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RIASSUNTO

Introduzione: la cirrosi, epatica in stadio terminale, secondaria all’infezione cronica da virus
dell’epatite C, rappresenta una delle principali indicazioni al trapianto di fegato. La recidiva
dell’infezione dopo trapianto ¢ la regola e la recidiva istologica supera il 90% dopo un anno.
E’ noto inoltre che la progressione dell’epatopatia causata dal virus C nei soggetti
immunosoppressi  procede piu rapidamente verso la cirrosi rispetto ai soggetti
immunocompetenti, raggiungendo il 30% a cinque anni.

La sindrome metabolica € una condizione clinica caratterizzata dalla presenza di
un’insulino-resistenza, associata, secondo i criteri dell’ATPIIl, ad obesita viscerale,
ipertrigliceridemia, bassi livelli di colesterolo-HDL, diabete mellito ed ipertensione
arteriosa. Dal punto di vista istologico pud essere presente un quadro di semplice steatosi o
di steatoepatite non alcolica con quadri istologici che vanno dalla semplice infiltrazione
grassa del fegato (>5%) fino alla presenza di infiammazione lobulare con possibile
evoluzione verso la fibrosi o la cirrosi.

La leptina € un ormone di natura proteica che viene codificato dal gene dell’obesita (OB),
ed é coinvolto nella regolazione del metabolismo lipidico e del consumo energetico. Diversi
studi hanno riportato un aumento dei livelli sierici di leptina nei pazienti con steatosi e/o
NASH e hanno proposto che questo rialzo possa promuovere la steatosi epatica e la
progressione a NASH.

Abbiamo valutato le caratteristiche metaboliche, istologiche e i livelli plasmatici di leptina
in una coorte di pazienti sottoposti a trapianto di fegato, per cirrosi epatica terminale
secondaria ad un’infezione cronica da virus dell’epatite C, senza altre cause eziologiche
documentate, e seqguiti presso la Clinica Medica 1 dell’Universita di Padova,

Risultati: si € assistito nei pazienti, rispetto alle condizioni pre-trapianto, alla comparsa ex
novo di alcuni quadri patologici caratteristici della sindrome metabolica quali: il diabete
mellito, nel 39%, [I’ipertensione arteriosa, nel 58%, [I’ipertrigliceridemia, nel 32%,

I’ipocolesterolemia-HDL, nel 32%, I’obesita nel 39%.
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La valutazione istologica evidenziava in tutti i pazienti una recidiva di malattia, con gradi di
attivita inflammatoria e di fibrosi variabile da lieve ad elevata. La flogosi e la fibrosi non
dipendevano dal genotipo virale, quanto piuttosto dal tempo trascorso dal trapianto.

Oltre alle alterazioni istologiche tipiche della malattia epatica virale, erano presenti anche
alterazioni istologiche caratteristiche della NAFLD in zona 3, quali la steatosi (55%) e la
fibrosi pericellulare (45%).

I livelli plasmatici di leptina, che gia erano stati dimostrati elevati in pazienti non sottoposti
a trapianto di fegato, ma con epatopatia HCV correlata, risultavano significativamente
aumentati sia in relazione alla presenza che alla severita della steatosi all’esame istologico.
Conclusioni: dopo il trapianto di fegato, nei nostri pazienti si manifestano le caratteristiche
cliniche della sindrome metabolica non evidenti prima del trapianto come il diabete mellito
(39%), I’ipertensione arteriosa (58%), I’ipertrigliceridemia (32%), I’ipocolesterolemia-HDL
(32%), I’obesita (39%) ed istologiche quali la statosi (55%) e la fibrosi pericellulare (45%).
I livelli di leptina sono risultati significativamente piu elevati nei pazienti con statosi
epatica.

Considerando che la leptina pud indurre insulino-resistenza e quindi contribuire al primo
“hit” del processo di danno metabolico epatico, i risultati da noi trovati, potrebbero
confermare il suo ruolo patogenetico anche nei pazienti epatotrapiantati. Inoltre dal
momento che i livelli di leptina non correlavano con le caratteristiche cliniche-bioumorali
della sindrome metabolica riteniamo che possa rappresentare un marker aggiuntivo per
individuare quei pazienti che dovrebbero essere sottoposti a biopsia epatica per valutare

I’iniziale danno metabolico cellulare.
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Summary

Introduction: Terminal liver cirrhosis secondary to hepatitis C virus (HCV) infection
represents one of the main indications to liver transplantation. Reactivation of the infection
following the transplantation is the rule, and histological flares are greater than 90% after
one year. It is known that progression of HCV liver disease is more rapid in
immunossuppressed patients compared to immunocompetent individuals, approximating
30% in 5 years.

The metabolic syndrome is characterized by insulin resistance associated, according to the
ATPIII criteria, with visceral obesity, hypertriglyceridemia, low levels of HDL cholesterol,
diabetes mellitus and hypertension. From the histological standpoint, simple steatosis or
non-alcoholic steatohepatitis (NASH) can be present with features ranging from simple fat
liver infiltration (>5%) up to lobular inflammation with possible evolution towards fibrosis
or cirrhosis.

Leptin is protein hormone coded by the obesity gene (OB) involved in the regulation of
lipid metabolism and energy homeostasis. Several studies reported increased serum levels of
leptin in patients with steatosis and/or NASH, suggesting that this protein may be promoting
progression to NASH.

Methods: In the present investigation, we evaluated metabolic characteristics, histological
patterns of liver biopsies and plasma levels of leptin in a cohort of patients followed at the
Clinica Medica 1 of the University of Padua, who underwent liver transplantation for HCV-
related terminal liver cirrhosis.

Results: The new onset of typical clinical features of the metabolic syndrome was observed
in our patients compared to their pre-transplant status: diabetes mellitus (39%), hypertension
(58%), hypertriglyceridemia (32%), HDL-hypercholesterolemia (32%), and obesity (39%).
Liver histology showed presence of disease reactivation in all studied patients, with variable
levels of inflammation and fibrosis ranging from mild to severe. These findings were
associated with the time-from-transplantation rather than with a specific viral genotype. In
addition, besides the histological features related to the viral hepatic disease, we detected
typical lesions of nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) in zone 3, such as steatosis
(55%) and pericellular fibrosis (45%). Leptin was previously shown to be elevated in
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subjects with HCV liver disease not yet transplanted. In our cohort, higher plasma levels of
leptin were significantly associated with the presence and severity of steatosis in the liver.

Conclusion: This study shows that the typical features of the metabolic syndrome tend to
manifest in patients following liver transplantation, and that leptin levels are significantly
elevated in subjects with liver steatosis. Since leptin can induce insulin resistance, our
findings suggest that in liver transplant patients it may function as an initial trigger for
metabolic liver damage. We suggest that this protein may represent a additional biomarker
of the ongoing metabolic damage to the hepatocytes, and therefore may be useful to identify

those patients who will benefit from an earlier diagnostic liver biopsy.
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INTRODUZIONE

Fin dal 1980 sono comparse le prime descrizioni da parte di Ludwig e colleghi (1), relative
a una entita clinico-patologica presente in soggetti sovrappeso 0 obesi con stigmate
dell’obesita, come il diabete mellito, caratterizzata da lesioni comunemente associate
all’abuso di alcol come I’infiltrazione di grassi, I’epatite lobulare e la fibrosi pericellulare.
Solo alcuni anni piu tardi, Reaven (2) descrisse la sindrome X ovvero I’associazione di uno
stato di iperinsulinemia, iperglicemia, iperlipidemia, ipertensione arteriosa e steatosi epatica
ad eziologia non alcolica ipotizzando che I’insulino-resistenza sia il comune meccanismo
patogenetico. Successivamente I’eponimo di sindrome da insulino-resistenza, prese il nome
di sindrome metabolica.

Dal 1998 Alberti e Zimmet (3) proposero il nome di sindrome metabolica a una condizione
clinica caratterizzata da una serie di alterazioni metaboliche, i cui criteri diagnostici sono
ancora argomento di discussione.

Nostante la maggior parte dei soggetti con sindrome metabolica abbia uno stato di insulino-
resistenza, tuttavia non tutti i soggetti con insulino-resistenza hanno una sindrome
metabolica. McLaughlin e colleghi (4) trovarono che il 78% di quelli con sindrome
metabolica avevano una insulino-resistenza, mentre solo il 48% di quelli con insulino-
resistenza rispondevano ai criteri per una sindrome metabolica.

Per la diagnosi di sindrome metabolica oggi, si fa per lo piu riferimento al National
Cholesterol Educational Program Adult Treatment Panel 111 (ATPIII) (5) basato su cinque
variabili cliniche e bioumorali che sono poco costose e semplici da ottenere. Questi criteri
suggeriscono, sulla scorta anche di quelli proposti dalla International Diabetes Federation

(IDF) (6), come nodo centrale della sindrome, la presenza di grasso viscerale.

