (1 paziente, 2.8%) mentre 1 “sintomi generali” sono stati
riferiti per 20 volte (astenia, lamentata da 20 soggetti). Solo un paziente (2.8%) ha
riportato sintomi gastrointestinali.

Sintomi appartenenti alla categoria “altri sintomi” sono stati riportati 11 volte, nella
quale ha predominato il riscontro di artralgie/mialgie e 1 paziente ha lamentato rash.
Nella coorte di pazienti considerata, nessuno ha riportato febbre, cefalea, vertigini,

formicolii, diarrea o alterazioni del ciclo mestruale.
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6. Fattori predittivi dello sviluppo di long-COVID syndrome

Per analizzare le differenze tra le variabili rilevate al momento
dell’ospedalizzazione in rapporto allo sviluppo di long-COVID, gli 85 pazienti
valutati a questo proposito sono stati divisi sulla base della presenza di sintomi
compatibili con long-COVID. Si sono cosi ottenuti due gruppi: il primo, composto
dai 36 pazienti che durante il follow up hanno manifestato sintomi da long-COVID;
il secondo, formato dai rimanenti 49 pazienti che non hanno lamentato
sintomatologia persistente. Il confronto tra i due gruppi ¢ riportato nella Tabella V.
Coloro che hanno lamentato sintomi da long-COVID erano significativamente piu
giovani (68.5 £ 19.2 vs 61.3 £ 13.8, p=0.049), avevano sviluppato polmonite da
COVID-19 piu frequentemente rispetto a coloro che non hanno sviluppato sequele
a lungo termine (97% vs 76%; p=0.006), erano stati piu frequentemente trattati con
glucocorticoidi (97% vs 78%; p=0.011) e avevano ricevuto per una proporzione
maggiore plasma iperimmune (56% vs 24%; p=0.006).

Al contrario, la prevalenza di comorbidita al momento del ricovero (come diabete,
obesita, ipertensione) non ¢ risultata differire in modo statisticamente significativo
tra i due gruppi.

Allo stesso modo, i livelli di esami laboratoristici valutati al momento del ricovero
non hanno dimostrato differenze significative tra i due gruppi, compresa la
glicemia.

Non sono state riportate differenze statisticamente significative nemmeno tra i
livelli di HSPC, qualunque fosse il fenotipo della sottopopolazione considerata, tra
il gruppo dei pazienti che ha sviluppato long-COVID e coloro che non hanno avuto

sequele a lungo termine.

Tabella V: Caratteristiche cliniche dei soggetti divisi in due gruppi in base
alla presenza di Long COVID Syndrome

Long COVID | Long COVID
Variabili si no ]
n=36 n=49
Eta (anni) 61.3+13.8 68.5+19.2 0.049
Sesso maschile (%) 69 55 0.260
Diabete (%) 11 16 0.547
Ipertensione (%) 47 53 0.663
Fumo attivo (%) 8 10 0.634
Obesita (%) 14 20 0.568




59

Long COVID | Long COVID
Variabili si no p
n=36 n=49
CHD (%) 6 10 0.694
Fibrillazione Atriale (%) 0 18 0.009
CKD (%) 6 1.000
BPCO (%) 3 0.390
Ictus (%) 8 0.695
Polmonite COVID-relata (%) 97 76 0.006
Sintomi GI (%) 14 8 0.485
Ossigeno a bassi flussi (%) 50 49 1.000
Ossigeno ad alti flussi (%) 42 35 0.651
Ventilazione invasiva (%) 33 27 0.631
Remdesevir (%) 53 41 0.378
Glucocorticoidi (%) 97 78 0.011
Tocilizumab (%) 3 0 0.424
EBPM (%) 100 90 0.070
Plasma (%) 56 24 0.006
ACE inibitori (%) 25 22 0.081
ARBs (%) 19 14 0.565
Calcio-antagonisti (%) 11 22 0.251
Beta-bloccanti (%) 19 14 0.565
Calcio-antagonisti (%) 22 18 0.785
Statine (%) 22 22 1.000
Warfarin (%) 0 10 0.070
Anticoagulanti orali (%) 0 0.134
Insulina (%) 3 0.634
Altri ipoglicemizzanti (%) 6 12 0.457
FPG, mg/dl 1249 +33.1 129 £ 57.7 0.682
HbA1c, mmol/mol 42.1+6.5 43.5+10.9 0.535
Creatinina sierica, umol/l 110.1 £171.0 83.2+33.9 0.358
eGFR, ml/min/.173 mq 86.3 £27.7 79.1+24.3 0.206
Proteina C-reattiva, mg/1 83.5+70.7 82.9+67.2 0.970
AST, U/L 359+ 144 38.0+21.1 0.598
ALT, U/L 36.6 +26.1 33.5+343 0.650
LDH, U/L 295.4 +89.0 292.3 +£94.0 0.882
Ricovero in ICU (%) 19 16 0.777
Giorni medi di ospedalizzazione (%) 15,6 154 15.9+£10.7 0.920
CD34+ 166.1 £18.8 172.6 £16.4 0.796
CD34+CD45dim 130.6 £17.3 129.3 +14.8 0.955
CD34+CD133+ 66.0 £9.8 66.9 £10.6 0.954

