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Con questo secondo numero della rivista comincia una nuova strutturazione che prevede, nell'arco dell'anno, la realizzazione di alcuni numeri monote-
matici. Questo numero sard dedicato ai rapporti tra diabete e NAFLD, la forma piit diffusa di malattia epatica cronica nel mondo, parallela all'epidemia
diobesita e al diabete mellito di tipo 2. La NAFLD ha una associazione bidirezionale con alcuni disordini metabolici, di cui rappresenta sia una causa che
leffetto. Per questo motivo rappresenta una malattia multisistemica, ed il suo peso clinico e sociale non si limita solo alla morbilita e mortalita collegate
al fegato, ma aumenta anche il rischio di sviluppare il diabete di tipo 2 e le malattie cardiovascolari. Per questi motivi e necessario uno screening diffuso e
un riconoscimento precoce della patologia nei pazienti diabetici, al fine di attuare un trattamento adeguato per ridurne I'evoluzione e prevenire le compli-
canze ad essa collegate.
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Epidemiologia e storia naturale della NAFLD,
una malattia sistemica
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INTRODUZIONE

La steatosi epatica non alcolica, ovvero Non-Alcoholic Fatty
Liver Disease (NAFLD), ¢ una condizione frequentemente
associata alla presenza di patologie metaboliche quali
obesita e diabete, e nel cui contesto é possibile discrimi-
nare un quadro di semplice steatosi da uno di steatoepati-
tenon alcolica (NASH), questultima caratterizzata daun
rischio piu elevato di progressione della malattia di fega-
to verso la cirrosi epatica e le sue complicanze (1) (Fig. 1).
In Italia la prevalenza stimata di NAFLD in popolazio-
ne generale e di circa il 25%, con tassi superiori al 50% in
popolazioni a rischio quali soggetti obesi e/o diabetici, e
con una prevalenza stimata di danno epatico significati-
vo di circa il 2%, ma intorno al 13% in popolazione diabeti-
ca (2-4). Il rilevante impatto epidemiologico della NAFLD
si traduce anche in un estremamente rilevante impatto
clinico dovuto all’'osservato e crescente incremento sia di
complicanze correlate alla malattia di fegato che extrae-
patiche, con studi di coorte che hanno identificato nella
severita della malattia di fegato ed in modo particolare
della fibrosi epatica il fattore che piti condiziona la pro-
gnosi ed il rischio di complicanze di tali pazienti (5).

DEFINIZIONE ED EPIDEMIOLOGIA DELLA NAFLD

La NAFLD & una condizione caratterizzata e definita
dall’accumulo di lipidi all'interno degli epatociti in una
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quantita che interessi almeno il 5% del fegato (1). La defi-
nizione di NAFLD é tuttavia una definizione “negativa”
perché per poterne porre diagnosi é necessario escludere
altre cause di malattia cronica di fegato quali infezioni
da virus dell’epatite B e C, ed escludere anche un consu-
mo significativo ed a rischio di alcolici stimato come su-
periore a 2 unita alcoliche/die 0 14/settimana nelle donne
e 3/die 0 21/settimana negli uomini.

Lincremento del dibattito sulla NAFLD e di dati della let-
teratura scientifica in merito a tale condizione e giustifi-
cato dal suo piu che rilevante burden epidemiologico. Una
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Figura1

@ Evoluzione della NAFLD. L'anomalo accumulo di grasso su fegato sano determina la comparsa di steatosi

epatica. | processi di infiammatori innescati dall’alterata lipogenesi determinano la comparsa di steatoepatite e fibrosi

epatica, con progressiva evoluzione verso la cirrosi

Fegato sano Steatosi

recente meta-analisi che ha considerato gli studi sulla
prevalenza della NAFLD in popolazione generale fino al
2016 ha stimato una prevalenza media di steatosi epatica
non alcolica del 24.1%, con picchi intorno al 30% in Sud
America e nei paesi del medio oriente (6). In accordo con
questi dati, una piu recente meta-analisi presentata nel
2020 al meeting europeo delle malattie del fegato e che
considerava solo studi su popolazione generale europea
ha riportato un tasso di prevalenza del 27,6%, quindi in
lieve aumento rispetto a quanto osservato nella prece-
dente meta-analisi (7). I dati di prevalenza in Italia si
allineano perfettamente con quanto osservato nel re-
sto del mondo. Lo studio Dionysos é stato condotto nel
2002-2003 nella cittadina di Campogalliano in provincia
di Modena, su un campione di 3.345 soggetti su 5.780 di
eta compresa fra 18 e 75 anni e che hanno accettato di
partecipare allo studio (8). Tale studio ha documentato
come la prevalenza di NAFLD, valutata mediante esame
ultrasonografico, in soggetti con sospetta malattia di
fegato - definita sulla base di incremento dei valori di
ALT e/o GCT, e/o positivita per HBsAg e/o ANTI-HCV - era
del 25% ovvero simile al 20% riscontrato in un gruppo di
soggetti della stessa corte, paragonabili per sesso ed eta,
ma senza sospetta malattia di fegato (8). A distanza di
quasi 20 anni un altro studio condotto in Italia ha docu-
mentato un tasso elevato ed un incremento della preva-
lenza della NAFLD. Infatti lo studio ABCD, condotto in
un grande ipermercato di Palermo, su una popolazione
di 890 individui ha riportato una prevalenza di NAFLD
del 27% diagnosticata mediante I'utilizzo della Controlled
Attenuation Parameter (CAP) ovvero di un parametro otte-
nuto mediante lo strumento non invasivo FibroScan (2).
I dati finora riportati suggeriscono quindi come un sog-
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getto su 4 o un soggetto su 5 in popolazione generale pre-
senti un quadro di steatosi epatica non alcolica. Tale dato
tuttavia rappresenta una media di prevalenze differenti
in gruppi a diverso rischio di NAFLD, e pertanto appare
estremamente importante individuare le categorie di
soggetti a pit elevato rischio. Numerosi studi osservazio-
nali documentano infatti come la prevalenza di NAFLD
sia particolarmente elevata in presenza di comorbidita
metaboliche. Lo studio ABCD prima citato mostra come
la prevalenza di NAFLD aumenta progressivamente dal
2,6% in popolazione normopeso, al 24,6% in soggetti so-
vrappeso, superando ben il 50% (54%) nei soggetti obesi
(2). In analogia con questi dati, un altro studio italiano
condotto nel 2005 su una popolazione di 187 soggetti obesi
non diabetici, di cui ben 145 con BMI>40 kg/m?, mostrava
come soltanto 4 pazienti non presentavano una diagnosi
ecografica di steatosi epatica (9). Dati altrettanto allar-
manti sono stati riportati in coorti di pazienti affetti da
diabete di tipo 2. Una recente meta-analisi che ha incluso
un totale di 49.419 pazienti con diagnosi di diabete melli-
to di tipo 2 ha ben documentato una prevalenza media di
NAFLD del 55,8%, in linea quindi con quanto osservato in
popolazione obesa (10). Questi dati sono stati confermati
anche su popolazione italiana, in cui la prevalenza os-
servata di NAFLD - diagnosticata mediante lo score fatty
liverindex - in una popolazione di 38.880 pazienti diabetici
provenienti da 160 differenti centri clinici era del 59,6%;
tale studio documentava inoltre come ben il 73,6% di que-
sti pazienti con steatosi presentava valori di transamina-
si entro i limiti della norma (3). Il significativo impatto
delle comorbidita metaboliche sulla prevalenza di stea-
tosi epatica veniva confermato anche in un altro studio
italiano che riportava in una coorte di 203 pazienti non



diabetici ma con sindrome metabolica una prevalenza di
steatosi epatica ecografica del 78,8% (11).

Lo scenario appena descritto rende conto quindi a livello
mondiale ed anche in Italia di un significativo ed allar-
mante impatto epidemiologico della steatosi epatica non
alcolica. Le previsioni per il futuro non sono tuttavia in-
coraggianti; un recente modello che simula 'andamento
nel tempo della steatosi epatica e delle sue complicanze a
livello globale ed in singoli stati inclusa I'Italia, facendo
degli assunti che ovviamente possono limitare la forza
del modello stesso, stima come dal 2016 al 2030 si osserve-
raunulteriore incremento di circa il 10% nella prevalenza
della NAFLD (12). Tale dato allarmante puo trovare spie-
gazione nell'andamento nel tempo dei due pitt importan-
ti fattori di rischio per steatosi epatica quali l'obesita ed
il diabete. E infatti ben noto da dati dell'Organizzazione
Mondiale della Sanita che in Europa ed in nord America
nel 2016 il tasso di obesita é rispettivamente del 23,3% e
28,3% e come tali tassi dal 1975 siano aumentati di circa
2-2,5volte (13). In analogia all'obesita, i dati dell'IDF Atlas
riportano una prevalenza di diabete nel 2019 in Europa ed
in nord America del rispettivamente 6,3% e 11,3%, desti-
nati ad aumentare nel 2040 al rispettivamente 7,8% e 13%
(14). Tali dati rendono quindi conto di come I'epidemia di
NAFLD progredisca in parallelo con la pandemia di dia-
bete ed obesita.

Lo stretto rapporto fra NAFLD e comorbidita metaboliche
ha quindi portato avanti un movimento scientifico-cul-
turale che, per quanto non ancora del tutto recepito, sug-
gerisce di cambiare le definizione “negativa” di NAFLD
in una definizione positiva ovvero Metabolic-Associated Fat-
ty Liver Disease (MAFLD) la cui diagnosi prevede la presen-
za di steatosi epatica associata a sovrappeso/obesita e/o
diabete, ed in pazienti non diabetici e normopeso asso-
ciata alla presenza di almeno altre due alterazioni meta-
boliche, il tutto indipendentemente dalla coesistenza di
altre cause di danno epatico (15). Tale nuova definizione
cambia quindi il paradigma: non pitt NAFLD come dia-
gnosi di esclusione, bensi malattia metabolica del fegato
come unica o coesistente causa di danno epatico.

STORIA NATURALE DELLA NAFLD
Il rilevante impatto epidemiologico della NAFLD solleva

l'ovvia questione se l'accumulo di grasso nel fegato espon-
ga ad un piu elevato rischio di complicanze sia epatiche
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che extra-epatiche, interferendo quindi negativamente
con la prognosi di tali soggetti.

NAFLD e complicanze epatiche

Riguardo il rischio di complicanze epatiche nei soggetti
con NAFLD, dati del Global Burden of Disease aggiornati al
2017 riportano come a livello mondiale dal 2012 al 2017 &
stato osservato un incremento del 21% dei casi incidenti
di tumore epatico e del 7,18% dei casi di cirrosi; tale qua-
dro si confermava anche nella macroarea dell’Europa
occidentale con un incremento stimato di incidenza di
cancro epatico del 8,7% e di cirrosi epatica del 1,2% (16).
Tali evidenze tuttavia considerano insieme le varie cause
di malattie croniche di fegato e quindi quesito interro-
gativo chiave é se la NAFLD puo spiegare questi dati. Per
rispondere in modo corretto ed esaustivo a tale domanda
é necessario valutare I'impatto della NAFLD sul rischio di
sviluppare fibrosi epatica avanzata - maggiore fattore di
rischio per complicanze epatiche -, sul rischio di insor-
genza di epatocarcinoma e scompenso epatico, e quindi
sul rischio di morire per cause correlate alla malattia di
fegato.

In merito al rapporto fra NAFLD e probabilita di svilup-
pare una malattia cronica di fegato con fibrosi epatica
severa, numerosi studi di popolazione mostrano come a
fronte di una prevalenza media di NAFLD in popolazione
generale di circa il 25%, il tasso di prevalenza di fibrosi
epatica riportato in letteratura nel medesimo contesto
clinico varia dallo 0,9% a circa il 26% (17). Tuttavia, sof-
fermandoci su quegli studi che si sono focalizzati sulla
valutazione non invasiva della presenza di fibrosi epa-
tica severa si stima che in popolazione generale 1'1%-2%
presenti un quadro di fibrosi epatica severa secondaria
a NAFLD (17). In accordo con questi dati lo studio ABCD2
su popolazione generale italiana riporta come il 2% dei
soggetti valutati presentava un quadro di sospetta fibro-
si epatica severa secondaria a NAFLD, valutata median-
te FibroScan (2). Tali dati nel loro insieme suggeriscono
quindi come in numero assoluto esiste un vasto bacino di
pazienti con malattia cronica di fegato secondaria a NA-
FLD ed arischio di sviluppare complicanze epatiche. Tale
scenario appare ancora pit allarmante quando conside-
riamo popolazioni ad elevato rischio metabolico quali i
soggetti con diabete di tipo 2. Uno studio condotto in US
documenta infatti come in tale categoria di pazienti la
prevalenza di fibrosi epatica avanzata valutata mediante
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elastoRM incrementi progressivamente dal 3% in sogget-
ti con meno di 58 anni, al 5,7% in soggetti fra 58 e 65 anni,
fino al 13,3% in quelli con piu di 65 anni (18). In analogia
con questi dati uno studio italiano su 1527 pazienti diabe-
tici e con steatosi epatica diagnosticata mediante lo score
fatty liver index riportava un tasso di fibrosi epatica avanza-
tadel13,1%, valutata mediante lo score non invasivo FIB-4
(3). Tali dati suggeriscono quindi come, specie in gruppi
a piut elevato rischio quali le popolazioni con comorbidita
metaboliche, vadano messi in opera programmi di scre-
ening basati su metodiche non invasivo, poco costose e
disponibili che consentano un agile referral all'epatologo
del paziente con NAFLD e sospetto danno epatico (19).

Lelevato numero di soggetti con NAFLD e di conseguen-
za con fibrosi epatica avanzata secondaria a NAFLD puo
agevolmente spiegare 'aumento osservato negli ultimi
anni di complicanze epatiche in tale categoria di sogget-
ti. Dati raccolti dal registro US della HealthCore fra il 2006
ed il 2014 su 1.853 pazienti con cirrosi epatica ed epatoca-
cinoma, di cui il 10,1% con NAFLD, hanno documentato
come la NAFLD rappresentava in proporzione la causa pitt
emergente di epatocarcinoma, rendendo conto nel 2006
circa il 5% dei casi e nel 2014 di ben quasi il 20% (20). In
analogia con quanto appena riportato, dati US tratti del
Scientific Registry of Transplant Recipients su 168.441 pazienti
in lista d’attesa per trapianto di fegato, e di cui il 16,5%
per epatocarcinoma, confermavano come fraipazientiin
lista con epatocarcinoma la proporzione di quelli con NA-
FLD fosse la pit emergente passando da meno del 5% nel
2002 a pitt del 20% nel 2018 (21). Lo scenario si presenta ab-
bastanza simile in Italia ed in Europa. La coorte italiana
ITALICA di 5.192 pazienti con epatocarcinoma rivela come
la proporzione di epatocarcinomi su malattia cronica di
fegato secondaria a NAFLD dal 2000 al 2014 era incre-
mentata dal1,1% al 12,6 (22). Inoltre dati dell’European Liver
Transplant Registry su 60.527 pazienti sottoposti a trapian-
to epatico, cui il 28.3% per epatocarcinoma, riportavano
come in quest’ultimo gruppo il tasso di trapianti per
epatocarcinoma secondario a NAFLD fosse aumentato di
circa 3 volte ovvero dallo 0,3% del 2007 al 1,1% del 2017 (23).
Analogamente a quanto osservato per l'epatocarcinoma,
i pazienti con NAFLD hanno anche un rischio pit elevato
di sviluppare scompenso epatico ed end-stage liver disease.
Uno studio US su 9.261 pazienti con nuova diagnosi di
cirrosi epatica ha documentato come in tre differenti pe-
riodi, ovvero 2004-2006, 2007-2011 e 2012-2014, il tasso di
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incidenza di scompenso epatico per 100 persone per anno
in pazienti con cirrosi secondaria a NAFLD era raddop-
piato da 7,5 a 15 casi; appare inoltre interessante sottoli-
neare come taletrend veniva osservato per tutte le manife-
stazioni di scompenso epatico ovvero incidenza di ascite
(da 5,6 a 11,7), di encefalopatia porto-sistemica (da 3,6 a
5,4) e di sanguinamento da rottura di varici esofagee o
gastriche (da 1.6 a 2.3) (24). L'impatto clinico rilevante di
tali evidenze trova conferma nello studio prima citato
che analizza dati del Scientific Registry of Transplant Re-
cipients su 168.441 pazienti in lista d’attesa per trapian-
to di fegato che mostrava come fra i pazienti in lista con
end-stage liver disease la proporzione di quelli con NAFLD
fosse la pitt emergente passando da circa il 5% nel 2002 a
quasi il 30% nel 2018 (21). Risultati simili erano anche os-
servati nell'European Liver Transplant Registry su 60.527
pazienti sottoposti a trapianto epatico, ed in cui ben si
documentava come il tasso di trapianti per end-stage liver
disease secondario a NAFLD fosse aumentato dal 1,2% del
2007 al 3,1% del 2017 (23).

Lincremento dell'incidenza di epatocarcinoma e scom-
penso epatico in pazienti con NAFLD giustifica infine
quanto osservato in US dal National Vital Statistics System,
ovvero un aumento costante, e pit elevato rispetto ad
altre eziologie, del tasso di mortalita standardizzato per
eta per epatocarcinoma e cirrosi in pazienti con NAFLD
dal 2009 al 2018 (25).

I dati finora riportati dimostrano in modo inequivocabi-
le come i soggetti con NAFLD abbiano un rischio clini-
camente rilevante di sviluppare complicanze correlate
alla malattia di fegato (Fig. 2). Tuttavia differenti fattori
consentono di stratificare il rischio di tali eventi nella
popolazione con NAFLD. Leta avanzata e la presenza di
comorbidita metaboliche ed in modo particolare di obe-
sita e diabete sono state associate sia in studi trasversali
che longitudinali ad un piu elevato rischio di epatocar-
cinoma e di scompenso epatico (26). Insieme a tali fat-
tori di rischio “tradizionali” evidenze preliminari sug-
geriscono come varianti comuni di geni implicati nella
regolazione dell'omeostasi metabolica e gia dimostrati
essere associati alla presenza ed alla severita della NA-
FLD, quali PNPLA3, TM6SFE, HSD1B13, ecc., conferisca-
no un rischio piu elevato di sviluppare eventi epatici e,
considerati insieme in polygenic risk score, possano essere
di aiuto nella stratificazione del rischio (26-27). Tuttavia
appare importante sottolineare come la variabile pitt im-
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portante in grado di discriminare il rischio di insorgenza
di eventi epatici in soggetti con NAFLD sia rappresentata
dalla severita del danno epatico. A tale proposito biso-
gna ricordare come nel contesto dei pazienti con NAFLD
il 20% circa presenta un quadro di steatoepatite non al-
colica (NASH), che a differenza della semplice steatosi si
caratterizza per la presenza a livello epatico non solo di
gocce lipidiche ma anche di infiammazione e danno epa-
tocellulare (1). Tale distinzione e clinicamente rilevante
perché, come dimostrato in una recente meta-analisi, i
pazienti con NASH rispetto a quelli con semplice steato-
si hanno un tasso di progressione della fibrosi di circa 2
volte superiore, il che giustifica il loro rischio piu elevato
di sviluppare la cirrosi epatica e le sue complicanze (28).
Come conseguenza di quanto appena riportato, se quin-
di la NASH puo essere considerata il “motore” della pro-
gressione della fibrosi epatica, quest’'ultima puo essere
riconosciuta come il driver finale che modula il rischio di
incidenza di complicanze epatiche. Studi di storia natu-
rale a lungo termine di pazienti con diagnosi istologica
di NAFLD hanno ben mostrato come il rischio di svilup-
pare eventi correlate alla malattia di fegato e estrema-
mente pill elevato in pazienti con fibrosi epatica avanzata
e cirrosi epatica rispetto a quelli con assente, minima o
moderata fibrosi epatica (29-30). In linea con questi dati,
una recente meta-analisi che ha cumulato gli studi di co-
orte disponibili su popolazione con diagnosi istologica di
NAFLD ha riportato come il rischio di sviluppare eventi
epatici sia minimo in pazienti con NAFLD e fibrosi epa-
tica assente o minima, e 2,6; 5,2 e ben 12,7 superiore ri-
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spettivamente nei pazienti con fibrosi epatica F2, F3 ed
Fy4 rispetto a quelli senza fibrosi (5). Tali dati quindi iden-
tificano nella fibrosi epatica avanzata/cirrosi epatica il
gruppo di pazienti con NAFLD a rischio clinicamente ri-
levante di sviluppare eventi epatici e quindi da sottoporre
a programmi di screening in ambito specialistico. A tale
assunto fa parzialmente eccezione il rischio di sviluppare
epatocarcinoma che, seppur molto basso, esiste anche in
pazienti con NAFLD senza fibrosi epatica avanzata (31). A
tale proposito ulteriori studi sono necessari per identifi-
care sottogruppi a rischio in base a caratteristiche meta-
boliche e genetiche e meritevoli di strategie di screening.

NAFLD e complicanze extraepatiche

La NAFLD si caratterizza per una peculiarita clinica-
mente estremamente rilevante ovvero predisporre non
soltanto alla comparsa di eventi correlati alla malattia di
fegato, ma anche di eventi extra-epatici.

Studi pioneristici di storia naturale con lungo follow-up
di pazienti con diagnosi istologica di NAFLD hanno do-
cumentato come sebbene in termini di rischio relativo
la prima causa di mortalita sia rappresentata da eventi
correlati alla malattia di fegato, in termini di rischio as-
soluto le prime due cause di decesso, piti elevate rispetto
a popolazione di controllo senza steatosi, sono rappresen-
tate da eventi cardiovascolari e neoplasia extraepatiche
seguite da eventi epatici (29-30).

Negli ultimi anni numerosi studi hanno riportato un’as-
sociazione fra NAFLD e numerose patologie extraepati-
che (Fig. 3). I dati piu solidi mostrano che i pazienti con
NAFLD hanno una prevalenza maggiore ed un rischio
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Figura3 @ Complicanze epatiche della NAFLD: scompenso epatico e HCC. HCC: epatocarcinoma
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pit elevato di sviluppare diabete, ipertensione, danno
renale, malattie cardiovascolari e neoplasia extraepati-
che rispetto o popolazioni senza steatosi epatica. Vi sono
tuttavia anche evidenze che la NAFLD sia piu frequente
in soggetti con altre patologie quali sindrome da apnea
notturna (32) e sindrome dell’'ovaio policistico (33), e ma-
lattie immune-mediate come la psoriasi (34) e le malattie
infiammatorie croniche intestinali (35).

Riguardo l'associazione fra NAFLD e diabete una recen-
te meta-analisi su coorti di soggetti senza diabete al
momento dell'arruolamento e stratificati per presenza/
assenza di steatosi epatica, mostra come i pazienti con
fegato grasso hanno nel tempo un rischio di circa 2 volte
superiore di sviluppare diabete; il dato veniva conferma-
to sia in studi con un follow-up superiore che inferiore
a 5 anni (36). Insulino-resistenza secondaria all'accumu-
lo di grassi negli epatociti ed inflammazione sistemica
correlata al danno epatico sono i trigger considerati come
elementi patogenetici in grado di spiegare tale I'associa-
zione fra NAFLD ed aumentato rischio di diabete.

La NAFLD e stata anche associata alla presenza ed allo
sviluppo di danno renale. In uno studio italiano su una
popolazione di piu di 2.000 soggetti la NAFLD ¢ stato
osservato essere indipendentemente associata ad una
prevalenza piu elevata di danno renale cronico (37). In
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linea con questo dato sempre il gruppo di Verona ha ri-
portato come i soggetti con fegato grasso, anche dopo cor-
rezione per numerosi fattori associati a malattia renale,
avevano un rischio di 1,5 volte superiore di sviluppare
insufficienza renale cronica (38). Tali dati sono stati am-
piamente confermati in una meta-analisi che ha incluso
dieci studi longitudinali in cui i pazienti erano stratifi-
cati in base alla presenza/assenza di steatosi epatica dia-
gnosticata sulla base di incremento dei valori di transa-
minasi o del fatty liver index oppure mediante ecografia,
ed in cui i pazienti con fegato grasso avevano un rischio
di circa 1,45 volte superiore di sviluppare danno renale
cronico (39).

Numerose evidenze suggeriscono un forte legame fra
NAFLD ed aumentato rischio cardiovascolare. Lo studio
ABCD mostra come i soggetti con steatosi epatica, rispet-
toa quelli senza e dopo correzione per obesita, presentino
valori pit elevati di ASCVD score (atherosclerotic cardio-
vascular disease, ASCVD), espressione di un rischio piu
elevato a 10 anni di eventi di malattia cardiovascolare
aterosclerotica (40). Altri dati ottenuti da studi trasversa-
li riportano come la steatosi epatica rappresenti un fatto-
re di rischio indipendente sia per un aumentato spessore
medio-intimale carotideo (41) che per la presenza di segni



ecocardiografici di disfunzione cardiaca diastolica (42).
In linea con questi dati lo studio di Valpolicella condotto
su una coorte di piut di 2.000 pazienti con diabete di tipo
2 ha documentato come la presenza di steatosi epatica,
dopo correzione peri tradizionali fattori dirischio cardio-
metabolici, sia associata ad una piii elevata prevalenza di
malattia vascolare coronarica, cerebrale e periferica (43).
Dati ancora piu solidi in merito all'associazione fra NA-
FLD e rischio cardiovascolare derivano da lavori su coorti
longitudinali. Uno studio francese su 1.872 individui con
due valutazioni ecografiche relative alla presenza di plac-
che carotidee a distanza di almeno due anni ha ben do-
cumentato come la presenza di fegato grasso al momento
della valutazione basale sia un fattore di rischio indipen-
dente per la comparsa di placche aterosclerotiche caro-
tidee (44). Una recente meta-analisi ha anche mostrato
come i pazienti con NAFLD abbiano un rischio di circa1.3
volte superiore di sviluppare fibrillazione atriale rispetto
alla popolazione senza fegato grasso (45). Altro dato mol-
to interessante deriva sempre dallo studio prima citato
di Valpolicella dove in un contesto ad alto rischio cardio-
vascolare quale la popolazione diabetica, la NAFLD, dopo
correzione per i classici fattori di rischio cardiometaboli-
ciemergeva quale fattore dirischio indipendente per l'in-
cidenza di eventi cardio-cerebrovascolari (46). In accordo
con quanto finora riportato una meta-analisi pubblicata
nel 2016 ha mostrato come i pazienti con NAFLD rispetto
alla controparte senza steatosi hanno un rischio di circa
1,6 volte superiore di sviluppare eventi cardiovascolari,
riportando ulteriormente come tale rischio sia piu eleva-
to per eventi non fatali (47).

La NAFLD é stata anche associata allo sviluppo di neo-
plasie extraepatiche. Uno studio di coorte longitudinale
asiatico su 25.947 soggetti seguiti per un periodo mediano
di7,5anni hariportato un tasso superiore di incidenza di
neoplasie in pazienti con rispetto a quelli senza steatosi
(782,9 vs 592,8 per 100.000 persone-anno) (48). Appare im-
portante sottolineare che i pazienti con NAFLD avevano
un pit elevato tasso di incidenza non solo, come atteso,
per epatocarcinoma, ma anche un rischio di circa 2 volte
superiore di tumore della mammella nelle donne e del co-
lon-retto negli uomini (48). Tale ultimo dato e suffragato
da una meta-analisi che riporta un rischio di 1.4 volte su-
periore di sviluppare adenomi/tumori del colon-retto in
pazienti con NAFLD rispetto a quelli senza (49). Ulteriori
evidenze in merito al nesso fra NAFLD e neoplasia extra-
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epatiche sono emerse da un recente studio svedese su una
coorte di 8.892 pazienti con diagnosi istologica di NAFLD
confrontata con 39.907 soggetti senza steatosis (50). Tale
studio, oltre a confermare una attesa piti elevate inciden-
zadi epatocarcinoma, ha anche riportato una associazio-
ne indipendente fra NAFLD e modesto ma significativo
incremento di incidenza di neoplasia pancreatiche, tu-
mori della vescica/rene e melanoma (50). Infine una re-
cente meta-analisi che ha incluso 10 studi di coorte per
un totale di 182.202 individui di cui circa un quarto con
NAFLD, ha riportato come la presenza di steatosi epatica
sia associata in modo significativo con unrischioda1,5a
2 volte superiore di incidenza di neoplasia gastrointesti-
nali (esofago, stomaco, pancreas e colon-retto), e di circa
1,2-1,5 superiore di sviluppo di tumori a carico di polmo-
ne, mammella, ginecologici o del sistema urinario (51).
In accordo con quanto finora riportato, dati US raccolti
dal National Vital Statistics System, riportano come dal 2007
al 2017 in pazienti con NAFLD sia stato osservato un pro-
gressivo e significativo incremento del tasso annuale
standardizzato per eta di mortalita correlate al diabete,
a malattie cardiovascolari ed a neoplasia extraepatiche
(52).