Click here to get your free novaPDF Lite registration key



http://www.novapdf.com/free-registration.php?src=64

Confronto della diagnosi clinica della S. Metabolica secondo i criteri ATPIII e IDF

CRITERI ATP 111

CRITERI IDF

Presenza di almeno tre fattori

Circonferenza addominale

> 102 cm (uomo)

> 88 ¢cm (donna)

> 94 cm (uomo)

> 80 c¢cm (donna)

Presenza di almeno altri due fattori

Pressione arteriosa

>130/85 mmHg

>130/85 mmHg

Trigliceridi

>150 mg/dI

>150 mg/dl

Colesterolo-HDL

< 40 mg/dl (uomo)

< 50 mg/dl (donna)

< 40 mg/dl (uomo)

< 50 mg/dl (donna)

Glicemia

>110 mg/dl

>110 mg/dl

L’espressione epatica della sindrome metabolica € la steatosi epatica. La steatoepatite non
alcolica (NASH) rappresenta la forma piu severa di steatosi epatica non alcolica (NAFLD) e
rappresenta I’epatopatia emergente clinicamente piu importante nei paesi industrializzati
(7,8). Recenti dati americani evidenziano una aumentata prevalenza di NAFLD e NASH nel
corso degli ultimi anni (rispettivamente dal 17% al 33% e dal 5.7% al 17%) (9,10).
Diversamente dalla semplice steatosi che appare un’entita benigna, la steatoepatite non
alcolica progredisce a cirrosi nel 15-25% dei casi (11,12) e porta al decesso per malattia
epatica nel 30-40% dei casi nel corso dei successivi 10 anni, tanto quanto le cirrosi correlate
al virus C (13,14). La NASH viene attualmente considerata la principale causa delle cirrosi
criptogenetiche (15), puo progredire verso lo scompenso epatico richiedendo un trapianto di
fegato (16,17) e complicarsi con I’insorgenza di epatocarcinoma (18).

Oltre a questa forma definita “primitiva”, vi sono diversi altri fattori (19) che possono
causare una infiltrazione di grassi a livello epatico, come i farmaci, la nutrizione parenterale,

alcune procedure chirurgiche e alcune sostanze tossiche.

Click here to get your free novaPDF Lite registration key



http://www.novapdf.com/free-registration.php?src=64

Forme di Steatoepatite Secondaria

Sindromi da insulino-resistenza
Familiare
Lipodistrofia
Sindrome nell’ovaio policistico
Nutrizionale
Malnutrizione proteica
Digiuno
Nutrizione parentale totale
Calo ponderale rapido
Chirurgia bariatrica
Patologie eredo-metaboliche
Abetalipoproteinemia
Ipabetalipoproteinemia
Morbo di Wilson
Tirosinemia
Sindrome di Weber-Christian
Malattia di Wolman
Malattia da accumulo di esteri del colesterolo
latrogenica
Amiodarone
Diltiazem
Tamoxifene
Tetracicline
Methotrexate
Perixilene maleato
Acido valproico
Cocaina
Terapia antiretrovirale (lipodistrofia acquisita)
Calcioantagonisti
Estrogeni sintetici
Tossici ambientali
Fosforo
Idrocarburi
Solventi organici
Tossici fungini

Click here to get your free novaPDF Lite registration key



http://www.novapdf.com/free-registration.php?src=64

ASSOCIAZIONE DI NAFLD Al SINGOLI FATTORI DELLA SINDROME
METABOLICA

Obesita

L’obesita & un importante fattore di rischio per NAFLD, in quanto € riscontrabile in piu del
75% dei soggetti obesi 0 con obesita del tronco anche se il BMI & normale. La steatosi
epatica e dimostrabile nei soggetti che abbiano solo il 10% in piu del peso corporeo ideale e
solo pochi individui con obesita patologica non presentano una NAFLD. Questo suggerisce
che obesita e NAFLD sono la conseguenza di un meccanismo patogenetico comune (come
ad esempio I’insulino-resistenza) o che I’obesita aumenta il rischio di NAFLD dopo
esposizione a un secondo insulto specifico, come I’alcool (20). Molti studi hanno dimostrato
I’importanza dell’obesita centrale e del grasso viscerale nella patogenesi della steatosi
epatica. L’infiltrazione di grassi a livello epatico é associato ad un aumentato accumulo di
grassi viscerali come dimostrato anche da studi di imaging o dal rapporto dello spessore del
grasso presente in sede viscerale rispetto a quello presente nel sottocute (21). Lo spessore
del grasso mesenterico misurato ecograficamente, viene riportato come il dato piu specifico
di deposito di grasso viscerale ed é un fattore predittivo indipendente di steatosi epatica. Il
grasso mesenterico € un tipo specifico di tessuto adiposo viscerale che é drenato attraverso il
circolo portale ed ha differenti caratteristiche metaboliche, come ad esempio una elevata
attivita di lipoproteine, rispetto ad altri tipi di tessuto adiposo, come il sottocutaneo o il
retroperitoneale. La presenza di grasso intraddominale ¢ stato dimostrato essere un fattore
indipendente associato a tutti i criteri (secondo ATPIII) della sindrome metabolica,
all’insulino-resistenza, e alla NAFLD, suggerendone pertanto un ruolo fisiopatologico (22).
La rimozione chirurgica di grasso viscerale, ma non di quello sottocutaneo, € in grado di
migliorare la steatosi.

L’obesita di per sé e un fattore di rischio per I’epatopatia e per la progressione della steatosi
a cirrosi criptogenica e alla fin fine ad epatocarcinoma. Valori anche modestamente alterati
di alanina aminotransferasi (ALT) si sono trovati in piu del 20% dei soggetti obesi che

erano stati arruolati in un programma per ridurre il peso corporeo (23). Valori elevati di
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ALT sono inoltre associati alla presenza di una sindrome metabolica e questa aumenta
esponenzialmente il rischio di una severa epatopatia, avvallando pertanto I’ipotesi della
NAFLD come una componente di una malattia metabolica complessa (24). La presenza di
obesita in una coorte del National Healt and Nutrition Examination Survey, é associato ad
un aumento del rischio di morte per cirrosi epatica (25). L’obesita & associata a insulino-
resistenza e a livelli elevati di insulin-like growth factor I, potente mitogeno che stimola la
crescita cellulare; inoltre e associata ad elevati livelli di estrogeni estrogeni circolanti, ed é
fattore di rischio sia di adenoma epatico, sia di epatocarcinoma nei soggetti con NASH e

cirrosi criptogenetica (26).

Diabete mellito tipo II

Il diabete mellito tipo Il incrementa la prevalenza e la severita di NAFLD come dimostrato
anche in uno studio che correlava la presenza ecografica di NAFLD in pazienti non diabetici
(27%), in pazienti con intolleranza diabetica (43%), in pazienti con nuova diagnosi di
diabete (62%) (27). In studi epidemiologici I’incremento dei livelli di aminotransferasi si
associa a insulino-resistenza e predice lo sviluppo di diabete mellito (28). La presenza di
diabete risulta un fattore di rischio per la progressione a fibrosi avanzata e cirrosi (29,30) e
un fattore di rischio indipendente per epatocarcinoma indipendentemente dalla presenza di
epatopatia ad eziologia virale o non (31). In uno studio Italiano nel quale venivano seguiti
pazienti con diabete tipo Il per cinque anni, la mortalitd per cirrosi epatica risultava

addirittura superiore a quella osservata per eventi cardiovascolari (32).

Ipertensione arteriosa

Pochi dati sono disponibili sull’associazione di epatopatia e ipertensione arteriosa e sono per
lo piu derivati da studi giapponesi nei quali I’associazione tra steatosi epatica e ipertensione
arteriosa era presente nel 22% dei casi (33). Recentemente Donati e colleghi (34) hanno
confermato I’elevata prevalenza di steatosi epatica in pazienti ipertesi anche in assenza di
obesita, di diabete mellito, di alterazione delle transaminasi e di altri fattori di rischio per

epatopatia. La steatoepatite era presente nel 30% dei casi, con prevalenza tre volte superiore
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a quella osservata negli individui normotesi della stessa eta e sesso. Nello stesso studio
tuttavia i soggetti che risultavano ipertesi e avevano una diagnosi di steatosi epatica,
risultavano avere anche livelli piu elevati di glicemia, di BMI e di insulino-resistenza

rispetto a quelli senza steatosi epatica.

Dislipidemia

Alterati valori di colesterolo e trigliceridi sono fattori di rischio ben noti per la steatosi
epatica. In particolare la presenza di ipertrigliceridemia e diabete mellito correla con la
gravita di infiltrazione di grassi a livello epatico (35). Nei pazienti con
ipobetalipoproteinemia familiare (caratterizzati da bassi livelli di LDL o con valori di
apolipoproteina B inferiore al quinto percentile), presentano una significativa steatosi
epatica indipendentemente dalla presenza di insulino-resistenza, suggerendo una differente
patogenesi a seconda dell’eziologia. L’accumulo di grassi a livello epatico in questo tipo di
pazienti, puo essere determinato dal difetto del gene Apo-B che renderebbe questi soggetti

piu suscettibili agli effetti dell’accumulo di trigliceridi e all’insulinoresistenza (37).

PROCESSI FISIOPATOLOGICI

Per guanto non siano ancora ben conosciuti i meccanismi fisiopatologici della NAFLD e
della NASH, sono stati apportate diverse evidenze a suffragio di alcuni meccanismi epatici e
non epatici.