I dati sono presentati come media + deviazione standard, o percentuali. CHD, coronary heart
disease; CKD, chronic kidney disease; BPCO, broncopneumopatia cronica ostruttiva; GI,
gastro-intestinali; EBPM, eparina a basso peso molecolare; ARB, Angiotensin receptor
blockers; GLM, glucose-lowering medication; FPG, fasting plasma glucose; eGFR,
estimated glomerular filtration rate; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine
aminotransferase; LDH, lactate dehydrogenase; ICU, intensive care unit.



60

E stata quindi effettuata un’analisi logistica di regressione univariata per valutare
I’associazione tra le variabili precedentemente considerate e lo sviluppo di long-
COVID (Tabella VI).

In modo coerente con la precedente analisi, gli odds ratio per insorgenza di long-
COVID relativi a pregressa polmonite COVID-19 relata (p=0.023), all’'uso di
glucocorticoidi (p=0.031) e alla somministrazione di plasma (p=0.004) sono
risultati statisticamente significativi. In particolare, lo sviluppo di polmonite
COVID-relata ¢ risultato associato a un rischio maggiore di piu di 11 volte di
sviluppo di long-COVID.

Al contrario, nel presente studio il genere, la presenza di diabete e di ipertensione,
la glicemia a digiuno e la durata dell’ospedalizzazione non si sono dimostrati

significativamente associati a sviluppo di long-COVID.

Tabella VI: Fattori predittivi di long-COVID syndrome

Variabile OR 95% CI p
Eta (anni) 0.98 0.95-1.00 0.064
Sesso maschile, n (%) 1.85 0.75 -4.58 0.182
Diabete, n (%) 0.64 0.18-2.32 0.497
Ipertensione (%) 0.79 0.33-1.87 0.595
Fumo (%) 0.87 0.26 - 2.90 0.815
Obesita (%) 0.63 0.19-2.03 0.438
CHD (%) 0.52 0.58 -2.83 0.448
CKD (%) 0.66 0.11-3.83 0.645
BPCO (%) 0.32 0.03 - 3.00 0.320
Ictus (%) 1.39 0.26 - 7.34 0.695
Polmonite COVID (%) 11.35 1.40-91.93 0.023
Sintomi GI (%) 1.82 0.45-7.30 0.402
Ossigeno a bassi flussi (%) 1.04 0.44 -2.46 0.926
Ossigeno ad alti flussi (%) 1.35 0.55-3.26 0.513
Ventilazione invasiva (%) 1.39 0.54 -3.54 0.497
Remdesevir (%) 1.62 0.68 - 3.86 0.275
Glucocorticoidi (%) 10.13 1.24 - 82.57 0.031
Plasma (%) 3.85 1.53-9.72 0.004
FPG, mg/dl 1.00 0.99 - 1.01 0.701
HbA1c¢, mmol/mol 0.98 0.94 - 1.04 0.534
Creatinina sierica, umol/l 1.00 1.00 - 1.01 0.348
eGFR, ml/min/.173 mq 1.01 0.99 - 1.03 0.207
Proteina C-reattiva, mg/l 1.00 0.99 - 1.01 0.970
AST, U/L 0.99 0.97 -1.02 0.594
ALT, U/L 1.00 0.99 - 1.02 0.648
LDH, U/L 1.00 1.00 - 1.01 0.880
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Variabile OR 95% CI p
CD34*/DS 0.94 0.61-1.46 0.793
CD34"CD45%/DS 1.01 0.66 - 1.56 0.955
CD34"CD133*/DS 0.99 0.64-1.52 0.954
Giorni di ospedalizzazione (%) 1.00 0.97 -1.03 0.918

CHD, coronary heart disease; CKD, chronic kidney disease; BPCO, broncopneumopatia
cronica ostruttiva; GI, gastro-intestinali; FPG, fasting plasma glucose; eGFR, estimated
glomerular filtration rate; AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase;
LDH, lactate dehydrogenase.

