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Sintesi

Introduzione e background. La malattia epatica su base non
alcolica (NAFLD) ha una prevalenza del 20-30% tra gli adulti
occidentali. Tale dato raggiunge il 90% nei pazienti affetti da
obesita patologica. Recenti studi hanno dimostrato un incremen-
to della incidenza di NAFLD anche tra 1 pazienti affetti da diabe-
te di tipo 1 (T1D) in cui si assocerebbe ad una maggiore inciden-
za di nefropatia diabetica cronica (CKD) e altre malattie micro-
vascolari. Inoltre dati in letteratura indicano che basse concen-
trazioni di vitamina D si associano alla severita della steatosi,
alla necroinfiammazione ed alla fibrosi nella NAFLD. Paralle-
lamente la vitamina D interviene nella patogenesi del TIDM ed i
polimorfismi (SNPs) del suo recettore (VDR) sono stati descritti
tra 1 fattori di suscettibilita per il TIDM. Benché i dati in lettera-
tura supportino la correlazione tra NAFLD e vitamina D ad oggi,
a nostro sapere, non ci sono studi che abbiano analizzato la cor-
relazione tra NAFLD, vitamina D e diabete di tipo 1.

Materiali e metodi. Sono stati reclutati in maniera consecutiva
265 pazienti affetti da diabete di tipo 1. I pazienti hanno eseguito
una ecografia epatica ed un prelievo ematico per il dosaggio di
vitamina D, PTH, calcio, fosforo, magnesio e per la determina-
zione dei Single Nucelotide Polymorphism (SNPs) del recettore
della vitamina D. Sono stati studiati i pitt comuni SNPs del recet-
tore della vitamina D: Fok, Bsm, Apa, Taq. Gli aplotipi del VDR

dei siti polimorfici per B-A-T sono: aplotipo 1 (base GGT), aplo-
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tipo 2 (base ATC), aplotipo 3 (base GTT), aplotipo 4 (base ATT).
Sulla base dei parametri ematochimici e biometrici valutati, ¢
stato calcolato il fatty liver index, marcatore non invasivo di ste-
taosi epatica, utilizzato come parametro di conferma del reperto
ecografico di statosi epatica. Per il calcolo del FLI viene utilizza-
to un algoritmo basato su BMI, circonferenza vita, trigliceridi, e
gamma glutamil transpeptidasi. Per valori di FLI>60, la probabi-
lita di avere steatosi epatica ¢ superiore al 78%; per valori infe-
riori a 20 la probabilita invece di non presentare tale patologia
supera il 91%.

Risultati. Risultati metabolici. La stetaosi non sembra essere
influenzata dai livelli di vitamina D. Nella nostra popolazione la
steatosi si associava ad una maggior prevalenza di nefropatia
diabetica ed a maggiori spessori medio intimali. I livelli di vita-
mina D non influenzavano la presenza di complicanze croniche.
Risultati genetici. 183 pazienti presentavano 1’aplotipo 1 ed 85
pazienti gli altri aplotipi (aplotipo 2, aplotipo 3); L’aplotipo 1 si
associava ad un maggiore deficit di vitamina D, ad un peggior
compenso metabolico, ad una maggiore prevalenza di sindrome
metabolica nonche ad un maggior spessore del grasso peritonea-
le e preperitoneale. Dall’analisi in trend per diversi aplotipi, €
emerso il rischio crescente di sviluppare complicanze passando
dall'aplotipo 3 all’aplotipo 1.

Conclusioni. Nel nostro studio la steatosi epatica e la vitamina D
non appaiono essere correlate, né i livelli di vitamina D sembra-

no influenzare la presenza di complicanze croniche legate al dia-
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bete. Tra gli SNPs del VDR i pazienti con aplotipo 1 non presen-
tavano segni di steatosi epatica bensi presentavano la sindrome
metabolica, contrariamente a quanto comunemente riscontrato in
letteratura in cui la stetaosi epatica ¢ anche considerata un mar-
ker epatico di sindrome metabolica. