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Abstract

Premessa e obiettivi

La definizione di Metabolic Dysfunction-Associated Steatotic Liver Disease (MASLD) e stata
recentemente proposta per identificare i soggetti affetti da steatosi epatica e comorbidita
metaboliche ed ha sostituito la definizione di Non-Alcoholic Fatty Liver Disease (NAFLD).
La Lipasi Acida Lisosomiale (LAL) € un enzima coinvolto nel metabolismo lipidico, che
idrolizza gli esteri del colesterolo e i trigliceridi. Mutazioni del gene LIPA determinano
una ridotta attivita di questo enzima, determinando l'accumulo di esteri del colesterolo e
trigliceridi in molti organi, compreso il fegato. Studi precedenti hanno dimostrato una

riduzione dell’attivita enzimatica della LAL nei pazienti con NAFLD e NASH-cirrosi.

Non vi sono in letteratura studi prospettici sulla relazione tra attivita della LAL ed
evoluzione della MASLD. Obiettivo dello studio e stato quello di valutare l'associazione
tra l'attivita enzimatica della LAL e la progressione della fibrosi epatica nei soggetti affetti

da MASLD.
Metodi e risultati

Lo studio e stato condotto nell’ambito dello studio PLINIO (Progression of Liver Damage and
Cardiometabolic Disorders in Non-alcoholic Fatty Liver disease: an Observational Cohort study.
ClinicalTrials.gov. Id. NCT04036357). Revisionando i criteri di inclusione nello studio in
maniera concorde a quelli diagnostici di MASLD e stata identificata una coorte di 847
pazienti. Tutti i pazienti erano negativi per abuso alcolico, epatiti virali, autoimmuni o
iatrogene, escludendo eziologie miste. Sono stati inclusi nell’analisi i soggetti a cui era stata
dosata l'attivita enzimatica della LAL all’arruolamento, e dei quali era disponibile un
follow-up laboratoristico di almeno 6 mesi(n=272). Sono stati esclusi dall’analisi i pazienti
con dati incompleti per il calcolo di FIb-4 in almeno due momenti successivi. La
progressione della fibrosi e stata definita come la variazione dello score Fib4 da negativo

(<1.3 se paziente di eta <65 anni o <2.0 se eta >65 anni) a indeterminato o positivo.



L’insorgenza di fibrosi avanzata e stata valutata come la variazione del Fib4 da <2.67 a

>2.67.

I1 follow-up mediano e stato di 70.5 [43.8-112.2] mesi, per un totale di 1720 pazienti/anno.
Al baseline l'attivita LAL ed il Fib4 score sono risultati inversamente associati (rS=-0.126,
p=0.038). Durante il follow-up, 49 pazienti hanno mostrato progressione della fibrosi. I
pazienti con progressione presentavano valori piu bassi di attivita di LAL all’arruolamento
(0.9[0.7-1.2] vs 0.7 [0.4-0.8] nmol/spot/h; p=0.026). Successivamente, la popolazione e stata
suddivisa in terzili, in base ai valori basali di attivita della LAL; i pazienti con piu bassa
attivita enzimatica sono risultati essere a maggior rischio di sviluppare la progressione
della fibrosi (I vs II+1II tertile log-rank test p=0.008) e I'insorgenza di fibrosi avanzata (I vs
IT+I1I tertile log-rank test p=0.028). All’analisi multivariata, valori piu bassi di attivita LAL
sono risultati essere associati sia alla progressione della fibrosi (HR [Hazard Ratio]=1.879;
95% C.I. 1.063 — 3.32; p=0.030) che all'insorgenza di fibrosi avanzata (HR=5.390, 95% C.I.
1.216 —23.896, 0.027).

Conclusioni

Nei pazienti affetti da MASLD, la ridotta attivita enzimatica della LAL si associa al
progressivo peggioramento della fibrosi epatica, fino alle forme piti avanzate. Il dosaggio
dell’attivita enzimatica della LAL potrebbe quindi rappresentare un efficace predittore di
progressione, utile a identificare il sottogruppo di pazienti MASLD a maggior rischio di
progressione di malattia. Tali risultati necessitano di una conferma su popolazioni piu
ampie. Infine, terapie mirate al miglioramento dell’attivita enzimatica della LAL,

potrebbero rappresentare una nuova strategia terapeutica nei pazienti con MASLD.
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Introduzione: NAFLD, MAFLD e MASLD a confronto

Le linee guida EASL (European Association for the Study of the Liver) — EASD (European
Association for the Study of Diabetes) — EASO (European Association for the Study of Obesity)
del 2016 [1] definiscono la NAFLD (Non-Alcoholic Fatty Liver Disease) come una patologia
caratterizzata dall'accumulo intraepatico di lipidi in assenza di coesistenti cause
secondarie, quali l'abuso di alcool (<20g/die per la donna e <30g/die per 1'uomo), le
infezioni croniche da virus epatotropi, le epatiti autoimmuni, 1'uso di farmaci
potenzialmente steatogeni (es. amiodarone, cordarone, tamoxifene [2]) e le malattie

ereditarie monogeniche (es. emocromatosi, Morbo di Wilson).
Nella definizione di NAFLD sono incluse due condizioni istopatologiche distinte [3]:

e NAFL (Nonalcoholic Fatty Liver), steatosi epatica semplice: caratterizzata dalla
presenza di steatosi in almeno il 5% degli epatociti, con o senza infiammazione e

fibrosi, in assenza di degenerazione balloniforme;

e NASH (Nonalcoholic ~Steatohepatitis), steatoepatite non alcolica: diagnosi
esclusivamente istologica la cui caratteristica imprescindibile e la degenerazione
balloniforme degli epatociti in presenza di steatosi, infiammazione portale e

lobulare.

Nel tentativo di andare a sostituire la definizione di NAFLD, nel 2020 un panel di esperti
internazionali ha proposto la definizione di MAFLD (Metabolic Dysfunction-Associated Fatty
Liver Disease) [4]. La definizione di MAFLD introduceva la necessaria concomitanza
dell'evidenza dell'accumulo di grasso intraepatico, diagnosticato mediante esami

radiologici o istologici, e di almeno un fattore dismetabolico tra i seguenti:

e Sovrappeso o obesita (BMI — Body Mass Index >25 kg/m?);
e Diabete mellito di tipo 2 (DM2);
e In caso di paziente normopeso (BMI <25 kg/m?) e non diabetico, in presenza di

almeno due alterazioni metaboliche tra le seguenti:



o Circonferenza vita 2102cm per gli uomini, 288cm per le donne;

o Pressione arteriosa >130/85mmHg o in corso di terapia;

o Trigliceridi 2150mg/dl (=1.70mmol/l) o in corso di terapia;

o HDL-colesterolo <40mg/dl (<1.0mmol/l) per gli uomini, <50mg/dl
(<1.3mmol/l) per le donne o in corso di terapia;

o Condizione di prediabete, definita come glicemia a digiuno tra 100 e
125mg/dl (5.6-6.9mmol/l) o glicemia a due ore dal pasto tra 144 e 199mg/dl
(7.8-11.0mmol/1) o emoglobina glicata tra 5,7% e 6,4% (39-47mmol/mol);

o HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance) >2.5;

o Proteina C-reattiva ad alta sensibilita (hs-CRP, High Sensitivity C-Reactive

Protein) >2mg/1.

Contrariamente a quanto accadeva con la diagnosi di NAFLD, permessa solamente in
assenza di ulteriori potenziali cause di steatosi, gli autori proponevano per la MAFLD un
processo diagnostico “positivo”, che prevedeva I'identificazione di una serie di alterazioni
metaboliche che negli anni sono risultate essere correlate alla steatosi epatica. Inoltre, gli
autori avevano sensibilmente ridotto i criteri di esclusione diagnostica sottolineando la
possibilita del verificarsi di “dual aetiology”, ossia di possibili overlap eziologici di steatosi

(es: MAFLD associata ad abuso di alcol e/o infezioni croniche da virus epatotropi).

Tale proposta e stata accolta con reazioni contrastanti dalla comunita scientifica.  maggiori
dubbi sono stati sollevati riguardo le diagnosi di overlap e la totale esclusione dalla

diagnosi di forme non associate a dismetabolismo. ([5], [6])

Ancor piu recentemente, nel giugno del 2023, attraverso un Consensus Statement delle
societa scientifiche EASL, AASLD (American Association for Study of Liver Disease) e ALEH
(Asociacion Latino-americana para el Estudio del Higado), sono state presentate le nuove
definizioni di MASLD (Metabolic Dysfunction-Associated Steatotic Liver Disease) e MASH

(Metabolic Dysfunction-Associated Steatohepatitis). [7]



La MASLD e caratterizzata dall’accumulo di grasso intraepatico, diagnosticato mediante
esami radiologici o istologici, in associazione con la presenza di alterazioni metaboliche e

I'assenza di altre cause di steatosi epatica.

Le alterazioni metaboliche sono definite come la presenza di almeno 1 delle seguenti 5

condizioni:
e BMI >25 kg/m?2 o circonferenza vita 294cm per gli uomini, 280cm per le donne;

e (Glicemia a digiuno 2100mg/dl (5.6mmol/I) o glicemia a due ore dal pasto >140mg/d]l
(7.8mmol/l) o emoglobina glicata >5,7% (39mmol/mol) o diagnosi di diabete mellito

di tipo 2 (DM2) o in corso di terapia;
e Pressione arteriosa 2130/85mmHg o in corso di terapia;
e Trigliceridi 2150mg/dl (=1.70mmol/l) o in corso di terapia;

e HDL-colesterolo <40mg/dl (<1.0mmol/l) per gli uomini, <50mg/dl (<1.3mmol/l) per

le donne o in corso di terapia.

Rispetto al precedente tentativo operato nel 2020, con la definizione di MASLD viene
effettuata una specifica rispetto le diagnosi di sovrapposizione, creando una specifica
classe diagnostica per la concomitante presenza di fattori di rischio metabolici e di abuso
di alcol (pari a 140-350 g/settimana per le donne e 210-420 g/settimana per gli uomini),
riconoscendo messianismi patogenetici molecolari comuni nelle due forme e definendo la
condizione come MetALD (Metabolic-Alcoholic Liver Disease). In caso di coesistenza con
altre cause di steatosi si parla invece pili genericamente di “malattia ad eziologia

combinata”.
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Steatotic Liver Disease
(Hepatic steatosis identified by imaging or biopsy)

Does the patient meet any of
the cardiometabolic criteria?*

Yes

Are there any other causes of steatosis?

No Yes

A 4 A 4

No

Are there any other causes of steatosis?

Metabolic Dysfunction Other specific
Associated Steatotic MetALD or other . aetiology SLD
C LD**
Liver Disease combination aetiology RyptogenicSkD (e.g. ALD, DILI,
(MASLD) Monogenic diseases)

*Cardiometabolic criteria

O

U]

Adult Criteria

At least 1 out of 5:

BMI 2 25 kg/m?[23 Asia] OR WC > 94 cm (M) 80 cm
(F) OR ethnicity adjusted

Fasting serum glucose = 5.6 mmol/L [100 mg/dL] OR
2-hour post-load glucose levels = 7.8 mmol/L

[2140 mg/dL] OR HbA1c 2 5.7% [39 mmol/L] OR
type 2 diabetes OR treatment for type 2 diabetes

Blood pressure = 130/85 mmHg OR specific
antihypertensive drug treatment

Plasma triglycerides = 1.70 mmol/L [150 mg/dL] OR
lipid lowering treatment

Plasma HDL-cholesterol < 1.0 mmol/L [40 mg/dL] (M)
and < 1.3 mmol/L [50 mg/dL] (F) OR lipid lowering
treatment

Pediatric Criteria

At least 1 out of 5:

D BMI > 85" percentile for age/sex [BMI z score 2 +1]
OR WC > 95" percentile OR ethnicity adjusted

[] Fasting serum glucose 2 5.6 mmol/L [> 100 mg/dL]
OR serum glucose 2 11.1 mmol/L [> 200 mg/dL] OR
2-hour post-load glucose levels = 7.8 mmol
[140 mg/dL] OR HbA1c = 5.7% [39 mmol/L] OR
already diagnosed/treated type 2 diabetes OR
treatment for type 2 diabetes

[ ] Blood pressure age < 13y, BP 2 95th percentile OR
> 130/80 mmHg (whichever is lower); age = 13y,
130/85 mmHg OR specific antihypertensive drug
treatment

[ ] Plasma triglycerides < 10y, = 1.15 mmol/L
[> 100 mg/dL]; age = 10y, 2 1.70 mmol/L
[2 150 mg/dL] OR lipid lowering treatment

D Plasma HDL-cholesterol < 1.0 mmol/L [ 40 mg/dL]
OR lipid lowering treatment

Figura 1 - Criteri diagnostici di MASLD [7]
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Epidemiologia

Negli ultimi 20 anni, la NAFLD ¢é progressivamente diventata la causa pitt comune di
epatopatia cronica, con una prevalenza globale stimata attorno al 30% [8]. La prevalenza
della NAFLD aumenta fino al 55.5% nei pazienti affetti da diabete mellito di tipo 2 (DM2)
e circa il 65% in caso di diagnosi concomitante di obesita e DM2 [9]. Alla NAFLD si
associano comorbidita quali 'obesita, il DM 2, I'IR, la dislipidemia, l'ipertensione e la

sindrome metabolica. [10]