7. Utilizzo di risorse e long-COVID

Nel corso dei 12 mesi di follow up, i pazienti arruolati nello studio sono stati
complessivamente sottoposti a 38 TC, 20 RX e 50 spirometrie. Inoltre, sono state
erogate 64 visite infettivologiche e 71 visite pneumologiche.

Coloro i quali hanno sviluppato sintomi da long-COVID hanno maggiormente
subito accertamenti strumentali rispetto agli appartenenti al gruppo che non ha
manifestato sequele post fase acuta (83.3% vs 24.5%; p=0.001) e, parimenti, sono
stati per una proporzione maggiore sottoposti a visite pneumologiche o

infettivologiche (83.3% vs 26.5%; p<0.001).
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DISCUSSIONE

Dall’elaborazione dei dati raccolti per il presente studio, il diabete o gli elevati
livelli di glucosio plasmatico a digiuno (FPG) non si sono dimostrati
significativamente associati allo sviluppo di segni e sintomi compatibili con long-
COVID a 12 mesi dal momento dell’ospedalizzazione.

Inoltre, ¢ stato confermato che ridotti livelli di cellule staminali circolanti al
momento del ricovero per COVID-19 sono in grado di predire un outcome
sfavorevole a lungo termine, per quanto riguarda la sopravvivenza, in modo

indipendente da fattori confondenti.

Questi risultati si inseriscono in una linea di ricerca che si ¢ prefissata 1’obiettivo di
indagare quale relazione sussista tra il decorso della malattia COVID-19 nelle sue
diverse fasi (acuta; post-acuta; long-COVID), la disregolazione del metabolismo
glucidico nelle sue differenti declinazioni (iperglicemia; diabete di nuovo riscontro;
diabete pre-esistente) e ’alterazione dei livelli di cellule staminali circolanti.

Lo studio oggetto del presente progetto di tesi ha esteso a 12 mesi il follow-up di
una coorte di pazienti considerata in un’analisi precedente, la quale ha prodotto
evidenze a supporto della nozione che una diminuzione dei livelli di HSPC, sia
associata a un rischio aumentato di ammissione in terapia intensiva e mortalita
intra-ospedaliera. Partendo dal presupposto che I'iperglicemia si associa a una
riduzione dei livelli di HSPC, questa diminuzione potrebbe essere responsabile di
parte dell’effetto negativo — ben conosciuto in letteratura — che I’iperglicemia stessa
ha sull’evoluzione a breve termine di COVID-19. Inoltre, nella stessa analisi, ridotti
livelli di HSPC al momento dell’ospedalizzazione sono risultati associati alla
mortalita per COVID-19 valutata a sei mesi (116).

I dati prodotti nell’ambito della presente analisi avvalorano I’esistenza di una stretta
associazione tra cellule staminali circolanti ed evoluzione sfavorevole di COVID-
19 e confermano il valore predittivo negativo indipendente della riduzione della
popolazione HSPC nei riguardi dell’outcome di COVID-19 anche a lungo termine.
Inoltre, i risultati del presente studio confermano il valore prognostico negativo che
il riscontro di iperglicemia al momento dell’ingresso in ospedale ha nei confronti

dell’outcome di COVID-19, non solo short- ma anche long-term, in modo
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indipendente da fattori confondenti. Lo stesso significato predittivo non ¢ invece
attribuibile al diabete pre-esistente, in linea con i risultati in letteratura che hanno
dimostrato che I’iperglicemia ¢ piu strettamente associata all’outcome sfavorevole
di COVID-19 rispetto a quanto lo sia il diabete pre-esistente (61).

In merito allo sviluppo di long-COVID, il presente studio si contestualizza in un
quadro di evidenze contrastanti riguardanti I’associazione tra diabete e lo sviluppo
di sequele di COVID-19 a lungo termine.

