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INTRODUZIONE

Per obesita si intende una condizione caratterizzata dalla presenza di un body
mass index (BMI) > 30 kg/m? [1] o, secondo la definizione della World
Health Organisation (WHO), universalmente accettata sebbene non
costantemente impiegata nella pratica clinica, come un eccessivo o anormale
accumulo di grasso che determina un aumentato rischio per la salute [2].
L’obesita ¢ una condizione morbosa di grande interesse in tutto il mondo e
si contraddistingue per un alto tasso di insuccesso terapeutico,
rappresentando una grande sfida di salute pubblica data ’associazione ad un
generale aumento della morbi-mortalita [3]. L’incidenza di tale condizione
morbosa ¢ piu che raddoppiata dal 1980 ad oggi, tanto da indurci a parlare
di una vera e propria epidemia globale o “globesity” e, arrivando ad
interessare dal 1980 ad oggi circa il 50% della popolazione adulta
occidentale [4]. Nel 2008, secondo la WHO, 1.4 miliardi di adulti sopra 1
vent’anni di eta erano sovrappeso e di questi 500 milioni erano obesi (oltre

200 milioni di uomini e 300 milioni di donne) [5-7].

L’eccesso di peso corporeo rappresenta la quinta causa di morte a livello
mondiale [3], una recente metanalisi che include circa 3 milioni di soggetti,
riporta che rispetto al normopeso, tutti 1 gradi di obesita, 1° (BMI > 30
kg/m?), 2° (BMI35-40 kg/m?) e 3° (BMI> 40 kg/m?) si associano ad un

aumento del tasso di mortalita indipendentemente dall’eziologia [8]. Inoltre,



il sovrappeso e 1’obesita si associano ad un notevole aumento del rischio
individuale di morbidita (Figl), in particolare, essi sono responsabili del
80% dei casi di diabete mellito di tipo 2 (DMT?2) e del 55% delle cardiopatie
negli adulti [7]; altre patologie quali apnee notturne (OSAS), dislipidemia,
neoplasie, non-alcholic fatty liver disease (NAFLD), osteoartriti, disturbi
respiratori, infertilita e disturbi psichiatrici, sono altrettanto correlate alle

suddette condizioni [9,10].

Figural. Comorbidita associate all’obesita [63]
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Il risultato di quanto appena enunciato € una riduzione dell’aspettativa di vita

nel paziente obeso di circa 5-20 anni rispetto alla popolazione generale [11].

In particolare, la NAFLD (non-alcoholic fatty liver disease) ¢ attualmente



la p1i comune causa di epatopatia cronica nel mondo occidentale e si
prevede possa diventare la pitu importante indicazione al trapianto di fegato
entro il 2030 [12]. L’incidenza di questa patologia ¢ circa di 20 casi su
10000 abitanti/anno con un picco intorno alla sesta decade [13]; ha inoltre,
una prevalenza nel sesso maschile (30-40%), insorgendo nel 70% circa dei
soggetti affetti da diabete mellito di tipo I [14] e in oltre 1l 95% della
popolazione obesa [15]. La correlazione di questa patologia con il diabete
mellito, la sindrome metabolica, la dislipidemia e 1’obesita sono ormai ben
note, tanto da spingere recentemente la rivalutazione della nomenclatura
della patologia stessa, con la proposta della sostituzione di NAFLD con
MAFLD (metabolic fatty liver disease) [16]. I dati italiani suggeriscono
una prevalenza del 27% nella popolazione generale e del 60%-70% [17]
nella popolazione obesa a seconda degli studi, con una percentuale di
evoluzione verso la steatoepatite e fibrosi epatica avanzata rispettivamente
del 25-56% e 1-2%][18].

