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Elenco degli acronimi usati nel testo

B MI I n d i c e  di massa corporea (body mass index)

CP C lass i f i caz i one  di Child-Pugh

CPA C l a s s e  A di Child-Pugh

CPB C l a s s e  B di Child-Pugh

CPC C l a s s e  C di Child-Pugh

HCC Epatocarcinoma (hepatocellular carcinoma)

Ht S t a t u r a  (body height)

LC C i r r o s i  epatica (liver cirrhosis)

R 0 S S p e c i e  reattive dell' ossigeno (reactive oxygen species)

Wt P e s o  corporeo (body weight)
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1. Riassunto

In uno studio precedente abbiamo osservato the i livelli plasmatici di

retinolo e tocoferolo tendono a decrescere per gradi crescenti d i

severita della cirrosi epatica (LC). Volendo verificare se i  l ivelli

plasmatici d i  retinolo e tocoferolo possono essere impiegati come

indicatori de l  grado d i  severita de l la  LC,  abbiamo misurato

retinolemia e  tocoferolemia i n  141 cirrotici e  48 controlli sani.

Differenze statisticamente significative ne i  l ivel l i  plasmatici d i

retinolo sono state riscontrate tra i  controlli (2.37 ± 0.94 lAmol/L), i

pazienti in classe A di Child-Pugh (CPA) (1.50 ± 0.90 µmol/L, n = 60),

quelli in classe B (0.84 ± 0.42 itunol/L, n = 51; CPB) e quelli in classe C

(0.56 ± 0.38 µmol/L, n = 30; CPC; p < 0.01 per CPA v s CPB, CPA v s

CPC, CPA vs controlli, CPB vs controlli, CPC vs controlli e p<  0.05

per CPB vs CPC). I  pazienti con epatocarcinoma (HCC) secondario a

LC presentavano valori d i  retinolo inferiori rispetto a quelli senza

HCC (0.38 ± 0.07, n = 34 vs 0.83 ± 0.08 µmol/L, n = 107, p < 0.05). Anche

i valori di tocoferolo tendevano a decrescere con la gravita della LC

i-na le differenze inter-classe (CP) non erano sempre statisticamente

significative. Inoltre, i livelli di tocoferolo erano simili nei pazienti con

e senza HCC.  E ta ,  sesso e  indice d i  massa corporea n o n
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influenzavano la relazione tra retinolo o tocoferolo e grado di LC (p =

ns). I l  presente studio suggerisce the i t  retinolo plasmatico ha i t

potenziale per essere utilizzato come indicatore d i  severita della

cirrosi epatica.
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2. I n t r o  duzione

I livelli plasmatici di retinolo e tocoferolo sono tipicamente inferiori

nei pazienti affetti da cirrosi epatica (LC) rispetto ai soggetti sani (1 -

6). Il retinolo ha un ruolo fondamentale nella proliferazione cellulare

e it tocoferolo agisce come scavenger di radicali liberi in vitro (7, 8). La

proliferazione cellulare e una caratteristica costante della LC e la

produzione di specie reattive dell' ossigeno (ROS) gioca un ruolo

fondamentale nella patogenesi delle epatopatie croniche (9). L a

diminuzione dei livelli plasmatici d i  retinolo e  tocoferolo che si

osserva nei pazienti cirrotici potrebbe dipendere almeno in parte dal

loro intervento in questi processi.

Nonostante e v i d e n z a  d i  una riduzione dei livelli plasmatici d i

retinolo e tocoferolo nei pazienti cirrotici (1-6), scarsa attenzione e

stata riservata a l l o  studio del l '  associazione t r a  retinolemia,

tocoferolemia e grado di severita della LC. In uno studio precedente

abbiamo osservato livelli inferiori di retinolo e tocoferolo in pazienti

(n = 53) con LC alcolica, virale e mista (alcolica e virale) rispetto a

soggetti sani (n = 32) (2). Un riscontro interessante di questo studio era

che la retinolemia e la tocoferolemia tendevano a decrescere per gradi
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crescenti d i  severita del la  L C ,  determinata su l la  base de l la

classificazione di Child-Pugh.