I dati ottenuti dalla presente analisi avvalorano le conclusioni di diversi studi che,
indagando specificamente la relazione tra diabete e lo sviluppo di long-COVID,
non hanno riportato un’associazione significativa (64,65).

Tuttavia, in letteratura ¢ stato ipotizzato che la condizione di infiammazione cronica
e di disregolazione immuno-metabolica che caratterizza il diabete possa essere un
substrato fisiopatologico plausibile non solo per lo sviluppo di COVID-19 severo
ma anche per ’instaurarsi di PASC (47) e la malattia diabetica ¢ stata recentemente
riconosciuta in uno studio come fattore biologico precocemente valutabile per
identificare la suscettibilita allo sviluppo di LCS (52).

Inoltre, a dimostrazione della complessita del rapporto esistente tra diabete e
COVID-19, non solo ¢ stato ipotizzato che il primo sia un fattore di rischio per lo
sviluppo di LCS, ma, specularmente, ¢ stato proposto che la patologia diabetica
stessa possa manifestarsi nello spettro delle complicanze di COVID-19 a lungo
termine e quindi rientrare nel quadro di long-COVID (73). Nonostante 1’alterazione
dei livelli glicemici sia di frequente riscontro nel quadro di malattia acuta e il suo
significato prognostico negativo sia stato ampiamente confermato in letteratura
(57,67) e anche nel contesto della presente analisi, i dati finora disponibili circa il
rischio di sviluppare diabete permanente nella fase post-acuta di infezione non sono
perd ancora univoci. Relativamente a cio, un recente lavoro italiano ha prodotto
risultati a supporto del fatto che le alterazioni glicemiche rilevate durante COVID-
19 non permangano dopo la risoluzione dell’infezione acuta ma siano per la
maggior parte transitorie, ridimensionando dunque il rischio che la disregolazione
glicemica associata all’infezione da SARS-CoV-2 evolva in diabete permanente.
Per giustificare la reversibilita dell’iperglicemia superata la fase acuta di COVID-
19, ¢ stato ipotizzato che fattori transitori, come lo stato inflammatorio che si genera

contestualmente all’infezione acuta, possano rivestire un ruolo determinante
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nell’alterare 1 livelli plasmatici di glucosio e che pertanto, una volta risolto lo stato
di malattia acuta, essi ritornino ai valori pre-infezione (76).

Da quanto emerge dalla presente analisi, gli unici fattori significativamente
associati allo sviluppo di long-COVID sono risultati essere lo sviluppo di polmonite
COVID-relata, ovvero un quadro di malattia caratterizzato da impegno polmonare
significativo, e alcune terapie somministrate nel corso dell’ospedalizzazione, nello
specifico I’impiego di glucocorticoidi e di plasma iperimmune. Queste variabili
riflettono tutte una condizione di malattia acuta grave: cio permette di individuare
in coloro che hanno sviluppato un quadro acuto di COVID-19 severo la popolazione
maggiormente a rischio di sviluppare sequele permanenti a lungo termine, relazione
gia evidenziata in molteplici analisi in letteratura (49,51). Dunque, la disfunzione
immuno-infiammatoria e le alterazioni multi-organo che caratterizzano la malattia
acuta COVID-19 grave possono costituire un substrato plausibile per la persistenza
e/o lo sviluppo di manifestazioni patologiche durature nel tempo.

La non concordanza dei risultati provenienti dagli studi che hanno cercato di
individuare 1 fattori predittivi di sviluppo di long-COVID risiede in primis nella
mancanza di una definizione univocamente condivisa del termine stesso “long-
COVID” (119). Inoltre, la prevalenza di coloro che devono convivere con long-
COVID ¢ incerta, cosi come non c¢’¢ accordo su quale sia il cut-off temporale piu
appropriato dall’infezione acuta per iniziare a considerare un sintomo come
indicativo di long-COVID (120). Tra 1 lavori presenti in letteratura non c’¢
concordanza nella metodologia impiegata per raccogliere le informazioni, nella
stratificazione dei pazienti e nella terminologia utilizzata per definire i sintomi,
spesso vaghi e aspecifici. Dunque, gli studi finora condotti mancano di
standardizzazione, risultando poco comparabili tra loro e si sono caratterizzati per
un follow-up limitato nel tempo (120). Tutte queste criticita, assieme alla mancanza
di chiarezza nei riguardi della fisiopatologia della sindrome long-COVID e del
ruolo rivestito dalla disregolazione metabolica in questo contesto, potrebbero
rendere ragione almeno in parte dell’eterogeneita dei risultati che si sono ottenuti
nei diversi studi che hanno indagato quale rapporto sussista tra diabete e long-
COVID.