Come noto da evidenze epidemiologiche, I’incremento della massa adiposa & un fattore
fisiopatologico essenziale per la comparsa di NAFLD. L’adipocita, alla pari di un organo
endocrino, puo secernere diverse proteine, chiamate adipochine, che hanno diversi effetti
locali, periferici ed epatici, sulla risposta di fase acuta, sulla omeostasi energetica, sul
sistema immunitario, sulla regolazione vascolare, sul metabolismo lipoproteico e sulla
matrice extracellulare (38). Con I’'aumento della massa grassa e la differenziazione degli
adipociti, queste cellule possono aumentare la produzione di diverse citochine incluse la
leptina (39-42), il tumor necrosis factor-a (43), I’angiotensina (44,45), mentre si riduce

I’adiponectina (46-55). La leptina & aumentata nei soggetti con NAFLD ed € implicata oltre
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che nello sviluppo di insulino-resistenza, anche nelle fibrogenesi (42). La leptina inattiva i
substrati legati al recettore per I’insulina, determinando insulino-resistenza periferica ed
epatica. Dati recenti suggeriscono che anche I’angiotensina (45,56) gioca un ruolo
importante nella fibrogenesi in quanto antagonisti dell’angiotensina migliorano i livelli
bioumorali di transaminasi nei soggetti con NAFLD e riducono la fibrosi in modelli
animali. Il TNF é aumentato nei soggetti con NAFLD e obesita, ma non in quelli che sono
normopeso, e nei diabetici (58). TNF provoca facilmente insulino-resistenza tramite un
meccanismo di up-regulation di alcune citochine che legano JAK tirosina e ne riducono la
capacita di fosforilazione dei substrati legati al recettore dell’insulina, inibendo la
trasduzione del segnale e I’attivazione di proteine di trascrizione (59,60). Alla fine si attua
una riduzione della capacita dell’insulina di attivare la cascata di segnali intracellulari.
Inoltre il TNF aumenta I’apoptosi, aumentando a livello mitocondriale la permeabilita,
alterando i processi di respirazione e riducendo il contenuto di citocromi (64-67).
L adiponectina (anche conosciuta come ACRP 30) riveste un ruolo importante come
citochina metabolica. Bassi livelli di adiponectina precedono e predicono lo sviluppo di un
diabete mellito tipo Il (48), si ritrovano nei pazienti obesi, nei soggetti con NAFLD e in
modelli animali sono associati a sviluppo di importante fibrosi epatica quando esposti a
epatotossine (68,69); mentre aumentati livelli di adiponectina migliorano la sensibilita
all’insulina incrementando I’ossidazione degli acidi grassi via AMP-chinasi e sopprimendo

la gluconeogenesi (70).

Meccanismi di insulino-resistenza

L’insulina legandosi ai suoi recettori sulla membrana plasmatica, determina una
fosforilazione del recettore stesso e una attivazione dei substrati legati al recettore. Queste
molecole formano dei complessi di trasduzione del segnale, come il fosfoinositolo-3-
chinasi, che attraverso una cascata di eventi determinano la traslocazione di vescicole
contenenti 1 trasportatori di glucosio (GLUT-4) verso la membrana cellulare con
conseguente ingresso di glucosio nella cellula (70). Anche I’esercizio fisico stimola la

traslocazione delle vescicole per una via diversa da quella del fosfoinositolo-3-chinasi.
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L alterato ingresso di glucosio nella cellula risulta da alcuni difetti nel segnale intracellulare
come conseguenza di alcune condizioni acquisite quali I’iperinsulinemia, I’iperglicemia,
I’aumento di TNF e di acidi grassi liberi (72,73).

Diversi studi hanno ipotizzato che la sindrome da insulino-resistenza possa essere anche un
disordine inflammatorio. Il fattore nucleare kB (NF-kB) (il cui attivatore ¢ IKK-beta) € un
fattore di trascrizione nucleare che funziona, durante il processo flogistico, come
I’“interruttore generale” dell’inflammazione aumentando la trascrizione a livello genico di
un ampio range di mediatori infiammatori (74). E’ stato dimostrato che I’aumentata attivita
del NF-kB nei fegati di modelli animali e associata con un’aumentata espressione di
citochine infiammatorie, incluso il TNF-a, IL6 e IL-1p e con I’attivazione delle cellule del
Kupffer. In uno studio veniva dimostrato come [I’inibizione sistemica di IKK-beta
migliorava il controllo glicemico, la sensibilita all’insulina, I’iperlipidemia nei soggetti
affetti da diabete mellito tipo 1l (74). Come il fegato, anche il tessuto adiposo dei soggetti
obesi é caratterizzato da infiltrazione di macrofagi e inflammazione (75). La produzione di
citochine pro inflammatorie dei macrofagi del tessuto adiposo determina, attraverso effetti
paracrini sul tessuto adiposo stesso e sul muscolo, insulino-resistenza come avviene a livello
epatico in relazione alla produzione di citochine in quel distretto (75).

L alterata capacita da parte delle cellule muscolari di utilizzare il glucosio e di sopprimere la

lipolisi, comporta uno stato iperinsulinemico e un incrementato afflusso di acidi grassi liberi

al fegato.
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La steatosi € alla fine conseguente a tre processi metabolici: la riduzione dell’ossidazione
epatica degli acidi grassi liberi, I’aumento della lipogenesi epatica de novo, la riduzione
dell’efflusso di lipidi dal fegato (76-78). La steatosi epatica € essa stessa causa di insulino-
resistenza (79,80).

Dall’insulino-resistenza alla steatosi epatica

Per spiegare lo sviluppo della NAFLD viene proposta I’ipotesi dei due “hit” teorizzata nel
1998 da Day e James (81). Il primo “hit” é costituito dall’accumulo di grasso (acidi grassi e
trigliceridi) all’interno degli epatociti, risultante dall’insulino-resistenza. La steatosi e
considerata avere un decorso benigno (82), tuttavia non si trova in uno stato di quiescenza:
si possono notare attivazione delle cellule stellate, stimolazione di proteine apoptotiche, up-
regolazione di proteine-2 uncoupling, che potenzialmente possono causare fibrosi, morte di
cellule e riduzione di ATP intracellulare(85-87). Nonostante questi processi, la funzione
epatica e I’esame istologico, a parte la presenza di steatosi, sono normali. A questo punto
non é ben chiaro perché solo un sottogruppo di soggetti con NAFLD progredisca verso la
NASH. Quel che ¢ certo che gli epatociti sovraccaricati di lipidi sono piu facilmente esposti
al secondo “hit” (88), ovvero allo stress ossidativo causato da alcune molecole come le
endotossine, le citochine e i radicali liberi (89). Oltre alle citochine, sono stati identificati tre
meccanismi che possono intervenire nello stress ossidativo: I’iperinsulinemia, I’accumulo
epatico di ferro, la perossidazione lipidica.

L’insulina ha un effetto diretto nel generare stress ossidativo o nell’up-regulation di proteine
lipogenetiche, come le proteine leganti il sistema regolatorio degli steroli (SREBP) (90-93).
Inoltre ha effetti diretti profibrogenetici, stimolando fattori di crescita connettivali, e
intervenendo direttamente nello stress a livello del reticolo endoplasmatico provocando
apoptosi (94).

Il ruolo del ferro come fattore pro-ossidante non ¢ chiaro. Solo pochi studi suggeriscono la
sua importanza nel precipitare i radicali liberi dell’ossigeno e di conseguenza la
perossidazione lipidica (95,96). Bisogna notare che circa il 30% dei soggetti con NAFLD

presentano elevati livelli di ferritina e che & ben descritta I’associazione tra insulino-
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resistenza e deposito di ferro a livello epatico (97-100). Inoltre la salassoterapia migliora
I’istologia dei pazienti con NAFLD (101) e migliora I’insulino-resistenza in quelli che
presentano anche un diabete mellito (102). Infine & nota la sua azione pro-ossidante con
effetti deleteri sui mitocondri.

Soggetti con NASH presentano livelli di stress ossidativo piu elevati in confronto a quelli
con semplice steatosi (103,104). Gli acidi grassi liberi rappresentano una facile fonte per lo
stress ossidativo all’interno del fegato in quanto agendo come ligandi per la famiglia dei
recettori nucleari che inducono la trascrizione di molecole che regolano il metabolismo
lipidico (PPAR-alfa) (105), provocano un aumento della loro ossidazione a livello dei
mitocondri, microsomi e perossisomi (106), con conseguente produzione di superossido,
perossido di idrogeno e perossidi lipidici in grado di attivare stress ossidativo e conseguente
perossidazione lipidica.

Due prodotti della perossidazione lipidica I’idrossinonenale e la malondialdeide
determinano chemiotassi neutrofila con conseguente inflammazione, necrosi e stimolazione
delle cellule stellate epatiche con produzione di fibrosi, oltre che un’up-regulation di
citochine, TGF-beta nei macrofagi (107). Lo stress ossidativo stimola inoltre il rilascio di
TNF dagli epatociti, dai lipociti e dai mitocondri (107). Il TNF-o altera la respirazione
mitocondriale, aumenta la permeabilitd mitocondriale e riduce la quantita di citocromi C
mitocondriali. I ROS inoltre inducono I’attivita di FAS ligand con conseguente induzione di
apoptosi. | corpi apoptotici che cosi si formano stimolano anch’essi la fibrogenesi. La
combinazione della perossidazione lipidica, dell’attivazione di FAS ligand e delle citochine,
determina le caratteristiche istologiche tipiche di questa epatopatia(108-110).

