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1. RIASSUNTO

Le attivita di ricerca svolte nei tre anni di Dottorato e riassunte nella tesi
hanno riguardato diversi aspetti della problematica clinica delle alterazioni di
funzionalita epatica nei pazienti OSAS. La tesi si articola in differenti
protocolli di ricerca tra loro complementari. In particolare, ¢ stata analizzata
la prevalenza dell’aumento degli enzimi epatici in una serie di 102 pazienti
consecutivi studiati nel Laboratorio per i Disturbi Respiratori nel Sonno di
Palermo, e in una serie di pazienti studiati a Palma di Mallorca, Ospedale di
Son Dureta, con cui il nostro gruppo collabora da diversi anni. Tale studio ha
consentito di identificare i fattori di rischio per aumento delle transaminasi
sieriche nei pazienti OSAS utilizzando due diverse popolazioni, rivelando un
effetto minimo o assente dei disturbi respiratori nel sonno a paragone
dell’effetto rilevante dell’obesita associata all’OSAS. Un dato meritevole di
attenzione nei due campioni ¢ la correlazione inversa tra transaminasi sieriche
ed eta, indicativo di piu severe alterazioni metaboliche nei pazienti

relativamente giovani rispetto a quelli di mezz’eta o anziani.

Un altro protocollo, assai impegnativo anche se eseguito su 15 pazienti, ha
riguardato gli effetti della terapia dell’OSAS con CPAP sulla steatosi ¢ la
fibrosi epatica valutate mediante metodiche non invasive durante un follow-up
di 1 anno. Questo studio suggerisce che I’OSAS favorisce I’accumulo di grassi
a livello epatico (steatosi), mentre non sono state osservate significative
variazioni elastografiche dopo correzione dell’OSAS. In particolare, il grado

di steatosi epatica valutato ecograficamente diminuiva dopo terapia con CPAP,



e correlava con il grado di obesita soltanto durante il follow-up, in assenza di

significative variazioni del range di indice di massa corporea del campione.

Infine, uno studio effettuato in collaborazione con la Sezione di
Gastroenterologia del DiBiMIS in pazienti con epatopatia steatosica non
alcoolica (non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD) documentata mediante
biopsia epatica, del quale sono disponibili i dati preliminari, suggerisce che
I’OSAS ed in particolare 1’ipossiemia notturna si associa a piu alta prevalenza

di fibrosi epatica e aumento delle lesioni a carico dei vasi arteriosi sistemici.



2. OSAS (Obstructive sleep apnea syndrome)

2.1 Definizione, Epidemiologia e fattori di rischio

La Sindrome dell’Apnea Ostruttiva nel Sonno (Obstructive Sleep Apnea
Syndrome, OSAS) ¢ una patologia cronica caratterizzata da ricorrenti episodi
di ostruzione parziale o completa delle vie aeree superiori durante il sonno. La
conseguente riduzione del flusso d'aria porta spesso a gravi alterazioni degli
scambi gassosi con desaturazioniossiemoglobiniche e ricorrenti risvegli dal
sonno. Il sonno poco riposante contribuisce alla patogenesi della sonnolenza
diurna, mentre le ripetute desaturazioni possono contribuire al deterioramento
cognitivo che spesso si osserva in questi pazienti(1). Se non trattata, I’OSAS
causa eccessiva sonnolenza diurna, riduzione della prestazione lavorativa, e

scadimento della qualita di vita (2).

Anche se tale patologia ¢ stata identificata soltanto 30 anni fa, la
conoscenza sull’OSAS si ¢ rapidamente diffusa in ambito medico, a causa
della sua alta prevalenza e dei sui effetti debilitanti. Gli studi sulla popolazione
generale hanno evidenziato che apnee ostruttive in assenza di sintomi sono
rilevabili in un’alta percentuale di soggetti (24% degli uomini e 9% delle
donne), e circa il 50% dei pazienti afferenti ad un Laboratorio del Sonno non
presentano il sintomo della sonnolenza. Nonostante 1’alta prevalenza delle
apnee ostruttive nel sonno nella popolazione generale (3), la diagnosi avviene
solo in una parte di casi a causa dell’ancora insufficiente consapevolezza della

patologiaedella variabilita dei sintomi.



La severita della malattia ¢ generalmente espressa come indice di
apnea-ipopnea (“apnea-hypopneaindex”, AHI), cio¢ come numero di apnee e
ipopnee medio per ora di sonno. L’AHI >5 ¢ il criterio piu usato negli studi
epidemiologici sulla prevalenza dell’OSA, che ¢ stata analizzata nella
popolazione generale in vari studi, effettuati negli impiegati statali del
Wisconsin (Wisconsin SleepCohort)(3), nella citta di Busselton in Australia
(4), nelle contee di Dauphin e Lebanon in Pennsylvania(5,6), in Spagna (7)
Cina (8,9),Korea (10)ed India (11).1I risultati concordano sull’alta frequenza di
eventi ostruttivi nella popolazione generale (AHI>5 nel 24% degli uomini e nel
9% delle donne), mentre la prevalenza dell’OSAS considerata sulla base
dell’associazione  eventi  respiratori  ostruttivi-sonnolenza  diurna ¢

approssimativamente del 4% negli uomini e del 2% nelle donne. (6) (Tabella

).

Tabella 1. Prevalenza dell’OSAS nella popolazione generale

(Punjabi et al, 2008)

. Prevalence
First Author

Country (Reference) N Ethnicity Diagnostic Method Men Women

United States Young (7) 602 White Polysomnography 4.0% 2.0%
Bixler (9) 1,741 White Polysomnography 3.9% 1.2%

Australia Bearpark (10) 485 White MESAM IV* 3.1%

India Udwadia (15) 250 Indian Polysomnography 7.5% 4.5%

China Ip (12) 258 Chinese Polysomnography 4.1% -
Ip (13) Chinese Polysomnography - 2.1%

Korea Kim (14) 457 Korean Polysomnography 4.5% 2.3%

Secondo i criteri diagnostici attualmente in uso, il riscontro di >15
apnee ostruttive/ora alla polisonnografia (PSG) o di 5 apnee/ora associate alla

presenza di sintomi, configura la diagnosi di OSAS.



I pazienti sono spesso ignari dei loro sintomi durante il sonno, che
vengono spesso identificati dal partner. Inoltre, gli operatori sanitari di diverse
specialita mediche non hanno ricevuto la formazione necessaria per contribuire
ad identificare la patologia ed intervenire precocemente sulla sua storia clinica.
Pertanto ¢ essenziale la conoscenza dei fattori di rischio per l'apnea ostruttiva

del sonno per indirizzare 1'attenzione diagnostica ai soggetti ad alto rischio.

Il principale fattore di rischio per ’OSAS ¢ ’eccessivo peso corporeo,

essendo il 70% dei pazienti con OSAS in sovrappeso o obesi (12,13).
L’aumento di peso ¢ associato a peggioramento dell’OSAS, mentre la perdita
di peso, sia come risultato di una dieta ristretta o di chirurgia bariatrica, riduce
la gravita della malattia (14-16). Peppard et al. (17) hanno valutato per due
volte, a intervalli di 4 anni, un campione di soggetti della popolazione generale
(n=690) per variabili antropometriche e apnea del sonno. Rispetto ai soggetti
che avevano mantenuto un peso stabile nel tempo, i soggetti che erano
aumentati di peso del 10% mostravano un incremento approssimativo del 32%
dell’AHI, e un rischio circa sei volte maggiore di diagnosi di OSAS (AHI > 15
eventi/h). Al contrario, in coloro che avevano perso peso, un calo ponderale del

10% si associava a una riduzione dell’AHI del 26%.

L’obesita peggiora la meccanica delle vie aeree superiori durante il sonno
attraverso 1’aumento del grasso di deposito parafaringeo con conseguente
riduzione di volume delle vie aeree superiori. Dal punto di vista clinico, alcune
misure antropometriche, come la circonferenza del collo e la circonferenza

della vita, riflettono il grado di obesita viscerale e appaiono associate ad un



maggiore rischio di OSAS a prescindere dal valore convenzionale dell’indice

di massa corporea (body mass index o BMI) (18).

La prevalenza delle apnee ostruttive varia con il sesso, essendo piu alta
negli uomini che nelle donne, con rapporto 2:1 (3,6,7).La predisposizione
maschile per la malattia ¢ in parte spiegata dalla distribuzione centrale, o
androide, del tessuto adiposo. L’obesita periferica tipica del sesso femminile
spiega in parte la minore gravita dell’OSAS nelle donne rispetto agli uomini
con simile peso corporeo. Influenze ormonali possono concorrere a
determinare le differenze di genere. Per esempio, Bixler e coll. in uno studio
sulla popolazione femminile nella contea di Lebanon in Pennsylvania,
USA riportava una bassa prevalenza della malattia (0.6%) nelle donne in pre-
menopausa rispetto al valore osservato nelle donne in post-menopausa (5.5%);
le donne in post-menopausa che facevano terapia ormonale sostitutiva
presentavano una prevalenza dell’OSAS bassa (1.1%) (6). In un campione di
popolazione di donne suddivise in gruppi in base all’indice di massa corporea
(BMI), I’aumento della circonferenza del collo era un fattore di rischio molto
piu importante di russamento rispetto all’aumento del solo BMI (19),
riflettendo probabilmente la maggiore tendenza alla deposizione di grasso

“periferico” nel sesso femminile.



2.2 Clinica, diagnosi e terapia

Il paziente con la Sindrome dell’Apnea Ostruttiva ¢ solitamente un
soggetto di media eta, sovrappeso o francamente obeso, iperteso, con una storia
di russamento, senso di soffocamento durante la notte, nicturia, eccessiva
sonnolenza diurna. All’esame clinico, pud essere evidenteun lieve
deterioramento cognitivo. Il dato anamnestico di una storia di apnee durante il
sonno riferite dal partner ¢ importante per la diagnosi. Ciononostante, ’OSAS

¢ un disturbo eterogeneo, con una vasta gamma di sintomi notturni e diurni.

I sintomi notturni piu frequenti e caratteristici di OSAS sono il

russamento intermittente e l’interruzione del respiro, entrambi riferiti dal
partner. Il russamento ¢ il sintomo pitl comune (presente fino al 95% di tutti 1
pazienti)(20)ma ¢ molto frequente anche nella popolazione generale adulta
(presente nel 25-30% delle donne e nel 40-45% degli uominitra 1 41 e 1 65
anni) (21). Tuttavia 1’assenza del russamento rende 1’OSASimprobabile,in
quanto soltanto il 6% dei pazienti OSAS non russa (22).1 pazienti con sospetta
OSASspesso riferiscono una lunga storia di russamento, che ¢ diventato nel
tempo sempre piu intenso e irregolare, spesso associato all’aumento di peso

corporeo, al consumo di alcolici o alla comparsadella menopausa.

Il partner spesso riferisce di aver osservato apnee del paziente durante il
sonno, cio¢ pause respiratorie che interrompono il russamento mentre
persistono sforzi respiratori, che si risolvono con respiri profondi e associati ad
intenso russamento e¢/o0 movimenti corporei.Ci0 costituisce causa frequente di

consultazionemedica, ¢ le apnee osservate sono piu predittive di OSAS rispetto
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al russamento e alla sonnolenza diurna (23,24). Piu raramente, il paziente
riferisce risvegli con senso di soffocamento,che corrispondono ad “apnee
percepite”.  La poliuria notturna, cioé¢ la necessita di urinare ripetutamente
durante la notte, ¢ frequente (25) quanto aspecifica, soprattutto nell’eta
avanzata per la frequente coesistenza diipertrofia prostatica o incontinenza
urinaria. E’ dovuta ad un’aumentata eliminazione di sali stimolata dal rilascio
del peptide natriuretico atriale (26) o dalla depressione del sistema renina-
angiotensina-aldosterone (27). Questi cambiamenti ormonali si verificano
come conseguenza della "pseudo-ipervolemia centrale" correlata alle
modificazioni emodinamiche associate agli sforzi respiratori durante gli episodi
apnoici. Altri possibili sintomi notturni associati all’OSAS sono diaforesi,

sonno agitato o insonnia.

Tra i sintomi diurni, I’eccessiva sonnolenza diurna (EDS, excessive
daytime sleepiness) ¢ il piu importantein quanto potenziale causa di incidenti
stradali e sul lavoro. Sebbene le apnee nel sonno spessocausino EDS, questa
non ¢ utile per discriminare i pazienti con OSASrispetto a quelli sani. Tra il
30 e il 50% della popolazione generale riferisce sonnolenza (3, 28), che ¢
attribuibile nella maggior parte dei casi a sonno insufficiente. Inoltre diversi
studi hanno evidenziato che il grado di sonnolenza non ¢ strettamente
correlato alla severita dell’OSAS (29,30). La gravita della sonnolenza puod
essere valutata soggettivamente per mezzo di alcuni questionari, come
I’EpworthSleepiness Scale (ESS). Il questionario ESSvaluta la tendenzaad
addormentarsi su una scala crescente di valori da 0 a 3 per otto diverse

situazioni di vita quotidiana,i cui punteggi vengono sommati per ottenere uno
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score indicativo della sonnolenza (31). Tra le maggiori cause di EDS, oltre
all’OSAS occorre ricordare la privazione di sonno, la depressione, il diabete e

I’obesita (32), condizioni frequenti e spessoassociate all’OSAS.

Altri sintomi diurni sono: la stanchezza al risveglio, la sensazione di

bocca secca al mattino, la nausea o la cefalea a risveglio, e la depressione.

In generale, 1 sintomi dell’OSAS si sviluppano nel corso degli anni e
progrediscono con I’aumento di peso, con l'invecchiamento e 1’ingresso in
menopausa.Tuttavia, sintomi compatibili con OSAS, come ad esempio il
russamento ¢ la sonnolenza diurna, possono essere causati da patologie
diverse dall’OSAS, come uno stile di vita povero, abitudini e/o disturbi
patologici che possono predisporre un paziente a disturbi del sonno. Per tale
motivo 1 dati clinici da soli hanno un valore limitato nell’identificazione
dell’OSAS, e la diagnosi richiede la valutazione combinata delle
caratteristiche cliniche insieme con un studio della respirazione durante il

sonno (polisonnografia o monitoraggio cardio-respiratorio notturno) (20,23).

La polisonnografia (PSG) ¢ il “gold standard” per la diagnosi delle
patologie durante il sonno. Lo studio polisonnografico comporta generalmente
almeno 12 canali di registrazione che includono 1’elettroencefalogramma
(EEQG), I’elettrooculogramma (EOGQG), I’elettromiografia (EMG), il flusso aereo
oro-nasale, 1 movimenti del toracee dell’addome, la posizione del corpo, un
microfono per la registrazione del russamento, 1’elettrocardiogramma (ECG),
la pulso-ossimetria(33). La durata di una PSG dovrebbe essere di almeno 6
ore, anche se in caso di alta probabilita clinica di OSAS si possono eseguire

studi “split-night”, nei quali la parte iniziale viene dedicata alla diagnosi e
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quella finale alla titolazione della terapia ventilatoria. Tuttavia la PSG ¢
costosa perché richiede adeguati laboratori del sonno e personale altamente

specializzato.

Vista I’alta prevalenza della malattia,sono state sviluppate tecniche
alternative di diagnosi. Il monitoraggio poligrafico cardio-respiratorio (PG)
registra i1 segnali sopra descritti ad eccezione dell’EEG, del’EMG e dell’EOG,
ed ¢ uno strumento diagnostico affidabile in pazienti con alta probabilita
clinica di OSAS. Invece, la registrazione continua durante il sonno della
saturazione ossiemoglobinica(Sa02) ¢ un metodo semplice ma insufficiente
alla diagnosi di certezza, e non ¢ attualmente raccomandato dalle attuali linee-

guida.

Una task force dell’American Academy of Sleep Medicine(34)ha
stabilito che per la diagnosi di OSAS, devono essere soddisfatti 1 seguenti

criteri clinici A o B piu il criterio strumentale C:

A) Eccessiva sonnolenza diurna non spiegata da altre condizioni
B) Due o piu dei seguenti che non sono spiegati da altri fattori:
-soffocamento o gasping durante il sonno;
-ricorrenti risvegli;
-sonno non ristoratore;
-stanchezza diurna;

-difficolta di concentrazione

C) La dimostrazione di 5 o piu eventi ostruttivi durante monitoraggio

notturno.

13



La Tabella 2 riporta le definizioni degli eventi respiratori elaborate

dall’American Academy of Sleep Medicine Task Force (35).