Inoltre, bisogna sottolineare il fatto che nei pazienti diabetici possa risultare difficile
distinguere tra lo sviluppo di una sintomatologia indicativa di long-COVID e la

comparsa o I’aggravamento delle complicanze croniche della malattia diabetica,
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visto che molteplici manifestazioni cliniche possono essere riconducibili a
entrambe le condizioni. Cid assume rilevanza soprattutto alla luce dell’ipotesi che
I’infezione stessa da parte di SARS-CoV-2 possa favorire in questa popolazione un
peggioramento del quadro clinico, considerato come COVID-19 e patologia
diabetica sembrino influenzare vicendevolmente i rispettivi decorsi e il parallelismo

che ¢ stato spesso effettuato tra la fisiopatologia di queste due malattie (57).

Al contrario dell’associazione tra COVID-19 e malattia diabetica, caratterizzata
dall’essere oggetto di molteplici lavori e di altrettante incertezze, il valore
prognostico attribuito ai livelli di cellule staminali circolanti in relazione
all’outcome di COVID-19 sia a breve sia a lungo termine ¢ stato soltanto
marginalmente esplorato nella letteratura, ma il suo valore ¢ stato definito e
confermato dalla presente analisi. Ci0 si inserisce in un filone di ricerca che presta
sempre maggiore attenzione al significato predittivo assunto dalle HSPC circolanti
in differenti quadri clinici sia acuti sia cronici. Esse, infatti, non solo risultano
ridotte in tutte quelle condizioni caratterizzate da un aumentato rischio
cardiovascolare (93) e nella patologia diabetica in particolare (84), ma hanno
dimostrato essere anche fattori predittivi indipendenti, qualora diminuite, di eventi
cardiovascolari futuri e di mortalita per tutte le cause in diverse coorti di pazienti
caratterizzati da comorbidita croniche (99). Inoltre, nel contesto di un evento acuto
— quale infarto miocardico, ictus o ischemia periferica — le cellule staminali
circolanti vengono reclutate in periferia, dove contribuiscono a favorire la
riparazione del tessuto ischemico: un’efficace mobilizzazione si ¢ dimostrata
associata alla capacita di recupero del tessuto soggetto a danno (93).

I risultati del presente studio sostengono dunque 1’ipotesi secondo cui le HSPC
possano rappresentare un fattore importante nel mantenimento dell’omeostasi
sistemica e che una loro riduzione possa essere associata allo sviluppo di sequele
avverse e aumentare la mortalita (87).

Inoltre, vale la pena precisare che nell’analisi multivariata si ¢ raggiunta la
significativita statistica per i fenotipi di HSPC CD34" ¢ CD34"CD45%™ ma non per
la sottopopolazione CD34°CD133", la quale ¢ meno rappresentata nel sangue
periferico. Il fatto di non aver raggiunto la significativita per quest’ultimo fenotipo
¢ attribuibile in parte anche a una questione metodologica: le popolazioni cellulari

piu rare si caratterizzano infatti per un’intrinseca maggiore incertezza di
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misurazione e, considerato che il coefficiente di variazione aumenta al diminuire
della numerosita assoluta delle cellule, la maggiore variabilita rende ragione in
parte del riscontro di un’associazione non significativa.

Questi risultati sono consistenti con le evidenze che identificano nel fenotipo
CD34" la sottopopolazione maggiormente in grado di predire la mortalita, essendo
quella maggiormente rappresentata (87).

L’aver rilevato una forte associazione tra ridotti livelli di HSPC e outcome di
COVID-19 anche a lungo termine impone di fare alcune considerazioni al fine di
interpretare tale valore predittivo.

In primis, la diminuzione delle HSPC puo riflettere I’instaurazione di una risposta
maladattativa da parte del sistema ematopoietico; 1 casi severi di COVID-19 sono
caratterizzati da molteplici anomalie ematologiche (117) e cid potrebbe
rappresentare una situazione di disregolazione dell’ematopoiesi, che puo portare al
fallimento della capacita di rispondere in modo appropriato all’infezione. E ancora
oggetto di studio se la disfunzione di questo comparto sia dovuta ad un effetto
diretto da parte di SARS-CoV-2 o sia favorita in modo indiretto dall’iper-
secrezione di citochine, reperto caratteristico dei casi gravi di malattia e a sua volta
alimentato dall’alterata risposta immunitaria, instaurando un circolo vizioso (121).
In ogni caso, ¢ probabile che I’anomala risposta immuno-infiammatoria
contribuisca all’evoluzione sfavorevole di COVID-19.

Inoltre, ridotti livelli di HSPC possono essere considerati segno di uno skewing
dell’ematopoiesi verso la linea mieloide: infatti, I’eccesso di mielopoiesi
compromette la mobilizzazione delle HSPC dal midollo osseo e ne riduce i livelli
circolanti (116). La disregolazione dell’ematopoiesi, 1’eccesso di progenitori
mieloidi e un aumento del rapporto Neutrofili/Linfociti sono stati associati a
COVID-19 severo (117) e la riduzione di cellule staminali circolanti potrebbe non
solo esserne un epifenomeno ma anche essere il link tra queste alterazioni e
I’aumento di mortalita.

Per terzo, ¢ possibile che la riduzione dei livelli di HSPC rappresenti un difetto della
capacita endogena riparativa da parte del pool di cellule staminali. Il forte legame
tra HSPC e outcome sfavorevole si basa infatti anche sul ruolo attribuito al ricircolo
che le cellule staminali compiono tra il midollo osseo e sangue periferico: attraverso
questo si pensa che le HSPC ottimizzino I’ematopoiesi, contribuiscano alla

modulazione dell’immuno-infiammazione ¢ mantengano I’omeostasi dei tessuti
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periferici, venendo ivi reclutate in risposta a un danno e favorendo la riparazione
tissutale e vascolare (84).

Lariduzione dei livelli di HSPC puo dunque compromettere i meccanismi endogeni
di risposta al danno tissutale, predisponendo cosi allo sviluppo di eventi avversi e
all’aumento della mortalita legata a COVID-19 anche a lungo termine.

Infine, un’altra possibilita da considerare quando si indaga il link tra cellule
staminali e outcome di COVID-19 ¢ il fatto che il virus SARS-CoV-2 sia in grado
di infettare le cellule staminali ematopoietiche e causarne direttamente una
disfunzione e/o morte. Cido potrebbe contribuire alle anomalie ematologiche
rilevabili nel sangue periferico dei pazienti COVID-19 e compromettere la capacita
del sistema ematopoietico di riconoscere e rispondere in modo adeguato
all’infezione.

Possiamo dunque concludere, sulla base delle attuali conoscenze, che bassi livelli
di cellule staminali circolanti siano dei validi indicatori di evoluzione sfavorevole
di malattia COVID-19 sia a breve sia a lungo termine.

E possibile che questa associazione sia dovuta a una combinazione di meccanismi
indiretti, essendo le cellule staminali circolanti diminuite in quelle condizioni di
alterazione ematopoietica che compromettono la risposta immuno-infiammatoria
nei confronti di SARS-CoV-2 e favoriscono un esito di malattia infausto, e di
meccanismi diretti, visto che la loro riduzione pud essere interpretata come un
difetto della capacita endogena riparativa e di mantenimento dell’omeostasi

d’organo.

Per quanto riguarda i limiti del presente lavoro di tesi, bisogna innanzitutto
sottolineare che la numerosita campionaria dello studio ¢ stata relativamente
piccola. Infatti, sono stati originariamente arruolati 100 pazienti e 85 sono stati
valutati per 1’insorgenza di sintomi compatibili con long-COVID. Cid puo avere
influito sul livello di significativita emerso dall’analisi statistica dei dati relativi ai
fattori predittivi di long-COVID, non permettendoci di evidenziare alcune
associazioni che sarebbero potute emergere come rilevanti considerando un
campione piu ampio.

Un altro fattore limitante della presente analisi ¢ rappresentato dalla mancanza di
una valutazione standardizzata di quello che viene definito come “long-COVID”.

Infatti, 1 soggetti sono stati considerati come affetti da sequele a lungo termine di
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COVID-19 sulla base delle informazioni reperibili nelle cartelle cliniche
elettroniche e dei referti delle visite pneumologiche e infettivologiche eseguite a
partire dal termine del ricovero per COVID-19.

