                                     INTRODUZIONE

CENNI STORICI SULLA FIBROSI EPATICA

L’evento finale di un danno epatico cronico, indipendentemente dall’eziologia sottostante, è la cirrosi epatica. La cirrosi epatica è un processo dinamico caratterizzato da un lato, da un’eccessiva deposizione di matrice extracellulare che sovverte la normale architettura del fegato fino alla formazione di “cicatrici” e dall’altro, da un aberrante tentativo di riparazione da parte degli epatociti con formazione di noduli rigenerativi ¹. L’importanza clinica della cirrosi epatica è legata alla progressiva riduzione della capacità funzionale del fegato fino all’insufficienza epatica,  all’ipertensione portale e all’insorgenza di epatocarcinoma ².  Storicamente, il processo di fibrosi epatica è stato considerato come un fenomeno passivo conseguente al collasso della trama reticolinica epatica, secondario al collasso del parenchima epatico dovuto alla necrosi ³. Gli studi clinici e sperimentali condotti negli anni ’70 dimostrarono che la fibrosi epatica è un processo dinamico, caratterizzato dalla sintesi e dalla deposizione di collagene e in cui gli epatociti erano considerati le principali fonti della matrice extracellulare 4. Negli anni ’80, le cellule stellate epatiche (HSC) precedentemente chiamate cellule di Ito, lipociti o cellule perisinusoidali, furono identificate come le cellule epatiche principali produttrici di matrice extracellulare (5-6-7). Da allora, la fibrosi epatica è considerata l’espressione a livello epatico del modello di riparazione di un danno cronico e definito da alcuni aspetti chiave: 1) la persistenza di un danno cronico della componente epiteliale epatica, cioè gli epatociti e/o i colangiociti; 2) la presenza di un infiltrato infiammatorio cronico; 3) l’attivazione di differenti tipi di cellule produttrici della matrice extracellulare con caratteristiche proliferative, sintetiche e contrattili; 4) importanti modificazioni nella quantità e qualità della matrice extracellulare epatica 8 (Figura 1).
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Rappresentazione di un quadro di fibrosi epatica in paziente con epatite cronica HCV-correlata,  alle colorazioni di routine. La fibrosi epatica è caratteristicamente associata ad aree di danno epatico cronico, caratterizzate da necrosi epatocellulare ed infiltrazione linfocitaria (in blu) e dalla eccessiva deposizione di matrice extracellulare (in rosso) che delimita le aree di danno.
ORIGINE E MODIFICAZIONI FENOTIPICHE DEI MIOFIBROBLASTI EPATICI DURANTE IL PROCESSO DI FIBROGENESI
In risposta ad un danno epatocellulare acuto, le cellule parenchimali vanno incontro a replicazione, rimpiazzando le cellule necrotiche o apoptotiche, con limitata risposta infiammatoria e limitata deposizione di matrice extracellulare a cui fa seguito la restitutio ad integrum del parenchima offeso. Se però il danno epatico persiste nel tempo, questo processo riparativo si protrae, la rigenerazione epatocellulare fallisce nel suo compito riparativo e si ha l’attivazione di elementi mesenchimali che producono un’eccessiva quantità di matrice extracellulare e di collagene fibrillare. Queste cellule hanno origini differenti, ma subiscono un comune processo di transdifferenziazione, assumendo tutte un fenotipo miofibroblastico 9. I miofibroblasti attivati che producono matrice extracellulare (ECM) derivano soprattutto dalle HSC 10, localizzate all’interfaccia tra setti fibrosi e parenchima circostante. Altre fonti cellulari che possono contribuire a questa popolazione sono i fibroblasti portali (localizzati nella zona più interna dei setti fibrosi oppure nei tratti portali ampliati), i fibrociti reclutati dal midollo osseo (localizzati all’interfaccia e nei setti fibrosi e derivanti da cellule staminali pluripotenti)11,12 ed infine le cellule epiteliali, epatociti e/o colangiociti, che vanno incontro al processo di transizione epitelio-mesenchimale (EMT), localizzate nei setti fibrosi e positive alla colorazione per la cosiddetta proteina specifica dei fibroblasti (FSP-1) 13-15  (Figura 2).
Quando il danno epatico diventa cronico, le HSC attivate ed i miofibroblasti di altra origine, migrano e si accumulano nei siti di riparazione del danno, dove secernono una grande quantità di matrice extracellulare e di collagene fibrillare che contribuisce alla formazione dei setti che vanno a delimitare i noduli rigenerativi. 
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Figura 2.
Fonti di cellule fibrogenetiche coinvolte nel processo di fibrosi epatica. In seguito a  danno epatico, si osserva la trasformazione delle cellule stellate epatiche quiescenti (HSCs) in cellule ‘attivate’ e poi in miofibroblasti contrattili. Altre cellule possono transdifferenziare in miofibroblasti fibrogenetici, e quindi contribuire alla produzione di matrice extracellulare (ECM) in corso di danno epatico. Alcuni studi indicano che queste fonti cellulari di ECM comprendono cellule derivanti dal midollo osseo (che genera fibrociti circolanti), fibroblasti portali ed infine epatociti e colangiociti che vanno incontro a EMT, guidati dal signaling Hh e dalla proteina ossea morfogenetica (BMP). Inoltre, può anche verificarsi una MET, in cui cellule mesenchimali generano cellule epiteliali (l’importanza di questo pathway non è noto nelle malattie umane). Abbreviazioni: EMT, transizione epitelio-mesenchimale; Hh, hedgehog; MET, transizione mesenchimo-epiteliale.
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MECCANISMI DI ATTIVAZIONE DEI MIOFIBROBLASTI EPATICI 
(Figura 3)


[image: image2]
Attivazione delle HSC. Le vie di attivazione delle HSC includono fattori che causano l’avvio e quelli che giocano un ruolo nel mantenimento dell’attivazione stessa. L’attivazione è favorita da fattori solubili tra cui specie reattive dell’ossigeno (ROS), corpi apoptotici, LPS e stimoli paracrini di cellule vicine che comprendono macrofagi epatici ( Cellule di Kupffer), endotelio sinusoidale ed epatociti. L’attivazione è poi seguita dal suo mantenimento. La proliferazione, la contrattilità, la fibrogenesi, la degradazione della matrice extracellualre, la chemiotassi ed il signaling infiammatorio sono cambiamenti fenotipici specifici che caratterizzano il mantenimento dello stati di attivazione. La risoluzione della fibrosi epatica, che avviene dopo la risoluzione della malattia epatica primaria, porta alla perdita  delle HSCs attivate, attraverso la loro apoptosi, senescenza o reversione delle cellule attivate a fenotipo quiescente. Abbreviazioni: CTGF, fattore di crescita connettivale; ET1, endotelina 1; FGF, fattore di crescita fibroblastico; HSC, cellule stellate epatiche; LPS, lipopolisaccaride; MMP, metallo proteinasi di matrice; MT1-MMP, metalloproteinasi di membrana tipo 1; NFκB, fattore nucleare κB; NK, natural killer; NKT, cellule T natural killer; NO, ossido nitrico; NOX, NAPDH ossidasi; PDGF, fattore di crescita derivato dalle piastrine; TGF-β1, fattore di crescita trasformante β1; TIMP, inibitore tissutale delle metallo-proteinasi; TLR, Toll-like recettore; TRAIL, ligando del fattore di necrosi tumorale inducente apoptosi; VEGF, fattore di crescita vascolare endoteliale. 
Ottenuto da Elsevier Ltd © Friedman, S. L. Gastroenterology 134, 1655–1669 (2008) and the American Society for
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Diversi studi hanno dimostrato che lo stress ossidativo in tutte le forme di danno epatico cronico gioca un ruolo chiave nella fibrogenesi epatica. Le specie reattive dell’ossigeno (ROS), rilasciate dalle cellule epatiche danneggiate, innescano meccanismi ossido-riduttivi all’interno delle HSC, inducendone l’attivazione e aumentando così la sintesi di collagene 16. D’altra parte, le stesse HSC possono essere un’ importante fonte di specie reattive dell’ossigeno in corso di fibrosi epatica, contribuendo quindi in maniera autocrina alla stimolazione del loro comportamento fibrogenetico17. 

Negli epatociti la principale fonte di ROS è il citocromo P4502E1. Nelle cellule di Kupffer la produzione dei ROS è mediata dall’attivazione della forma fagocitica della nicotinammide-adenina-dinucleotide-fosfato-ossidasi (NADPH-ossidasi) in risposta a diversi stimoli, quali i metaboliti dell’alcol e il tumor necrosis factor α (TNFα). Tali molecole conducono anche ad effetti proinfiammatori e all’apoptosi degli epatociti, con conseguente evoluzione del danno epatico cronico verso la fibrosi. Nelle HSC è invece espressa la forma non fagocitica del complesso NADPH-ossidasi, producendo quindi esse stesse le specie reattive dell’ossigeno che ne promuovono in vitro l’attivazione e la fibrogenesi 18.

Ulteriori studi condotti su diversi modelli sperimentali di danno epatico cronico hanno dimostrato che diverse citochine e fattori di crescita concorrono nel meccanismo di fibrogenesi e di attivazione dei miofibroblasti:

· Fattore di crescita trasformante β1 (TGFβ1), è la citochina maggiormente implicata nell’attivazione dei miofibroblasti e nella fibrogenesi in tutti i tessuti e quindi anche nel fegato;

· Sostanze vasocostrittrici, come la norepinefrina e l’angiotensina II; 

· Fattore di crescita derivato dalle piastrine (PDGF), è il mitogeno più potente;

· Adipocitochine, tra cui la leptina, coinvolte nell’infiammazione epatica.