I dati finora riportati suggeriscono come esista una as-
sociazione indipendente fra NAFLD e patologie extra-
epatiche, tuttavia, in considerazione dell’elevata preva-
lenza della NAFLD e dell’elevata probabilita che questa
possa coesistere con altre patologie, servono elementi per
provare un nesso di causa-effetto. A tale proposito, foca-
lizzandosi ad esempio sul rapporto fra NAFLD ed eventi
cardio-cerebrovascolari, un primo aspetto banale ma
fondamentale su cui basarsi € il nesso fra NAFLD e fatto-
ri di rischio cardiovascolari quali ad esempio diabete ed
ipertensione che é ben noto hanno una elevata prevalen-
za in popolazione con steatosi epatica. Uno studio su 1051
soggetti della coorte del Framingham Heart Study e seguiti
per un periodo mediano di circa 6 anni ha documentato
come vi sia un rapporto bidirezionale fra NAFLD e comor-
bidita metaboliche/fattori di rischio cardiovascolari (53).
Tale studio ha infatti documentato come la presenza al
basale di NAFLD prediceva in modo indipendente l'inci-
denza di diabete di tipo 2 e di ipertensione arteriosa che,
a loro volta, insieme all’ipertrigliceridemia, nei soggetti
senza steatosi al basale aumentavano il rischio nel tem-
po di svilupparla (53). Un altro aspetto importante su cui
soffermarsi e il ruolo potenziale della severita della NA-
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FLD sul rischio di incidenza di complicanze extraepati-
che. Uno studio di coorte coreano su una popolazione di
quasi 40.000 individui seguito nel tempo ha dimostrato
come il rischio di sviluppare diabete aumenta progressi-
vamente da soggetti senza steatosi a quelli con steatosi
epatica ed a basso rischio di fibrosi valutata in modo non
invasivo con il NAFLD Fibrosis Score (NFS), documentando
quindi il rischio piu elevato in soggetti con fegato grasso
ed a rischio intermedio-alto di fibrosi epatica severa (54).
Tali dati sono stati quindi confermati recentemente da
uno studio spagnolo su 178 pazienti con diagnosi istolo-
gica di NAFLD in cui il rischio di sviluppare sia diabete
di tipo 2 che ipertensione arteriosa durante il follow-up
era significativamente piu elevato nei pazienti con fibro-
si epatica F2-F4 rispetto a quelli con stadi piu lievi di fi-
brosi (3,5% a 5 anni vs 14,3% per il diabete; 4,2% a 5 anni vs
17,2% per I'ipertensione arteriosa) (55). Translando quanto
appena riportato sul diabete e sull'ipertensione al dan-
no cardiovascolare in letteratura sono presenti numerose
evidenze. Uno studio pioneristico italiano su una coorte
di pazienti con diagnosi istologica di NAFLD ben docu-
mentava come lo spessore medio-intimale carotideo au-
mentava in modo significativo e progressivo in funzione
della severita dello stadio di fibrosi epatica (56). In ana-
logia con questi dati, il nostro gruppo ha riportato come
la severita della fibrosi epatica valutata mediante biospia
sia associata, dopo correzione per i tradizionali fattori di
rischio cardiovascolari, con alterazioni a carico di indici
di disfunzione cardiaca sia sistolica che diastolica (57).
Quindi sempre il nostro gruppo ha messo in evidenza
come, rispetto ad una popolazione di controllo senza fe-
gato grasso, i soggetti con NAFLD e fibrosi epatica, non
l'intera popolazione NAFLD, avessero una prevalenza pitt
elevata di alterazioni vascolari della sostanza bianca ce-
rebrale (58). Evidenze ancora piu forti che suggeriscono
un legame fra severita della fibrosi epatica e complicanze
extraepatiche derivano da studi longitudinali. Uno stu-
dio condotto su 4731 adulti senza storia di malattia car-
diovascolare e sottoposti a TC seriate per valutare l'even-
tuale progressione del Coronary Artery Calcium (CAC) score ha
mostrato come dopo correzione per fattori di rischio car-
diovascolariil rischio di progressione del CAC aumentava
progressivamente da soggetti senza evidenza ecografica
di steatosia quelli con steatosi ma a basso rischio di fibro-
si epatica valutata con il NFS, ed era pit elevato in indivi-
dui con steatosi epatica ed a rischio intermedio-elevato di
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fibrosi avanzata (59). Tali dati trovano ulteriore conferma
in una meta-analisi che documenta come la presenza di
“NAFLD severa” si associ ad un rischio di circa 2,5 volte
pitl elevato di sviluppare eventi cardiovascolari fatale e
non fatali (47).

A supporto del piu elevato rischio di sviluppare eventi
extra-epatici in funzione della severita del danno epatico
in NAFLD una meta-analisi ha ben documentato come il
rischio mortalita per tutte le cause, incluse quindi quelle
non correlate alla malattia di fegato, ¢ di circa rispetti-
vamente 1,5; 2,1 e 3,4 volte piu alto in pazienti con fibrosi
epatica F2, F3 ed F4 rispetto a quelli senza fibrosi (5).
Quanto finora esposto in merito al rapporto fra la severi-
ta del danno epatico in NAFLD ed il rischio di sviluppare
eventi extraepatici suggerisce come la severita della ma-
lattia di fegato possa determinare uno stato proinfiam-
matorio, profibrogenico e proaterogenico sistemico che
possa contribuire in modo indipendente allo sviluppo di
complicanze extraepatiche. A tale proposito numerosi
studi hanno infatti documentato una correlazione fra
severita del danno epatico in NAFLD ed incremento dei
livelli circolanti di citochine proinfiammatorie (60-61).
Un altro fattore potenzialmente in grado di modulare
il rischio di eventi extraepatici in pazienti con NAFLD é
rappresentato dal background genetico. A tale proposito,
come prima citato, uno dei geni una cui comune varian-
te é stata implicate nel modulare il rischio di NAFLD é
il gene TM6SF2 che codifica per una proteina implicata
nell’export dei lipidi, sotto forma di VLDL, dal fegato. La
variante comune rs58542926 € associata ad un ridotto
export dei lipidi dal fegato: tale condizione da una parte
determina un accumulo epatico di trigliceridi e quindi
steatosi epatica, dall’altro pero determina una riduzio-
ne circolante dei livelli di colesterolo LDL nel sangue con
conseguente ridotto rischio di aterosclerosi carotidea e di
eventi cardiovascolari (62).

In conclusione, quanto finora riportato suggerisce come i
pazienti con NAFLD siano esposti non solo ad un aumen-
tato rischio di eventi correlati alla malattia di fegato ma
anche ad un piti elevato rischio di complicanze extraepa-
tiche, e come tale rischio sembra essere modulato da piu
fattori fra cuii piu rilevanti sono la capacita della NAFLD
di interferire con fattori di rischio cardiometabolici, l'ef-
fetto proinfiammatorio e profibrogenico sistemico ali-
mentato dalla severita del danno epatico, e la presenza di
comuni polimorfismi in geni implicati nella regolazione



dell'omeostasi metabolica e che possono anche influire
sul rischio di danno epatico e sistemico.

E inoltre importante considerare che il ruolo di NAFLD
come malattia multiorgano appare ancora piu rilevante
se consideriamo che numerosi farmaci ad oggi nelle fasi
2 e 3 di sperimentazione per il trattamento della NASH
sono in grado di modulare anche noti fattori di rischio
metabolici quali peso corporeo, assetto glicemico e lipidi,
il che rende mandatoria una valutazione di tali farmaci
non solo sul danno epatico ma anche sul rischio di com-
plicanze extraepatiche.

NAFLD e qualita di vita

Un altro aspetto importante di cui tenere conto nel valu-
tare 'impatto clinico di una malattia in generale e della
NAFLD nello specifico riguarda l'effetto della malattia
stessa sulla qualita di vita - patient reported outcomes - misu-
rata mediante questionari standardizzati.

Uno studio trasversale condotto in 5 paesi europei su 184
pazienti con NAFLD, 386 pazienti diabetici e 736 indivi-
dui come controllo selezionati da popolazione generale,
ed a cui era stato somministrato un questionario stan-
dardizzato, ha dimostrato come i pazienti con NAFLD
rispetto a quelli diabetici presentano un peggioramento
significativo nella qualita di vita, e rispetto alla popola-
zione di controllo un deterioramento sia nelle componen-
ti dello score che valutano una compromissione menta-
le che in quelle che studiano le funzioni fisiche (63). In
modo particolare i pazienti con NAFLD riportavano pit
frequentemente ansia, depressione e difficolta del sonno,
il che in ultima analisi aveva anche un rilevante impatto
sull’attivita lavorativa in termini di un piu elevato tas-
so di assenteismo e di perdita di attivita produttiva e di
lavoro (63). Limpatto negativo della NAFLD sulla qualita
di vita e stato ulteriormente confermato in una popola-
zione di 1.667 pazienti con NASH e fibrosi epatica F3-F4
arruolati nello studio clinico Stellar (64). In tale lavoro
gli autori confermano gli score dei patient reported outcomes
indicavano una compromissione della qualita di vita nei
pazienti con NASH rispetto alla popolazione di controllo,
ma lo studio documentava inoltre come il peggioramento
era proporzionale alla severita della fibrosi epatica, ovve-
ro vi era una maggiore compromissione nei pazienti con
fibrosi epatica F3 rispetto a quelli con fibrosi F4 (64).

Nel loro insieme quindi i dati appena riportati mostra-
no come la NAFLD possa essere considerata una malat-
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tia sintomatica che, in modo crescente in funzione della
severita del danno epatico, interferisce con la qualita di
vita sia nelle sue sfere mentali che fisiche.

CONCLUSIONI

I dati finora riportati, nel complesso dimostrano chia-
ramente come la NAFLD rappresenti un problema emer-
gente dal punto di vista epidemiologico, clinico e di im-
patto sulla qualita di vita e che ha come conseguenza un
emergente incremento dei costi del sistema sanitario
sia a livello globale che nazionale. La dimensione del
problema e inoltre ancora pit rilevante se consideriamo
che abbiamo a che fare con una condizione in costante e
continua crescita, fortemente correlata alla pandemia di
“diabesita”, e che deve essere considerata come una ma-
lattia multiorgano in grado di incrementare non soltanto
il rischio di complicanze epatiche ma anche di quelle non
correlate alla malattia di fegato ed in modo particolare
cardiovascolari e neoplastiche.

Tuttavia, a fronte di un tale burden, problema estrema-
mente rilevante che ostacola un corretto approccio alla
malattia é la scarsa consapevolezza della stessa e dei suoi
rischi non solo fra i pazienti ma anche fra il personale
sanitario, le istituzioni ed i decisori. A tale proposito,
una survey recentemente condotta dall’EASL (European
Association for the Study of the Liver) in 29 differenti paesi ha
mostrato come soltanto in una minoranza di essi sono
stati attivati studi epidemiologici ufficiali, programmi
strutturati di informazione, di formazione e di modifi-
che dello stile di vita, nonché algoritmi standardizzati
che consentano lo screening in setting ad elevato rischio
e mirato ad individuare fra i tanti soggetti con NAFLD
quelli con danno epatico meritevoli di referral allo specia-
lista epatologo (65). Appare quindi necessario uno sforzo
comune mirato a una corretta informazione sulla NAFLD
ed a una sua corretta gestione clinica multidisciplinare.
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INTRODUZIONE

La steatosi epatica non alcolica, nota con I'acronimo in-
glese NAFLD (Non-Alcoholic Fatty Liver Disease), € attualmen-
te l'epatopatia cronica di piu frequente riscontro nella
pratica clinica in molti paesi occidentali, dal momento
che colpisce piu del 30% degli adulti nella popolazione ge-
nerale (1), circa il 70% dei pazienti affetti da diabete di tipo
2 (T2DM) (2), quasi il 40% dei pazienti con diabete di tipo
1 (T1DM) (3) e praticamente tutti i soggetti obesi (4). Dal
punto di vista istopatologico, la NAFLD comprende uno
spettro di condizioni che vanno dalla steatosi semplice
(NAFL, Nonalcoholic Fatty Liver), alla steatoepatite non alco-
lica (NASH, Nonalcoholic Steatohepatitis), alla fibrosi epatica
avanzata e, infine, alla cirrosi (5-6). La NAFLD si associa
frequentemente a sovrappeso/obesita, diabete mellito
(soprattutto T2DM) ed aumentata resistenza all'insulina
(7-8); condizioni che svolgono un ruolo chiave nella sua
eziopatogenesi, cosi come nello sviluppo delle sue compli-
canze epatiche ed extra-epatiche (7-12). Sulla base di cio,
nel 2020, numerosi esperti ed alcune societa scientifiche
(13-15), anche se non tutte (16-17), hanno proposto un cam-
biamento della nomenclatura e della definizione della
steatosi epatica, suggerendo di passare dal termine NA-
FLD a quello MAFLD (Metabolic Associated Fatty Liver Disease).
Nello specifico la diagnosi di MAFLD puo essere fatta dal
riscontro di steatosi epatica ed almeno uno dei seguenti
criteri: (a) sovrappeso o obesita, (b) T2DM e (c) disfunzione
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metabolica (almeno 2 dei seguenti fattori: circonferenza
vita aumentata, ipertrigliceridemia, bassi livelli sierici
di colesterolo HDL, ipertensione arteriosa, alterata glice-
mia a digiuno, insulino-resistenza, infiammazione cro-
nica) (13). In questa rassegna, tuttavia, dal momento che
é ancora in corso la discussione su quale termine utiliz-
zare, si é ritenuto opportuno mantenere 'uso del termine
NAFLD.

Nonostante una maggiore comprensione dei principa-
li meccanismi fisiopatologici implicati nello sviluppo e
nella progressione della NAFLD e delle sue complicanze,
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attualmente non esistono trattamenti farmacologici spe-
cifici per questa malattia epatica (18). La gestione della
NAFLD si basa, pertanto, sui seguenti obiettivi: (i) perdita
di peso attraverso la dieta (ipocalorica) e l'esercizio fisico,
(i) controllo dei principali fattori di rischio cardio-meta-
bolici, e (iii) prevenzione delle complicanze epatiche ed
extraepatiche (18-20). Ipoteticamente, la terapia ottimale
per la NAFLD dovrebbe essere in grado di ridurre l'infil-
trazione di grasso epatico, la necro-inflammazione e la fi-
brosi, con l'obiettivo di prevenire le complicanze epatiche
(18-20). Inoltre, un’ipotetica terapia dovrebbe anche essere
in grado di migliorare il background metabolico, al fine di
prevenire il T2DM, le malattie cardiovascolari ed i tumori
extra-epatici (18-20). E ragionevole pensare che un singolo
agente (o un unico approccio) non sia in grado di raggiun-
gere tutti questi obiettivi. Pertanto, oggigiorno, vengono
studiati diversi approcci terapeutici combinati, inclusi gli
ipoglicemizzanti (18).

Scopo di questa rassegna e quello di discutere le attuali
evidenze sul ruolo degli ipoglicemizzanti (orali e non) nel
trattamento della NAFLD e delle sue forme avanzate nei
pazienti con e senza T2DM. La tabella 1 riassume schema-
ticamente tali evidenze.

DIETA ED ESERCIZIO FISICO

Prima di addentrarci nel ruolo specifico dei farmaci ipo-
glicemizzanti nel trattamento della NAFLD/NASH, vale
la pena spendere due parole sul ruolo della dieta e dell’e-
sercizio fisico, dal momento che una grande mole di dati
supporta il ruolo delle modifiche dello stile di vita come
approccio iniziale per la gestione ed il trattamento della
NAFLD (5-6, 19-21). A questo proposito, & importante ricor-
dare il fatto che é stato ampiamente dimostrato come la
perdita di peso éin grado di farregredire la NAFLD/NASH,
oltre che aridurre il rischio cardiovascolare e quello di svi-
luppare T2DM (22). Nello specifico, una riduzione del peso
superiore o uguale al 10% puo contribuire a far regredire
la NASH e la fibrosi epatica (22). Una perdita di peso com-
presa tra il 5% ed il 10%, invece, ha effetti positivi sui vari
componenti del NAFLD Activity Score (NAS) (uno score istolo-
gico che rappresenta la somma degli scores per la fibrosi,
l'infiammazione lobulare ed il ballooning [presenza di
epatociti rigonfi caratterizzati da un citoplasma chiaro
e rarefatto e da un nucleo ipercromatico|) (22). Per tale
ragione, le linee guida europee delle societa scientifiche
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EASL-EASD-EASO (European Association for the Study of the Liver-
European Association for the Study of Diabetes-European Association
for the Study of Obesity) e quelle americane delI’AASLD (Ame-
rican Association for the Study of Liver Diseases) raccomandano,
come obiettivo principale, una perdita di peso compresa
tra il 5% ed il 10% in tutti i pazienti con NAFLD, che sono
anche obesi o in sovrappeso (5-6). Raccomandazioni del
tutto simili vengono fornite anche dalle linee guida in-
glesi NICE (National Institute for Health and Care Excellence) (21)
(Tab. 2). Leffetto della perdita di peso sui vari componenti
istologici della NAFLD sembra essere in relazione all’en-
tita della riduzione del peso piu che al modo in cui esso
viene raggiunto (22).

Tutti i pazienti con NAFLD, indipendentemente dalla
presenza di T2DM, dovrebbero evitare il consumo di alcol
(anche moderato) e, quando possibile, l'uso di farmaci
epatotossici (5-6, 21). Andrebbe evitato anche il fumo di
sigaretta (5-6, 21) ed il consumo di bevande e/o cibi conte-
nenti grandi quantita di fruttosio (5-6, 21).

Negli ultimi due decenni, nei pazienti con NAFLD, sono
state studiate diverse tipologie di diete ipocaloriche (22-
23). Studi osservazionali, cosi come alcuni piccoli RCTs,
hanno documentato che la dieta mediterranea ha impor-
tanti effetti positivi nei pazienti con NAFLD, dal momen-
to che e in grado, da sola, di ridurre il contenuto di grasso
epatico e migliorare il profilo metabolico (23-25). Per tale
ragione, attualmente, la dieta mediterranea é il modello
dietetico maggiormente raccomandato nei pazienti con
NAFLD da parte delle principali linee guida internaziona-
li (5). In sintesi, la dieta mediterranea é caratterizzata da
un elevato apporto di verdure, legumi, cereali integrali,
olio d’oliva (come fonte principale di grassi aggiunti), pe-
sce, frutti di mare, noci e frutta, oltre che ad un basso ap-
porto di carne rossa e dolci (26). Rispetto alle diete a basso
contenuto di grassi, che normalmente contengono fino al
30% di grassi, nella dieta mediterranea il 40% delle calorie
proviene dai grassi, in particolare i grassi monoinsaturi
e polinsaturi (26). Inoltre, é stato chiaramente documen-
tato che la dieta mediterranea ¢ in grado di ridurre anche
il rischio di malattie cardiovascolari (27) e quello di svi-
luppare T2DM (28); due condizioni comunemente osserva-
te nei pazienti con NAFLD (8). Per contro, il consumo di
bevande zuccherate, fruttosio, carne rossa e acidi grassi
saturi ha effetti deleteri per lo sviluppo e la progressione
della NAFLD (23). In un piccolo RCT, che ha arruolato 12
pazienti non diabetici con NAFLD, diagnosticata median-
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Tabella 1

FARMACI IPO-
GLICEMIZZANTI

Metformina

Pioglitazone

Agonisti del

recettore del GLP-

1(soprattutto
liraglutide e
semaglutide)

Inibitori SGLT-2
(dapagliflozin,
empagliflozin,
canagliflozin,
ipragliflozin)

MECCANISMI
D'AZIONE

- Attivazione

della AMPK e delle
pathways correlate

- Modulazione del
bilancio energetico
cellulare

- Modulazione dello
stato redox delle cellule
- Gluconeogenesi

- Agonista del PPAR-
gamma

- Agonisti del
recettore del GLP-1

- Inibizione di SGLT-
2 che éaltamente
espresso sulle
cellule epiteliali
renali localizzate
nel segmento S1del
tubulo contorto
prossimale

STUDI
PRINCIPALI

-TONIC trial

- PIVENS trial

- LEAN trial
- LEAD study
-LEAD-2
study

- Meta-
analisi

- Meta-
analisi

ENDPOINT
PRIMARIO

- Minimi effetti
positivi sulla
steatosi epaticae
sull'inflammazione
- Nessun effetto
sulla fibrosi epatica
esullarisoluzione
della NASH

- Miglioramento
del NAFLD activity
score senza
peggioramento
della fibrosi

- Miglioramento
della fibrosi epatica

- Risoluzione della
NASH

- Miglioramento
della steatosi
epatica e del
ballooning

- Nessun effetto
sulla fibrosi epatica

- Riduzione
deilivellidelle
transaminasi

- Miglioramento
del contenuto di
grasso epatico

PRINCIPALI EFFETTI

COLLATERALI

Acidosi lattica,
diarrea, nausea,
vomito, flatulenza,
carenzadivitamina
B12 (usoalungo
termine)

Aumento di peso
(solitamente 2-4%
del peso corporeo),
ritenzione diliquidi,
fratture ossee
(soprattutto nelle
donne), cancro della
vescica (dati non
consistenti)

Perdita di
appetito, nausea,
costipazione, diarrea

Infezioni
genito-urinarie,
chetoacidosi,
ipotensione

@ Caratteristiche dei farmaci ipoglicemizzanti che sono stati studiati per il trattamento della NAFLD

COMMENTO

- Non raccomandato per il
trattamento della NAFLD
dalla maggior parte delle
linee guida

- Potenziale effetto
protettivo sul rischio di
cirrosi ed epatocarcinoma

- Le principalilinee

guida internazionali
raccomandano l'uso del
pioglitazone nei pazienti
con NASH (documentata
alla biopsia) con o senza
T2DM
-Questoagentenoné
ancora stato approvato
dalla maggior parte delle
agenzie del farmaco peril
trattamento al di fuori del
T2DM

- Luso off-label richiede
quindi il consenso del
paziente

- Benefici cardiovascolari
nei pazienti con T2DM o
prediabete

- Dati ancora poco
consistenti per considerare
questi farmaci nei pazienti
con NASH

- Benefici cardio-renali
rilevanti nei pazienti con
T2DM

- Dati ancora poco
consistenti per considerare
questi farmaci nei pazienti
con NASH

- Non sono disponibili studi
con endpointistologici

- Benefici cardio-renali
rilevanti nei pazienti cone
senza T2DM

Abbreviazioni: AMPK, activated protein kinase; GLP-1, glucagon-like peptide1; LEAD, Liraglutide effect and action in diabetes; LEAN, Liraglutide Efficacy
and Action in NASH; NAFLD, nonalcoholic fatty liver disease; NASH, nonalcoholic steatohepatisis; PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor;
PIVENS, Pioglitazone vs vitamin E vs placebo for the treatment of non-diabetic patients with non-alcoholic steatohepatitis; SGLT-2, cotrasportatore 2
di sodio-glucosio; T2DM, diabete di tipo 2; TONIC, Treatment of nonalcoholic fatty liver disease in children.
Nota: considerati i dati poco promettentidegliinibitori del DPP-1V nel trattamento della NAFLD, questa classe di farmaci ipoglicemizzanti non é stata
inclusa nella tabella, mentre é stata discussa nel testo
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te biopsia epatica, randomizzati alla dieta mediterranea
o0 ad una dieta a basso contenuto di grassi e carboidrati,
Ryan et al. hanno dimostrato che, dopo un follow-up di
6 settimane, la dieta mediterranea era in grado di deter-
minare una maggiore riduzione del contenuto di grasso
epatico (39% vs -7%, misurato attraverso la spettroscopia
in risonanza magnetica, p<o,05) (29). Risultati simili
sono stati riportati anche nei pazienti con T2DM (30). In
un piccolo trial randomizzato, ad esempio, che ha incluso
45 pazienti con T2DM randomizzati ad una dieta ad alto
contenuto di carboidrati/fibre o ad una dieta ad alto con-
tenuto di acidi grassi monoinsaturi, per un totale di otto
settimane, Bozzetto et al. hanno dimostrato che il con-
tenuto di grasso epatico, misurato attraverso la spettro-
scopia in risonanza magnetica, diminuiva significativa-
mente nei soggetti trattati con la dieta ad alto contenuto
di acidi grassi monoinsaturi, rispetto a quelli trattati con
la dieta ad alto contenuto di carboidrati/fibre (29% vs -4%,
p<o0,05, rispettivamente) (30). Recentemente, in un altro
trial che ha incluso 51 pazienti obesi con NAFLD, che sono
stati randomizzati alla dieta mediterranea isocalorica ad
libitum o ad una dieta a basso contenuto di grassi, Properzi
et al. hanno documentato che la steatosi epatica (valu-
tata mediante la spettroscopia in risonanza magnetica)
migliorava in entrambi i gruppi, senza differenze signi-
ficative in termini di riduzione della percentuale media
del contenuto di grasso epatico (31). I potenziali meccani-
smi molecolari che stanno alla base degli effetti favorevo-
li della dieta mediterranea sulla NAFLD/NASH includono
la presenza di polifenoli, carotenoidi, acido oleico, acidi
grassi polinsaturi e fibre (25). Benché ci siano molti dati a
sostegno degli effetti positivi della dieta mediterranea nel
trattamento della NAFLD, un problema potrebbe essere
quello dell'aderenza da parte del paziente (32). A tale pro-
posito, é importante notare il fatto che la dieta mediterra-
nea non ¢ la dieta tipica di ogni paese o popolazione (25).
Alcuni autori hanno, quindi, proposto un atteggiamento
“wise choices” attraverso cui il singolo paziente compie la
migliore scelta dietetica possibile, cercando di mantenere
almeno alcuni dei principi nutrizionali che caratterizza-
no la dieta mediterranea (25). Dato che ogni componente
della dieta mediterranea ha un effetto positivo sulla NA-
FLD, questo atteggiamento potrebbe essere un compro-
messo accettabile nella comune pratica clinica (25).

Diversi tipi di esercizio fisico (ad esempio, esercizio fisico
aerobico, esercizio contro resistenza, esercizio intermit-
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tente ad alta intensita) sembrano avere effetti del tutto
simili sul contenuto di grasso epatico (33-34). Tuttavia, €
interessante notare il fatto che nello studio di Oh et al.
l'esercizio intermittente ad alta intensita era in grado di
migliorare anche la funzione delle cellule di Kupffer (35),
che sono implicate nei processi di fibrogenesi.
Recentemente, in un RCTs che ha incluso 220 pazienti
obesi con NAFLD, randomizzati all’esercizio fisico in-
tenso, all’esercizio fisico moderato o a nessun esercizio
(controlli), Zhang et al. hanno documentato che, dopo 12
mesi di follow-up, il contenuto di grasso epatico (valuta-
to mediante la spettroscopia in risonanza magnetica) era
significativamente ridotto nei 2 gruppi di pazienti rando-
mizzati all’esercizio fisico, rispetto ai controlli (36). Tutta-
via, se i pazienti smettevano di essere fisicamente attivi,
i benefici ottenuti venivano persi (22).

Il background genetico (ad esempio, il polimorfismo
1738409 del gene PNPLA3 [patatin like phospholipase do-
main containing 3|, che é la variante genetica maggior-
mente associata alla NAFLD ed alle sue complicanze epa-
tiche) potrebbe influenzare la risposta all’attivita fisica
nei pazienti con NAFLD. Alcuni studi suggeriscono, ad
esempio, che i pazienti con NAFLD e genotipo G/G del poli-
morfismo rs738409 del gene PNPLA3 potrebbero rispondere
meglio all’esercizio fisico, rispetto a quelli con genotipo
C/C 0 C/G (22, 37). Inoltre, la percentuale di soggetti che va
incontro ad una risoluzione della NASH e/o alla regressio-
ne della fibrosi dopo l'esercizio fisico potrebbe essere mo-
desta in alcune categorie di pazienti, come quelli con pitt
di 65 anni, i diabetici o quelli che hanno un NAFLD activity
score >5 (22).

I meccanismi fisiopatologici che stanno alla base della
regressione della NAFLD a seguito dell’esercizio fisico po-
trebbero essere i seguenti: (i) miglioramento del bilancio
energetico, (ii) miglioramento della sensibilita insulinica
e (iii) riduzione dei livelli dei lipidi in circolo (22, 38). Le-
sercizio fisico migliora, infatti, sia la sensibilita insulini-
ca epatica che quella sistemica, determinando, a sua vol-
ta, un miglioramento dell’azione dell'insulina nei tessuti
periferici e riducendo la lipogenesi de novo (22, 38). Leserci-
zio fisico ha anche effetti diretti sul controllo della glice-
mia e sul flusso dei lipidi a livello epatico (22, 38). Inoltre,
l'esercizio fisico promuove anche la riduzione del tessuto
adiposo viscerale (22, 38). Il grasso viscerale e direttamen-
te coinvolto nell'infiammazione e nella fibrosi epatica (22,
38). Infine, dato che i pazienti con NAFLD sono a maggior
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rischio di sviluppare complicanze cardiovascolari, & im-
portante ricordare che gli effetti benefici dell’esercizio
sono estesi a tutto il sistema cardiovascolare (39).