Tuttavia, durante il periodo dello studio, “long-COVID” ha rappresentato una
diagnosi nuova e la sua definizione si ¢ continuamente evoluta. Ancora al momento
attuale non ci sono criteri diagnostici universalmente condivisi per definire il long-
COVID. Attualmente si ¢ propensi a considerare come affetti da long-COVID
coloro che lamentano la persistenza o lo sviluppo di sintomi compatibili a partire
da 4 settimane dopo I’infezione acuta da SARS-CoV-2: ¢ fondamentale utilizzare
una terminologia condivisa poiché cio ¢ alla base della definizione dei dati clinici
necessari al riconoscimento e al monitoraggio di questa condizione (119).

Inoltre, al fine di rendere il presente studio comparabile con quelli presenti in
letteratura, gli strumenti diagnostici utilizzati per rilevare la sintomatologia
riconducibile al quadro di long-COVID dovrebbero essere resi omogenei. Per
esempio, bisognerebbe impiegare scale standardizzate per la valutazione dei
sintomi al fine di rendere le diagnosi piu oggettivabili e comparabili (119).

Infine, un ulteriore limite dello studio puo essere individuato nella mancanza di una
maggiore caratterizzazione delle cellule staminali. Esse, infatti, sono state valutate
soltanto da un punto di vista quantitativo, misurandone i livelli nel sangue periferico
mediante analisi citofluorimetrica, mentre non sono state caratterizzate da un punto
di vista del fenotipo: non ¢ stato preso in considerazione quale fosse il livello di
maturita delle HSPC circolanti o se fossero committed verso la linea linfoide o
mieloide. Inoltre, mancano informazioni anche relativamente alla caratterizzazione
funzionale delle HSPC: ¢ stata tralasciata la valutazione della loro capacita
differenziativa e di rigenerazione dei tessuti periferici, cosi come non ¢ stato

indagato se funzionalmente presentassero un’attivita pro- o anti-infiammatoria.

Per quanto concerne invece i punti di forza del presente studio, bisogna innanzitutto
sottolineare come esso rappresenti un elemento di originalita all’interno della
ricerca scientifica rivolta a caratterizzare il ruolo fisiopatologico delle cellule
staminali circolanti. Infatti, ¢ giad presente una cospicua letteratura rivolta alla
comprensione del valore patogenetico e prognostico che 1’alterazione delle HSPC
riveste in differenti contesti clinici sia acuti sia cronici, spesso accumunati da un

aumentato rischio cardiovascolare (93,95,99,113). Tuttavia, ’avere indagato quale
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possa essere 'impatto di ridotti livelli di cellule staminali circolanti in una
condizione complessa e multidimensionale come quella della malattia COVID-19
rappresenta un’assoluta novita, che pone le basi per ampliare le conoscenze sul
significato biologico di questa popolazione cellulare. Inoltre, nonostante la maggior
parte della produzione scientifica degli ultimi due anni sia stata incentrata sulla
malattia COVID-19, in questo contesto poco ¢ ancora compreso riguardo alla
fisiopatologia delle alterazioni del sistema ematopoietico, che con sempre maggiore
evidenza sembrano rendersi responsabili dell’evoluzione verso un esito infausto.

Il presente studio ¢ il primo ad avere indagato il valore predittivo a lungo termine
della riduzione delle cellule staminali circolanti nel contesto di COVID-19 e offre
la possibilita di individuare nella loro alterazione il trait d 'union tra disregolazione
ematopoietica e outcome sfavorevole di COVID-19.

In aggiunta, un ulteriore pregio dello studio ¢ stata la durata del follow-up: i pazienti
arruolati sono stati seguiti per 12 mesi dal momento dell’ospedalizzazione,
permettendoci di individuare quali fattori valutabili al momento del ricovero
conservassero un impatto significativo sull’evoluzione sfavorevole di malattia
anche a lungo termine o risultassero maggiormente associati al rischio di lamentare
una sintomatologia persistente nel tempo. L’aver esteso il follow-up dello studio a
un anno ha permesso inoltre di valutare I’insorgenza di manifestazioni compatibili
con long-COVID anche a distanza dall’episodio acuto e di individuare i sintomi piu
proni alla cronicizzazione. Il lungo follow-up che ha caratterizzato il presente
lavoro ha il vantaggio, infine, di avere offerto la possibilita, non permessa dagli
studi che hanno seguito i pazienti per un periodo relativamente breve, di valutare
quale siano il decorso di COVID-19 a lungo termine e i fattori che ne possono
maggiormente condizionare 1’evoluzione, ponendo le basi per una migliore

caratterizzazione del quadro clinico.