Tabella 2: Definizioni degli eventi respiratori nell adulto (AASM Manual for

the Scoring of Sleep and AssociatedEvents, 201 4>

Eventi

Definizioni

Apnea Ostruttiva

Riduzione del flusso aereo> 90% rispetto ai
valori basali pre-evento, associata a
movimenti toraco-addominali normali o
aumentati, di durata> 10 s

Apnea Centrale

Riduzione del flusso aereo> 90% rispetto ai
valori basali pre-evento in assenza di
movimenti toraco-addominali, di durata >
10s

Apnea Mista

Riduzione del flusso aereo > 90% rispetto ai
valori basali pre-evento, con assenza di
movimenti toraco-addominali nella fase
iniziale, seguita dalla ripresa degli sforzi
respiratori nella seconda fase, di durata >10s

Ipopnea

Riduzione del flusso aereo >30% rispetto ai
valori basali pre-evento, associata a una
desaturazione di ossigeno > 3% o un
arousal, di durata> 10 s

Ipopnea ostruttiva: presenza di russamento,
limitazione del flusso inspiratorio o
movimenti  toraco-addominali  paradossi
durante I’evento

Ipopnea centrale: mancanza dei criteri
elencati per I’ipopneaostruttiva

Respiratory-
relatedarousal
(RERA)

Sequenza di respiri di durata > 10 s
caratterizzati da crescente sforzo respiratorio
o una consistente riduzione di ampiezza del
segnale di flusso nasale con un
appiattimento della forma d'onda(quando la
sequenza di respiri non soddisfa i criteri per
l'apnea o ipopnea)
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Dal punto di vista clinico, I’OSAS viene classificata sulla base della

frequenza di eventi respiratori nel sonno:

- OSAS lieve: AHI 5-15 eventi/ora di sonno

- OSAS moderata: AHI 15-30 eventi/per ora di sonno

- OSAS grave: AHI > 30 eventi/per ora di sonno

La modalita terapeutica piu usata nell’OSAS e meglio studiata ¢ la CPAP

(pressione positiva della via aerea —Continuous Positive Airway Pressure)
applicata per via nasale. La CPAP, titolata individualmente in ogni paziente,
agisce stabilizzando le pareti orofaringee e mantenendo la pervieta delle vie
aeree superiori (36), ma va applicata regolarmente ogni notte. Infatti, le apnee si
ripresentano all’interruzione del trattamento con CPAP.E' sempre maggiore
l'evidenza che 1'applicazione della CPAP durante il sonno migliora la qualita e
l'aspettativa di vita dei pazienti OSAS sintomatici, con riduzione dei costi
sanitari associati alla morbidita cardiovascolare OSAS-correlata. Risulta anche
ben documentato l'impatto sociale del trattamento in termini di riduzione del
numero di ricoveri, del consumo di farmaci, di incidenti stradali, di assenteismo
dal lavoro. Pertanto il mancato trattamento dell’OSAS comporta per la
collettivita costi elevati e comunque superiori a quelli necessari ad una corretta

impostazione diagnostica e terapeutica.
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2.3 OSAS e Rischio cardiovascolare

Numerosi studi epidemiologici e clinici hanno dimostrato 1’associazione
tra OSAS e malattie cardiovascolari come I’ipertensione arteriosa sistemica,
scompenso cardiaco cronico, aritmie, cardiopatia ischemica e ictus cerebrale
(37;38;39). La ventilazione con pressione positiva continua delle vie aeree
(CPAP) previene l’ostruzione delle vie aeree superiori e tutte le sue
conseguenze, incluse le desaturazioni notturne, normalizzando il rischio
cardiovascolare in questi pazienti (40). Idisturbi respiratori del sonno
costituiscono un fattore di rischio cardiovascolare indipendente (41,3,37). Per
esempio, Punjabi et al. (42) hanno dimostrato, nello SleepHeartHealthStudy, che
gli eventi respiratori ostruttivi associati a desaturazione emoglobinica >4% sono
associati a malattie cardiovascolari indipendentemente dai fattori di
confondimento.La gravita dell’ipossiemia intermittente notturna ¢ un importante
fattore predittivo per la morbilita, soprattutto per quanto riguarda le conseguenze

cardiovascolari dell’OSAS.

Cio che rimane in gran parte da comprendere ¢ il ruolo e la relativa
importanza che i singoli meccanismi rivestono nel determinare lo sviluppo di
patologie cardiocircolatorie. Sebbene infatti i meccanismi di danno intermedi
che legano I’OSAS alle malattie cardiovascolari non siano completamente
chiariti, ¢ generalmente accettato che ’ipossia intermittente e la frammentazione

del sonno giochino un ruolo chiave come “promoter” iniziali nella catena
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eziopatogenetica di progressione dell’OSAS verso il danno cardiovascolare e

metabolico.

IH, stress ossidativo e infiammazione

L’ipossia cellulare intermittente, caratterizzata da brevi cicli d’ipossia e
riossigenazione, come tipicamente avviene nell’OSAS, puo predisporre ad uno
stress cellulare, mediato da alterazioni a livello mitocondriale, che comporta un
aumento dei ROS. Tali eventi favoriscono 1’attivazione di NFkB, un fattore di
trascrizione che gioca un ruolo di primo piano nella cascata infiammatoria
(Figura 1). Gli effetti a valle di questa attivazione includono il rilascio di fattori
pro-aterogeni come il TNFa, che possono contribuire alla disfunzione

endoteliale e alle complicanze cardiovascolari (43).

Figura 1. Rappresentazione schematica degli effetti dell’ipossia continua e

intermittente a livello cellulare (Ryan et al, 2005)"

Sustained Sustained Intermittent
Normoxia Hypoxia Hypoxia

Adaptive Inflammatory
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Le specie reattive dell’ossigeno (ROS) sono atomi o molecole con un
elettrone spaiato nell’orbitale esterno, altamente instabili e inclini a reagire con
altre molecole (44). Il piu importante tra i ROS ¢ 1’anione superossido (O2-
)generalmente prodotto dalla riduzione dell’ossigeno molecolare durante la
respirazione cellulare. L anione superossido ¢ un radicale relativamente debole
ma che puo reagire con altre molecole e formare ROS piu potenti e ossidanti
come il perossido di idrogeno (H,0,), il radicale ossidrilico (OH") e 1 perossidi

lipidici.

I ROS sono importanti segnali biologici prodotti anche durante il
normale metabolismo aerobico. Diversi sistemi antiossidanti, altamente
conservati in varie specie, contribuiscono a mantenere il normale stato di
ossido-riduzione cellulare; lo stress ossidativo ¢ quindi il risultato di uno

squilibrio tra questi due sistemi.

I rapporti tra ROS e insulto cardiovascolare sono stati chiariti da
Granger e coll.(45)che hanno dimostrato in un modello sperimentale che
I’anione superossido gioca un importante ruolo nel danno da ischemia-
riperfusione. Analogamente, danno da radicali liberi si verificava nell’insulto
da ischemia-riperfusione nell’infarto miocardico, nell’ictus e nel trapianto

d’organi.

Per quanto riguarda I’OSAS, I’ipossia intermittente(IH) potrebbe essere
considerata analoga al modello ischemia ripetuta e riperfusione (I/R) (46). I
ROS possono danneggiare altre macromolecole come lipidi, proteine ¢ DNA.

In accordo con questa ipotesi, alcuni studi hanno riportato una correlazione
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diretta tra AHI e perossidazione lipidica in soggetti con OSAS grave (47,48).
Essendo la per ossidazione lipidica un marker surrogato di aterosclerosi e di
mortalita cardiovascolare, 1 dati suggeriscono che la produzione di ROS
associata all’ipossia intermittente contribuisca ai processi aterosclerotici dei

pazienti con OSAS.

Nell’OSAS, I’eccessiva produzione di ROS pud esercitare un ruolo
patogenetico nella riduzione della funzione endoteliale, contribuendo
ulteriormente ai processi aterosclerotici (49).Vari studi mostrano bassi livelli di
ossido nitrico (NO) circolante nei pazienti con OSAS (50). I meccanismi
proposti per spiegare come I’OSAS e I’ipossia intermittente portino a
disfunzione endoteliale includono: I’interazione di NO e ROS con la
formazione di perossinitrito, il disaccoppiamento della NO sintetati endoteliale
(e-NOS), la riduzione dei livelli endoteliali di e-NOS e [’aumento degli

inibitori endogeni di e-NOS(figura 2)°'

Figura 2. Meccanismi di stress ossidativo nell’ OSAS o
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I ROS, oltre ad essere un normale prodotto della catena respiratoria,
sono regolatori del segnale di trasduzione e secondi messaggeri in molti
pathway di segnale (52). In particolare 1 ROS sono implicati nella via delle
MAPK che induce I’attivazione di vari fattori di trascrizione nucleare come

NFkB, Apl, HIF-1, SREBPs, GATA4(53,54).

Il fattore di trascrizione pro-infiammatorio NFkB ¢ il principale
interruttore coinvolto nella trascrizione di geni responsabili di inflammazione,
sindrome metabolica, aterosclerosi (55,56). L’ipossia intermittente, sia in
vitro in colture cellulari che nei topi, induce attivazione selettiva di NFkB.Nei
pazienti OSAS, la concentrazione di NFkB nel sangue ¢ aumentata

proporzionalmente alla gravita dell’OSAS(Figura 3).”’

Figura 3. Aumento del TNF-alfa circolante nei pazienti OSAS (Ryan et al, 2006)’”

10.0 p<0.001 (ANOVA)

p<0.001
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Le citochine attivate da NFkB partecipano alla modulazione della risposta
inflammatoria, regolando I’attivazione macrofagica, modulando la

proliferazione delle cellule muscolari lisce, la produzione di NO e I’attivazione
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endoteliale. TNF-a e IL-6 sonoduedelle piu studiatecitochinepro

inflammatorie.

L’ipossia intermittente potrebbe intervenire anche nella patogenesi
dell’infiammazione associata all’obesita, frequente nei pazienti OSAS. Sia i
macrofagi che gli adipociti producono TNF-a e IL-6, che sono aumentati nei
pazienti OSAS rispetto ai controlli, indipendentemente dal grado di obesita

(58), e diminuiscono dopo trattamento con CPAP(figura 4)*".

Figura 4. Riduzione del TNF-a circolante dopo terapia dell’OSAS con CPAP

(Ryan et al, 2006)’”

p=0.004

TNF alpha in pa/ml

Il TNF-a induce stress ossidativo sull’endotelio, up-regola le molecole di
adesione nelle cellule endoteliali e potenzia gli effetti del NFkB che a sua volta

stimola la produzione di altre citochine.

La Proteina C Reattiva (PCR) ¢ un marker di inflammazione prodotta
dal fegato in risposta a IL-6. Sembra essere un indicatore importante di rischio
cardiovascolare (59), e sindrome metabolica (60). L’associazione tra OSAS ¢

PCRnon ¢ del tutto chiara, in particolare il rispettivo ruolo dell’OSAS e
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dell’obesita nel determinare aumento della PCR. Alcuni studi che hanno
confrontato uomini obesi con e senza OSAS hanno riscontrato che I’OSAS ¢
associata ad aumento di PCR dopo correzione per il BMI (61). D’altra parte un
recente studio di Ryan e coll. suggeriva che 1’aumento della PCR era
associatasoprattutto all’obesita (62). Una recente meta-analisi ha mostrato una

lieve riduzionedi PCR dopo trattamento con CPAP (63).

Disfunzione endoteliale e alterazioni cardiovascolari nell’ OSAS

Le cellule endoteliali, nello stato non attivato, resistono ad adesione da
parte di leucociti, piastrine e globuli rossi. Tuttavia una lesione dell’endotelio,
come da danno da ipossia e riossigenazione, puo causare la loro attivazione con
I’espressione di molecole di adesione(64,65). 1 pazienti OSAS presentano
ridotta attivita di eNOS, aumento di nitrotirosina, un marker di stress
ossidativo (Figura 5), e riduzione della capacita di vasodilatazione dell’arteria
brachiale, indicativa di disfunzione endoteliale (Figura 6); il trattamento con
CPAP migliora lo stress ossidativo e la funzione endoteliale,

indipendentemente dal grado di obesita dei pazienti(Figura 7)°

Figura 5. I pazienti OSAS mostrano ridotta e-NOS endoteliale, soprattutto nella forma
attiva fosforilata, aumento di nitrotirosina e di NFkB, nei soggetti sia di peso normale

(N), che sovrappeso (OV, overweight) e obesi (O).
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In sintesi, esiste una ricca letteratura sul ruolo dell’ipossia intermittente
nella patogenesi dello stress ossidativo, dell’inflammazione, e del danno
endoteliale. Questi meccanismi probabilmente intervengono nel determinare
aumento del rischio cardiovascolare nei pazienti OSAS. Tuttavia, la frequente
coesistenza di obesita, che ¢ un potente fattore di rischio cardiovascolare,
complica il quadro. Nel capitolo successivo discuteremo nel dettaglio il ruolo

dell’obesita e delle alterazioni metaboliche dell’OSAS.

2.4 OSAS, obesita e sindrome metabolica

La sindrome metabolica (MetS), considerata espressione clinica dell’IR, ¢
definita come una condizione caratterizzata dalla presenza di obesita viscerale o
centrale, aumento della pressione arteriosa, iperglicemia, ipertrigliceridemia e
bassi livelli di colesterolo HDL(67). Queste alterazioni costituiscono un cluster
di fattori di rischio indicativo di alta probabilita di eventi cardiovascolari. La
classificazione piu utilizzata ¢ quella derivata dallo studio epidemiologico
NHANES-ATP III (per i soggetti Caucasici) (68):

-Circonferenza vita >102 cm nell’uomo ¢ > 88 cm nelle donne;

-Pressione arteriosa > 130/85 mmHg oppure ipertensione in trattamento;

-Trigliceridi > 150 mg/dl;

-Colesterolo HDL< 40 mg /dl negli uomini e <50 mg/dl nelle donne;

-Glicemia a digiuno>a 110 mg /dl.

Vari studi trasversali, osservazionali e di popolazione, hanno dimostrato

un’associazione tra OSAS e MetS(69-72). Inoltre, esiste una correlazione tra la
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gravita delle due condizioni (73,74). Alcuni autori hanno proposto che I’OSAS
dovrebbe essere considerata una componente  aggiuntiva  della
MetS(75,76)tuttavia, i1 dati piu recenti suggeriscono che 1I’OSAS possa
contribuire al peggioramento delle anomalie metaboliche o potrebbe

rappresentare un marcatore di severita della sindrome metabolica (77-79).

Insulino-resistenza e diabete sono solo alcune delle caratteristiche della
Sindrome Metabolica che come gia detto ¢ caratterizzata dalla presenza di
obesita, ipertensione e dislipidemia. Tali condizioni sono comuni anche nei
soggetti con OSAS, per cui non sorprende la frequente coesistenza delle due
condizioni. L’alta prevalenza di Sindrome Metabolica potrebbe da sola
giustificare 1’aumentato rischio cardiovascolare nei pazienti con OSAS, ma
diversi studi suggeriscono che ’OSAS eserciti un effetto indipendente e aggravi

il quadro metabolico.

Se si considerano singolarmente le variabili che definiscono la Sindrome
Metabolica, gli studi disponibili evidenziano differenze significative tra i
pazienti con OSAS ed 1 soggetti di controllo. Alcune componenti della Sindrome
Metabolica (in particolare, ’aumento della circonferenza vita, della pressione
diastolica e della glicemia a digiuno) sembrano essere piu frequenti di altre nei
pazienti OSAS rispetto ai controlli (73). L’insulino-resistenza ¢ correlata al
numero dei fattori della Sindrome Metabolica nei pazienti con OSAS (Figura §)

(80) e tale numero aumenta con la gravita dell’OSAS (81).
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Figura 8. Correlazione tra numero dei fattori della Sindrome Metabolica e insulino-
resistenza nei pazienti con OSAS 80
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Resta ancora da chiarire se 1’OSAS favorisca I’insorgenza della
Sindrome Metabolica o ne rappresenti semplicemente una manifestazione. Tutte
le singole componenti che definiscono la Sindrome Metabolica, infatti sono in
genere associate all’OSAS. L’obesita addominale, ¢ un fattore di rischio per
OSAS ed ¢ spesso associata ad una maggiore circonferenza del collo e a
maggiore gravita dei disturbi respiratori nel sonno. Nello stesso tempo, I’obesita
¢ una componente importante della Sindrome Metabolica. In tutti gli studi che
hanno valutato la relazione tra OSAS e Sindrome Metabolica, gli indici di
obesita centraleeranopresenti in circa il 90% dei soggetti con OSAS contro il
50% dei soggetti di controllo, ed 1 soggetti con OSAS grave presentavano una
circonferenza della vita piu ampia. L’obesita pertanto, da un lato potrebbe
spiegare la relazione tra ’OSAS e la Sindrome Metabolica, dall’altro potrebbe
rappresentare un fattore confondente per una corretta interpretazione del legame

tra le due malattie.
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IH e insulino-resistenza

Oltre agli effetti dell’obesita, lo sviluppo di IR e dell’alterato metabolismo
glucidico possono essere patogeneticamente collegati sia alla frammentazione
del sonno che all’ipossia cronica intermittente tipiche dell’OSAS. A causa delle
apnee, il paziente OSAS ha un sonno frammentato e trascorre meno tempo nel
sonno profondo ad onde lente rispetto al soggetto normale. Quando volontari
sani sono risvegliati dal sonno con stimoli acustici 0 meccanici essi mostrano
diminuita sensibilita all’insulina e aumento dei livelli di cortisolo e dell’attivita
simpatica al mattino(82). Tasalie colleghi hanno dimostrato risultati qualitativa
mente simili con I’interruzione selettiva del sonno a onde lente, e la frequenza di
tali interruzioni era correlata alla gravita del deficit della sensibilita all'insulina

(83).