Recenti dati apportano evidenze sulla stretta relazione tra la progressione da semplice
steatosi a steatoepatite e I’attivazione di NF-kB attraverso una via lisosomiale catapepsina
dipendente: la traslocazione di fattori proapoptotici nei lisosomi con conseguente
destabilizzazione e rilascio di proteasi della cisteina (catapepsina B) all’interno del citosol,
determinerebbe I’attivazione di NF-kB via IKK-beta e conseguente aumentata espressione
di TNF-o (111).
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RUOLO DELLA LEPTINA NELLA NAFLD

La leptina € un ormone di natura proteica, scoperto nel 1994 da Friedman. Viene codificato
dal gene dell’obesita (OB), ha un peso molecolare di 16 KDa ed & coinvolto nella
regolazione del metabolismo lipidico e del consumo energetico. | suoi recettori sono
localizzati nell’ipotalamo dove sono presenti anche i centri regolatori del senso della fame e
della sete, della temperatura corporea. La leptina ha un effetto anoressizzante e aumenta il
consumo energetico, favorendo la riduzione del peso corporeo e della massa grassa. In
condizioni normali i livelli di leptina aumentano dopo il pasto e si riducono nel digiuno
prolungato. Sono proporzionali alla massa grassa presente nell’organismo (livelli piu elevati
negli obesi, minore nei soggetti magri) (112).

Diversi studi hanno riportato un aumento dei livelli sierici di leptina nei pazienti con steatosi
e/o NASH e hanno proposto che questo rialzo possa promuovere la steatosi epatica e la
progressione a NASH (113,114). La leptina contribuisce a promuovere e/o aggravare la
steatosi epatica tramite multiple interazioni con I’insulina, provocando uno stato di insulino-

resistenza, determinando un accumulo intracellulare di acidi grassi (114).

Mechanisms of Insulin Action

""""""""

»»»»»

Leptina

Salat 1t R, Faiore 318, 799K, 20

Inoltre puo influenzare lo sviluppo di una NASH attraverso la regolazione delle risposte
inflammatorie (115), partecipando alla cascata degli eventi del secondo “hit”. Oltre a
promuovere uno stato di insulino-resistenza, sembra infatti che la leptina possa indurre le
cellule del Kupffer a produrre citochine, come il TNF-a, IL-6 e IL-12 e a creare uno stato
inflammatorio incrementando i livelli di radicali liberi, e inducendo pertanto uno stress

ossidativo. In un recente lavoro, e stato inoltre dimostrato che si verrebbe a creare anche uno
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stato di leptino-resistenza dove gli elevati livelli di leptina circolanti si assocerebbero a piu
ridotti livelli dei propri recettori di membrana (OB-r) riducendo pertanto la sua sensibilita a
livello degli epatociti (116). In un modello animale in cui veniva indotto un aumento di
disponibilita dei recettori (OB-r), si osservava una riduzione del peso corporeo indotto
dall’infusione di leptina esogena (117). Pertanto anche la leptino-resistenza potrebbe

partecipare direttamente nel promuovere una NAFLD.

ASPETTI ANATOMOPATOLOGICI DELLA NAFLD

Dopo le prime descrizioni di Ludwig nel 1980 (1), Matteoni e colleghi (82) evidenziarono
nel 1999 come i soggetti che presentavano istologicamente oltre all’accumulo di grasso
tipico della steatosi, anche la presenza di degenerazione balloniforme degli epatociti, corpi
ialini di Mallory o fibrosi avevano una elevata incidenza di sviluppare cirrosi e morte per
scompenso epatico rispetto ai soggetti nei quali era presente solo steatosi e inflammazione
lobulare. Pertanto nello stesso periodo Brunt e colleghi (118) introdussero un sistema
semiquantitativo di grading e staging basato sulla presenza di alcune tipiche lesioni, sulla
loro associazione e severita: steatosi, degenerazione balloniforme, inflammazione lobulare e
portale per quanto riguarda il grading; dalla fibrosi pericellulare/perisinusoidale in zona
centro lobulare, alla fibrosi portale fino alla cirrosi per quanto riguarda lo staging. | ciriteri
minimi necessari per far diagnosi di NASH sono: la steatosi epatica, la degenerazione
balloniforme e I’inflammazione lobulare.

Dal momento che nessuna modalita di imaging riesce a distinguere tra semplice steatosi e
steatoepatite, la biopsia epatica rimane il gold standard per la diagnosi. L’iniziale
deposizione di collagene nelle NAFLD o nelle NASH ha un pattern diverso rispetto alle
altre forme di epatopatia (virali, autoimmuni, colestatiche) in quanto inizia dalla zona
centrolobulare come fibrosi perivenulare e/o pericellulare (119). Esiste infatti una
etrerogenea popolazione di cellule stellate che vengono attivate in varie condizioni di
epatopatia rispondendo con la fibrogenesi agli insulti dell’acino (120). Allo stadio di cirrosi

diventa difficile poter giungere ad una diagnosi eziologica in quanto alcune caratteristiche
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tipiche quali i corpi ialini di Mallory, i nuclei glicogenati e la distribuzione tipica della
fibrosi possono essere difficili da reperire e altre come la steatosi, I’inflammazione lobulare
e la degenerazione balloniforme possono essere scomparse a causa del rimodellamento che
avviene durante la cirrosi (121).

Nel 2003 il Nonalcholic Steatohepatitis Clinical Research Network (122) sviluppo e valido
uno score istologico, valido per I’intero spettro delle malattie incluse nella NAFLD. Viene
pertanto proposto uno score di attivita (NAS) in base a tre caratteristiche: steatosi (0-3),
inflammazione lobulare (0-3), degenerazione balloniforme (0-2). La maggior parte dei
soggetti con diagnosi di NASH presentano uno score NAS uguale o superiore a 5, mentre
uno score uguale o inferiore a 2 lo esclude con assoluta certezza. La definizione minima per
NAFLD istologica risulta definita, arbitrariamente, dalla presenza di una steatosi almeno del
5%.

STEATOSI EPATICA E HCV

Diversamente da quanto osservato nell’infezione cronica da virus B e nell’epatiti
autoimmuni, in cui rappresenta un reperto occasionale, la steatosi epatica si associa
all’epatite C in una percentuale significativamente elevata (123,124). Dal 50 al 70% delle
forme croniche da epatite C (125) é presente un modesto grado di steatosi macrovescicolare
che non é tuttavia presente solo in zona 3. Nel genotipo 3 la steatosi & di grado marcato e
correla strettamente con i gradi di replicazione virale intraepatica, suggerendo |’effetto
steatosico come conseguenza diretta dell’effetto citopatico diretto del virus (126). Un’altra
evidenza a questo favore é I’effetto “antisteatosico” che si osserva a seguito della risposta
virologica sostenuta con I’utilizzo di interferone (127). Una caratteristica peculiare dei
pazienti con genotipo 3 & anche I’assenza di fattori di rischio metabolici identificabili,
nonché la presenza di bassi livelli di colesterolo, trigliceridi e ApoB (a differenza dei
soggetti con NAFLD) (128). Tuttavia i meccanismi fisiopatogenetici che soggiacciono al
rapporto causa-effetto HCV-insulino-resistenza non sono ancora del tutto chiari.

Evidenze sperimentali lascerebbero ipotizzare che proteine del virus HCV possano indurre

steatosi interferendo con I’assemblaggio delle lipoproteine. E’ stato dimostrato infatti che la
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proteina NS5A e la proteina core di HCV, co-localizzano sulla superficie di gocciole
lipidiche e sono in grado di interagire con apolipoproteine (129,130). In cellule epatiche
transfettate, inoltre, la proteina core causa un accumulo di trigliceridi a livello
citoplasmatico e in vivo, sembra ridurre I’esportazione dei trigliceridi dal fegato, causando
steatosi epatica nei topi transgenici (131,132).

Dati sperimentali suggeriscono una diretta interferenza del virus HCV con la via
dell’insulina attraverso la degradazione proteosomica di IRS-1 e IRS-2 (substrati del
recettore insulinico) (133). Il recettore per I’insulina ha un’attivita chinasica intrinseca
innescata dal legame con I’ormone nella sua porzione extracellulare. Questo legame da il
via a una cascata di reazioni che porta all’espressione di un trasportatore di membrana
specifico per il glucosio (GLUT-4) andando quindi ad interferire con la trasduzione del
segnale e di conseguenza con gli effetti biologici attribuiti all’insulina stessa.

E’ stato dimostrato che un difetto funzionale in questa via puo avvenire anche a seguito di in
aumento dei livelli di ciochine pro inflammatorie, quali il TNF-o. Tale dato e avvallato dal
fatto che la sensibilita all’insulina viene ripristinata in seguito alla somministrazione di
anticorpi anti TNF-a.. E’ stato inoltre documentato che livelli piu elevati di TNF-a si
ritrovano in circolo, nel fegato e nelle cellule mononucleate del sangue periferico di soggetti
con epatopatia cronica HCV rispetto a soggetti sani e che i livelli di TNF-a correlano anche
con I’indice HOMA dei pazienti cirrotici (134).