Le prospettive future del presente lavoro sono in primo luogo rappresentate
dall’ampliamento della popolazione in oggetto: in questo modo si potrebbe
effettuare una valida inferenza statistica sulla popolazione affetta da long-COVID
e superare la non significativita di alcune relazioni, considerato che alcune analisi
del presente studio sono risultate sottopotenziate ai fini di dimostrare

un’associazione significativa.
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Inoltre, potrebbe essere interessante non solo raccogliere le informazioni relative
allo sviluppo di long-COVID attraverso la revisione delle cartelle cliniche
elettroniche dei pazienti, ma anche effettuare interviste telefoniche ai soggetti
reclutati al fine di avere una testimonianza diretta, limitando il rischio che alcuni
sintomi vengano sottostimati poiché non riportati all’attenzione medica e
raccogliendo cosi un’anamnesi piu completa.

Un’ulteriore opportunita di sviluppo del presente studio puo essere la valutazione
non solo dell’aspetto quantitativo, ma anche qualitativo — ovvero funzionale e
fenotipico — delle cellule staminali circolanti: cid0 permetterebbe di ottenere una
migliore comprensione sia riguardo a quali siano le alterazioni della funzionalita
delle HSPC che avvengono nel contesto di COVID-19, sia riguardo ai meccanismi
attraverso cui le HSPC disfunzionali contribuiscono all’evoluzione verso esito
infausto di COVID-19.

Da ultimo, il prolungamento del follow-up per un tempo superiore a 12 mesi
consentirebbe di approfondire il significato prognostico delle cellule staminali
circolanti nel contesto della condizione di COVID-19. Inoltre, estendere il follow-
up permetterebbe di monitorare 1I’evoluzione dei sintomi indicativi di long-COVID,
di individuare quali siano le alterazioni piu a rischio di non andare incontro a
risoluzione e consentirebbe di dare impulso ad ulteriori avanzamenti nella
comprensione della complessa fisiopatologia che caratterizza il quadro clinico di

long-COVID.
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CONCLUSIONI

In conclusione, nonostante una numerosita campionaria relativamente limitata e la
mancanza di una valutazione standardizzata della condizione di long-COVID, il
presente progetto di tesi ha fornito evidenze a supporto del fatto che il diabete pre-
esistente e il riscontro di iperglicemia al momento dell’ospedalizzazione non si
associno in maniera significativa allo sviluppo di segni e sintomi indicativi di long-
COVID.

Inoltre, anche se ¢ stata eseguita una caratterizzazione relativamente non esaustiva
delle alterazioni delle cellule staminali circolanti, il presente lavoro costituisce un
buon punto di partenza per la definizione del valore prognostico che le cellule
staminali circolanti hanno in relazione all’evoluzione di COVID-19.

E stato infatti confermato che la diminuzione dei livelli di questa popolazione
cellulare si associa a un aumento di probabilita di outcome sfavorevole di malattia
COVID-19 anche a lungo termine.

Il presente studio apporta pertanto un valido contributo al miglioramento della
comprensione della multiforme e complessa relazione esistente tra disregolazione
metabolica e malattia COVID-19, nel corso della sua evoluzione nel tempo.
Inoltre, il presente progetto di tesi avvalora I’ipotesi che le cellule staminali
circolanti siano un forte predittore di sopravvivenza: questa relazione sembra essere
valida non solo quando si considerano le molteplici patologie croniche, accumunate
da un aumentato rischio cardiovascolare, nel contesto delle quali questa
popolazione cellulare ¢ stata tradizionalmente studiata, ma anche in una condizione
che nasce infettiva acuta come ¢ COVID-19.

Cio potrebbe costituire la base per approfondire i meccanismi attraverso i quali
I’alterazione delle cellule staminali circolanti sia in grado di favorire la mortalita
precoce. In aggiunta, le evidenze che emergono dal presente lavoro possono fornire
ulteriore stimolo alla comprensione del perché il difetto della rara popolazione di
HSPC appaia cosi strettamente connesso a quadri fisiopatologici che si

caratterizzano per una compromissione dell’omeostasi sistemica.
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