Molti dati indicano inoltre che stimoli paracrini ad azione sulle HSC possono derivare da fonti esterne al fegato. Tra queste, un ruolo di rilievo sembra essere svolto dalla traslocazione batterica intestinale, con reclutamento a livello epatico di cellule infiammatorie e stimolo alla progressione della fibrosi epatica. Un recente studio ha dimostrato come il lipopolisaccaride originato dai batteri intestinali Gram-, interagendo con il suo specifico recettore (Tool-like receptor-4,  TLR-4), innesca l’attivazione delle HSC, aumentando l’attività del TGF β1, la più potente citochina fibrogenetica, con conseguente stimolo alla fibrogenesi 19.

Tra i vari meccanismi coinvolti nella progressione della fibrosi epatica, anche il sistema neuroendocrino sembra essere coinvolto. I miofibroblasti esprimono recettori e markers neuroendocrini 20-21. L’iperattivazione del sistema nervoso adrenergico è coinvolta nell’eziopatogenesi e nella progressione della cirrosi. Inoltre, i pazienti con cirrosi o con sindrome epato-renale esprimono livelli più alti di norepinefrina o del suo cotrasmettitore neuropeptide Y 22. Inoltre, le HSC esprimono recettori adrenergici e sono capaci esse stesse di secernere norepinefrina. Mentre alcuni autori hanno dimostrato la capacità della norepinefrina di incrementare l’espressione di chemochine infiammatorie da parte delle HSC, altri hanno proposto un ruolo nella proliferazione cellulare e nel segnale fibrogenetico delle cellule stellate epatiche 23. Un’ulteriore dimostrazione della connessione tra il processo di transdifferenziazione dei miofibroblasti e i regolatori neuro-ormonali è suggerita dall’attività del fattore di crescita nervoso (NGF) sulle HSC che, interagendo con il recettore p75NTR, inibisce il processo di apoptosi in queste cellule ed esercita un ruolo cruciale nel processo di transdifferenziazione delle HSC in elementi simil-fibroblastici 24. 

Recenti studi inoltre, hanno mostrato che le HSC esprimono recettori per gli oppiodi e che l’attività opioidergica endogena, aumentata in alcune condizioni quali il danno colestatico cronico del fegato, modula la proliferazione e la fibrogenesi 25. Infatti le HSC, sia isolate da modelli sperimentali che da fegato di pazienti, esprimono recettori per gli oppioidi endogeni. Questi recettori sono funzionalmente attivi, in quanto l’incubazione di HSC con oppioidi endogeni stimola la proliferazione e la sintesi di collagene da parte delle HSC stesse. Oppioidi endogeni come la metenchefalina sono aumentati in corso di danno epatico cronico nelle cellule epiteliali che subiscono il danno (epatociti e/o colangiociti a seconda della patologia di base) e quindi possono stimolare con modalità paracrina le HSC. Quando infatti blocchiamo questa interazione in vivo con un inibitore aspecifico del recettore degli oppioidi, il naloxone, vi è una ridotta deposizione di matrice extracellulare in corso di danno epatico cronico.

Reazione duttulare e fibrogenesi epatica

La popolazione delle cellule epiteliali del fegato comprende gli epatociti ed i colangiociti. Le cellule dei dotti biliari, nell’adulto, sono nella fase G0 del ciclo cellulare, ma danni al parenchima epatico, interruzione della normale interazione tra cellule e matrice o il rilascio di citochine e mediatori solubili, attivano la proliferazione colangiocitaria. In molte condizioni, sia sperimentali che patologiche, tale proliferazione va a costituire la “reazione duttulare”, termine coniato da Popper per identificare l’espansione delle cellule epiteliali all’interfaccia tra albero biliare ed epatociti e che si riferisce ai processi di proliferazione di duttuli preesistenti, attivazione di progenitori cellulari e presenza di epatociti intermedi 26.

La proliferazione colangiocitaria è la componente principale della “reazione duttulare” ed è stata considerata come il “pace-maker” della fibrosi portale, nella definizione proposta da Valeer Desmet nel 1995 27, in quanto la fibrosi portale segue la proliferazione dei dotti biliari con funzione di supporto dei dotti neoformati e dei plessi peribiliari. 

Gli elementi cellulari della “reazione duttulare” possono contribuire al processo fibrogenetico con meccanismi differenti (Figura 4). I colangiociti proliferanti sono fonte di molecole, quali il TGF-α e il TGF-β1, l’endotelina-1, il PDGF-BB, l’ossido nitrico ed il fattore di crescita del tessuto connettivale, in grado di attivare le HSC, responsabili della deposizione di matrice extracellulare 28-31 ed inoltre, secernono citochine proinfiammatorie e chemiotattiche, come l’interleuchina-6 (IL-6), l’interleuchina-8 (IL-8) e la  proteina chemiotattica dei monociti 1 (MCP-1), che attraggono le HSC ed i miofibroblasti portali, facilitando il processo fibrogenetico 28, 32.

Le cellule infiammatorie, richiamate dai fattori chemiotattici secreti dagli elementi della reazione duttulare nel sito di danno, secernono le metallo-proteinasi, enzimi capaci di degradare la matrice extracellulare prodotta dai miofibroblasti, ma al contempo, esse stesse producono citochine chemotattiche che favoriscono la migrazione di altre cellule che producono collagene, generando in tal modo un meccanismo di automantenimento del danno che evolve verso la progressione della fibrosi 28. Inoltre, nel fegato di pazienti affetti da cirrosi biliare primitiva e da colangite sclerosante primitiva è stata osservata una maggiore quantità di mRNA codificante per gli inibitori tissutali della metalloproteinasi-1 (TIMP-1), rispetto all’mRNA codificante per le metalloproteinasi stesse33. 

Un concetto emergente è quello della regolazione autocrina/paracrina svolta da alcuni peptidi rilasciati dai colangiociti, che appaiono coinvolti in prima linea nella regolazione della proliferazione dei colangiociti stessi in risposta alla colestasi e capaci di influenzare l’attività delle HSC e/o dei miofibroblasti portali 31. Tra questi, gli oppioidi endogeni (recettori opioidergici sono espressi su colangiociti e su HSC in aree di attiva fibrogenesi), la serotonina (stimola la proliferazione dei colangiociti), alcuni fattori angiogenetici, come ad esempio il fattore di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF-1) e l’ IGF-1 (promuove la crescita dei colangiociti e attiva le HSC) 34-35. 

La proliferazione colangiocitaria si può inoltre verificare in condizioni di colestasi cronica. La colestasi avviene, per definizione, quando è compromesso il passaggio delle bile in duodeno, con conseguente ritenzione dei componenti della bile a livello epatico, in particolare degli acidi biliari. Questa è una condizione in grado, di per sè, di innescare il processo fibrogenetico. E’ stato infatti dimostrato che le HSC esposte in vitro agli acidi biliari aumentano la loro replicazione, indipendentemente dal grado di idrofobicità degli acidi biliari stessi 36. 

L’attivazione della reazione duttulare e le sue proprietà fibrogenetiche non si limitano comunque alle condizioni colestatiche croniche. Nel fegato normale la sostituzione di epatociti necrotici o apoptotici avviene tramite la replicazione di epatociti adiacenti. Quando questa via riparativa è compromessa da insulti di vario genere (tossine, infezioni virali, steatosi, stress ossidativo, alcol), la normale attività proliferativa degli epatociti viene bloccata ed avviene l’attivazione di una seconda via di proliferazione dei progenitori epatocitari (HPC) 37. Queste sono cellule bipotenti che risiedono principalmente nelle regioni periportali e possono diventare fonte degli epatociti rigeneranti, dei colangiociti proliferanti e dei duttuli: la reazione duttulare è anche il prodotto di questa via proliferativa secondaria 38. I dati ottenuti da pazienti con epatite cronica HCV-correlata e con steatoepatite non alcolica (NASH) dimostrano che una via replicativa alterata può promuovere una reazione duttulare periportale, che successivamente può causare una fibrosi periportale 39-40.

Infine, esiste un legame tra apoptosi e fibrogenesi. Infatti, sia le HSC quiescenti che quelle attivate sono capaci di fagocitare corpi apoptotici, evento che stimola l’espressione del TGF-β e la deposizione di collagene 41.
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Figura 4.
Gli elementi della reazione duttulare producono fattori di crescita che possono direttamente attivare le cellule stellate epatiche e/o i fibroblasti periportali attraverso un pathway diretto. 

Inoltre, gli stessi elementi possono elaborare fattori che stimolano il reclutamento di cellule infiammatorie, ed infine, anche i corpi apoptotici di loro derivazione possono concorrere alla stimolazione delle HSC.

Transizione epitelio-mesenchimale (EMT) e fibrogenesi epatica
Le cellule epiteliali e mesenchimali differiscono tra di loro per molte caratteristiche fenotipiche e funzionali. Le cellule epiteliali si dispongono in colonne, sono connesse con le cellule vicine da strutture di membrana specializzate con polarizzazione ben precisa, e presentano una lamina basale. Le cellule mesenchimali invece non formano uno strato cellulare organizzato, non hanno né lamina basale né un orientamento spaziale, e acquistano in coltura un aspetto fusiforme, con morfologia fibroblasto-simile. Tuttavia le cellule epiteliali possono trasformarsi in cellule mesenchimali tramite il processo di “transizione epitelio-mesenchimale” (EMT) 42-43. Con questo termine è indicata una serie di eventi durante i quali le cellule epiteliali perdono molte delle loro caratteristiche e acquisiscono proprietà tipiche delle cellule mesenchimali, con complessi cambiamenti nella architettura e nel comportamento, favoriti dall’integrazione di segnali extracellulari (come componenti della matrice extracellulare: acido ialuronico, collagene, fattori di crescita per i fibroblasti, TGF-β, EGF) che la cellula riceve dall’ambiente circostante alterato in corso di danno epatico cronico 44. L’EMT è essenziale per la morfogenesi degli organi, la riparazione delle ferite, la carcinogenesi e lo sviluppo di metastasi. Il processo è mediato da molecole effettrici intracellulari, per esempio componenti della famiglia delle GTPasi (Ras, Rho, Rac) e della famiglia delle tirosin-chinasi Src. Questi effettori mediano la distruzione dei complessi giunzionali e i cambiamenti del citoscheletro che realizzano la transizione epitelio-mesenchimale. A livello trascrizionale, si verifica l’attivazione di regolatori come SNAIL1 e SNAIL2, che portano alla modificazione dell’espressione genica che è alla base del processo di transizione. Il TGF β1, il più potente fattore fibrogenetico nelle malattie epatiche croniche, è anche il regolatore più importante della transizione epitelio-mesenchimale, che media la distruzione delle giunzioni serrate intercellulari e l’attivazione di specifici recettori nucleari (Smad3, Smad2/4) che regolano l’espressione dei geni bersaglio responsabili della trasformazione cellulare 43-44. 

Una serie di studi in vitro e in vivo hanno correlato alcuni processi intracellulari e/o markers tipici della transizione epitelio-mesenchimale alla fibrogenesi epatica. La chinasi legata all’integrina, espressa solo su HSC attivate e non su quelle quiescenti in risposta all’interazione con la matrice extracellulare e con fattori di crescita, interagisce con il dominio citoplasmatico delle integrine β1 e β3 e diminuisce l’espressione della E-caderina (marker delle cellule epiteliali), evento necessario per la transizione epitelio-mesenchimale indotta dal TGFβ1 45. Studi immunoistochimici in vitro hanno dimostrato la presenza sia di citocheratine 18 e 19, markers tipici delle cellule epiteliali, co-localizzate con vimentina e α-actina di muscolo liscio (markers di cellule miofibroblastiche) su HSC umane in coltura, la cui espressione progressivamente diminuiva con il prolungarsi del tempo di coltura 46. Studi più recenti hanno dimostrato che le HSC ed i progenitori epatocitari esprimono antigeni sia epiteliali che mesenchimali in corso di danno epatico cronico in vivo. È stata anche evidenziata la transizione dell’espressione di E-caderina (marker epiteliale) in N-caderina (marker miofibroblastico) durante l’attivazione delle HSC sia in vitro che in vivo 47. Tutte queste osservazioni hanno permesso di sostenere l’ipotesi di un’origine epiteliale delle HSC, che poi possono andare incontro ad un processo di trans-differenziazione con assunzione di un fenotipo mesenchimale durante il processo di attivazione, e che viceversa le cellule epatiche sono capaci di andare incontro al processo dell’ EMT durante la fibrogenesi. 

La più importante evidenza di un ruolo della EMT nella fibrogenesi epatica deriva dalla dimostrazione di un cambiamento delle cellule epiteliali epatiche (epatociti e colangiociti) in miofibroblasti. Gli elementi della reazione duttulare sono capaci di migrare nelle aree di attiva fibrogenesi e contribuire alla produzione della matrice extracellulare con diversi meccanismi tra cui, la trasformazione in miofibroblasti attraverso il processo dell’EMT. 

A conferma di queste evidenze istologiche, è stato dimostrato che colangiociti umani incubati in vitro con il TGF-β1 esprimono α-SMA e producono componenti della matrice extracellulare mentre perdono l’espressione della citocheratina 19 (marker delle cellule epiteliali) 48.  

In realtà poco si sa sul ruolo della EMT nelle patologie umane e le conoscenze acquisite si limitano alle condizioni colestatiche croniche. Le prime evidenze di un ruolo dell’EMT nei pazienti coinvolgono il sistema di segnale intracellulare denominato Hedgehog (HH). Questo sistema regola in molti organi l’accrescimento tissutale durante lo sviluppo, ma è anche coinvolto nella risposta di riparazione ad un danno cronico 42-43. Nel fegato l’HH regola lo sviluppo, la risposta tissutale all’infiammazione cronica e la cancerogenesi. Gli elementi che costituiscono la reazione duttulare e i fibroblasti nello stroma portale esprimono ligandi, recettori e/o geni bersaglio tipici del sistema di HH. Un elegante studio immunoistochimico, sebbene effettuato su un unico caso, ha dimostrato la presenza della transizione epitelio-mesenchimale durante una recidiva di cirrosi biliare primitiva in un fegato post-trapianto. Infatti nel fegato trapiantato erano stati identificati molti elementi della reazione duttulare che esprimevano la proteina specifica dei fibroblasti-1 (FSP-1), così come gli epatociti adiacenti ai tratti portali.  Tale proteina era presente a 24 giorni dal trapianto nell’epitelio biliare, senza segni istologici di recidiva di malattia, insieme ad un accumulo nucleare di Smad2/3 fosforilato (cioè attivato) e ad una positività per la vimentina (marker di elementi mesenchimali) da parte dei colangiociti. L’estensione di questa positività immunoistochimica era aumentata a nove mesi dal trapianto, e si associava a segni istologici di recidiva di cirrosi biliare primitiva 49. Lo stesso gruppo di studiosi ha esteso queste osservazioni a pazienti con diverse malattie croniche del fegato, mostrando la co-localizzazione della proteina specifica dei fibroblasti (FSP-1) con la citocheratina 19 o con la E-caderina negli elementi della reazione duttulare.

INSULINO-RESISTENZA, SINDROME METABOLICA E DANNO EPATICO CRONICO

Insulino-resistenza

L’ insulina è il principale ormone regolatore dell’omeostasi glucidica, che modula la disponibilità di glucosio in circolo a seconda delle necessità dell’organismo. L’insulina favorisce l’ingresso del glucosio nel tessuto adiposo e nel tessuto muscolare scheletrico dove regola la sua sintesi e l’immagazzinamento, mentre a livello epatico inibisce la glicogenolisi e la gluconeogenesi, prevenendo così la eccessiva liberazione di glucosio. L’insulina inoltre controlla altri importanti processi cellulari, come la sintesi e il deposito dei grassi, la sintesi proteica, la crescita, la proliferazione, la sopravvivenza e la differenziazione cellulare. Quindi, la valutazione dell’omeostasi del glucosio, è solo uno degli aspetti dell’insulino-resistenza.

Il fegato è un organo molto sensibile alle diverse azioni dell’insulina e gioca un ruolo chiave nella regolazione dell’omeostasi dell’energia disponibile per l’intero organismo. L’insulino-resistenza comporta quindi importanti conseguenze a livello sistemico ed in particolare a livello epatico, essendo l’epatocita una cellula metabolicamente molto attiva 50 ed infatti, l’insulino-resistenza è uno dei fattori patologici che concorre allo sviluppo della steatosi (NAFLD), della steatoepatite non alcolica (NASH) 51 ed è anche un importante fattore determinante la progressione di malattia in corso di epatite cronica C e malattia epatica alcol-correlata 52. 

Definzione dell’insulino-resistenza e dei suoi meccanismi molecolari
L’insulino-resistenza è definita come  un’incrementata richiesta di insulina per il mantenimento dell’omeostasi glucidica. L’insulino-resistenza periferica si espleta quando vi è un diminuito up-take di glucosio da parte del tessuto muscolare scheletrico. Questo meccanismo dipende principalmente dall’espressione e dalla traslocazione del trasportatore GLUT4  presente sulla membrana plasmatica di tali cellule. 

L’insulino-resistenza epatica consiste invece in un’alterata inibizione della produzione epatica di glucosio, responsabile dello stato di iperglicemia o intolleranza glucidica 50.

Lo stato di insulino-resistenza a livello cellulare è invece definito come l’alterazione della propagazione del segnale evocato dall’attivazione del recettore dell’insulina, valutabile mediante attività delle kinasi intracellulari e/o dalla modulazione dei geni e delle funzioni cellulari bersaglio dell’ insulina stessa.

La diffusione intracellulare del segnale dell’insulina è evocato dal legame dell’insulina stessa al suo specifico recettore localizzato sulla membrana plasmatica delle cellule bersaglio (Figura 5). Il recettore appartiene alla famiglia delle tirosin-kinasi e la fosforilazione citoplasmatica di substrati come l’IRS (1-6) è un evento cruciale nel mediare l’azione dell’insulina. Tale fosforilazione è ridotta in corso di insulino-resistenza.
Sono state descritte tre principali vie intracellulari di trasduzione del segnale derivanti dall’attivazione di IRS: a) PI3K-Akt, coinvolta principalmente nel controllo dell’azione metabolica su glucosio, lipidi e proteine; b) MAPK, che media gli effetti mitogenici, di crescita e differenziazione cellulare; c) CAP/Cbl/Tc10, controlla la traslocazione di membrana di GLUT4.

In corso di insulino-resistenza, molti meccanismi, agendo individualmente o in sinergia, alterano la trasmissione intracellulare del segnale mediato dall’insulina. La propagazione del segnale può essere alterata dalla ridotta espressione o dall’aumentata degradazione di una delle componenti della cascata del segnale. Oppure, le proteine coinvolte nella trasduzione del segnale possono andare incontro a cambiamenti post-traslazionali che modulano la loro attività. In particolare, l’inibizione della fosforilazione di IRS1/2 da parte di varie chinasi, tra cui JNK1 e PKC, è centrale nel mediare l’insulino-resistenza in risposta a vari fattori di stress, quali l’esposizione a metaboliti lipidici, citochine pro-infiammatorie, stress ossidativo e stress del reticolo-endoplasmatico 54. Un altro livello di regolazione è dato dall’interazione delle proteine inibitrici SOCS, una famiglia di soppressori del segnale mediato da citochine infiammatorie, incluse quelle coinvolte nello stato di infiammazione sub-acuta associata all’obesità. SOCS-3 sembra ridurre il segnale dell’insulina attraverso l’inibizione del suo recettore e la degradazione di IRS1 e 2 55. 

L’insulino-resistenza è classicamente associata con l’obesità 56. Sebbene le correlazioni epidemiologiche tra queste due entità siano state ben stabilite, i meccanismi molecolari e cellulari sono noti ad oggi solo in parte. L’incremento dell’adiposità viscerale è associata con l’accumulo di lipidi nel fegato, che correla con la severità dell’insulino-resistenza 57. Sempre più evidenze mostrano inoltre che l’obesità, l’insulino-resistenza e la sindrome metabolica si associano ad uno stato di lieve infiammazione sub-acuta e stress ossidativo cronico 58. Inoltre, sia lo stato di iperinsulinemia che l’iperglicemia sono di per sé fattori che alimentano lo stato di insulino-resistenza. Infatti, l’iperinsulinemia induce una alterata regolazione del recettore dell’insulina, ed incrementa la degradazione di IRS1/2 e di altre molecole incluse nella trasduzione del segnale. Inoltre, l’iperinsulinemia può danneggiare le cellule β-pancreatiche e quindi partecipare alla ridotta secrezione di insulina da parte di queste cellule, condizione che caratterizza il diabete tipo II.

Il legame tra accumulo di lipidi intraepatici ed insulino-resistenza è rappresentato dalla stimolazione di PKC e JNK da parte di metaboliti lipidici 59. Inoltre, la steatosi epatica e l’insulino-resistenza sono intimamente legate a causa dello stress ossidativo indotto dalla steatosi stessa che porta all’induzione di una risposta allo stress mediata da JNK e NF-kB, e l’incrementata β-ossidazione associata al sovraccarico lipidico, genera prodotti della perossidazione lipidica che attivano NF-kB. 
Il tessuto adiposo è fonte di diversi peptidi che hanno importanti proprietà come modulatori della sensibilità tissutale all’insulina, del metabolismo lipidico, delle reazioni infiammatorie e che agiscono con meccanismi autocrini/paracrini ed endocrini 60. Alterazioni nella secrezione delle adipocitochine sono molto rilevanti nell’obesità, nell’insulino-resistenza e nella sindrome metabolica. La più importante adipocitochina è l’adiponectina, la cui produzione è ridotta in corso di insulino-resistenza.  Questo peptide ha proprietà anti-infiammatorie, incrementa la sensibilità degli epatociti all’inibizione della gluconeogenesi indotta dall’insulina, riduce l’accumulo di grasso negli adipociti mediante l’inibizione della lipogenesi e la stimolazione della β-ossidazione ed, infine, esercita azione antifibrogenetica sulle HSC.  

Un’altra adipocitochina la cui secrezione risulta aumentata in corso di insulino-resistenza è il TNF, citochina pro-infiammatoria, che favorisce la secrezione di IL-6 e SOCS-3. Questa citochina gioca un ruolo chiave nell’insulino-resistenza, in quanto promuove la fosforilazione di JNK e IKKB con finale fosforilazione di IRS, che si associa a inibizione del signaling dell’insulina 61-62. Inoltre, l’attivazione di JNK induce la secrezione di TNF che quindi rappresenta un meccanismo autocrino/paracrino di mantenimento dei meccanismi alla base dell’ insulino-resistenza.

In conclusione, in condizioni di obesità, l’alta produzione di TNF e la bassa secrezione di adiponectina cooperano  per lo sviluppo dello stato di insulino-resistenza. 
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Figura 5.
Vie intracellulari coinvolte nella diffusione del signaling dell’insulina
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Valutazione dell’insulino-resistenza

Molte tecniche possono essere usate per determinare la presenza di IR, ognuno con i propri vantaggi e con i propri limiti. Tra i più usati sono: 

- il modello di valutazione dell’omeostasi glucidica (HOMA-R), che misura la concentrazione glicemica e insulinemica a digiuno. E’ molto utile, utilizzando una sola determinazione di glicemia ed insulina, per studi epidemiologici, ma poco sensibile su piccoli numeri di pazienti; 

- l’indice di controllo quantitativo della sensibilità insulinica (QUICKI), utile per studi epidemiologici, in quanto utilizza un grande numero di dati in modo poco accurato; 

- l’indice derivato dal test di tolleranza orale al glucosio (OGTT), poco maneggevole e molto costoso;

- il test di sensibilità insulinica da carico orale di glucosio (OGIS), che richiede l’esecuzione di una curva da carico orale di glucosio, ma che è il più vicino nei risultati al “gold-standard” rappresentato dal clamp euglicemico, praticabile solo in pochi centri selezionati.

La sindrome metabolica 
La sindrome metabolica è divenuta oggi uno dei maggiori problemi di salute pubblica per la sua associazione con le malattie cardiovascolari. La causa di tale sindrome rimane tuttora in gran parte sconosciuta. Alcuni hanno visto nell’insulino-resistenza un ruolo causativo sostanziale, altri hanno suggerito che l’obesità viscerale, l’ipertrigliceridemia e la circonferenza vita svolgano un ruolo centrale nel determinare l’insorgenza della sindrome. Sicuramente, diversi fattori sono coinvolti nella patogenesi e molti di essi sono correlati ad un non corretto stile di vita.

Di certo, l’insulino-resistenza è una componente essenziale della sindrome metabolica ed importante fattore di rischio per le malattie cardiovascolari 63.

Ad oggi, esistono due classificazioni diagnostiche della sindrome, una proposta dalla Commissione di Terapia degli Adulti III (ATP III) ed una dalla International Diabetes Federation (IDF). Questa ultima tiene conto delle differenze etniche, usando valori soglia specifici basati su una determinata popolazione per misurare l’obesità addominale:

1) Criteri proposti dalla Commissione di Terapia degli Adulti III (ATP III) 64 per cui è affetto da sindrome metabolica chi soddisfa tre o più dei seguenti criteri:

· Circonferenza vita ≥ 102 cm nell’uomo e ≥ 88 cm nella donna;

· Trigliceridemia ≥ 150 mg/dl;

· HDL < 40 mg/dl nell’uomo e < 50 mg/dl nella donna;

· Pressione Arteriosa ≥ 130/85 mmHg;

· Glicemia a digiuno ≥ 110 mg/dl

2) International Diabetes Federation 65: 

condizione essenziale per la diagnosi:

· Circonferenza vita (cut-off diversi a seconda dell’etnia) ≥ 94 cm nell’uomo europeo e ≥ 80 cm nella donna europea;

più almeno due dei seguenti criteri:

· Trigliceridemia ≥ 150 mg/dl;

· HDL < 40 mg/dl nell’uomo e < 50 mg/dl nella donna;

· Pressione Arteriosa ≥ 130/85 mmHg;

· Glicemia a digiuno ≥ 100 mg/dl

Premessa allo studio

L’epatite cronica indotta dal virus dell’epatite C (CHC) è la principale causa di morte per malattia epatica e la principale indicazione al trapianto di fegato 66. La progressione dell’epatite cronica C a cirrosi epatica dipende da una serie di cofattori, tra cui alcune componenti della sindrome metabolica, come il sovrappeso e la steatosi 66,67. L’insulino-resistenza (IR) rappresenta un meccanismo patogenetico alla base della sindrome metabolica ed è inoltre un fattore di rischio indipendente per la fibrosi avanzata sia nella steatoepatite non alcolica (NASH) che nella epatite cronica HCV-correlata 68.

I meccanismi che legano l’insulino-resistenza alla fibrosi epatica in vivo nella epatite cronica HCV-correlata sono ancora in gran parte sconosciuti. Il meccanismo fisiopatologico alla base  della progressione dell’epatite cronica HCV-correlata è la fibrosi epatica. La fibrogenesi epatica è caratterizzata dall’attivazione delle cellule che producono matrice extracellulare (ECM) che acquisiscono capacità proliferative, sintetiche e contrattili 69. Nei meccanismi di riparazione del danno epatico cronico, una crescente attenzione viene data alla componente epiteliale che partecipa al processo di riparazione epatica. La presenza della reazione duttulare (DR) è un reperto comune nelle malattie epatiche dell’uomo 70,71,26,27. Gli elementi della reazione duttulare contribuiscono alla fibrosi epatica attraverso la sintesi di citochine e chemochine capaci di reclutare ed attivare miofibroblasti, nonché attraverso il processo dell’EMT 70. Questo processo consente alle cellule epiteliali di esprimere proprietà mesenchimali ed è stato recentemente considerato come un importante meccanismo di progressione nelle malattie infiammatorie croniche del rene, polmone e fegato 72.