Studi recenti hanno dimostrato che I’infezione da HCV induce un aumento dell’espressione
di proteine codificate da geni denominati con I’acronimo SOCS (suppressor of cytochine
siganlling) (135). Sembrerebbe che membri di questa famiglia (SOCS-1 e SOCS-3)
inibiscano I’attivita di STAT-1, fattore chiave nella trasduzione del segnale dell’interferone-
a a livello cellulare, permettendo la persistenza dell’infezione. SOCS-3 sarebbe in grado di
sopprimere i segnali mediati dall’insulina aumentando la degradazione proteosomica di
IRS-1 con conseguente sviluppo di insulino-resistenza. E’ interessante notare come soggetti
infettati con HCV di genotipo 1 mostrino una sovra espressione di SOCS-3.

Un altro meccanismo proposto, secondo alcuni lavori condotti sia su modelli animali che su

soggetti affetti da epatite cronica HCV, potrebbe essere I’inibizione, da parte della proteina
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core di HCV, dell’attivita di trasporto di uno dei piu importanti enzimi coinvolti nel
metabolismo lipidico del fegato: la proteina microsomiale di trasporto dei trigliceridi (MTP)
(136). Sono inoltre stati osservati la presenza di due meccanismi diversi in grado di
regolare I’espressione genica di MTP nei pazienti infettati con HCV a genotipo diverso: nei
soggetti con genotipo non-3, i livelli di mMRNA che codificano per MTP correlano con
I’iperinsulinemia, mentre nei pazienti con genotipo 3, I’espressione genica correla solo con
la replicazione virale.

Dal punto di vista anatomo-patologico, le forme legate al virus C tendono ad avere un
maggior processo inflammatorio a carico del tratto portale, piuttosto che del lobulo,
generalmente non sono presenti epatociti con degenerazione balloniforme e manca la

caratteristica fibrosi pericellulare/perivenulare.

TRAPIANTO DI FEGATO NEI PAZIENTI CON INFEZIONE DA EPATITE C E
RECIDIVA DI MALATTIA

Il trapianto ortotopico di fegato (OLT: orthotopic liver transplantation), € oramai un’opzione
terapeutica di elezione per il trattamento delle numerose patologie metaboliche, congenite e
per le epatopatie acute e croniche in fase terminale, le cosiddette End-stage Liver Diseases.
Nel 1963 Thomas Starzl, effettud il primo tentativo di trapianto di fegato, su un bambino
affetto da atresia biliare, senza riuscirci e nel 1967 invece, porto a termine, con successo, il
primo trapianto ortotopico di fegato umano. A partire dagli anni’80 I’affinamento delle
tecniche chirurgiche, la progressione delle conoscenze dei meccanismi che regolano la
risposta immune, le nuove conoscenze in materia di immunosoppressione, I’ottimizzazione
del supporto anestesiologico e rianimatorio, hanno fatto si che la sopravvivenza ad un anno,
a cinque anni e a dieci anni si attestasse nei centri d’esperienza rispettivamente sul 90%,
80% e 70%, rendendo questo tipo di approccio una terapia efficace (137). Nella maggior
parte delle casistiche, la piu frequente indicazione al trapianto e rappresentata dalla cirrosi
epatica ad eziologia virale (57,4%), difatti attualmente circa un terzo dei pazienti che vanno
al trapianto é affetto da cirrosi da virus C non piu controllabile clinicamente. Tra le altre

indicazioni di maggiore riscontro rientrano |’epatopatia alcolica (9,2%), le epatopatie
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autoimmuni (0,8%), la steatoepatite non alcolica, le epatopatie colestatiche (cirrosi biliare
primitiva, colangite sclerosante primitiva, atresia biliare), I’insufficienza epatica acuta post-
epatitica o tossica, le malattie genetiche (emocromatosi, malattia di Wilson, amiloidosi,
etc.). Il numero dei trapianti epatici ha subito negli ultimi anni un notevole incremento,
superando negli anni’90 i 4000 interventi negli USA e i 3000 interventi in Europa. (138).

La recidiva di HCV nel post trapianto avviene nel 100% dei pazienti che giungono
all’intervento con viremia rilevabile. Dopo il trapianto, i livelli di HCV-RNA aumentano
rapidamente dalla seconda settimana al quarto mese e la viremia al quarto mese € un
indicatore sensibile e specifico dell’attivita istologica e del grado di fibrosi. A 6 mesi dal
trapianto nel 75% dei pazienti trapiantati con recidiva di HCV si riscontra una epatite
lobulare acuta alla biopsia; a 5 anni dal trapianto circa 1’80% dei pazienti sviluppa un
quadro istologico di danno cronico HCV mediato e piu del 30 % sviluppa cirrosi (contro il
5% dei non trapiantati) (139,140). Recenti studi hanno dimostrato che I'HCV-RNA é
presente in circolo gia 48 ore dopo il trapianto, I’espressione degli antigeni virali € invece
dimostrabile 10 giorni dopo I’ intervento. Inoltre si € visto che gia al momento della
riperfusione del graft avverrebbe il primo episodio di reinfezione (139).

Si calcola che il rischio attuale di scompenso epatico a 1 e 3 anni nei pazienti trapiantati
con recidiva e rispettivamente del 42% e 62%, comparato a <5% a 1 anno e <20% a 5 anni
dei pazienti non trapiantati con virus C.

La storia naturale della recidiva é piu rapida e piu aggressiva nel post trapianto che nei
pazienti non trapiantati, anche il decorso dalla cirrosi allo scompenso e all’insufficienza
epatica é piu rapido che nell’immunocompetente; la sopravvivenza a lungo termine nei
trapiantati per virus C é significativamente inferiore rispetto a quella dei pazienti senza virus
C (140-143).

La diagnosi di recidiva di HCV avviene tramite biopsia. Deve essere eseguita sia nel caso di
sospetto clinico sia che il paziente presenti valori normali di AST e ALT; infatti il 30-50%
dei pazienti sono viremici anche in assenza di alterazione della funzione epatica. Va tuttavia

ricordato che le transaminasi sono dei marcatori aspecifici in quanto possono risultare
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alterati per motivi non legati all’epatite. Il frequente dosaggio dell” HCV non é in genere
utile se non per il monitoraggio della terapia.

Dal punto di vista istologico si puo parlare di tre forme di danno epatico da recidiva di
HCV:

recidiva acuta: epatite lobulare, vari gradi di necrosi epatocitaria e steatosi;

recidiva cronica: significativi infiltrati portali e lobulari, fibrosi porto-portale;

epatite colestatica fibrosante (rara).

Nel 2003 sono stati stabiliti e classificati dal “First International Liver Transplant Society
consensus panel group for the diagnosis and management of post-LT HCV” (141) i
principali fattori di rischio associati alla ricorrenza da HCV, che si possono cosi riassumere:
per quanto riguarda i fattori legati al ricevente, sono stati individuati come fattori di rischio
I’eta avanzata del paziente, la gravita della patologia prima del trapianto, la razza non bianca
e una ridotta risposta immune HCV-specifica. Dal punto di vista del donatore I’eta
avanzata, il sesso femminile, I’insulto ischemico del graft e la presenza di mutazioni
genetiche. Il matching del’HLA tra donatore e ricevente ha un effetto modesto
sull’andamento della recidiva. Tra i fattori virologici sono stati considerati come fattore di
rischio la coinfezione da CMV, soprattutto se il genotipo HCV ¢é I’1a, la coinfezione da
HBYV, alta viremia, alto tasso di replicazione intraepatica. Inoltre si & osservato che
I’infezione con genotipi 1 e 4 si associa ad un piu alto rischio di recidiva. E’ stato
dimostrato infine che I’uso di boli di steroidi e I’utilizzo di OKT3 per il controllo del rigetto
acuto sono fattori che influenzano negativamente la frequenza e severita della recidiva da
HCV (144,145).

La migliore strategia per prevenire gravi ricadute post-trapianto & quella di eliminare il
virus prima del trapianto. Tuttavia in questa situazione la terapia antivirale con interferone e
ribavirina é difficile da tollerare e si associa a scarsi tassi di risposta nei pazienti con cirrosi
scompensata. Nei pochi studi esequiti il tasso di risposta virale sostenuta e del 20-24% a
fronte di un elevato dropout e di frequenti eventi avversi come citopenie, infezioni,
scompenso della malattia epatica. Secondo il Consensus Conference dell’ International Liver

Transplant, i pazienti con cirrosi con MELD inferiore a 18 dovrebbero essere sottoposti a
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terapia antivirale (141). Dopo il Trapianto ci sono due possibili approcci: utilizzare
interferone e ribavirina prima dell’identificazione biochimica o istologica della malattia o
dopo identificazione bioumorale e istologica della recidiva. La terapia di prevenzione (146)
avrebbe il vantaggio di prevenire la ricomparsa della malattia prima che I’epatopatia abbia
raggiunto uno stadio avanzato. Tuttavia in questo periodo la terapia € piu difficile da
tollerare con maggiori effetti collaterali (condizioni generali condizionate dal perioperatorio,
trattamento con dosi ancora elevate di immunosoppressori). | risultati di studi controllati
dimostrano risposte virologiche sostenute tra 0 e 17% (147). Di fatto il trattamento
antivirale delle recidiva viene praticato piu tardi, quando anche i livelli di
immunosoppressore sono piu ridotti. Questo approccio ha il vantaggio di selezionare il
sottogruppo di pazienti con malattia progressiva, evitando di sottoporre al trattamento i
soggetti senza progressione della malattia. In genere a questo punto, i pazienti presentano
grado di fibrosi piu avanzata (stadio 2 o piu). Le percentuali di risposta sostenuta a questo

punto, variano tra il 12 e il 34%.