Comunque, era necessario arruolamento di un campione piu ampio

per testare i n  maniera adeguata 1' ipotesi dell' associazione t r a

retinolemia, tocoferolemia e grado di severita della LC. Cib e quanto

si a inteso fare nel presente studio. Inoltre, eravamo interessati a

stabilire la  presenza d i  un eventuale associazione tra i  livelli d i

retinolo e  tocoferolo e  l a  presenza d i  epatocarcinoma (HCC)

secondario a LC.

Il presente studio mirava percib a rispondere a  due domande: i )

retinolemia e  tocoferolemia differiscono nei pazienti cirrotici con

differente grado d i  malattia ?  e, i i )  retinolemia e  tocoferolemia

differiscono nei pazienti con HCC e in quelli senza HCC ?
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3. Soggett i  e Metodi

3.1 Sogget t i

Centoquarantuno pazienti con diagnosi bioptica d i  LC sono stati

consecutivamente arruolati presso la Medicina I I  del Policlinico di

Modena. L' eziologia della LC era virale nel 70% dei casi, alcolica nel

10% e mista nel rimanente 20%. Quarantotto soggetti sani reclutati

tra lo staff medico e tecnico della Medicina H sono stati impiegati

come controlli. I l  protocollo d i  studio era stato approvato d a l

Comitato Etico dell' University di Modena e Reggio Emilia e tutti i

soggetti hanno fornito it loro consenso informato. I  seguenti criteri di

esdusione sono stati applicati ai soggetti cirrotici: i) eziologia della LC

differente da virale, alcolica o mista; ii) presenza di malattie croniche

d' organo i n  aggiunta a l l a  cirrosi epatica; i i i )  presenza d i

malassorbimento, come valutabile da un esame chimico-fisico delle

feci; iv) consumo di alcolici non sospeso da almeno 3 mesi; v) recenti ( <

3 mesi) complicanze emorragiche; vi) presenza di bilirubinemia > 51.3

Rmol/ L. Tutti i  pazienti e i  controlli seguivano una dieta libera a

,domicilio e i pazienti consumavano una dieta standard (isocalorica e

bilanciata) durante la loro permanenza in Osped ale.
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3.2 Valutazione clinica

I criteri d i  Child-Pugh (CP) sono stati utilizzati per classificare i

pazienti in tre gradi di severity crescente di LC: A (CPA), B (CPB) e C

(CPC) (10).  Questa classificazione, basata s u  albuminemia,

bilirubinemia, tempo d i  protrombina, grado d i  ascite e  grado d i

encefalopatia, e  ampiamente utilizzata come indicatore d i  severity

della LC in quanto predittiva della sua morbilith e mortality. Il peso

corporeo (Wt) e  la  statura (Ht)  sono stati misurati secondo l e

indicazioni del Manuale d i  Riferimento per  la  Standardizzazione

Antropometrica (11). L '  indice d i  massa corporea (BMI) a  stato

calcolato come Wt (kg)/ He (m2) (12).

3.3 Retinolo e tocoferolo

La determinazione d i  retinolo e  tocoferolo e  stata effettuata su

campioni di plasma prelevato a digiuno e conservati a - 80° C. Essi

sono stati aggiunti a un doppio volume di etanolo contenente retinolo

acetato e tocoferolo acetato come standard interni e a N-eptano a 3

volumi contenente idrossitoluene butilato (0.5 g/L).Quindi, i campioni

sono stati estratti, evaporati sotto azoto e risospesi nella fase mobile

(acetonitril:metilalcol, 50:50, v /  v). La procedura cromatografica,

effettuata utilizzando un HPLC (modello 501, Waters Associates,
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Mildford, Massachusettes, USA) connesso a detector programmabile

(Modello 490, Waters Associates) e descritta in  maggior dettaglio

altrove (2). La determinazione del retinolo e del tocoferolo e stata

effettuata su corsa singola a lunghezze d'  onda d i  325 e 295 nm- - - -
rispettivamente. Tut t i  i  campioni sono stati analizzati entro una

settimana da l l a  l o r o  raccolta. I I  coefficiente d i  variazione

infrasettimanale per misurazioni ripetute di retinolo e tocoferolo con

questa metodica e 1.2 e 1.5% rispettivamente (2).