METFORMINA

Come é noto, la metformina é una biguanide ampiamen-
te utilizzata nei pazienti con T2DM ed, ancora oggi, viene
raccomandata come terapia di prima linea (40). La met-
formina é considerata sicura ed efficace (con una riduzio-
ne dei livelli di HbA1c di almeno 1%) nei pazienti con T2DM
in assenza di specifiche controindicazioni (ad esempio,
malattia renale cronica in stadio 4-5, scompenso cardiaco
avanzato, malattia polmonare avanzata e storia di acido-
si lattica) (40). La metformina riduce i livelli di glucosio
nel sangue mediante pathways che attivano la AMPK (5’
AMP-activated protein kinase), cosi da migliorare il me-
tabolismo epatico del glucosio e promuovere il riassorbi-
mento del glucosio da parte delle cellule muscolari (18,
20). Altri meccanismi che potrebbero spiegare l'azione
ipoglicemizzante della metformina sono: la modulazione
dello stato redox nelle cellule attraverso I'inibizione diret-
ta del glicerolo-3-fosfato deidrogenasi nei mitocondri e la
modificazione della carica energetica cellulare (18, 20). La
metformina puo anche ridurre il rischio di eventi cardio-
vascolari fatali e non fatali nei pazienti con T2DM, che
sono in sovrappeso o obesi (40-41).

Diversi RCTs hanno testato il ruolo della metformina nel
trattamento della NAFLD nei pazienti con e senza T2DM
(42). Complessivamente, se consideriamo tutti i RCTs in
cui erano disponibili dati di istologia epatica, emerge
che, nonostante gli effetti positivi della metformina sulle
transaminasi, sull’HbA1c e su altri parametri metaboli-
ci, essa ha una minima efficacia sulla steatosi epatica e
nessun effetto sulla NASH e sulla fibrosi (42). Addirittura,
nello studio Treatment of NAFLD in Children (TONIC), che ha
incluso bambini e adolescenti obesi con diagnosi istologi-
ca di NASH, la metformina ha mostrato un effetto neutro
(43). Benché la metformina sia generalmente ben tolle-
rata (come accennato sopra), i sintomi gastrointestinali
(quali diarrea, gonfiore, e dolore addominale) possono
verificarsi in circa un quinto dei pazienti (con T2DM) (40).
L'uso a lungo termine della metformina é stato inoltre as-
sociato ad una carenza di vitamina B12, nonché al peg-
gioramento della neuropatia periferica (40). Al momento,
le linee guida EASL-EASD-EASO (5) e quelle AASLD (6) per
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la gestione ed il trattamento della NAFLD non raccoman-
dano l'uso della metformina nei pazienti con NAFLD. Le
linee guida NICE (21) sono in linea con quelle europee (5)
ed americane (6).

Cio detto, e importante sottolineare il fatto che i possibi-
li vantaggi della metformina nel contesto della malattia
epatica cronica, indipendentemente dall’eziologia, po-
trebbero essere dovuti al suo potenziale effetto benefico
nel ridurre il rischio di cirrosi e/o epatocarcinoma (18, 44).
A questo proposito, vale la pena ricordare che alcuni stu-
di osservazionali, cosi come alcune meta-analisi, hanno
documentato l'esistenza di un’associazione indipendente
tra il trattamento con metformina e la riduzione dell’in-
cidenza di epatocarcinoma nei i pazienti con T2DM e ma-
lattia epatica cronica (45-48). Ad esempio, in uno studio
retrospettivo, che ha coinvolto 191 pazienti con T2DM e
NAFLD (eta media 57 anni; percentuale di soggetti di ses-
so femminile 58%; BMI medio 35 kg/m?; durata media del
diabete 9 anni), diagnosticata mediante biopsia epatica,
Vilar-Gomez et al. hanno documentato che l'utilizzo della
metformina era associato ad un ridotto rischio di morta-
lita totale e ad un ridotto rischio di sviluppare epatocarci-
noma, durante un follow-up medio di quasi 7 anni (46). In
una meta-analisi pubblicata 'anno scorso, che ha incluso
6 studi osservazionali per un totale di circa 14.000 pa-
zienti con epatocarcinoma, Zhou et al. hanno dimostra-
to che il trattamento con metformina, rispetto a quello
con altri ipoglicemizzanti, si associava ad una migliore
sopravvivenza (47). Dal punto di vista sperimentale, la
metformina potrebbe inibire lo sviluppo del cancro e delle
metastasi attraverso l'attivazione di AMPK, EMT (Epithe-
lial-mesenchymal transition) ed alcune modifiche epige-
netiche (18, 44, 49). Tuttavia, benché le evidenze descritte
indichino che l'utilizzo della metformina si associa ad un
ridotto rischio di sviluppare l'epatocarcinoma, cosi come
ad un miglioramento della prognosi nei pazienti con ne-
oplasia, e fondamentale sottolineare il fatto che sono ne-
cessari trial clinici controllati randomizzati specifici per
corroborare questi risultati (18, 44).

AGONISTI PPAR GAMMA (CHIAMATI ANCHE GLITA-
ZONI O TIAZOLIDINDIONI)

Il rosiglitazone ed il pioglitazone (che &, attualmente, il
solo tiazolidindione disponibile sul mercato) sono degli
agonisti selettivi del recettore PPAR-y (peroxisome pro-



liferator-activated receptor-gamma) (18, 50). In breve, i
PPARs, costituiti da 3 differenti isotipi («, /8 and y), sono
dei recettori nucleari in grado di modulare selettivamen-
te diversi elementi chiave implicati nel metabolismo del
glucosio e dei lipidi (18, 50). I PPARs sono espressi nel tes-
suto adiposo, ma anche nelle cellule beta del pancreas,
nell’endotelio, nei macrofagi e, in misura minore, nel
muscolo scheletrico, nel cuore, nel fegato, nella milza,
nell’intestino e nel surrene (18, 50). I PPARs sono in grado
di modulare anche alcuni meccanismi implicati nell’atti-
vazione delle cellule inflammatorie e dei processi fibrotici
(18, 41, 50).

Considerate le tre isoforme dell’isotipo PPAR-y, I'isoforma
2 e particolarmente espressa nel tessuto adiposo, svolge
un ruolo chiave nella ridistribuzione del tessuto adiposo
intra-addominale e sottocutaneo e favorisce l'accumulo di
trigliceridi nei depositi periferici di tessuto adiposo (18,
41, 50). Questa isoforma é anche espressa nelle cellule di
Kupfier, che sono le cellule maggiormente coinvolte nei
processi di fibrosi a livello epatico. Sperimentalmente,
nella cirrosi, I'attivazione del recettore PPAR-y € in grado
di ridurre la pressione portale, I'infiammazione, 'angio-
genesi e gli shunt porto-sistemici (18, 41, 50). Sulla base di
questi dati (18, 41, 50), non sorprende pertanto il fatto che
nell'ultimo decennio sono stati condotti numerosi trials
(51-55), con lo scopo di testare gli effetti benefici dei tiazo-
lidindioni nei pazienti con NAFLD/NASH. Una recente re-
visione sistematica, condotta dal nostro gruppo di ricer-
ca, ha dimostrato come l'uso del pioglitazone nei pazienti
con NASH é in grado di determinare importanti benefici
sulla funzionalita epatica, sul contenuto di grasso epati-
co e sulla risoluzione della NASH (42). Per contro, 'effetto
del pioglitazone sulla fibrosi epatica sembra essere mode-
sto (42). In un RCT che ha incluso 101 pazienti diabetici di
tipo 2 con NASH, randomizzati alla terapia con pioglita-
zone (45 mg una volta al giorno) o a placebo per un tota-
le di 18 mesi, Cusi et al. hanno documentato che quasi il
60% dei pazienti trattati con pioglitazone aveva raggiunto
l'endpoint primario, definito dalla riduzione di almeno
2 punti del NAFLD activity score in assenza di un peggiora-
mento della fibrosi, e quasi il 50% di loro aveva raggiunto
la risoluzione della NASH (53). In una meta-analisi pub-
blicata nel 2017, che ha incluso 8 RCT per un totale di quasi
500 pazienti adulti con NASH, Musso et al. hanno docu-
mentato che il pioglitazone migliorava la fibrosi avanza-
ta nei pazienti con NASH, indipendentemente dalla pre-
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senza di T2DM, dopo un periodo di follow-up di 24 mesi
(56). I dati relativi al rosiglitazone sono invece limitati,
anche perché é stato ritirato dal commercio a causa di un
presunto aumento del rischio cardiovascolare. Lo studio
FLIRT (Fatty Liver Improvement with Rosiglitazone Therapy) ha do-
cumentato che la steatosi epatica migliorava significati-
vamente nei pazienti trattati con rosiglitazone, rispetto
a quelli con placebo (47% vs 16%, rispettivamente; p<o,05)
(55). Per contro, non si sono osservati cambiamenti signi-
ficativi sulla fibrosi epatica tra i 2 gruppi (55).

Sulla base di questi dati, le linee guida EASL-EASO-EASD
(5), AASLD (6) e NICE (21) per la gestione della NAFLD rac-
comandano l'uso del pioglitazone nei pazienti con NASH,
soprattutto se affetti anche da T2DM (Tab. 2). Tuttavia, &
importante sottolineare il fatto che il pioglitazone non &
ancora stato ufficialmente approvato dalla maggior parte
delle principali agenzie del farmaco all’utilizzo del trat-
tamento al di fuori del T2DM. Pertanto, attualmente, 'u-
so del pioglitazone nei pazienti con NAFLD/NASH senza
T2DM e off-label e richiede il consenso da parte del paziente
(18, 41). Le preoccupazioni riguardanti 'aumento di peso
(in particolare, ¢ stato segnalato un aumento del peso cor-
poreo intorno al 2-4% dopo 6-36 mesi di terapia con pio-
glitazone nella maggior parte degli RCTs), la ritenzione
di liquidi ed il rischio di fratture ossee (soprattutto nelle
donne) sembrerebbe limitare I'uso di questa molecola nei
pazienti con NAFLD. E importante sottolineare anche il
fatto che il pioglitazone esercita importanti benefici sul
sistema cardiovascolare, diminuendo il rischio di infar-
to del miocardio e quello di ictus cerebri nei pazienti con
T2DM o prediabete (57-58). Dato che i pazienti con NAFLD
sono a maggior rischio di sviluppare complicanze cardio-
vascolari fatali e non fatali (59), indipendentemente dal-
la presenza di T2DM, l'utilizzo del pioglitazone in questi
pazienti potrebbe, pertanto, avere importanti benefici ex-
tra-epatici (18). E interessante notare il fatto che, ad oggi,
esistono evidenze che suggeriscono come alcuni specifici
polimorfismi genetici siano in grado di favorire (o meno)
la risposta al trattamento con pioglitazone nei pazienti
con NAFLD. Per esempio, in un piccolo studio pilota con-
dotto su 55 pazienti giapponesi appartenenti ad un RCT
inizialmente disegnato per valutare l'efficacia del tratta-
mento con pioglitazone a lungo termine nei pazienti con
NASH (NCT00994682), Kawaguchi-Suzuki et al. hanno
documentato che nei pazienti trattati con pioglitazone il
polimorfismo rs903361 del gene ADORAI (che codifica peril
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recettore A1 dell’adenosina) si associava alla risoluzione
della NASH ed al miglioramento del ballooning (60).

Sono in fase di studio diverse molecole in grado di legarsi
agli altri isotipi del recettore PPAR (18, 50). A questo pro-
posito, & importante ricordare che, sperimentalmente,
l'isotipo PPAR-a ¢ in grado di promuovere l'ossidazione
degli acidi grassi, mentre l'isotipo PPAR-8 esercita impor-
tanti effetti anti-infiammatori (50). Elafibrinor é un du-
plice agonista PPAR-a/8 che puo, quindi, migliorare sia
l'insulino resistenza che I'infiammazione cronica (50). In
un trial di fase 2b condotto su 274 pazienti con NASH che
sono stati randomizzati al trattamento con elafibranor
(120 mg una volta al giorno) o a placebo per un totale di
52 settimane, elafibranor é risultato superiore (al placebo)
nell'ottenere la risoluzione della NASH senza un peggio-
ramento della fibrosi epatica (20% nel gruppo elafibranor
vs 11% nel gruppo placebo, p<o,05) (61). Lanalisi post-hoc
di questo studio, basata su una re-definizione della riso-
luzione della NASH, ha ulteriormente corroborato questi
risultati (61). Per contro, I'analisi ad interim del trial di fase
3 chiamato RESOLVE-IT (NCTo2704403), che ha incluso pa-
zienti con NASH e diversi gradi di fibrosi randomizzati al
trattamento con elafibranor o a quello con placebo, non ha
documentato il raggiungimento dell’endpoint primario,
costituito dalla risoluzione della NASH senza il peggiora-
mento della fibrosi. Di conseguenza, questo studio é stato
interrotto anzitempo (50).

Modelli animali della NASH suggeriscono, inoltre, che il
doppio agonista PPAR-a/y, saroglitazar, potrebbe avere ef-
fetti positivi sul fegato (50). Una meta-analisi di 18 studi
osservazionali (5 pubblicati e 13 abstracts) ha dimostrato
che, nei pazienti con dislipidemia diabetica, saroglita-
zar (4 mg una volta al giorno per almeno 12 settimane) e
in grado di ridurre le concentrazioni sieriche delle tran-
saminasi e migliorare il profilo cardio-metabolico (62). Ri-
sultati incoraggianti riguardo all’'efficacia di saroglitazar
nei pazienti con NASH provengono anche da un’analisi
preliminare di un trial di fase 2, chiamato EVIDENZE II
(NCTo3061721) (50)). Infine, alcuni studi clinici che sono
attualmente in corso indicano che anche gli agonisti pan-
PPAR potrebbero avere effetti positivi nei pazienti con
NASH (50).

120

AGONISTI DEL RECETTORE DEL GLP-1

Gli agonisti del recettore del GLP-1 (Glucagon-Like Pep-
tide 1) sono una classe di farmaci ipoglicemizzante in
grado di promuovere la perdita di peso (in media 3-5 kg),
migliorare l'insulino resistenza e ridurre la glicemia
plasmatica (18, 40-41). Sperimentalmente, i recettori del
GLP-1 sono stati localizzati negli epatociti e la loro attiva-
zione ¢ in grado di promuovere la risoluzione della stea-
tosi epatica, migliorare I'insulino resistenza epatica, ma
anche la lipotossicita e la funzione mitocondriale degli
epatociti (18, 40-41). Per tale ragione, negli ultimi anni,
gli agonisti del recettore del GLP-1 sono stati ampiamente
studiati per il trattamento della NASH (18). In una recen-
tissima meta-analisi che ha incluso 11 RCTs di fase 2, per
un totale di quasi 950 soggetti adulti con NAFLD/NASH
che sono stati randomizzati alla terapia con agonisti del
recettore del CLP-1 (liraglutide, exenatide, dulaglutide o
semaglutide) o a placebo o ad altre classi di ipoglicemiz-
zanti, Mantovani et al. hanno documentato che il trat-
tamento con gli agonisti del recettore del GLP-1, dopo un
follow-up di 26 settimane, si associava ad una riduzione
significativa della percentuale assoluta del contenuto di
grasso epatico misurato attraverso la risonanza magne-
tica (Weighted Mean Difference [WMD]: -3,92%, intervallo di
confidenza al 95%: da -6,27% al -1,56%; I>= 97%) (Fig. 1), ad
una riduzione significativa dei livelli sierici degli enzi-
mi epatici (principalmente ALT), nonché alla risoluzione
della NASH senza un peggioramento della fibrosi epatica
(random-effects odds ratio: 4,06; intervallo di confiden-
za al 95%: da 2,52 a 6,55; 1= 0%; dato disponibile solo per
liraglutide e semaglutide) (63).

Nello specifico, la liraglutide (che e un agonista del re-
cettore del CLP-1a lunga durata d’azione) é stata studiata
peril trattamento della NAFLD nel contesto del program-
ma LEAD (Liraglutide Effect and Action in Diabetes), LEAD-2
(64), nonché nello studio LEAN (Liraglutide Efficacy and Ac-
tion in NASH) (65). Questi studi hanno documentato che
la liraglutide migliora significativamente i livelli sierici
degli enzimi epatici, riduce il contenuto di grasso epati-
co, promuove la risoluzione della NASH (64-65), mentre
non sembra avere un effetto rilevante sulla fibrosi epati-
ca (65). E ragionevole pensare che gli effetti benefici della
liraglutide (cosi come degli altri agonisti del recettore del
GLP-1) sui livelli sierici degli enzimi epatici, sulla steato-
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Tabellaz @ Trattamento della NAFLD secondo le linee guida EASL-EASD-EASO (5), AASLD (6) e NICE (21)

DIETA

Linee guida EASL-
EASD-EASO (5)

Preferire diete che abbiano un
deficit di soo-1000 Kcal/giorno
con l'obiettivo di una perdita di
pesointorno al 7-10%; limitare il
consumo di alcol; preferire la dieta
mediterranea

Linee guida AASLD (6)  Preferire diete che abbiano un
deficit disoo-1000 Kcal/giorno;

limitare il consumo di alcol

Linee guida NICE (21) Preferire diete che abbiano un
deficit di 6oo Kcal/giorno o quelle a
basso contenuto di grassi; limitare

il consumo di alcol

Esercizio fisico aerobico
diintensita moderata o
esercizio contro resistenza
(150-200 min/settimanain 3-5
sessioni)

Esercizio fisico di intensita
moderata (=150 min/
settimana)

Almeno 45-60 min al
giorno di esercizio fisico di
tipo aerobico diintensita
moderata

ESERCIZIO FISICO FARMACI

Preferireil pioglitazone

Preferireil pioglitazone nei pazienti
con T2DM; preferire la vitamina E* in
quelliche non sono diabetici

Preferireil pioglitazone nei pazienti
con T2DM; preferire la vitamina E*

in quelli che non sono diabetici, ma
hanno una fibrosi epatica avanzata

Abbreviazioni: AASLD, American Association for the Study of Liver Diseases; EASL-EASD-EASO, European Association for the Study of the Liver - Euro-
pean Association for the Study of Diabetes - European Association for the Study of Obesity; NICE, National Institute for Health and Care Excellence.

Nota: * la vitamina E & un potente anti-ossidante che puo essere utilizzato nel trattamento della NASH in alcune categorie di pazienti. Dato il contesto
specifico di questa rassegna, tale farmaco non é stato discusso. Per ulteriori informazioni si rimanda alle seguenti rassegne: Mantovani A, Dalbeni A.
Treatments for NAFLD: State of Art. Int) Mol Sci 22(5):2350. doi: 10.3390/ijms22052350; Petroni ML, Brodosi L, Bugianesi E, Marchesini G. Management

of non-alcoholic fatty liver disease. BMJ. 372:m4747. doi: 10.1136/bmj.m4747, 2021

si e sulla NASH siano dovuti alla perdita di peso ma an-
che all’effetto diretto sul fegato (42).

Gli studi sulla semaglutide (66) e sulla dulaglutide (67),
che sono due recenti agonisti del recettore del CLP-1 a
dosaggio settimanale, hanno prodotto risultati interes-
santi. In particolare, nel trial di fase 2 che ha incluso 320
pazienti con NASH e differenti gradi di fibrosi epatica,
randomizzati a semaglutide alla dose di 0,1 mg/die (80
pazienti), 0,2 mg/die (78 pazienti) e 0,4 mg/die (82 pazien-
ti) o a placebo (80 pazienti), per un totale di 72 settimane,
Newsome et al. hanno documentato che la percentuale
di pazienti in cui si é osservata la risoluzione completa
della NASH, senza un peggioramento della fibrosi epa-
tica, era del 40% nel gruppo trattato con semaglutide al
dosaggio di 0,1 mg, 36% nel gruppo trattato con semaglu-
tide al dosaggio di 0,2 mg, 59% nel gruppo trattato con
semaglutide al dosaggio di 0,4 mg e solo 17% nel gruppo
placebo (p<o0,05) (66). Per contro, non si e assistito ad un
miglioramento significativo della fibrosi epatica in nes-
sun dei 4 gruppi (p=0,48) (66). E fondamentale sottolinea-
re il fatto che, in questo RCT (66), i partecipanti sono stati
trattati con dosaggi giornalieri di semaglutide. Questo &
un aspetto molto importante da tenere presente, perché
tali dosaggi non sono quelli attualmente approvati per il
trattamento del T2DM. Pertanto, ad oggi, non ¢ certo se

121

irisultati di questo trial (66) possono essere traslati nella
pratica clinica quotidiana.

Cli agonisti del recettore del GLP-1 sono generalmente
ben tollerati, anche se, rispetto al placebo o gli altri ipo-
glicemizzanti, si associano ad una maggiore frequenza
di sintomi gastrointestinali, quali perdita di appetito,
nausea, costipazione e diarrea (18, 42). Questi eventi av-
versi, tuttavia, sono transitori e generalmente di gravita
da lieve a moderata (18, 42).

Infine, considerato il fatto che tutti gli agonisti del re-
cettore del GLP-1 esercitano importanti effetti protettivi
sul sistema cardiovascolare e renale sia nei pazienti con
T2DM che in quelli senza (68-69), & ragionevole ipotizzare
che questi farmaci diventeranno un’importante opzione
terapeutica nei pazienti con NAFLD/NASH, specialmente
per coloro che sono anche obesi o hanno T2DM (18).

INIBITORI DELLA DIPEPTIDIL-PEPTIDASI IV (GLIP-
TINE)

Gli inibitori della dipeptidil-peptidasi IV (DPP-1V), chia-
mati anche gliptine, sono una classe di ipoglicemizzanti
orali che agiscono inibendo 'enzima DPP-1V, una prote-
asi capace di degradare rapidamente le incretine, inatti-
vandole (40). Le incretine sono ormoni prodotti a livello
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Figura1

& Effetto dei diversi analoghi del recettore del GLP-1 sulla percentuale assoluta di grasso epatico, valutata

mediante risonanza magnetica, rispetto al placebo o ad altri ipoglicemizzanti. | dati sono espressi come weighted mean

difference (WMD). Da (63).

Treatment Control Liver fat (%) WMD  Weight
Study Year Molecules N Mean SD N Mean SD with 95% CI (%)
Dutour 2016 Exenatide (10ug) 22 -800 200 22 100 200 i -9.00[ -10.18, -7.82] 18.09
Frossing 2017 Liraglutide (1.8 mg) 48 -1.57 041 24 -0.23 0.71 [ | -1.34[ -1.65, -1.03] 18.89
Khoo 2018 Liraglutide (1.8 mg) 15 -7.00 7.10 15 -8.10 13.20 = 1.10[ -68.49, 869] 6.39
Yan 2019 Liraglutide (1.8 mg) 24 -400 450 24 -0.80 5.30 -3.20[ -5.98, -0.42] 14.98
Liu 2020 Exenatide (10 ug) 38 -17.55 1293 38 -1049 11.38 -7.06[-12.54, -1.58] 9.35
Kuchay 2020 Dulaglutide (1.5mg) 27 -580 1.00 25 -230 1.20 -3.50[ -4.10, -2.90] 18.72
Bizino 2020 Liraglutide (1.8 mg) 23 -6.30 7.10 26 -4.00 4.60 -2.30[ -5.70, 1.10] 13.58
Overall -392[ -6.27, -1.56]
Heterogeneity: 12 = 7.61, 12 = 96.66%, H? = 29.90
Test of 8 = 8: Q(B) = 179.40, p = 0.00
Testof 8 =0:z=-3.26, p=0.00
-10 0 10
Random-effects DerSimeonian-Laird model Favors GLP-1ra  Favors Control

gastrointestinale (come ad esempio il CLP-1, prodotto
dalle cellule L dell’ileo ed il GIP [Gastric Inhibitory Peptide],
prodotto dalle cellule K del duodeno), che sono in grado
di controllare la glicemia nel sangue attraverso 'aumen-
to della secrezione di insulina da parte delle cellule beta
del pancreas, la diminuzione della secrezione di glucago-
ne inibendo le cellule alfa del pancreas, il rallentamento
della motilita gastrica, la diminuzione dell'appetito ed il
miglioramento della sensibilita insulinica attraverso di-
versi meccanismi (40). Va da sé che l'inibizione dell’enzi-
ma DPP-IV mediante questi farmaci permette di sfrutta-
re l'azione favorevole delle incretine sulla glicemia e sulla
resistenza insulinica (40). Ad oggi, esistono alcuni RCT e
alcuni studi open-label (70-71) che hanno valutato I'effica-
cia degli inibitori della DPP-IV nei pazienti con NAFLD.
Questi studi hanno evidenziato un effetto neutro di que-
sta classe di farmaci sulla NAFLD e le sue forme avanzate
(72). A questo proposito, ad esempio, una recente meta-
analisi che ha incluso 7 trial per un totale di circa 270 pa-
zienti con NAFLD ha documentato che il trattamento con
sitagliptin non determinava una riduzione significativa
del contenuto di grasso epatico, valutato attraverso varie
tecniche radiologiche, rispetto alla terapia di controllo
(73). Per tale motivo, questa classe di farmaci ipoglice-
mizzanti non viene attualmente considerata per il trat-
tamento della NAFLD.
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INIBITORI SGLT-2 (O GLIFLOZINE)

Cli inibitori del co-trasportatore sodio-glucosio-2 (SGLT-
2), chiamati anche gliflozine, sono una classe relativa-
mente nuova di ipoglicemizzanti orali in grado di pro-
muovere il riassorbimento del glucosio da parte dei reni
(40). Il SCLT-2 e particolarmente espresso sulle cellule
epiteliali renali localizzate nel segmento S1 del tubulo
contorto prossimale, promuovendo glicosuria (40). Di
conseguenza, la regolazione del controllo della glicemia
da parte di questi farmaci é indipendente alla secrezione
di insulina (40). Studi sperimentali che hanno utilizza-
to modelli animali di NASH hanno suggerito un effetto
favorevole degli inibitori SCLT-2 sulla steatosi epatica, la
necro-infiammazione e la fibrosi, probabilmente attra-
verso il bilancio energetico negativo determinato dalla
glicosuria (74). Per tale ragione, gli inibitori SCLT-2 sono
stati studiati come possibile opzione terapeutica per la
NAFLD/NASH in diversi RCTs ed in alcune analisi post-
hoc. In una recente meta-analisi che ha incluso 12 RCTs
che hanno valutato l'efficacia degli inibitori SCLT-2 (da-
pagliflozin, empagliflozin, ipragliflozin o canagliflozin)
per trattare la NAFLD, Mantovani et al. hanno documen-
tato che, rispetto al placebo o ad altri ipoglicemizzanti, il
trattamento con gli inibitori SGLT-2, dopo un periodo di
24 settimane, si associava ad una maggiore riduzione dei
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Figura2 @ Effetto delle diverse gliflozine sulla percentuale assoluta di grasso epatico, valutata mediante risonanza

magnetica, rispetto al placebo o ad altri ipoglicemizzanti. | dati sono espressi come weighted mean difference (WMD).

Da (75)-

SGLT-2 inhibitors Controls Liver Fat (%) WMD  Weight
Study Year N Mean SD N Mean SD Molecules with 95% CI (%)
Bolinder 2012 37 -285 6.08 42 -1.33 429 Dapa —=—— -1.52[-3.87, 0.83] 5.83
Eriksson 2018 21 -2.23 3.30 21 -060 1.86 Dapa —— -1.63[-3.25, -0.01] 12.26
Kuchay 2018 25 -490 6.32 25 -0.90 7.02 Empa -4.00[-7.70, -0.30] 2.35
Latva-Rasku 2019 15 -3.70 0.20 16 0 9.15 Dapa -3.70[-8.19, 0.79] 1.60
Cusi 2019 26 -3.80 4.80 30 -1.80 5.10 Cana —#—— -2.00[-4.60, 0.60] 4.78
Johansson 2020 46 -440 6.78 36 -0.80 8.45 Dapa ———— -360[-6.99, -0.21] 281
Kahl 2020 42 -3.00 1.00 42 -1.00 2.00 Empa r -2.00[-2.68, -1.32] 70.38
Overall -2.05[ -2.61, -1.48]
Heterogeneity: 12 = 0.00, 12 = 0.00%, H? = 1.00
Testof 8,=6:Q(6) =2.87, p=0.83
Testof 6 =0:z=-7.07, p=0.00
Total (n) 212 212 8 6 4 2 0
Random-effects DerSimonian-Laird model Favors SGLT-2 inhibitors Favors Controls

livelli sierici delle transaminasi e della percentuale as-
soluta di contenuto di grasso epatico valutato con la riso-
nanza magnetica (Weighted Mean Difference [WMD]: -2,05%,
intervallo di confidenza al 95% da -2,6 a -1,5%; I>=0%) (Fig.
2) (75). Un’altra meta-analisi meno recente ha riportato
risultati del tutto simili (76). Tuttavia, e importante sot-
tolineare il fatto che la maggior parte degli RCTs pubbli-
cati finora non ha utilizzato specifici endpoint istologici
per valutare l'efficacia degli inibitori SCLT-2, rispetto al
placebo o agli altri farmaci ipoglicemizzanti, nel trat-
tamento della NAFLD/NASH (18). A questo proposito, re-
centemente, in un piccolo studio pilota che ha incluso 9
pazienti con NASH che sono stati trattati con empagli-
flozin 25 mg al giorno per un totale di 24 settimane e che
avevano eseguito la biopsia epatica prima e dopo il trat-
tamento, Lai et al. hanno documentato che empagliflo-
zin era in grado di migliorare la steatosi, il ballooning ed
addirittura la fibrosi (77).