Nonostante a causa della recente introduzione della definizione di MASLD, non vi siano
dati epidemiologici che utilizzano tale nomenclatura, dati preliminari mostrano una
elevata concordanza diagnostica tra NAFLD e MASLD, rendendo i dati raccolti sulla

NAFLD estendibili alla MASLD. ([11], [12])

Patogenesi

La patogenesi della NAFLD e complessa e multifattoriale. Nel 1998 fu proposta una teoria
eziopatogenetica nota come “two-hit hypothesis”, per spiegare linsorgenza della
steatoepatite. Secondo questa teoria, l'accumulo di grasso negli epatociti sarebbe
primariamente promosso dall'IR, mentre successivi stimoli ossidativi determinerebbero

lI'insorgenza dello stato infiammatorio e lo sviluppo di fibrosi epatica. [13]

Ad oggi sappiamo che il processo patogenico della NAFLD e molto pit complesso di
quanto teorizzato nel 1998, e la precedente teoria e stata sostituita da quella del “multiple-
hits hypotesis” secondo la quale i differenti meccanismi eziopatogenetici in grado di indurre
la steatosi e le sue complicanze agiscono contestualmente, favorendo tanto l'insorgenza

quanto la progressione della malattia [14] (Fig.2).
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Figura 2 - Patogenesi [15]

Metabolismo lipidico e lipotossicita
La steatosi epatica ha inizio con I'accumulo di trigliceridi all'interno degli epatociti, nei

lipid droplets. I trigliceridi che si accumulano nel fegato provengono da:

e De-novo lipogenesis (DNL) del fegato: determina circa il 26% dei trigliceridi epatici

ed e strettamente correlato all'IR. Attraverso la DNL l'eccesso di carboidrati e
convertito in trigliceridi. Questo processo e regolato da alcuni fattori di trascrizione
nucleare, tra cui, il pit importante e il SREBP-1c (Sterol Regulatory Element-Binding
Protein). SREBP-1c promuove la DNL aumentando la trascrizione degli enzimi che
partecipano alla lipogenesi, quali Acetyl Co-A Carboxylase (ACC), Fatty Acyl Synthase
(FAS) e Steroyl Carboxy Desaturase (SCDs). La DNL si correla all'IR in quanto il

recettore IRS-2 (Insulin Receptors Substrate-2) agisce, quando attivato, come
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regolatore del fattore SREBP-1c. Negli stati di IR vi e una ridotta espressione del
recettore IRS-2, determinando wuna wup-regulation di SREBP-lc e,
conseguentemente, l'aumento della DNL. ([16], [17], [18]) SREBP-1c regola, inoltre,
anche l'azione dell'enzima HMG-CoA reduttasi, che catalizza la prima reazione del
processo di sintesi del colesterolo. Questo spiega gli aumentati livelli di LDL (Low
Density Lipoprotein) che si riscontrano nei pazienti affetti da steatosi epatica. ([19],
[20])

Altri fattori che regolano la DNL e che risentono dell’azione dell’insulina sono la
ChREBP (Carbohydrate Response Element-Binding Protein), che regola la produzione
di Acetil-CoA partendo dal glucosio e la sintesi di FFAs (Free Fatty Acids) e di VLDL
[21], e i recettori PPAR (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor), in particolare

PPAR-a che regola la beta-ossidazione lipidica e PPAR-y che innesca la DNL [22];

Lipolisi del tessuto adiposo: attraverso questo processo vengono mobilizzate in

circolo catene di FFAs che vengono poi catturate dal fegato e costituiscono circa il
60% dei trigliceridi epatici. Nei pazienti affetti da obesita e IR si osserva un
aumento della lipolisi viscerale indotta dalle catecolamine, mentre la lipolisi basale
e aumentata nei pazienti affetti da IR indipendentemente dal BMI e dall’eta.
L’aumentato rilascio di FFAs da parte degli adipociti peggiora I'accumulo di lipidi

negli organi insulino-sensibili come il fegato ([23], [24]);

Lipidi provenienti dalla dieta: costituiscono circa il 15% dei trigliceridi epatici [16].

In condizioni fisiologiche, l'accumulo di trigliceridi per sé non e epatotossico, ma

costituisce un meccanismo di difesa dall’eccessiva quantita di acidi grassi in circolo. Se

aumentato, 'accumulo di trigliceridi determina un danno a carico degli epatociti, delle

cellule di Kupffer (macrofagi specializzati localizzati nel fegato), delle cellule stellate e

delle cellule dei sinusoidi epatici, causando fenomeni di lipotossicita [25]. Il danno

epatocitario secondario all'accumulo di lipidi attiva le cellule stellate. Queste secernono la

citochina TGEp (Trasforming Grow Factor ) attivando dei meccanismi di comunicazione
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paracrina e la secrezione di materiale collagene nella matrice extracellulare, avviando il
processo fibrogenico ([26], [27]). Il danno epatico attiva, inoltre, le cellule di Kupffer, capaci
di rilasciare citochine (TNF-a, IL-1f3, IL-6, IL-12, IL-18) e chemochine pro-infiammatorie,

contribuendo alla patogenesi della steatoepatite [28].

Un ruolo importante nel metabolismo lipidico e quello dell'enzima LAL (Lysosomal Acid
Lipase). La LAL e codificata dal gene LIPA [29] ed agisce all’interno del lisosoma, andando
ad idrolizzare gli esteri del colesterolo in colesterolo libero ed i trigliceridi in acidi grassi e
glicerolo [30]. La disponibilita intracellulare di colesterolo libero e di FFAs regola
I’'omeostasi lipidica mediante meccanismi di feedback.
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Figura 3 - Ruolo dell'enzima LAL nel metabolismo lipidico [31]

Sono state identificate diverse mutazioni del gene LIPA che possono determinare un deficit
di Lipasi Acida Lisosomiale (LAL-D). In presenza di queste mutazioni l'attivita enzimatica
si riduce e determina un accumulo di lipidi all'interno dei lisosomi e delle cellule, fino a
danneggiarle [32]. L’accumulo lisosomiale di lipidi, nei LAL-D, e caratterizzato
dall’accumulo di colesterolo, con un pattern di composizione e distribuzione differente da
quanto si verifica nelle forme ambientali di NAFLD. La trasmissione e autosomica
recessiva e la manifestazione clinica varia a seconda del tipo di mutazione e dell’attivita

enzimatica residua. Si riconoscono due diversi fenotipi di malattia ([33], [34]):
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Wolman Disease (WD): ad esordio precoce e rapidamente progressiva, ¢ causa di

decesso entro l'anno di vita. L’attivita enzimatica LAL e assente o fortemente ridotta
(<1% della normale attivita). I soggetti affetti presentano epatosplenomegalia,

iperlipemia, insufficienza surrenalica, diarrea o steatorrea cronica e

malassorbimento, con conseguente ritardo nella crescita e cachessia.

Cholesteryl Ester Storage Disease (CESD): puo esordire tra l'eta infantile e l'eta
adulta, in quanto le manifestazioni cliniche dipendono dal tipo di mutazione e
dall’attivita enzimatica residua (1-12% della normale attivita). Si manifesta con
epatosplenomegalia, fibrosi epatica, dislipidemia e aterosclerosi precoce. I pazienti
affetti da CESD possono manifestare steatosi epatica con caratteristiche che mimano
la NAFLD, fino a quadri evolutivi di cirrosi epatica [35].
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Figura 4 - Caratteristiche della LAL-D [36]
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Insulino-resistenza
L’IR & una condizione caratterizzata da una inadeguata risposta cellulare allo stimolo
indotto dall’insulina. Per questo motivo, al fine di ottenere la risposta attesa, € necessario

che le cellule vengano stimolate con quantita piu elevate di insulina. [37]

L’effetto biologico dell'insulina ha inizio attraverso il legame con il suo recettore. Tale
legame instaura una serie di eventi a cascata, tra i quali la fosforilazione di una tirosina
sulle proteine IRS (Insulin Receptors Substrate) 1 e 2, che termina con la traslocazione di un
trasportatore del glucosio (GLUT-4) dalla regione intracellulare alla membrana cellulare.
Lungo questa complessa sequenza di eventi, i meccanismi responsabili dell'IR possono
coinvolgere il legame dell’insulina con il recettore, la fosforilazione delle proteine IRS o il
trasportatore GLUT4: qualsiasi sia la causa, si va ad instaurare una condizione
caratterizzata dalla ridotta risposta all’insulina e dall'aumento delle concentrazioni di

glucosio e di lipidi intraepatici. [38]

Come visto in precedenza, I'IR si associa ad un incremento della DNL in conseguenza
dell’effetto su diversi mediatori intracellulari, in particolare su SREBP-1c. In aggiunta, I'IR
determina anche una ridotta capacita delle cellule muscolari di ricevere glucosio (a causa
della ridotta traslocazione di GLUT4) e di sintetizzare glicogeno, con conseguente eccesso

di glucosio circolante che diventa substrato in eccesso per la DNL epatica. [39]

Anche i mediatori dell’infiammazione sistemica hanno un ruolo nell’IR: il TNF-a, ad
esempio, favorisce I'IR attraverso la fosforilazione della serina dell'IRS-1, riducendo
l'espressione di GLUT-4 [40]; invece, I'IL-6 causa un aumento dell’espressione del
mediatore SOCS-3 epatico (Suppressor Of Cytokine Signaling-3) che a sua volta induce la
degradazione delle molecole coinvolte nella segnalazione dell'insulina e l'attivazione di

SREBP-1c ([41], [42], [43]).

Nel complesso lo stato di insulino-resistenza determina la soppressione della

gluconeogenesi e l'aumento della DNL nel fegato, la riduzione della glicogenogenesi
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muscolare e lo stress infiammatorio. Tutto cido determina l'instaurarsi di un circolo vizioso

che puo favorire la comparsa e la progressione della NAFLD. [44]

Obesita e inflammazione
La prevalenza della NAFLD nella popolazione affetta da sovrappeso o obesita e di circa il

55% ([8], [45]). Vi e una stretta relazione tra NAFLD, obesita e stato infiammatorio.

Il tessuto adiposo produce una serie di citochine proinfiammatorie (quali TNF-a e IL-6
precedentemente descritte) che concorrono all'instaurazione di uno stato infiammatorio
sistemico cronico di basso grado caratteristico dei soggetti affetti da obesita. Anche l'azione
del fattore di trascrizione NF-kB (Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer Of Activated B
Cells), maggiormente attivo nei pazienti obesi, amplifica lo stato infiammatorio. NF-kB e
normalmente espresso all'interno del citoplasma ma quando la proteina IKK2 fosforila la
sua proteina inibitrice IKb, quest'ultima trasloca nel nucleo cellulare inducendo

l'espressione di vari mediatori infiammatori. ([46], [47])

Gli adipociti secernono adipochine specializzate, quali la leptina e la adiponectina. La
leptina & un ormone anoressizzante che favorisce il dispendio energetico, e nei pazienti
obesi si puo osservare una resistenza alla leptina a cui consegue una ridotta soppressione
dell’appetito [48]. L’adiponectina svolge un’azione insulino-sensibilizzante, grazie al suo
recettore AdipoR2 che a sua volta attiva PPAR-q, ed antinfiammatoria, come conseguenza
del blocco I'attivazione di NF-kB e della secrezione di citochine antinfiammatorie [49]. Nei
soggetti obesi si osserva un aumento della leptina circolante e una riduzione della
adiponectina, andando nel complesso a favorire l'insorgenza e il mantenimento del

processo infiammatorio cronico. ([47], [50])

L’eccesso di FFAs, lo stress ossidativo e i mediatori proinfiammatori circolanti possono
determinare l'attivazione degli inflammosomi, complessi citoplasmatici multiproteici che

fanno parte del sistema immunitario innato e che agiscono come sensori di patogeni

18



(PAMPs, Pathogen-Associated Molecular Patterns Molecules) o di danno (DAMPs, Damage-
Associated Molecular Patterns Molecules) esogeni od endogeni, attivando la risposta
immunitaria. Di particolare interesse e l'inflammosoma NLRP3 (Nucleotide-Binding
Oligomerization Domain-Like Receptor Family, Pyrin Domain Containing 3). Nei pazienti affetti
da steatoepatite si e infatti osservata una maggiore attivazione di questo inflammosoma e

la conseguente attivazione delle cellule stellate epatiche. ([51], [52])

Stress ossidativo
Lo stress ossidativo € una condizione caratterizzata da uno squilibrio nel sistema redox,

con prevalenza delle sostanze pro-ossidanti rispetto a quelle antiossidanti.

Nelle cellule, le specie reattive dell’ossigeno (ROS) sono prodotte principalmente dai
mitocondri e sono capaci di interferire con le strutture interne della cellula e le loro
funzioni. Fisiologicamente i meccanismi antiossidanti neutralizzano i ROS in eccesso.
Quando si crea una discrepanza tra la produzione di ROS e le capacita antiossidanti di
difesa, possono insorgere danni cellulari e a carico del DNA. E stato dimostrato che nella
NAFLD si verificano sia la riduzione delle sostanze antiossidanti [53] che I'aumento di

quelle pro-ossidanti [54].

L’incremento della [3-ossidazione dei FFAs nei mitocondri [55] e 'aumentata espressione
del citocromo P450 2E1 (CYP2E1l) ([56], [57]) determinano l'accumulo di ROS negli
epatociti. L’accumulo di ROS favorisce la perossidazione lipidica [58] e i prodotti che ne
derivano hanno effetto di lipotossicita epatica, determinando la disfunzione
mitocondriale, lo stress del reticolo endoplasmatico e l'attivazione della NADPH ossidasi
(NOX), enzima che catalizza la produzione dei radicali superossido [59]. A riprova di
questo, e stato dimostrato che nei pazienti con NAFLD vi e un aumento della sNOX2-dp

sierica, marker di attivazione della NOX2 [54].
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La perossidazione dei lipidi determina inoltre la formazione di 4-HNE (4-Hydroxy-2-
Nonenal) e MDA (Malondialdehyde), prodotti intermedi del processo, capaci di diffondersi

nello spazio extracellulare e amplificare l'effetto dello stress ossidativo. [60]

Il danno mitocondriale secondario all’eccessiva produzione di ROS puo costituire una
causa scatenante lattivazione dell’inflammosoma NLRP3 precedentemente descritto,

favorendo la progressione della malattia epatica. [61]

In condizioni di stress ossidativo si puo instaurare un processo noto come “stress del
reticolo endoplasmatico (ER)” caratterizzato dall’accumulo di proteine mal ripiegate
all'interno del lume dell’organello, a seguito del quale si attiva il gene URP (Unfolded
Protein Response) [62]. Lo stress del ER si correla all'aumentata espressione della Caspasi-
2, necessaria per avviare lattivita di SREBP-1. Nel complesso questo fenomeno determina
I'incremento della DNL e l'apoptosi degli epatociti, partecipando alla progressione della

malattia epatica. ([63], [64])

Dieta e asse intestino-fegato
Le cattive abitudini alimentari contribuiscono alla genesi della patologia, sia in
conseguenza di un aumentato introito calorico globale ma anche del consumo di alcuni

specifici nutrienti.

Nel corso dell'ultimo secolo, si & osservato un progressivo aumento della prevalenza
dell’obesita e di tutte le condizioni associate (IR, dislipidemia, ipertensione, diabete,
sindrome metabolica), soprattutto nei paesi industrializzati, dove piu spesso
I'alimentazione ¢ caratterizzata dal consumo cibi ad elevato contenuto calorico, a basso

contenuto di fibre e ricche di acidi grassi saturi e zuccheri aggiunti. [65]

Gia le linee guida EASL-EASD-EASO del 2016 per la gestione della NAFLD [1]

raccomandavano un cambio dello stile di vita volto alla perdita del 7-10% del peso
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corporeo ed in particolare suggerivano, come pattern dietetico, l'utilizzo della dieta

mediterranea, per la sua caratteristica composizione in macronutrienti.

L’aderenza alla dieta mediterranea e stata correlata ad un miglioramento della steatosi
epatica e dell'IR ([66], [67]), ma anche ad una minore attivazione delle piastrine e alla

minore deposizione di collagene nel fegato dei pazienti affetti da NAFLD [68].

Tra le variazioni dietetiche tipiche del nostro tempo, la piu impattante, per la malattia
epatica, e I'introduzione di elevate quantita di zuccheri aggiunti. Tra questi, preparazioni
ricche in fruttosio, come lo sciroppo di mais ad elevato contenuto di fruttosio, possono
avere un impatto sullincidenza e la progressione di NAFLD (HFCS — High-Fructose Corn
Syrup). I due tipi di HFCS usati nei processi alimentari industriali contengono il 42% e il
55% di fruttosio e sono utilizzati per dolcificare le bibite, le caramelle, i dolci ed i
condimenti. Pur trattandosi della stessa molecola, nel corpo umano leffetto delle
abbondanti quantita di fruttosio contenute negli HFCS & differente rispetto a quello
prodotto fruttosio ingerito con la frutta e la verdura, per via della diversa matrice
alimentare all'interno del quale si trova. Le fibre, le vitamine, i sali minerali e gli
antiossidanti che si trovano nei vegetali riducono l'assorbimento del fruttosio e quindi

anche gli effetti metabolici da esso indotto. ([69], [70], [71], [72])

Le elevate quantita di fruttosio ingerite con la dieta stimolano la DNL attivando i fattori di
trascrizione SREBP-1c e ChREBP e attraverso i metaboliti intermedi della fruttolisi che

partecipano ai processi di lipogenesi. ([73], [74], [75])

Il fruttosio, inoltre, favorisce la produzione di malonil-CoA che inibisce I"ossidazione degli

acidi grassi e conseguentemente favorisce 'accumulo epatico di trigliceridi. [76]

L’ingestione di elevate quantita di fruttosio determinano alterazione della flora batterica
intestinale, favorendo la traslocazione batterica e conseguentemente la presenza di una
elevata concentrazione di lipopolisaccaridi circolanti (LPS) nel torrente ematico [77].

Elevati livelli di LPS sono stati associati alla steatosi, all’infiammazione e alla fibrosi
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epatica. E stato dimostrato che i soggetti affetti da steatoepatite presentano una piu elevata
espressione di LPS negli epatociti rispetto ai soggetti sani, e una contestuale maggiore
attivazione del segnale NF-kB [78]. Inoltre, i pazienti con steatosi epatica ed elevati livelli
di LPS circolanti presentano un aumento della sNOX2-dp sierica, marker di stress

ossidativo [79].

Il microbiota intestinale € anche responsabile della conversione del fruttosio in acetato
all'interno del lume intestinale stesso, fornendo acetil-CoA indipendentemente dai
processi metabolici di fruttolisi. Tutti questi processi favoriscono l'instaurarsi della steatosi

epatica e della sindrome metabolica. [80]

Determinanti genetici

Sono stati studiati, nel corso del tempo, diversi geni e varianti alleliche nel tentativo di
identificare fattori predisponenti o protettivi verso l'insorgenza della steatosi epatica. Ad
oggi, sono soprattutto due i geni le cui varianti alleliche sono associate allo sviluppo ed
alla progressione della NAFLD, ossia la PNPLA3 (Patatin-Like Phospholipase Domain-
Containing Protein 3) ed il TM6SF2 (Transmembrane 6 Superfamily Member 2). Altri geni che
sembrano predisporre allo sviluppo della malattia, pur con effetto meno marcato, sono la
GCKR (Glucokinase Regulator Protein) e la MBOAT7 (Membrane Bound O-Acyltransferase

Domain-Containing 7).

PNPLA3 (Patatin-Like Phospholipase Domain-Containing Protein 3): e il gene
predisponente la NAFLD piu studiato, si trova sul cromosoma 22 (22q13.31) e codifica per
una lipasi nota come “adiponutrina” che catalizza l'idrolisi dei trigliceridi. La variante
rs738409 (C/G) 1148M di PNPLA3 e caratterizzata dalla presenza di una guanina a
sostituzione di una citosina che trasforma il codone 148 da isoleucina in metionina. La
variante I1148M predispone verso l'intero spettro delle alterazioni caratteristiche della
NAFLD, dalla steatosi fino alla steatoepatite ed alla fibrosi. La mutazione, si verifica vicino

al dominio catalitico, probabilmente riducendo l'attivita enzimatica di PNPLA3 e
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determinando cosi lo sviluppo di steatosi secondaria alla ridotta capacita di efflusso dei

lipidi dagli epatociti. ([81], [82])

Il danno indotto da PNPLA3-I148M riguarda anche le cellule stellate epatiche. Quando
quiescenti, contengono goccioline lipidiche intracellulari costituite da retinolo palmitato
idrolizzato da PNPLA3, ma, in presenza della variante 1148M, vi e alterazione del

metabolismo di queste goccioline con conseguente maggiore attivazione delle cellule

stellate. [83]

La presenza dell’allele mutato si associa complessivamente ad una evoluzione piu
aggressiva della malattia epatica, con maggior presenza di fibrosi e necroinfiammazione e
maggior rischio di sviluppare epatocarcinoma ([84], [85]). La variante PNPLA3-1148M si
associa inoltre a complicanze aterosclerotiche, indipendentemente dalla presenza di

diabete ed obesita. [86]

TM6SF2 (Transmembrane 6 Superfamily Member 2): la variante allelica rs58542926 (C/T)
E167K del gene TM6SF?2 e stata identificata come uno dei pitt importanti fattori genetici in
grado di modificare il contenuto di grasso epatico [87] ed e caratterizzata dalla sostituzione

di una lisina con una glutammina.

Codifica per una proteina transmembrana la cui funzione non e ancora ben nota, ma che
sembrerebbe essere coinvolta nella secrezione delle VLDL da parte degli epatociti. In
presenza della variante rs58542926 si osserva un maggior accumulo lipidico nelle cellule
epatiche ma anche dei livelli pit1 bassi di colesterolo LDL e trigliceridi circolanti, con effetto

protettivo rispetto agli eventi cardiovascolari. ([88], [89])

GCKR (Glucokinase Regulator Protein): nel fegato, la GCKR regola lattivita della
glucochinasi. In presenza di elevati livelli di glucosio nel torrente ematico, la GCKR rilascia
la glucochinasi che, traslocata nel citoplasma, attiva le vie di immagazzinamento del

glucosio attraverso la glicogenosintesi e la DNL. [90]
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La variante allelica rs1260326 (C/T) P446L di GCKR e caratterizzata dalla sostituzione di
una prolina con una lisina e questo riduce la capacita di GCKR di inibire la funzione della
glucochinasi. A differenza dei due precedentemente descritti, la mutazione di GCKR si
associa in maniera meno significativa alla steatosi epatica [91], mentre influenza

maggiormente lo sviluppo di IR e diabete [92].

MBOAT?7 (Membrane Bound O-Acyltransferase Domain-Containing 7): il gene MBOAT?7
codifica per l'enzima LPIAT1 (Lysophosphatidylinositol-Acyltransferase-1), che catalizza
l'incorporazione dell'acido arachidonico nel fosfatidilinositolo. La variante allelica
rs641738 (C/T) si associa all'laumento della sintesi e dell’accumulo dei trigliceridi negli
epatociti, per via di un aumentato turnover del fosfatidilinositolo e del conseguente
incremento della produzione di diacilglicerolo (substrato per la sintesi dei trigliceridi). [93]
Alcuni studi associano questa mutazione alla steatosi e alla fibrosi epatica ([94], [95]) e
all'insorgenza di HCC in pazienti non cirrotici [96], mentre altri sembrano non confermare

questa evidenza [97], pertanto il suo ruolo rimane attualmente controverso.

Diagnosi

La diagnosi di MASLD puo essere posta in presenza di steatosi epatica e di alterazioni
metaboliche correlate. Spesso la steatosi epatica viene riscontrata incidentalmente durante
accertamenti diagnostici eseguiti per altri motivi, trattandosi di una patologia a decorso

asintomatico per la maggior parte della sua evoluzione.

Gia le linee guida della NAFLD del 2016, ben prima della definizione di MASLD,
ponevano indicazione alla valutazione degli enzimi epatici e, se possibile, all'esecuzione
una ecografia epatica o alla valutazione dei biomarker di steatosi nei soggetti con fattori di

rischio metabolici (Fig.5).
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Figura 5 - Algoritmo per la diagnosi ed il follow-up della NAFLD/NASH [1]

Metodi diagnostici non invasivi
Le metodiche diagnostiche non invasive costituiscono le prime metodice di valutazione da

applicare nel paziente con sospetto di MASLD.

Imaging

L’ecografia rappresenta l'esame di screening utile a identificare la presenza di steatosi
epatica, essendo un esame a basso costo ed ampiamente disponibile. Risulta tuttavia
limitato dalla capacita di rilevare la steatosi epatica solamente se vi & interessamento di
piu del 20% degli epatociti, inoltre la sua applicazione puo essere difficoltosa nei pazienti
con steatosi severa [98].
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Trattandosi di un esame fortemente operatore-dipendente, al fine di ottenere una
valutazione quanto piu possibile standardizzata, si utilizzano i criteri di Hamaguchi [99],

mediante i quali la steatosi epatica viene valutata sulla base di tre parametri:

. Contrasto epato-renale e brillantezza epatica (0-3): si definisce contrasto epato-
renale la presenza di evidente contrasto ecografico tra i due parenchimi,
normalmente isoecogeni tra di loro. Si definisce “fegato brillante” il riscontro di echi

particolarmente intensi del parenchima epatico.

Viene valutata come: 0 se entrambi assenti, 1 se si verifica solo una delle due
condizioni, 2 se la brillantezza e lieve e vi e contrasto epato-renale, 3 se la

brillantezza e severa e vi & contrasto epato-renale;

. Attenuazione profonda degli echi (0-2): si basa sull’attenuazione della penetrazione

degli echi nella porzione profonda del fegato, che va a compromettere la

visualizzazione del diaframma.

Valutato 0 se assente, 1 se la visualizzazione del diaframma non e nitida ma

possibile, 2 se il diaframma e indistinguibile;

. Scarsa visibilita dei vasi intraepatici (0-1): si basa sulla scarsa visualizzazione delle

pareti dei vasi intraepatici e sulla riduzione del loro lume.
Valutato 0 se visibili, 1 se le pareti sono scarsamente visibili ed il lume e ridotto.

Il punteggio totale si ottiene dalla somma dei tre punti assegnati. La steatosi epatica e

presente se il punteggio e >1.
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Liver brightness and hepatorenal echo contrast

Figura 6 - Esempi di ecografie epatiche valutate attraverso lo score di Hamaguchi [100]

La risonanza magnetica nucleare rappresenta il gold standard per la diagnosi di steatosi
epatica e permette di riconoscerla e quantificarla anche quando gli epatociti interessati
sono circa il 5-10%. Tuttavia, nonostante la sua accuratezza, il suo utilizzo nella pratica
clinica e ridotto per costi elevati, i lunghi tempi di esecuzione e la scarsa disponibilita della

metodica.

Oltre la valutazione della steatosi epatica, le attuali metodiche di imaging permettono
anche di valutare la fibrosi epatica mediante I'applicazione di tecniche di elastosonografia,

che valutano in modo indiretto la rigidita del parenchima.

La metodica elastosonografica piu diffusa e quella del Fibroscan®, o transient elastography
(TE). L’'esame si esegue sul lobo destro del fegato a paziente sdraiato, negli spazi

intercostali. Il paziente deve essere a digiuno. Vibrazioni meccaniche di lieve ampiezza e
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bassa frequenza (50Hz) vengono trasmesse da un trasduttore verso il fegato, inducendo
un’onda di taglio che si propaga nei tessuti sottostanti. La stessa sonda, capace di rilevare
gli ultrasuoni, segue la propagazione dell’'onda e ne misura la velocita, la quale e
direttamente proporzionale alla rigidita del tessuto: piu esso e rigido, piu le onde si
propagano velocemente. L’'esame misura la rigidita del fegato (Liver Stiffness Measurement,
LSM) in un volume cilindrico largo 1cm e lungo 4, ad una profondita tra i 25mm ed i 65mm

sotto il piano cutaneo. [101]

Figura 7 - Rappresentazione della metodica Fibroscan® [101]

Il risultato dell’esame € espresso in kiloPascals (kPa) e puo essere categorizzato come:
e FO0:<5,5KkPa;
e F1:5,6-7,1 kPa;
e F2:7,2-9,4 kPa;
e F3:9,5-12,4 kPa;
e F4:2>12,5KkPa. [101]

Le linee guida EASL del 2021 per la valutazione non invasiva delle malattie epatiche
raccomandano un cut-off di LSM misurato con TE <8 kPa per escludere la fibrosi epatica

avanzata nella pratica clinica [102].
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Contestualmente alla valutazione della LSM, la sonda del Fibroscan® misura
I'attenuazione del fascio di ultrasuoni (Controlled Attenuation Parameter — CAP) fornendo
un’indicazione sul grado di steatosi epatica. Maggiore e la steatosi epatica, piu e attenuato
il fascio di ultrasuoni che attraversa il parenchima. I valori CAP vanno da 100 a 400 dB/m
[103]. A differenza che per la fibrosi, non vi e attualmente una scala di CAP che valuti
I'entita della steatosi; tuttavia, viene considerato suggestivo di presenza di NAFLD un

valore di CAP maggiore di 247 dB/m. ([104], [105])

Come per I'esame ecografico, anche 1'esame Fibroscan® CAP risulta essere vantaggioso
per via del basso costo e della velocita di esecuzione. E pertanto da ritenersi molto utile
per la valutazione contemporanea della steatosi e della fibrosi epatica [106]. Tuttavia, il
Fibroscan® e gravato da alcune importanti limitazioni. Innanzitutto, non permette di
visualizzare pre-test il cilindro di campionamento ed inoltre, nonostante la disponibilita
di sonde diversamente calibrate da applicare a seconda del fenotipo del paziente, la
valutazione presenta sensibilita e specificita ridotte nei pazienti obesi. Infine, una
riduzione in termini di applicabilita si registra anche nei pazienti con ascite. ([107], [108],

[109]).

La valutazione elastosonografica puo essere eseguita anche mediante tecnica ARFI
(Acoustic Radiation Force Imaging) o SWE (Shear Wave Elastography). Nella metodica ARFI
viene esaminata una regione di interesse (ROI) di dimensioni di 1ecm x 0,5cm posizionata
dall’operatore mediante I'immagine ecografica. Piccole spinte acustiche di breve durata si
propagano lungo il raggio ultrasonoro principale, determinando sollecitazioni di taglio
nel tessuto in esame. Queste sollecitazioni presentano modalita e intensita differenti a
seconda dell’attenuazione esercitata dal tessuto. Dagli impulsi di spinta originano le onde
di taglio, che si propagano perpendicolarmente al raggio ultrasonoro principale. Dei raggi
di tracciamento vanno a campionare la velocita di propagazione delle onde di taglio,
fornendo un risultato in metri/secondo che puo essere convertito, mediante modulo di

Young in kPa. La velocita di propagazione e direttamente proporzionale alla densita e
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all’elasticita del tessuto in esame: maggiore e la fibrosi, maggiore e la velocita di

propagazione rilevata. [110]

= acoustic push pulse

Figura 8 - Rappresentazione della metodica ARFI [110]

L’esame deve essere eseguito dopo un digiuno di almeno quattro ore. Le misurazioni
devono essere effettuate sul lobo destro, nello spazio intercostale, con il paziente in
posizione supina o decubito laterale sinistro, con la mano destra posizionata sopra la testa,
a respiro neutro. La sonda ecografica deve essere posizionata perpendicolarmente alla
capsula epatica e la ROI deve essere posizionata a 1,5-2,0 cm dalla capsula epatica per

evitare artefatti da riverbero. [111]
La specificita e la sensibilita dell’ARFI e sovrapponibile a quella del Fibroscan ® [112].

I cut-off di riferimento per l'interpretazione dell’ ARFI epatico sono riportati in Fig.9.

Table 2: Recommendation for Interpretation of Liver Stiffness Values Obtained with ARFl Techniques in Patients with Viral Hepa-

titis and NAFLD

Liver Stiffness Value Recommendation

=5 kPa (1.3 m/sec) High probability of being normal

<9 kPa (1.7 m/sec) In the absence of other known clinical signs, rules out cACLD. If there are known clinical
signs, may need further test for confirmation

9-131kPa (1.7-2.1 m/sec) Suggestive of cACLD but need further test for confirmation

>13 kPa (2.1 m/sec) Rules in cACLD

>17 kPa (2.4 m/sec) Suggestive of CSPH

Note.—ARFI = acoustic radiation force impulse, cACLD = compensated advanced chronic liver disease, CSPH = clinically significant
portal hypertension, NAFLD = non-alcoholic fatty liver disease.

Figura 9 - Interpretazione dell’/ARFI [111]
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Esami di laboratorio

I pazienti con evidenza radiologica di steatosi epatica devono essere sottoposti ad esami
ematochimici mirati. Una valutazione complessiva del quadro epatico e di quello
metabolico richiede il dosaggio: aspartato aminotransferasi (AST), alanino
aminotransferasi (ALT), gamma glutamil-transpeptidasi (YGT), emocromo con formula,
colesterolo totale, HDL, TG, hs-CRP, emoglobina glicata, glicemia e insulina a digiuno.
Attraverso questi ultimi due esami si puo valutare I'insulino resistenza calcolando l'indice

HOMA-IR con la formula [113]:
HOMA-IR = (Fasting insulin [uU/mL]) * (Fasting glucose [mg/dL]) / 405

Come indicato dalle linee guida [1], i soggetti con alterazione degli enzimi epatici devono
essere inviati allo specialista, indipendentemente dalla presenza o assenza di steatosi
epatica. In presenza di enzimi epatici normali e riscontro di steatosi epatica e invece
consigliato l'uso di score indiretti di fibrosi. Secondo i risultati ottenuti, i pazienti a basso
rischio per fibrosi avanzata possono essere sottoposti a follow-up biennale con esami

ematochimici, mentre i pazienti a rischio moderato — alto vanno inviati allo specialista.

Clinical Suspicion for Fatty Liver Disease

Primary Care or Non-Gl/Hepatology Care
GOAL: Exclude advanced fibrosis in low-prevalence populations

Primary risk assessment, e.g., FIB-4

( FIB-4213 )
No Yes

FIB-4 >2.67

Consider referral

Porsistent Gl/Hepatology Care
TALT and AST GOAL: Identify/manage patients with ‘at risk’
NASH or cirrhosis

Reassess periodically:

« FIB-4 every 1-2 years if : - - -
T2DMipreT2DM or 22 Secondary risk assessment . p y risk
metabolic risk factors Risk Level VCTE or ELF E + Consider additional stratification with MRE, cT1

« FIB-4 every 2-3 years if Low [ <80 [ <7.7 2 —_——

. 5 3
00, szlgllw a."?( :2 " « Low risk Intermediate/
metabolic risk factors Intermediate = 8-12 | 7.7-9.8 ] high risk
. PCP follow-up
High >12 | >9.8
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ial use Consider liver biopsy
«Indeterminate NITs

+ Ongoing assessment of alcohol intake « Diagnostic uncertainty
« Lifestyle management « Persistently T ALT and AST
Either Care Setting
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(clinical, imaging,
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Figura 10 - Gestione del paziente con steatosi epatica secondo le linee guida AASLD [114]
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Score indiretti di steatosi e fibrosi epatica

Nel tempo, diversi score sono stati proposti per identificare i pazienti ad elevato rischio
per steatosi o fibrosi epatica e che, pertanto, necessitano di un approfondimento
diagnostico. Per utilizzare tali score sono sufficienti informazioni riguardanti i parametri
antropometrici del paziente e gli esami ematochimici di routine; pertanto, possono essere

facilmente utilizzati, negli studi epidemiologici, anche su ampie popolazioni.

Fatty Liver Index (FLI) [115]: permette di riconoscere i soggetti con elevata probabilita di

avere steatosi epatica utilizzando la circonferenza vita, il BMI, i valori di trigliceridi e GGT.

I1 FLI risulta suggestivo per la presenza di steatosi se >60.

FLI = (e0A953 * log (triglycerides [mg/dl]) + 0.139 * BMI [kg/m"2] + 0.718 * log (GGT [U/L]) + 0.053 * waist circumference [cm] - 15745) /

(1 + 0953 * log (triglycerides [mg/dl]) + 0.139 * BMI [kg/m"2] + 0.718 * log (GGT [U/L]) + 0.053 * waist circumference [cm] — 15.745) * 100

Hepatic Steatosis Index (HSI) [116]: suggestivo per la presenza di steatosi se >36.0.

HSI =8 * (ALT/AST ratio) + BMI [kg/m?] (+2, if female; +2, if diabetes mellitus)

NAFLD Liver Fat Score [117]: suggestivo per la presenza di steatosi se >-0.64.

NAFLD Liver Fat Score =—2.89 + 1.18 * metabolic syndrome (yes 1/no 0) + 0.45 * type 2 diabetes
(yes 2/no 0) + 0.15 * insulin [mU/L] + 0.04 * AST [U/L] - 0.94 * AST/ALT

AST-to-platelet ratio Index (APRI) ([118], [119]): studiato e validato inizialmente nei

pazienti con epatite C; successivamente, si € dimostrato utilizzabile anche in pazienti con
NAFLD per predire la presenza di fibrosi epatica significativa se > 0.7 e di fibrosi epatica
severa con cut-off 1.0 ([120], [121]).

APRI = ((AST [U/L] / AST Upper Limit of Normal [U/L]) / Platelets [x10°/L]) x 100
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Fibrosis-4 Index (Fib-4) ([122], [123], [124]): anch’esso inizialmente validato per pazienti

affetti con epatite C, attualmente la sua valutazione riscopre un ruolo centrale nella
gestione del follow-up dei pazienti con steatosi epatica. Per 'applicazione dello score sono
necessarie informazioni riguardanti l'eta e gli esami ematochimici (AST, ALT, piastrine).
Valori di FIB4 <1.3 (se soggetto di eta <65 anni) o <2.0 (se soggetto di eta 265 anni) sono
indicativi di assenza di fibrosi epatica avanzata. Viceversa, valori di FIB4 >2.67 (per
qualsiasi eta) sono suggestivi della presenza di fibrosi avanzata. I risultati intermedi sono
considerati indeterminati e necessitano pertanto di ulteriori approfondimenti per definire

la presenza e I'entita della fibrosi epatica.

FIB-4 Score = (Age [year] * AST [U/L]) / (Platelets [x10°/L] * \ (ALT [U/L]))

NAFLD Fibrosis Score (NES) ([124], [125]): utilizza 6 variabili, ossia l'eta, il BMI, il rapporto
AST/ALT, la conta piastrinica, la presenza di alterata glicemia a digiuno (IFG — Impaired
Fasting Glucose) o di DM2 e 'albumina. Valori di NFS < -1.455 (in pazienti di eta <65 anni)
0 < 0.12 (in pazienti di eta > 65 anni) indicano assenza di fibrosi avanzata, mentre NFS
>(0.675 (per qualsiasi eta) e suggestivo per la presenza di fibrosi avanzata. Analogamente
al FIB4, anche in questo caso i valori intermedi sono considerati indeterminati e

necessitano di ulteriori approfondimenti.

NAFLD Fibrosis Score =-1.675 + (0.037*age [years]) + (0.094*BMI [kg/m?]) + (1.13*IFG/diabetes
[yes 1/ no 0]) + (0.99*AST/ALT ratio) — (0.013*platelet count [x10°/L]) — (0.66*albumin [g/dl])

Metodi diagnostici invasivi

La biopsia epatica e 'unica metodica che permette di porre diagnosi di NASH [102].
Trattandosi di un esame invasivo con dei rischi procedurali correlati, le linee guida
europee raccomandano l'esecuzione della biopsia solo quando le metodiche non invasive

suggeriscono la presenza di fibrosi epatica severa. [1]
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Attraverso l'esame istologico e possibile distinguere la steatosi epatica semplice dalla

NASH, analizzando diverse caratteristiche [126]:

e Steatosi: micro-, medio- o macro- vescicolare; stimata quantitativamente in
percentuale. Si localizza soprattutto nella zona 3 (centrolobulare) del fegato oppure

puo essere periportale, azonale o diffusa;

. Danno epatocellulare: ballooning epatocitario, presenza di corpi apoptotici o di

corpi di Mallory (inclusioni ialine);
. Infiammazione: locale (portale, periportale, lobulare) o estesa;

. Fibrosi: locale (perisinusoidale — piu frequente nelle fasi iniziali, perivenulare,
lobulare) o estesa (focale, con briglie fibrose e modificazioni dell’architettura

epatica);

. Nuclei vacuolati e megamitocondri.

Figura 11 - Confronto tra steatosi epatica (A), caratterizzata da minimo infiltrato infiammatorio senza ballooning epatocitario, e
steatoepatite (B), dove si osservano infiltrato infiammatorio lobulare e degenerazione epatocitaria [127]

Per valutare in modo standardizzato i risultati ottenuti alla biopsia epatica, la NASH
Clinical Research Network Pathology Committee nel 2005 ha sviluppato e validato il
NAFLD Activity Score (NAS) [128].
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Il NAS e uno score semiquantitativo che valuta tre caratteristiche sul campione bioptico:

la steatosi (0-3), I'infiammazione (0-3) e la degenerazione balloniforme (0-2). Ne risulta un

punteggio da 0 a 8 e viene posta diagnosi di NASH in presenza di valori 5, in presenza di

degenerazione balloniforme. Punteggi di 3-4 sono considerati borderline, mentre punteggi

<3 permettono di escludere la presenza di steatoepatite.

Histological features Description Score

Steatosis (%) <5 0
5-33
33-66
266

o W

Lobular inflammation No
<2 foci
2-4 foci

24 foci

o W N

Hepatocellular ballooning No

Moderate ballooning

Evident ballooning 2

Figura 12 - NAFLD Activity Score (NAS)

All'uso del NAS si associa lo staging della fibrosi [129], definita come:

FO: assente;

. F1: lieve, distinta in 1a o 1b se interessa la zona perisinusoidale e 1c per la zona
portale;

. F2: moderata, in presenza di fibrosi perisinusoidale e periportale;

. F3: avanzata, se vi sono briglie fibrose;

. F4: in presenza di cirrosi epatica.
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Comorbidita ed outcome epatici ed extra-epatici

Fibrosi, cirrosi epatica e HCC

Il riscontro della steatosi epatica e frequentemente occasionale, decorrendo asintomatica
fino alla comparsa della fibrosi e della cirrosi epatica. E particolarmente importante
valutare la presenza e l'entita della fibrosi epatica poiché essa costituisce il principale
predittore a lungo termine di outcome epatici ed extra epatici [130]. E stato infatti
dimostrato che al peggiorare del grado di fibrosi epatica aumenta la mortalita generale e
la mortalita per eventi epato-relati, e questo incremento si verifica gia dagli stadi iniziali

di malattia (F2 - fibrosi moderata — in Fig.13) ([131], [132]).

A All Cause Mortality A Liver Related Mortality

50 25
40 20
30 15

20 10

Mortality Rate
(per 1,000 PYF)
Mortality Rate
(per 1,000 PYF)

¢

10 5
" . 0 T " 0 T T 1
Fibrosis Stage 0 1 2 3 4 Fibrosis Stage 0 1 2 3 4
Mortality Rate 15.2 171 27.9 36.0 458 Mortality Rate 0.30 0.64 4.28 7.92 23.3
(per 1,000 PYF) (per 1,000 PYF)

Figura 13 - Fibrosi epatica e mortalita [132]

Anche la probabilita che si verifichino eventi cardiovascolari aumenta al peggiorare del
grado di fibrosi epatica: i pazienti con NAFLD presentano un rischio due volte maggiore
di andare incontro ad eventi cardiovascolari, e questo rischio aumenta fino a quattro volte

in presenza di fibrosi. ([133], [134])
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Figura 14 - Fibrosi epatica ed eventi cardiovascolari [134]

In termini di evoluzione della malattia epatica, circa il 20% di pazienti con fibrosi avanzata
progredisce in cirrosi in circa 2 anni e, in un arco temporale simile, circa il 20% dei pazienti
con cirrosi compensata progredisce in malattia scompensata [135]. Il numero di cirrosi
NASH-relate & in progressivo aumento e parimenti sono in progressivo aumento i

trapianti dovuti a questa condizione [136].

I pazienti con cirrosi NASH-relata, al pari di quelli con cirrosi da altra causa eziologica,
presentano un maggior rischio di insorgenza di epatocarcinoma (HCC). Per questo motivo
i pazienti devono essere sottoposti ad un programma di sorveglianza attiva per

l'identificazione in fase precoce dell’HCC, da attuare attraverso l'ecografia del fegato e
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delle vie biliari ed il dosaggio ematico di alfa-fetoproteina (aFP) con cadenza semestrale

[137].

Non bisogna tuttavia dimenticare che l'epatocarcinoma puo insorgere nei pazienti con
NAFLD anche negli stadi iniziali di malattia, con una frequenza maggiore rispetto alla
popolazione generale [138]. L’'HCC che insorge in assenza di cirrosi, data di un follow-up
attivo, si manifesta in eta pitt avanzata, con dimensioni maggiori e con maggiori tassi di

recidiva, rendendo la prognosi peggiore [139].

Obesity
Metabolic syndrome
Type 2 diabetes

Adipose expansion
Adipokine imbalance
Immune dysregulation
Ectopic fat deposition

Lipotoxicity

Insulin resistance

Hyperinsulinemia

Y

Hepatocellular
carcinoma
(HCC)

e

(non-fibrotic/fibrotic)

Steatosis
(without fibrosis)

Non-alcoholic
fatty liver disease
(NAFLD)

Figura 15 - NAFLD e HCC [140]

Alla luce di quanto descritto, la valutazione della presenza e dell’entita della fibrosi epatica
e particolarmente importante per la stratificazione del rischio individuale dei pazienti

affetti da NAFLD/MASLD [120].

Patologie cardiovascolari

I pazienti affetti da NAFLD presentano numerosi fattori di rischio per le patologie
cardiovascolari, tra i quali 'R, I'ipertensione, la dislipidemia aterogena e I'obesita. E ormai
ben nota la correlazione tra gli eventi cardiovascolari (CVEs) e la steatosi ([141], [142]) o la
tibrosi epatica ([132], [133]).
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La relazione tra malattia epatica e metabolica e complessa ed e difficile identificare il

percorso che porta alla comparsa degli eventi cardiovascolari.

Se e vero che gli eventi CV si sviluppano per via dei fattori di rischio tradizionali presenti
negli individui affetti da NAFLD/MASLD, bisogna anche tener conto che I'infiammazione
sistemica di basso grado, le alterazione del metabolismo lipidico specifiche e lo stress

ossidativo possono a loro volta favorire la disfunzione endoteliale ([143], [144]).

I pazienti con NAFLD presentano un profilo lipidico definito “aterogeno”, caratterizzato
dalla riduzione delle HDL e dall’aumento di TG, LDL e VLDL [145], che favorisce la
comparsa e la progressione dell’aterosclerosi [146]. L'aterosclerosi € una malattia
infiammatoria cronica caratterizzata dalla formazione di placche neo-intimali nelle grandi
arterie, dovuta all’accumulo di lipoproteine a bassa densita ossidate (oxLDL) [147]. La
NAFLD si associa cosi all'aumento dello spessore medio intimale (IMT) delle carotidi, alla
presenza di calcificazioni coronarie e alla disfunzioni dell’endotelio vascolare ([148], [149]),
che a loro volta predispongono all'insorgenza di eventi cardiovascolari maggiori quali

l'infarto del miocardio e l'ictus.

Una valutazione rapida e a basso costo dell’aterosclerosi subclinica puo essere effettuata
attraverso 1’Ankle-Brachial Index (ABI). Si ottiene facendo il rapporto tra la pressione
arteriosa sistolica misurata alla caviglia e quella misurata all'arteria brachiale. L"ABI
costituisce un marker prognostico della compromissione vascolare e del rischio di

sviluppare eventi cardiovascolari, anche in assenza di sintomi di arteriopatia periferica.

[150]
ABI Value Interpretation Recommendation
Greater than 1.4 Calcification/Vessel Hardening Refer to vascular specialist
1.0-1.4 Normal None
0.9-1.0 Acceptable None
0.8-0.9 Some Arterial Disease Treat risk factors
0.5-0.8 Moderate Arterial Disease Refer to vascular specialist
Less than 0.5 Severe Arterial Disease Refer to vascular specialist

Figura 16 - Interpretazione dell’ABI
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Inoltre, per quanto riguarda le malattie cardiache non-aterosclerotiche, la NAFLD si

associa inoltre alla comparsa di fibrillazione atriale (FA) ([151], [152]), alla sclerosi

valvolare aortica [153] e alla disfunzione diastolica del ventricolo sinistro [154], come

riassunto in Fig.17.
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Figura 17 - Associazione tra NAFLD e patologie cardiovascolari [155]

Una recente metanalisi ha ribadito l'associazione statisticamente significativa tra la

NAFLD e la malattia renale cronica (CKD) con eGFR <60 ml/min/1.73 m? [156]. La

compromissione della funzionalita renale si associa alla gravita della malattia epatica e alla

presenza di diabete [157]. Il collegamento tra queste due condizioni sembrerebbe risiedere

proprio nelle caratteristiche dismetaboliche dei pazienti con NAFLD che possono

potenzialmente determinare od aggravare il danno renale ([158], [159]).
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Figura 18 - Associazione tra NAFLD/MAFLD e CKD [160]

Neoplasie

Le neoplasie costituiscono la seconda causa di morte nei pazienti con NAFLD [161]. Dopo
I'epatocarcinoma, gia descritto, i tumori piu frequenti sono il cancro del colon-retto negli
uomini e quello della mammella nelle donne. Possono presentarsi anche altri tumori
gastrointestinali (esofago, stomaco, pancreas), polmonari, ginecologici e del sistema
urinario, indipendentemente da altri fattori di rischio. ([162], [163], [164]). Inoltre, la

NAFLD si associa all” aumentato del rischio di colangiocarcinoma [165].

E stato ipotizzato che il principale meccanismo di promozione delle neoplasie sia lo stato
infiammatorio cronico, intraepatico e sistemico, in particolare per quanto riguarda i tumori
del tratto gastrointestinale [166]. L’eccesso adiposo, I'IR e le adipochine circolanti
costituiscono alcuni dei fattori favorenti la comparsa di carcinoma colon-rettale ([167],
[168]). E interessante evidenziare che la presenza della NAFLD sembrerebbe determinare

una aumentata incidenza di tumori indipendentemente dall’obesita [169].

L’alterazione del microbiota intestinale che si verifica nei pazienti con NAFLD
sembrerebbe essere coinvolto nella patogenesi dei tumori correlati ([170], [171]), ma

ulteriori approfondimenti dovranno essere condotti a riguardo.

41



Terapia
Ad oggi non vi sono terapie efficaci ed approvate per il trattamento della MASLD. Per
questo motivo, la gestione di questi pazienti si concentra sulle modifiche dello stile di vita

ed il trattamento delle comorbidita metaboliche.
Lifestyle Therapeutic Change e chirurgia bariatrica

L'evidenza clinica supporta fortemente il ruolo della modifica dello stile di vita come

terapia primaria per la gestione di NAFLD e NASH.

Le linee guida EASL-EASD-EASO del 2016 [1] raccomandano una perdita di peso dal 7%
al 10% affinché si osservi un miglioramento degli enzimi e dell’istologia epatica, da
ottenere preferibilmente applicando un pattern dietetico di aderenza alla dieta
mediterranea e mediante l'esclusione dalla dieta di alimenti arricchiti in fruttosio. In
questo elaborato ¢ stato gia descritto il ruolo della dieta e del fruttosio sulla malattia
epatica. In particolare, la perdita di peso si associa al miglioramento delle ALT, della
steatosi epatica e del NAFLD Activity Score al controllo bioptico; tuttavia, non vi sono
evidenze specifiche sulla riduzione della fibrosi epatica [172]. Numerose evidenze
suggeriscono che le diete a basso contenuto di carboidrati possano migliorare 1'insulino
resistenza [173] e ridurre il rischio cardiovascolare [174]. Tuttavia, ulteriori studi sono

necessari per confermare tali evidenze anche nei pazienti affetti da NAFLD/MASLD.

Le linee guida raccomandano inoltre l'esecuzione di attivita fisica aerobica ad intensita
medio-moderata per 150-200 minuti a settimana. L’attivita fisica determina il
miglioramento della malattia epatica [175] e la riduzione dei trigliceridi intraepatici, anche
in assenza di perdita di peso o di variazione della percentuale di grasso corporeo ([176],
[177]), il miglioramento dell'insulino resistenza [178] e la riduzione della mortalita per

tutte le cause [179].
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Weight Overweight/obesity NAFLD Non-obesity NAFLD

reduction | ¢ 5-10% weight reduction achieved by any ¢ 3-5% reduction of weight even within the
healthy diet that the patient can adhere normal BMI range (especially if recent weight
to in the long-term gain ocurred or if abdominal obesity is present)

Lifestyle advice for ALL patients with NAFLD ‘

Recommended foods Non-recommended foods/ Recommended activity
minimize consumption

{ds %
e n-3 fatty acids found in fish, ¢ Added sugar (eg. by reducing

and walnuts sweets, processed foods, sugared
¢ Olive oil dairy products and beverages) * Aerobic exercise 2 3 days/week
« Fruits, vegetables, polyphenols e Saturated fat and (2 150min/week moderate intensity)
o Home-cooked meals cholesterol (eg. by eating low fat * Resistance exercise > 2 days/week
* Mediterranean dietary pattern meat and low fat dairy products) * Reduce sedentary behaviour

e Ultra-processed foods and drinks,
red and processed meat

Figura 19 - Lifestyle Therapeutic Change per il trattamento della NAFLD [180]

Nei pazienti non complianti con il cambiamento dello stile di vita, sia le linee guida EASL
che le linee guida AASLD considerano la chirurgia bariatrica una possibile opzione

terapeutica per la riduzione del peso corporeo. ([1], [114])

Possono essere eseguite sia procedure endoscopiche (es. Intragastric Balloon o Endoscopic
Sleeve Gastroplasty) che chirurgiche (es. Gastric Bypass o Sleeve Gastrectomy). Gli studi
condotti sui pazienti affetti da NAFLD e sottoposti a procedure bariatriche mostrano, oltre
alla perdita di peso, il miglioramento delle transaminasi, del NAFLD activity score, della

steatosi e della fibrosi epatica. ([181], [182], [183], [184])

Pioglitazone e Vitamina E
Gli unici due farmaci che le linee guida indicano efficaci nella NASH, seppur in assenza di

una chiara indicazioni (livello di evidenza B2), sono il pioglitazone e la vitamina E.

L'uso della vitamina E e stato studiato nei pazienti con NAFLD per la sua efficacia

antiossidante.
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Il pioglitazone fa parte della famiglia dei tiazolidindioni, farmaci capaci di legare il
recettore nucleare PPAR-y espresso dagli adipociti, dagli epatociti e dai miociti. Attraverso
questo legame agisce sul metabolismo lipidico e migliora l'insulino sensibilita [185].

Inoltre, nei pazienti con DM2 riduce la mortalita e il rischio di infarto o stroke ([186], [187]).

Il principale studio che ha indagato l'efficacia di questi due farmaci e lo studio PIVENS
(Pioglitazone versus Vitamin E versus Placebo for Treatment of Nondiabetic Patients with
Nonalcoholic Steatohepatitis) [188]. Nei pazienti sottoposti a terapia con vitamina E si e
osservato un miglioramento significativo della steatosi, della steatoepatite e dei livelli
sierici di ALT e AST. Anche il pioglitazone ha prodotto effetti benefici sull’istologia
epatica, in particolare riducendo la steatosi e I'infiammazione lobulare. Tuttavia, entrambi

i farmaci non hanno mostrato efficacia sulla fibrosi.

Risultati simili sono stati ottenuti da studi piu recenti eseguiti per valutare l'efficacia sulla
NAFLD della somministrazione del pioglitazone nei pazienti diabetici ([189], [190]) e della

vitamina E [191].

Piu recentemente, uno studio condotto su pazienti affetti da DM2 e NASH ha mostrato che
I'utilizzo contemporaneo di entrambi i farmaci determina risultati maggiori per il
miglioramento del NAS e dell’istologia, ma e stata confermata 'assenza di efficacia sulla
fibrosi [192]. Tuttavia, bisogna tener conto del fatto che l'utilizzo del pioglitazione e
gravato dall'aumento del peso corporeo, effetto collaterale che potrebbe compromettere

l'efficacia sulla NAFLD nel trattamento a lungo termine ([193], [194]).

Anche la vitamina E deve essere utilizzata con cautela, per via degli effetti collaterali
osservati. Tra questi I'incremento della mortalita [195], il rischio di stroke emorragico [196]
e di cancro della prostata [197] osservati per elevati dosaggi (simili a quelli indicati per il

trattamento della NASH).
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Trattamento delle comorbidita metaboliche

Metformina

Farmaco insulino sensibilizzante della famiglia delle biguanidi, di prima linea nel
trattamento del DM2. La sua azione principale e la riduzione della gluconeogenesi in

conseguenza della diminuzione della trasformazione mitocondriale del lattato in piruvato

[198].

I dati attualmente disponibili mostrano che la metformina non determina effetti sulla
NAFLD o sulla NASH ([199], [200]), tuttavia il suo uso puo essere di aiuto per ridurre
I'insulino resistenza e favorire la perdita di peso [201]. Inoltre, 'uso della metformina

sembra diminuire il rischio di comparsa di HCC nei pazienti affetti da DM2 ([202], [203]).

Glucagon-like peptide-1 (GLP-1) analoghi

Il glucagon-like peptide-1 (GLP-1) € un ormone prodotto dall'intestino e rilasciato in
risposta ai pasti, capace di stimolare la secrezione di insulina, inibire il rilascio di
glucagone e mantenere 1'omeostasi glucidica. Gli analoghi del GLP-1 sono farmaci
ipoglicemizzanti capaci di resistere maggiormente agli enzimi di degradazione,
migliorando cosi il controllo glicemico. Determinano inoltre la riduzione
dell'inflammazione sistemica, la riduzione dell’appetito e rallentano lo svuotamento

gastrico, con conseguente perdita di peso. [204]

Lo studio LEAN (Liraglutide Efficacy and Action In Non-Alcoholic Steatohepatitis) [205] ha
dimostrato che la liraglutide € capace di migliorare la steatosi ed il ballooning, ma non
I'inflammazione né la fibrosi epatica. La liraglutide inoltre determina la riduzione del BMI
e dei livelli sierici dei trigliceridi [206]. Il miglioramento della steatosi, ma non della fibrosi
epatica, si e osservato anche utilizzando la semaglutide [207] e la dulaglutide [208]. Per

questi motivi "utilizzo di questi farmaci e considerato efficace solo nei pazienti con DM2

con forme iniziali di NAFLD.
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Dipeptidyl peptidase-4 (DDP-4) inibitori
Il dipeptidyl peptidase-4 (DDP-4) e un enzima responsabile della degradazione delle
incretine come il GLP-1. I farmaci inibitori del DPP-4 agiscono andando ad inibire questa

attivita enzimatica, cosicché 'azione delle incretine possa essere prolungata nel tempo.

La maggior parte degli studi presenti in letteratura sull'uso di questi farmaci nella NAFLD
e effettuato su modelli murini che mostrano la riduzione dell'infiammazione e della
steatosi epatica ([209], [210]). Gli studi condotti in vivo con sitagliptin hanno avuto invece
dei risultati deludenti ([211], [212]) e per questo, al momento, questa classe di farmaci non

e indicata come benefica sulla NAFLD nei pazienti con DM2.

Sodium glucose co-transporter 2 (SGLT-2) inibitori

I1 cotrasportatore sodio-glucosio (SGLT-2) e presente sul tubulo contorto prossimale del
rene e riassorbe il glucosio durante la formazione delle urine. Gli inibitori di SGLT-2,
chiamati anche “gliflozine”, riducono il riassorbimento del glucosio da parte del rene e

determinano cosi una maggiore eliminazione di glucosio con le urine.

L’utilizzo di questi farmaci nei pazienti con DM2 e NAFLD determina la perdita di peso,
il miglioramento della steatosi e dei livelli sierici di AST, ALT e yGT [213]. Questi effetti
sono degli effetti di classe e si verificano sia con il dapagliflozin ([214], [215]) che con il

canagliflozin ([216], [217]) e 'empagliflozin ([218], [219]).

Un primo studio sull'uso di empagliflozin in pazienti con NAFLD non diabetici ha
mostrato un miglioramento dei livelli sierici di AST e ALT, della steatosi e della fibrosi
epatica [220]. Ulteriori studi dovranno essere condotti a riguardo per capire se questa

classe di farmaci potra essere usata per il trattamento specifico della NAFLD.
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Sulfaniluree e insulina

L'insulina esogena e i farmaci che stimolano la secrezione di insulina dalle cellule (-
pancreatiche, come le sulfaniluree, sono direttamente correlati alla presenza di fibrosi
epatica [221] e si associano ad un aumentato rischio di HCC ([222], [223]). Inoltre, I'uso
dell’insulina [224] e, in modo minore, delle sulfaniluree [225] induce un aumento di peso

che potrebbe peggiorare la NAFLD.

Per questi motivi, insuline e sulfaniluree non sono considerati i farmaci ideali per il

trattamento del DM2 nei pazienti con NAFLD.

Statine

Le statine sono farmaci che inibiscono la sintesi del colesterolo endogeno agendo
sull'enzima HMG-CoA reduttasi e sono farmaci di prima linea per il trattamento delle
dislipidemie, anche grazie alla loro capacita di ridurre il rischio cardiovascolare in questi

pazienti ([226], [227]).

Nei soggetti con NAFLD si osserva frequentemente il fenomeno della “under-prescription”
delle statine come conseguenza della diffusa credenza riguardo la loro epatotossicita [228].
Per smentire questa errata convinzione, sono condotti molti studi. Solamente il 3% dei
pazienti che assume statine va incontro ad un rialzo delle transaminasi dovuto al farmaco,
ed comunque ancora pilut raro che questo fenomeno progredisca in un danno clinicamente
significativo [229]. Al contrario, nella maggior parte dei casi, I'uso delle statine si associa

al miglioramento dei livelli sierici di AST, ALT e GGT [230].

Attualmente i dati presenti in letteratura riguardo gli effetti delle statine sull’istologia
epatica sono limitati e per questo le linee guida non raccomandano il loro utilizzo per il
trattamento della NAFLD/NASH. Tuttavia, il loro utilizzo e fortemente consigliato nei
pazienti con epatopatia e dislipidemia proprio per il loro effetto protettivo cardiovascolare

[231].
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Omega3
Gli omega-3 sono acidi grassi polinsaturi essenziali (PUFAs — Polyunsaturated Fatty Acids)
derivanti dall’acido a-linoleico, capaci di modulare il metabolismo lipidico; inoltre hanno

anche una azione antinflammatoria e promuovono l'insulino sensibilita [232].

Per via del loro meccanismo di azione, e stata piu volte valutata la possibilita di utilizzare
una supplementazione di acido docosaesaenoico (docosahaexenoic acid — DHA) e acido
eicosapentaenoico (eicosapentaenoic acid — EPA) per il trattamento della NAFLD. Ne e
emerso che il trattamento con omega-3 determina la riduzione dei fenomeni di stress
ossidativo e il miglioramento del metabolismo lipidico ([233], [234]), ma non produce

effetti sui livelli sierici di ALT né sulla stiffness epatica [235].

I risultati controversi [236] non permettono di raccomandare questa classe di farmaci per
il trattamento della steatoepatite; tuttavia, possono essere un’opzione terapeutica per

ridurre i livelli di lipidi circolanti nelle fasi iniziali di malattia.

Antipertensivi

Il trattamento dell’ipertensione, frequentemente associata alla NAFLD, deve avvenire
secondo quanto riportato nelle rispettive linee guida [237] affinché si ottenga una
riduzione del rischio cardiovascolare. Attualmente non vi sono indicazioni sulla scelta di

particolari classi di farmaci da preferire nei pazienti con NAFLD/MASLD.
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Studio Sperimentale

Razionale e obiettivi dello studio
La fibrosi epatica rappresenta la caratteristica che maggiormente si associa alla prognosi

cardiovascolare ed epato-relata dei pazienti affetti da NAFLD.

L’utilizzo di score indiretti di fibrosi, come il Fib4, oltre ad essere un valido strumento per
il follow-up clinico dei pazienti, permette di valutare su ampie casistiche, senza ricorrere

a metodiche invasive, la presenza di fibrosi epatica.

Precedenti studi, pubblicati dal nostro gruppo, hanno evidenziato una associazione tra la

presenza di steatosi epatica e la riduzione di attivita della LAL.

Nel 2015, e stato evidenziato che nei pazienti con NAFLD era presente una ridotta attivita
della LAL rispetto ai soggetti sani [238], con valori di 0.78 [0.61-1.01] nmol/spot/h vs 1.15
[0.94-1.72] nmol/spot/h, p <0.001. Una riduzione ancor piti marcata era stata osservata nei
pazienti con NASH istologica (0.67 [0.51-0.77] nmol/spot/h, p <0.001 vs. soggetti sani; p
<0.001 tra i gruppi). Inoltre, i pazienti con NAFLD che presentavano attivita enzimatica al
di sotto della mediana avevano valori piu elevati di colesterolo totale (p <0.05), colesterolo

LDL (p <0.05), e di enzimi epatici (ALT, p <0.001; AST, p <0.01; GGT, p <0.01).

Questo risultato e stato successivamente confermato da uno studio pubblicato nel 2019,
nel quale si e osservato che l'attivita della LAL decresce progressivamente con la severita
della NAFLD, raggiungendo i valori piu bassi nella cirrosi criptogenetica (p <0.001). Nello
specifico, l'attivita della LAL risultava ridotta nel 10% dei soggetti con NAFL, nel 20% con

NASH e nel 50% dei soggetti con cirrosi criptogenetica. [239]

Dall’insieme di queste evidenze e nata l'ipotesi che una riduzione ambientali dell’attivita
della LAL (in nessuno di questi studi e stata evidenziata una riduzione di attivita della
LAL compatibile con forme genetiche di LAL-D) potesse rappresentare un marker di

severita nei pazienti con NAFLD [240].
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Alla luce di quanto esposto e della introduzione della nuova definizione di MASLD, il

presente studio si pone come obiettivi di:
e Valutare l'attivita della LAL in un campione di pazienti affetti da MASLD;
e Correlare l'attivita della LAL con la fibrosi epatica, definita tramite lo score FIB4;

e Valutare l'associazione tra il deficit dell’attivita enzimatica LAL e l'evoluzione nel

tempo della fibrosi epatica.

Metodi

Lo studio e stato condotto nel contesto dello studio PLINIO (Progression of Liver Damage
and Cardiometabolic Disorders in Non-alcoholic Fatty Liver disease: an Observational Cohort
study. ClinicalTrials.gov. Id. NCT04036357) che al momento consta di 1154 soggetti
consecutivi arruolati presso la UOSD Interdipartimentale Degenza Medica a Ciclo breve

del Policlinico Umberto I di Roma.

AN

E stata raccolta 'anamnesi, sono state effettuate le misure antropometriche (peso, altezza,
circonferenza vita) ed eseguito 'esame obiettivo. Nel corso della visita di arruolamento,
sono state registrate le informazioni riguardanti le abitudini di vita, la storia di eventi
cardiovascolari, la farmacoterapia. E stata valutata la presenza di ipertensione, diabete,
dislipidemia e sindrome metabolica in accordo con le linee guida internazionali ([237],

[241], [242]).

Sono stati eseguiti dosaggi biochimici di routine e registrati i risultati, tra i quali AST, ALT,
GGT, colesterolo totale, HDL, trigliceridi, glicemia e insulinemia a digiuno, emoglobina

glicata, albumina, creatinina, emocromo.

E stata valutata la presenza di insulino-resistenza mediante il calcolo del’HOMA-IR

(Homeostasis Model Of Insulin Resistance) mediante la seguente formula [113]:

HOMA-IR = (Fasting insulin [uU/mL]) * (Fasting glucose [mg/dL]) / 405
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E stato calcolato il Fib4 utilizzando la seguente formula:
FIB-4 Score = (Age [year] * AST [U/L]) / (Platelets [x10°/L] * v (ALT [U/L]))

Fib4 <1.3 (se soggetto di eta <65 anni) o <2.0 (se soggetto di eta >65 anni) sono stati
considerati come indicativi dell’assenza di fibrosi avanzata (< F2). Valori di FIB4 >2.67 sono

stati considerati indicativi di fibrosi avanzata (F3-F4) [124].

La presenza di steatosi epatica e stata definita all’'esame ecografico mediante i criteri
ecografici di Hamaguchi (come descritti a pag.24). L’ecografia del fegato e stata effettuata
da un singolo operatore mediante un ecografo Siemens Acuson Juniper equipaggiato con

sonda convex 3,5 MHz.
Sono stati considerati motivo di esclusione:

e La presenza di epatiti virali B e C, valutate con negativita per HBsAg e HCV-Ab, o

di altre patologie epatiche di qualsiasi natura;
e L’uso di farmaci con potere steatogeno noto (es. amiodarone);

e L’abuso alcolico, valutato mediante il test di screening AUDIT-C (Alcohol Use
Disorders Identification Test-Consumption) [243]. Il test e stato considerato negativo se

risultato <4 punti per gli uomini e <3 punti per le donne.

SCORE
How often do you have a drink containing alcohol?
Never (0 points) | Monthly or less Two to four Two to three Four or more
(1 point) times per month | times per week | times per week
(2 points) (3 points) (4 points)

How many alcoholic drinks do you have on a typical day where you are drinking?

1-2 (0 points) 3-4 (1 point) 5-6 (2 points) 7-9 (3 points) 10 or more (4

points)
How often do you have 6 or more alcoholic drinks on a single occasion? |
Never (0 points) Less than Monthly (2 Weekly (3 Daily or almost
monthly (1 points) points) daily (4 points)
point)
TOTAL SCORE (a sum of the three questions, with scores ranging from 0-12 points) |
Non-drinkers (0 points) Drinkers (1-3 points for At risk drinkers (>4 for
females, 1-4 points for males) females, =5 for males)

Figura 20 - AUDIT-C
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Applicando i criteri di MASLD, nella popolazione PLINIO sono stati indentificati 847 casi

e 307 controlli.

I pazienti con diagnosi di MASLD sono stati sottoposti a follow-up telefonici semestrali e

visite di controllo annuali.

Nel corso del follow-up sono stati raccolti dati riguardanti i markers di progressione del

danno epatico ed e stato ripetuto il calcolo del Fib4.

La progressione della fibrosi e stata valutata come la variazione del Fib4 da negativo (<1.3
se paziente di eta <65 anni 0 <2.0 se eta 265 anni) a indeterminato o positivo. L’insorgenza

di fibrosi avanzata e stata valutata come la variazione del Fib4 da <2.67 a >2.67

Sono stati esclusi dall’analisi i soggetti con un follow-up di durata inferiore a 6 mesi e quelli
che non disponevano del valore di Fib4 al baseline e/o al follow-up, ottenendo dati di
follow-up completi in 423 pazienti MASLD. Tra questi pazienti, 272 in era stato effettuato
il dosaggio dell’attivita enzimatica della LAL all’arruolamento (in Fig.21 e riportato l'intero

processo di selezione dei pazienti inclusi nell’analisi).

L’attivita della LAL e stata misurata attraverso un test su sangue essiccato (DBS — Dried
Blood Spot) raccolto su appositi cartoncini (Whatman 903 Protein Saver Card). Il campione
e stato raccolto da sangue intero venoso in EDTA (acido etilendiamminotetraacetico). Una
goccia di sangue e stata applicata su ciascuno dei cinque cerchi presenti sull’apposito
cartoncino. Il campione e stato lasciato asciugare per una notte a temperatura ambiente,
dopodiché riposto in una busta di plastica sigillata con essiccante. Il campione e stato
conservato a -20°C fino alla sua analisi. Sul campione e stata misurata l'attivita lipasica
totale e quella in presenza di LALISTAT?, inibitore specifico dell’enzima LAL. Il risultato
dell’'esame e espresso in nmol/spot/h ed e stato considerato normale se superiore a 0.8

nmol/spot/h. [244]

Il dosaggio su DBS e stato effettuato presso I'Ospedale Bambino Gesu di Roma. I tecnico

che ha eseguito il dosaggio era in cieco rispetto alle caratteristiche dei pazienti.
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Figura 21 - Flow chart: arruolamento allo studio sperimentale

Il protocollo dello studio e stato approvato dal Comitato Etico locale della Sapienza, ed e
stato condotto nel rispetto dei principi della dichiarazione di Helsinki. Tutti i pazienti

hanno sottoscritto il consenso informato.

I dati rappresentativi delle frequenze sono stati espressi in percentuale, le variabili
continue normali in media + deviazione standard, e quelle non-normali in mediana e range
interquartile. Le differenze tra le percentuali sono state valutate con il test del Chi-Quadro.
Le significativita sono state calcolate con il t di student, il test ANOVA, il “Mann-Withney”
ed il “Kruskal-Wallis” quando opportuno. La correlazione tra il Fib4 al baseline e l'attivita
della LAL e stata valutata mediante l'analisi di correlazione di Spearman. L’analisi
univariata tempo dipendente per la comparsa di progressione della fibrosi o di fibrosi
avanzata di neodiagnosi nel € stata condotta mediante l'analisi di sopravvivenza di
Kaplan-Meier, utilizzando come variabile indipendente i terzili di LAL (I vs. II-1II terzile).
E stata infine condotta un’analisi di regressione di Cox multivariata, per valutare il ruolo
di diversi predittori di progressione sulla fibrosi epatica (eta, sesso, classe di Fib4 al basale,
BMI, diabete, I terzile di LAL). Per l'’elaborazione e l’analisi statistica dei dati e stata

utilizzata la versione 28 del software SPSS (Statistical Package for Social Science) della IBM.
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Risultati

Nello studio sono stati arruolati 272 pazienti per una durata mediana di 70.5 [43.8-112.2]

mesi, equivalenti a 1720 pazienti/anno. L'eta media era di 55.6 + 10.4 anni e il 36.4% dei

pazienti erano donne.

In tabella 1 sono riportate le caratteristiche della popolazione, in accordo al Fib-4 basale.

Differenze tra i gruppi sono state registrate in termini di eta (p=0.004), creatinina sierica

(p=0.046) e aminotransferasi (AST p <0.001; ALT p=0.028; GGT p=0.007). Non si sono

rilevate differenze significative riguardo all’assetto lipidico, il BMI, la presenza di diabete

e la prevalenza di sindrome metabolica.

Fib4 basale Fib4 basale .
. . . Fib4 basale
negathO |ndeterm|nat0 ositivo P
[<1.3 se <65aa; | [1.3-2.67 se <65aa; ‘;>2 67] trai | vps R
<2 se > 65aa] 2.0-2.67 se = 65aa] (n - 5) gruppi

(n=217) (n=50) -
Eta (anni) 54.6+10.6 58.8+7.8 65.4+11.8 0.004 | 0.061
(Cc';i;’“fere"za vita 106.5 + 10.8 109.5 + 13.4 109.8 + 15.3 0.212 | 1.000
BMI (kg/m?) 303445 309+43 295+3.8 0.664 | 1.000
HOMA-IR 3.5[2.7-5.7] 4.0 [2.5-6.3] 2.6 [1.7-8.6] 0.771 | 0.538
SR EE 197.7 +38.3 189.2 + 43.4 188.8 + 34.1 0.358 | 1.000
(mg/dl)
LDL (mg/dl) 119.5+ 33.8 111.7+37.1 197.6 +35.1 0.294 | 1.000

138.0 [103.5-

Trigliceridi (mg/dl) 381%([) 313 > | 136.5[103.0-180.0] | 218.0[122.0-253.0] | 0.357 | 0.148
Creatinina (mg/dI) 09+0.2 09402 1.0+0.1 0.046 | 0.219
GGT (U/L) 26.0[17.0-40.0] | 36.5[22.8-77.3] 30.0 [24.5-44.0] | 0.007 | 0.434
AST (U/L) 21.0[17.5-27.0] | 29.0 [21.8-40.8] 44.0[38.5-83.5] | <0.001 | <0.001
ALT (U/L) 28.0[20.0-43.5] | 39.5 [24.0-55.3] 32.0 [24.5-77] 0.028 | 0.367
Albumina (g/dl) 44403 44403 4.4+02 0.885 | 1.000
LAL activity

91[0.7-1.2 81[0.6-1. .8[0.7-0. . :
(nmol/spot/h) 0.9 [0.7-1.2] 0.8 [0.6-1.0] 0.8 [0.7-0.9] 0.066 | 0.367
Sesso femminile (%) 39.2 28.0 0.0 0.078 | 0.075
Diabete (%) 30.9 32.0 40.0 0.902 | 0.663
Statine (%) 37.3 60.0 60.0 0.010 | 0.301
Sindrome
el 66.8 60.0 40.0 0.326 | 0.210
GFR <60 (%) 41 10.0 0.0 0.209 | 0.642

Tabella 1 - Caratteristiche della popolazione in accordo al Fib4 basale
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Al basale, il Fib4 e I'attivita enzimatica della LAL sono risultati inversamente correlati (rS=-

0.126, p=0.038) (Fig.24).

rS=-0.126; p=0.038
2,0

FIB4

0,5

0.5 Lo L5 2.0

LAL activity (nmol/spot/h) “

Figura 22 - Correlazione univariata tra Fib4 ed attivita LAL

Successivamente, comparando i valori di FIB4 all'inizio dell’arruolamento e quelli al
follow-up e stata valutata la progressione nel tempo della fibrosi. Sono stati cosi identificati
49 pazienti che hanno avuto un peggioramento dello score di fibrosi nel corso del follow-

up (18.0% della popolazione).

In tabella 2 sono riportate le caratteristiche della popolazione, in accordo alla variazione

del Fib4.
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Fib4 stabile/migliorato | Fib4 peggiorato
(n =223) (n = 49) P
Eta (anni) 55.5+10.4 56.1+10.3 0.699
Circonferenza vita (cm) 107.0+11.5 107.8+11.11.3 | 0.644
BMI (kg/m?) 30.4+4.5 30.7+4.6 0.675
HOMA-IR 3.4 [2.7-5.5] 4.4 [3.1-6.5] 0.073
Colesterolo totale (mg/dl) 197.5+39.1 189.0 + 39.6 0.173
LDL (mg/dl) 119.5+34.6 110.8+33.1 0.112
Trigliceridi (mg/dl) 140.0 [106.0-184.0] 135.0 [99.0-167.0] | 0.219
Creatinina (mg/dl) 0.88+0.2 0.90+0.2 0.302
GGT (U/L) 28.0 [18.0-43.0] 30.0[17.0-44.3] | 0.921
AST (U/L) 21.0[18.0-31.0] 21.0[18.5-25.5] | 0.986
ALT (U/L) 31.0 [20.0-47.0] 27.0 [23.0-40.0] | 0.995
Albumina (g/dl) 44+0.3 44+0.3 0.898
Sesso femminile (%) 37.7 30.6 0.353
Diabete (%) 29.6 38.8 0.209
Statine (%) 42.6 38.8 0.623
Sindrome metabolica (%) 65.5 63.3 0.769
GFR <60 (%) 4.9 6.1 0.733

Tabella 2 - Caratteristiche della popolazione in accordo alle variazioni di Fib4

I soggetti con un peggioramento della classe di Fib4 presentavano una minore attivita LAL

al basale se paragonati a coloro con FIB4 stabile o migliorato (Fig.23 panel A, p=0.026).

Differenze di attivita LAL sono state registrate anche quando le tre categorie di variazione

del FIb-4 sono state considerate separatamente (Fig.23 panel B, p=0.006), evidenziando

un’attivita LAL ridotta sia nei pazienti che hanno sperimentato un miglioramento (p vs.

FIB4 stabile = 0.022) che in quelli che hanno sperimentato un peggioramento (p vs. FIB4

stabile = 0.011).

e
©

=
%

p=0.026

Median LAL activity
(nmol/spot/h)

0,6

Classe Fib-4 non peggiorata Classe Fib-4 peggiorata
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Figura 23 - Valori di attivita LAL in accordo alle variazioni di Fib-4 (Panel A), (Panel B)

Un’ulteriore suddivisione della popolazione ¢ stata effettuata individuando i pazienti che

hanno avuto una progressione del Fib4 fino a valori >2.67, valori suggestivi di fibrosi

avanzata. Andando a confrontare le loro caratteristiche con il resto della popolazione,

"unica differenza statisticamente significativa tra i due gruppi e proprio il valore mediano

di LAL-activity (0.9 [0.7-1.2] vs 0.7 [0.4-0.8], p=0.026), come riportato in tabella 3 e figura

24.
Non progressione in fibrosi Progressione in fibrosi
avanzata (n = 257) avanzata (n = 10) P
Eta (anni) 55.2+10.0 59.5 +16.4 0.195
Circonferenza vita (cm) 1069114 109.6 £ 11.7 0.466
BMI (kg/m?) 30.4+4.5 31.5+5.0 0.446
HOMA-IR 3.6 [2.7-5.7] 4.2 [2.4-5.4] 0.884
Colesterolo totale (mg/dl) 197.3+39.0 167.1+36.1 0.017
LDL (mg/dl) 119.1+345 89.6 £+ 15.5 0.008
Trigliceridi (mg/dl) 138.0 [104.8-181.3] 138.0 [94.3-46.3] 0.452
Creatinina (mg/dl) 0.9+0.2 09+0.2 0.511
GGT (U/L) 28.0 [17.0-42.0] 34.5 [29.8-46.3] 0.138
AST (U/L) 21.0[18.0-29.0] 24.0[19.0-50.3] 0.184
ALT (U/L) 30.0 [21.0-44.3] 34.0[21.8-67.3] 0.359
Albumina (g/dl) 44+03 45+03 0.690
LAL activity (nmol/spot/h) 0.9 [0.7-1.2] 0.7 [0.4-0.8] 0.026
Sesso femminile (%) 37.2 30.0 0.643
Diabete (%) 31.0 30.0 0.946
Statine (%) 42.2 30.0 0.441
Sindrome metabolica (%) 65.5 60.0 0.720
GFR <60 (%) 5.0 10.0 0.489

Tabella 3 - Caratteristiche della popolazione in accordo al nuovo riscontro di fibrosi avanzata (escluse fibrosi avanzate al baseline)
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Figura 24 - Valori di attivita LAL nei pazienti che non sviluppano e sviluppano fibrosi avanzata (Panel A — esclusi i pazienti con
fibrosi avanzata basale), (Panel B - esclusi i pazienti con fibrosi avanzata basale e che migliorano rispetto al basale)

Le analisi tempo dipendenti, univariate e multivariate, sono state condotte in accordo ai
terzili di attivita della LAL. All'analisi univariata, le curve di sopravvivenza mostrano che
i soggetti con valori di LAL piu bassi (I LAL activity tertile), dopo esclusione dei pazienti
con fibrosi avanzata basale, presentano maggiore probabilita di progressione della fibrosi
sia includendo nella popolazione i pazienti che migliorano (log-rank test p=0.034; Fig.25
Panel A), che escludendoli (log-rank test p=0.008; Fig.25 Panel B). Un andamento simile
delle curve e stato registrato valutando la sopravvivenza libera dallo sviluppo di fibrosi

avanzata (I vs II+III tertile log-rank test p=0.028; Fig.26).
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Figura 25 - Curve univariate di sopravvivenza libera da progressione di Fib4 nei pazienti senza diagnosi di fibrosi avanzata basale
(Panel A) e dopo esclusione dei pazienti che migliorano rispetto al basale (Panel B), in accordo con i terzili di LAL (I vs II-1ll terzile)
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Figura 26 - Curve univariate di sopravvivenza libera da progressione in fibrosi avanzata nei pazienti senza diagnosi di fibrosi
avanzata basale e dopo esclusione dei pazienti che migliorano rispetto al basale, in accordo con i terzili di LAL (I vs II-1ll terzile)
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All'analisi multivariata di Cox, vi e evidenza dell’associazione tra la progressione della

fibrosi con la classe di Fib4 di partenza (aHR [adjusted Hazard Ratio]=0.374; 95% C.I. 0.147

—0.956; p=0.040) e con il terzile piu basso di LAL activity (aHR=1.879; 95% C.I. 1.063 - 3.32;

p=0.030), indipendentemente dalle altre variabili in esame (sesso femminile, eta, diabete,

BMI) (Tabella 4, Figura 27).

aHR 95% C.I. for aHR p
Sesso Femminile 0.615 0.325 1.163 0.135
Classe Fib4 basale 0.374 0.147 0.956 0.040
Eta 1.023 0.992 1.054 0.150
Diabete 1.131 0.614 2.081 0.693
BMI 1.013 0.953 1.077 0.681
| LAL tertile 1.879 1.063 3.322 0.030

Tabella 4 - Regressione di Cox multivariata dei predittori di progressione della fibrosi (dopo esclusione dei pazienti con diagnosi di

09
0.8
0,7
0,6
0,5

04

Progression-Free Survival

-7l and IIT LAL activity tertiles
NI LAL activity tertile

fibrosi avanzata al basale)

Months

120

135 150

Figura 27 - Curve multivariate di sopravvivenza libera da progressione di Fib4 nei pazienti senza diagnosi di fibrosi avanzata
basale, in accordo con i terzili di LAL (I vs II-1ll terzile), dopo correzione per sesso, eta, classe basale di Fib4, diabete, BMI

Analogamente, all’analisi multivariata dei fattori associati all’insorgenza di fibrosi

avanzata, vi e evidenza dell’associazione con la classe di Fib4 di partenza (aHR=8.887, 95%

C.I1.2.162 - 36.526, p=0.002), I'eta (aHR=1.088, 95% C.I. 1.004 — 1.178, p=0.039) e il terzile piu

basso di attivita LAL (aHR=5.390, 95% C.I. 1.216 — 23.896, 0.027) (Tabella 5, Figura 28).
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aHR 95% C.I. for aHR p
Sesso Femminile 0.868 0.203 3.713 0.849
Classe Fib4 basale 8.887 2.162 36.526 0.002
Eta 1.088 1.004 1.178 0.039
Diabete 0.826 0.192 3.560 0.798
BMI 1.092 0.938 1.270 0.257
| LAL tertile 5.390 1.216 23.896 0.027

Tabella 5 - Regressione di Cox multivariata dei predittori di insorgenza di fibrosi avanzata (dopo esclusione dei pazienti con
diagnosi di fibrosi avanzata al basale e dei pazienti che migliorano)
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Figura 28 - Curve multivariate di sopravvivenza libera da neo-diagnosi di fibrosi avanzata nei pazienti senza diagnosi di fibrosi
avanzata basale e che non migliorano, in accordo con i terzili di LAL (1 vs lI-1ll terzile), dopo correzione per sesso, eta, classe basale
di Fib4, diabete, BMI

Discussione e conclusioni
I risultati principali dello studio sperimentale mostrano che i bassi valori di LAL-activity

predicono la progressione della fibrosi epatica nei pazienti con MASLD.

Sebbene la correlazione inversa tra il Fib4 e l'attivita LAL al basale sia un risultato atteso,
in quanto il nostro gruppo aveva gia dimostrato che quest’ultima decresce
progressivamente al peggiorare della fibrosi epatica e della severita della NAFLD [239], lo
studio sperimentale mostra per la prima volta l'associazione prospettica tra i piu bassi
valori di LAL e la progressione della fibrosi epatica nel tempo. Tali dati sono confermati
anche dopo correzione per i fattori di rischio classici per la progressione di fibrosi, come

leta, il sesso, la classe di rischio di partenza, il BMI e la diagnosi di diabete. Riguardo alle
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correlazioni osservate all’analisi multivariate, se e vero che la progressione della fibrosi
risulta associata inversamente alla classe Fib4 di partenza, le neodiagnosi di fibrosi
avanzata presentano una correlazione diretta con la stessa. Questo dato, contraddittorio
ad una prima lettura, si puo invece spiegare con il fatto che I'avanzamento di classe avviene
nella maggior parte dei casi da valori di rule out (FIB4 < 1.3 nei pazienti di eta < 65 anni e
< 2.0 nei pazienti di eta > 65 anni — codificato con valore di variabile = 1) a quelli che
ricadono nella classe indeterminata (valore di variabile = 2) piuttosto che un passaggio
dalla classe intermedia a quella avanzata (codificata con valore di variabile = 3). Al
contrario, la maggior parte dei pazienti in cui viene effettuata la neodiagnosi di fibrosi
avanzata (FIB4 > 2.67), presentavano una classe di rischio intermedia al momento
dell’arruolamento (dati non mostrati). Infine, all’analisi multivariata per i fattori associati
alla progressione della fibrosi (ma non in quella per la neodiagnosi di fibrosi avanzata),
l'eta correla direttamente ed indipendentemente con la progressione della fibrosi. Gia il
GOASIA study aveva dimostrato una maggiore presenza di fibrosi avanzata nei pazienti
NAFLD di eta 2 60 anni [245]. Alcuni autori avevano inizialmente sollevato dei dubbi
sull'affidabilita dei marcatori indiretti di fibrosi nel paziente anziano. Tuttavia,
I'individuazione di cut-off specifici per fasce di eta, come quelli applicati in questo studio,
ha ridotto fortemente l'influenza dell’eta come fattore confondente [124]. Nessuna
associazione tra sesso, BMI, diagnosi di diabete e gli outcome oggetto di studio e stata
osservata, nonostante diversi studi abbiano identificato il diabete come un fattore di rischio

per la comparsa e progressione di fibrosi epatica nei pazienti con NAFLD/MASLD [246].

Il dosaggio dell’attivita enzimatica della LAL potrebbe quindi rappresentare un efficace
marker biochimico per identificare il sottogruppo di soggetti affetti da MASLD a maggior

rischio di progressione di fibrosi.

Il nostro studio presenta alcuni punti di forza, relativi soprattutto alla valutazione
prospettica dell’evoluzione della fibrosi epatica. Alcune limitazioni sono invece

rappresentate dal numero relativamente contenuto di soggetti inclusi nello studio,
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dall’utilizzo dei soli score indiretti di fibrosi per la definizione degli outcome e la natura
osservazionale dello studio che non permette di definire in maniera univoca il ruolo del

deficit di attivita enzimatica della LAL nella patogenesi della MASLD.

Studi pit ampi, e su coorti differenti, saranno necessari per confermare i nostri risultati.
Inoltre, qualora i nostri risultati fossero confermati, si potrebbe ipotizzare uno studio
d’intervento, con terapia sostitutiva o con ipotetici modulatori dell’attivita LAL, al fine di

valutarne gli effetti sulla MASLD.
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