Il modello patogenetico della NAFLD viene definitivo “2 hit model”, in cui
il primo step corrisponde all’accumulo di grasso a livello epatocitario e il
secondo allo sviluppo di una risposta infiammatoria, che rende gli epatociti
vulnerabili al danno cellulare conseguente[19]; 1 meccanismi coinvolti sono
molteplici, tra questi ricordiamo innanzitutto 1’insulinoresistenza , che
determina un aumento dei livelli di acidi grassi liberi proveniente dal

tessuto adiposo e in secondo luogo la dislipidemia con una conseguente
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disregolazione della secrezione di VLDL (very low density lipoprotein)
[20-23]. Solo una sottopopolazione di pazienti affetti da NAFLD presenta
pero un’evoluzione della patologia verso la fibrosi epatica o
I’epatocarcinoma, con una scarsa nozione, ad oggi, dei meccanismi trigger
del danno epatico progressivo, sebbene la predisposizione genetica sembra
svolgere un ruolo chiave [24]. Infatti studi di associazione genomica
(GWAS) hanno permesso di identificare alcune mutazioni genetiche come
PNPLA3-rs738409 e TM6SF2- rs58542926 coinvolte nell’insorgenza ed
evoluzione della NAFLD [25-30]. Nonostante ci0, quello che differenzia la
progressione del danno epatico tra i portatori della mutazione e 1 soggetti
wild type ¢ ancora poco noto [24]. Come gia accennato 1’obesita ¢ uno dei
principali fattori di rischio per lo sviluppo della NAFLD [31-33], la
prevalenza dell’obesita ¢ in continua crescita nel mondo occidentale
parallelamente a quello della suddetta epatopatia [34-35]. Nella
popolazione obesa sottoposta a chirurgia bariatrica la prevalenza della
NAFLD varia tra il 74 e il 98%, quella della NASH supera il 37% e circa il
15-20% dei pazienti sviluppa cirrosi [36]. Secondo uno studio italiano 1
fattor1 predittivi del danno epatico nella popolazione obesa sarebbero
I’insulinoresistenza, ipertensione ¢ aumento dei livelli di AST7AST [37].
Uno stato di inflammazione cronica di basso grado ¢ cio che caratterizza
I’obesita e rappresenta un fondamentale fattore predittivo per 1’insorgenza

della NAFLD, le citochine proinfiammatorie espresse nel tessuto adiposo
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viscerale e a livello epatico sarebbero la chiave della via di attivazione del
danno epatico caratteristico della NAFLD [38-40].

La non completa conoscenza dei meccanismi patogenetici delle NAFLD
conduce ad una mancanza di strategie diagnostico-terapeutiche efficaci
[41].

Inoltre, nella sottopopolazione obesa di I1I grado la diagnosi ¢ tutt’oggi una
sfida tecnica, in quanto basata su tecniche ecografiche, poco sensibili in
questi pazienti; lo stesso staging del danno epatico, fondamentale a scopo
prognostico, viene spesso raggiunto a seguito di una biopsia epatica
invasiva, che risulta indaginosa costosa, e gravata da un elevato rischio di
complicanze [42-43]. Inoltre, 1 marker sierologici in atto disponibili, sono
stati sviluppati in una sotto-popolazione di soggetti con obesita moderata.
Il trattamento dell’obesita include numerose strategie terapeutiche tra le
quali ricordiamo 1 trattamenti farmacologici e la terapia dietetico-
comportamentale ma numerosi sono gli studi che hanno dimostrato la
superiorita in termini di efficacia a lungo termine della chirurgia bariatrica
(CB) [44]. L’ obbiettivo di questo approccio terapeutico €, non solo quello di
mirare a una perdita di peso stabile nel tempo, ma anche, quello di trattare
efficacemente le comorbidita associate all’obesita, configurandosi come una
vera e propria chirurgia metabolica [45-46] che mira ad un miglioramento

della qualita di vita dei pazienti obesi sul piano famigliare, relazionale e



professionale [47], accanto ad una riduzione della morbi-mortalita e dei costi

socio-sanitari ad essa correlati [48].

I criteri di indicazione della CB nella popolazione in eta compresa trai 18 e

1 60 anni secondo le Linee Guida Europee [49] sono 1 seguenti:

BMI > 40 kg/m?;

BMI compreso tra 35-40 kg/m? in presenza di almeno una comorbidita
(OSA, DMT?2, ipertensione, NAFLD, asma, reflusso gastro esofageo, artrite
ecc..

BMI compreso tra 30-35 kg/m? in presenza di DMT2;
Al contrario rappresentano controindicazioni alla CB le seguenti [49]:

Assenza di un periodo di terapia medico-comportamentale identificabile;
Incapacita di aderire ad un prolungato follow-up;

Disturbi psichiatrici non stabilizzati;

Patologie gravi con rischio di vita immediato;

Forme di diabete secondario o di tipo I;

Coagulopatie severe;

Etilismo e tossicodipendenza.

Le procedure chirurgiche in CB si possono classificare in due grandi
categorie, restrittive o malassorbitive, le prime determinano una riduzione
dell’introito alimentare e le seconde, invece, un cortocircuito intestinale con

conseguente riduzione dell’assorbimento del bolo alimentare [S0]; 1 due piu
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comuni interventi di CB ad oggi eseguiti sono rappresentati dalla sleeve
gastrectomy (SG) (Fig 2), che rientra nella prima categoria e, dal By pass
gastrico con ansa alla Roux (LRYBPGQG) (Fig 3) o Mini bypass gastrico
(OAGB) (Fig 4), che rientrano in entrambe le categorie riconoscendo un

duplice meccanismo di azione [51].

Figura 2. Sleeve Gastrectomy
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Figura 3. By pass gastrico con ansa alla Roux (LRYBPG)

Muova sacca
dello stomaco

Tratto
alimentare

bil Tratto
illopancreatico
- Flusso del cibo

Parte non utilizata

dell’intestino tenue Intesting tenue

o :u".:m digestivi g |
\



Figura 4. Mini By pass gastrico con ansa ad omega (OAGB)
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Alla luce di quanto detto finora, Lo scopo del nostro studio, dunque, ¢ quello
di identificare nuovi target terapeutici e markers sierologici per la NAFLD
attraverso un’analisi trascrittomica epatica condotta in soggetti con obesita
severa da sottoporre a chirurgia bariatrica, stratificati per la presenza delle
gia note mutazioni geniche PNPLA3 rs 738409 e TM6SF2 rs 58542926; al
fine di ottimizzare il percorso diagnostico terapeutico per la NAFLD nei
pazienti obesi e identificare la popolazione a maggior rischio per il danno

epatico evolutivo.
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MATERIALI E METODI

Lo studio ¢ stato condotto su una coorte di circa 50 pazienti affetti da obesita
severa sottoposti a chirurgia Bariatrica, reclutati in maniera prospettica
presso 1’'U.O.C. di Chirurgia Generale dell’ospedale Buccheri La Ferla. I
criteri di indicazione all’intervento di chirurgia Bariatrica seguono 1 dettami
delle linee guida internazionali, di conseguenza le controindicazioni alla
stessa rappresenteranno criteri di esclusione per il nostro studio. Per tutti 1
pazienti ¢ raccolta la storia clinica, ¢ stato eseguito un esame obbiettivo
generale e valutazione laboratoristica di numerosi parametri quali glicemia,
AST,ALT, GGT,ALP, albumina, bilirubina totale, colesterolo totale,
trigliceridemia. I pazienti verranno sottoposti a Fibroscan con sonda XL
preoperatorio € a 6-12 e 18 mesi dopo I’intervento chirurgico, la misurazione
prevede la valutazione della sola stiffness epatica senza tenere conto del CAP

(Fig 5).

11



Figura 5. Algoritmo per la determinazione non invasiva delle epatopatie
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I pazienti, dopo valutazione dell’idoneita sulla base degli esami necessari al
work up preoperatorio, sono stati sottoposti ad intervento di chirurgia
Bariatrica laparoscopico, sleeve gastrectomy o minibypass o bypassgastrico
durante 1l quale ¢ stata eseguita un’agobiopsia con Ago di ca 14 G.

La NAFLD verra diagnosticata sulla base dell’analisi istologica del pezzo
bioptico e la stadiazione del danno epatico seguira i criteri della
classificazione di Kleiner, [’anatomopatologo sara all’oscuro delle
caratteristiche fenotipiche e genotipiche dei pazienti.

Verra eseguita I’analisi di genotipizzazione purificando il DNA genomico da
campioni di sangue periferico, collezionati su EDTA e conservati a -20°C

fino al momento dell’estrazione (QIAmp DNA Blood Mini Kit, Qiagen,
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Hulsterweg, Germany). I1 DNA totale purificato verra sottoposto ad analisi
spettrofotometrica mediante Qubit ® (Applied Biosystem, Foster City, CA,
USA) e conservato a -20°C fino al momento dell’esecuzione del saggio di
genotipizzazione. La genotipizzazione per PNPLA3 e TM6SF2 verra
eseguita applicando il metodo di discriminazione allelica e la chimica
TagMan e, utilizzando lo strumento StepOnePlus Real Time PCR (Applied
Biosystem, Foster City, CA, USA).

La chimica TaqgMan prevede 1’uso di due primers e di una coppia di sonde
(reazione in multiplex) la cui analisi verra effettuata all’end point del
processo di PCR.

L’utilizzo di due sonde nella stessa reazione permettera di discriminare la
presenza/ assenza delle due varianti geniche dei geni in esame (le varianti C
e G per il gene PNPLA3 e le varianti C e T per il gene TM6SF2). Alla fine
del saggio, in base alla fluorescenza rilevata, ciascun campione verra
identificato omozigote per un allele, omozigote per 1’altro allele o come
eterozigote.

Per I’analisi trascrittomica, ’RNA totale verra purificato a partire da
campioni di tessuto epatico o siero utilizzando il mini-kit miRNeasy
(Qiagen, Hulsterweg, Germania).

Il tessuto epatico, trasportato in azoto liquido, verra conservato a secco a -
80°C fino al momento della distruzione/ omogenizzazione del campione e

alla successiva estrazione degli acidi nucleici. L’RNA totale purificato verra
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sottoposto ad analisi spettrofotometrica (Quibit Invitrogen) e conservato a -
80°C fino al momento dell’esecuzione dell’analisi trascrittomica.

Il sequenziamento dell'RNA sara condotto utilizzando il sequenziatore NGS
del sistema ION 5S (Thermo Fisher, Scientific) e il kit Ton AmpliSeq
Transcriptome Human Gene Expression (Thermo Fisher, Scientific). Questo
sistema consente I'amplificazione simultanea di oltre 20.000 geni RefSeq in

un'unica provetta, a partire da 10 ng di RNA totale estratto.

L'analisi dei dati verra effettuata utilizzando il software Torrent Suite, in
grado di fornire letture di allineamento e rilevamento automatico delle

trascrizioni sui target.

Un elenco di geni espressi in modo differenziale (DEG) sara facilmente
generato utilizzando il plug-in Ion AmpliSeq™ RNA ed ¢ altamente

correlato con gli array MAQC, la qPCR e 1 dati dell'intero trascrittoma.

La valutazione dei pattern di espressione dell'RNA sara effettuata mediante

trascrizione inversa seguita da Real-Time PCR e microarray.

Per quanto riguarda I’analisi statistica, le variabili continue saranno espresse
come media e deviazione standard e quelle categoriche come frequenza e
percentuale. Le differenze tra i gruppi di polimorfismi verranno analizzate
usando il test del chi-quadro e del z-student. L analisi univariata e il modello

di regressione logistica verranno utilizzati per valutare I’associazione dei
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diversi fattori con la NAFLD, NASH o fibrosi epatica avanzata e la loro
severita. Un p < 0,05 verra considerato statisticamente significativo.
L’analisi di regressione verra eseguita utilizzando (SPSS Inc. Released 2009.
PASW Statistics for Windows, Version 18.0. Chicago: SPSS Inc.).

Presso I’U.O.C. di Chirurgia Generale dell’Ospedale Buccheri La Ferla
verranno arruolati i1 pazienti successivamente sottoposti ad intervento
chirurgico, agobiopsia epatica e biopsia del tessuto adiposo viscerale al
momento della chirurgia; presso questa struttura verra altresi prelevato il
materiale ematico biologico. Una parte della biopsia epatica sara poi
sottoposta ad analisi istopatologica presso il servizio afferente all’ospedale
succitato mentre 1’atra porzione di materiale epatico, la biopsia del tessuto
adiposo e 1 campioni ematici verranno inviati presso il laboratorio di
patologia molecolare del Dipartimento PROMISE dell’universita di Palermo

dove verra effettuata 1’analisi genetica e trascrittomica.
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RISULTATI

I risultati fino ad oggi disponibili sono frutto dell’elaborazione dei dati

raccolti sui primi 25 pazienti arruolati nello studio.

I pazienti sono rappresentati da 9 uomini e 16 donne tutti affetti da Obesita
di III grado e rispondenti ai criteri di inclusione per la chirurgia bariatrica,

essi presentano un BMI medio di 46,4 kg/m? ed un eta media di 41 anni.

Per quanto riguarda il tipo di intervento chirurgico 5 pazienti sono stati
sottoposti a Sleeve Gastrectomy, 4 a Mini Bypass Gastrico e 16 a Bypass
Gastrico, la totalita degli interventi chirurgici ¢ stata eseguita in laparoscopia

e tutti 1 pazienti sottoposti ad anestesia generale opioid free.

Tra 1 pazienti oggetto di studio 16 erano affetti da ipertensione arteriosa, 10

da diabete mellito di tipo IT e 10 da OSAS gia in terapia con CPAP notturna.

Per tutti 1 pazienti sono stati monitorati 1 parametri laboratoristici

preoperatori (Tabella 1).

A questo proposito e con particolare riguardo rispetto ai valori di AST e Alt
rilevati, riportiamo innanzitutto il range di normalita di riferimento del
laboratorio sede di analisi dei campioni compre tra 10 e 50 U/L; posto questo

possiamo rilevare quanto segue:

- nessuno dei pazienti oggetto di studio ha presentato valori di ALT

preoperatori superiori ai valori di normalita;
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6 pazienti, ovvero il 24% del gruppo di studio, ha presentato valori di
ALT superiori al range di normalita, seppure siano stati rilevati valori
di entita non superiore a 2x il limite superiore. Tra questi 2 pazienti
hanno presentato valori di stiffness epatica al Fibroscan > 10 kpa e gli

altri valori compresi tra 6 e 8 kpa.
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Tabella 1. Caratteristiche demografiche e parametri bio-umorali pre e post-

operatori della popolazione oggetto di studio

Valori
Sesso
Donne 16
Uomini 9
Eta’ 41+12,8
BMI (kg/m?) 46,416,9
Bilirubina pre-operatoria (mg/dl) 0,5%0,2
WBC (mila/pL) 9,5+2,1
Hb (g/dl) 13,1+1,7
AST(U/L) 28,1+7,3
ALT(U/L) 35,5+15,2
Piastrine (mila/uL) 290+62,9
INR 1,01+0,04
aPTT (sec) 11,0445,5
Albumina (g/dl) 3,710,4
GGT (U/L) 46159
FA (U/L) 82+37,8
HbA1C% 6+1
Colesterolo totale (mg/dl) pre-operatorio | 195144
HDL (mg/dl) 45+12
LDL (mg/dl) pre-operatorio 123+35
Trigliceridi (mg/dl) pre-operatorio 163498
Tipo di chirurgia
SG 5
LRYBPG 16
OAGB 4
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Tutti 1 pazienti hanno eseguito un’ecografia dell’addome completo
preoperatoria questa ha evidenziato in 4 pazienti una steatosi di grado
moderato, in 10 pazienti una steatosi di grado severo, in un solo paziente una

steatosi lieve e in 10 pazienti nessuna caratteristica patologica.

I pazienti sono stati sottoposti a Fibroscan nel periodo preoperatorio con un
valore di stiffness epatica medio di 7,9 kpa, un valore massimo di 10,3 kpa
e un valore minimo di 4,5 kpa. In soli 3 pazienti ¢ stato valutato il CAP con

1 seguenti valori 323 db/m, 310 db7m e 240 db/m.

In particolare correlando 1 valori di stiffness epatica alla scala Metavir

rileviamo quanto segue (Fig 6):

3 pazienti, il 12% nel campione in oggetto, hanno presentato stiffness

epatica > 10 kpa suggestiva di fibrosi epatica severa;

- 3 pazienti, il 12% nel campione oggetto di studio, hanno presentato
stiffness epatica > 8 kpa suggestiva di fibrosi moderata;

- 1 solo paziente ha presentato stifness epatica pari a 4,5 kpa e dunque
fibrosi assente;

- I restanti pazienti e dunque il 76% nel campione oggetto di studio ha

presentato stiffness epatica compresa tra 6 e 8 kpa compatibile con un

grado di fibrosi lieve;
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in tutti 1 pazienti in cui ¢ stato rilevato il CAP, il 12% del campione di
studio, il valore ¢ apparso in un solo caso pari a 240 db/m compatibile
con assenza di steatosi e in tutti gli altri superiore a 300 db/m e dunque

compatibile con un grado di steatosi severa.
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Fig 6. Scala di interpretazione del Fibroscan
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I dati relativi al follow up a 6 mesi sono in corso di elaborazione.

Durante I’intervento chirurgico sono state effettuate biopsie epatiche e

biopsie del tessuto adiposo viscerale.

Le biopsie del tessuto adiposo viscerale sono state effettuate mediante
I’utilizzo di forbici a freddo in corrispondenza del grande epiploon ed

estratte attraverso il trocar mesogastrico.

Le biopsie epatiche sono state realizzate con ago da 14G inserito in
corrispondenza dell’incisione del trocar epigastrico e in corrispondenza del
lobo epatico di sinistra, parte del materiale prelevato ¢ stato inviato dopo
conservazione in formalina per esame istologico. I risultati dell’analisi
anatomopatologica ad oggi disponibili mostrano nella totalita dei pazienti un

quadro di steatoepatite.

La restante quota di tessuto epatico e la porzione di tessuto adiposo viscerale

sono stati dapprima fissati in azoto liquido e successivamente conservati a

-80°C.

Su tutti 1 pazienti sono stati effettuali prelievi ematici pre-operatori da cui €
stato estratto mediante centrifuga il plasma, il siero e il fondello, questi sono

stati successivamente conservati a -20°C.
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I campioni biologici rappresentati dalle biopsie epatiche, tessuto adiposo
viscerale e il materiale saranno successivamente € nel corso dello studio

inviati per 1’estrazione dell’m-RNA e I’analisi trascrittomica.
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CONCLUSIONI

I dati fino ad ora raccolti e su cui ¢ stata eseguita un’analisi puramente
descrittiva sono dati parziali clinico-laboratoristici e strumentali,
I’epidemia da SARS COV-2 e il conseguente rallentamento della chirurgia
bariatrica elettiva nonché la difficolta logistica legata alla necessita di
eseguire all’estero 1’analisi trascrittomica hanno determinato la necessita di
un piu lungo periodo per I’ottenimento dei risultati di cui all’oggetto della

tesi.

I pazienti sono tutt’ora in corso di arruolamento e i campioni continueranno
ad essere prelevati al fine di ottenere risultati conclusivi e raggiungere
I’obbiettivo di studio in termini di correlazione tra fattori predittivi e
prevenzione del danno epatico nella sottopopolazione di pazienti con

indicazione a chirurgia bariatrica per obesita di III grado.
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