Per quanto riguarda gli effetti avversi, negli RCTs pub-
blicati, gli inibitori del SCLT-2 hanno mostrato di avere
un buon profilo di sicurezza ed una percentuale di even-
ti avversi simile al placebo (o agli ipoglicemizzanti), con
l'eccezione di un rischio piu elevato di avere infezioni
genito-urinarie (42). Dato che gli inibitori SCLT-2 hanno
documentato importanti benefici cardio-renali nei trials
che hanno arruolato pazienti con e senza T2DM (78-79),

123

questi farmaci potrebbero avere un ruolo importante nel
trattamento della NAFLD/NASH nel prossimo futuro.

CONCLUSIONI

Nonostante 'aumento della nostra comprensione sull’e-
pidemiologia e sulla patogenesi della NAFLD, attual-
mente 'unico trattamento veramente efficace per questa
malattia e la perdita di peso, che deve essere almeno del
5% (18). Per quanto riguarda l'uso degli ipoglicemizzanti,
che e il focus di questa rassegna, possiamo dire con rela-
tiva certezza che sia il pioglitazone che gli analoghi del
recettore del GLP-1 sono utili nel trattamento della NA-
FLD, specialmente nei pazienti con T2DM, dal momento
che sono in grado di ridurre il contenuto di grasso epa-
tico, promuovere la risoluzione della NASH e migliorare
la fibrosi epatica (questo pero, al momento, vale solo per
il pioglitazone). Anche le gliflozine sembrano essere pro-
mettenti, mal'assenza di dati istologici come endpoint pri-
mario nei trials pubblicati impedisce di trarre conclusio-
nisolide. Cio detto, € importante sottolineare il fatto che,
ad oggi, la maggior parte dei trials che hanno valutato
l'efficacia di un singolo farmaco, rispetto al placebo, per
il trattamento della NASH ha documentato percentuali
di successo nel determinare una risoluzione della NASH,
senza il peggioramento della fibrosi, comprese tra il 30%
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ed il 50% (80). Considerata la complessita della patogene-
si della NASH e la percentuale di soggetti che raggiunge
l'endpoint primario nei trials che hanno testato un solo
farmaco, e ragionevole pensare che la combinazione di
pit farmaci, in associazione ai cambiamenti dello stile
di vita, sia la strategia pilt appropriata per trattare que-
sta patologia (80). In linea teorica, tale strategia potreb-
be aumentare la percentuale di risposta al trattamento e
convertire i non responder (o i responder parziali) in responder.
Ad oggi, sono in corso diversi studi sul trattamento della
NASH che utilizzano due (o pitt) farmaci (80). Rimanendo
sempre nell’ambito degli ipoglicemizzanti, ad esempio,
la semaglutide in associazione con un agonista del recet-
tore nucleare Farnesoide X (FXR), chiamato cilofexor, &
attualmente in fase di studio in un trial di fase 2 che ha
incluso pazienti con NASH (NCTo3987074), mentre l'ago-
nista del FXR, tropifexor, in combinazione con un inibi-
tore SCLT-1/2, chiamato licogliflozin, ¢ in fase di studio
un trial di fase 2 che ha arruolato, per un totale di 48 set-
timane, pazienti con NASH e diversi gradi di fibrosi epa-
tica (NCTo4065841) (80).

Data l'eterogeneita dei pazienti con la NAFLD, é fonda-
mentale identificare i soggetti che rispondono meglio ad
uno specifico principio attivo (19, 80). Lidentificazione
dei polimorfismi genetici potrebbe fornire utili informa-
zioni in questo senso (80). Come abbiamo visto, il poli-
morfismo rs903361 del gene ADORA! é stato associato ad
una maggiore risposta al trattamento con pioglitazone
nei pazienti con NASH. Tuttavia, sono necessari ulterio-
ri studi di farmacogenetica per migliorare la capacita ad
identificare i pazienti con NAFLD in grado di rispondere
meglio al trattamento con uno specifico principio attivo o
con una strategia caratterizzata da piu farmaci.
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INTRODUZIONE

La malattia da accumulo di grasso nel fegato (NAFLD)
rappresenta la prima causa di epatopatia cronica nella
maggior parte dei paesi occidentali e in Asia, con una
prevalenza del 25-30% nella popolazione generale (1). La
steatoepatite non alcolica (NASH) é la forma avanzata di
NAFLD, con una prevalenza globale stimata di1,5-6,5% (2).
La frequenza di NAFLD é in continuo aumento a causa
dell’epidemia di obesita e diabete mellito di tipo 2 (DMT2).
La prevalenza di NAFLD aumenta notevolmente nei pa-
zienti con DMT2 (>60%) e nei pazienti obesi (>90%), cosi
come la presenza di NAFLD aumenta il rischio di insor-
genza nel tempo di DMT2, anche in assenza di sovrappe-
so, a conferma della stretta correlazione tra le due condi-
zioni (2).

E stato recentemente proposto, ma & ancora dibattuto,
l'utilizzo del termine Metabolic-Associated Fatty Liver Disease
(MAFLD), in sostituzione di NAFLD, e la modifica dei cri-
teri diagnostici: presenza di steatosi epatica e di almeno
due condizioni tra sovrappeso/obesita, T2DM e alterazioni
metaboliche, indipendentemente dal consumo di alcol
(3)-

La NASH si caratterizza per la comparsa di danno epato-
cellulare che determina, a cascata, inflammazione, se-
crezione di citochine e attivazione dell’apoptosi epatica.
Questi fenomeni sono responsabili dell’attivazione delle
cellule stellate, implicate nel rilascio e accumulo di ma-
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trice extra-cellulare, alla base dei meccanismi di fibroge-
nesi epatica.

Negli ultimi anni é emerso I'importante ruolo della alte-
razione del microbiota intestinale nel determinismo del-
la NAFLD e nella progressione a NASH.

Ciascuno dei processi descritti in estrema sintesi rappre-
senta un potenziale target di terapie farmacologiche della
NASH.

Nel paziente con NAFLD la malattia cardiovascolare (CV) e
la prima causa di morte.

FAD ECM “il Diabete”
Questa rassegna fa parte di un percorso di formazione a distanza
accreditato a livello nazionale e disponibile gratuitamente nell'aula

virtuale della SID (www.fad.siditalia.it).

Per partecipare al corso occorre:

1. Leggere larassegna (disponibile on-line)

2. Registrarsi all'aula eiscriversial corso il Diabete”

3. Rispondere on-line al quiz di verifica e compilare il questionario di

valutazione dell'evento FAD.

Una volta eseguito con successo il test di valutazione e compilato
il questionario di valutazione dell'evento, sara cura della Segreteria
ECM della SID far pervenire I'attestato ECM del corso ai diretti inte-
ressati nei tempi e nelle modalita stabiliti dalla regolamentazione
vigente.

Per ulteriori informazioni: www.fad.siditalia.it



Tabella1

NASH CON FIBROSI

Percorso accelerato

* Risoluzione della steatoepatite, senza peggioramento della fibrosi

e/o

» Miglioramento della fibrosi (di almeno 1stadio) senza peggioramento

dell'attivita inflammatoria
Estensione dello studio a lungo termine

* Riduzione della progressione a cirrosi
 Riduzione degli outcomes clinici

La progressione da steatosi semplice a steatoepatite au-
menta invece il rischio di mortalita per cause epatiche (4).
Ancheilrischio di epatocarcinoma (HCC) cresce progressi-
vamente in presenza di NASH e cirrosi (5), che sono tra le
principali cause di trapianto epatico (6).

I dati epidemiologici attuali consentono di prevedere che
la cura della NAFLD richiedera un impegno di risorse
sempre maggiori e difficilmente sostenibili per i sistemi
sanitari (7).

POPOLAZIONE TARGET E ENDPOINTS DELLA TERA-
PIA FARMACOLOGICA

La mortalita fegato-correlata & bassa nei pazienti con
semplice steatosi, mentre aumenta in presenza di stea-
toepatite, con o senza fibrosi. La progressione del danno
epatico in fibrosi avanzata, cirrosi e HCC aumenta anche
il rischio CV (2).

Pertanto, l'obiettivo pitl urgente é identificare i pazienti
a maggior rischio evolutivo, che necessitano di un trat-
tamento farmacologico in grado di prevenire gli outcomes
clinici e ridurre la mortalita.

In mancanza di biomarcatori non invasivi, la biopsia epa-
tica e ancora oggi il gold standard per la diagnosi di infiam-
mazione e di fibrosi, nonostante i limiti di variabilita di-
pendenti dal campionamento e dall’'osservatore (2, 8).

Il criterio di classificazione maggiormente utilizzato (9)
per la caratterizzazione delle diverse componenti della
NAFLD si basa su:

«  NAFLD activity score (NAS), indice ricavato dalla pre-
senza di steatosi macrovescicolare (0-3), ballooning
epatocellulare (0-2) e inflammazione lobulare (o0-3):
diagnosi di NASH con punteggio >5
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@ Percorso regolatorio per I'approvazione di terapie per la NASH

CIRROSI

Miglioramento della fibrosi
Riduzione degli outcomes clinici

Riduzione della necessita di trapianto epatico
Riduzione della mortalita

la fibrosi viene suddivisa in 4 stadi (o = assenza di fi-
brosi; 4 = cirrosi).

La standardizzazione del referto istologico é utile non solo
nella pratica clinica, ma anche per lo sviluppo di nuovi
farmaci e per la corretta valutazione della loro efficacia nei
trials clinici registrativi (10).

La NAFLD é stata definita una “epidemia silente” perché
quasi sempre asintomatica, anche nelle fasi pitt avanzate.
Laumento delle transaminasi, generalmente utilizzato
per selezionare i pazienti da riferire allo specialista epa-
tologo, non sempre é correlato a maggior rischio di danno
epatico, infatti pazienti con fibrosi anche avanzata posso-
no presentarsi con transaminasi nel range della norma.
Per ridurre il ricorso alla biopsia é necessario selezionare
i pazienti a maggior rischio di steatoepatite e di fibrosi da
riferire ai centri di secondo livello.

Tra i numerosi score non invasivi proposti, i pitt semplici
sono il NAFLD Fibrosis Score (NFS) e il Fibrosis-4 index (FIB-
4), che, in combinazione sequenziale con la misurazione
della stiffness epatica mediante elastografia (LSM, Fibro-
scan®), sono in grado di identificare con elevata accuratez-
za i pazienti con fibrosi avanzata e cirrosi (11).

Le linee guida del 2018 delle maggiori agenzie del farmaco
(FDA ed EMA) richiedono l'inclusione di pazienti con fibro-
sidi grado >2 alla biopsia nei trials registrativi dei farmaci
per il trattamento della NASH.

Perché il farmaco sia considerato efficace nei pazienti con
fibrosi avanzata deve migliorare gli outcomes fegato-correla-
ti: complicanze gravi della cirrosi, morte, trapianto.
Poiché la dimostrazione di questi obiettivi potrebbe richie-
dere una lunga osservazione (a causa della lenta progres-
sione della malattia epatica), e previsto un percorso acce-
lerato per favorire la ricerca e lo sviluppo di terapie per una
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Figura1

@ Gestione terapeutica del paziente con NAFLD in base al diverso stadio del danno epatico (2, 8)

Modifica stili di vita, calo ponderale, controllo sindrome metabolica,
riduzione/sospensione consumo alcol

Fegato sano

patologia che in atto non ha cure efficaci: il farmaco deve
dimostrare di essere in grado a breve termine di risolvere
la steatoepatite, senza peggiorare la fibrosi o di ridurre
la fibrosi di almeno un grado senza peggiorare lattivita
inflammatoria, e a lungo termine di rallentare o preve-
nire la progressione a cirrosi e ridurre gli outcomes clinici

(Tab. 1).
TERAPIA ATTUALE DELLA NAFLD

Modifica degli stili di vita e calo ponderale (Fig.1)

Allo stato attuale il calo ponderale, ottenuto con la mo-
difica degli stili di vita (riduzione dell’apporto calorico,
dieta mediterranea e regolare attivita fisica aerobica o
di resistenza) o con la chirurgia bariatrica, rappresenta
l'unico intervento efficace nel trattamento della NAFLD
(2, 8). Una riduzione =5% del peso permette di migliora-
re la steatosi e 'infiammazione, mentre il calo ponderale
>10% € in grado di risolvere la NASH e ridurre la fibrosi.
Purtroppo non oltre il 50% dei pazienti raggiunge questi
obiettivi (12).

Vitamina E

Lo stress ossidativo € uno dei meccanismi alla base del
danno epatocellulare in corso di NASH. La vitamina E,
agente antiossidante, ha dimostrato effetti positivi sulla
steatosi epatica in modelli animali di NASH, bloccando
l'apoptosi, riducendo lo stress ossidativo e migliorando il
metabolismo glucidico e lipidico.

La vitamina E (8oo Ul/die per 96 settimane) e stata con-
frontata al placebo in pazienti adulti con NASH istologica
nel trial PIVENS (Pioglitazone vs Vitamin E vs Placebo for
Treatment of Non-Diabetic Patients With Nonalcoholic
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Terapia farmacologica dirltta al danno epatico

Steatohepatitis), dimostrando una significativa ridu-
zione delle transaminasi, della steatosi, dell'infliamma-
zione e del ballooning, ma nessun effetto sulla fibrosi (13).
Analoghi risultati sono stati ottenuti nella popolazione
pediatrica (14).

Non sono disponibili dati sufficienti sull'utilizzo di vi-
tamina E per lungo tempo, essendo stato segnalato un
aumentato rischio di cancro della prostata e di stroke
emorragico, nonostante una recente meta-analisi abbia
escluso un aumento di mortalita per tutte le cause (15).
Lelinee guida AASLD (American Association for the Study of Liver
Disease) consigliano 'uso della vitamina E esclusivamente
in pazienti non diabetici, con NASH senza cirrosi, valu-
tando in ogni singolo paziente rischi e benefici (2). Anche
le linee guida EASL (European Association for the Study of the Li-
ver) (8) considerano l'utilizzo della vitamina E in pazienti
con NASH, segnalando l'incertezza dei dati di sicurezza
ed efficacia nel lungo periodo.

Pioglitazone

Il pioglitazone, agonista intra-nucleare di PPARy, ¢ in
grado di modulare il segnale insulinico, stimolare 'upta-
ke adipocitario degli acidi grassi (distribuendo il grasso a
livello sottocutaneo e riducendo la steatosi epatica), rego-
lareiprocessidiinfiammazione e fibrosi epatica. Nel trial
PIVENS il pioglitazone (30 mg/die per 2 anni), confrontato
al placebo e alla vitamina E, in pazienti con NASH non
diabetici, riduceva significativamente i livelli di transa-
minasi, steatosi e inflammazione, senza alcun effetto
sulla fibrosi (13). Dati confermati anche in studi successi-
vi (16). 11 pioglitazone € associato a seppur modesto incre-
mento ponderale e aumentato rischio di osteoporosi nel
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Tabella2 @ Farmaciattualmente utilizzati per il trattamento della NASH

RACCOMANDA-
FARMACO MECCANISMO D’AZIO- RACCOMANDAZIONI
RISULTATI ZIONI EASL-EASD-
TRIAL NE PRINCIPALE AASLD (2)
EASO (8)
Vitamina E Antiossidante 4 steatosi/inflammazione < | Si Si
(PIVENS, 13) fibrosi in non-diabetici con in non-diabetici con
NASH (biopsia) NASH senza cirrosi
Pioglitazone Agonista PPAR-y ! steatosi/inflammazione <> Si Si
(PIVENS, 13) ¢ insulino-resistenza fibrosi in NASH + DMT2 in NASH + DMT2
Metformina ¢ insulino-resistenza Jsteatosi No No
(19) —inflammazione e fibrosi
Acido 4 TNF-a Jsteatosi No No
Ursodesossicolico | Antiossidante —inflammazione e fibrosi
(22-23) ¢ insulino-resistenza
Acidi grassi Antiossidante Jsteatosi No No
Omega-3 —inflammazione e fibrosi (utilizzare per (utilizzare per
(25-26) ipertrigliceridemia) ipertrigliceridemia)

sesso femminile, mentre non é stata confermata correla-
zione con il cancro della colecisti (17).

Le linee guida AASLD suggeriscono l'utilizzo di questo
farmaco per il trattamento della NASH, anche in assen-
za di diabete, valutando rischi e benefici in ogni singo-
lo paziente (2). Le linee guida EASL-EASD-EASO (European
Association for the Study of the Liver - European Association for the
Study of Diabetes - European Association for the Study of Obesity)
raccomandano il trattamento con pioglitazone in pazien-
ti diabetici, ben selezionati, anche in associazione alla
vitamina E (8).

Tuttavia, 'uso di pioglitazone per il trattamento della
NASH é ancora poco frequente nella pratica clinica (solo
il 2%) come dimostrato in uno studio retrospettivo (18). Ve-
rosimilmente l'incremento ponderale (spesso associato al
trattamento) rappresenta un disincentivo al suo impiego
in pazienti con NAFLD, in genere sovrappeso/obesi. L'u-
tilizzo del pioglitazone potrebbe essere utile in partico-
lare in pazienti normopeso con NAFLD (cosiddetti “lean
NASH”).

Metformina

La metformina migliora la sensibilita insulinica ed ha
dimostrato efficacia nel ridurre le transaminasi e la stea-
tosi in pazienti con DMT2, ma nessun effetto sulla fibrosi
(19). Una prima meta-analisi ha confermato i benefici su
steatosi e ballooning, nessuno su infiammazione lobulare
e fibrosi (20).
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Sulla base di questi dati le linee guida AASLD e EASL non
raccomandano l'uso della metformina nella terapia della
NASH (2, 8).

Recenti dati della letteratura dimostrano che il tratta-
mento con metformina nei pazienti diabetici con epato-
patia cronica e cirrosi é sicuro ed ¢ in grado di aumentare
la sopravvivenza (20) e ridurre il rischio di insorgenza di
cirrosi ed epatocarcinoma (21).

La metformina, il farmaco maggiormente prescritto nei
pazienti diabetici, non e efficace nel trattamento della
NASH, ma non ¢ da sconsigliare nella terapia del diabete
in pazienti con epatite cronica e cirrosi.

Acido ursodesossicolico (UDCA)

L'UDCA é stato uno dei primi farmaci testati nel tratta-
mento della steatoepatite non alcolica. Il primo studio
pilota dimostrava significativa riduzione degli enzimi
epatici e della steatosi (22).

Successivi studi randomizzati con placebo non hanno di-
mostrata alcuna significativa differenza su steatosi, in-
fiammazione e fibrosi (23).

Le linee guida europee e americane non raccomandano
l'utilizzo di UDCA nel trattamento della NASH (2, 8).

Uno studio di fase 2 ha recentemente dimostrato l'effica-
cia, rispetto al placebo, di acido norursodesossicolico,
omologo a catena accorciata di UDCA, in pazienti con
NASH (24).
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Acidi grassi Omega-3

Gli acidi grassi Omega-3, comunemente utilizzati nel
trattamento dellipertrigliceridemia, hanno dimostrato
un miglioramento della steatosi e dell'infiammazione
in pazienti con NASH, tramite la riduzione dello stress
ossidativo. Tuttavia, due trials randomizzati non hanno
confermato questi dati (25-26), e pertanto gli acidi grassi
Omega-3 non sono raccomandati per il trattamento della
NASH.

Analoghe considerazioni riguardano altri farmaci ipoli-
pemizzanti, ezetimibe e statine, che non hanno dimo-
strato effetti positivi su NASH e fibrosi. Poiché sono privi
di tossicita epatica, possono essere utilizzati per ridurre i
livelli di LDL colesterolo e il rischio cardiovascolare anche
in pazienti con danno epatico avanzato.

PROSPETTIVE FUTURE DI
NASH (TAB. 3)

TRATTAMENTO DELLA

La comprensione dei complessi meccanismi patogeneti-
ci alla base della NAFLD ha permesso l'identificazione di
bersagli terapeutici potenzialmente in grado di prevenire
l'evoluzione del danno epatico.

Sebbene nessuno dei farmaci sinora studiati abbia dimo-
strato efficacia e sicurezza superiore rispetto al placebo,
nella pipeline per il trattamento della NASH e della cirrosi
NASH-correlata vi sono numerosi farmaci, in diverse fasi
di sviluppo, alcuni dei quali in terapia di combinazione.

AGENTI CON AZIONE PREVALENTEMENTE METABO-
LICA

Agonisti di FXR

FXR (Farnesoid X Receptor) e un recettore nucleare espres-
so in diversi organi (fegato, colecisti, tessuto adiposo,
rene, intestino) e cellule del sistema immunitario. Una
volta attivato, FXR svolge un ruolo essenziale nella sintesi
e circolazione enteroepatica degli acidi biliari, modulan-
do anche il metabolismo glicidico/lipidico epatico e la ri-
spostainfiammatoria e fibrogenica immuno-mediata, sia
direttamente a livello epatico, sia attraverso 'aumentato
rilascio di FGF19 (Fibroblast Growth Factor 19). Quest ulti-
mo é un ormone intestinale che svolge un ruolo centrale
favorendo tra l'altro la sintesi e la secrezione di GLP-1.
L'acido obeticolico (OCA), un acido biliare semi-sinteti-
co, analogo dell’acido chenodossicolico, con una intensi-
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ta d’azione 100 volte maggiore di quest’ultimo, ¢ il primo
agonista di FXR utilizzato in campo terapeutico. Illegame
di OCA con FXR inibisce l'assorbimento intestinale degli
acidi biliari e ne riduce la sintesi epatica, bloccando la
conversione del colesterolo ad acidi biliari (27).

OCA ¢ attualmente registrato per il trattamento della
colangite biliare primitiva (28).

Lo studio di fase 2b (FLINT), condotto in pazienti con
NASH, senza cirrosi (il 50% diabetici), ha dimostrato ridu-
zione del NAS =2 punti senza peggioramento della fibrosi
(alla biopsia di fine trattamento) nel braccio con OCA (29).
Inoltre, il trattamento con OCA riduceva significativa-
mente le transaminasi, il peso e la pressione arteriosa si-
stolica; durante il trattamento si evidenziava incremento
di insulina basale, colesterolo totale e LDL (con riduzio-
ne di HDL). Gli effetti sul profilo lipidico potrebbero, nel
lungo periodo, influenzare negativamente gli outcomes
clinici CV in pazienti con NASH, gia ad elevato rischio, e
richiedere la correzione con statine. L'unico evento avver-
so segnalato era il prurito.

E stato avviato lo studio multicentrico, randomizzato,
controllato con placebo, di fase 3 (REGENERATE), che ha
arruolato pazienti con NASH e fibrosi =2 (o F1 ma con al-
meno una co-morbilita), senza cirrosi. Il trial valutera an-
che gli outcomes clinici fegato-correlati e la mortalita per
tutte le cause.

Nel dicembre 2019 sono stati pubblicati (30) i risultati
dell’analisi a 18 mesi su 931 pazienti: nei due gruppi trat-
tati con OCA (10 mg e 25 mg) la riduzione della fibrosi e
significativamente maggiore (18% e 23%) rispetto al pla-
cebo (12%). Anche se 'endpoint della risoluzione di NASH
non e stato raggiunto, irisultati sembrano dimostrare un
beneficio clinico nei pazienti trattati con OCA. Il prurito
(sino al 51% nel gruppo a 25 mg) e l'elevazione di LDL-C, che
ha richiesto l'uso di statine, sono stati i principali eventi
avversi.

Per i suddetti effetti collaterali, 'FDA non ha concesso
I'approvazione accelerata del farmaco e ha richiesto dati
aggiuntivi, attesi entro la fine del 2021.

Un altro trial con OCA vs placebo (REVERSE Study,
NCTo3439254) ha di recente completato il reclutamento di
pazienti con NASH e cirrosi compensata.

Tropifexor e Cilofexor, agonisti selettivi non-acidi bilia-
ri di FXR di seconda generazione, sembrerebbero causa-
re minori effetti su prurito e ipercolesterolemia rispetto



Tabella3 @ Farmaciinfase di sperimentazione per il trattamento della NASH

CLASSE
FARMACO

Agonisti di FXR

. OCA (29-30)
e Tropifexor

e Cilofexor

Analoghi FGF-19
e Aldafermin (31)

Analoghi FGF-21
e Pegbelfermin (32)

Agonisti di PPARs
. MSDC-0602K (34)
e Elafibranor(35-36)

. Saroglitazar (38-39)

e Lanifibranor

(NCTo3459079,
NCTo3008070,
NCT04849728)

Agonisti di THRP
e Resmetirom (40)

Aramchol ™(41-42)

Cenicriviroc (43)

Selonsertib (44)

Belapectin (47)

MECCANISMO
D'AZIONE PRINCIPALE

Metabolico
FXR

Metabolico
FGF-19

Metabolico
FGF-21

Metabolico
PPARY
PPARa/&

PPARa/y

Pan-PPAR

Metabolico
THRB

Metabolico
Inibitore di SCD1

Anti-inflammatorio
Anti-fibrotico
Antagonista CCR2/
CCRg

Anti-inflammatorio
Anti-fibrotico
Inibitore di ASK1

Inibitore di Galectin-3

FASE DI STUDIO/

GRUPPO DI CONTROLLO

Fase 3/Placebo

Fase 2/Placebo

Fase 2/Semaglutide-
firsocostat

fase 2-2b/Placebo
(INTERROTTO)

fase 2b/Placebo

fase 2b-3/Placebo
fase 3/Placebo
(INTERROTTO)
Fase3

(APPROVATO IN INDIA)

Vitamina E
Stilidivita
Fase 2-3/placebo

Fase 2-3/Placebo

Fase 3/Placebo

Fase 3/Placebo

Fase 3/Placebo
(RISULTATI NEGATIVI)

Fase 2b-3/Placebo

POPOLAZIONE
STUDIATA

NASH =F2

NASH con cirrosi
NASH F1-F3
NASH F2-F3

NASH F2-F3
NASH con cirrosi
comp.

NASH F3
NASH con cirrosi
comp.

NASH F1-F3
NASH e fibrosi

NASH

NASH F2-F3

NASH F2-F3

NASH

NASH F2-F3

NASH F3
NASH con cirrosi

NASH con cirrosi/
no varici esofagee
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PRINCIPALI EFFETTI
COLLATERALI

Prurito MLDL-C
LPrurito e colesterolo

Simili al placebo

Diarrea, nausea

Simili al placebo
tCreatinina

tPonderale lieve

Diarrea, nausea,
ipotensione lieve.
Effetti positivi su profilo
lipidico

Ben tollerato

Disturbivie respiratorie

alte, nausea, astenia

Ben tollerato

Ben tollerato

all’acido obeticolico, e sono in fase 2b di sperimentazio-
ne, da soli e in combinazione.

Analoghi di FGF-19 (Fibroblast Growth Factor)
FGF-19, ormone rilasciato a livello intestinale, su attiva-
zione da parte di FXR, interviene nella sintesi degli acidi
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biliari e nell'omeostasi glucidica ed energetica. L'utilizzo
terapeutico di FGF-19 é stato limitato dalla sua potenziale
epatocarcinogenicita.

Aldafermin (NGM282) ¢ un analogo di FCF-19, ingegne-
rizzato non-tumorigenico, che migliora I'insulino-sensi-
bilita, riduce la steatosi epatica, e sembrerebbe ridurre
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anche l'infiammazione e la fibrosi epatica, tramite la
soppressione della sintesi de novo degli acidi biliari.

E stata dimostrata una significativa riduzione della stea-
tosi e un trend interessante, benché non significativo, nel
miglioramento della fibrosi e risoluzione della steatoepa-
tite, in uno studio randomizzato su pazienti con NASH.
Aldafermin ha dimostrato un buon profilo di sicurezza
(31). Tuttavia, nel maggio 2021 NGM ha comunicato che
lo studio di fase 2b non ha raggiunto I'endpoint primario
ed é stato interrotto (https://www.biospace.com/article/
ngm-s-nash-drug-misses-mark-in-phase-iib-alpine-
trial/).

Analoghi di FGF-21 (Fibroblast Growth Factor)

Gli analoghi di FGF-21 rappresentano una nuova strate-
gia terapeutica per la NASH e sono in atto sviluppati da
diverse companies. FGF-21 € un ormone prodotto prin-
cipalmente dal fegato, presente anche in altri organi
(pancreas, tessuto adiposo e muscolo scheletrico). FGF-21
interviene nella regolazione del metabolismo glicidico e
lipidico, migliorando la steatosi epatica.

Gli analoghi di FGF-21 hanno dimostrato di ridurre NASH
e fibrosi in vivo, tramite l'effetto anti-infiammatorio
(ridotto rilascio di citochine pro-infiammatorie), e anti-
fibrotico (blocco dell’attivazione e proliferazione delle cel-
lule stellate epatiche) di questo ormone.

Pegbelfermin é un analogo ricombinante umano di FGF-
21, con prolungata emivita che ne permette la sommini-
strazione settimanale. Il farmaco ha dimostrato, in un
trial multicentrico randomizzato di fase 2, in pazienti
con NASH in sovrappeso, di ridurre steatosi (valutata con
MRI), stiffness epatica (valutata con Fibroscan®), transa-
minasi e biomarcatori non invasivi (32).

Sono stati avviati due trials di fase 2b in pazienti con
NASH associata a fibrosi di grado 3 (FALCON 1) o cirrosi
(FALCON 2), per valutare sicurezza ed efficacia nel mi-
gliorare la NASH, la fibrosi e il rischio di progressione in
cirrosi (FALCON 1), e gli outcomes clinici della cirrosi e
l'incidenza di epatocarcinoma (FALCON 2).