Per meglio comprendere i meccanismi di progressione di malattia nei pazienti con epatite cronica HCV-correlata, abbiamo esaminato l’ipotesi che l’insulino-resistenza possa correlare con la severità istologica e con l’estensione della reazione duttulare in pazienti con epatite cronica HCV-correlata. Abbiamo anche studiato l’espressione di differenti markers di EMT negli elementi della reazione duttulare.
Scopo dello studio 
Il nostro obiettivo è stato quello di comprendere i meccanismi che legano l’insulino-resistenza (IR) alla fibrosi epatica e il ruolo della componente epiteliale nella riparazione tessutale e nella fibrosi in corso di epatite cronica HCV-correlata.

È stato pertanto realizzato uno studio prospettico osservazionale con l’inclusione di 78 pazienti consecutivi, affetti da epatite cronica HCV-correlata.
PAZIENTI E METODI

Pazienti e dati clinici

La popolazione dello studio è composta da 78 pazienti consecutivi affetti da epatite cronica HCV-correlata, sottoposti a biopsia epatica presso gli Ospedali Riuniti di Ancona.  Il protocollo di raccolta dati faceva parte della comune pratica clinica nel reparto della Clinica di Gastroenterologia, Università Politecnica delle Marche-Ospedali Riuniti di Ancona. Tutti i pazienti sono stati chiamati a dare il loro consenso informato all’uso dei dati personali, all’elaborazione dei dati e alla esecuzione della biopsia epatica al momento dell’ammissione allo studio. 
L’epatite cronica HCV-correlata è stata definita dalla presenza di elevati livelli di transaminasi (per più di 6 mesi) e dalla presenza di livelli sierici di HCV/RNA in assenza di altre cause di danno epatico cronico.

Sono stati esclusi dallo studio i soggetti con diabete farmacologicamente trattato e/o sottoposti ad un precedente trattamento antivirale. L’introito di alcol nei sei mesi precedenti è stato indagato con un colloquio esteso ai familiari dei pazienti ed ai medici di base e sono stati esclusi da questo studio i pazienti con consumo di alcool > 40 g/die. Come gruppo di controllo, abbiamo utilizzato campioni bioptici con istologia epatica normale, prelevati da soggetti sottoposti a biopsia epatica per riscontro occasionale di incrementati valori di transaminasi, in assenza di infezione da HCV.

Valutazioni antropometriche e di laboratorio
L’indice di massa corporea (BMI) è stato calcolato come il rapporto tra il peso espresso in kg ed il quadrato dell’altezza espressa in metri. I soggetti con BMI compreso tra 25–29.9 kg/m² sono stati considerati in sovrappeso e quelli con un BMI > 30 kg/m² sono stati considerati obesi. Oltre ai comuni esami di laboratorio, è stato eseguito per ogni paziente un test da carico orale di glucosio (OGTT) con determinazione dei livelli di glicemia e di insulinemia ogni 30 minuti per 120 minuti. L’insulinemia è stata misurata con test immuno-enzimatico (AIA-PACK IRI, AIA-1200 system, Tosoh Co, Tokyo, Japan) con  CVs intra-  ed inter-test per controllo di qualità <7%.

L’insulino-resistenza (IR) è stata misurata con il calcolo dell’OGIS durante l’OGTT. L’OGIS, che misura l’insulino-resistenza in risposta al carico di glucosio, è stato dimostrato in altri studi essere un più valido indicatore di IR rispetto all’HOMA, nei pazienti con epatite cronica HCV-correlata e nei pazienti con NASH 68. I pazienti sono stati considerati avere un’insulino-resistenza post-carico di glucosio in presenza di  OGIS <9.8 mg/kg/min. L’OGTT non  è stata eseguita in tre casi, diagnosticati come diabetici sulla base dei livelli di glicemia a digiuno. Ai fini statistici, questi casi sono stati considerati come aventi OGIS <9.8 mg/kg/min.

L’HCV-RNA è stato quantificato mediante test Quantiplex HCV RNA 2.0 (Chiron Diagnostics, Emeryville, CA, USA). Il genotipo virale di HCV è stato determinato con test “ second-generation riverse hybridisation line probe” (Inno-Lipa HCVII; Innogenetics, Zwijndrecht, Belgio) ed i pazienti sono stati suddivisi a seconda del genotipo in 2 gruppi, in  genotipo 3 (CHC-3) e genotipi  non-3 (CHC-non-3).

Valutazione istopatologica

Le biopsie epatiche sono state valutate in cieco da un esperto epato-patologo. Il grado di attività necroinfiammatoria è stata valutata con un punteggio da 0 a 18 e lo stadio della fibrosi epatica da 0 a 6 secondo lo score di Ishak 73. La steatosi è stata valutata secondo i criteri proposti da Kleiner e classificata con il punteggio di 0 (< 5% degli epatociti affetti), 1 (5-33% degli epatociti affetti), 2 (33-66% degli epatociti affetti) e 3 (>66% degli epatociti affetti) 74.

Determinazioni immunoistochimiche e morfometriche

Le biopsie epatiche fissate in formalina e incluse in paraffina sono state usate per l’individuazione della citocheratina-7 (CK7, presente sui dotti biliari e sugli elementi della reazione duttulare, 1:50, DAKO), dell’α-actina di muscolo liscio (αSMA, presente sulle cellule stellate epatiche e sui miofibroblasti, 1:100, DAKO) e di Snail1 (un fattore di trascrizione che sopprime l’espressione di E-caderina, 1:200, AbCam) mediante metodica immunoistochimica. I siti aspecifici di legame sono stati bloccati tramite PBS contenente il 3% di albumina  bovina sierica per 30 minuti a temperatura ambiente. I siti reattivi sono stati individuati con “DAKO Envision peroxidase detection system” (DAKO K5007), secondo le istruzione della ditta produttrice.

Per la simultanea visualizzazione di CK7 e αSMA, è stata eseguita una doppia reazione sequenziale immunoistochimica. Dopo la prima sequenza per la visualizzazione di CK7 con reattività perossidasica, i siti reattivi per αSMA sono stati visualizzati con sistema di rilevazione DAKO Envision fosfatasi alcalina (DAKO K5355). Per entrambe le reazioni, l’individuazione dell’antigene è stata eseguita secondo le indicazioni della ditta produttrice.

La doppia colorazione con immunofluorescenza è stata eseguita per lo studio dei rapporti tra CK7  e i differenti markers di fenotipo epiteliale o mesenchimale, per valutare la presenza di EMT. Dopo deparaffinizzazione e reidratazione, le sezioni sono state incubate in 10 mM di tampone citrato, a pH 6, per 20 minuti. Quindi le sezioni sono state sequenzialmente incubate con CK7 (ricavato da topo, 1:50, DAKO, o da capra, 1:100, Santa Cruz), e successivamente con ciascuno dei seguenti anticorpi primari:  proteina specifica dei fibroblasti-1 (FSP1, marker precoce di EMT, 1:400, DAKO), vimentina (marker di filamento intermedio ed indicatore tardivo di EMT 1:100, DAKO),  E-caderina (marker di cellule epiteliali la cui ridotta espressione è considerata una caratteristica di EMT, 1:100, DAKO). Le sezioni sono state poi incubate con PBS 1 M arricchito con 0.05% Tween 20 (Sigma, Milano, Italia) e quindi per 30 minuti a temperatura ambiente con appropriato anticorpo secondario fluorescente coniugato (Alexa Fluor 488 o 594, 1:200, Invitrogen).

Per evitare la decolorazione della fluorescenza, i campioni sono stati montati in Vectashield + DAPI (Vector Laboratories). Tutti gli anticorpi sono stati diluiti in PBS (Sigma) arricchito con 5% di normale siero umano tipo 0. Immagini dei tre differenti canali fluorescenti (rosso, verde e blu) sono state fotografate separatamente con una camera digitale (DS-U1, Nikon) e poi unite usando un software di analisi d’immagini LuciaG 5.0 (Nikon). In queste condizioni, una singola marcatura può apparire di colore verde (Alexa Fluor 488) o rosso (Alexa Fluor 594), mentre l’espressione dei due colori sulla stessa cellula appare di colore giallo 78.
I differenti elementi epiteliali della reazione duttulare sono stati classificati in accordo alla classificazione di Roskams ed altri e come da noi pubblicato 26,76,79,80. Le cellule duttulari reattive (RDCs) sono state definite come cellule CK7-positive con fenotipo biliare disposte in strutture duttulari di forma irregolare. Le cellule epatobiliari intermedie (IHBCs) sono state definite come cellule con morfologia e dimensioni intermedie tra gli epatociti ed i colangiociti [diametro cellulare > 6 micron (approssimativamente la grandezza delle cellule dei canali di Hering, i.e., le più piccole tra i colangiociti), ma < 40 micron (la grandezza tipica degli epatociti)], con un peculiare pattern di immunoreattività alla CK7, che appare debole sul citoplasma e più marcato sulla membrana plasmatica. Le cellule progenitrici epatiche (HPCs) sono state considerate come cellule CK7-positive piccole, ovali o affusolate, con scarso citoplasma e nucleo ovale, isolate o in piccoli gruppi, localizzate nel contesto del parenchima o all’interfaccia degli spazi portali. Nelle immagini digitali dell’intero campione bioptico, preso ad un ingrandimento di 200x, l’area citocheratina-positiva è stata calcolata come la percentuale di pixels sopra il valore soglia, rispetto al totale di pixel, per campo. L’area delle RDCs è stata poi calcolata sottraendo l’area CK7-positiva rappresentata dalle IHBCs e HPCs, ed espressa come percentuale del parenchima epatico. Il numero delle IHBCs e delle HPCs è stato calcolato contando queste cellule sull’intera biopsia ad un ingrandimento finale di 200x ed espresso come numero di cellule per campo. Per valutare la distribuzione acinare della reazione duttulare e la sua relazione con la fibrosi periportale, abbiamo selezionato i pazienti con stadio Ishak  ≤ 3 per evitare errori nella valutazione dell’architettura lobulare, dato il sovvertimento strutturale dei casi più avanzati di danno epatico cronico. I differenti elementi epiteliali della DR sono stati considerati periportali quando localizzati entro i 150 μm dal margine dello spazio portale, altrimenti erano localizzati in zona medio-/centrilobulare 75, 81.

Analisi quantitative del parenchima αSMA- e Sirius Red-positivo sono state eseguite ad un ingrandimento finale di 100x 75. Per l’immunofluorescenza, le immagini sono state fotografate con microscopio Eclipse E800 (Nikon) fornito di camera digitale (Nikon DS-U1, Nikon) ed analizzate dal software LuciaG 5.0 (Nikon). Infine, sono stati analizzati almeno cinque spazi portali per ogni sezione istologica a 200x. Sono state contate le cellule biliari che esprimevano sia la CK7 che la FSP1 mediante morfometria computerizzata e rapportate al numero complessivo delle cellule CK7-positive della reazione duttulare.
Analisi statistica

L’analisi descrittiva dei dati è stata condotta con calcolo della media e della deviazione standard o della mediana e del range interquartile, rispettivamente per dati distribuiti in modo uniforme o non uniforme. Il confronto tra i gruppi è stato fatto a 2-code con metodi parametrici e non parametrici, rispettivamente. Le analisi di correlazione sono state eseguite con il test di Spearman. Infine, abbiamo valutato l’associazione di fattori indipendenti per la fibrosi avanzata (Ishak score ≥ 3) in un’analisi multivariata di regressione logistica. La presenza di insulino-resistenza (definita come valori di OGIS <9.8 mg/kg/min), insieme con i dati istologici, sono stati considerati variabili indipendenti. Tutte le analisi sono state corrette per sesso, età e BMI. Valori di p < 0.05 sono stati considerati statisticamente significativi.

RISULTATI

L’associazione dell’IR con le differenti caratteristiche del danno epatico in corso di Epatite Cronica HCV-correlata

I dati dei pazienti sono rappresentati in Tabella 1.
Tabella 1. Caratteristiche cliniche, biochimiche e istologiche dei pazienti con epatite cronica HCV-correlata (media ± DS o % dei casi)

Caratteristiche

Età (anni)









  48.0±11.1
Maschi/femmine (%)








  68/32
Indice di massa corporea (kg/m²)






  24.8±3.5
Normopeso/sovrappeso/obesi (%)






  56/38/6
Normale glicemia/alterata glicemia a digiuno o

Intolleranza glucidica/diabete (%)                                                                             60/25/15
Sensibilità insulinica dopo carico di glucosio (mg/kg/min)                                      11.40±2.37
Sensibilità insulinica dopo carico di glucosio < 9.8 mg/kg/min(%)


 30
Genotipo 3/non-3 (%)








 17/83
ALT (UI/ml)









 104.9±63.1
Lunghezza biopsia epatica (mm)






 14.7±3.7
N. Tratti portali                                                                                                          10.2±3.6
Grado di steatosi (assente/media/moderata/severa) (%)                                            58/21/14/7
Grado di necroinfiammazione                                                                                    6.26±3.46

Stadio di fibrosi (0-2/3-4/5-6) (%)                                                                             60/24/16

Un’alterata regolazione di glucosio (alterata glicemia a digiuno o alterata tolleranza glucidica) era presente nel 25% dei casi e nel 15% dei casi era stata fatta diagnosi di diabete, o per i livelli di glicemia a digiuno (3 casi) o per i livelli rilevati durante l’ OGTT. Per misurare l’IR, è stato scelto l’ OGIS (che misura l’IR in risposta al carico di glucosio) dal momento che questo test è stato dimostrato in altri studi essere un più valido indicatore di IR rispetto all’HOMA, nei pazienti con epatite cronica C 68. L’insulino-resistenza (definita come la presenza di OGIS <9.8 mg/kg/min) è stata riscontrata in 23 pazienti (30%).

I pazienti con insulino-resistenza all’OGIS hanno mostrato livelli simili di lipidi plasmatici e transaminasi ed un BMI moderatamente più alto (26.0 ± 3.7 kg/m2 vs. 24.3 ± 3.4 negli insulino-sensibili; p = 0.059). La tabella 1 mostra inoltre la distribuzione dei soggetti per steatosi e per fibrosi. La steatosi è stata trovata in 32 pazienti (41%), di cui macrovescicolare nel 64% di essi e mista nel 36%. Non è stata trovata evidenza di steatosi microvescicolare isolata. Nessuna associazione è stata trovata tra livelli di ALT e grado istologico di steatosi, infiammazione e fibrosi. Riguardo ai fattori virali, il genotipo 3 è stato trovato associato in maniera significativa con il grado istologico di steatosi (p = 0.045), mentre nessuna associazione è stata trovata tra i differenti genotipi ed il grado di necroinfiammazione o lo stadio di fibrosi. Quando è stata considerata la carica virale, si è osservata soltanto una moderata associazione significativa con il grado di necroinfiammazione (p = 0.049).

Come mostrato in Tabella 2 e dopo aggiustamento per fattori confondenti, l’insulino-resistenza all’ OGIS è associata in maniera significativa con la steatosi, il grado di necroinfiammazione totale ed alcune delle sue singole componenti (epatite di interfaccia, necrosi confluente, infiammazione portale) con l’esclusione della necrosi focale, ed infine con lo stadio di fibrosi.

Inoltre, la necroinfiammazione totale (rs= 0.678), l’epatite di interfaccia (rs= 0.539), la necrosi confluente (rs= 0.531) e l’infiammazione portale (rs= 0.677) sono risultate essere significativamente associate allo stadio di fibrosi (p < 0.001 per tutti). L’associazione tra il grado di  steatosi e lo stadio di fibrosi è risultata essere meno forte ma comunque significativa (rs= 0.256, p < 0.05). Quando i pazienti sono stati stratificati in base al genotipo, nessuna associazione è stata trovata tra la steatosi, il grado di infiammazione e lo stadio di  fibrosi nel gruppo con genotipo 3 (CHC-3).

Tabella 2. Associazione tra l’insulino resistenza, valutata come la presenza di diabete/OGIS < 9.8 mg/kg/min, con le differenti componenti del danno epatico in corso di epatite cronica HCV-correlata [odds ratio (OR) e 95% intervallo di confidenza (CI)]
                                                            OGIS < 9.8 

                                                           OR (95% CI)                                             p Value

Grado di Steatosi                            1.83 (1.07-3.13)                                            0.027

Necroinfiammazione                 

    Totale                                           1.29 (1.08-1.54)                                            0.004

    Epatite d’interfaccia                   1.69 (1.01-2.82)                                            0.044

    Necrosi confluente                      1.42 (1.05-1.91)                                            0.022

    Necrosi focale                              1.24 (0.63-2.42)                                            0.537

    Infiammazione portale               2.48 (1.37-4.51)                                            0.003

Fibrosi                                              1.66 (1.17-2.36)                                            0.004
Associazione tra la reazione duttulare e l’insulino resistenza

Nei controlli, la reazione duttulare era assente e la media dell’area biliare costituita dai dotti anatomici era di 0.01 ± 0.008% del parenchima epatico (Figura 6A). La presenza della reazione duttulare è stata invece comunemente rilevata nei campioni bioptici dei pazienti con epatite cronica HCV-correlata. Le cellule della reazione duttulare (DR) sono state localizzate alla periferia dello spazio portale, ben distinte dai dotti biliari di origine e sono apparsi come duttuli dismorfici senza un lume ben definito o come stringhe di cellule o come elementi cellulari isolati, piccoli e ovali (Figura 6, quadri B e C). L’area occupata dalle cellule CK7–positive (i.e., dotti biliari anatomici e la DR) era estremamente variabile, da 0.02% a 1.21% (0.25 ± 0.19, p < 0.01 vs i controlli). 
L’IR è stata associata in maniera significativa alla presenza sia delle RDCs (rs = - 0.327, p < 0.01) che delle HPCs (rs = - 0.271, p < 0.05). Allo stesso modo, i valori di OGIS sono stati rilevati significativamente più bassi in presenza delle IHBCs (10.4 ± 1.7 mg/kg/min vs. 12.1 ± 2.5; p = 0.001; Figura 7).
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Figura 6. Reazione duttulare (DR) in pazienti con epatite cronica HCV-correlata, evidenziata con colorazione immunoistochimica per CK7 e la sua associazione topografica con αSMA. 

A) Fegato normale, con dotti biliari di normale morfologia senza evidenza di DR.

B-C) Evidenze di DR in un paziente con epatite cronica HCV-correlata. Le cellule duttulari reattive (RDCs) appaiono come cellule CK7-positive con fenotipo biliare disposte in strutture duttulari di forma irregolare (freccia sottile). Le cellule progenitrici epatiche (HPC) appaiono come piccole, ovali o affusolate, con scarso citoplasma e nucleo ovale, isolate o in piccolo gruppi (punta della freccia). Le cellule epatobiliari intermedie (IHBCs) appaiono come cellule con morfologia e dimensioni intermedie tra l’epatocita ed il colangiocita con un peculiare pattern di immunoreattività alla CK7, debole sul citoplasma e più marcato sulla membrana plasmatica (frecce sottili). Ingrandimento a 50x.
D) Doppia colorazione immunoistochimica per CK7 (marrone) e αSMA (rosso) in un paziente con epatite cronica HCV-correlata, che mostra una stretta associazione topografica tra questi due elementi all’interfaccia tra lo spazio portale ed il parenchima epatico. Ingrandimento a 100x.
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Figura 7. Insulino sensibilità e presenza di cellule epatobiliari intermedie (IHBCs) in pazienti con epatite cronica HCV-correlata. In questo grafico ‘‘box and whiskers’’, le scatole identificano mediana, 25mo e 75mo percentile, mentre i ‘‘baffi’’ identificano il 5° ed il 95mo percentile. Da notare che la presenza di IHBCs (grigio box) è associata a ridotti livelli di OGIS (i.e. più alto grado di insulino resistenza) (p =0.0012).

La correlazione della DR con il grading e lo staging e la sua associazione con l’espressione dei markers di transizione epitelio-mesenchimale (EMT)

In tutta la popolazione dei pazienti, nessuna associazione è stata osservata tra i differenti elementi della DR ed il grado di steatosi nei pazienti con epatite cronica HCV-correlata. Quando i pazienti sono stati stratificati a seconda del genotipo, un’associazione significativa è stata trovata tra il grado di steatosi e la presenza delle IHBCs. Per altro verso, una significativa relazione è stata osservata con l’attività necroinfiammatoria sia per le RDCs che per le HPCs (rs = 0.533 e rs = 0.525, p < 0.001). Quando le singole componenti del danno necroinfiammatorio sono state analizzate separatamente, era presente una correlazione significativa con l’epatite d’interfaccia (rs = 0.425, p < 0.001 e rs = 0.361, p < 0.01), la necrosi confluente (rs = 0.391 e rs = 0.386, p < 0.001), la necrosi focale (rs = 0.276 e rs = 0.267, p < 0.05) e l’infiammazione portale (rs = 0.529 e rs = 0.52, p < 0.001). Un’associazione statisticamente significativa è stata osservata anche con lo stadio di fibrosi (rs = 0.386, p < 0.01 e rs = 0.526 per RDCs e HPCs rispettivamente).

Una associazione altamente significativa è stata trovata tra il grado e lo stadio di danno epatico e la presenza delle IHBCs. Le IHBCs non sono state osservate in assenza di fibrosi (Figura 8), mentre la presenza della reazione duttulare è stata osservata in tutti i pazienti con epatite cronica HCV-correlata, anche in assenza di fibrosi.

Per valutare la distribuzione acinare degli elementi della reazione duttulare (RDCs, HPCs e IHBCs) e la sua relazione con la fibrosi periportale, abbiamo selezionato pazienti con stadio istologico ≤ 3 per evitare le alterazioni della struttura lobulare dei casi più avanzati di danno epatico cronico. Gli elementi reattivi CK7-positivi erano preferenzialmente distribuiti nella zona periportale dell’acino epatico (90.7 ± 10.4 %) piuttosto che nella zona medio/centro lobulare (9.2 ± 8.7 %) (p < 0.0001).

Per quanto riguarda l’evoluzione fibrotica, l’espressione di αSMA è considerata un marker di fibrogenesi 8. Nel fegato normale, l’immunoreattività per l’ αSMA è stata osservata soprattutto nelle pareti dei vasi, in tutti i campioni. Nell’epatite cronica HCV-correlata, le cellule αSMA-positive sono state per lo più localizzate nella zona 1, a stretto contatto con lo spazio portale; esse erano significativamente maggiori che nei controlli (2.2 ± 0.7% vs 0.4 ± 0.3%, p < 0.001) e correlavano in maniera significativa con l’espansione della DR (rs = 0.382, p < 0.001, rs = 0.377, p < 0.01 e rs = 0.263, p = 0.022, per RDCs, HPCs e IHBCs, rispettivamente). Una correlazione significativa è stata anche osservata tra la percentuale di parenchima αSMA-positivo, il grado totale di necroinfiammazione (rs = 0.304, p < 0.01), alcune componenti della necroinfiammazione (necrosi confluente, rs = 0.252, p < 0.05; epatite d’interfaccia, rs = 0.316; p < 0.01; infiammazione portale, rs = 0.319, p < 0.01), così come con il grado di fibrosi (rs = 0.436; p < 0.001).

I markers di EMT non sono stati osservati negli epatociti. Al contrario, l’aumentata espressione nucleare di Snail1 (Figura 9), l’espressione di vimentina, marker di filamento intermedio (Figura 10) e la focale scomparsa di E-Caderina erano presenti negli elementi della DR (Figura 11). La doppia immunofluorescenza per FSP1 e CK7 ha rilevato la presenza di elementi della reazione duttulare FSP1-positivi, soprattutto nell’area periportale (Figura 12, A-C). Per quantificare questo processo, il grado della necroinfiammazione nell’epatite cronica HCV-correlata è stato classificato come medio (< 5), moderato (5-8) e severo (≥ 9). All’analisi morfometrica, il numero delle cellule CK7-positive che esprimevano anche FSP1 era più alto nei pazienti con  severo danno necroinfiammatorio rispetto a quelli in cui il danno era medio o moderato (Figura 12, D). Il numero delle cellule CK7/FSP1 positive non era diverso in presenza o assenza di IR. Coerentemente con questa osservazione, una significativa associazione è stata osservata tra il grado totale della necroinfiammazione e la doppia espressione di FSP1/CK7 (rs = 0.392, p < 0.05), mentre nessuna associazione è stata trovata con l’IR misurata con l’OGIS.
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Figura 8. Associazione tra la presenza di cellule epatobiliari intermedie (IHBCs) ed il  grading e lo staging del danno epatico in corso di epatite cronica HCV-correlata.
In questo grafico ‘‘box and whiskers’’, le scatole identificano mediana, 25mo e 75mo percentile, mentre i ‘‘baffi’’ identificano il 5° ed il 95mo percentile. Da notare che la presenza delle IHBCs (box grigio) è associata ad un più alto grado di necroinfiammazione epatica (p = 0.0001) ed un più alto stadio di fibrosi (p = 0.0033).
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Figura 9. Espressione di Snail nelle cellule della reazione duttulare.
A-B): Colorazione immunoistochimica per Snail. Snail è espresso dalle RDCs in una sezione tissutale di un paziente con epatite cronica HCV-correlata con severo danno necroinfiammatorio (B) mentre è assente in dotti biliari normali (A). Sono indicati nuclei negativi (freccia bianca) e positivi (freccia nera). Ingrandimento a 400x.
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Figura 10. Espressione della vimentina nelle cellule della reazione duttulare (DR).

A-C): Doppia immunofluorescenza per CK7 (verde, A) e Vimentina (rosso, B) in un campione di paziente con epatite cronica HCV-correlata, che mostra che le cellule della reazione duttulare esprimono vimentina (sovrapposizione, C), un marker mesenchimale tardivo, indicando così il loro coinvolgimento in un processo di transizione fenotipica. Ingrandimento a 200x.
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Figura 11. Down-regulation di E-Caderina nelle cellule della DR. La doppia immunofluorescenza per CK7 (verde, A, D) e E-caderina (rossa, B, E) (C, F sovrapposizione) in fegato normale (A-C) e con epatite cronica HCV-correlata (D-F) mostra che la DR perde parzialmente l’espressione della E-caderina (freccia, E) rispetto ai dotti biliari normali (B). Ingrandimento a 200x.
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Figura 12. L’espressione della FSP-1 da parte delle cellule della DR. La doppia immunofluorescenza con FSP1 (A, verde) e CK7 (B, rosso) mostra la co-localizzazione nelle cellule della DR di campioni di pazienti con epatite cronica HCV-correlata con severo danno necroinfiammatorio (freccia, C, sovrapposizione). Ingrandimento a 200x. D) Analisi morfometrica delle cellule DR che co-esprimono FSP-1 in maniera significativamente più elevata in condizioni di danno epatico medio e severo. *p<0.001 vs danno epatico lieve; °p<0.01 vs danno epatico moderato.

Analisi multivariata

La presenza di fibrosi a ponte (Ishak score ≥ 3) è un importante predittore di futura progressione verso la cirrosi epatica e quindi rappresenta un’indicazione al trattamento antivirale 66. All’analisi multivariata, dopo aggiustamento per età, sesso e BMI, l’infiammazione totale (OR= 1.46; 95% CI, 1.14-1.97; p = 0.003) e l’insulino-resistenza misurata con l’OGIS (OR= 4.96; 1.13-21.72; p = 0.033) erano gli unici fattori significativamente predittivi della presenza di fibrosi avanzata (Ishak score ≥ 3). All’analisi multivariata, l’espansione della reazione duttulare non è risultato essere fattore predittivo di fibrosi. Ulteriori aggiustamenti per genotipo 3/non-3 non hanno modificato i risultati dell’analisi. L’infiammazione totale (OR= 1.55; 1.17-2.06; p = 0.002) e l’insulino-resistenza misurata con l’OGIS (OR= 5.73; 1.08-30.51; p = 0.041) sono quindi rimasti gli unici fattori indipendenti predittivi in maniera significativa della presenza di fibrosi avanzata e di nuovo nessuna correlazione significativa con la DR è stata dimostrata.

Dall’analisi multivariata di regressione lineare e dopo aggiustamento per età, sesso e BMI, il grado totale di infiammazione e l’insulino-resistenza misurata con OGIS erano i soli fattori associati in maniera significativa all’espansione delle RDCs (p = 0.0001 e p = 0.032 rispettivamente), mentre lo score di infiammazione era il solo fattore significativamente associato alla presenza delle HPCs (p < 0.0001). Dall’analisi logistica di regressione e dopo aggiustamento per età, sesso e BMI, l’infiammazione totale era il solo fattore significativamente associato alla presenza delle IHBCs (OR= 1.34; 1.12-1.59, p = 0.0009).

DISCUSSIONE

Le principali conclusioni del nostro studio sono che in corso di epatite cronica HCV-correlata: 1) la IR ed il grado di necroinfiammazione sono predittori indipendenti di fibrosi avanzata; 2) l’IR ed il grado di necroinfiammazione sono significativamente associati all’espansione della DR; 3) le cellule duttulari reattive esprimono markers fenotipici suggestivi di EMT.

La relazione tra la fibrosi epatica e l’IR è stata difficile da valutare a causa delle differenze metodologiche riscontrabili nei diversi studi pubblicati, e questo spiega i risultati contrastanti pubblicati in letteratura 82-85.

Molti metodi sono disponibili per la determinazione della resistenza /sensibilità all’insulina, ognuno dei quali ha vantaggi e limitazioni. Il test di sensibilità insulinica dopo carico orale di glucosio (OGIS) è un buon correlato di insulino-sensibilità se comparato al gold standard, rappresentato dal clamp euglicemico, ed è stato già dimostrato essere un buon indice di IR nei pazienti con epatite cronica C, se comparato all’HOMA 68. E’ stato anche ipotizzato che la fibrosi epatica avanzata possa peggiorare la clearance dell’insulina, portando ad incrementati livelli sierici di insulina indipendentemente dallo stato di secrezione dell’insulina stessa 86. Comunque, nella nostra popolazione studiata, la presenza di insulino-resistenza era osservata anche in pazienti con minima fibrosi, indicando che essa precede lo sviluppo della malattia avanzata.

L’IR può contribuire alla progressione della fibrosi in pazienti con CHC attraverso molti meccanismi. L’IR rappresenta uno stato infiammatorio sub-acuto che è associato ad incrementati livelli circolanti di sostanze coinvolte nel processo fibrogenetico, dal momento che le HSCs esprimono recettori per le diverse componenti dell’asse insulina/IGF1 8. L’IR è significativamente associata con il grado di steatosi epatica. La steatosi epatica è stato dimostrato essere un importante cofattore per la fibrosi epatica 68,84. Nel nostro studio, abbiamo confermato la significativa associazione tra il grado di steatosi e lo stadio di fibrosi, che era comunque non confermata quando l’IR ed il grado di necroinfiammazione venivano considerati nell’analisi multivariata. Quindi la steatosi epatica potrebbe rappresentare una variabile dipendente che lega l’IR ai meccanismi patologici epatici che portano all’attivazione delle HSCs, come mostrato sia nei pazienti con CHC che in modelli sperimentali 87-89.

Nel nostro studio, l’IR ed il grado del danno necroinfiammatorio epatico sono predittori indipendenti di fibrosi epatica avanzata (Ishak score ≥ 3) e quindi, possono essere considerati fattori prognostici per la futura progressione verso la fibrosi. Sia l’IR che il grado di necroinfiammazione sono anche associati ad un aspetto specifico dei meccanismi di riparo durante il danno epatico cronico, i.e. l’espansione della DR. Durante il danno epatico cronico ed in individui che stanno progredendo verso la cirrosi epatica, gli spazi periportali contengono un gran numero di cellule mesenchimali e cellule duttulari immature che si estendono per formare setti 71,38.

Il termine di reazione duttulare è comunemente usato per definire la popolazione in espansione di cellule epiteliali posta all’interfaccia tra l’albero biliare e gli epatociti, che possono derivare dalla proliferazione di cellule duttulari biliari già esistenti, da cellule progenitrici attivate, da cellule staminali circolanti o da metaplasia biliare degli epatociti 26. I nostri dati dimostrano che il grado di danno necroinfiammatorio totale e le sue singole componenti sono associate in maniera significativa con l’espansione della DR, così come con l’incremento delle cellule αSMA-positive (marker di attivazione delle HSCs), descritte topograficamente in stretta vicinanza agli elementi della DR. A questo proposito, gli elementi reattivi della DR erano preferenzialmente localizzati nell’area periportale (da dove la fibrosi si sviluppa nei pazienti con epatite cronica HCV-correlata) e con un Ishak score ≤ 3, indicando che essi sono associati ad un grado più avanzato di danno necroinfiammatorio e che la loro espansione precede lo sviluppo di fibrosi avanzata.

L’espansione della DR era noto correlare con la fibrosi epatica in corso di epatite cronica HCV-correlata, nella NASH e nelle colangiopatie genetiche 76,39,40. In accordo con i nostri risultati, possiamo ipotizzare che l’espansione della  DR può rappresentare uno dei molti meccanismi da cui l’infiammazione portale/periportale induce la progressione del danno epatico cronico in corso di epatite cronica HCV-correlata. Il nostro studio dimostra inoltre per la prima volta che l’IR è significativamente associata all’espansione  delle RDCs in corso di epatite cronica HCV-correlata. Considerando che all’analisi multivariata il grado di necroinfiammazione e l’IR erano i soli fattori significativamente predittivi della presenza di fibrosi avanzata (Ishak score ≥ 3), l’espansione delle RDCs può rappresentare un legame tra IR, infiammazione epatica e processo fibrogenetico. L’insulino-resistenza potrebbe contribuire (sia direttamente tramite il rilascio di citochine o attraverso l’induzione della steatosi epatica) all’arresto replicativo dell’epatocita che è un pre-requisito per l’espansione della DR, così come per la fibrogenesi epatica e la fibrosi 70. E’ stato riportato che la steatosi epatica correla con l’espansione della DR in corso di CHC 39. Per studiare l’espansione della DR, abbiamo utilizzato una classificazione ben standardizzata ed abbiamo trovato che la steatosi epatica era associata in maniera significativa solo con la presenza delle IHBCs 26, 80. Queste differenze con quanto precedentemente pubblicato possono essere spiegate dalla bassa presenza della CHC-3 nella nostra popolazione (17 vs 41%).

Il nostro studio dimostra anche che i differenti markers fenotipici che indicano l’attivazione di un programma di EMT sono espressi da cellule della DR 78. L’EMT è un nuovo meccanismo che si ipotizza possa contribuire significativamente alla fibrosi d’organo e alla metastatizzazione di malattie neoplastiche 90. Recentemente sono stati pubblicati diversi studi sperimentali a favore e contro una transizione di cellule epiteliali epatiche (epatociti e colangiociti) verso i fibroblasti 72,76, 91-94. I markers di EMT sono stati dimostrati essere localizzati in elementi della DR nel fegato affetto da cirrosi biliare primitiva, danno epatico da alcool e nella NASH 91, 92, 95. Il nostro studio è il primo che esamina questo aspetto nell’epatite cronica HCV-correlata ed i nostri dati forniscono una inequivocabile evidenza che le cellule della reazione duttulare nei pazienti con epatite HCV-correlata esprimono markers fenotipici di EMT. L’EMT di tipo 2 è considerato uno dei meccanismi che  portano alla fibrosi di organi in malattie con danno infiammatorio cronico, meccanismo tramite il quale le cellule epiteliali immobili acquisiscono proprietà di mobilità necessarie per riparare il danno architetturale 78, 90. In accordo con l’EMT di tipo 2 abbiamo trovato che le RDCs esprimono markers della EMT come FSP1, la vimentina (proteina del filamento intermedio e marker tardivo di conversione mesenchimale, rispetto alla FSP1), l’espressione nucleare del fattore di trascrizione  Snail (fattore nucleare maggiormente coinvolto nell’espressione genica legata all’EMT), e alla parziale perdita del marker epiteliale di superficie E-Caderina, altra caratteristica di EMT 78. In accordo con Taura ed altri, nessun marker di EMT è stato osservato sugli epatociti 93. Inoltre, in questo studio abbiamo dimostrato che il numero di cellule CK7/FSP-1-positive incrementano in maniera significativa con il progredire del danno necroinfiammatorio, raggiungendo il 30% delle RDCs nei casi più severi di CHC (grado necroinfiammatorio ≥ 9 secondo lo score di Ishak) e quindi con un più alto rischio di progressione verso la cirrosi. Coerentemente con questa osservazione, una significativa associazione è stata osservata tra il grado di necroinfiammazione totale e la doppia espressione di FSP1/CK7 in cellule della DR. Il nostro studio dimostra che l’area periportale, da cui i setti fibrotici si dipartono nella epatite cronica HCV-correlata, progressivamente si arricchisce di elementi della DR, molti dei quali esprimono markers della EMT. Questi dati suggeriscono una associazione tra il processo di EMT e la progressione della fibrosi epatica e sono in accordo con la maggior parte delle osservazioni sperimentali condotte sul fegato così come in altri organi 72,90.

In conclusione, il nostro studio indica che l’IR (misurata con il metodo OGIS) e l’infiammazione epatica sono associate in maniera indipendente alla fibrosi epatica in corso di CHC. Inoltre, sono stati identificati i meccanismi dell’espansione della DR e della EMT, meccanismi tramite i quali la IR e l’infiammazione epatica potrebbero causare la fibrosi epatica. Questi dati potrebbero risultare nella definizione di markers biologici ed istologici di progressione della CHC prima dello sviluppo di una fibrosi conclamata, così come nella definizione di nuovi target terapeutici nei pazienti ad alto rischio di cirrosi.

                                                FINE
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