IMMUNOSOPPRESSIONE DOPO IL TRAPIANTO E RISCHIO METABOLICO

La terapia immunosoppressiva nell’ambito del periodo post-OLT ha un ruolo cruciale per la
sopravvivenza del paziente e del graft dopo il trapianto. Il notevole miglioramento della
sopravvivenza nei pazienti nel post trapianto € dovuto, tra I’altro, allo sviluppo di nuovi
farmaci immunosoppressori, e all’adozione di schemi di terapia immunosoppressiva
combinata, i quali, prevedendo farmaci con differenti meccanismi d’azione e con un diverso
profilo di effetti collaterali, hanno reso il trattamento piu efficace e sicuro.

Gli immunosoppressori possono essere classificati in cinque categorie (148):

corticosteroidi;

inibitori della Calcineurina (IC) quali tacrolimus (Tac) e ciclosporina (CsA);

inibitori della biosintesi delle purine, quali azatioprina (AZA) e micofenolato mofetile
(MMF);

inibitori del recettore mammario della rapamicina, quali sirolimus (Sir) ed everolimus
(RAD);
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anticorpi monoclonali o policlonali (OKT3, anticorpi anti-CD25, globuline antitimocita).

| principali farmaci immunosoppressori utilizzati in ambito epatico, per prevenire il rigetto
dell’organo trapiantato rimangono comungue i corticosteroidi, la ciclosporina, il tacrolimus
e il micofenolato mofetile.

| corticosteroidi continuano a far parte del regime immunosoppressivo iniziale. La loro
attivita immunosoppressiva € caratterizzata dal ridurre la sintesi di citochine (IL-1,IL-2,IL-
3,IL-6) attraverso I’interazione con la trascrizione genica, inibiscono la migrazione e la
fagocitosi dei macrofagi ed incrementano la stabilita di membrana.

La ciclosporina, antibiotico a struttura ciclica, & una molecola lipofilica costituita da 11
aminoacidi, mentre il tracolimus é un antibiotico appartenente alla famiglia dei macrolidi.
Entrambi agiscono esercitando effetti immuno-soppressori di tipo cellulo-mediato ed
umorale, attraverso un legame ad alta affinita con una famiglia di proteine citoplasmatiche
presenti in molte cellule, costituite dalla ciclofillina per la ciclosporina e dal “FK binding
proteins” per il tacrolimus. La ciclosporina inibisce, legandosi alla ciclofillina, in modo
specifico e competitivo, la calcineurina, una fosfatasi dipendente dal complesso calcio-
calmodulina. Con tale meccanismo, la ciclosporina inibisce la traslocazione di una famiglia
di fattori di trascrizione all’interno del nucleo, il NF-AT (fattore nucleare delle cellule T
attivate), riducendo in questo modo la trascrizione di geni per le citochine, quali 1L-2, 1L-3,
IL-4, CDA40L, TNF-a, IFN-y. Le principali cellule bersaglio di questi farmaci sono le
cellule T- helper, ma anche i linfociti T-citotossici. Inoltre, sia la ciclosporina che il
tacrolimus sono potenti inibitori del gene della prolattina, ormone che agisce stimolando il
sistema immunitario, e I’attivazione dei geni per le citochine.

Il micofenolato mofetile ¢ un profarmaco, somministrato per via orale, ha un elevato
assorbimento, superiore al 90% (149). L’acido micofenolico, il metabolica attivo (MPA)
che risulta dall’idrolisi a livello dello cellule epiteliali della mucosa gastrointestinale, agisce
come potente inibitore non competitivo e reversibile della inositolo-monofosfato-
deidrogenasi (IMPHD) un enzima critico nella sintesi de novo delle purine durante la
proliferazione cellulare. I linfociti T e B utilizzano di preferenza la via de novo per la sintesi

delle purine e percio sono particolarmente sensibili all’azione del farmaco rispetto alle altre
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popolazioni cellulari che sono in grado di sintetizzare la purine anche attraverso vie
biochimiche alternative.

| corticosteroidi e gli inibitori della calcineurina presentano diversi effetti collaterali essendo
in grado nel lungo termine, di far insorgere de novo o accentuare alterazioni metaboliche
come il diabete, la dislipidemia, I’ipertensione arteriosa e I’osteoporosi e I’insufficienza
renale (150-157).

L’ipertensione si sviluppa nel 65-70 % dei trapiantati entro un anno dal trapianto. Puo
accadere inoltre che alcuni pazienti perdano il normale ritmo circadiano pressorio e
sviluppino ipertensione notturna. La causa dell’ipertensione & multifattoriale, ma ¢
maggiormente correlata all’utilizzo degli inibitori della calcineurina rispetto a quello dei
corticosteroidi. Gli inibitori della calcineurina agiscono incrementando le resistenze
vascolari renali e sistemiche. Il meccanismo che sta alla base di tale fenomeno non é ancora
completamente chiarito, ma un importante ruolo € esercitato da un incremento del rilascio di
sostanze vasocostrittrici, in particolare I’endotelina. A cio potrebbe aggiungersi I’effetto
ipertensivo esercitato dai corticosteroidi, la cui somministrazione di solito viene interrotta
entro il sesto mese. Vi sono dati contrastanti sulla frequenza dell’ ipertensione indotta da
ciclosporina e tacrolimus. Alcuni trials a lungo termine non rivelano sostanziali differenze
tra i due farmaci, mentre altri dimostrano una maggior incidenza di ipertensione tardiva con
tacrolimus. L’iniziale trattamento prevede una dieta a basso contenuto di sodio, una
riduzione del dosaggio di ciclosporina o tacrolimus e la piu precoce sospensione dello
steroide, associando quindi una terapia antiipertensiva con calcio-antagonisti poiché
contrasta I’effetto vasocostrittivo esercitato a livello renale. L’insufficienza renale é una
complicanza reversibile che si verifica frequentemente e precocemente dopo il trapianto,
infatti la ciclosporina (o il tacrolimus) esercita un’azione tossica che si manifesta attraverso
la necrosi tubulare acuta, a causa dell’effetto vasocostrittivo esercitato dalla ciclosporina
stessa.

Tuttavia i farmaci immunosopressori possono determinare anche un quadro di insufficienza
renale cronica ed € quindi necessario monitorare costantemente la concentrazione

plasmatica della creatinina. Uno studio ha dimostrato che in una coorte di 37.000 pazienti
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sottoposti a trapianto, I’incidenza dell’ insufficienza renale cronica (definita da una GFR <
29 ml/ min per 1.73 m?) era del 14 % a tre anni e del 18 % a 5 anni dal trapianto. |
principali fattori di rischio per lo sviluppo di un’insufficienza renale cronica sono la terapia
immunosopressiva, I’eta avanzata, una ridotta funzionalita renale pre-trapianto, il sesso
femminile, un episodio di insufficienza renale acuta nel post-trapianto, la presenza di
diabete o ipertensione, I’infezione da HCV e I’epoca del trapianto antecedente il 1998. E’
importante controllare adeguatamente i livelli di pressione arteriosa, non utilizzare FANS o
aminoglicosidici e mantenere un’adeguata idratazione.

L’utilizzo di prednisone, ciclosporina, tacrolimus e I’aumento di peso predispongono allo
sviluppo di diabete dopo il trapianto e tale rischio, sembra aumentare nei pazienti
trapiantati per infezione da epatite C. | pazienti affetti dal diabete prima del trapianto
richiedono spesso un trattamento insulinico dopo il trapianto ed il 13-30% dei soggetti
trapiantati sviluppa un diabete de novo e questo si verifica pil spesso con un regime
immunosoppressivo con tacrolimus piuttosto che con ciclosporina. Lo sviluppo della
malattia diabetica non ha effetti rilevanti sulla sopravvivenza nel primo anno dopo il
trapianto. Tuttavia un incremento della mortalita é stato riportato nei diabetici nel secondo
anno post-trapianto. La prevalenza del diabete tende a ridursi con la riduzione del dosaggio
dello steroide. Per quanto riguarda il trattamento del diabete, si & visto che gli
ipoglicemizzanti orali hanno un’efficacia limitata nel paziente post-trapiantato, pertanto
spesso € necessario ricorrere al trattamento insulinico.