Agonisti di Peroxisome Proliferator-Activated Receptors
(PPARS)

I PPARs sono una famiglia di recettori nucleari che svol-
gono un ruolo essenziale nel metabolismo glucidico e
lipidico e modulano i processi di infiammazione e di at-
tivazione cellulare che conducono alla fibrosi. Essi rap-
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presentano pertanto un target ideale per il trattamento
della NASH (33).

Sono stati identificati 3 sottogruppi di PPARs:

- PPARa, presente principalmente in organi che consu-
mano energia (fegato, muscolo scheletrico, cuore, rene),
interviene nel metabolismo dei trigliceridi, stimola la
beta-ossidazione e aumenta la sintesi di HDL; attraver-
so la regolazione di geni pro-infiammatori, determina la
riduzione di mediatori dell'inflammazione. I ligandi di
PPARa (fibrati) sono attualmente utilizzati per il tratta-
mento delle dislipidemie.

- PPARy, prevalente nel tessuto adiposo, svolge un ruolo
essenziale nella redistribuzione dei depositi di grasso
intra-addominale e sottocutaneo. L'agonista selettivo di
PPARYy, pioglitazone, é comunemente utilizzato nel trat-
tamento del diabete.

Un PPARy di seconda generazione (MSDC-0602K) che
agisce a livello del carrier piruvato mitocondriale, con ri-
dotto legame PPARy, avrebbe minori effetti collaterali ri-
spetto al pioglitazone (34). Cli effetti positivi dimostrati
sul profilo glicemico e sui biomarcatori di danno epatico
in pazienti con NASH e fibrosi F1-F3, hanno indotto ad av-
viare uno studio di fase 3 (EMMINENCE, NCTo3970031).

- PPAR f/6, con distribuzione ubiquitaria, interviene nel
catabolismo del colesterolo, nel metabolismo glucidico e
degli acidi grassi.

Elafibranor, agonista di PPARa/S, che in uno studio di
fase 2b (GOLDEN-505) aveva dimostrato, effetti positivi
sulla NASH, senza un peggioramento della fibrosi (35),
non ha confermato analoghi risultati in fase 3 (36), e per-
tanto lo studio ¢ stato interrotto nel luglio 2020. Elafibra-
nor ha confermato comunque sicurezza e tollerabilita.
Saroglitazar, agonista di PPARa/y, con effetto prevalen-
te sul recettore a, é in grado di ridurre la steatosi, l'in-
fiammazione e la fibrosi in studi condotti su modelli ani-
mali di NASH (37).

In un piccolo studio pilota di fase 2 randomizzato, con-
trollato, in pazienti con NASH, Saroglitazar non ha mo-
strato riduzione significativa del NAS (probabilmente per
l'esiguita del campione), nonostante la tendenza al mi-
glioramento dei parametri istologici (38).

Uno studio successivo di fase 2, condotto con Saroglitazar
in pazienti sovrappeso/obesi con NASH e ALT > 50 U/L, ha
raggiunto l'endpoint della normalizzazione delle tran-
saminasi, oltre a ridurre il contenuto epatico di grasso
(valutato con MRI-PDFF), migliorare la sensibilita insu-



linica e il profilo lipidico, pur determinando un lieve in-
cremento ponderale rispetto al placebo (39).

Saroglitazar ha un buon profilo di sicurezza e tollerabi-
lita.

E in corso uno studio di fase 3 in combinazione con vita-
mina E, a confronto con la modifica degli stili di vita, in
pazienti con NAFLD/NASH (NCT04193982).

Saroglitazar é stato recentemente approvato in India per
il trattamento della NASH.

Lanifibranor, agonista pan-PPAR (a, B /8 ey), agendo sui
tre differenti recettori, ha dimostrato in modelli animali
di migliorare la steatosi, I'inflammazione e la fibrosi.
Sono in corso due studi di fase 2 (NCTo03459079,
NCTo03008070) e uno di fase 3 (NCTo4849728) che dovran-
no dimostrare efficacia e sicurezza di Lanifibranor in pa-
zienti con NASH senza cirrosi.

Agonisti del recettore beta dell'ormone tiroideo (THRp)
Il recettore beta dellormone tiroideo e notevolmente
espresso negli epatociti (a differenza del recettore «,
espresso principalmente a livello osseo e cardiaco), regola
ca e riduce l'apoptosi epatocitaria. Agonisti selettivi del
recettore nucleare beta, con profilo di attivita sul fegato
e privi di effetti su altri organi, hanno dimostrato un
promettente ruolo terapeutico nella NASH. Segni clinici
o subclinici di ipotiroidismo sono spesso presenti in pa-
zienti con NAFLD, e pazienti con ipotiroidismo mostrano
alterazioni epatiche simili alla NAFLD.

Resmetirom (MGL-3196), agonista del recettore nucleare
beta dell'ormone tiroideo, é 28 volte piu selettivo dell’or-
mone tiroideo triiodiotironina, con attivita quasi esclu-
siva sul fegato. In uno studio di fase 2 randomizzato, con-
trollato, in doppio cieco, recentemente pubblicato, sono
stati valutati efficacia e sicurezza di Resmetirom (8o mg/
die per os), in pazienti con NASH e fibrosi F1-F3 dimostrate
alla biopsia (40). Il farmaco ha ridotto significativamente
la steatosi, valutata con MRI-PDFF, con effetto anche sui
marcatori sierologici e istologici di infiammazione, ma
non sulla fibrosi. Resmetirom e ben tollerato e gli effet-
ti collaterali piu frequenti rispetto al placebo sono stati
la diarrea e la nausea di lieve intensita. Un dato interes-
sante emerso da questo trial e la riduzione significativa
nel gruppo trattato con Resmetirom di LDL-C, APO-B,
lipoprotein(a) e trigliceridi. Questi effetti su lipidi alta-
mente aterogenetici potrebbero ridurre il rischio cardio-
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vascolare, rendendo questa molecola potenzialmente piu
adatta a pazienti ad alto rischio CV.

Sulla base di questi dati promettenti é stato avviato un
trial di fase 3 con Resmetirom nella NASH con fibrosi F2-
F3 (NCT03900429).

Inibitori di Stearoyl-CoA Desaturase-1 (SCD1)

Aramchol é un inibitore di SCD1 che promuove la forma-
zione di acidi grassi, previene la de novo lipogenesi e ridu-
ce I'insulinoresistenza.

In uno studio di fase 2 Aramchol si & dimostrato effica-
ce nel ridurre il contenuto epatico di grasso (valutato con
MRI), in pazienti con NAFLD dimostrata alla biopsia (41).
Un successivo trial di fase 2b (ARREST) ha confermato
lefficacia del farmaco nel ridurre la steatosi epatica in
pazienti affetti da NASH, sovrappeso/obesi con prediabe-
te/DMT2. Nei pazienti trattati si notava anche riduzione
delle transaminasi e dell’emoglobina glicata. Il farmaco
era ben tollerato, e addirittura i principali effetti collate-
rali venivano segnalati nel gruppo placebo (42).

E in corso di arruolamento il trial di fase 3 (ARMOR,
NCTo4104321).

AGENTI ANTI-INFIAMMATORI/ANTI-FIBROTICI

Inibitori dei recettori delle chemochine 2 e 5 (CCR2/CCR5)
Cenicriviroc ¢ un antagonista dei recettori delle che-
mochine (CCR2 e CCRs) con dimostrata azione anti-in-
fiammatoria e anti-fibrotica. In uno studio di fase 2b
(CENTAUR), in pazienti con NASH e fibrosi di stadio 1-3,
diabetici o con sindrome metabolica, Cenicriviroc non
ha raggiunto l'endpoint primario (riduzione del NAS e
risoluzione della NASH), nonostante un significativo mi-
glioramento della fibrosi rispetto al placebo (20% vs 10%).
Questo risultato si manteneva nei 2 anni successivi nei
pazienti in cui la fibrosi si era ridotta di almeno 1 stadio
(60% vs 30%), in particolare nei soggetti con fibrosi avan-
zata. I risultati ottenuti anche nel gruppo placebo potreb-
bero essere giustificati dalla modifica degli stili di vita e
un miglior controllo del diabete. Gli effetti collaterali piit
frequenti di Cenicriviroc comprendono disturbi delle alte
vie respiratorie e nausea (43).

I promettenti risultati dimostrati sulla fibrosi hanno
dato l'avvio ad un trial di fase 3 (AURORA), in pazienti
con NASH e fibrosi avanzata (F2-F3), allo scopo di valutare
larisoluzione della NASH, la riduzione della fibrosi, degli
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eventi clinici fegato-correlati e della mortalita per tutte
le cause (NCT03028740).

Inibitori dell’apoptosi

Selonsertib, inibitore di ASK1 (apoptosis signal-regula-
ting kinase 1), agisce sui meccanismi di necrosi e apopto-
sicellulare, con effetti anti-inflammatori e anti-fibrotici.
I risultati di due studi di fase 3, recentemente pubblica-
ti, non hanno purtroppo confermato le attese. Nel trial
STELLAR-3 Selonsertib (ai dosaggi di 18 mg e 6 mg, per
48 settimane) é stato messo a confronto con placebo, in
1700 pazienti con NASH e fibrosi avanzata. L'endpoint
primario (regressione di almeno uno stadio di fibrosi
senza peggioramento della NASH) non é stato raggiunto,
addirittura la riduzione della fibrosi é stata lievemente
maggiore nel gruppo placebo.

Nel trial STELLAR-4, condotto su pazienti con NASH e cir-
rosi (F4), la riduzione della fibrosi era sovrapponibile al
placebo. Selonsertib é ben tollerato (44).

Nonostante i risultati negativi dei due trials, ASK1rimane
un potenziale target terapeutico, e la sperimentazione di
Selonsertib continua in combinazione con altri farmaci.
Emricasan, inibitore di caspasi, riduce I'apoptosi epato-
citaria, dimostrando azione anti-fibrotica, sul modello
murino di NASH. Il farmaco non é stato in grado di ri-
durre significativamente la fibrosi e gli outcomes clinici
in due trials randomizzati in pazienti con NASH e fibrosi
avanzata (45) e con cirrosi (46).

Inibitori di Galectin-3

Galectin-3 € una proteina coinvolta nei processi di diffe-
renziazione intracellulare, infiammazione e fibrosi. Ele-
vati livelli di Galectin-3 sono stati dimostrati in modelli
animali di steatoepatite.

In uno studio di fase 2b, Belapectin (GR-MD-02), inibito-
re selettivo di Galectin-3, non ha dimostrato efficacia nel
ridurre la pressione portale in pazienti affetti da NASH
con cirrosi e ipertensione portale, anche se, in un sotto-
gruppo di pazienti senza varici esofagee al baseline si ri-
duceva il rischio di sviluppo di varici (47).

E in corso di arruolamento uno studio di fase 2b/3 (NAVI-
GATE, NCTo4365868), in pazienti con cirrosi e ipertensio-
ne portale senza varici esofagee, con l'obiettivo di valuta-
re gli outcomes clinici.
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Ruolo del microbiota intestinale e potenziali target tera-
peutici

Studi recenti hanno dimostrato notevoli differenze nella
composizione del microbiota intestinale in pazienti con
NAFLD rispetto ad individui sani. La disbiosi intestinale
svolge un importante ruolo nella patogenesi della NAFLD
ed e correlata con la progressione del danno epatico.
Variazioni della composizione del microbiota aumenta-
no la permeabilita della mucosa intestinale e alterano la
barriera vascolare dell'intestino (48). I prodotti del micro-
biota (lipopolisaccaridi, DNA batterici, peptidoglicani)
possono cosi attraversare la mucosa intestinale, passare
nella circolazione portale e raggiungere direttamente il
fegato. E evidente una stretta correlazione tra disbiosi,
infiammazione e fibrosi epatica, ed é riconosciuto il ruo-
lo dell’asse intestino-fegato nella patogenesi della NASH.
Nel paziente con NAFLD é stata dimostrata una ridotta
diversita microbica, anche se non si conosce la composi-
zione specifica del microbioma in questi pazienti. In cor-
so di NASH avanzata é stata dimostrata elevata presenza
di bacteroides, ruminococcus e di batteri che producono
etanolo (Escherichia e Klebsiella, 49).

Modifiche nella composizione della dieta, probiotici, pre-
biotici, antibiotici (quali la Rifaximina) e il trapianto fe-
cale sono stati valutati in pazienti con NASH, in studi di
piccole dimensioni e senza controllo istologico.

In una recente meta-analisi si dimostra che probiotici e
prebiotici modificano significativamente alcuni marca-
tori indiretti della NASH, ma non influenzano gli outco-
mes clinici (50).

Terapie di combinazione

La difficolta di trovare una terapia efficace e sicura peril
trattamento della NASH e giustificata dalla complessita
dei meccanismi patogenetici che la determinano e dalla
molteplicita degli organi coinvolti (fegato, tessuto adipo-
so, pancreas endocrino, intestino, apparato cardiovasco-
lare). Inoltre, i pazienti con NASH sono estremamente
eterogenei per fattori genetici, peso corporeo, profilo li-
pidico, presenza o meno di DMT2, tutti fattori che pos-
sono influenzare le manifestazioni cliniche nel singolo
paziente. Pertanto, e verosimile che un farmaco potrebbe
non essere adatto a tutti i pazienti.

Il farmaco ideale dovrebbe infatti dimostrare benefici
sulle manifestazioni epatiche della NASH (steatosi, in-
fiammazione e fibrosi), migliorando compenso glicemi-



co, profilo lipidico, peso corporeo e rischio CV, o almeno
avere effetto neutro su di essi (Tab. 4).

A rendere ancora pitt complicata questa ricerca sono i ri-
sultati ottenuti nel gruppo placebo di quasi tutti i trials
condotti, intorno al 20%, correlati all’effetto della modifi-
ca degli stili di vita dei pazienti arruolati (51).

Di fronte a queste difficolta é ragionevole pensare che la
combinazione di due o pit farmaci, con diverso target
d’azione, potrebbe aumentare l'efficacia complessiva del
trattamento, ridurre il dosaggio di ciascuna molecola e
quindi limitarne la tossicita e gli effetti collaterali.

La scelta dei farmaci da associare dipende dalla popola-
zione target.

Ad esempio, in pazienti con DMT2 é naturale associare
un farmaco antidiabetico ad uno con azione anti-infiam-
matoria e anti-fibrotica che migliori la NASH. 1l trial
PIVENS e stato il primo a dimostrare la superiorita del-
la combinazione di pioglitazone e vitamina E rispetto al
farmaco anti-diabetico da solo e al placebo (13).

Diversi agonisti di GLP-1 e inibitori di SCLT2 sono in fase
di sperimentazione in combinazione con agonisti di FXR
(Cilofexor, Tropifexor), anti-infiammatori e anti-fibrotici
(Selonsertib, Cenicriviroc).

I1trial ATLAS (NCT03449446) @ un esempio di combinazio-
ne di tre target farmacologici: Cilofexor (agonista di FXR
di seconda generazione), Selonsertib (inibitore dell'apop-
tosi), Firsocostat (inibitore di acetyl-CoA carboxylase, con
effetto sulla de novo lipogenesi).

E stato recentemente completato 'arruolamento del trial
di fase 2, con Semaglutide in combinazione con Selonser-
tib e Firsocostat (NCT03987074).

Un esempio di combinazione utile alla riduzione de-
gli effetti indesiderati e il trial di fase 2 CONTROL
(NCT02633956) che valuta l'efficacia e il profilo di sicurez-
za di OCA (Agonista di FXR) con Atorvastatina, allo scopo
di ridurre l'effetto negativo del primo su LDL colesterolo.
La maggior parte di queste combinazioni sono ancora in
fase 2 di sperimentazione (ClinicalTrials.gov).
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Tabellag @ Le caratteristiche del farmaco ideale per la
NASH

Target epatico

risoluzione NASH

regressione fibrosi

riduzione outcomes clinici

riduzione necessita di trapianto
riduzione mortalita

Target extra-epatico

miglioramento del compenso glicemico
effetto positivo/neutro sul profilo lipidico
effetto positivo/neutro sul peso corporeo
effetto positivo/neutro su funzione cardiovascolare e renale
Sicurezza e tollerabilita

Costo economico sostenibile

CONCLUSIONI

La NAFLD/NASH e la principale causa emergente di dan-
no epatico. A fronte dei progressi nella comprensione
dei meccanismi patogenetici, ad oggi la perdita di peso
é l'unica terapia efficace, anche se & prevedibile che nei
prossimi 3-4 anni numerosi farmaci saranno disponibili
per il trattamento della NASH e delle sue pit gravi com-
plicanze.

Probabilmente sara necessaria la combinazione di 2 0 3
farmaci con diverso bersaglio d’azione (metabolico, anti-
inflammatorio, anti-fibrotico).

Le strategie terapeutiche farmacologiche dovranno esse-
re “personalizzate”, tenendo in considerazione le caratte-
ristiche di ogni singolo paziente.

Pertanto e necessario individuare i pazienti a rischio nel
setting della medicina generale e degli specialisti di dia-
bete ed obesita tramite test sierologici e strumentali non
invasivi.

In considerazione della complessita patogenetica e della
eterogeneita clinica, solo un approccio multidisciplinare
(epatologo, diabetologo, endocrinologo, chirurgo baria-
trico, psicologo, nutrizionista, cardiologo), che metta
il paziente al centro delle cure, permettera di ridurre il
“peso” sociale ed economico della NAFLD e delle sue con-
seguenze.
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NOTE EPIDEMIOLOGICHE

La steatosi epatica non alcolica (NAFLD) & la causa pitt comune di malattia epatica cronica in tutto il mondo, con una
prevalenza globale stimata attorno al 25-30% nella popolazione generale (1), che raggiunge punte del 70% negli adulti
con diabete di tipo 2 (DT2) (2-3). Laumento costante della prevalenza di NAFLD, che si manifesta in parallelo con l'au-
mento della diffusione del diabete e delle patologie metaboliche legate all'obesita, non colpisce solo i paesi industria-
lizzati ma anche quelli in via di sviluppo e le economie emergenti (3).

La NAFLD é una condizione spesso asintomatica ed in molti casi non accompagnata da significative alterazioni ema-
tochimiche; inoltre, l'opportunita di implementare misure di screening sulla popolazione generale piuttosto che su
specifiche categorie a rischio é tuttora dibattuta, principalmente in relazione alla mancanza a tutt’oggi di una strate-
gia terapeutica validata (3).

Alivello epidemiologico, a parita di fattori di rischio metabolici, il sesso femminile appare quello maggiormente colpi-
to. Ad esserne maggiormente affetti sono gli individui di eta avanzata e gli anziani, probabilmente per la prevalenza
in queste popolazioni dei principali fattori di rischio per NAFLD (sovrappeso/obesita, DTz, dislipidemia, stile di vita
sedentario) (1). La diffusione della NAFLD nei soggetti non obesi ¢ influenzata da sesso, presenza di suscettibilita gene-
tica ed etnia; la prevalenza di NAFLD nell’Asia meridionale & molto pit alta negli uomini non obesi rispetto alle donne
(4) ed & in genere maggiore negli ispanici e nelle popolazioni afro-americane (5).

NAFLD e diabete: una relazione pericolosa

La NAFLD e il DT2 sono condizioni comunemente coesistenti nel paziente con sindrome metabolica. Pill in generale,
i pazienti con NAFLD sono identificabili tra coloro che presentano le componenti della sindrome metabolica (6-8). I1
rischio e la severita di NAFLD e NASH, inoltre, aumentano all'aumentare del numero di componenti della sindrome
metabolica (9). In ogni modo, il DT2 rappresenta il pitt importante fattore di rischio per lo sviluppo di NAFLD e il princi-
pale predittore di esiti sfavorevoli e rapida progressione della NAFLD verso stadi di fibrosi avanzata ed epatocarcinoma.
La prevalenza di NAFLD tra i pazienti diabetici aumenta linearmente con il BMI (10-13).
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Il diabetologo riveste un ruolo cardine nella identificazione dei pazienti con NAFLD, in quanto rappresenta la figura
specialistica che, pitt 0 meno consapevolmente, viene maggiormente a contatto con individui ad alto rischio di epato-
patia metabolica. Diversi studi epidemiologici hanno infatti documentato che la prevalenza della NAFLD nei pazienti
con DT2 é molto superiore a quella rilevata nella popolazione generale di pari eta, variando tra circa il 45% e il 75% (14-
16). D’altro canto, dati da meta-analisi riportano che, trai pazienti con NAFLD, la prevalenza di T2D é di oltre il 22% (1).
Altri studi hanno suggerito che la prevalenza di NAFLD nei pazienti con T2D ed enzimi epatici normali e superiore al
50%, ovvero pilt di due volte superiore rispetto alla popolazione generale (3, 17).

Nell'ambito del Valpolicella Heart Diabetes Study, che ha coinvolto circa 3.000 pazienti con DT2, é stata riscontrata una pre-
valenza di NAFLD di circa il 70% (14). Williamson e collaboratori hanno rilevato una prevalenza di NAFLD di circa il 45%
nella coorte di 9oo diabetici anziani dell’Edimburgh type 2 diabetes study (15). In uno studio che coinvolgeva circa 2000 giap-
ponesi adulti la prevalenza della NAFLD era del 27% nei soggetti con normale glicemia a digiuno, del 43% nei pazienti
con alterata glicemia a digiuno e del 62% in quelli con diabete neo-diagnosticato (18).

In linea con quanto evidenziato negli individui con diabete, anche nella popolazione generale la prevalenza della NA-
FLD appare estremamente variabile a livello globale, attestandosi in Europa attorno al 25% con picchi massimi in Cre-
cia e Spagna (fino al 40% nella popolazione generale). In genere, grado e prevalenza di fibrosi epatica tendono comun-
que ad aumentare progressivamente con l'eta, essendo espressione di una maggior durata della malattia e una pit
lunga esposizione ai fattori di danno epatico (19). Diversi studi osservazionali (20-22) e alcune meta-analisi (1, 23) hanno
indagato la prevalenza di NAFLD in relazione all’eta.

NAFLD: una questione di sesso ed eta?

Come accennato in precedenza, I'invecchiamento si associa ad un aumento della prevalenza e severita di NAFLD; tut-
tavia, questa associazione e rispettata principalmente nelle fasce d’eta tra i 30 e i 65 anni, mentre la prevalenza di
NAFLD tende a raggiungere un plateau dopo i 65 anni (24). Anche il rapporto tra prevalenza maschile e femminile puo
variare in base al gruppo di eta, con il rapporto maschi-femmine piu basso tra gli individui di eta inferiore a 30 anni
e pit alto tra gli individui di eta compresa tra 40 e 49 anni (24). In uno studio osservazionale statunitense condotto su
3227 individui, Golabi e collaboratori hanno documentato che la prevalenza della NAFLD era del 40,3% tra 60 e 74 anni
e del 39,2% in chi aveva pit di 75 anni, indicando che la NAFLD é comune tra la popolazione anziana, ma che non esi-
ste alcuna differenza sostanziale nella sua prevalenza tra lo specifico sottogruppo di eta avanzata (cioe, 60-74 vs >75
anni) (22). Sulla base dei dati del National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES)I1I, Lazo e collaboratori
hanno mostrato che negli uomini il picco di prevalenza della NAFLD era nell’eta compresa tra 50 e 60 anni, con il 16%
nell’eta compresa tra 30 e 40 anni, il 22% tra 41 e 50 anni, il 29% tra 51 e 60 anni e il 28% in quelli di eta superiore a 60
anni. Nelle donne, invece, la prevalenza di NAFLD aumentava con l'eta soprattutto dopo la menopausa, con il 12% tra i
3oeigqoanni, il16% trai4ieisoanni, il 22% traisiei6o annieil 25% in quelli di eta superiore a 60 anni (21).
Risultati diversi sono stati in parte osservati nei pazienti asiatici. In uno studio trasversale che ha coinvolto 6.648 sog-
getti coreani, la prevalenza di NAFLD aumentava con l'eta solo tra le donne, mentre la sua prevalenza negli uomini dif-
feriva di poco in tuttiigruppidieta (25). Il risultato di questo studio puo essere spiegato dalla prevalenza relativamente
alta dell’'obesita tra gli uomini di eta inferiore ai 50 anni (25). In uno studio trasversale condotto su 2782 partecipanti
del Bangladesh, Alam e collaboratori hanno osservato che la prevalenza di NAFLD aumentava con l'eta avanzata (26).
Questi risultati sono confermati da dati da meta-analisi di 86 studi che hanno reclutato un campione totale di quasi
9.000.000 di individui con e senza DT2 (1): in questo studio, Younossi e collaboratori hanno osservato che la prevalenza
di NAFLD era del 27,4% tra i 50-59 anni, 28,9% tra i 60-69 anni e 33,9% traiyo eiy9 anni. Recentemente, un’altra meta-
analisi di 8o studi con un totale di 49.419 individui con DT2, ha mostrato che la prevalenza di NAFLD era di circa il 56%
negli individui di eta inferiore a 50 anni, circa il 57% negli individui da 50 a 59 anni, e intorno al 63% in quelli di oltre
60 anni (23).

L'insieme dei numerosi dati epidemiologici disponibili, provenienti da studi di prevalenza ed incidenza condotti in
tutto il mondo, dimostrano chiaramente che nell’'ultimo decennio la NAFLD é diventata la malattia epatica cronica
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pitt comune al mondo (1) con tassi di incidenza in costante aumento. Dati allarmanti relativi al 2016 mostrano che il
totale di pazienti affetti da NAFLD in Francia, Germania, Italia e Regno Unito ammontava a circa 52 milioni di perso-
ne, con costi sanitari annuali che sfioravano i 35 miliardi di euro, rendendo pertanto la NAFLD una emergenza socio-
economica di primaria rilevanza (1).

DIABETE DI TIPO 2 E NAFLD: CENNI DI FISIOPATOLOGIA

Alla base della notevole sovrapposizione epidemiologica tra presenza di DT2 e NAFLD vi ¢ la condivisione di origini
patogenetiche comuni tra queste due entita patologiche. La NAFLD, come il DT2, é infatti conseguenza stretta di un
quadro di insulino-resistenza, ed in particolare rispecchia una alterata azione insulinica a livello epatico. Nel 1999
Marchesini e collaboratori dimostravano come la presenza di insulino-resistenza, iperglicemia ed iperinsulinemia
siassociava al riscontro di steatosi epatica indipendentemente da fattori di rischio noti di potenziale confondimento,
non solamente in individui obesi, ma anche in condizioni di normopeso, fino a riscontrare una associazione tra un
certo grado di insulino-resistenza subclinica e presenza di NAFLD anche in soggetti magri normoglicemici (27). Studi
successivi hanno dimostrato come, in termini clinici, 'associazione tra NAFLD ed insulino-resistenza si manifesti
con 'aumento progressivo della quantita di grasso intraepatico in presenza di piti componenti della sindrome meta-
bolica (9).

Grasso intraepatico e NAFLD: una questione di insulino-resistenza

Una ridotta azione dell'insulina a livello di muscolo scheletrico, tessuto adiposo e fegato provoca un aumento stabile
delle concentrazioni di acidi grassi liberi (FFA) circolanti. Se in condizioni fisiologiche, un’elevazione dei livelli pla-
smatici di FFA viene tamponata a livello epatico attraverso (1) 'aumento dell’accumulo di glicogeno, (2) la riduzione del-
la de novo lipogenesi (DNL), (3) 'aumento della secrezione epatica di lipoproteine a densita molto bassa (VLDL), e (4) dalla
maggiore ossidazione degli FFA, la persistenza di alti livelli circolanti di FFA e l'iperglicemia persistente determinano
una serie di cambiamenti nel metabolismo epatico degli FFA che esita nello sviluppo di steatosi epatica. In particolare,
gli FFA circolanti vengono trasportati attraverso le membrane degli epatociti ed incorporati in trigliceridi. In condi-
zioni di insulino-resistenza, vi ¢ un aumento della DNL, accompagnato da una riduzione della ossidazione degli FFA e
della sintesi e secrezione di apolipoproteina B (ApoB), con conseguente diminuzione del rilascio di VLDL. Conseguenza
finale dell’alterato metabolismo lipidico intraepatico, € lo sviluppo di epatosteatosi (28). A partire da queste evidenze,
veniva quindi elaborata nei primi anni del 2000, la teoria conosciuta come “Two hits hypothesis” in base alla quale, in
presenza di un quadro sottostante di insulino-resistenza epatica con accumulo intraepatocitario di lipidi, lo stress
ossidativo legato alla saturazione dei sistemi di ossidazione lipidica, € in grado di scatenare una serie di processi che
conducono ad inflammazione locale, rilascio di citochine e chemochine, danno epatocellulare, necrosi e fibrosi (28).

Insulino-resistenza, si, ma non solo...

Successivi studi hanno evidenziato come, sebbene I'insulino-resistenza rappresenti il primum movens per lo sviluppo e la
successiva progressione di NAFLD e NASH, l'alterazione di altri sistemi ed organi centrali nella regolazione del meta-
bolismo sia un elemento necessario per lo sviluppo di malattia (“Multiple hits hypothesis”). Inoltre, dati di lipidomica mo-
strano come la storia naturale della NAFLD dipende non solo dalla quantita ma anche dal tipo di grassi intraepatici.
Mentre, infatti, i trigliceridi eserciterebbero un effetto pressoché neutrale sul fegato (29), altri lipidi come diacilglice-
rolo e ceramidi svolgerebbero un ruolo cardine nella progressione da steatosi semplice (NAFL) a NASH e fibrosi (30-31).