Anche I’ipossia intermittente puo causare insulino-resistenza (84-87).
Modelli murini di OSA in cui gli animali erano esposti a ipossia intermittente
hanno dimostrato la comparsa di intolleranza al glucosio e insufficiente
secrezione di insulina, secondaria al rilascio di ROS (88), aumento del tono
simpatico (89), rilascio di mediatori inflammatori (43), e apoptosi delle cellule
beta del pancreas (90,91). Tuttavia, I’esposizione all’ipossia intermittente nei
topi induce anche frammentazione del sonno (92), confermando

I'interconnessione tra le due caratteristiche distintive dell’OSAS.

In soggetti normali esposti ad una miscela di gas ipossica, per riprodurre il

profilo di desaturazione di O, dei pazienti OSAS, ¢ stata dimostrata una
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riduzione della sensibilita all’insulina in accordo ai dati sperimentali ottenuti nei

topi (93).

Diversi meccanismi causali potrebbero spiegare gli effetti dell’ipossia

intermittente sul metabolismo del glucosio:

a) Attivazione del sistema nervoso simpatico: le catecolamine sono note

per diminuire la sensibilita all'insulina e ridurre l'assorbimento del glucosio
insulino-mediato. Infatti, la somministrazione di adrenalina a volontari sani
diminuisce la sintesi del glicogeno, aumenta la glicolisi, e diminuisce la capacita
del glucosio di stimolare la propria dismissione(94,95). Nonostante la forte
evidenza di un ruolo potenziale per il sistema nervoso simpatico nel
metabolismo del glucosio, Iyoriet al. (96)hanno dimostrato che il blocco di
attivita del sistema autonomo non attenua gli effetti negativi dell'ipossia

intermittente sulla sensibilita all'insulina;

b) alterazione delle funzioni corticotrope: il soggiorno ad alta quota o

I’ipossia ipobarica modificano la funzione ipotalamo-ipofisi-surrenalica (HPA) e
aumentano il cortisolo circolante(97,98). Il cortisolo aumenta la gluconeogenesi
epatica, inibisce la secrezione di insulina pancreatica, ¢ induce insulino-
resistenza (99,100). In studi su volontari sani esposti ad ipossia intermittente
pero 1 livelli di cortisolo risultavano immodificati(93). Pertanto,l'ipossia
intermittente potrebbe non modificare 1’asseHPA; in alternativa,la durata
dell'esposizione all’ipossia intermittente in questi studipotrebbe essere stata

insufficiente per una risposta rilevabile;

28



¢) aumentata sintesi di specie reattive dell'ossigeno, che possono sopprimere la

secrezione di insulinae peggiorare la sensibilita all'insulina(101,102);

d) rilascio di citochine pro-infiammatorie, come IL-6 e ilITNF-a: entrambe

queste citochine sono causalmente implicate nella patogenesi di insulino-
resistenzae diabete di tipo2 (103-105). Sebbene i meccanismi sopra descritti
possano agire sinergicamente con 1’ipossia intermittente o 1’apnea ostruttiva del
sonno nell’alterare il metabolismodel glucosio, ¢evidente chela nostra

comprensione deipercorsiintermedi¢ ancora incompleta.

Una relazione causale tra OSAS ed insulino-resistenza implica che il

trattamento dell’OSAS dovrebbe migliorare il quadro metabolico.

Anche in questo caso, pero gli studi sugli effetti della terapia dell’OSAS

sull’insulino-resistenza hanno dato risultati discordanti (Tabella 3).

Tabella 3.Studi che mostrano gli effetti della CPAP sull’insulino-

resistenza
Insulino resistenza: studi clinici
Associazione con OSAS Associazione con BMI
Strohl et al. 1994 Barcel6 et al. 2004
Vgontzas et al. 2000 Gruber et al. 2006
Ip et al, 2002 Sharma et al. 2007
Tassone et al. 2003 Otake et al. 2009

Meslier et al. 2003
Makino et al. 2006
Sulit et al. 2006
McArdle et al. 2007
Kono et al. 2007
Papanas et al. 2009
Botros et al. 2009
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L’applicazione acuta della CPAP per una notte non migliora la funzione
insulinica (106), ed uno studio ha evidenziato addirittura un aumento della
glicemia dopo CPAP acuta in pazienti OSAS obesi non diabetici (107). I risultati
ottenuti dopo almeno 3 mesi di terapia con CPAP sono ugualmente variabili.
Sebbene alcuni studi evidenzino un miglioramento dell’insulino-resistenza,
specie nei soggetti che al momento della diagnosi di OSAS avevano gia un
alterato metabolismo glucidico (107,108), la maggior parte degli studi non ha
documentato un effetto significativo della CPAP sulla glicemia o I’insulino-
resistenza (109-113).Tale variabilita dei risultati potrebbe essere almeno in parte
spiegata dai diversi metodi utilizzati per la misurazione della glicemia e
dell’insulino-resistenza, con piu frequenti risultati positivi negli studi che hanno
utilizzato il clamp euglicemico o la misura diretta dei livelli glicemici tissutali
rispetto agli studi basati su metodologie meno raffinate. Inoltre, gli studi a
favore dell’effetto positivo del trattamento con CPAP consideravano
generalmente soggetti con obesita piu grave rispetto agli studi che riportavano

dati negativi sugli effetti del trattamento.

IH e obesita

L’OSAS e I’obesita sono spesso associate, la qual cosa ha reso difficile
capire quanto ciascuna delle due possa fungere da causa per la comparsa di
disordini infiammatori, metabolici e ipertensione arteriosa, cosi frequenti nei
pazienti con OSA. Molti degli studi che hanno identificato la perdita di peso

come fattore protettivo da alterazioni cardiovascolari e metaboliche non
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avrebbero preso in considerazione nei campioni di soggetti studiati la possibile
presenza e l'eventuale influenza dell’OSA e del suo miglioramento col
dimagrimento. Allo stesso modo, molti studi sugli effetti del trattamento
dell'OSA con CPAP hanno mostrato di migliorare il profilo cardiovascolare e
metabolico, ma non sempre avrebbero preso in adeguata considerazione i

possibili effetti confondenti di un sovrappeso o delle sue variazioni.

Nello studio di Chirinos JA et al (114) sono stati messi a confronto gli
effetti di tre diverse strategie terapeutiche dell’lOSA: sola CPAP, solo
dimagrimento, CPAP e dimagrimento combinati (figura 9). Ciascun paziente ¢
stato seguito molto frequentemente, in modo da ottenere una buona compliance.
L'effetto primario ricercato ¢ stato quello sui livelli di proteina C reattiva (PCR);
come effetto secondario (da interpretare con cautela per la possibilita di errori
statistici di tipo I) sono state considerate variazioni della sensibilita all'insulina e
dell'assetto lipidico; come effetto esplorativo variazioni della pressione arteriosa.
Gli effetti sono stati valutati dopo 8 e dopo 24 settimane di trattamento. Alla 24a
settimana, nei pazienti sottoposti a solo dimagrimento o a terapia combinata,
diversamente da quelli trattati con sola CPAP, la sensibilita all'insulina era
aumentata mentre la PCR e i trigliceridi erano diminuiti significativamente:
I’entita di tutte queste variazioni era significativamente diversa solo tra il gruppo
sottoposto a sola CPAP e ciascuno degli altri due gruppi. Variazioni minori sono
state osservate su colesterolo HDL e colesterolo LDL. La pressione arteriosa
sistolica e la media erano diminuite significativamente in tutti e tre i gruppi, ma
le variazioni erano piu pronunciate nel gruppo sottoposto a terapia combinata. Il

lavoro suggerisce un ruolo importante dell’obesita nella genesi dei disturbi
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infiammatori ¢ metabolici nell’OSA, mostrando che nel’OSA associata ad
obesita trattare 1’eccesso ponderale migliora 1 disturbi metabolici ed almeno
alcuni indici infiammatori molto piu di quanto non faccia la CPAP. Poiché il
dimagrimento comporta una certa riduzione dei disturbi respiratori nel sonno,
per quanto di entita variabile da soggetto a soggetto, non si puo escludere che il
suo effetto possa anche essere stato determinato da una diminuzione della
gravita dell’OSA. Poiché 1 risultati della terapia combinata erano maggiori
rispetto a quella con sola CPAP, esso dimostra un effetto del dimagrimento

indipendente da quello del miglioramento del’OSAS.
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Figura 9.Miglioramento delle variabili metaboliche in pazienti OSAS dopo

trattamentocon sola CPAP o con CPAP e dimagrimento o solo dimagrimento’"*
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Ormai 1 dati in letteratura sull’infiammazione e il metabolismo nel’OSA
sono numerosi, nonostante molti studi siano basati su piccoli numeri, € non
sempre su disegni molto rigorosi. I risultati pubblicati finora sono contraddittori
ma, diversamente da quanto indicherebbe questo lavoro, alcune metanalisi
supportano un’influenza dell’OSA sui livelli di PCR e sul metabolismo
glucidico e lipidico (115-117). Comunque, I’indicazione pratica che il lavoro
fornisce ¢ che per ottenere un effetto clinicamente significativo sui fattori
dell’infiammazione e sui disturbi metabolici dei pazienti con OSA obesi, vale
sicuramente la pena trattare 1’obesita oltre alle apnee. Di questo va tenuto conto

nella gestione dei pazienti in cui diagnostichiamo disturbi respiratori nel sonno.
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3. OSAS ed alterazioni epatiche(Non alcoholicFattyLiverDisease-NAFLD)

3.1 NAFLD: definizione

La steatosi epatica non alcolica (NAFLD), entita clinico-istopatologica
descritta per la prima nel 1980 (118), si caratterizza per la presenza di steatosi
epatica in soggetti con anamnesi negativa comunque modesta per assunzione
alcolica. Il limite alcolico imputabile di danno epatico ¢ variabile in base a
sesso, eta e razza; € stato comunque definito un limite di 20 gr/die (in alcune
classificazioni si differenzia in 30 gr/die per 1 maschi e 20 gr/die per le
femmine) (119). Le alterazioni anatomopatologiche della NAFLD sono simili a
quelle indotte dall’abuso alcoolico e possono spaziare dalla semplice steatosi,
alla steatosi con elementi necro-inflammatori (steatoepatite, NASH), alla
fibrosi avanzata fino alla cirrosi e al carcinoma epatocellulare (120-122). La
steatosi lieve coinvolge meno del 30% degli epatociti, mentre la steatosi severa
coinvolge oltre il 60% degli epatociti (123). La Steatosi epatica puo evolvere in
steatoepatite non alcolica (NASH), che ha una prevalenza del 2-3% nei
soggetti magri (124), ma puo raggiungere circa il 20% negli obesi e il 50% nei
pazienti patologicamente obesi (125).

Per steatosi epatica si intende I’accumulo di lipidi, generalmente
costituti da trigliceridi, all’interno dell’epatocita; I’accumulo viene considerato
non patologico se inferiore al 5% del peso del fegato (126). La steatosi ¢
generalmente causata da una serie di alterazioni del metabolismo lipidico su
base tossica, dismetabolica, nutrizionale o ereditaria; bisogna distinguere
quindi queste forme secondarie dalla forma primitiva (NAFLD propriamente

detta) (Tabella 4).
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Tabella 4. Classificazione eziologica della NAFLD

CLASSIFICAZIONE EZIOLOGICA

ASSOCIAZIONI

NAFLD primaria

Obesita, diabete mellito tipo
2, dislipidemia, ipertensione

NAFLD secondaria

Farmaci: corticosteroidi,
estrogeni, amiodarone,
tamoxifene, calcio-
antagonisti, methotrexate,
acido valproico

Virus: HCV, HIV

Tossici: solventi, funghi
tossici

Nutrizionale: bypass
digiuno-ileale, resezione
intestinale, nutrizione
parenterale totale, rapido
calo ponderale

Metabolica:lipodistrofia,
ipobetalipoproteinemia,
ipopituitarismo, sdrReye,
steatosi acuta della
gravidanza

La NAFLD primitiva ¢ frequentemente associata ad obesita (prevalentemente

viscerale), diabete e dislipidemia, ed ¢ correlata a marcatori clinici e biologici

di insulino-resistenza. C’¢ quindi una forte associazione con la sindrome

metabolica ed essa puod essere considerata tra le manifestazioni cliniche della

sindrome stessa (127).

Le implicazioni cliniche della NAFLD derivano soprattutto dal suo

potenziale di progressione verso I’insufficienza epatica, mentre la steatosi
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isolata ha una prognosi relativamente benigna nella maggior parte dei

pazienti.

3.2 NAFLD: epidemiologia

La reale prevalenza della NAFLD non ¢ nota per la mancanza di test
diagnostici specifici e sensibili utilizzabili su larga scala. Le stime di
prevalenza vengonoinfatti dedotte da criteri indiretti quali rialzo delle
transaminasi e steatosi epatica all’ecografia.

Studi epidemiologici hanno identificato la NAFLD come un problema
sanitario emergente in tutto il mondo con una prevalenza stimata del 20-40%
nei paesi occidentali. (121,124,128).

La NAFLD ¢ presente in tutte le razze e le fasce d’eta. Uno studio cinese ha
rilevato che nelle fasce d’eta < 50 anni la prevalenza di NAFLD nelle donne ¢
circa la meta che negli uomini per probabile effetto protettivo degli estrogeni,
dopo la menopausa aumenta la prevalenza superando anche quella dei maschi
(129).

La probabilita di sviluppare la NAFLD aumenta notevolmente con il BMI.
(130). Infatti nei pazienti obesi si ha una prevalenza del 57%-74%, mentre
nella popolazione generale ¢ del 10%-24% (131). In uno studio italiano ¢ stato
evidenziato che la prevalenza di NAFLD, diagnosticata con 1’ecografia, varia
dal 16% in soggetti con BMI < 25 kg/mz, al 76% in soggetti obesi con BMI >
30 kg/m* (132). Nelle casistiche di chirurgia bariatrica i soggetti presentano

una prevalenza di NAFLD del 96% (133). Aumenta inoltre in relazione ai
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gradi di iperglicemia: 27% (glicemia a digiuno < 110 mg/dl), 43% (glicemia a
digiuno 110-126 mg/dl), 62% (glicemia a digiuno > 126 mg/dl, in diabete di
nuova diagnosi) (134). Inoltre, 1’associazione tra diabete ed obesita pone un
rischio ulteriore: tra i pazienti con obesita severa e diabete, il 100% ha almeno
una lieve steatosi, il 50% ha steatoepatite ed il 19% ha cirrosi (135).

La prevalenza della NAFLD ¢ in aumento perché sono in aumento
alcuni fattori di rischio importanti come il diabete di tipo 2 e ’obesita. Ad
esempio in uno studio giapponese che considerava una popolazione di 39000
persone circa con diverse cause di epatopatia, la prevalenza di steatosi epatica
all’ecografia ¢ aumentata dal 12,6% nel 1989, al 28,4 % nel 1998, fino al
30,4% nel 2000 (136).Infine, piu recentemente Targhered al. (137) hanno
riscontrato che in una popolazione di diabetici di tipo 2 (3166 pazienti) solo il
14,7% non presenta steatosi alla diagnosi ecografica, la maggioranza invece
(2421 pazienti) ha una qualche anomalia ecografia o elevati enzimi epatici. Di
questi 2421 pazienti, il 12,6% abusa di alcool (>20 g/die), il 3,1% soffre di
altre epatopatie croniche (virali, da farmaci ecc) e ben il 69,5% ¢ affetto da
NAFLD.

La NAFLD ¢ associata ad un aumentato rischio di mortalita per malattie
cardiovascolari (CVD), indipendentemente dall'eta, dal sesso, dai livelli di

colesterolo-LDL e dal fumo (138).

3.3 NAFLD: fisiopatologia

Sebbene il meccanismo patogenetico della NAFLD non sia stato ancora

del tutto chiarito, I’insulino-resistenza sembra svolgere un ruolo chiave
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nell’innescare una serie di eventi metabolici che portano da una parte alla
comparsa di steatosi epatica e dall’altra facilitano la progressione in
steatoepatite. La steatosi di per s€ non ¢ una condizione maligna con tendenza
verso quadri epatici piu avanzati, ma con essa entrano in gioco altri meccanismi
patogenetici, alla cui base ¢ la perossidazione lipidica. Lo sviluppo di
steatoepatite ¢ stato quindi proposto come un processo a due stadi ( “two-hit”)
cio¢ accanto ad una degenerazione grassa del fegato (primo colpo) ci deve essere
un altro insulto ossidativo (secondo colpo) per far progredire la semplice steatosi
in NASH. (139). 1l deposito di ferro a livello epatico, la leptina, la sovracrescita
batterica ed il calo delle difese anti-ossidanti sono stati studiati come possibili

agenti ossidativi.

Ruolo dell’insulino - resistenza

L’insulino-resistenza indotta da vari possibili fattori come 1’obesita, il
diabete e I’iperlipidemia puod portare alla deposizione di trigliceridi nel
citoplasma degli epatociti ed evolvere in steatosi epatica (“first hit”). La
progressione verso la steatoepatite non ¢ un evento obbligato, ma dipende dal
“second hit” o “secondo colpo”, consistente in un evento che causa stress
ossidativo e perossidazione lipidica che supera i normali meccanismi di difesa

cellulare; a ci0 segue necroinflammazione e steatoepatite.

L’insulino-resistenza ¢ raramente causata da una condizione genetica,
indipendente dall’obesita. Piu spesso si tratta di una condizione acquisita legata
all’aumento del grasso viscerale, generata da stili di vita sedentari e da eccessivo

apporto calorico. E verosimile che le due componenti (congenita e acquisita)
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abbiano nei vari casi un peso diverso; lo stile di vita condurrebbe cosi alla
manifestazione fenotipica di genotipi a rischio.

L’insulino-resistenza induce cambiamenti importanti nel metabolismo
lipidico quali un aumento della lipolisi periferica, aumentata sintesi di trigliceridi
e aumentata captazione (uptake) di acidi grassi da parte del fegato (140).Tutte
queste condizioni contribuiscono all’accumulo di trigliceridi nell’epatocita. I
trigliceridi derivano dagli acidi grassi accumulati nel tessuto adiposo e dalla
lipogenesi de novo che avviene a livello epatico. Normalmente, gli acidi grassi
vengono esterificati a livello epatico in trigliceridi, alcuni dei quali sono poi
trasportati fuori dagli epatociti come very-low-densitylipoproteins (VLDL).
L’aumento dei livelli di lipidi (in particolare sotto forma di trigliceridi)
all’interno delle cellule epatiche di pazienti con NAFLD risulta da uno squilibrio
tra gli enzimi che promuovono ’entrata e la sintesi di acidi grassi e quelli che
promuovono 1’ossidazione e 1’uscita degli acidi grassi (135). L’insulino-
resistenza (stimolata da TNFa, Rad, PC-1, leptina e acidi grassi) porta ad un
accumulo di grasso nel fegato con due sistemi: la lipolisi e I’iperinsulinemia. La
lipolisi induce un aumento della quantita di acidi grassi liberi nel sangue
provenienti dal tessuto adiposo e di conseguenza un aumento dell’uptake epatico
di acidi grassi. L’aumento degli acidi grassi a livello degli epatociti porta ad uno
shift tra 1’ossidazione dei carboidrati e la B-ossidazione degli acidi grassi, una
saturazione della B-ossidazione comporta un accumulo intraepatico di grasso.
Gli acidi grassi sono inoltre substrati e induttori dei citocromi P450 (in
particolare 2E1 e 4A). Quest’ultimo tende ad essere elevato nei pazienti con

NAFLD e porta ad un aumento dei radicali liberi dell’ossigeno capaci di indurre
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la per ossidazione dei lipidi di membrana. L’iperinsulinemia (secondaria
all’insulino-resistenza) induce a livello epatico un aumento della glicolisi e
successiva conversione dei carboidrati in FFA (trigliceridi) e favorisce
I’accumulo di trigliceridi all’interno degli epatociti in quanto porta ad una

aumentata distruzione della proteina B-100, essenziale per la costituzione delle

VLDL.
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Figura 10. Ruolo dell’insulino-resistenza nella steatosi epatica. L’ insulino-resistenza a
livello del tessuto adiposo stimola la lipolisi e inibisce [’esterificazione degli acidi grassi liberi
(FFA), questo determina un’aumentata concentrazione sierica di FFA che vengono captati dal
fegato e utilizzati per la sintesi di trigliceridi. L’iper-accumulo di trigliceridi nel fegato é
secondario all’aumentato afflusso di FFA e all’iper-espressione di fattori di trascrizione
lipogenici (PPARy-peroxisom eproliferator-activated receptor gamma e SREBPIc-sterol
regulatory element binding protein). L’iperinsulinismo inoltre inibisce I’ossidazione degli FFA e
lo smaltimento dei trigliceridi sotto forma di VLDL per ridotta sintesi di apo B o ridotta
incorporazione di trigliceridi con apo B da parte di MTP-microsomal trigliceride transfer
protein. (tratto da Adams LA, Angulo P, Lindor KD. Nonalcoholicfattyliverdisease. CMAJ.
2005;172(7):899-905)"%
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Ruolo dello stress ossidativo

L’accumulo di grasso negli epatociti provoca saturazione della [-
ossidazione mitocondriale (I’iperinsulinemia stessa ¢ in grado di bloccare la -
ossidazione mitocondriale). Quindi se ¢’¢ un aumentato afflusso di acidi grassi
diventano importanti i sistemi extra-mitocondriali di ossidazione: B-ossidazione
perossisomiale (in genere deputata all’ossidazione di acidi grassi a catena molto
lunga) e la w-ossidazione microsomiale (ad opera degli enzimi 2E1 e 4 del
citocromo P450 con produzione di acidi grassi dicarbossilici particolarmente
tossici per la cellula); entrambe determinano la liberazione di H202 ed altre
specie reattive dell’ossigeno. Le lipossigenasiperossisomiali € microsomiali di
questi processi extramitocondriali sono regolate da particolari recettori cellulari

PPAR-a (dopo il loro legame con gli Acil-CoA non metabolizzati).

L’accumulo intraepatocitario di acidi grassi rappresenta una fonte di stress
ossidativo responsabile dell’evoluzione da semplice steatosi alla steatoepatite e
alla cirrosi. Quando le specie reattive dell’ossigeno superano le capacita
difensive dei sistemi antiossidanti possono indurre steatoepatite e fibrosi tramite
perossidazione lipidica e induzione di citochine. L’iperproduzione di specie
reattive puo indurre danno a livello mitocondriale (danno al DNA, alle proteine
ed alle membrane costitutive) con alterazione della produzione cellulare di ATP
e rilascio ulteriore di metaboliti reattivi dell’ossigeno. La perossidazione lipidica
delle membrane cellulari provoca necrosi cellulare, formazione della sostanza
ialina di Malloryed attivazione delle cellule epatiche stellate che sintetizzano
collagene. Lo stress ossidativo induce la formazione di citochine come il TNFa,

TGFp e IL8 da parte di epatociti, cellule di Kupffer e adipociti. Queste citochine
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provocano apoptosi, chemiotassi leucocitaria, fenomeni di flogosi locale con
ulteriore danno alla catena respiratoria mitocondriale. I mitocondri in corso di
steatoepatite presentano danni ultrastrutturali con inclusioni paracristalline e
megamitocondri. I mitocondri sono strutture intracellulari fondamentali per il
metabolismo che servono per la produzione di energia della cellula. E stato
dimostrato che anomalie mitocondriali sono fortemente legate alla patogenesi
della NAFLD e tali dati supportano la teoria che la NAFLD sia una malattia
mitocondriale (141). La disfunzione mitocondriale perd non ¢ solo causa di
accumulo di grasso a livello epatico, ma porta anche alla generazione di ROS e
di citochine che contribuiscono alla progressione della NAFLD inducendo

infiammazione e fibrosi epatica (142).

Ruolo delle adipochine e delle citochine infiammatorie

I tessuto adiposo ¢ un organo endocrino attivo che secerne le adipochine
che sembrano avere un ruolo importante come legame patogenetico tra obesita,
insulino-resistenza e steatosi epatica. Il ruolo delle adipochine e delle citochine
sembra centrale inoltre nella progressione della steatosi, verosimilmente mediata

dallo stress ossidativo.

L’adiponectina ¢ un ormone prodotto esclusivamente dal tessuto adiposo
con effetti positivi sul metabolismo lipidico in quanto aumenta sia 1’entrata dei
lipidi all’interno delle cellule sia la B-ossidazione a livello muscolare. Inoltre ha
effetti anti-inflammatori in quanto inibisce la produzione del TNF-a a livello
epatico e di citochine dell’inflammazione (interleuchina-6) da parte del tessuto

adiposo. L’adiponectina gioca un ruolo nella modulazione dell’insulino-
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sensibilita ed ¢ pertanto ridotta in caso di insulino-resistenza e obesita (143). In
topi ob/ob infatti la somministrazione di adiponectina riduce la steatosi ¢ la
fibrosi a livello epatico (144). Ridotti livelli di adiponectina correlano con la
severita dell’istologia in pazienti con NASH (145),1’ipoadiponectinemia ¢ infatti
associata con una necro-inflammazione piu estesa (146) e con il grado di fibrosi
(147). Anche I’espressione intraepatica dei recettori dell’adiponectina (che
agiscono con azione autocrina o paracrina) ¢ inversamente correlata alla necro-

inflammazione.

La leptina ¢ una citochina infiammatoria prodotta dagli adipociti,
considerata fondamentale nella regolazione del peso in quanto capace di azione
soppressiva dell’appetito a livello ipotalamico (148). La leptina circolante esiste
sia in forma libera che legata a proteine, e la quantita libera riflette il totale
accumulo energetico nel tessuto adiposo, aumentando esponenzialmente con
I’aumento della massa (149). La produzione di leptina dagli adipociti ¢ regolata
da diversi fattori: I’insulina e i glucocorticoidi agiscono direttamente sugli
adipociti per aumentare la produzione di leptina, e I’iperinsulinemia cronica
come [’aumentato turnover cortisonico possono essere alla base della
iperleptinemia osservata nell’obesita (150). D’altro canto le catecolamine
circolanti sono in grado di ridurre la produzione di leptina dagli adipociti e forse
questo spiega, almeno parzialmente, il ritmo circadiano della leptina (maggiore
di notte che di giorno) e I’influenza del sonno che ¢ associato con un aumento

della leptinemia nei soggetti normali (151).

I livelli plasmatici di leptina rispondono anche alle variazioni di bilancio

energetico nel breve periodo, con aumento nei periodi di iperalimentazione e
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diminuzione nei periodi di dieta (152). La leptina attiva specifici recettori a
livello cerebrale, ma soprattutto a livello ipotalamico (153) dove in particolare
inibisce 1’espressione del neuropeptide Y (NPY) che ¢ un potente stimolatore
dell’appetito e attivatore  dell’asse  ipotalamo-ipofisario-gonadico. La
“downregulation” del NPY ¢ associata con la soppressione dell’appetito, con
I’aumento di attivita di scarica autonomica simpatica, € con 1’aumento del
metabolismo energetico (154). La carenza genetica di leptina provoca obesita,
come nel modello animale del topo ob/ob o privo del recettore della leptina
(LEPR-). Tuttavia I’assenza di leptina ¢ raramente causa di obesita nell’uomo, e
1 livelli di leptina sono piu elevati negli obesi che nei controlli normopeso.
Pertanto, ’obesita umana rappresenta generalmente uno stato di leptino-

resistenza (155).

Il metabolismo della leptina ¢ in relazione con la secrezione e 1’azione
dell’insulina; spesso vi ¢ resistenza all’azione sia dell’insulina sia della leptina
che comporta accumulo di trigliceridi a livello epatico. L’infusione di leptina nei
topi riduce il grasso viscerale e I’accumulo di trigliceridi, promuove 1’azione
insulinica a livello epatico senza interferire con la concentrazione di FFA e con
la captazione periferica del glucosio (156). Questi effetti benefici non dipendono
solamente dall’aumento dell’insulino-sensibilita, ma anche dall’azione della
leptina in sé. Alti valori di leptina sono stati riscontrati in pazienti con NAFLD,
sia obesi sia normopeso (157). L’iperleptinemia che si riscontra nei pazienti con
NAFLD sembra secondaria alla leptino-resistenza nei tessuti periferici (158) con
conseguente deposito di grassi nel fegato e insorgenza di steatosi epatica. E’

stato dimostrato inoltre che la leptina potrebbe avere un effetto profibrogenico a
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livello dei sinusoidi favorendo la progressione della steatosi in fibrosi (159). In
pazienti obesi e diabetici tipo 2 1 livelli di leptinemia sono risultati ridotti se
confrontati con quelli di pazienti solo obesi con simile grado di insulino-
resistenza; tale risultato sembra quindi essere correlato non all’obesita o
insulino-resistenza ma alla ridotta e alterata pulsatilita fisiologica della
secrezione insulinica (160). Uno studio coreano ha evidenziato che il grado di
steatosi (determinato ecograficamente) correla con 1 livelli di leptina, non vi ¢
invece relazione con adiponectina e resistina (161). Diversi invece 1 risultati di
un recente studio spagnolo che ha correlato 1 gradi di steatosi (determinati
istologicamente) con le adipochine e I’insulino-resistenza; 1’adiponectina e la
resistina correlano con la steatosi, non si rileva invece aumento di leptina e
TNFa all’aumentare dell’entita della steatosi (162). E’ stato evidenziato dal
confronto di pazienti grandi obesi con e senza insulino-resistenza che in quelli
con insulino-resistenza vi era una riduzione di adiponectina e un aumento della

resistina, non vi erano invece differenze per la leptina (163).

La resistina ¢ una proteina derivata dal tessuto adiposo che potrebbe avere
un ruolo importante nell’insulino-resistenza, il dato ¢ confermato nei modelli
murini ma non ¢ ancora ben definito nell’'uvomo (159).L’aumento
dell’espressione di questa proteina in un modello murino porta ad intolleranza al
glucosio, iperinsulinemia e soppressione dei livelli degli acidi grassi liberi
(164).Nuove evidenze indicano inoltre che la resistina possa stimolare il
processo infiammatorio (165). I livelli circolanti di resistina e I’espressione
dell’'m-RNA nel tessuto adiposo sono piu elevati nei pazienti con NAFLD, il

livello di resistina sierica ¢ inoltre correlato con la severita dell’istologia, infatti
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la resistina induce un aumento dell’IL-6 e¢ del TNF-a, 1’obesita e I’insulino-

resistenza periferica non sono associati pero all’aumento della resistina (166).

Un altro mediatore dell’insulino-resistenza ¢ il tumornecrosisfactor o
(TNF-o0), in grado di inattivare la tirosina chinasi del recettore insulinico, con
conseguente stimolazione della lipogenesi e promozione della steatosi epatica. Il
TNF-o prende parte nella regolazione di cellule, enzimi mitocondriali e
citochine coinvolti nel processo infiammatorio, contribuendo potenzialmente
all’insorgenza di fibrosi, ed ¢ inoltre coinvolto nel processo di apoptosi degli
epatociti. Il TNF-a promuove il danno epatico ed ¢ stata riportata una

correlazione tra il valore di TNF-a plasmatico e la severita della NASH (143).

3.4 NAFLD: clinica

Dal punto di vista clinico molti pazienti affetti da NAFLD non riferiscono
segni/sintomi di epatopatia; i sintomi piu comunemente riferiti sono invece
astenia, malessere, sensazione di peso a livello dell’ipocondrio destro, dispepsia
e nausea. L’epatomegalia ¢ 1’unico reperto obiettivo (variabile tra il 25% e il
75% dei pazienti) tra l’altro non sempre apprezzabile a causa dell’obesita
addominale. Le stigmate cliniche di epatopatia cronica oppure di cirrosi (come la
ginecomastia, il caput medusae, ’atrofia muscolare, I’ittero) sono abbastanza
infrequenti. Un’alta percentuale di soggetti con cirrosi criptogenica presenta
molte delle caratteristiche epidemiologiche e demografiche di pazienti con
NAFLD suggerendo che questa condizione possa essere una NAFLD

misconosciuta (167).
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3.5 NAFLD:diagnosi

Parametri Bioumorali

Attualmente, non esistono marcatori biochimici sensibili e specifici per la
NAFLD. Un aumento (o diminuzione) dell'alanina aminotransferasi (ALT) ¢
spesso utilizzato come marcatore biochimico per monitorare la progressione (o
miglioramento) di NAFLD, nonostante il fatto che le concentrazioni di ALT
possono essere fuorvianti e non rifletterne la gravita o l'esito. I reperti di piu
frequente riscontro sono un aumento di ALT, AST oppure di entrambe.Il
rapporto AST/ALT ¢ spesso < 1 (168), anche se questo rapporto tende ad
aumentare con 1’avanzare della fibrosi portando ad una perdita di accuratezza in
pazienti con cirrosi. Generalmente le transaminasi non superano di 2-3 volte il
limite superiore di normalita e la maggior parte dei pazienti ha valori normali.
Non vi ¢ correlazione tra valore delle transaminasi e classificazione istologica
(169). La yGT, la fosfatasi alcalina e 1’albumina sono generalmente normali. Dal
10 al 15% dei pazienti presenta un aumento della bilirubina totale;
I’ipergammaglobulinemia ¢ stata notata invece nel 30% circa di questi pazienti e
la presenza di anticorpi antinucleo ¢ stata dimostrata dal 12% al 40% dei pazienti
con NAFLD. La ferritina sierica tende ad essere aumentata in circa la meta dei

pazienti e ’aumento della saturazione della transferrina ¢ presente tra il 6 e

1’11%.

Diagnostica per Immagini

La diagnosi di NAFLD puo essere stabilita dall’ecografia e confermata dalla

biopsia epatica. Da un punto di vista ecografico il fegato steatosico si
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contraddistingue per un’accentuata “brillantezza” (brightliver), che ¢ dovuta ad
aumento dell’ecogenicita (evidente dal confronto tra il parenchima epatico ¢ la
corticale renale), per 1’attenuazione del fascio ultrasonoro, per la perdita di
risoluzione dei dettagli strutturali intraepatici, per la perdita di definizione del
diaframma e I’impossibilita di distinguere la vena porta. La presenza di vacuoli
intracitoplasmatici di grasso determina un incremento delle interfacce e spiega
da un punto di vista fisico I’aumento dell’ecogenicita parenchimale. Talvolta la
steatosi non interessa in maniera diffusa il parenchima epatico ma puo
localizzarsi solo in alcuni settori del fegato realizzando il quadro della cosiddetta
“steatosi focale” che spesso entra nella diagnosi differenziale con le alterazioni
“focali” del fegato. La sensibilita dell’ecografia aumenta con ’aumentare del
grado di steatosi. Si ¢ calcolato che la quota di grasso necessaria per avere una
buona sensibilita debba essere almeno del 33% (100% di sensibilita, con un

valore predittivo positivo del 62%) (170).

La TC senza mezzo di contrasto appare essere la piu accurata delle tecniche per
identificare e caratterizzare la steatosi epatica. La sensibilita della TC risulta
ottima per un grado di steatosi maggiore del 33% (sensibilita 93%, valore
predittivo positivo 76%) (170), anche se non vi sono molti studi al riguardo per i
limiti legati alla elevata esposizione a radiazioni intrinseca alla metodica stessa.
L’ecografia pertanto rimane per parecchi autori 1’indagine piu disponibile,

economica e sicura (171).

Al momento attuale non vi sono metodiche di imaging in grado di differenziare
la steatoepatite dalla semplice steatosi. L unica metodica in grado di evidenziare

la NASH ¢ la biopsia epatica, che perd rimane un’indagine non priva di qualche
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rischio (172). Dal punto di vista anatomo-patologico le caratteristiche della
NAFLD includono: steatosi, fibrosi, infiltrato inflammatorio misto,
rigonfiamento e necrosi epatocitaria, corpi di Mallory, nuclei vacuolati e stipati
di glicogeno, siderosi. Queste alterazioni possono essere variamente
rappresentate e associate; Kleiner ha proposto una stadiazione che valuta il grado
secondo un “NAFLD Activity Score” (NAS) assegnando un punteggio separato
per entita steatosi, ballooningepatocitario e infiammazione lobulare, e lo stadio

in base all’entita della fibrosi (173).

La diagnosi di epatopatia steatosica non alcolica ¢ spesso sospettata in
persone con aumento degli enzimi epatici, reperti ecografici di steatosi epatica
oppure epatomegalia non spiegata da altra causa. Il gold standard per la diagnosi
di NAFLD ¢ la correlazione clinico-patologica con la conferma di steatosi
attraverso la biopsia epatica e I’esclusione clinica di altre cause (in particolare il
consumo di alcol ed altri agenti epatotossici) (174). Un’accurata anamnesi
(mirata ad escludere I’abuso di alcol e farmaci) ed un esame obiettivo dettagliato
sono essenziali. Devono essere escluse inoltre altre cause di epatopatia come
forme virali, autoimmuni, fattori metabolici oppure ereditari, farmaci o tossine.
Da cio deriva che spesso la NAFLD ¢ una diagnosi di esclusione. La biopsia
epatica gioca un ruolo fondamentale per confermare o meno la diagnosi di
NAFLD in quanto ¢ la tecnica piu sensibile e specifica ed in grado di fornire
informazioni di tipo prognostico. La biopsia ¢ anche utile per verificare 1’effetto
del trattamento medico in quanto la correlazione tra danno istologico e tecniche
di imaging ¢ scarsa. Tale procedura ¢ perd spesso non praticata in quanto la

biopsia rappresenta solo una piccola porzione di fegato (circa 1/50000) e cid puo
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portare ad errori di campionamento. Inoltre ¢ stata notata una certa variabilita di
interpretazione tra anatomo-patologi. Infine, la biopsia ¢ affetta da una morbilita
(con complicanze serie intorno all’0,3%) e da una mortalita intorno all’0,01%

(135,174).

3.6 NAFLD: Terapia e Storia Naturale

Una terapia eziologica della NAFLD non esiste. Gli interventi terapeutici
mirano a migliorare 1’insulino-resistenza, che ¢ alla base della sindrome
metabolica, tipica di questi soggetti. Primo fra tutti ¢ ’intervento sullo stile di
vita che comporta una diminuzione dell’introito calorico associato ad un
aumento dell’attivita fisica finalizzati ad ottenere un calo ponderale. Un calo
ponderale del 5-10% ¢ in grado di indurre una riduzione delle transaminasi e del
volume epatico, un calo ponderale troppo veloce (maggiore di 1,6 kg/settimana)
invece peggiora il quadro epatico in quanto promuove una mobilizzazione
massiva dei grassi dal tessuto adiposo (per attivazione della lipolisi) che arrivano
direttamente al fegato attraverso la vena porta. L’esercizio fisico (aerobico)
aumenta la sensibilita insulinica e migliora I’utilizzo dei substrati a livello
muscolare. La perdita di peso e I’esercizio fisico aumentano in modo
significativo 1 livelli di adiponectina, riducono i livelli di leptina ed aumentano
I’insulino-sensibilita in soggetti obesi (175). Se sono presenti iperglicemia e/o
dislipidemia (caratteristici della sindrome metabolica) si devono trattare questi
fattori con la somministrazione di farmaci insulino-sensibilizzanti come la
metformina ed 1 tiazolidinedioni (TZD) e con la somministrazione di statine
laddove necessario. La metformina diminuisce la neoglucogenesi, diminuisce

I’assorbimento di zuccheri a livello gastro-intestinale e aumenta 1’insulino-
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sensibilita, riduce la B-ossidazione mitocondriale e riduce la steatosi grazie
all’azione inibitoria sul TNF-a. E stato visto che nei topi questo farmaco ha
anche un ruolo nel ridurre la lipogenesi epatica, le transaminasi epatiche e la
progressione della NAFLD, mentre aumenta 1’ossidazione di acidi grassi sempre
a livello epatico (176).La metformina rispetto a terapia dietetica riduce le
transaminasi, normalizzandole nel 55% dei casi (177). I TZD si legano al
recettore PPARyed aumentano I’insulino-sensibilita facilitando il deposito di
trigliceridi negli adipociti ed impedendo il deposito di trigliceridi nel fegato e nel
muscolo. I TZD indirettamente inducono un miglioramento della sensibilita
insulinica attraverso 1’aumento della adiponectina e hanno anche attivita anti-
inflammatoria. Uno studio di Belfort ha rilevato che 1’utilizzo di pioglitazone
migliorando 1’insulino-resistenza induce riduzione delle transaminasi, della
steatosi e della necroinfimmazione; I’effetto a lungo termine rimane pero incerto
(178). L’assunzione degli insulino-sensibilizzanti (metformina e TZD) induce
una riduzione/normalizzazione delle transaminasi, ma tale effetto ¢ reversibile

alla sospensione del farmaco.

La NAFLD ¢ stata considerata a lungo una condizione benigna,
rappresenta perd un fattore di rischio per patologie epatiche piu gravi che
portano alla fibrosi e alla steatoepatite non alcolica (NASH). Circa il 10% dei
pazienti con NAFLD evolve in NASH che a sua volta pud progredire in cirrosi,
morte per cause epatiche ed epatocarcinoma rispettivamente nel 25%, 10% e 1%
dei casi (122,179). La NAFLD sembra comunque essere a lenta progressione,
con una minoranza di pazienti affetti che presentera morbilita e morbidita

patologia-correlata (180).
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4. OSAS e NAFLD: associazione o nesso causale?

Nei pazienti OSAS, [Iinsulino-resistenza correlata all’obesita e
possibilmente all’ipossia intermittente, provoca accumulo di trigliceridi nel
fegato (steatosi epatica, first hit). Il “second hit” dello stress ossidativo potrebbe
essere indotto dall’ipossia intermittente, determinando la progressione verso la
steatoepatite e la fibrosi epatica. L’esistenza di steatosi € perd necessaria per

innescare il processo infiammatorio.

Figura 11.Patogenesi della NAFLD: teoria dei 2hits e possibile ruolo dell’OSAS(240)

Eirst Hit > | Steatosi epatica ‘

Insulinoresistenza
| second Hit

0SAS () Second Hit N Steatoepatite
. Stress ossidativo (NASH)
Perossidazione lipidica |
Citochine inflammatorie

4

‘ Fibrosi epatica 1

v

‘ Cirrosi epatica ‘

Day et al. Steatohepatitis: a tale of two “hits"? Gastroenteralogy 1998

Esperimenti su animali dimostrano che 1’ipossia intermittente provoca lesioni
epatiche di minore entita in assenza di steatosi epatica, mentre puo chiaramente
contribuire al processo di progressione verso la steatoepatite agendo di
concerto con altre cause, quali I’obesita da dieta ipercalorica o la tossicita da

acetaminofene (181,182).
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L'ipossia cronica intermittente, caratteristica dell’OSAS, pud indurre la
produzione di citochine infiammatorie e stress ossidativo (183) contribuendo
non solo all’aumento dell’insulino-resistenza, ma accelerando anche il
processo di fibrosi del fegato che porta alla progressione della steatosi a
steatoepatite. Nonostante diversi studi abbiano affrontato questo tema, i
risultati sono ancora controversi. La sfida ¢ dimostrare che esiste
un'associazione indipendente (184) tra queste due condizioni, € non una
semplice coincidenza dovuta al fatto di avere l'obesitd come denominatore
comune, un fattore di rischio gia stabilito per l'insulino-resistenza, OSAS e

NAFLD (185).

Alcuni autori hanno dimostrato questa associazione nei soggetti obesi e in
sovrappeso attraverso tecniche di imaging e 1 livelli degli enzimi epatici. Chin
et al. (186) hanno studiato gli effetti dell’OSAS sui livelli sierici delle
transaminasi in pazienti obesi, e le variazione ottenute dopo terapia con CPAP.
In 44 pazienti obesi con OSAS, il 35% aveva anormali livelli di transaminasi,
specialmente al mattino rispetto al pomeriggio precedente. Dopo 1 e 6 mesi di
trattamento con CPAP nasale i valori delle transaminasi risultavano ridotti
(AST:da6+11U/Mla2+61U/1; ALT :da5+9 Ul/l a2+ 6 Ul/l. Anche i
livelli di leptina erano diminuiti in modo significativo, mentre I’insulino-

resistenza e 1 trigliceridi rimanevano invariati.

Tatsumi&Saibara (187) hanno studiato 83 pazienti non obesi (BMI< 30
kg/m2) con e senza diagnosi di OSAS con TC per la diagnosi di NAFLD e 1
livelli sierici di pro collagene di tipo III (P-I1I-P) per rilevare steatoepatite. Gli

autori concludevano che le desaturazioni dell’OSAS rappresentano un fattore
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di rischio per la steatoepatite e la gravita di OSA potrebbe contribuire alla
patogenesi della fibrosi epatica. Tuttavia, la limitazione di questi studi riguarda
la mancanza di dati istologici, che non consente una valutazione in concreto

della presenza e della gravita della NAFLD.

Nello studio di Tanne et al. (188), sono stati valutati 163 pazienti con
sospetta OSAS; i1 pazienti con OSAS grave (AHI>50/h) presentavano maggiore
insulino-resistenza, avevano una piu alta percentuale di steatosi, necrosi epatica
e fibrosi alla biopsia, pur avendo lo stesso BMI. In questo studio, gli enzimi
epatici sono stati misurati in tutti i pazienti, ma i dati istologici sono stati
ottenuti esclusivamente nel 50% (n=16) dei pazienti con elevati livelli degli

enzimi.

Nello studio di Singh et al. (189), sono stati studiati 190 pazienti con una
diagnosi biochimica di NAFLD (116 con steatosi e 74 con steatoepatite), di cui
50 erano stati sottoposti a biopsia epatica e a screening per OSA mediante
questionario di Berlino. Su 190 pazienti con NAFDL, 87 soddisfacevano i
criteri di OSA dopo il questionario, suggerendo 1’opportunita che i pazienti con
NAFDL siano sottoposti a screening per OSA tramite polisonnografia o
poligrafia respiratoria. Tuttavia, questo studio presenta la limitazione che
I’OSAS ¢ stata valutata mediante un questionario del sonno, e la biopsia

epatica non ¢ stata eseguita su tutti i pazienti.

Nello studio trasversale di Lin et al.(190) eseguito su un gruppo di pazienti
di entrambi i sessi con diagnosi ecografica di NAFLD si ¢ trovato che i pazienti

con OSAS erano piu frequentemente colpiti da NAFLD (83,5%) e che 1’possia

55



notturna era associata con I’aumento degli enzimi epatici, indipendente da una
varieta di fattori quali I'eta, il sesso, l'obesita, I'infiammazione, la pressione
sanguigna, glicemia, e il profilo lipidico, suggerendo che I’ipossia notturna
potrebbe essere un fattore di rischio di progressione della NAFLD. Inoltre 1
loro risultati hanno mostrato che il danno epatico ¢ meglio predetto dai
marcatori di desaturazione ossiemoglobinica che dall’AHI, come dimostrato da
altri studi (191,192,193). Linet al.(190) suggeriscono inoltre che i ripetuti
episodi di ipossiemia notturna che si verificano nel sonno nei pazienti OSAS

possono agire da “second hit” nella progressione della NAFLD.

Losudio di Minville et al. (194) di recente pubblicazione ha preso in
esame una vasta popolazione OSAS non selezionata con vario BMI (dal magro
al severamente obeso) dimostrando che la gravita dell'ipossia notturna ¢
associata in modo indipendente con la gravita della steatosi, che l’obesita
preesistente aggrava gli effetti dell’ipossia notturna e che la NAFLD ¢ uno dei

meccanismi coinvolti nella disfunzione endoteliale dei pazienti OSAS.

Per valutare l'associazione tra I’OSAS con le alterazioni degli enzimi
epatici, Kohler et al. (195) hanno eseguito uno studio clinico randomizzato; 94
pazienti con OSAS da moderata a grave sono stati assegnati a terapia con
CPAP terapeutica o subterapeutica per 4 settimane. I livelli sierici di AST e
ALT sono stati confrontati, prima ¢ dopo l'uso di CPAP all'interno dei due
gruppi. I livelli di ALT si riducevano da 39 + 26 a 30 =16 Ul/l nei pazienti
trattati con CPAP terapeutica, ma anche nei pazienti trattati con CPAP sub-
terapeutica si otteneva una riduzione da 37 +£21 a 32 £17 UI/l, mentre 1 livelli

di AST rimanevano invariati. Pertanto, I’ALT sembra piu sensibile dell’AST,
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ma il trattamento con CPAP non sembra migliorare la funzione epatica dei
pazienti con OSAS. Quest’ultimo punto contrasta con i risultati dello studio di
Kheirandish-Gozal et al. (196) in 518 bambini con sospetto di OSAS o di
russamento, che confermava la relazione tra OSA e transaminasi sieriche solo
nei bambini obesi; la risoluzione dell’OSAS era associata a riduzione degli

enzimi epatici nei bambini obesi.

Diversi studi hanno valutato 1'associazione tra OSAS e NAFLD prendendo
in esame 1 dati della biopsia epatica. Daltro et al. (197) hanno studiato 40
pazienti obesi sottoposti a chirurgia bariatrica; I’OSA ¢ stata diagnosticata in
32, 1a NAFLD in 33 e la NASH in 32 pazienti. [ soggetti con AHI>15 avevano
livelli di insulinemia e di HOMA-IR piu alti rispetto a coloro che avevano un
AHI<ZI5, ma non si riscontrava alcuna associazione tra AHI e diagnosi di
NASH (81% vs 79%); inoltre la gravita dell’ipossiemia notturna non correlava

con il riscontro di NASH.

Nel lavoro di Jouet et al. (198) in pazienti sottoposti a chirurgia bariatrica
(BMI >40 kg/m2 negli uomini e BMI >35 kg/m2 nelle donne), la presenza di
OSAS si associava a livelli di enzimi epatici piu elevati rispetto a quelli
registrati in pazienti senza OSAS.Inoltre valori anormali degli enzimi epatici
tendevano ad aumentare con la gravita di OSAS, essendo presenti nel 25% dei
pazienti non OSAS e nel 43% e 53% rispettivamente dei pazienti con OSAS
moderata e grave. Tuttavia lo studio di Jouet et al. non dimostrava alcuna
correlazione tra OSAS e presenza di NASH o altre lesioni epatiche. Gli autori
peraltro non hanno indagato I'associazione tra AHI e desaturazione

ossiemoglobina con I’insulino-resistenza.
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In uno studio retrospettivo su pazienti sottoposti a chirurgia bariatrica,
Kallwits et al. (199) non ¢ stata documentata alcuna tendenza ad una maggiore
prevalenza di OSA (AHI > 15 ev / h) in pazienti con progressiva malattia
epatica, indicata da inflammazione e fibrosi (73,3%), rispetto ai pazienti quelli

che presentavano solo steatosi epatica (45,8%) (p = 0,06).

Lo studio pubblicato dal Mishra&Younossi (200) presenta una maggiore
casistica e porta risultati discordanti rispetto agli studi precedenti. Pazienti
affetti da NASH avevano AHI maggiore e piu bassi livelli di SaO, minima
durante il sonno rispetto a coloro che avevano solo steatosi epatica. Gli autori
suggeriscono che l'ipossiemia notturna associata all’OSAS pud essere un
fattore di rischio per la NASH. In questo studio, ’THOMA- IR ¢ stata valutata
solo in un sottogruppo dei pazienti, non fornendo cosi la possibilita di valutare

il rapporto tra insulino-resistenza ¢ OSA nei pazienti con NAFLD.

Piu recentemente, lo studio di Sundaram et al.(191) basato su pazienti
pediatrici con biopsia epatica positiva per NAFLD mostrava che la gravita e la
durata dell’ipossiemia sono associati con elevati livelli di AST e ALT e

correlano con la gravita della NAFLD.

Brunt et al. (201) hanno suggerito che l'inflammazione portale cronica
puo essere un marker di progressione di NAFLD. In questo studio, non ¢ stata
trovata correlazione tra AHI o desaturazioneossiemoglobinica con il grado di
fibrosi o correlazione tra inflammazione e fibrosi portale con i parametri

polisonnografici.
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I limiti di questi ultimi studi possono essere discussi insieme per le
similarita metodologiche. I risultati sono stati ottenuti solo in pazienti obesi,
che possono non rappresentare l'intera popolazione di pazienti con NAFLD, e
l'obesita di per sé ¢ una causa di fibrosi epatica, che porta ad una forte variabile
di confondimento. Tutti gli studi erano osservazionali, mancando di carattere
prospettico per valutare meglio questa associazione e, infine, lo stress
ossidativo, derivante dalla ipossia intermittente, come meccanismo d'azione

della progressione della NAFLD non ¢ stato indagato (185).

Gli studi su pazienti OSAS non possono, per ovvi motivi etici, fornire
campioni bioptici epatici per lo studio della funzione epatica nell’OSAS.
Diversi studi hanno esaminato la correlazione tra ipossia intermittente e lesioni
epatiche in modelli animali, concludendo che I’OSAS puo portare all’aumento
degli enzimi epatici. Tra questi ricordiamo lo studio di Savransky et al. (181) in
cui si valutavano gli effetti dell’ipossia intermittente sul fegato di topi
normopeso. [ topi C57BL/6J esposti a ipossia intermittente per 12 settimane
(CIH, chronicintermittenthypoxia) mostravano aumento di ALT (224 + 39 U/l
vs 118 + 22 U/l nel gruppo trattato con aria intermittente), mentre AST e
fosfatasi alcalina erano invariati nei due gruppi. La CIH induceva anche
iperglicemia, diminuzione dei livelli sierici di insulina a digiuno, e lieve
aumento nel siero di colesterolo e trigliceridi a digiuno, mentre a livello epatico
il contenuto dei trigliceridi rimaneva invariato e il colesterolo diminuito.
All’esame istologico si riscontrava un rigonfiamento degli epatociti senza
evidenza di steatosi epatica. Tuttavia, CIH aumentava di quasi due volte la

perossidazione lipidica nel tessuto epatico, e potenziava |’effetto tossico
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dell’acetaminofene. In sintesi, la CIH in assenza di obesita causava danno
epatico, stress ossidativo e un eccessivo accumulo di glicogeno nel fegato,

senza alcuna evidenza di steatosi semplice o di NASH.

Feng et al. (202) hanno studiato I’influenza della CIH sugli enzimi epatici
di ratto, sull’istologia e I’ultrastruttura epatica sulla base dei disturbi lipidici.
Ratti Wistar sono stati randomizzati e divisi in tre gruppi; il gruppo di controllo
¢ stato alimentato con una dieta regolare, il secondo gruppo di topi grassi con
una dieta ricca di grassi ed il terzo gruppo di topi molto grassi con una dieta a
piu alto contenuto di grassi associata ad un trattamento di ipossia intermittente
per 7 h/die. Variazioni degli enzimi epatici e alterazioni istologiche e
ultrastrutturali a carico del fegato sono state osservate nei tre gruppi per 9
settimane, e l’incremento degli enzimi epatici era significativamente piu
elevato nei topi del terzo gruppo rispetto agli altri. Le alterazioni istologiche e
ultrastrutturali epatiche andavano dalla semplice steatosi alla steatoepatite e
fibrosi epatica, la gravita del quadro epatico aumentava col tempo di
esposizione ed era massima nei topi molto grassi, alimentati con dieta ad alto
contenuto di grassi, e sottoposti a CIH. I livelli di ALT e AST aumentavano gia
dopo tre settimane nei topi trattati con dieta ipercalorica e con CIH, ma dopo
nove settimane 1 livelli erano fino a quattro volte superiori rispetto ai topi del
gruppo di controllo e due volte superiori rispetto ai topi del secondo gruppo.
Esperimenti su animali hanno dimostrato che 1’ipossia intermittente ¢ associata
ad un aumento dei trigliceridi epatici sia in topi obesi (203) che in topi magri

(204).
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Ad oggi la maggior parte degli studi sulla relazione che intercorre tra
OSAHS e NAFDL concordano su un'unica teoria fisiopatologica, la teoria
“two-hit” (182, 187, 190, 199, 200, 205). Data la crescente prevalenza
dell’obesita nel mondo, e considerando l'alta frequenza con cui queste
condizioni influenzano I’obesita, sono necessarie ulteriori ricerche per chiarire
1 dubbi che ancora esistono. Altri studi sono necessari per stabilire se vi ¢

un’associazione indipendente tra OSAS e NAFLD o se ¢ solo una coincidenza.

In sintesi, allo stato attuale si puo concludere che:

1) Gli studi eseguiti sia sugli animali che sugli umani mostrano che
I’OSAS puo contribuire alla patogenesi di lesioni croniche al fegato,
principalmente rappresentate dalla NAFLD;

2) Ad oggi la maggior parte degli studi incentrati sulla relazione che
intercorre tra OSAHS e NAFDL concordano su un'unica teoria fisiopatologica,
la teoria “two-hit” (182, 187, 190, 199, 200, 205).

3) Data la crescente prevalenza dell’obesita nel mondo, e considerando
l'alta frequenza con cui queste condizioni influenzano 1’obesita, sono
necessarie ulteriori ricerche per chiarire i dubbi che ancora esistono. Altri studi
sono necessari per stabilire se vi ¢ una indipendente associazione tra OSAS e

NAFLD o se € solo una coincidenza.
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S5.CONTRIBUTO SPERIMENTALE

5.1 Scopo della tesi
Obiettivo di questo progetto di ricerca ¢ stato di analizzare markers di
funzionalita epatica in pazienti OSAS, in rapporto alla gravita dei disturbi
notturni e dell’obesita. Tale scopo ¢ stato sviluppato in 4 protocolli
sperimentali:

1. Studio della funzione epatica mediante determinazione delle
transaminasi sieriche in 102 pazienti consecutivi afferenti al Nostro laboratorio
del Sonno con OSAS alla diagnosi e senza evidenza anamnestica di malattia
epatica;

2. Studio longitudinale “pilota” sulla funzione epatica e di imaging
(ecografia addominale, Fibroscan) in pazienti consecutivi con diagnosi di
OSAS e documentata assenza di patologia epatica alcoolica o infettiva, e
valutazione degli effetti della terapia del’OSAS con CPAP sulle stesse
variabili;

3. Analisi dei dati di funzionalita epatica di una popolazione di circa 500
pazienti studiati per sospetta OSAS presso il laboratorio del sonno
dell’Ospedale Son Dureta, Palma di Majorca (MallorcaCohort) allo scopo di
valutare la prevalenza delle anomalie degli enzimi di funzionalita epatica in
una vasta popolazione di pazienti OSAS alla diagnosi e analizzare i rispettivi
effetti dell’OSA e dell’obesita viscerale sugli enzimi epatici.

4. Studio osservazionale eseguito su una coorte di 126 pazienti con
NAFLD a bassa prevalenza di obesita patologica, su cui ¢ stata eseguita

ecografia carotidea e questionario STOP-BANG seguito da poligrafia
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cardiorespiratoria (PG) in un sottogruppo di 50 pazienti, per valutare la
prevalenza dell’OSAS nei pazienti con NAFLD e 1’associazione tra gli indici
di saturazione ossiemoglobinica (Sa0,) e la gravita della fibrosi epatica e il

rischio di aterosclerosi carotidea.

5.2 Materiali e Metodi

Protocollo 1

Nel primo protocollo sono stati reclutati 107 pazienti consecutivi (24 donne),
con storia clinica e recente diagnosi di OSAS ottenuta mediante monitoraggio

respiratorio notturno.

I criteri d’inclusione usati nella selezione del campione erano: assenza
di storia o di evidenza clinica di malattie epatiche o autoimmuni, consumo di
alcool non superiore a 30 g/die, e volonta di partecipare allo studio. Tutti 1
pazienti hanno firmato un modulo di consenso informato, ed ¢ stata ottenuta
I’approvazione da parte del Comitato Etico dell’Azienda Ospedali Riuniti Villa

Sofia-Cervello.

In tutti 1 pazienti, sono stati prelevati campioni di sangue venoso al

mattino a digiuno per misurare:

v' Enzimi epatici nel siero: aspartato-aminotransferasi (AST), alanina-
aminotransferasi (ALT), gamma-glutamiltransferasi(y-GT), e fosfatasi
alcalina;

v" Glicemia e assetto lipidico (colesterolo totale e frazioni HDL, LDL ¢

VLDL, trigliceridi);
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v" L’insulinemia sierica, determinata in 64 pazienti, e '"HOMA Index per
valutare 1’insulino-resistenza secondo la formula: Insulina (mU/L) x

glicemia a digiuno (mg%) x 0.0024663 (valore normale <2.4).

Protocollo 2

Nel secondo protocollo, sono stati arruolati 20 pazienti (4 donne) secondo
criteri simili a quelli del protocollo 1. In tutti i pazienti sono stati escluse
patologie infettive epatiche (HBV, HCV) pre-esistenti, eccessivo consumo di
alcool (>30 g/die). Inoltre, 1’uso di statine era un criterio di esclusione. |
pazienti sono stati sottoposti alle stesse indagini ematochimiche del protocollo
precedente. La steatosi epatica ¢ stata valutata in modo qualitativo mediante
ecografia epatica (assente, lieve, moderata, grave). Per la misurazione della
fibrosi epatica, ci si € avvalsi della tecnica del Fibroscan (265-266), di recente
introduzione nella pratica clinica. Il metodo misura 1’elasticita del parenchima
epatico in differenti sedi, e stima pertanto indirettamente la presenza di fibrosi
epatica.Sullostesso campione in esame ¢ stato valutato I’effetto della terapia
dell’OSAS con CPAP,effettuata dai pazienti per almeno 4 h/notte, sulle stesse
variabili. I pazienti sono stati rivalutati a 6 mesi e/o un anno dalla diagnosi con
lo stesso protocollo usato all’inizio dello studio (valutazione clinica, studio del
sonno, 1 campioni di sangue per la determinazione dei metabolici e
inflammatori marcatori, valutazione non invasiva della steatosi epatica e

fibrosi). Due pazienti hanno lasciato lo studio dopo la valutazione di 6 mesi.
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Protocollo 3

Sono stati analizzati i dati di 520 pazienti OSAS di razza Caucasica, studiati
consecutivamente negli anni 2005-2007 nel laboratorio del Sonno
dell’Ospedale Son Dureta, Palma di Maiorca, Spagna, gia analizzati per
I’analisi trasversale della Sindrome Metabolica nell’OSAS (249) nell’ambito di
una collaborazione scientifica tra I’Universita di Palermo e i Centri del Sonno
dell’Universita di Lleida e Palma de Mallorca, Spagna. I criteri di inclusione
erano: eta superiore a 18 anni, recente diagnosi di OSAS, e disponibilita a

partecipare allo studio.

Tutti 1 pazienti sono stati studiati mediante polisonnografia completa, ¢ la
diagnosi di OSAS ¢ stata posta sulla base di AHI>10 eventi per ora. La
sonnolenza diurna ¢ stata soggettivamente valutata mediante scala della
sonnolenza di Epworth (ESS), e considerata presente se lo score era >10.In
ogni soggetto ¢ stato calcolato I’indice di massa corporea (BMI, kg/m2), ed ¢
stata misurata la circonferenza del collo. La valutazione della Sindrome
Metabolica ¢ stata effettuata secondo i criteri del NCEP-ATP III (117). In ogni
soggetto ¢ stata misurata la circonferenza della vita in cm, e la pressione
arteriosa mediante sfigmomanometro standard dopo 5 minuti a riposo, secondo
le raccomandazioni delle linee-guida. Sono stati effettuati prelievi di sangue
venoso a digiuno per la determinazione della glicemia, dei lipidi sierici, dei
markers di funzionalita epatica e renale, della PCR ad alta sensibilita mediante
metodi di laboratorio standard (Hitachi Modular Analyzer, Roche). Inoltre, in

288 pazienti non diabetici ¢ stata misurata [’insulinemia mediante
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chemiluminescenza (Immulite 2000 Analyzer), e I’insulino-resistenza ¢ stata

stimata calcolando ’HOMA Index.

Protocollo 4

Lo studio ha coinvolto 126 pazienti consecutivi con NAFLD, reclutati presso
I'Unita di Gastroenterologia ed Epatologia del Policlinico Universitario di
Palermo, che rispondevano a tutti i criteri di inclusione ed esclusione di seguito
indicati. Criteridi inclusione erano: diagnosi istologica di NAFLD su una
biopsia epatica fatta meno di 6 mesi prima dell'arruolamento e che mostrava
steatosi (> 5% di epatociti) con o senza necroinflammazione e/o fibrosi
compresa la cirrosi. La valutazione pre-biopsia di NAFLD era basata su
riscontro cronico di elevati valori di ALT per almeno 6 mesi e consumo di
alcol <20 g/giorno nell'anno precedente (anche confermata da questionario). |
criteri di esclusione erano: (1) cirrosi scompensata (ittero, presenza di ascite o
encefalopatia); (2) il carcinoma epatocellulare; (3) malattie epatiche di
eziologia diversa o mista (il consumo eccessivo di alcol, 1'epatite C, 1'epatite B,
malattia epatica autoimmune, malattia di Wilson, emocromatosi, deficit di al-
antitripsina); (4) l'infezione da virus dell'immunodeficienza umana; (5)
precedente trattamento con terapia antivirale, farmaci immunosoppressori €/0
l'uso regolare di farmaci che inducono steatosi (steroidi, amiodarone,
tamoxifene, etc.), valutata al colloquio; (6) storia di malattie cardiache
(malattia coronarica sia o cardiaco); (7) dipendenza attiva droghe per via
endovenosa; (8) indice di massa corporea (BMI) >45; (9) precedente
valutazione perOSAS, o precedente diagnosi di OSAS.Un campione di sangue

dopo digiuno di 12 ore ¢ stato prelevato al momento della biopsia per
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determinare 1 livelli sierici di ALT, colesterolo totale, colesterolo LDL,
colesterolo HDL, trigliceridi, glicemia, insulina, ¢ la conta piastrinica. |
pazienti che hanno accettato sono stati poi sottoposti ad ecografia carotidea e

monitoraggio cardiorespiratorio notturno al domicilio.

Statistica.l dati sono riportati come medie = SD in caso di variabili
continue, e come prevalenza (%) in caso di variabile categoriche. I dati dei
pazienti con e senza aumento di ALT sono stati paragonati mediante t-test per
dati non appaiati nel caso di variabili continue, e mediante Chi-quadro nel caso
di variabili categoriche. L’insulinemia e ’HOMA index sono stati analizzati
dopo trasformazione logaritmica, a causa della distribuzione non-normale dei
dati originali. La regressione lineare semplice e multipla ¢ stata utilizzata per
analizzare la correlazione tra variabili. La regressione logistica ¢ stata usata per
analizzare 1 dati del protocollo 4. La significativita statistica era p<0.05 in
tutti 1 test. L’analisi statistica ¢ stata effettuata utilizzando il software Statview

per Windows.
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5.3Risultati

Protocollo I: Analisi delle transaminasi sieriche in pazienti OSAS

consecutivi

La prima colonna della Tabella 5 illustra le caratteristiche del campione
analizzato. Il campione ¢ tipico della popolazione dei pazienti OSAS, di media
eta, obeso, con OSAS da moderata a severa sulla base dei valori di AHI e della
saturazione ossiemoglobinica (Sa02) minima e media durante le ore notturne. I
pazienti studiati riferivano un grado significativo di sonnolenza diurna, come
mostrato da uno score medio di sonnolenza di Epworth di 13 punti (valore
normale <10). Piu del 50% dei pazienti erano in trattamento anti-ipertensivo,
un terzo erano diabetici ed un quarto riferivano uso di statine.Un valore di ALT
patologico (>40 U/L) ¢ stato riscontrato in 11 pazienti, pari al 10.2% del
campione. Un valore di AST patologico (>41 U/L) era invece presente in 5
pazienti, pari al 4.7% del campione. Un aumento di gamma-GT ¢ stato
riscontrato in 6 pazienti, pari al 5.6% del campione. Nessun paziente mostrava

valori di fosfatasi alcalina oltre 1 valori normali.

Il confronto tra i pazienti con ALT normale e aumentata ¢ mostrato nella
Tabella 5. L’unica differenza significativa tra i due gruppi era che i pazienti
OSAS con ALT aumentate erano di circa 10 anni piu giovani dei pazienti

OSAS con ALT nei limiti di norma.
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Tabella 5. Caratteristiche del Campione

Eta (anni)

BMI (kg/m2)

AHI (eventi/h)
Sa02 min (%)
Sonnolenza (ESS)

Farmaci anti-ipertensivi
(n=100)

Farmaci per il diabete (n=99)

Statine (n=99)

Tutti | pazienti

(n=102)
55.8 + 13.7

37.5+88

46.4 £22.5

68.8 £12.7

12.8 5.1
62

31

25

ALT normale

(n=91)
57.0 + 13.6

37.1+£9.0

459+ 223

69.0 £ 12.7

12.7+4.9
95

26

23

ALT >40 UL
(n=11)

46.1 +8.9*
40764
50.5+25.2

66.7 +12.5

13671

* p<0.05 vs gruppo con ALT normale

La Tabella 6 mostra le variabili metaboliche nell’intero campione e nei

pazienti senza e con ALT aumentata. L’unica differenza significativa tra i

due gruppi era che i pazienti con valori patologici di ALT mostravano piu

alti valori di insulinemia ed un maggior grado di insulino-resistenza

analizzato mediante ’HOMA Index. Era inoltre evidente un aumento

significativo del colesterolo LDL (p<0.05) nei pazienti con ALT

aumentata.
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| Tabella 6. Variabili Metaboliche

Tutti i pazienti  ALT normale ALT >40 UL
(n=102) (n=91) (n=11)
Glicemia a digiuno (mg¥%) 105 £ 33 104 + 34 110 £ 21
Insulinemia (uU/ml) (n=58) 16.3+13.3 15.1+13.3 235+ 11.2"
HOMA-IR (n=58) 47+6.1 43463 7.4 +4.7%
Colesterolo totale (mg%) (n=97) 184 + 44 182 45 193 + 29
Trigliceridi (mg%) (n=99) 131 £ 64 129 + 66 153 + 47
Colesterolo-LDL (mg%) (n=88) 116 £ 44 115 + 43 144 + 46°
Colesterolo-VLDL (mg%) (n=88) 26+ 13 26+ 13 319
Colesterolo-HDL (mg%) (n=88) 39.3+12.0 39.7+ 124 36.1+7.7

** p<0.05, analisi dopo trasformazione logaritmica

3p=0.06
La Figura 12 illustra I’assenza di correlazione tra i valori di ALT e le variabili
indicative di gravita del’OSAS, quali I’AHI e la SaO2 minima notturna
(pannelli superiori). Per quanto riguarda 1’effetto dell’obesita, i valori di ALT
correlavano debolmente ma significativamente con il BMI, mentre nessuna

correlazione era evidente con la circonferenza del collo (pannelli inferiori).

L’ HOMA Index ¢ risultato significativamente correlato al valore di ALT nel
siero (p<0.005, Figura 13). Pertanto questi dati suggeriscono che I’obesita e
I’insulino-resistenza sono i principali fattori associati all’aumento di ALT,
anche se 1 dati risultano notevolmente dispersi e la regressione con ’HOMA-
IR spiega soltanto il 13% della variabilita di ALT. L’OSAS non
sembrapertantoassociata ad  alterazioni  della  funzionalita  epatica

indipendentemente dalla coesistente obesita edinsulino-resistenza.
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AHI (eventsth)

BMI (kg/m3

Figura 12. La concentrazione di ALT sierica correla debolmente con il
grado di obesita esemplificato dal BMI ma non con le alterazioni tipiche

dell’OSAS. I simboli pieni indicano i pazienti con ALT>40 UI/L.
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Figura 13. Debole correlazione positiva tra ALT sierica e insulino-

resistenza (HOMA Index).
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Protocollo II: Misurazione della steatosi e della fibrosi epatica nei

pazienti con OSAS e valutazione degli effetti della CPAP sulle stesse

L’analisi trasversale sul campione di pazienti reclutati nel Protocollo II alla
diagnosi era composto da individui piu giovani (circa 10 anni di differenza in
eta media), ma era simile a quello del Protocollo I per BMI e gravita
dell’OSAS (Tabella 7). Una tendenza all’eta piu giovane ed un maggiore
grado di obesita era evidente nei 3 pazienti con ALT elevata rispetto ai 17

pazienti con ALT normale.

Tabella 7.Caratteristiche del campione

All Normal Increased
§p=0.05 patients ALT ALT
(n=20) (n=17) (n=3)
Age (yr) 48.3+11.4 50.3+11.1  36.7+1.5%
BMI (kg/m?) 34.945.9 33.8+£5.0 40.9+8.28
AHI (events/h) 51.7¢21.8 52.7+21.3 51.7+¢21.8
Sa02 min (%) 68.4+9.2 70.1+£8.7 59.3+7.4
Sa02 mean (%) 90.7 £3.8  91.4+£3.3 87.75.5
ESS 12.74.9 12.244.2 15.748.5
Anti-HT treatment (n) 11 10 1
Anti-diabetic treatment (n) 2 1 1

Anche in questo gruppo di pazienti, abbiamo osservato un maggior livello di
colesterolo LDL nei pazienti con ALT elevata (Tabella 8), mentre la tendenza
ad aumento dell’insulinemia e del’HOMA index non raggiungeva

significativita statistica, probabilmente per I’esiguita del campione. Non erano
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invece evidenti differenze tra 1 due gruppi per la glicemia a digiuno o il valore

di emoglobina glicosilata.

Tabella 8. Variabili metaboliche nei pazienti del Protocollo 2

All Normal Increased

patients ALT ALT

(n=20) (n=17) (n=3)
fg;ﬁg’g vigedglieose 99417 98418 104+16
Serum Insulin (uU/ml) 15.9+8.4 15.419.1 18.3£2.4
HOMA IR 3.9+2.0 3.7£2.2 4.7+0.6
Total cholesterol (mg%) 20135 199+38 207+16
Triglycerides (mg%) 131£77 128+78 144126
LDL-cholesterol (mg%) 136142 125131 184+56*
HDL-cholesterol (mg%) 40.2+8.1 40.5+8.4 38.7+8.0
HbA1c (%) 5.8+1.1 5.8£1.0 6.1+1.4
*: p<0.05

L’analisi della steatosi epatica mediante ecografia addominale (Tabella9) ha
evidenziato steatosi di grado lieve in 4 pazienti, e di grado moderato-severo in
14 pazienti. In due pazienti, I’esame non ¢ stato eseguito per problemi tecnici.
Tutti e tre 1 pazienti con ALT elevata mostravano steatosi epatica di grado
severo. Nei pazienti con ALT normale, la frequenza di steatosi severa era

comunque maggiore che la frequenza di steatosi lieve.

La fibrosi epatica valutata mediante Fibroscan (n=14, tecnicamente impossibile
in 3, non eseguita per motivi tecnici in 3) ha fornito in tutti 1 casi,
indipendentemente dalla presenza di ALT elevata, valori nei limiti di norma

(media +SD: 6.2 +2.3, valore patologico >10).
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Tabella 9.Steatosi Epatica alla Diagnosi

ALT ALT Totale
elevata normale
Lieve 0 4 4
Moderata 0 1 1
Severa 3 10 13
Non eseguita 0 2 2
totale 3 17 20

Sullo stesso campione in esame ¢ stato valutato ’effetto della terapia

dell’OSAS con CPAP sulla steatosi e fibrosi epatica dopo 6 mesi ed un anno.

Tutti i pazienti hanno mostrato una buona compliance al trattamento (>4

h/notte). Di seguito (Tabella 10) sono riportati i dati antropometrici,

metabolici e quelli relativi ai disturbi del sonno notturno rilevati a 6 mesi e 1

anno dal trattamento. In particolare gli enzimi epatici ed il BMI (6 mesi:

35.0+6.4; 12mesi: 34.4+6.5 kg/m2) non mostravano cambiamenti significativi

durante il follow-up.
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Tabella 10. Dati antropometrici, metabolici e quelli relativi ai disturbi del

sonno notturno rilevati alla diagnosi, a 6 mesi e 1 anno dal trattamento
(n=15)

Diagnosi CPAP CPAP p
6 mesi 12 mesi

Eta, anni 49.3+11.9

Peso, kg 103.6+18.5 | 101.9+18.5 | 103.1£17.9 NS
BMI, kg/m’ 35.4+6.4 34.6+6.4 34.44+6.5 NS
AHI, eventi/ora 52.5+19.1 0.5+0.9 2.5+1.1 <0.0001
SaO,minima, % 90.6+3.9 96.2+1.3 96.0£1.0 | <0.0001
SaO,piu bassa, % 66.4+8.8 89.6+3 .4 89.3x1.5 | <0.0001
EpworthSleepiness Scale(ESS) Score | 12.6 + 5.1 4.5+3.2 4.0£2.4 | <0.0001
HOMA 4.1342.19 | 3.49+2.15 | 4.18+£2.79 NS
Trigliceridi, mg/dL 139+78 117 + 34 134 + 35 NS
Colesterolo totale, mg/dL 198431 209+40 183422 NS
Colesterolo-HDL, mg/dL 37.9+7.4 37.8+7.1 41.3+9.6 NS
AST, IU/L 28.34£22.4 | 20.3+4.5 21.949.5 NS
ALT, TU/L 34.9438.1 | 26.5£10.0 | 28.6+20.5 NS
Interleuchina-6, pg/ml 8.6+£3.5 6.811.1 6.5%£1.9 NS
Interleuchina-10, pg/ml 4.618.1 3.9+8.0 3.6x7.1 NS
Leptina, ng/ml 32.1£26.2 | 22.8+16.0 | 33.3+28.5 NS
Adiponectina, mg/ml 8.4+3.3 8.0+2.6 7.1+2.7 NS
TNF-alfa,pg/ml 8.0+1.9 7.9+1.2 7.6+1.3 NS

I dati sulla steatosi epatica mostravano un trend di miglioramento nel corso del
trattamento con CPAP. La steatosi era invariata (n=5) o migliorata (n=5) nei 10

pazienti che avevano ridotto il BMI durante il follow up.(fig 14).
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Figura 14. Steatosi Epatica e BMI nel follow up
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Il Fibroscan era invece nel range di normalitd in tutti i tempi osservati nei
pazienti in cui ¢ stato possibile effettuare la misurazione (6.55+2.36 kPa alla
diagnosi (n=11), 7.62+2.8 kPaat 6 mesi (n=6), and6.69+1.29 kPa a 12 mesi
(n=9), differenze NS) ( fig 15) anche se mostrava una correlazione con 1 valori

di obesita generale e viscerale (BMI e circonferenza vita). (figl6)

77



Figural$. Fibrosi Epatica (Fibroscan®) dopo trattamento con CPAP
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Figura 16:Correlazione tra Fibroscan e obesita generale e viscerale
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Protocollo 1ll: prevalenza delle anomalie degli enzimi di funzionalita

epatica in una vasta popolazione di pazienti OSAS alla diagnosi

In questo vasto campione preso in esame ¢ stata riscontrata una prevalenza di
ALT e y-GT pari al 17,8%, mentre I’AST risultava superiore al normale solo

nel 3,9% dei pazienti (Fig.17).

Figural7: Prevalenza dell’ aumento degli enzimi epatici nel campione in
esame
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Nella Tabella 11 sono riportate le caratteristiche antropometriche e le
variabili correlate al sonno in relazione all’aumento o meno delle ALT. 1

pazienti con ALT aumentate tendevano ad essere piu giovani, con grandi colli
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e un alto indice metabolico (Tabella 12). Nessuna relazione tra elevati livelli di

ALT e la gravita di ipossiemia notturna ¢ stato mostrato in analisi multivariata

Tabella 11 . Caratteristiche antropometriche e variabili correlate al sonno

All ALT<40 ALT>40 P value
(n=522) (n=429) (n=93)
Age, yrs 51.2+12.7 52,1+13.1 47.3+£10.0 0.001
Sex, M/F 417/105 329/100 88/5 <0.0001
Weight, kg 88.0% 18.7 85.9+17.8 97.8+19.7 <0.0001
BMI, kg/m?2 30.9+6.3 30.5+6.3 32.9%£5.9 0.001
Neck, cm 411.6+4.1 41121+ 4.2 136134 <0.0001
Waist, cm 107.1+14.3 105.9+ 14.3 112.8+12.7 <0.0001
Waist—to-hipratio  0.96 + 0.08 0.95+ 0.08 0.97 + 0.06 0.01
AHI 433+ 273 41.2+26.3 52,7+ 30.2 0.0002
Mean Sa0,% 90.4+£3.9 92.61+3.8 91.0x44 0.0005
Lowest Sa0, % 80.8+9.2 81.3+9.0 78.5+9.7 0.01
ESS 9.7+5.1 9451 11.2+£4.8 0.002
Tabella 12: Variabili metaboliche
All AlLT<40 ALT>40 P value
(n=522) (n=429) (n=93)
Office SBP, mmHg 130.8+17.0 129.7+17.1 136.3+15.3 0.0007
Office DBP, mmHg 79.6+12.7 78.8+121 835+14.8 0.001
Hypertension (% of pts) 29.7(n=155) 31.5(n=135) 21.5(n=20) NS
FBG mg/dL 105.8+25.5 105.3+258 107.9+24.2 NS
Insulin, mU/L 13.9+10.2 12.9+9.8 18.3+10.6 0.0002
HOMA-IR 3.77+ 298 3.53+293 4.85%+299 0.002
Tot cholesterol, mg/dL 204.4+£389 204.6%39.1 203.5%38.3 NS
Tryglicerides, mg/dL 153 + 88 145+ 79 189 + 118 <0.0001
HDL-cholesterol,mg/dL 53.5+18.0 549+19.0 46.6+x10.4 <0.0001
MetS (% of pts) 43.7 40.6 58.0 0.002
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Sebbene I’ALT e y-GT aumentino con ’aumentare della severita dell’OSAS
(Fig.18), né I’AHI né la SaO2 sono risultati all'analisi multivariata (v. oltre)
significativamente associati con i livelli sierici di ALT (Fig. 19), suggerendo
un ruolo predominante dell’obesita e delle alterazioni metaboliche,piuttosto
che un effetto rilevante del’OSAS, sugli enzimi epatici. L analisi multivariata

ha fornito i seguenti risultati:

Variabile dipendente: ALT, variabiliindependenti: eta, BMI, circonferenza
collo, Indice Metabolico, AHI, SaO,min. R* 0.135R: 0.367 n=479
p<0.0001Variabili significative: eta (inversa), circonferenza collo, Indice

Metabolico.

Risultati similidopo esclusionedeipazienti diabetici (n=439):R*: 0.147R: 0.384

p<0.0001

Variabile dipendente: gammaGT, variabiliindependenti: circonferenza
collo,circonferenza vita, Indice Metabolico, AHI, SaO,min. R% 0.060 R:

0.246, n=478, p<0.0001. Variabili significative: circonferenza collo e SaO,min
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Figura 19:4nalisi univariata tra i livelli sierici di ALT e AHI, SaO2, HOMA e SMet
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La scoperta riportata da Kanbay et al su Respiratory Medicine (206) che y-GT

potrebbe essere piu sensibile di ALT nel rilevare danni al fegato nei pazienti

con OSAS ¢ stata in parte confermata, poiché¢ y-GT ¢ risultata correlata in

modo indipendente con la piu bassa SaO, ma I’analisi multivariata complessiva

aveva una significativita inferiore rispetto ad ALT. Concludendo, gli enzimi

epatici devono essere misurati nei pazienti con grave OSAS, soprattutto se

sono giovani e obesi con grandi colli.
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Protocollo 1V: associazione tra OSAS e indici di saturazione di O, con gravita

della fibrosi epatica e aterosclerosi carotidea in pazienti con NAFLD

Dei 126 pazienti consecutivi con NAFLD che hanno risposto al
questionario di STOP-BANG e sono stati sottoposti a ecografia della carotidee
a biopsia epatica, 76 pazienti (pari al 60%) hanno rifiutato lo studio del sonno,
mentre 50 pazienti sono stati sottoposti a monitoraggio cardiorespiratorio. Tra i
pazienti che hanno aderito allo studio del sonno, ’OSAS ¢ stata diagnosticata
in un paziente su due, anche se era grave solo nel 20% dei casi. In particolare,
tutti 1 pazienti con OSAS erano nel gruppo ad alto rischio secondo il
questionario STOP-BANG, ma il questionario ha correttamente identificato
solo il 65% dei pazienti con OSAS mostrando una sensibilita del 100% e una
specificita del 48%. I pazienti che hanno accettato lo studio notturno avevano
una maggiore prevalenza di comorbidita metaboliche come [I'obesita,
l'ipertensione e il diabete, anche se la prevalenza di alto rischio per OSAS
valutato con il questionario STOP-BANG ¢ risultata simile nei due gruppi, cosi
come il grado di danno epatico in termini di steatosi, inflammazione lobulare,

ballooning, NASH e fibrosi.

Tra 1 pazienti con studio del sonno, I'eta media era di 53 anni, e c'era una
leggera prevalenza dei maschi (58%). La maggior parte dei pazienti avevano
obesita viscerale, uno su due era iperteso, e il diabete era presente nel 40% dei
soggetti. Alla biopsia epatica, circa un paziente su due ha avuto diagnosticato

la fibrosi>2 per il punteggio Kleiner, mentre due su tre hanno avuto diagnosi di
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NASH. Le caratteristiche dei pazienti in base alla presenza o meno di OSAS

sono riportati nella tabella 13.

Tabella 13. Caratteristiche dei pazienti in base alla presenza o meno di OSAS

Variable AHI<5 AHI>S

n=25 n=25 P value
Mean Age - years 49.6 +11.7 56.1+9.1 0.03
Male Gender 56% 60% 0.77
BMI 29.0£3.6 33.5+4.7 <0.001
Waist Circumference — cm 101.6 £9.2 111.7+11.4 0.001
Visceral Obesity 68% 92% 0.03
ALT-1U/MI 63.6 +£34.5 66.5+33.4 0.76
Blood glucose — mg/dl 97.0 £ 20.7 119.1 +£38.8 0.01
HOMA 4.07+£2.17 4.78 £2.75 0.32
Type 2 Diabetes 20% 60% 0.004
Arterial Hypertension 20% 80% <0.001
Metabolic Syndrome 24% 56% 0.02
Intima Media Thickness - mm 0.82 +£0.18 0.83+0.14 0.73
Carotid Plaques 40% 64% 0.08
AHI medianlevels (95% C.1.) 2 (0-5) 11 (6-52) <0.001
Sa02 mean levels 94.8+1.3 92.9+2.2 0.001
Sa02 mean levels <95% 28% 84% <0.001
T90 medianlevels (95% C.I.) 0 (0-3) 3 (0-57) <0.001
T90 >1% 16% 56% 0.003
ODI median levels (95% C.1.) 3.1(0.3-6.3) 13.3 (6.5-42.7) <0.001

Histology

Lobular inflammation 2-3 44% 43.4% 0.97
Steatosis grade3 (>66%) 20% 34.7% 0.25
Balloning 64% 91% 0.02
NASH 60% 88% 0.02
Fibrosis Stage 2-4 44% 72% 0.04
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Come atteso, pazienti con OSAS erano piu anziani e avevano una
maggiore prevalenza di obesita, ipertensione e diabete rispetto a quelli senza
OSA (p <0,05 per tutti). Quando si considerano parametri di saturazione di
ossigeno, 1 pazienti con OSAS avevano una SaO; inferiore e superiore Toy (p
<0,01 per entrambi). In particolare, nessuna differenza in termini di sonnolenza

¢ stata osservata tra i pazienti con e senza OSA.

La gravita del danno epatico ¢ risultata associata ad alto rischio di OSAS e
a Sa0, inferiore rispetto ai pazienti con basso rischio di OSAS. In tutta la
coorte di 126 pazienti, la prevalenza di fibrosi F2-F4 era maggiore nei pazienti
ad alto rischio rispetto a quelli non ad alto rischio di OSAS (80,6% vs 57,8%, p
= 0.006), questa associazione rimaneva marginalmente significativa dopo
aggiustamento per fattori confondenti (OR 2.25, 95% CI 0,97-5,22; p = 0,05)

(Tabella 14 sopra).

Considerando 1 pazienti sottoposti a studio del sonno, i soggetti con fibrosi
F2-F4, rispetto alle loro controparti con fibrosi FO-F1, mostravano una
prevalenza significativamente piu alta di AHI=5 (72% vs. 44%; p = 0,04),
nonché di SaO,media <95% (69% vs. 38%; p = 0,03), ma non di Tep> 1%
(44% vs. 24%; p = 0,12). Da segnalare la perdita di associazione tra la fibrosi e
OSAS dopo la correzione per fattori confondenti (OR 1,60, 95% CI 0,33-7,66;
p = 0,55),mentre quella con la SaO,media <95% ¢ stata mantenuta (OR 3.21,

95% CI 1,02-7,34; p = 0,04) (Tabella 14, sotto).
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Tabella 14. Analasi univariata e multivariate dei fattori associatia a Fibrosi F2-F4 nei 126 pazienti con NAFLD sottopostia a questionario STOP
BANG (sopra) e nei 50 pazienti con NAFLD sottopostia a studio del sonno (sotto)

Variable Unadjusted Model Adjusted Model
Waist Circumeference — cm 1.05 (1.01-1.09) 0.003 | 1.03 (0.99-1.07) 0.07
HOMA 1.38 (1.12-1.70)  0.002 | 1.23 (0.99-1.54) 0.06
High Risk OSA 3.04 (1.36-6.78)  0.007 | 2.25(0.97-5.22) 0.05

Variable Unadjusted Model Adjusted Model Adjusted Model Adjusted Model
Male gender 1.32(0.42-4.14) 0.63 1.05(0.23-4.78) 0.94 0.82(0.19-3.54) 0.79 0.91(0.21-3.93) 0.89
Age —yrs 1.12 (1.04-1.20) 0.001 1.14 (1.04-1.25) 0.005 | 1.13(1.03-1.23) 0.005 1.13 (1.03-1.23)  0.004
Waist Circumeference— cm 1.03 (0.98-1.09) 0.15 | 0.98(0.91-1.06) 0.71 0.99 (0.92-1.07) 0.97 0.99 (0.92-1.07) 0.92
HOMA 1.33 (1.00-1.77)  0.04 1.49 (1.01-2.20) 0.04 1.39(0.99-1.95) 0.05 1.41 (1.01-2.07) 0.04
AHI >5 3.27 (1.00-10.6) 0.04 1.60 (0.33-7.66) 0.55

Sa02 mean levels <95%

3.61(1.10-11.7) 0.01

3.21(1.02-7.34) 0.04

T90 >1%

2.83(0.87-9.13) 0.08

2.43 (0.53-11.2) 0.25
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La figura 20 mostra una prevalenza significativa di fibrosi secondo il livello medio di

Sa02 <95%.

Figura 20. Prevalenza della fibrosi secondo il livello medio di SaO2<95%

70

p=0.03

60

50

40

30

F2-F4 Fibrosis (%)

20

10

Sa02 <95%  Sa02>95%

Quando si considera in tutta la coorte di 126 pazienti la presenza di NASH, e la
gravita della steatosi, balloning e inflammazione lobulare, dopo aggiustamento
per la circonferenza vita e ’HOMA, un'associazione indipendente ¢ stata
osservata tra alto rischio di OSAS ed entrambi NASH (p =0.02) e ballooning

(p =0,03) (figura 21).
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Figura 21. Associazione tra rischio di OSAS e presenza di NASH, gravita

della steatosi, balloning e infiammazione lobulare nei 126 pazienti
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La presenza di placche carotidee ¢ risultata associata ad alto rischio di OSAS e a piu
bassa Sa0O,. Tra 1 pazienti sottoposti a studio del sonno, i soggetti con placche carotidee
hanno mostrato una prevalenza leggermente superiore di OSAS (64% vs 40%; p = 0,08)
e di livelli medi di Sa0,<95% (68% vs 44%; p = 0,09). In particolare, dopo la
correzione per fattori confondenti, 1'associazione tra placche carotidee e OSAS (OR
1.14, 95% CI 0,18-6,99; p = 0,88) e SaO,media <95% (OR 0,95, 95% CI1 0,16-5,67; p =
0,96) ¢ stata completamente persa, mentre quella con Top> 1% ¢ stata mantenuta (OR
6.30, 95% CI 1,02-12,3; p = 0.01) (tabella 14 sotto). La Figura 22 mostra la prevalenza
di placche carotidee secondo T90> 1%. Tuttavia quando IMT ¢ stata analizzata come

variabile continua, nessuna associazione ¢ stata trovata con OSAS o indici di SaO».

Figura 22.Prevalenza di placche carotidee secondo T90> 1%.
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5.4 Discussione e Conclusioni

I risultati di questa tesi, sviluppata in quattro distinti procolli sperimentali
suggeriscono che il danno epatico nei pazienti OSAS, considerato come
aumento di ALT sierica, ¢ soprattutto associato ad insulino-resistenza (misurata
mediante 1’indice HOMA) ed al BMI, mentre non appaiono significative le
correlazioni con gli indicatori della gravita dell’OSAS. I pazienti OSAS
mostravano steatosi epatica di grado moderato-severo, ma la stima della fibrosi
epatica mediante Fibroscan non ha evidenziato valori patologici nella nostra
popolazione di pazienti ambulatoriali.Diversi studi clinici e sperimentali
indicano che I’ipossia intermittente notturna ¢ associata ad insulino-resistenza
indipendentemente dalla coesistenza di obesita (207,208), suggerendo che
I’OSAS possa avere effetti deleteri sul metabolismo che si sommano agli effetti
dell’obesita. Anche nel caso del danno epatico, alcuni studi suggeriscono che
I’ipossia intermittente notturna causi la progressione della steatosi epatica in
steatoepatite (studi su biopsie). Lo studio di Norman e collaboratori (205) ha
documentato una relazione lineare tra gravita dell’ipossiemia notturna e aumento
di ALT nel siero di pazienti OSAS. Complessivamente, questi dati suggeriscono
che I’OSAS potrebbe contribuire sia al “first hit” che al “second hit” ipotizzati
nella patogenesi del danno epatico della NASH.

Una possibile spiegazione della differenza tra i dati in letteratura ed i nostri
risultati ¢ che la maggior parte degli studi hanno esaminato il danno epatico su
materiale bioptico ottenuto in grandi obesi durante chirurgia bariatrica. Poiché
nel contesto clinico usuale dei pazienti OSAS non si pud ottenere materiale

bioptico epatico per motivi etici, ¢ possibile che i1 dati delle transaminasi sieriche
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sottostimino la reale prevalenza della steatoepatite nei nostri pazienti, visto che ¢
noto che ALT ¢ un indicatore di danno epatico poco sensibile nella NASH. A
causa di questo limite, abbiamo eseguito in un piccolo campione di pazienti
OSAS anche studi non invasivi del fegato, allo scopo di ottenere maggiori
informazioni attraverso marcatori clinici piu sensibili delle transaminasi. I nostri
risultati preliminari in tale campione numericamente limitatonon confermano i
dati ottenuti in pazienti con obesita severa studiati mediante biopsia epatica
prelevata in corso di chirurgia bariatrica. E’ possibile che nei pazienti con
obesita severa la prevalenza di steatoepatite sia maggiore rispetto a quanto
evidenziato nella nostra popolazione ambulatoriale con sintomi di OSAS. In
alternativa, il Fibroscan potrebbe non essere sufficientemente sensibile nella
diagnosi non invasiva della fibrosi epatica, anche se cid non risulta dagli studi
disponibili sull’argomento (209,210). Va comunque sottolineato che la diagnosi
definitiva di steatoepatite ¢ tuttora ottenuta mediante biopsia epatica, e i nostri
dati sono da interpretare soltanto come suggestivi dell’assenza di un grado

significativo di fibrosi epatica nei nostri pazienti.

Pur con queste limitazioni, il nostro studio indica un’alta prevalenza di
steatosi epatica nei pazienti OSAS valutati mediante ecografia. Poiché la steatosi
epatica ¢ spesso associata ad insulino-resistenza, i nostri risultati suggeriscono
che il danno epatico non sia espressione diretta dell’obesita in quanto tale, ma si
verifichi soltanto nel contesto di una obesita viscerale. Infatti, i nostri pazienti
con ALT aumentata mostravano un valore di HOMA Index nettamente maggiore
dei pazienti con ALT normale, pur in presenza di una debole correlazione col

grado di obesita valutato come BMI. Non si puo escludere che fattori di
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suscettibilita individuale, su base genetica, possano intervenire nella
determinazione del fenotipo di pazienti OSAS obesi e con indicatori positivi di
danno epatico. Tale fenotipo ¢ probabilmente correlato alla presenza di sindrome
metabolica, come suggerito dall’elevata prevalenza di obesita, ipertensione e
dislipidemia nel nostro campione di pazienti. La sindrome metabolica nei
pazienti OSAS mostra una prevalenza almeno doppia rispetto alla popolazione
generale (211), e secondo alcuni Autori I’OSAS sarebbe una componente
fondamentale della sindrome stessa (212).Peraltro, la steatosi epatica ¢ risultata
nel nostro campione molto piu frequente dell’aumento degli enzimi epatici, in
particolare tutti 1 pazienti con aumento di ALT mostravano steatosi epatica
severa, ma quest’ultima era altrettanto frequente anche nel gruppo senza
aumento di ALT. Dal punto di vista clinico, sembra pertanto piu utile eseguire

una ecografia epatica che misurare gli enzimi epatici.

Per quanto riguarda gli effetti del trattamento con CPAP sulla steatosi
epatica il nostro studio suggerisce che in pazienti con obesitd da moderata a
grave vi ¢ un effetto positivo della terapia, confermando i risultati dello studio di
Shpirer e collaboratori (213). E interessante notare che un miglioramento
significativodel grado medio di steatosi ¢ stato osservato nonostante 1’assenza di
variazioni significativedel BMI medio dopo il trattamento con CPAP. Questi
risultati suggeriscono che il trattamento con CPAP nei pazienti con OSA grave
potrebbe esercitare un effetto protettivo contro lo sviluppo di danno epatico. Il
recente studio di Minville e collaboratori (194) ha indicato un ruolo significativo
dell’ ipossia intermittente sulla steatosi epatica, ma il nostro piccolo campione di

studio non ha permesso di verificare il ruolo relativo dell’AHI nei confronti
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dell’ipossia intermittente, valutata come SaO2 piu bassa o come tempo trascorso

conuna Sa02 <90%.

I risultati negativi della valutazione con Fibroscan® score meritano di
essere commentati. L'obesita severa ¢ un noto fattore responsabile del fallimento
del metodo dell’ elastografia transitoria quando si utilizza una sonda "media"
(214). Infatti non ¢ stato possibile ottenere la misurazione con il FibroScan in 4
soggetti gravemente obesi, in linea con il tasso di fallimento del 25% riportato
da altri studi (215). Rispetto ai risultati degli studi eseguiti con biopsia epatica in
pazienti con obesita patologica, la fibrosi epatica ¢ risultata non comune nei
nostri pazienti con OSA, come anche riportato da Minville e collaboratori (194).
Il ritrovamento di alti valori al FibroScan in pazienti con il piu alto indice di
massa corporea suggerisce che un modesto grado di fibrosi epatica nel nostro
campione potrebbe presentarsi inpazienti gravemente obesi, in accordo con il
loro maggiore rischio di steatoepatite.Nonostante il grande limite dovuto alle
piccole dimensioni del campione, i punti di forza di questo studio sono che
abbiamo escluso altre cause di NAFLD, nessun paziente era in trattamento per la
dislipidemia e / o diabete, e la valutazione del fegato ¢ stata eseguita da
gastroenterologi esperti.In conclusione, la valutazione ecografica della NAFLD
¢ fattibile nella maggior parte dei pazienti con OSA visti nelle cliniche e offre il
vantaggio di essere facilmente ripetibile durante il follow-up. I risultati
suggeriscono che la steatosi epatica migliora durante il trattamento con CPAP a

lungo termine.

Sicuramente il gold standard per la diagnosi di NAFLD rimane la biopsia.

Nel quarto protocollo abbiamo sottoposto a monitoraggio cardiorespiratorio
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pazienti con diagnosi di NAFLD su biopsia con evidenza di una prevalenza di
OSAS del 50%. A nostra conoscenza questo ¢ il primo studio che mostra
un'associazione indipendente tra valori medi di SaO, notturna <95% e
significativa fibrosi epatica nei pazienti con NAFLD diagnosticata con biopsia in
pazienti a bassa prevalenza di obesita patologica. In realta, fino ad ora sono state
condotte osservazioni simili solo in coorti di pazienti obesi (193,198-200) e in

uno studio sui bambini con NAFLD (216).

Pazienti con NAFLD sono noti per essere ad alto rischio di disfunzioni
vascolari e aterosclerosi carotidea a causa dell’elevata prevalenza di comorbidita
metaboliche e allo squilibrio pro-aterogeno e pro-coagulante che caratterizza
questi pazienti (217). Nel nostro campione di pazienti con NAFLD, e un alto
rischio di OSA e un T90> 1% erano indipendentemente associati con
aterosclerosi carotidea subclinica in termini di maggiori IMT carotidea e
placche. Cosi dunque i nostri dati suggeriscono che nei pazienti con NAFLD,
I’OSASpotrebbe contribuire alla progressione delle lesioni aterosclerotiche,
probabilmente attraverso 1'esposizione notturna all'ipossia. Il nostro studio¢ la
prima segnalazione di tale associazione in pazienti con NAFLD a bassa

prevalenza di obesita grave.

Da un punto di vista clinico il nostro studio suggerisce di valutare in modo
non invasivo il rischio di OSAS anche in pazienti con NAFLD senza obesita
patologica utilizzando un approccio a due step, cio¢ di sottoporre a studio del
sonno 1 pazienti positivi al questionario di STOP-BANG, in quanto il
questionario da solo sovrastima il rischio di OSAS, e la sonnolenza non ci

permette di discriminare i1 pazienti con OSAS da quelli senza. L'identificazione
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di pazienti con NAFLD e OSAS ed il trattamento dell’OSAS potrebbero
influenzare positivamente il metabolismo e possibilmente anche le alterazioni

epatiche.

In conclusione, in una coorte di pazienti con NAFLD a bassa prevalenza di
obesita patologica, abbiamo dimostrato che I'OSAS ¢ prevalente e che gli indici
di Sa0, sono indicatori indipendenti della gravita del danno epatico e del rischio
di aterosclerosi carotidea. Questi dati, se ulteriormente convalidati, potrebbero
suggerire di cercare I’ OSAS in tutti i pazienti con NAFLD, poiché OSAS ¢
curabile e puo rappresentare un potenziale ulteriore bersaglio terapeutico per la

NAFLD.
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