Un’altra complicanza metabolica frequente dopo il trapianto e I’obesita. Infatti, il
miglioramento del performance status del paziente stesso e il trattamento col prednisone
predispongono all’aumento di peso. In genere il peso aumenta nei primi due anni dopo il
trapianto, poi si stabilizza. Tuttavia dal 20 al 40% di pazienti risulta obesa. 1l dosaggio di
prednisone é stato identificato come fattore predittivo indipendente di obesita, tuttavia,
quando I’obesita si € stabilizzata, potrebbe non essere sufficiente una riduzione del dosaggio
di tale farmaco. Risulta importante pertanto prevenire I’ecccessivo aumento di peso

attraverso una dieta equilibrata e un’adeguata attivita fisica.
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Anche la dislipidemia & comune dopo il trapianto. L’ipercolesterolemia si sviluppa nel 16-
43% dei pazienti e I’ipertrigliceridemia nel 40-47% e spesso si osserva anche una riduzione
dei valori di HDL. L’ipertrigliceridemia si osserva gia entro il primo mese dal trapianto e
rimane stabile nel primo anno; i valori di colesterolo invece aumentano in modo graduale e
raggiungono un plateau al sesto mese dal trapianto. E’ ovvio che pazienti con elevati livelli
di colesterolo prima del trapianto, siano maggiormente predisposti a sviluppare
ipercolesterolemia dopo I’intervento. La dislipidemia nei pazienti trapiantati € correlata
all’assunzione di corticosteroidi, tacrolimus e soprattutto ciclosporina. Il trattamento
consiste nel modificare le abitudini dietetiche e se possibile ridurre le dosi di corticosteroidi,
nonché sostituire eventualmente gli inibitori di calcineurina con micofenolato mofetile. La
terapia medica con statine € prescritta piu raramente.

Alterazioni a carico dell” apparato cardiovascolare sono comuni nei pazienti trapiantati,
soprattutto in coloro che presentano ulteriori fattori di rischio, quali ipertensione, diabete

mellito, obesita e iperlipidemia.
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SCOPO DEL LAVORO

Valutare la presenza di un danno metabolico visibile istologicamente e i livelli della leptina
in pazienti sottoposti a trapianto di fegato per cirrosi terminale HCV-correlata e con recidiva

attiva di malattia su graft, seguiti presso la Clinica Medica 1 dell’Universita degli Studi di
Padova.
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MATERIALI E METODI

| dati clinici, bioumorali e strumentali sono stati ottenuti dal database relativo a 143
pazienti seguiti presso la Clinica Medica 1, dal 1991 al 2007, sottoposti a trapianto di
fegato per cirrosi epatica terminale. | soggetti con eziologia virale HCV, senza altre
concause, erano 31, 25 maschi e 6 femmine, di eta compresa tra i 30 e i 65 anni al
momento del trapianto. | pazienti sono stati seguiti nel primo anno dal trapianto con
cadenza trimestrale, salvo complicanze e dal secondo anno con cadenza almeno
semestrale. Gli accertamenti eseguiti per il follow-up prevedevano I’esecuzione di esami
bioumorali (emocromo con formula, indici di flogosi, funzionalita epatica, renale,
coagulazione, assetto lipidico, glicemia ed emoglobina glicata nei pazienti diabetici,
profilo proteico, markers relativi al metabolismo osseo, livelli di immunosoppressione,
esame urine), sierologici (HBV+HBV-DNA, HCV+HCV-RNA e genotipo, CMV, EBV), e
strumentali (ecodoppler del fegato e dei vasi splancnici, EGDS al terzo mese, visita
oculistica al primo mese e al compimento dell’anno, MOC al primo mese e quindi
annualmente) nonché la visita epatologica con raccolta di dati clinici, incluse le abitudini
voluttuarie, e al momento della biopsia anche con registrazione del peso corporeo, della
circonferenza addominale e del BMI. Veniva in questa occasione effettuato un prelievo
anche per dosaggio della leptina. Altri accertamenti venivano stabiliti di volta in volta a
seconda delle evidenze cliniche. La biopsia epatica veniva eseguita nelle prime settimane
in relazione ad un sospetto di rigetto acuto o di recidiva di HCV; successivamente quando
vi era un’alterazione delle transaminasi persistente per almeno un mese. In tutti i pazienti
le biopsie epatiche sono state eseguite a distanza di almeno un anno dall’intervento di
trapianto e in 26 pazienti sono state ripetute tra il 2004 e il 2007. Il regime di
immunosoppressione prevedeva una duplice terapia con ciclosporina e steroidi o
tacrolimus e steroidi. Gli steroidi, tranne in 7 pazienti sottoposti a trapianto prima del 1997
e in un paziente, che seguiva un protocollo immunosoppressivo diverso, sottoposto a
trapianto nel 2003, venivano sospesi entro il sesto mese. Il tempo intercorso tra I’epoca del

trapianto e la biopsia esaminata in questo studio, variava tra i 12 mesi e i 13 anni. Al
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momento della biopsia solo 5 pazienti mantenevano un basso dosaggio di steroidi (5 mg di
prednisone). Il dosaggio della ciclosporina e del tacrolimus venivano aggiustati in modo da
mantenere un livello plasmatico tra i sei mesi e I’anno rispettivamente di (Cy) 140-160
ng/ml e 7-8 ng/ml, mentre dopo I’anno rispettivamente di 100 ng/ml e 5 ng/ml.

Abbiamo utilizzato come criteri per la sindrome metabolica quelli proposti dall’ATPIII:
circonferenza del giro vita maggiore o uguale a 102 cm negli uomini e 88 cm nelle donne;
livelli di trigliceridi superiori o uguali a 150 mg/dl (1.7mmol/l); livelli di colesterolo HDL
inferiore a 40mg/dl (1.03mmol/l) negli uomini e a 50mg/dl (1.3mmol/) nelle donne;
pressione arteriosa superiore o uguale a 130 mmHg per la pressione sistolica e 85 mmHg
per la pressione diastolica; glicemia a digiuno superiore o uguale a 110 mg/dl. Per quanto
riguarda il BMI (peso corporeo [kg]/altezza in [m?]), veniva considerato patologico un
valore superiore a 25.

Valori di aspartato e alanina amino transferasi (AST e ALT) superiori a 40 UI/L, venivano
considerati patologici.

I livelli della leptina venivano misurati con metodica RIA.

Tutte le biopsie sono state revisionate da un unico anatomopatologo con elevata esperienza
in ambito epatologico. Tutte le biopsie venivano fissate in formalina, colorate con
ematossilina-eosina e rosso sirio per la valutazione della fibrosi. Per la descrizione del
grading e dello staging dell’epatopatia cronica, € stato utilizzato lo score METAVIR. La
steatosi epatica e stata classificata con valutazione semiquantitativa (0, >5%; +, 5-30%;
++, 30-60%; +++, >60%). La fibrosi pericellulare é stata valutata se presente (S) o assente
(N).

Sono stati selezionati per questo studio solo i pazienti sottoposti a biopsia epatica dopo 12
mesi dall’intervento di trapianto, allo scopo di escludere elementi clinico-strumentali di
rigetto acuto o cronico o alterazioni vascolari secondari a stenosi dell’arteria epatica. Non
era stata iniziata nessuna terapia antivirale con interferone associata 0 meno a ribavirina, al
momento della biopsia.

Tutte le analisi sono state eseguite utilizzando il Statistical Package for the Social Sciences.

I livelli di leptina sono stati analizzati in relazione a: steatosi (assente/presente), gravita
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della steatosi (assente, +, ++ o +++), fibrosi pericellulare (assente/presente), sindrome
metabolica (assente/presente), indice di massa corporea (normopeso/sovrappeso) con il test
non parametrico di Wilcoxon o di Kruskal-Wallis. La relazione tra steatosi
(assente/presente) e fibrosi pericellulare (assente/presente) é stata analizzata con il test chi-
quadrato. I confronti sono stati condotti ad un livello di significativita del 5% bilaterale.
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RISULTATI

| pazienti sottoposti a trapianto di fegato dal 1991 al 2007 per cirrosi HCV-relata erano 31
(22%). 1l tempo intercorso dall’epoca dell’intervento al momento della biopsia epatica
variava dai 13 ai 256 mesi, 13 (42%) seguivano terapia immunosoppressiva con
ciclosporina, 18 (58%) con tacrolimus, solo 5 (20%) erano in terapia con steroidi a basso
dosaggio (5 mg/die).

| pazienti con diabete mellito prima del trapianto erano 8 (26%) e quelli con ipertensione
arteriosa erano 5 (16%). Non erano presenti al momento del trapianto parametri che
potessero orientare verso una sindrome metabolica secondo i criteri ATP Ill, tuttavia 1
(4%) paziente presentava due criteri associati (diabete mellito e ipertensione arteriosa).
Dopo il trapianto i pazienti con diabete mellito erano 16 (52%) anche se il controllo
glicemico, farmacologicamente indotto, risultava in tutti, tranne uno, adeguato, con valori
di emoglobina glicata tra 4,2 e 6.9%; quelli con ipertensione arteriosa erano 21 (68%);
quelli con ipertrigliceridemia e ipocolesterolemia-HDL erano 10 (32%), quelli con obesita
erano 12 (39%). Cosi 14 pazienti (45%) presentavano almeno tre criteri, secondo ATPIII,
per la diagnosi di sindrome metabolica.

Caratteristiche istologiche, localizzate in zona centrolobulare, di steatosi erano presenti in
17 pazienti (55%) e quelle di fibrosi pericellulare in 14 pazienti (45%), e I’associazione
delle due caratteristiche era presente in ben 10 pazienti (32%).

Dei pazienti con steatosi epatica 10 (59%) presentavano i criteri per una sindrome
metabolica. Tra i pazienti con steatosi 5 (30%) presentavano una infiltrazione lipidica
>30%. Dei 20 pazienti con fibrosi pericellulare e/o steatosi, 10 (50%) seguivano un regime
immunosoppressivo con tacrolimus, mentre 10 (50%) erano in terapia con ciclosporina.

Al momento della biopsia 21 pazienti (68%) presentavano alterazione delle transaminasi,
ma tutti avevano una recidiva di epatite HCV documentabile sia dalla presenza di marcatori
virali nel siero, sia da caratteristiche istologiche, con variabile grading e staging (1-3 e 0-4

rispettivamente). La gravita istologica della recidiva non correlava con la presenza di
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steatosi o fibrosi pericellulare. 1 genotipi virali erano 1b (48%), 2a/2c (48%), 4c/4d (4%).
Non erano presenti genotipi 3.

I livelli di leptina sono risultati significativamente (14 vs 8.1 ng/L, p 0.001) piu elevati nei
pazienti che presentavano una steatosi in zona 3 all’esame istologico. Inoltre vi era anche
una correlazione significativa con il grado di steatosi (p 0.002) (vedi grafico pag. 51)

| pazienti che presentavano almeno tre criteri diagnostici, secondo ATP IIl, per una
sindrome metabolica non presentavano livelli significativamente piu elevati di leptina,

anche se veniva tenuto conto solo del BMI.
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DISCUSSIONE

La cirrosi, epatica allo stadio terminale, secondaria all’infezione cronica da virus dell’epatite
C, rappresenta una delle principali indicazioni al trapianto di fegato. La recidiva
dell’infezione dopo trapianto é la regola ed avviene gia dalle prime ore dopo la riperfusione
dell’organo e la recidiva istologica supera dopo un anno il 90%. E’ noto inoltre che la
progressione dell’epatopatia causata dal virus C nei soggetti immunosoppressi procede piu
rapidamente verso la cirrosi rispetto ai soggetti immunocompetenti, raggiungendo il 30% a
cinque anni. Sono stati identificati alcuni fattori di rischio, quali il tipo e i livelli di
immusoppressione, la dose di cortisteroidi, gli episodi di rigetto, I’infezione da
cytomegalovirus, I’eta del donatore che accelerano I’evoluzione verso la cirrosi in modo
variabile.

Tuttavia il trapianto induce anche un nuovo stato metabolico, che comporta alterazioni
sistemiche ed istologiche che potrebbero contribuire all’aumento della morbilita e della
mortalita dei soggetti sottoposti a trapianto per cirrosi HCV-correlata .

La sindrome metabolica & una condizione clinica caratterizzata dalla presenza di
un’insulino-resistenza, associata, secondo i criteri dell’ATPIIl, ad obesita viscerale,
ipertrigliceridemia, bassi livelli di colesterolo-HDL, diabete mellito ed ipertensione
arteriosa. Dal punto di vista istologico pud essere presente un quadro di semplice steatosi o
di steatoepatite non alcolica con quadri istologici che vanno dalla semplice infiltrazione
grassa del fegato (>5%) fino alla presenza di infiammazione lobulare con possibile
evoluzione verso la fibrosi o la cirrosi. E’ noto che nei soggetti trapiantati per cirrosi
criptogenenetica e fenotipo istologico compatibile con NASH il rischio per steatosi epatica
a 5 anni dopo il trapianto si avvicina al 100 %, contro il 25 % nel gruppo di controllo *°. E’

146-149 o |a sindrome metabolica **° possano

stato inoltre dimostrato come la steatoepatite
recidivare dopo trapianto epatico, con progressione a cirrosi entro un anno dal trapianto che
puo arrivare al 12-13% dei casi.

D’altra parte e stato riportato che 1’uso di corticosteroidi e di altri farmaci

immunosoppressori, possono contribuire all’insorgenza dei classici fattori di rischio
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associati alla sindrome metabolica e alla steatosi/steatoepatite non alcolica, quali
I’incremento ponderale, il diabete mellito, la dislipidemia, I’ipertensione arteriosa.

Nei 31 pazienti valutati in questo lavoro, abbiamo assistito alla comparsa ex novo di alcune
caratteristiche che definiscono la sindrome metabolica quali: il diabete mellito (39%),
I’ipertensione arteriosa (58%), I’ipertrigliceridemia (32%), I’ipocolesterolemia-HDL (32%),
I’obesita (39%). E’ tuttavia da rilevare che alcuni parametri, propri della sindrome
metabolica, non potevano essere valutati correttamente prima del trapianto, in quanto
profondamente e significativamente alterati dalla malattia epatica avanzata, che come € noto
determina una grave compromissione metabolica generale, con ridotto accumulo di
glicogeno nel fegato e marcata riduzione della sintesi di alcune frazioni proteiche e
lipidiche, tanto da realizzare frequentemente uno stato simil-cachettico. Non vi erano
differenze significative nei parametri della sindrome metabolica, rispetto al tipo di terapia
immunosoppressiva assunta o alla durata della terapia con steroidi.

La valutazione istologica evidenziava in tutti i pazienti una recidiva di malattia, con gradi di
attivita inflammatoria e di fibrosi variabile da lieve a elevata, correlando con il tempo
trascorso dall’intervento di trapianto, piuttosto che con il genotipo virale.

Oltre alle alterazioni istologiche tipiche della malattia epatica virale, erano presenti anche
alterazioni istologiche caratteristiche della NAFLD in zona centrolobulare, quali la steatosi
(55%) e la fibrosi pericellulare (45%). Dal momento che non erano presenti genotipi virali
3, che, come ¢ noto, comportano la comparsa di steatosi epatica, e che non vi erano elementi
clinici di sospetto per assunzione abituale di alcol, abbiamo ritenuto che la presenza
contemporanea di steatosi e di fibrosi pericellulare potesse essere considerata come
caratteristica di una possibile evoluzione verso la steatoepatite, riscontrabile pertanto nel
35% dei pazienti esaminati.

I livelli plasmatici di leptina, che gia diversi studi, eseguiti in pazienti non sottoposti a
trapianto di fegato ma con epatopatia HCV correlata, segnalavano elevati in presenza di
steatosi epatica, sono risultati significativamente aumentati in relazione alla presenza e alla
severita della steatosi all’esame istologico. Dopo il trapianto I’aumento della leptina,

probabilmente indotto dal cambiamento dello stato nutrizionale e mantenuto
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successivamente anche dagli effetti dei farmaci (sono state riportate correlazioni positive
con i livelli di cortisolo in corso di utilizzo degli steroidi) determina, nel tempo, uno stato di
leptinoresistenza che contribuisce all’instaurarsi di un quadro di insulino-resistenza. In
questo modo la leptina contribuisce al primo “hit” del processo di danno metabolico
portando allo sviluppo di steatosi e, successivamente inducendo il rilascio di citochine da
parte delle cellule del Kupffer, potrebbe contribuire anche alla necrosi cellulare e alla
successiva attivazione della fibrogenesi. | risultati da noi trovati confermerebbero il suo

ruolo patogenetico anche nei pazienti epatotrapiantati.
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CONCLUSIONI

Dall’analisi dei risultati emersi nel nostro studio, possiamo concludere che:

1) dopo trapianto di fegato si manifestano le caratteristiche cliniche ed istologiche della
sindrome metabolica non presenti prima del trapianto;

2) tali caratteristiche si esprimono con comparsa ex novo di diabete mellito (39%),
ipertensione arteriosa (58%), ipertrigliceridemia (32%), ipocolesterolemia-HDL (32%),
obesita (39%) ed alterazioni istologiche caratteristiche quali la steatosi (55%) e la fibrosi

pericellulare (45%);
3) le cause della comparsa delle caratteristiche clinico-istologiche riconducibili alla

sindrome metabolica possono essere ricondotte a:

a) preesistenti condizioni metaboliche associate all’eziologia virale, responsabili di una
possibile preesistenza di sindrome metabolica non rilevata nella fase pre-trapianto per le
gravi condizioni cliniche e metaboliche dei pazienti;

b) Iinfluenza di fattori farmacologici quali la ciclosporina, il tacrolimus o gli steroidi
responsabili dell’alterato metabolismo glucidico e lipidico;

¢) un nuovo equilibrio metabolico sostenuto dal fegato trapiantato responsabile di uno stato
ipermetabolico paragonabile alla condizione della rapida rialimentazione del soggetto
denutrito;

4) i piu elevati livelli di leptina possono identificare, al di la delle caratteristiche cliniche, la
presenza di un danno metabolico cellulare e pertanto possono individuare quei pazienti da

sottoporre a biopsia epatica per meglio caratterizzare la gravita di tale danno.
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