Il tessuto adiposo

In condizione di eccesso calorico cronico, alterazioni a carico del tessuto adiposo e dell’asse entero-epatico produrreb-
bero effetti decisivi per lo sviluppo di NAFLD e NASH. Dati sperimentali suggeriscono che il tessuto adiposo, quando
esposto ad un eccesso energetico cronico, va incontro a complessi processi reattivi caratterizzati inizialmente da una
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fase di plasticita, con ipertrofia adipocitaria funzionale all'immagazzinamento dei lipidi in eccesso. Successivamente,
lo stress tissutale reiterato puo dare luogo a fenomeni di ipossia per la riduzione della tensione di ossigeno all'interno
di adipociti aumentati di volume e insufficiente neoangiogenesi, con produzione e rilascio di fattore indotto dall’i-
possia HIF-1, necrosi e piroptosi adipocitaria, alterato metabolismo lipidico e rapporto tra LPL e ANGPTL4 (32), in-
fiammazione locale sostenuta dal rilascio di IL6, TNF-a, WISP1 (33) fibrosi e rimodellamento (34-37). Questi fenomeni
morfo-funzionali limitano la capacita del tessuto adiposo di immagazzinare i lipidi e si accompagnano al rilascio di
FFA e citochine pro-infiammatorie nel circolo ematico, con esacerbazione dell'insulino-resistenza locale e sistemica e

deposito di lipidi in sedi ectopiche, come appunto il parenchima epatico (38-39).

Lintestino

Alterazioni della permeabilita intestinale, squilibri a carico di metaboliti e del microbiota intestinale legati all'obesi-
ta e ad una dieta sbilanciata, possono essere associati allo sviluppo di insulino-resistenza, DT2 (40) e progressione di
NAFLD e NASH, attraverso meccanismi diretti ed indiretti (41). Oltre a correlarsi con la presenza di endotossinemia,
le alterazioni del microbiota intestinale si associano ad uno squilibrio di metaboliti intestinali, ridotta produzione di
Una aberrante secrezione di peptidi intestinali puo essere alla base di una aumentata predisposizione allo sviluppo di
DT2, ma anche di NAFLD in corso di obesita. Questo ¢ il caso della neurotensina (NT), una molecola secreta dalle cellule
neuroendocrine intestinali in risposta all'ingestione di lipidi, di cui facilita 'assorbimento, causando un aumento
della trigliceridemia post-prandiale, oltre a fenomeni infiammatori e di proliferazione cellulare (42-43). Aumentati
livelli circolanti del peptide stabile pro-NT predicono lo sviluppo di obesita, DT2, cancro e si associano ad aumento del-
la mortalita cardiovascolare e per tutte le cause in ampi studi longitudinali. Studi condotti dal nostro gruppo hanno
recentemente dimostrato, inoltre, l'esistenza di una stretta associazione tra pro-NT circolante e presenza e severita di
NAFLD e NASH (43), oltre che di disfunzione del tessuto adiposo (44) sia in pazienti obesi che in individui normopeso,
indipendentemente dalla presenza di fattori di rischio noti.

Pertanto, appare evidente come alla base dello sviluppo di DT2 e NAFLD vi sia non soltanto un comune substrato di
insulino-resistenza, ma anche l'alterazione della omeostasi di organi ed apparati, come il tessuto adiposo e l'intestino,
che giocano un ruolo essenziale nella regolazione metabolica e che possono incidere in maniera preponderante nella
manifestazione clinica e nella progressione di queste due entita patologiche. Pertanto, la conoscenza dei meccanismi
alla base delle alterazioni metaboliche di questi sistemi biologici rappresenta un punto di partenza irrinunciabile per
lo sviluppo di strategie terapeutiche integrate volte a contrastare lo sviluppo e l'evoluzione della NAFLD.

SCREENING E DIAGNOSI DI NAFLD: DALLE LINEE GUIDA Al NUOVI ALGORITMI DIAGNOSTICI

Numerosi studi trasversali e longitudinali hanno dimostrato che i pazienti con diabete e coesistente NAFLD presenta-
no un maggior rischio di sviluppare malattia cardiovascolare (45), malattia renale cronica (46) ed eventi cardiovasco-
lari maggiori (14), indipendentemente da altri fattori di rischio. A sua volta, la presenza di diabete di per sé si associa
ad una maggior progressione della NAFLD verso forme istologicamente piui severe (NASH, cirrosi e epatocarcinoma)
ed é stato stimato che i soggetti con diabete hanno una prevalenza di fibrosi avanzata e cirrosi che & almeno tre volte
superiore rispetto a quanto riscontrato negli individui senza diabete (47-48). A tal proposito € importante ricordare che
la presenza e severita della fibrosi, indipendentemente da qualsiasi altra caratteristica istologica, predice la mortalita
dei soggetti affetti da NAFLD e rappresenta il pitt importante predittore di esito a lungo termine (49).

Pertanto, é di grande importanza per lo specialista diabetologo poter identificare mediante screening mirato la pre-
senza di NAFLD nei pazienti con sindrome metabolica e/o DT2, in modo da giungere ad una diagnosi precoce di NASH
e identificarla prima che evolva in stadi avanzati. A questo proposito, esiste ampio consenso a livello internazionale
sulla necessita di eseguire uno screening accurato per NAFLD/NASH nei soggetti con diabete (50-53).
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Metodiche diagnostiche di NAFLD/NASH

Secondo le linee guida nazionali ed internazionali dell’AISF, EASL ed AASLD, 'esame gold standard per la diagnosi e sta-
diazione di NASH é la biopsia epatica (51-53), in quanto rappresenta l'unica metodica in grado di fornire informazioni
accurate in merito al grado di steatosi, necro-inflammazione e fibrosi. La biopsia epatica e peré un metodo diagnostico
invasivo non utilizzabile come strumento di screening su ampie popolazioni a causa dei costi elevati e di una serie di
questioni etiche legate al rischio non trascurabile di complicanze, seppur di incidenza limitata (globale 0.75%; ospeda-
lizzazione 0.51%; sanguinamento 0.35%) (54), e potenziali errori di campionamento dovuti all’accessibilita del tessuto.
Nella pratica clinica, metodiche non invasive, soprattutto se utilizzate in modo combinato, consentono di identificare
con buona sensibilita soggetti affetti da NASH, e di individuare coloro a maggior rischio di progressione della malattia
(55).

In questo ambito vengono presi in considerazione due approcci complementari, uno basato sulla valutazione di bio-
marcatori ematici, l'altro su metodiche radiologiche che stimano la rigidita del parenchima epatico (“stiffness”) tra-
mite tecniche elastografiche in corso di ecografia o di risonanza magnetica (56).

In merito alle tecniche di imaging, 'ecografia epatica ha un’'ottima accuratezza diagnostica per definire la presenza di
steatosi di grado moderato, é un'indagine poco costosa e puo aiutare ad escludere altre patologie epatiche e ad iden-
tificare eventuali segni precoci di cirrosi ed ipertensione portale. Presenta pero dei limiti, in quanto é operatore-di-
pendente e non ¢ in grado di differenziare la steatosi semplice dalla NASH e ha una bassa sensibilita per gradi di ste-
atosi con interessamento inferiore al 20% del parenchima epatico. Maggior sensibilita ed accuratezza sono garantite
invece da metodiche di imaging superiori, come l'elastografia, in quanto essa permette di misurare la rigidita epatica,
mediante Fibroscan o mediante ecografia con metodica Acoustic Radiation Force Impulse (ARFI) (57-58) e di ottenere una si-
gnificativa stima del grado di steatosi e di fibrosi, con un buon livello di correlazione con il dato istologico (59), a disca-
pito di costi piu elevati e minor fruibilita della metodica.

Differentemente, il dosaggio sierico degli enzimi epatici, molto utilizzato nella pratica clinica, non fornisce indica-
zioni specifiche sul coinvolgimento del fegato in corso di malattia metabolica ed é poco sensibile per I'identificazione
della NASH (17, 60-1). Visto lo scarso potere predittivo di presenza e severita di NAFLD e della incapacita di predire la
presenza di fibrosi epatica, il dosaggio sierico delle transaminasi non dovrebbe essere utilizzato come esclusivo stru-
mento di screening e di monitoraggio, ma piuttosto inserito in un contesto di indagini strumentali e score validati.
Nello specifico, alcuni score clinici risultanti dall'elaborazione di parametri clinici e bioumorali valutati di routine
nella pratica ambulatoriale, permettono di escludere la presenza di fibrosi epatica avanzata con buona accuratezza
diagnostica (62).

Uno degli indici pitl in uso in quanto maggiormente predittivo di fibrosi ¢ il Fibrosis-4 Index (FIB-4), un indice basato
su eta, piastrine, aspartato aminotransferasi (AST) e alanina aminotransferasi (ALT) (63) validato inizialmente in
pazienti con infezione da virus dell’epatite C (63-64) e successivamente in ampie coorti di soggetti con NASH (65-67).
Simile al FIB-4 per caratteristiche ed accuratezza diagnostica, € il NAFLD Fibrosis Score (NFS), che prende in conside-
razione non solo l'eta, le piastrine e il rapporto AST/ALT, ma anche i livelli di albumina, I'indice di massa corporea e la
presenza di diabete (68). I1 NFS é stato estensivamente valutato per l'esclusione di fibrosi epatica avanzata nei pazienti
con NAFLD e si é dimostrato in grado di predire eventi clinici a lungo termine a livello epatico, oltre che mortalita
totale (68) in ampi studi epidemiologici, sebbene per le sue caratteristiche non mostri una accuratezza ottimale nelle
popolazioni con diabete (69).

Indicatori pitt semplici, come il rapporto AST/ALT e 'AST/platelet ratio index (APRI), mostrano una accuratezza diagno-
stica discreta e comunque migliore della semplice misurazione delle transaminasi nell'identificazione di NAFLD (70).
Sono stati inoltre validati una serie di indicatori che prevedono I'impiego di biomarcatori piu specifici per fibrosi e
quindi scarsamente utilizzati nella pratica clinica, tra questi possiamo citare I'Enhanced Liver Fibrosis (ELF) (71), I'Hepa-
score (72) e il FibroTest (73).
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In accordo con gli Standard di Cura Italiani SID-AMD, le linee guida europee redatte da EASD/EASO/EASL e il recente
update degli Standard di Cura dell’American Diabetes Association (51-53), il diabetologo dovrebbe sottoporre a scree-
ning per la presenza di NAFLD i pazienti con DT2 ogni due anni, attraverso dosaggio delle transaminasi sieriche ed
ecografia epatica.

Nei pazienti diabetici con NAFLD deve essere esclusa periodicamente la progressione in fibrosi mediante 'uso di score
non invasivi, in particolare il FIB-4, per il cui calcolo sono spesso disponibili tutti i dati necessari in cartella diabeto-
logica.

Nelle situazioni in cui i risultati delle metodiche non invasive siano suggestive di evoluzione fibrotica, il paziente
potra essere inviato allo specialista epatologo che valutera l'opportunita di approfondire l'iter diagnostico mediante
elastografia ed eventualmente porre indicazione all’esecuzione di biopsia epatica.

ILDIABETOLOGO, TRA IDENTIFICAZIONE, MONITORAGGIO E TRATTAMENTO DELL'EPIDEMIA DI NAFLD

Alla luce di quanto emerge dai dati epidemiologici e in relazione agli esiti clinici sfavorevoli cui il paziente con diabete
¢ esposto in presenza di NAFLD/NASH, appare evidente come la patologia epatica in corso di malattia metabolica debba
essere considerata a tutti gli effetti una complicanza vera e propria del diabete, oltre che un fattore di rischio per l'in-
sorgenza di DTz e delle sue complicanze sia micro- sia macrovascolari.

La sovrapposizione epidemiologica, il forte nesso patogenetico e pertanto anche la parziale condivisione di potenziali
strategie terapeutiche permettono di inquadrare sempre pitt la NAFLD come una patologia correlata alla disfunzione
metabolica. Questa consapevolezza, che si rafforza costantemente grazie alla sempre pit vasta produzione di dati
scientifici in questa direzione, ha indotto negli ultimi tempi gruppi di esperti internazionali a proporre un cambia-
mento di nomenclatura della patologia stessa, sostituendo la definizione “per esclusione” di NAFLD, con la dicitura
ben pil specifica di MAFLD, Metabolic (Dysfunction) Associated Fatty Liver Disease (74-75).

Questa dicitura pone l'accento sulla necessita della compresenza di sovrappeso/obesita o DT2 per porre diagnosi di
MAFLD in presenza di riscontro ecografico di steatosi epatica, o richiede la presenza di almeno due alterazioni meta-
boliche, anche subcliniche, nei soggetti normopeso che non presentino una diagnosi di diabete.

E quindi evidente come il paradigma della gestione e del trattamento della NAFLD ponga sempre di piu il diabetologo
in un ruolo centrale. Ruolo che é rafforzato, inoltre, dalla presenza di evidenze promettenti su una efficacia dei nuovi
trattamenti antidiabetici nel miglioramento della steatosi, infiammazione e fibrosi nei pazienti con DT2 e NAFLD/
NASH. Sebbene infatti non sia stata ancora identificata una terapia validata per la NAFLD, e dieta e cambiamento dello
stile di vita rappresentino gli unici interventi ad oggi in grado di indurre regressione della NASH nell’ambito di studi
clinici controllati, agenti come tiazolidenedioni, agonisti recettoriali del GLP-1 e gliflozine hanno mostrato iniziali
dati di efficacia e sicurezza nella terapia della NAFLD/NASH, mediante meccanismi diretti ed indiretti.

In conclusione, i dati a disposizione sulla fisiopatologia e diffusione della NAFLD, insieme alle evidenze sulle sue
conseguenze epatiche e cardio-metaboliche, evidenziano come il diabetologo possa rappresentare una figura centrale
nella identificazione e nella gestione multidisciplinare del paziente ad alto rischio di NAFLD, quella che ora siamo
chiamati a riconoscere, e non solo a definire, come patologia epatica associata alla malattia metabolica.
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Nonostante la ricerca, sia di base che clinica, nel campo della steatosi epatica non alcolica (NAFLD) sia estremamente
attiva, come emerge chiaramente dai contributi raccolti in questo numero monotematico, non esiste allo stato attuale
un modello animale che riproduca in modo pienamente soddisfacente tutte le caratteristiche della patologia umana.

In questo studio, gli Autori hanno generato un topo chimerico, cercando di ottenere un buon modello di NAFLD in vivo.
A tale scopo, come schematizzato in figura 1, hanno inizialmente generato un animale transgenico immunodeficien-
te nel quale hanno impiantato epatociti umani, isolati da donatori sani.

Topi immunodeficienti TIRF sono stati sottoposti a trapianto di epatociti umani e dopo 8-12 settimane hanno iniziato
ad assumere una dieta ad elevato contenuto di grassi e zuccheri semplici (WD) per altre 12 settimane.

Figura1 @ Rappresentazione schematica della generazione del modello chimerico di NAFLD

A human liver chimeric mouse model for non-alcoholic fatty liver disease
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I modello cosi generato é stato poi sottoposto ad una dieta ad elevato contenuto di lipidi e di zuccheri semplici (Western
Diet, WD) per 12 settimane. Durante il periodo di trattamento, gli animali che assumevano WD non hanno preso pit
peso o mostrato alterazioni degli enzimi epatici o della glicemia rispetto ad animali di controllo nutriti con una dieta
standard (NC). I livelli di colesterolo mostravano invece un aumento significativo. Per valutare il numero di epatociti
umani presenti, sono stati valutati i livelli circolanti di albumina umana, utilizzando un saggio specie-specifico;
tali livelli si riducevano da 4,8 mg/ml a 2,2 mg/ml negli animali del gruppo WD ad indicare che la dieta ad elevato
contenuto di grassi e zuccheri era associata a distruzione degli epatociti di origine umana. Lanalisi immunoistochi-
mica delle biopsie epatiche, ottenute al termine del trattamento, mostrava inoltre presenza di depositi lipidici negli
epatociti umani, mentre quelli murini mantenevano una morfologia normale. Per confermare a livello molecolare
la corrispondenza tra il modello murino e le caratteristiche metaboliche della patologia umana, i ricercatori hanno
condotto inoltre un’analisi metabolomica dei sieri degli animali chimerici sottoposti o meno a WD. La WD causava un
aumento dei livelli di 48 metaboliti, tra cui colesterolo, 4-cholestenone (un intermedio della sintesi degli acidi biliari) e
alfa-tocoferolo. Per 59 metaboliti analizzati si riscontrava invece una significativa riduzione negli animali del gruppo
WD; tra questi metaboliti erano compresi gli acidi grassi polinsaturi (PUFA). Tali variazioni risultano sovrapponibili a
quelle osservate nel siero di pazienti con NAFLD. L'esame del profilo trascrizionale degli epatociti chimerici mostrava
inoltre come i geni espressi dagli epatociti umani fossero significativamente differenti rispetto a quelli presenti negli
epatociti murini, la WD causava inoltre alterazioni trascrizionali evidenti negli epatociti umani (Fig. 2).

Nel pannello B sono riassunte le differenze osservate tra gli epatociti di animali a dieta normale (NC) e quelli di anima-
li a dieta con elevato contenuto di lipidi e zuccheri semplici (WD), mentre nel pannello A sono riportati i trascritti per
iquali si osservavano le variazioni maggiormente significative.

Alcune delle alterazioni maggiormente significative si osservavano a livello del pathway biosintetico del colesterolo;
anche tali alterazioni risultano perfettamente sovrapponibili con quelle caratteristiche della NAFLD umana.

I1 topo chimerico generato in questo studio sembra quindi presentare caratteristiche ottimali per poter essere utiliz-
zato quale modello sperimentale nello studio della NAFLD. Oltre ai limiti tecnici legati alla complessita del modello,
& necessario pero porre attenzione al fatto che i topi sottoposti a WD non sviluppavano obesita o alterazioni del profilo
lipidico; nonostante anche nell'uomo i casi di NAFLD in soggetti normopeso non siano infrequenti, la patologia si svi-
luppa pero comunemente in individui affetti da sindrome metabolica, che presentano obesita e displipidemia e questa
differenza potrebbe quindi limitare la validita dei risultati ottenuti, a maggior ragione in considerazione del fatto che
non sono chiare le ragioni alla base del mancato aumento di peso corporeo nel modello sperimentale.

Nonostante questo importante limite, il modello generato da Bissig-Choisat e colleghi potra sicuramente rappresen-
tare un importante strumento per lo studio dei meccanismi patogenetici delle NAFLD e per condurre studi preclinici
sull’efficacia di possibili trattamenti di tale patologia.
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INTRODUZIONE

La steatosi epatica non alcolica (NAFLD, Non-Alcoholic Fatty Liver Disease) e 'epatopatia cronica pitt comune dei paesi in-
dustrializzati ed e associata ad un incremento della morbilita e mortalita (1). Si stima che la NAFLD colpisca circa
il 25% della popolazione generale (2) anche se la reale prevalenza non e del tutto nota a causa della mancanza di test
diagnostici specifici e sensibili. La NAFLD comprende un ampio spettro di condizioni patologiche che vanno dalla
semplice steatosi alla steatoepatite non alcolica (NASH, Non-Alcoholic SteatoHepatitis) con necro-infiammazione epatica e
rapida progressione verso la fibrosi, la cirrosi e, infine, il carcinoma epatocellulare (HCC, HepatoCellular Carcinoma) (2-3).
La diagnosi di NAFLD é una diagnosi di esclusione e la biopsia epatica é ancora oggi il gold standard per differenziare la
steatosi semplice dalla NASH e per stadiare il grado di fibrosi. Data l'elevata prevalenza nella popolazione generale, la
possibilita di progressione verso condizioni patologiche piti gravi e 'impossibilita di applicare la biopsia epatica su lar-
ga scala a causa dei rischi connessi all'invasivita della metodica, negli ultimi anni uno degli obiettivi principali della
ricerca in campo epatologico, é stato quello di identificare nuovi biomarcatori non invasivi per differenziare la steatosi
semplice dalla NASH e per stadiare la fibrosi.

In questo articolo ci proponiamo di analizzare sia i biomarcatori di routine impiegati nella pratica clinica che i nuovi
potenziali biomarcatori per le diverse condizioni patologiche associate alla NAFLD, ovvero, la steatosi semplice (NAFL,
Non-Alcoholic Fatty Liver), la NASH e la fibrosi focalizzando l'attenzione sui biomarcatori clinici o combinazioni di questi,
biomarcatori di imaging fino ai biomarcatori ottenuti mediante metodiche -omiche (Fig. 1).

BIOMARCATORI DI NAFL

La diagnosi di NAFL si basa sulla valutazione della presenza di steatosi epatica (steatosi =5% degli epatociti trami-
te analisi istologica o accumulo di trigliceridi intraepatico =5% tramite risonanza magnetica) e sull’esclusione della
presenza di altre malattie epatiche (4). La diagnosi di NAFL é importante per iniziare una serie di valutazioni che de-
terminino il grado della malattia. Per questo motivo nella pratica clinica sono stati sviluppati numerosi metodi non
invasivi che tentano di sostituire la biopsia epatica per la diagnosi di NAFL (5-6). Questi si basano principalmente sullo
sviluppo di biomarcatori e sulle metodiche di imaging.
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Figura1 @ Rappresentazione schematica dei principali biomarcatori circolanti nella NAFLD
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Biomarcatori specifici per la NAFL (Non-Alcoholic Fatty Liver), per la NASH (Non-Alcoholic SteatoHepatitis) e per la fibrosi epatica. FLI
(Fatty Liver Index); HSI (Hepatic Steatosis Index); CAP (Controlled Attenuation Parameter); MRI-PDFF (Magnetic Resonance Imaging Proton
Density Fat Fraction); TNF (Tumor Necrosis Factor); IL-6 (Interleukin 6); IL-10 (Interleukin 10); CXCL1o (C-X-C Motif Chemokine Ligand 10);
CK18 (Cytokeratin 18); APRI (AST To Platelet Ratio Index); FIB-4 (Fibrosis 4); NFS (NAFLD Fibrosis Score); PIIINP (N-terminal type Il collagen
propeptide); Pro-C3 (C-terminal cleavage site of N-terminal type Il collagen propeptide); TIMP1 (Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 1); MRE
(Magnetic Resonance Elastography)

Biomarcatori sierici e pannelli

In questi anni sono stati sviluppati numerosi indici e score per diagnosticare la steatosi epatica (7-8). FLI (Fatty Liver Index)
comprende BMI, circonferenza vita, livelli sierici di trigliceridi e GGT (Gamma-Clutamil Transferasi). FLI ha un’accuratez-
za diagnostica moderata (AUC=0.84) nel diagnosticare la presenza di grasso nel fegato come determinato dall’analisi
strumentale ecografica (9), tuttavia risulta essere poco accurato nel distinguere i differenti gradi di steatosi epatica
(10). HSI (Hepatic Steatosis Index) € un panello di biomarcatori che include ALT/AST, BMI, sesso e presenza di diabete di tipo
2, anch’esso presenta un’accuratezza diagnostica moderata (AUC=0.81) nel diagnosticare la presenza di steatosi epatica
(11), questa accuratezza decrementa notevolmente nei bambini obesi (AUC=0.67) (12). Inoltre come FLI é poco accurato
nel distinguere i differenti gradi di steatosi epatica (10). Un metodo pill accurato e sensibile che usa la spettroscopia
con tecnica di risonanza magnetica (MRS) per determinare il contenuto di grasso nel fegato e il NAFLD Liver Fat Score,
un algoritmo che considera diversi parametri: presenza di sindrome metabolica e diabete di tipo 2, insulinemia, AST,
ALT/AST. Questo score ha una buona accuratezza per la diagnosi di steatosi, definita come presenza di grasso nel fegato
>5.6% conun AUC di 0.87(13), ma l'inclusione dell'insulinemia (che non & un test di routine) nella formula potrebbe limi-
tare il suo utilizzo nell’'ambito clinico. SteatoTest & un pannello che include parametri piu specifici per diagnosticare la
steatosi. Questo pannello e stato costruito usando la combinazione di sei componenti del Fibrotest (a2-macroglobulina,
aptoglobina, apolipoproteina A1, GGT, bilirubina totale ed ALT) in aggiunta a BMI, colesterolo, trigliceridi, glicemia e
viene aggiustato per eta e sesso. SteatoTest mostra una moderata accuratezza nel predire la steatosi ottenuta da biopsia
epatica (AUC=0.80) (14). Questo test essendo molto costoso viene difficilmente utilizzato e come gli altri indici non rie-
sce a distinguere i diversi gradi di steatosi.
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Biomarcatori di imaging

I metodi di imaging sono frequentemente utilizzati nella pratica clinica, in questi anni sono stati applicati anche alla
NAFL. Lecografia e il test comunemente utilizzato nei soggetti con sospetta NAFL per la sua facile reperibilita e per il
basso costo. In una metanalisi e stato dimostrato che 'ecografia ha un’elevata accuratezza nel distinguere la steatosi
moderata da severa (AUC=0.93) (15); tuttavia questa metodica presenta dei limiti: non ¢ in grado di rilevare una steatosi
inferiore al 20%, viene influenzata dalla presenza di fibrosi ed & osservatore-dipendente (5). CAP (Controlled Attenuation
Parameter) determina il grado di steatosi misurando il livello di attenuazione degli ultrasuoni determinato dalla pre-
senza di grasso epatico. E stato riportato che CAP ha un AUC di 0.82 nella diagnosi di qualsiasi grado steatosi vs no
steatosi (16). CAP presenta dei limiti, una bassa sensibilita nella diagnosi di steatosi lieve ed € osservatore-dipendente.
La risonanza magnetica (MRI) basata sulla densita protonica della frazione grassa (MRI-PDFF) ¢ una metodica non
invasiva di imaging che consente di mappare il grasso presente in tutto il fegato. MRI-PDFF & piu precisa di CAP nel rile-
vare i diversi gradi di steatosi nei pazienti con NAFLD (AUC=0.99) (17), tuttavia & una metodica lunga, molto costosa e
che richiede personale specializzato.

Biomarcatori-omici

Lo sviluppo di nuove tecnologie basate sulle analisi massive ha permesso di identificare nuovi biomarcatori, che po-
trebbero essere utilizzati nella diagnosi di NAFL, attraverso la misurazione contemporanea di migliaia di molecole. La
proteomica permette di analizzare pill proteine simultaneamente utilizzando piccole quantita di fluidi biologici. Uno
studio effettuato su 70 pazienti (35 controlli e 35 NAFL) ha identificato 20 picchi proteici differenzialmente espressi nei
NAFL rispetto ai controlli (sensibilita 89% e specificita 83%), inoltre con questo approccio € stato evidenziato che i pa-
zienti con NAFL avevano livelli di emoglobina basale piti alti (18). In un altro studio usando una metodica di proteomica
ancora piu sensibile (LFQP) sono state identificate 605 proteine differenzialmente espresse nei pazienti NAFL, tuttavia
questa tecnica falliva nel distinguere i pazienti con steatosi semplice dai NASH (19). La metabolomica é stata utilizza-
ta per identificare dei sottotipi metabolici specifici della NAFL come gli acidi biliari ed il glutatione dove i loro livelli
sierici si modificano in corso di NAFLD (20). Studi basati sulle tecniche di lipidomica hanno permesso di identificare
variazioni nei livelli di alcuni lipidi come gli acidi grassi a catena corta e gli eicosanoidi (7); uno studio effettuato su 679
pazienti ha evidenziato un profilo lipidico specifico rappresentato da tre lipidi (“lipid triplet”) in grado di diagnosticare la
NAFL, tuttavia la performance diagnostica di questi biomarcatori era modesta (AUC=0.71-0.74) (21). I biomarcatori -omici
potrebbero essere usati anche per monitorare la progressione della malattia e valutarne la severita, in una coorte di
studio di 467 pazienti NAFLD sono stati identificati due pannelli di trigliceridi che erano in grado di discriminare sia
tra soggetti NAFL e controlli (AUC=0.88) sia tra NAFL e NASH (AUC=0.79) (22). Queste metodiche presentano pero dei
limiti: questi studi mancano frequentemente di una validazione esterna, il numero di pazienti in cui vengono trovati
i biomarcatori é limitato ed infine spesso falliscono nel discriminare i diversi gradi di steatosi e la sua progressione

(Fig. 2).
BIOMARCATORI DI NASH

I pazienti con la NASH presentano una maggiore probabilita di sviluppare cirrosi e di morire per cause cardiovascolari
o per cause fegato-correlate (23), di conseguenza l'identificazione precoce dei pazienti con NASH e fibrosi all'interno
dei pazienti NAFLD quando la patologia é ancora reversibile & di estrema importanza per poter ridurre la mortalita
dei pazienti. Questa sfida clinica ha pertanto stimolato 'interesse allo sviluppo di test non-invasivi di diagnosi dif-
ferenziale tra NAFL e NASH mediante I'identificazione di nuovi marcatori biochimici coinvolti in specifiche pathway
di progressione da NAFL a NASH quali l'apoptosi, lo stress ossidativo, I'inflammazione e la deregolazione del signalling
delle adipochine.
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Figura2z @ Confronto trale metodiche attualmente utilizzate nella pratica clinica ed i differenti campi della ricerca
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Biomarcatori proteici sierici o plasmatici associati all'apoptosi ed all'inflammazione

Lapoptosi gioca un ruolo fondamentale nel danno epatico che si osserva nella NASH, e la citocheratina 18 (CK-18), rap-

presenta un biomarcatore di tale processo. La CK-18 & infatti la principale proteina che costituisce dei filamenti inter-

medi degli epatociti, e nelle cellule che vanno incontro ad apoptosi viene clivata ad opera della caspasi 3, i frammenti

di CK-18 vengono quindi rilasciati a livello extracellulare (24). I livelli sierici dei frammenti di CK-18 sono facilmente

misurabili mediante saggio ELISA. Una metanalisirelativa a 11 studi ha evidenziato che la CK-18 presenta una sensibi-

lita complessiva del 66% ed una specificita complessiva dell’82%; per cui la limitata accuratezza di questo biomarcatore

ne impedisce 'applicazione clinica ai fini dello screening e della definizione di NASH (25). La CK-18 & stata combinata con

altri indicatori per costituire dei pannelli di biomarcatori nel tentativo di incrementare l'efficienza diagnostica per

la discriminazione dei pazienti NASH. I livelli sierici dei frammenti M3o della CK-18 sono stati combinati con i livelli

sierici dell’'antigene di superficie che media I'apoptosi sFAS, coinvolto nell’attivazione della via estrinseca dell’apoptosi

negli epatociti. La combinazione di questi due marker ha determinato un incremento considerevole dell'accuratezza

diagnostica raggiungendo un AUC di 0.79-0.93. Tuttavia lo studio e stato condotto su una numerosita campionaria

ristretta, questo risultato necessita pertanto di ulteriori validazioni sperimentali (26). Younossi et al. hanno associato

ilivelli della CK-18 e dei suoi frammenti, al rilevamento dell’adiponectina e della resistina in una coorte di 101 pazienti

ottenendo in questo modo valori di AUC tra 0.73 e 0.91; questo studio € stato condotto su un numero limitato di pazienti

obesi per cui necessita di ulteriori validazioni (27). Un ulteriore studio ha dimostrato che la combinazione del Fibroblast

Growth Factor 12 (FGF12) e CK-18 determina il raggiungimento di valori di sensibilita e specificita superiori al 9o% (28).

La steatoepatite e associata ad uno stato di infiammazione cronica, diversi studi hanno proposto il dosaggio di indica-

tori di inflammazione quali la proteina C reattiva (PCR), TNF, IL-6, IL-1, IL-1RA (receptor antagonist protein), CXCL10 (CSC-

chemokine 10). Tuttavia tali studi hanno portato a risultati discordanti ed inconsistenti ed a mancanza di specificita per

la condizione di NASH (29). Ajmera et al. in una coorte di 648 pazienti con NAFLD accertata mediante biopsia hanno

testato l'efficienza diagnostica di 32 biomarker plasmatici, tra cui diversi associati ad infiammazione. Tra i biomarcatori

analizzati, a seguito di correzione per fattori clinici e metabolici solamente I'Activated Plasminogen Activator Inhibitor (APAI-

1) manteneva il suo valore predittivo per la condizione di NASH (30).
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Biomarcatori-omici

Lo stress ossidativo é uno dei meccanismi chiave del danno epatico e porta alla formazione di prodotti di ossidazione
dei lipidi che possono essere rilevabili nei campioni di siero.

Studi di lipidomica effettuati mediante l'impiego della spettrometria di massa hanno portato all'identificazione di
specifici prodotti derivanti dall'ossidazione di acidi grassi associati alla NASH. In particolare sono stati identificati
i prodotti dell'ossidazione dell’acido arachidonico, 11-hydroxyeicosatetraenoic acid (11-HETE) ed i prodotti dell’'ossidazio-
ne dell’acido linoleico 13 hydroxyoctadecadienoic acid (HODE) e 9 and 13 oxo-octadecadienoic acids (oxo-ODE) come indicatori di
NASH. Il rapporto tra acido linoleico e 13-HODE é stato inoltre incorporato insieme ad altri parametri clinici (eta, BMI
e AST) per costituire un pannello denominato oxNASH. Questo pannello raggiunge una sensibilita dell’81% ed una
specificita del 97% nella discriminazione dei pazienti NASH rispetto ai not-NASH (31).

In un altro studio basato sull’approccio della metabolomica é stato riscontrato un incremento della taurina, di coniu-
gati della glicina e degli acidi biliari primari e secondari nei pazienti NASH in fase post-prandiale (32).

Biomarcatori di imaging

Le metodiche di imaging di routine quali 'ultrasonografia addominale, CT o MRI non sono in grado di distinguere la
NAFL dalla NASH. Diverse tecniche basate sull’MRI sono state sperimentate negli animali ed in studi pilota effettua-
ti nell'uomo per la diagnosi di pazienti NASH. La super paramagnetic iron oxide MRI € in grado di rilevare la funzione di
uptake delle cellule di Kupffer, che & alterata in modelli in vivo e nell'uomo in presenza di NASH, ma il protocollo attuale
richiede scanning ripetuti nel corso di 72 ore per cui questa metodica presenta limiti logistici (33). Il turnover della mem-
brana degli epatociti e I'ATP intracellulare sono alterati nella NASH e possono essere misurati tramite phosphorus MRS.
In particolare, il rapporto tra alpha-nucleotide triphosphate/total phoshate presenta un AUC di 0.71 per la discriminazione dei
pazienti NASH (34). Infine la performance diagnostica della stiffness epatica, misurata mediante risonanza magnetica
elastografica, necessita di essere valutata in coorti pitt ampie a seguito di correzione per gli stadi di fibrosi (35) (Fig. 2).

BIOMARCATORI DI FIBROSI

La fibrosi associata alla NASH ha diversi stadi che vanno dall’assenza di fibrosi (Fo) alla cirrosi (F4); dal punto di vista
clinico viene distinta la fibrosi clinicamente significativa (F2-F4) dalla fibrosi avanzata o severa (F3-F4). Tale distinzio-
ne é stata utilizzata per interpretare gli studi che hanno utilizzato test non invasivi per la diagnosi di fibrosi epatica.
E noto che esistono differenti fattori di rischio in grado di predire lo sviluppo della fibrosi, quali l'eta avanzata, l'obe-
sita grave, il diabete di tipo 2, l'elevato rapporto AST-ALT, I'ipertensione, la dislipidemia e la presenza della sindrome
metabolica (36-38).

Secondo uno studio pubblicato su Hepatology, lo stadio della fibrosi epatica potrebbe essere il fattore pitt importante nel
determinare la prognosi della NAFLD e nel prevedere il rischio di progressione verso la cirrosi e le complicanze ad essa
associate (39).

Pertanto l'individuazione di nuovi biomarcatori é tra le strategie non invasive ad oggi piu ricercare per comprendere
come stadiare la fibrosi epatica in questa popolazione di pazienti.

Tra i biomarcatori utilizzati per stadiare la fibrosi possiamo distinguere: a) i biomarcatori indiretti per la fibrosi epati-
ca; b) i biomarcatori specifici per la fibrogenesi o la fibrinolisi; c) biomarcatori di imaging per la fibrosi.

Biomarcatori indiretti per la fibrosi epatica

I biomarcatori indiretti non misurano direttamente la fibrogenesi o la fibrinolisi ma sono spesso associati a fattori
di rischio per la fibrosi; inoltre a causa della loro ridotta accuratezza vengono spesso utilizzati come panelli cioé una
combinazione di 2 o pitt marcatori di rischio per la fibrosi epatica.

AAR (AST: ALT Ratio) e APRI (AST: platelet ratio index) sono tra i pannelli pit semplici da calcolare ma presentano una
bassa accuratezza nel diagnosticare la fibrosi avanzata di stadio 3 (AUC AST: ALT ratio: tra 0.66-0.74; AUC APRI: 0.74)
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(40-41). 1 BARD score deriva dalla somma di 3 variabili (BMI, AST-ALT Ratio, presenza di diabete) e mostra una moderata
accuratezza nell'individuare i soggetti con fibrosi F3 (AUC compreso tra 0.69 e 0.81) (42-43). FIB-4 index (Fibrosis Index Based
on four factors) prevede un calcolo piit complesso e spesso vengono utilizzati dei calcolatori on-line, comprende l'eta, AST,
ALT e la conta piastrinica, ha una buona performance diagnostica (AUC di 0.80 nell'individuare i soggetti con fibrosi F3)
(44). I1 NAFLD fibrosis score (NFS) (45) si ottiene dalla combinazione di eta, presenza di diabete, indice di massa corporea,
piastrine, albumina e AAR. Questo score é stato validato in pit studi con un AUC stimato tra 0.75 e 0.83 nel prevedere
la fibrosi F3 (46).

Nonostante questi score siano meno accurati rispetto a specifici marker di fibrosi sono tra gli strumenti di screening pitt
utilizzati grazie alla loro elevata applicabilita.

Biomarcatori specifici per la fibrosi

I biomarcatori specifici per la fibrosi prendono in considerazione molecole direttamente coinvolte nella fibrogenesi e/o
nella fibrinolisi. La fibrosi epatica si sviluppa attraverso la deposizione epatica della matrice extracellulare di cui 'aci-
doialuronico (HA) & un componente principale (47). Se usato da solo, i livelli sierici di HA mostrano un AUC di 0.87 per
la fibrosi F2 e di 0.92 per la cirrosi (48). Altri componenti principali della matrice extracellulare includono il collagene,
i proteoglicani, l'elastina, la fibronectina e la laminina. Il peptide ammino-terminale procollagene III (PIIINP) del
siero deriva dalla sintesi di nuovo collagene di tipo 11 o dalla degradazione di fibrille di collagene di tipo I1I esistenti; i
livelli di PIIINP da soli non sono un buon marker diagnostico per la fibrosi epatica nella NAFLD (49) ma é stato osservato
che Pro-C3 (il neo-epitopo di PIIINP) riflette la vera formazione del collagene di tipo III (50) ed e stato dimostrato che
l'aumento dei livelli sierici di Pro-C3 é correlato ai componenti chiave della NASH e della fibrosi (51). I livelli circolanti
dell'inibitore tissutale delle metalloproteinasi 1 (TIMP1) sono responsabili della composizione della matrice extracel-
lulare, della guarigione della ferita e riflettono le alterazioni nel rimodellamento della matrice tissutale durante la
fibrogenesi epatica e la fibrinolisi (52). TIMP1 ha un’eccellente accuratezza diagnostica (AUC: 0.97) nel differenziare i
pazienti obesi e affetti da fibrosi NASH-correlata da soggetti di controllo sani di pari eta (53). La laminina é la glico-
proteina pit abbondante nelle membrane basali ed il livello di laminina sierica ¢ in grado di diagnosticare la fibrosi
in pazienti con NAFLD con un’ottima performance diagnostica (AUC: 0.87) (54). Sebbene i biomarcatori specifici per la
fibrosi siano pit promettenti, il loro costo e la loro disponibilita hanno limitato il loro utilizzo nella pratica di routine.
Tra i pannelli di biomarcatori specifici della fibrosi troviamo ’Enhanced Liver Fibrosis test (ELF) che é stato sviluppato in
base al concetto secondo cui la fibrosi epatica é un processo dinamico che determina un aumento dei livelli sierici dei
marker del turnover della matrice extracellulare. UELF comprende tre biomarcatori della fibrosi (HA, TIMP1 e PIIINP) e
presenta un eccellente performance diagnostica nel predire la fibrosi avanzata in pazienti adulti e pediatrici con NAFLD
(rispettivamente AUC 0.93 e 0.99) (55-56). Un altro strumento, ottenuto dalla combinazione di cinque biomarcatori
(aptoglobina, a2-macroglobulina, apolipoproteina A1, bilirubina totale e GGT), utilizzato per predire la presenza di
fibrosi e il FibroTest. Il valore diagnostico del FibroTest € stato valutato in un’ampia coorte di pazienti NAFLD con un AUC
dio.88(56).

I1 NAFLD FibroMeter € un indice composto da peso corporeo, indice di protrombina e livelli sierici di ALT, AST, ferritina
e glucosio a digiuno. In due studi condotti in Europa e in Asia, il NAFLD FibroMeter ha superato altri test sierici per la
diagnosi di fibrosi con un AUC di 0.76 nel discriminare la fibrosi F2 e 0.77 nel discriminare la fibrosi F3 (57-58). Infine,
I'Hepascore, composto da eta, sesso e livelli sierici di bilirubina, GCT, HA e a2-macroglobulina, ha una buona performance
diagnostica (AUC: 0.82) per diagnosticare la fibrosi avanzata (stadio F3-F4) in pazienti con NAFLD (59).

Nonostante presentino una performance diagnostica superiore a quella dei biomarcatori indiretti di fibrosi il loro uti-
lizzo su larga scala é limitato dalla scarsa disponibilita di marcatori specifici di fibrosi, dal loro costo e dall'utilizzo di
formule brevettate.
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Biomarcatori di imaging per la fibrosi

Negli ultimi dieci anni, i progressi negli studi di imaging hanno rivoluzionato la gestione delle malattie del fegato mi-
gliorando la capacita di quantificare in modo non invasivo la fibrosi epatica.

11 Fibroscan o VTCE (Vibration Controlled Transient Elastography) prevede 'utilizzo di una sonda ecografica che trasmette un’on-
da di vibrazione che si propaga attraverso il fegato consentendo di valutarne l'elasticita; la velocita di propagazione é
direttamente proporzionale alla rigidita del tessuto. I risultati sono espressi in kilopascal (kPa), solitamente il valore
medio di 10 misurazioniin individui sani & compreso tra 1.5 e 7.5 kPa mentre valori >10.5 kPa sono indice di presenza di
fibrosi e cirrosi avanzata (60). Sfortunatamente, la sonda VCTE o sonda M sono meno affidabili nei pazienti gravemen-
te obesi con NAFLD, perché il tessuto adiposo attenua sia 'onda elastica sia gli ultrasuoni (61). Pertanto, per superare
questo problema in pazienti con BMI >30 kg/m>é stata sviluppata una nuova sonda chiamata sonda XL. La performance
diagnostica delle sonde FibroScan M e XL per la diagnosi di fibrosi avanzata sono rispettivamente 0.88 e 0.85 (62).
Lelastografia con tecnica ARFI (Acoustic Radiation Force Impulse) € una metodica alternativa per stimare la rigidita del
tessuto epatico che puo essere integrata ad una sonda ad ultrasuoni convenzionale, fornendo cosi la stiffness durante l'e-
cografia di routine. Durante l'esecuzione dell'imaging, una regione di interesse del fegato viene eccitata meccanicamente
usando impulsi acustici. La rigidita epatica é espressa in m/s, questa metodica presenta un range ristretto (0,5-4,4 m/s)
e ci6 ne limita la definizione dei valori di cut-off per discriminare alcuni stadi di fibrosi; e stato infatti osservato che
l'accuratezza diagnostica dell’elastografia con tecnica ARFI e superiore nel discriminare la fibrosi e la cirrosi grave
(AUC: 0.74-0.97 per F3; AUC: 0.78-0.89 per F4) rispetto a quelle meno gravi (AUC: 0.70-0.83 per F2) (63).

Lelastografia a risonanza magnetica (MRE) é un’altra tecnica non invasiva per diagnosticare la fibrosi nei pazienti con
NAFLD. Funziona combinando la risonanza magnetica con onde sonore per creare una mappa visiva (elastogramma),
che mostra la rigidita del tessuto epatico. In differenti studi é stato osservato che i valori di stiffness del tessuto epatico,
ottenuti mediante MRE, sono abbastanza riproducibili (64-65). In particolare, una metanalisi di nove studi compren-
denti 232 pazienti con NAFLD ha evidenziato che la MRE ¢ in grado di rilevare la fibrosi con un alto livello di accuratez-
za, indipendente dall'infiammazione epatica e dal BMI (a difterenza del FibroScan), con valori AUC di 0.86-0.91 per tutti
gli stadi della fibrosi (66). Questa tecnica é piti accurata del FibroScan nel rilevare la fibrosi F2 (AUC: 0.86-0.89 contro
AUC: 0.84) e la fibrosi F4 (AUC: 0.88-0.97 contro AUC: 0.95) (67). Tuttavia, la sua applicazione su larga scala e limitata
dal costo e dalla mancata disponibilita rendendo improbabile che MRE possa essere applicata come test di screening

(Fig. 2).
BIOMARCATORI AD RNA

Nei fluidi biologici sono presenti molecole di RNA appartenenti a differenti classi tra cui RNA messaggeri, long non-
coding RNA (IncRNA), circular RNA (circRNA), microRNA (miRNA). La presenza di molecole di cell-free RNA (cf-RNA) nei
fluidi corporei ha stimolato I'interesse allo studio di queste molecole come nuovi biomarcatori non invasivi diagnosti-
ci, prognostici e di monitoraggio di risposte terapeutica in diversi tipi di patologie (68-69).

Una caratteristica fondamentale che rende le molecole di ¢f-RNA degli ottimi biomarcatori e data dalla loro elevata
stabilita, queste molecole infatti sono protette dall’attivita delle RNasi endogene presenti nei fluidi corporei e sono
resistenti a diversi insulti esterni, quali cicli multipli di congelamento-scongelamento, bollitura, condizioni di pH
estreme, conservazione prolungata, trattamento con RNasi esogene (70-71). Lestrema stabilita degli RNA circolanti
e determinata dal fatto che essi non si trovano liberi nei fluidi corporei ma inglobati all'interno di vescicole membra-
nose (i.e. microvescicole, esosomi, corpi apoptotici), complessati ad RNA binding protein (i.e. NPM1, Argonauta 2) o associa-
ti a lipoproteine, tutti questi meccanismi hanno un ruolo protettivo nei confronti della degradazione (72). Un’altra
caratteristica che rende le molecole di RNA degli ottimi biomarcatori & data dal fatto che le tecniche utilizzate per la
loro rivelazione sono estremamente sensibili. A differenza delle proteine, infatti, gli acidi nucleici vengono rilevati e
quantificati mediante metodiche basate sulla PCR, che determina un’amplificazione esponenziale del template origi-
nale. Di conseguenza, le tecniche di rilevazione delle proteine sono molto meno sensibili rispetto a quelle sviluppate
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Figura3 @ Rappresentazione schematica dei biomarcatori circolanti nella NAFLD
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Gli RNA circolanti (i.e. mRNA, miRNA, IncRNA e circRNA) possono essere inglobati all'interno di vescicole membranose o liberi ed
associatia RNA binding protein. Le vescicole membranose, oltre 'RNA, racchiudono molecole di diversa natura tra cui DNA, protei-
ne e metaboliti

per gli acidi nucleici. Teoricamente infatti persino una singola molecola di RNA potrebbe essere rilevata mediante PCR
quantitativa (73). Infine é importante sottolineare che diversi studi hanno riportato che differenti profili di espressione
dimolecole di RNA circolanti sono associati a differenti stati fisiologici o patologici (74), questi studi avvalorano quindi
l'utilizzo di queste molecole come biomarcatori non invasivi; l'intero profilo di espressione delle molecole di RNA inol-
tre nei fluidi biologici puo essere valutato mediante metodiche high-throughput, tra cui la Next Generation Sequencing (NGS)
ed i microarray, per cui l'analisi di queste molecole ha un ruolo fondamentale nella biomarker discovery (73) (Fig. 3).

RNA circolanti per la diagnosi di NAFLD nella popolazione generale

Lamaggior parte dei dati riguardanti il dosaggio degli RNA circolanti come biomarcatori di NAFL é relativa ai miRNA.
Akuta etal. hanno analizzato i livelli di espressione sierici del miR-122 in pazienti NAFL che sono andati incontro a due
prelievi bioptici seriali. In questo modo hanno riscontrato che i pazienti che andavano incontro ad un miglioramento
degli score istopatologici presentavano un decremento dei livelli di espressione del miR-122 alla seconda biopsia rispetto
alla prima biopsia. Inoltre vi era un’associazione significativa tra il rapporto dei livelli di espressione del miR-122 (alla
seconda biopsia rispetto alla prima) ed i cambiamenti degli score istopatologici. Gli autori hanno infine riscontrato
un’associazione anche tra il rapporto dei livelli di espressione del miR-122 ed i parametri clinici di routine quali i livelli
di AST ed ALT (75). In uno studio é stato riportato che anche i livelli del miR-21 erano pitt bassi nei NAFL rispetto ai sog-
gettisani (76). Yamada et al. hanno studiato la presenza di steatosi epatica ed i livelli sierici di cinque miRNA (miR-21,
-34a, -122, -145, -451) associati all'omeostasi lipidica in 403 soggetti. I livelli sierici di quattro su cinque miRNA analiz-
zati (miR-21, -34a, -122, -451) erano significativamente piti alti nei soggetti NAFL (92/403) rispetto ai sani, inoltre i livelli
di espressione del miR-122 erano correlati anche al grado di steatosi (77).

Inun altro studio tecnicamente pit1 avanzato e stata valutata, tramite deepsequencing, I'espressione dei miRNA circolan-
ti su 20 pazienti NAFL e 20 controlli. Successivamente i miRNA differenzialmente espressi sono stati analizzati in una
coorte pitt ampia di pazienti (9o controlli vs 152 NAFL) ed i risultati sono stati validati in una coorte esterna (8o controlli
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vs103 NAFL). Il pannello di miRNA trovato (miR-122, -1290, -27b, -192) mostrava un’elevata accuratezza diagnostica per
NAFL (AUC: 0.86; sensibilita=85.6%, specificita=73.3%), inoltre questi miRNA avevano una sensibilita e specificita su-
periore rispetto ad ALT e FIB-4 (78). Raitoharju et al. hanno riportato l'associazione dei livelli nel sangue dei miR-122
e -885 con la steatosi epatica rilevata attraverso ecografia in un’amplia coorte di pazienti (n=871) di eta compresa tra
i34 edi49 anni. I livelli di espressione dei miR-122 e -885 erano up-regolati nei soggetti con steatosi epatica con una
performance diagnostica paragonabile, per il miR-122, ai livelli di transaminasi nel sangue. Inoltre tramite approccio
di metabolomica veniva mostrata una correlazione positiva tra i livelli del miR-122 e di alcune classi di lipoproteine
(VLDL, IDL, LDL) ed una correlazione negativa tra miR-885 ed i livelli di colesterolo HDL (79). In un altro studio sono
stati saggiati altri miRNA: i livelli di espressione dei miR-181d, -99a, -197 e -146b erano piu bassi nei NAFL rispetto ai
controlli, inoltre i livelli dei miR-197 e -146b erano inversamente correlati con il grado di infiammazione del fegato ed
i miR-181d e -99a erano inversamente correlati con i livelli di GGT nei pazienti NASH (80). Infine studi recenti hanno
mostrato cheilivelli di espressione di altri miRNA (miR-29, -1296, -132, -135) erano alterati nei soggetti con NAFL ed era-
no associati al rischio di insorgenza della malattia (81-85). Ad oggi, invece, solo un IncRNA é stato riconosciuto come
potenziale biomarcatore della NAFL: i livelli d’espressione del IncRNA ARSR sono elevati nel siero dei pazienti NAFL
rispetto ai controlli, inoltre in modelli murini di NASH é stato riportato che questo IncRNA promuove la lipogenesi
regolando la steatosi a livello epatico (86).

Le vescicole extracellulari circolanti (esosomi ed ectosomi) contengono differenti molecole (miRNA, mRNA, proteine,
DNA) e possono essere utilizzati come biomarcatori di NAFLD (6). Gli ectosomi sono vescicole che derivano da fram-
menti della membrana plasmatica e che vengono rilasciati nello spazio extracellulare dove si legano a cellule riceventi
rilasciando le loro informazioni molecolari. Nei pazienti NAFL é stato osservato un incremento del numero di ectosomi
nei monociti e nelle cellule natural-killer ed un decremento nei neutrofili e nelle cellule endoteliali, i livelli degli ectoso-
mi sono stati associati, quindi, alla diagnosi di NAFL; inoltre questi livelli sono differenti nei pazienti NAFL rispetto
ai NASH (87) (Fig. 4).

RNA circolanti per la diagnosi differenziale di NAFL e NASH

Cosi come evidenziato per la NAFL, la maggior parte dei dati riguardanti il dosaggio degli RNA circolanti come bio-
marcatori di NASH é relativa ai miRNA. Il primo tentativo dell’utilizzo dei miRNA circolanti come biomarcatori di
diagnosi differenziale e di progressione da NAFL a NASH e rappresentato dallo studio pionieristico svolto da Cermelli
etal. del 2011. In particolare, essi hanno riscontrato un incremento dei livelli di espressione sierici dei miRNA-122, -16,
-34ain 34 pazienti affetti da NAFLD rispetto a 19 controlli. In media il miRNA-122 presentava un incremento dei livelli
di espressione di circa 7.2 volte, il miRNA-34a di circa 5.3 volte ed infine il miRNA-16 passava da livelli di espressione
irrilevabili nei controlli a circa 1000 copie per mL di siero (88). Ancora pill interessante é il risultato che i ricercatori
hanno ottenuto sottostratificando la popolazione NAFLD, tramite questa analisi infatti hanno osservato che i miR-
NA-122 e -34a presentavano un ulteriore incremento dei livelli di espressione rispettivamente di circa 2 e 3 volte nei
pazienti NASH rispetto ai pazienti con steatosi semplice. Inoltre, mediante analisi delle curve ROC é stato riportato
che i miRNA-122 e -34a presentavano un’elevata efficienza diagnostica (miRNA-122 AUC: 0.93; miRNA-34a AUC: 0.96)
nella distinzione dei pazienti NAFLD rispetto ai controlli sani, che tuttavia si abbassava a 0.70 e 0.76 nella distinzione
NASH versus NAFL (88).

Un altro importante studio volto all'identificazione di miRNA come biomarcatori di diagnosi differenziale di NAFL
o NASH e stato condotto da Pirola et al. nel 2015. Essi hanno effettuato il profiling di un set di 84 miRNA in pazienti
affetti da NAFL e da NASH rispetto ai controlli sani (n=48), successivamente hanno confermato la sovraespressione
(superiore a 2 volte) di 6 miRNA su una coorte di pazienti indipendente (n=96): miR-122, -192, -19a, -19b, -125 e -375. Tra
questi miRNA solamente tre, ovvero il miR-122, -192 e -375 erano associati in maniera statisticamente significativa alla
severita istologica della patologia e significativamente sovraespressi nei pazienti affetti da NASH rispetto ai pazienti
con NAFL, con un’efficienza diagnostica rispettivamente di AUC: 0.69, 0.68, 0.72 nella distinzione dei pazienti NAS>5
rispetto a NAS<5 (89).
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Figurag @ Rappresentazione schematica del pattern degli RNA non codificanti nella NAFLD
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Lillustrazione descrive tre gruppi di miRNA e IncRNA correlati alla diagnosi di NAFL (Non-Alcoholic Fatty Liver), NASH (Non-Alcoholic
SteatoHepatitis) e fibrosi epatica

Successivamente Becker et al. hanno fornito un’ulteriore validazione dei miRNA miR-122 e-192 come indicatori della
severita istologica della patologia (90).

In particolare essi hanno analizzato I'alterazione dell’espressione genica di 4 microRNA: miR-122, -192, -21, -223 in 137
pazienti NAFLD con obesita moderata o con obesita severa (di cui 87 NASH e 50 Simple Steatosis SS) rispetto a 61 controlli,
ed hanno analizzato la correlazione tra i loro livelli di espressione ed i livelli di biomarcatori di routine quali AST, ALT ed
i frammenti CK18-Asp396, rilasciati dagli epatociti durante I'apoptosi. Tra i miRNA analizzati, i miR-122 e -192 erano
sovraespressi nei pazienti NASH con obesita severa rispetto ai pazienti SS con obesita severa. Questa deregolazione
invece non veniva confermata nel confronto NASH/SS nei pazienti con obesita moderata. Il miR-21 era sovraespresso
nei pazienti NASH rispetto ai pazienti SS con obesita sia moderata che severa. Il miR-223 era sovraespresso nei pazienti
NASH rispetto ai controlli, ma non era in grado di discriminare tra i due fenotipi patologici (90).

Inoltreilivelli di espressione dei miR-122 e -192 presentavano una correlazione positiva con i livelli di ALT, CK18-Asp396
e con il NASscore ed i livelli del miR-21 presentavano una correlazione positiva con ALT ed il NAS score. Successivamente,
le concentrazioni sieriche di questi tre microRNA sono state utilizzate per determinare uno scoring system con un range da
o a3sullabase del quale é stata valutata l'efficienza diagnostica per la distinzione dei pazienti NASH rispetto a NAFL.
Tramite queste analisi Becker et al. sono arrivati alla conclusione che la combinazione dello scoring system basato sui
miRNA ed il biomarcatore CK18-Asp396 portava ad un AUC di 0.83 con una sensibilita del 93% ed una specificita dell’83%
(90).

In uno studio successivo del 2016 (91), Liu et al. hanno riscontrato un incremento di espressione dei miRNA miR-122,
-192, -34a e -16 in pazienti affetti da NAFLD (con diagnosi accertata mediante biopsia epatica n=48) rispetto ai soggetti
di controllo sani (n=37); tra questi miRNA inoltre i miR-122,-16 e -34a erano in grado di discriminare tra i pazienti af-
fetti da NAFL (n=17) ed i pazienti affetti da NASH (n=31). Gli autori hanno inoltre riscontrato che il miR-34a presentava
un’efficienza diagnostica ed una sensibilita (AUC: 0.81, sensibilita: o.70, specificita: 0.86) per la condizione di NASH
superiori rispetto a quella di altri biomarcatori clinici gia noti, in particolare 'ALT (AUC: 0.68, sensibilita: 0.84, spe-
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cificita: 0.94) e la CK-18 M30 e M6o (M30 AUC: o.70 sensibilita: 0.41, specificita: 0.94; M6o AUC: o0.72 sensibilita: o0.52,
specificita: 0.94).

Infine lo studio piti recente relativo ai miRNA come biomarcatori di progressione della steatosi epatica é stato condotto
nel 2018 da Mireia Lopez-Riera et al. che riesaminando sperimentalmente miRNA precedentemente riportati in lette-
ratura, hanno dimostrato che i miRNA -27b, -34a, -22, -122, -192 e -21 sono indotti ed i miRNA -30c¢, -16 € 197 sono repressi
nel siero di pazienti con patologia severa rispetto ai pazienti con steatosi semplice. Inoltre i rapporti miR-34a/mir-197
e miR-27b/miR-30c rappresentavano i biomarcatori con efficienza diagnostica migliore per I'identificazione rispettiva-
mente dei pazienti con NASH definita mediante SAF 22 AUC: 0.81 e dei pazienti con NASH definita tramite NAS score 25
AUC: 0.79 (92). Ad oggi quindi, sulla base dei dati finora riportati emerge che I'up-regolazione dei miRNA-122, -192, -34a
é concordante in diversi studi, per cui la validazione in coorti pitt ampie di pazienti e successivamente in trial clinici
potrebbe portare all'introduzione di questi biomarker a RNA nella pratica clinica utili per I'identificazione di pazienti a
rischio di progressione dalla steatosi semplice alla steatoepatite non alcolica.

Pochi studi, invece, hanno valutato il dosaggio di IncRNA come biomarcatori di NASH. Jung Gil Park et al. hanno
analizzato i livelli di espressione mediante PCR quantitativa del IncRNA LeXis nel plasma di 35 pazienti NASH rispetto
a 9 pazienti NAFL con diagnosi accertata mediante biopsia. In questo modo, hanno osservato che il IncRNA LeXis era
sovraespresso nei pazienti NASH rispetto ai pazienti NAFL con una performance diagnostica di AUC: 0.74, sensibilita
del 54.3% e specificita del 100% (93).

In uno studio pubblicato nel 2019 dal nostro gruppo (94), a seguito dell’analisi microarray é stata validata la sovrae-
spressione a livello sierico del IncRNA RP11-128N14.5 in pazienti con patologia severa (NAS score =5 versus NAS score <4)
con un’efficienza diagnostica di o0.71 (sensibilita=y3,7%, specificita=7o,4%) superiore all’efficienza diagnostica di AST
(AUC=0.66) ed ALT (AUC=0.37) (Fig. 4).

RNA circolanti per la stadiazione di fibrosi

E ormai noto il coinvolgimento dei miRNA nella patogenesi della NAFLD e la loro deregolazione nel fegato di pazienti
con fibrosi NASH-correlata (95). Purtroppo nonostante siano differenti i lavori che hanno valutato il ruolo dei miRNA
come biomarcatori sierici sia nella NAFL che nella NASH ad oggi solo pochi studi hanno analizzato i miRNA come bio-
marcatore di fibrosi nella popolazione NAFLD.

Nello studio condotto da Miyaak et al. é stata analizzata l'espressione del miR-122 su 67 pazienti NAFLD stadiati per
fibrosi. E stato osservato che i livelli sierici del miR-122 erano significativamente down-regolati nei pazienti con fibrosi
severa rispetto ai pazienti con fibrosi lieve. Inoltre é stato valutato il valore diagnostico di questo biomarcatore non
invasivo ed e stato confrontato con altri biomarcatori di fibrosi come 'acido ialuronico e il collagene di tipo IV. La curva
ROC del miR-122 mostrava una performance diagnostica migliore (0.82) rispetto a quella dell’acido ialuronico e collagene
di tipo IV rispettivamente di 0.74 € 0.72 (96).

Nello studio condotto da Pirola et al., precedentemente menzionato, invece, il miR-122 era up-regolato nei pazienti con
fibrosi avanzata (F 2-3) rispetto ai pazienti con fibrosi o-1 con un AUC pari a 0.61. Sebbene questo valore predittivo non
sia ideale per un buon biomarcatore, la performance diagnostica del miR-122 era nettamente superiore a quella della CK-
18 (AUC: 0.49) e leggermente pii1 di ALT (AUC: 0.59) e AST (AUC: 0.64) nel predire la fibrosi (89).

Nel 2018, Lopez-Riera ed il suo gruppo hanno effettuato una validazione in una coorte indipendente di pazienti NAFLD
(stadiati anche per fibrosi) dei miRNA sierici precedentemente identificati. In particolare, é stata analizzata la dere-
golazione di questi miRNA dividendo la coorte anche in base al grado di fibrosi in 2 gruppi (F<2 o F>2) 0 in 5 gruppi (Fo,
F1, F2, F3, F4, F5). Dividendo la coorte da Fo a Fs5 e stato osservato che i livelli d’espressione del miR-122 e del miR-192
tendono ad aumentare negli stadi di fibrosi lieve (F1 e F2) e a diminuire nella fibrosi severa (F3 e F4). Il mir-122 in questo
studio, presentava un trend d’espressione opposto rispetto a quello riportato da Miyaak; questo purtroppo ne limita
l'utilizzo nel prevedere la fibrosi severa nei pazienti NAFLD (92).

Un altro microRNA che presentava un andamento opposto rispetto ai dati presenti in letteratura é il miR-16; infatti
nello studio condotto da Lépez-Riera miR-16 era down-regolato nei soggetti con fibrosi F3-4 a differenza dello studio
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condotto da Liu et al. dove il miR-16 era up-regolato e presentava una buona performance diagnostica nel predire la fibrosi
(AUC: 0.71) (91).

Invece sempre il gruppo di Lépez-Riera ha dimostrato per la prima volta 'associazione dei miRNA-21, -27b e -30c con la
fibrosi F3-4 in particolare miR-27b e miR-21 erano up-regolati nel confronto F<2 vs F>2 mentre miR-30c era down-regola-
to nello stesso confronto. Nello stesso studio ¢ stata valutata anche la performance diagnostica di questi miRNA nel di-
scriminare i soggetti con fibrosi severa. Dai risultati & emerso che i miRNA non mostrano una performance diagnostica
migliore rispetto agli algoritmi di fibrosi convenzionali. Trai miRNA analizzati quello con un AUC (0.72) piti elevato era
il miR-30c (down-regolato in F>2). E stato inoltre osservato che la combinazione dei miRNA miR-27b con -30c e miR-27b
con -197 presentava una performance diagnostica leggermente superiore con AUC rispettivamente di 0.77 € 0.75 (92).

Ad oggi, sono ancora pochi gli studi che prendono in esame i IncRNA come biomarcatori di fibrosi NASH-correlata. Un
potenziale biomarcatore di cirrosi epatica NASH correlata é rappresentato dal IncRNA APTR (Alu-mediated p21 transcriptio-
nal regulator). In uno studio condotto da Yu et al. nel siero di 34 pazienti con cirrosi epatica (accertata mediante biopsia)
e 24 soggetti sani e stata osservata un up-regolazione dei livelli sierici di APTR rispetto ai soggetti di controllo. Inoltre
il IncRNA APTR era up-regolato anche nel siero di pazienti con cirrosi epatica scompensata rispetto a quelli con cirrosi
compensata (97).

Nel nostro studio del 2019 precedentemente citato (94), abbiamo validato, dopo l'analisi dei microarray, I'up-regolazione
a livello sierico del IncRNA TGFB2/TCFB2-OT1 nei pazienti con fibrosi 3-4 rispetto a fibrosi o-2. Dall’analisi delle curve
ROC é emerso che il IncRNA TCFB2/TCFB2-OT1 presentava un AUC di 0.80 nel confronto F=3-4 rispetto a F=0-2 (sensibi-
lita=65%, specificita=81.3%). Inoltre, le combinazioni di TGFB2-OT1 con FIB-4 o il Fibroscan miglioravano l'accuratezza
diagnostica nel rilevare i pazienti con fibrosi F 3-4 rispetto alla fibrosi F 0-2. Il nostro studio fornisce nuovi dati high-
throughput sull’espressione dei non-coding RNA nel siero di pazienti con NAFLD e pone le basi per l'identificazione di
nuovi biomarcatori come alternative future alla biopsia epatica.

Infine, in uno studio piti recente, condotto da Han et al. (98), & stata analizzata I'espressione del IncRNA GASs a livello
plasmatico in pazienti NAFLD stadiati per il grado di fibrosi. E stato osservato che i livelli plasmatici di GAS5 erano
significativamente pil elevati nei pazienti con fibrosi avanzata (F3) rispetto ai soggetti con fibrosi assente o moderata
(F<2) e l'espressione di GAS5 correlava positivamente con i vari stadi della fibrosi (da Fo a F3). Sebbene 'espressione di
GASs risultava essere up-regolata nel confronto F3 vs F<2, la sua espressione era down-regolata nel confronto tra i pa-
zienti NAFLD con cirrosi (F4) rispetto ai pazienti con fibrosi avanzata (F3). Questo é stato il primo studio a rivelare che i
livelli di GASs differiscono durante la progressione della fibrosi e lo sviluppo della cirrosi (Fig. 4).

CONCLUSIONI

Attualmente la NAFLD rappresenta una preoccupazione per la salute globale a causa dell’elevata prevalenza nella po-
polazione generale e alla morbilita e mortalita ad essa associata (99).

Una delle principali sfide per la gestione di questa patologia sta nel differenziare correttamente gli individui con NASH
dalla pitt ampia popolazione di pazienti con NAFL e nello stadiare il grado di fibrosi. Al momento, la biopsia epatica
rimane il gold standard per la diagnosi di NASH e la stadiazione della fibrosi. Purtroppo a causa dei rischi connessi a
questa metodica, i clinici si affidano spesso ad una combinazione di test biochimici e di imaging, se pur con efficienze
diagnostiche limitate, per la diagnosi e la stadiazione della patologia (7, 8, 15). L'identificazione di metodi non inva-
sivi e I'integrazione sempre piti estesa dei vari trattamenti rende necessario studiare e caratterizzare tale patologia in
modo da poter monitorare la risposta al trattamento e la progressione della patologia.

Negli ultimi anni numerosi biomarcatori sono stati studiati al fine di poter diagnosticare la NAFL, la NASH e stadiare
la fibrosi. Per quanto riguarda i biomarcatori sierici non possono ancora essere utilizzati per lo screening e 1a stadiazione
della NAFLD a causa della loro limitata accuratezza; nel corso di questi anni é stato dimostrato che i pannelli di bio-
marcatori sierici avendo una promettente performance diagnostica potranno essere utilizzati in futuro nella diagnosi
della steatosi.
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L'introduzione di nuovi approcci “omici” nella ricerca dei biomarcatori non invasivi potrebbe portare all'identifica-

zione di molecole in grado di individuare i pazienti NAFL, differenziare i soggetti NASH e stadiare il grado di fibrosi.

Questi studi “omici” necessitano tuttavia di essere validati su coorti pitt ampie ed eterogenee prima di essere utilizzati

nella pratica clinica.
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Steatosl epatica non
alcolica: non sempre una
condizione benigna

Nel maggio 2017 giunge in visita diabetologica presso il
nostro centro una donna di 47 anni inviata dal medico di
medicina generale con il quesito diagnostico di “diabete
scompensato ed ipotiroidismo”.

Anamnesi familiare. La paziente nega familiarita per diabete mel-
lito sia nella linea materna che paterna. Padre affetto da cardiopatia
ischemica con recente procedura di rivascolarizzazione coronarica e
posizionamento distent medicati all'eta di76 anni. Madre e una sorel-
la affette da ipotiroidismo.

Anamnesi fisiologica. Menarca a 13 anni, cicli sempre regolari in as-
senza di terapia estroprogestinica, una gravidanza all'eta di 27 anni
complicata da diabete gestazionale gestito con terapia insulinica,
parto cesareo non complicato. Nega fumo di sigaretta e consumo di
bevande alcoliche. Alvo e diuresi nella norma, non allergie stagionali
né a farmacio alimenti.

Anamnesi patologica remota. Ipotiroidismo primario a genesi au-
toimmune noto dal 1998, in terapia con levotiroxina. Asportazione di
cisti ovarica nel 2008. Non altri interventi chirurgici, non precedenti
cardiovascolari. Dislipidemia mista in terapia con statina.
Anamnesi diabetologica. Diagnosi di diabete mellito di tipo 2
(DMT2) dal 2011, sequita presso altro centro diabetologico. Riferisce in
passato tentativi terapeutici con exenatide LAR sospesa per comparsa
di nausea e vomito e saxagliptin sospeso per mancato raggiungimento
del target glicemico. Riferisce precedente screening complicanze micro
e macro-vascolari negativo.
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Terapia domiciliare. Metformina 850 mg 1 cp x 3/die, glimepiride/
pioglitazone 4/30 mg1 cp/die, atorvastatina 20 mg 1 cp/die, levotiroxi-
na 75 mg 1cp/die per 5 giorni/settimana e 100 mg 1 cp/die per 2 giorni/
settimana.

Esame obiettivo. Obesita di classe 111 (altezza 160 cm, peso 115 kg,
BMI 44.9 kg/m, circonferenza vita 134 cm), pressione arteriosa am-
bulatoriale 140/85 mmHg, frequenza cardiaca 8o bpm ritmica. Esame
obiettivo cardio-polmonare nei limiti; fegato debordante circa 2-3 cm
dall'arcata costale, tiroide non palpabile.

Esami ematochimici. Clicemia basale 154 mg/dl, HbAic 9.4% (reca
invisione ematochimici precedenti dell'ottobre 2016 con HbAic 6.4%).
Creatinina 0.66 mg/dl, eGFR (CKD-EPI) 105.7 ml/min/1.73m*, UACR
13.4 mg/g. AST 55 U/L, ALT 50 U/L. Colesterolo totale 164 mg/dl, HDL
49 mg/dl, trigliceridi 156 mg/dl, LDL (Friedewald) 84 mg/dl. TSH 1.76
mU/L.

Esami strumentali:

Fundus oculi: non segni di retinopatia diabetica.
Elettrocardiogramma: ritmo sinusale, frequenza 91 bpm, alterazioni
aspecifiche della ripolarizzazione.

Eco addome superiore: fegato di dimensioni lievemente aumentate,
margini regolari, ecotessitura parenchimale omogenea; ecogenicita
notevolmente aumentata per steatosi di grado severo. Non splenome-
galia. Restanti reperti nei limiti.

Ecodoppler TSA: non ispessimenti miointimali, né placche ateroscle-
rotiche individuabili.
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Tabella1 ® Andamento temporale dei principali dati clinici e laboratoristici della paziente
LDL

TERAPIA DATA BMI HBAI1C TSH PA AST ALT GGT (MG/

(KG/M?) (%) (MU/L) (MMHG) (IU/L) (lu/L) (lU/L) bL)
Metformina 2550, Glargine 40 08/17 43.9 8.5 - 170/95 - - - 120
Met/Dapa 2000/10, Glargine 28 12/17 41.4 7.3 1.05 128/89 26 37 82 97
Met/Dapa 2000/10, Glargine3o = 06/18 39.9 - - 130/70 37 37 68 -
Met/Dapa 2000/10, Glargine 30 0718 4023 7.1 - 124/94 - - - -
Met/Dapa 2000/10, Glargine 28 02/19 4023 7.1 - 122/88 - - - -
Met/Dapa 2000/10, Glargine 30 08/19 37.5 6.7 2.13 145/101 - - - 86
Met/Dapa 2000/10, Glargine 18 02/20 31.2 6.4 0.05 119/82 24 23 37 129
Met/Dapa 2000/10, Glargine 14 09/20 31.0 6.6 1.68 121/81 - - - 94

Conclusioni. Paziente affetta da DMTz in attuale fase di scompenso
glicometabolico. Si consegna schema dietetico da sequire con atten-
zione e si raccomanda regolare esecuzione di esercizio fisico aerobico.
Si consiglia sospensione di glimepiride/pioglitazione, prosecuzione di
metformina ed introduzione di insulina glargine 16 UI con istruzione
della paziente ad auto-titolazione della stessa. Al prossimo controllo
valutazione di introduzione di GLP1-RA 0 SGLT2-i.

Successive rivalutazioni. Landamento del compenso glicemico e di
parametri clinici e laboratoristici selezionati é mostrato in tabella 1.
Al controllo a tre mesi la paziente mostra un miglioramento del com-
penso glicemico, con titolazione dellanalogo lento fino a 40 UL, che
non rimane comunque soddisfacente. Viene introdotto dapagliflozin in
associazione precostituita con metformina. In relazione ai valori pres-
sori non controllati viene anche introdotta terapia antipertensiva con
associazione precostituita di bloccante del recettore dellangiotensina
e diuretico tiazidico. Ai successivi controlli (12/2017-08/2019) si riscontra
progressivo miglioramento del controllo glicemico e buon calo pondera-
le, unitamente a riduzione delle transaminasi, mentre permane elevato
illivello diy-GT. La paziente riferisce maggiore attenzione alla dieta ed
attivita fisica. In relazione alla giovane et della paziente ed al grado di
obesita, che permane elevato nonostante limportante calo ponderale,
si propone intervento di chirurgia bariatrica (Laparoscopic Sleeve
Gastrectomy, LSG). Il ricorso ad interventi di chirurgia bariatrica
viene infatti raccomandato dagli standard di cura AMD-SID in pa-
zienti di etd 18-65 anniin caso di BMI=40 kg/m? indipendentemente dal
compenso glicemico o in caso di BMI>35 kg/m? e scompenso glicemico.
Esso pud comunque essere preso in considerazione in pazienti con BMI
compreso tra 35 e 40 kg/m? e buon compenso glicemico (1). La paziente si
dimostra ben disposta all'intervento ed inizia quindi il percorso presso il
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nostro centro. Esegue visita chirurgica, stadiazione endocrino-metabo-
lica senza riscontro di controindicazioni e calorimetria indiretta in cui
vieneriscontrata modica contrazione del dispendio energetico (rapporto
tra misurato e predetto mediante equazione di Harris-Benedict pari al
79%), condizione che abbiamo riscontrato di frequente in pazienti ipoti-
roidei, nonostante adeguata supplementazione con levotiroxina docu-
mentata da TSH a target (2). Dal colloquio di consultazione psicologica
non emergono disturbi del comportamento alimentare e problematiche
psicopatologiche in generale. La paziente & motivata allintervento al
fine di migliorare la qualita della propria vita ed ha aspettative realisti-
cherispetto allefficacia dello stesso. Per questi motivi non si riscontrano
controindicazioni psicologiche assolute all intervento.

Lintervento viene programmato nel febbraio 2019; tuttavia, durante
la valutazione laparoscopica si evidenza fegato megalico con cirrosi
micronodulare bilobare misconosciuta ed imponente ernia jatale con
risalita dello stomaco in torace. In considerazione di quest’ultima si
decide di non proseguire con l'intervento bariatrico programmato. Si
procede con riduzione dell'ernia in addome e jatoplastica. Il decorso
post-operatorio risulta comunque non complicato. La paziente viene
quindiinviata a visita epatologica. Vengono escluse epatopatie virali,
alcol-mediate, auto-immuni, legate a farmaci o ad emocromatosi e
malattia di Wilson, ponendo diagnosi di cirrosi epatica compensata
(Child-Pugh As) correlata a steatosi epatica non alcolica (NAFLD,
Nonalcoholic Fatty Liver Disease). Viene effettuata inoltre
presso il nostro centro elastografia epatica mediante 2-dimensional
shear-wave elastography (2D-SWE), che conferma il quadro ci cirrosi
(liver stiffness (LSM) pari a 18 3 kPa, IQR/med 18%), al fine di poter se-
guire landamento temporale della fibrosi epatica in modo non invasi-
vo mediante sua ripetizione. Viene inoltre esequita esofagogastroduo-
denoscopia che non evidenzia la presenza divarici esofagee.



1° QUESITO

Qual e la prevalenza di NAFLD e
fibrosi avanzata in pazienti affetti da
diabete tipo 2 e/o obesita? E indicato lo
screeninig di questa condizione?

Le stime di prevalenza di NAFLD in pazienti affetti da
DMT2 variano in base all’etnia ed alla metodica utiliz-
zata per la sua identificazione (ecografia dell'addome,
marker sierici, risonanza magnetica, metodi elastogra-
fici, biopsia). Una recente metanalisi ha riscontrato una
prevalenza media a livello globale del 55%, includendo
soprattutto studi basati sull’'ecografia (3), mentre studi
basati su una metodica con maggiore sensibilita come
la risonanza magnetica mostrano una prevalenza in-
torno al 65-70% (4). Limpatto del DMT2 risulta negativo
sulla prognosi della NAFLD e la prevalenza di forme di
steatoepatite (NASH, nonalcoholic steatohepatitis) e di fibro-
si epatica avanzata (che risulta il principale predittore di
eventi clinici epato-relati (5)) si attestano intorno al 35%
e 17%, rispettivamente (6,7). Allo stesso modo, casistiche
di pazienti inviati a chirurgia bariatrica con biopsia epa-
tica intra-operatoria hanno mostrato tassi di prevalenza
variabili soprattutto in base alla proporzione di donne,
all’eta media ed alle comorbilita metaboliche dei soggetti
arruolati. Una metanalisi di studi bioptici ha identifi-
cato la presenza di steatosi, NASH e fibrosi avanzata nel
91%, 37% € 10%, rispettivamente (8).

Nonostante questi elevati tassi di prevalenza, nonvie ac-
cordo tra le principali societa scientifiche internazionali
circa la necessita di eseguire uno screening sistematico
di questa condizione, soprattutto per l'assenza di dati
sulla costo-efficacia e la mancanza di terapie farmaco-
logiche approvate. Mentre le linee guida congiunte delle
societa europee per lo studio del fegato (EASL), del diabete
(EASD) e dell’'obesita (EASO) suggeriscono lo screening si-
stematico mediante ecografia epatica seguita dall'utiliz-
zo di biomarcatori non invasivi di fibrosi (quali il FIB-4, il
NAFLD fibrosis score e il AST to platelet ratio index, Fig. 1)
(9), VAmerican Association for the Study of Liver Diseases (AASLD)
non consiglia uno screening sistematico, ma soltanto vi-
gilanza attiva (10).
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2° QUESITO

La cirrosi rappresenta una
controindicazione ad interventi di
chirurgia bariatrica?

Questo quesito é stato oggetto di una recente consensus
di esperti dell’American Gastroenterology Association (11). Vie-
ne innanzitutto riconosciuta l'obesita come un fattore
prognostico negativo sulla storia naturale delle epato-
patie croniche di diversa eziologia e si sottolinea come
la perdita di peso mediante modifica dello stile di vita
(idealmente >10%) determini miglioramento del quadro
epatico. Ciononostante, una simile perdita di peso viene
raggiunta da pochi pazienti, limitandone l'utilita cli-
nica per i pazienti con cirrosi. Lopzione della chirurgia
bariatrica deve essere considerata in casi selezionati in
pazienti con cirrosi epatica compensata al fine di ridurre
il rischio di epatocarcinoma e complicanze quali ascite,
sindrome epatorenale, sanguinamento da varici ed en-
cefalopatia epatica. Questi pazienti dovrebbero essere
operati in centri ad alto volume di interventi bariatrici
da un team di chirurghi ed anestesisti esperti nella ge-
stione dei pazienti con epatopatia cronica ed e fondamen-
tale la valutazione pre-operatoria della presenza di iper-
tensione portale clinicamente significativa attraverso
esecuzione di esofagogastroduodenoscopia ed eventuale
misurazione del gradiente pressorio porto-cavale. Poi-
ché infine e stato descritto un incremento del consumo
di alcolici dopo interventi di chirurgia bariatrica, risulta
fondamentale approfondire questo aspetto prima dell’in-
tervento e durante il successivo follow-up. La tipologia di
intervento da prediligere in questi pazienti e la LSG, in
quanto permette di preservare un accesso endoscopico
all'albero biliare, determina una perdita di peso gradua-
le nel tempo ed & meno gravata da rischio di malassor-
bimento rispetto ad altri interventi. Infine si sottolinea
come la chirurgia bariatrica sia indicata in pazienti con
cirrosi scompensata esclusivamente contemporanea-
mente o successivamente ad intervento di trapianto epa-
tico. Sono infatti state descritte casistiche di pazienti che
hanno eseguito simultaneamente trapianto di fegato ed
LSG con buoni risultati (12).
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Figura1

@ Flowchart per lo screening della steatosi epatica nei pazienti obesi o affetti da diabete mellito di tipo 2
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* Esempi di biomarcatori di steatosi sono il Fatty Liver Index (FLI), I'Hepatic Steatosis Index (HSI) ed il NAFLD Liver Fat Score (NLFS)

° Esempi di biomarcatori di fibrosi sono il Fibrosis-4 (FIB-4) ed in NAFLD Fibrosis Score (NFS).

Adattata da (9)
3° QUESITO

Qual e 'eftetto della chirurgia bariatrica
sulla severita istologica della NAFLD e
sugli eventi epatici?

Non esistono ad oggi trial clinici che abbiano randomiz-
zato pazienti a chirurgia bariatrica e gruppo di controllo
e valutato endpoint epatici istologici o clinici. Levidenza
disponibile giunge quindi da studi osservazionali. Una
metanalisi ha incluso 32 studi di coorte con biopsia epa-
tica al basale e dopo intervento per un totale di 3093 pezzi
bioptici. La chirurgia bariatrica ha determinato risolu-
zione della steatosi epatica nel 66% dei pazienti, dell'in-
fiammazione nel 50%, della degenerazione balloniforme
nel 76% e della fibrosi del 40%, mentre un peggioramento
del quadro di fibrosi si é verificato nel 12% dei pazienti (13).
In un successivo ampio studio prospettico monocentrico
sono stati arruolati 180 pazienti con NASH ed e stata ese-
guita una biopsia epatica durante l'intervento chirur-
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gico, poi ripetuta ad 1 ed a 5 anni di distanza. A 5 anni
dall'intervento vi era stata una risoluzione della NASH
senza peggioramento della fibrosi nell’85% dei pazienti,
il grado di fibrosi si era ridotto nel 70% ed il 56% dei pa-
zienti con fibrosi epatica avanzata (F3) al baseline era pri-
vo di qualsiasi grado di fibrosi.

I dati sugli eventi epatici in seguito a chirurgia baria-
trica sono invece pitt scarsi. In una recente analisi dello
studio svedese SOS gli autori non hanno identificato una
significativa differenza nell'incidenza di ricoveri e morti
per eventi epatici tra pazienti trattati con chirurgia ba-
riatrica ed un gruppo di controllo matchato per diversi
fattori confondenti. Nonostante la potenza statistica
fosse probabilmente inadeguata visto il basso numero di
eventi verificatisi, e stato possibile individuare un trend
di riduzione degli eventi correlati a NAFLD ed un incre-
mento dei casi di cirrosi associati ad eccessivo consumo
dialcol (14).
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Una volta escluse complicanze della cirrosi e presenza di
ipertensione portale, la paziente ¢ stata sottoposta ad in-
tervento di LSG nell’'ottobre 2019 con decorso post-operato-
rio non complicato. Il calo ponderale nei successivi mesi
& stato soddisfacente, anche se inferiore alla media dei
pazienti trattati mediante questa procedura nel nostro
centro (Tab. 1). Ad esso si é associata maggiore facilita a
mantenere un buon compenso glicemico con dosi all'in-
circa dimezzate dell’analogo insulinico lento, con mante-
nimento della terapia con metformina ed SCLT-2 inibitore
ben tollerati. In relazione al rischio di ipoglicemia sara da
valutare eventuale nuovo tentativo di sostituzione di in-
sulina basale con CLP1-RA, il cui profilo di effetti collate-
rali in pazienti operati di chirurgia bariatrica é risultato
simile alle esperienze nella popolazione diabetica gene-
rale (15). E possibile per la nostra paziente che la correzio-
ne della voluminosa ernia jatale faciliti la tollerabilita
del farmaco, sebbene non vi siano evidenze in tal senso.
Inoltre, in prevenzione cardiovascolare, visti gli effetti
modesti della LSG sul colesterolo LDL gia documentati in
letteratura (16) e confermati nella nostra paziente, si pro-
cedera ad incrementare la posologia della terapia ipolipe-
mizzante.

Dal versante epatologico abbiamo assistito ad una ridu-
zione sia degli enzimi epatici sia della stiffness epatica
valutata nel febbraio 2021 (LSM 10.4 kPa, IQR/Med 22%).
Sebbene questa rapida riduzione di stiffness non indichi
necessariamente una regressione della cirrosi, é stato di-
mostrato che 'andamento temporale della stessa incre-
menti il valore predittivo di futuri eventi epatici rispetto
ad una singola valutazione (17). E inoltre indicata l'esecu-
zione di ecografia addome superiore semestrale come pro-
cedura di screening per I'epatocarcinoma (18).
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