3.4 Anal is i  statistica

L' analisi statistica e stata effettuata su computer MacOS utilizzando it

software Statview 5.1 (SAS Institute, Cary, NC, USA). Tutte le variabili

;c1' interesse erano distribuite normalmente e le loro varianze inter-

gruppo erano omogenee, come determinato dai test di  Kolmogorov-

Smirnov-Lilliefors e Levene rispettivamente. I  confronti post-hoc sono

stati effettuati con  i t  test d i  Games-Howell. ( L a  numerosita

campionaria impiegata assicurava unpowe r di 1.0 e 0.97 per i confronti

intra-classe (CP) di tocoferolo e retinolo rispettivamente, con a fissato a

•9 05). Le ipotesi "zero" di: i )  nessuna associazione tra retinolemia,

tocoferolemia e  severita della L C  e  i i )  nessuna associazione t r a

retinolemia, tocoferolemia e  presenza d i  HCC, sono state testate
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utilizzando un modello lineare (GLM) avente it retinolo o i l  tocoferolo

come variabile dipendente e it grado di malattia (0: controllo, 1: CPA, 2:

CPB e 3: CPC) o la presenza di HCC (0: cirrotico senza HCC, 1: cirrotico

con HCC) come variabile indipendente. II possibile effetto confondente

del sesso e  stato valutato attraverso l a  significativita del la su  a

interazione con la variabile indipendente (CP*sesso, HCC*sesso). L '

effetto confondente di  eta e  BMI e  stato controllato attraverso l a

regressione dei valori di retinolo e tocoferolo vs i  valori di BMI e di eta

e utilizzando i residui della regressione (distribuiti normalmente) come

variabile dipendente nel GLM.
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Risultati

1Le variabili d' interesse dei soggetti studiati sono riportate in Tab. 1.

Le analisi preliminari d e i  d a t i  n o n  evidenziavano nessuna

associazione tra eziologia della LC e i livelli di retinolo e tocoferolo

(ANOVA, p = ns, dati non riportati). Pertanto, e f fe t to  dell' eziologia

non e stato considerato nelle analisi successive.

4.1 Effe t to  di eta sesso e BMI

1La maggioranza d e i  pazienti arruolati e ra  d i  sesso maschile,

riflettendo in parte la maggior prevalenza della LC nei maschi. L '

interazione CP*sesso e  stata utilizzata per  controllare e f f e t t o

confondente del sesso sui valori di retinolemia e tocoferolemia.

L' eta era significativamente maggiore nei cirrotici CPC rispetto ai

controlli (p < 0.05). Per controllare per 1' effetto confondente dell' eta,

sono stati utilizzati i valori di retinolo e tocoferolo corretti per 1' eta.

Wt era simile nei cirrotici (p = ns) ma inferiore nei cirrotici rispetto ai

controlli (p  <  0.05). Similmente, BMI era simile nei cirrotici ma

inferiore nei cirrotici CPB rispetto ai controlli (p < 0.05). Poiche BMI

tiene in considerazione e f fe t to  sia di Wt the di Ht ed e un miglior

indicatore della composizione corporea rispetto a Wt (12), it controllo

12



di queste differenze e stato effettuato utilizzando i valori di retinolo e

tocoferolo corrett i  p e r  BMI.  L a  significativita statistica del le

differenze inter-classe nei valori d i  BMI e di retinolo e tocoferolo

corretti per BMI non si modificava quando i cirrotici ascitici venivano

rimossi dal dataset utilizzato per 1' analisi (dati non riportati).

4.2 Effet to di LC

La retinolemia era significativamente inferiore nei cirrotici (n = 141)

rispetto ai controlli (1.08 ± 0.77 vs 2.37 ± 0.94 µmol/L, p < 0.0001,

ANOVA). Inoltre, le differenze tra i controlli e i pazienti CPA, CPB e

CPC erano statisticamente significative (Tab. 1). Eta, sesso e BMI non

influenzavano l a  relazione t r a  retinolemia e  C P i n  maniera

significativa (p = ns).

La tocoferolernia era significativamente inferiore nei cirrotici rispetto

ai controlli (17 ± 6 vs 21 ± 5 limol/L, p < 0.0005, ANOVA). Mentre un

trend discendente era osservabile anche per it tocoferolo tra i  controlli

e i pazienti CPA, CPB e CPC, le differenze tra i  pazienti CPA e CPB

non erano statisticamente significative (Tab. 1). Come nello studio

precedente (2), la standardizzazione del tocoferolo plasmatico sui

lipidi plasmatici total i  n o n  modificava questo t rend e  l a  sua

significativita statistica (dati non riportati). Eta, sesso e BMI non
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influenzavano l a  relazione t ra  tocoferolemia e  CP i n  maniera

significativa (p = ns).

4.3 Effet to di HCC

Trentaquattro (24%) dei 141 pazienti cirrotici presentavano un HCC

secondario alla LC (diagnosi bioptica). I  livelli d i  retinolo erano

significativamente inferiori nei cirrotici con HCC rispetto ai cirrotici

senza HCC (0.38 ± 0.07 vs 0.83 ± 0.08 umol/ L, p < 0.05, ANOVA) ma i

livelli di tocoferolo erano simili (18 ± 6 vs 17 ± 5 µmol/L, p = ns,

ANOVA). Eta, sesso e  BMI non influenzavano l a  relazione t r a

retinolemia o tocoferolemia e HCC in maniera significativa (p = ns).

L'interazione CP*HCC era significativa per it tocoferolo ma non per

it retinolo. Anche se questo risultato a interessante perche suggerisce

la possibility di un effetto indipendente dell' HCC sulla retinolemia,

esso deve essere preso con cautela i n  ragione d e l  numero

relativamente basso di pazienti disponibili per quest' ultima analisi.
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Discussione

I cirrotici reclutati per it presente studio erano a  dieta libera ed

avevano valori simili di Wt e BMI. Pertanto, entro i  limiti concessi

dalla valutazione antropometrica dello stato nutrizionale, l a

composizione corporea d i  questi pazienti poteva essere ritenuta

ragionevolmente simile. I pazienti non assumevano inoltre alcool da

almeno 3 mesi e non presentavano colestasi di  rilevanza clinica,

condizioni the possono causare un deficit di retinolo e tocoferolo

indipendentemente dalla LC (7, 8). Inoltre, sesso, eta e  BMI non

influenzavano la relazione tra retinolo, tocoferolo e severita della LC.

In questi pazienti, si e evidenziata un' associazione significativa tra i

livelli plasmatici di retinolo e la severita della LC (Tab. 1). Inoltre, i

pazienti con HCC presentavano una retinolemia inferiore rispetto ai

pazienti senza HCC. Che i  livelli plasmatici di retinolo tendano a

modificarsi in corso di epatopatia cronica non dovrebbe sorprendere

dal momento che it 90% del retinolo corporeo e immagazzinato nel

fegato (7). Comunque, la  spiegazione fisiopatologica d i  questo

riscontro potrebbe non essere cost semplice. S e si pub essere tentati di

speculare che la relazione tra retinolemia, grado di LC e presenza di

HCC rifletta un grado crescente di danneggiamento del fegato, si
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deve d '  altra parte considerare che i  livelli plasmatici d i  queste

vitamine sono spesso n o n  correlati a i  l o r o  l i ve l l i  tissutali,

specialmente nei pazienti con HCC (13). Appare comunque d' estremo

interesse it fatto che i i  trapianto d i  fegato riporti la retinolemia ai

livelli normali, rinforzando la possibility che it retinolo plasmatico

possa essere utilizzato come marcatore della severity delle epatopatie

croniche (5).

Un' associazione meno forte m a  nondimeno interessante s i  e

evidenziata tra i livelli plasmatici di tocoferolo e la severity della LC

(Tab. 1). Comunque, la tocoferolemia era simile nei pazienti con HCC

rispetto a  quelli senza HCC. L a  vitamina E  esercita u n  azione

protettiva nei  confronti d i  diverse epatotossine ROS-producenti

anche se gli studi di supplementazione effettuati su pazienti cirrotici

non hanno evidenziato alcun beneficio sulla progressione della

malattia sottostante (14-16). Contrariamente al retinolo, it tocoferolo

non viene mai accumulato in grande quantity nel fegato e cio potrebbe

spiegare in parte it fatto ch' esso sia meno sensibile del retinolo alla

severity della LC.

In conclusione, it presente studio dimostra che: i) i livelli plasmatici di

retinolo e tocoferolo tendono a  decrescere per gradi crescenti d i
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severity della LC, ii) i t  retinolo ha un maggior potenziale come

indicatore di severity della LC rispetto al tocoferolo, e ,  iii) i livelli

plasutatici di retinolo song in o n  nei cirrotici con FCC rispetto a

quelli senza H CC .

$▶tudi longitudinall son° necessari per stabilire se questi riscontri

abbiano rilevanza clinica. in particolare, si clovrebbe vetificare se la

relinolemia i n  grado d i  aumentare l a  predittivita della

classificazione di Child-Pugh relativamente m o r b i l i t k  e Alla

mortality della cirrosi epatic:a. Quest' ipotesi e attualmente oggetto d'

indagine nell' ambito dello studio multicentric° Italian° Dyortisos 11,
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ax I valori the non presentano lo stesso superscript sono significativamente differenti a un livello d i  p <

0.05 o ̀ I est' g a un livello di p < 0.01 per CPA vs CPB, CPA v s CPC, CPA vs controllo, CPB v s controllo, Q C

v s controllo e a un livello di p c 0.05 per CPB v s QC.

Controlli CPA CPB CPC

n

Sesso (m:f; %)

48

77:23

60

79:21

51

85:15

30

90:10

Eta (anni) 53 ± 15 a 59±10" 6 0 ± 9 ° 63±86

Wt (kg) 80.1 ± 12.3 a 72.1 ± 10.1 b 70.0 ± 14.4 b 70.9 ± 9.8 b

Ht (m) 1.71 ± 0.09 a 1.65 ± 0.07 b 1.66 ± 0.09 a 1.66 ± 0.07 'b

BMI (kg/m)) 23.5 ± 3.6' 21.8 ± 2.6 1' 21.0 ± 3.7 a 21.4 ± 3.3 a

Retinolo (imol/L) 2.37± 0.94 d 1.50 ± 0.90 ' 0.84 ± 0.42' 0.56 ± 0.38 8

Tocoferolo (itmol/L) 21 ± 5 a 18±6" 18 ± 5 b 15±5`

5.1 Tabella 1
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5.1 TabelIa1

Caratteristiche antropometriche e livelli plasmatici di retinolo e tocoferolo nei controlli e nei

cirrotici. I valori sono espressi come media ± SD. Abbreviazioni: CPA = cirrotico in classe A di

Child-Pugh; CPB = cirrotico in classe B di Child-Pugh; CPC = cirrotico in classe C di Child-

Pugh; Wt = peso corporeo; Ht = statura; EMI = indice di massa corporea.
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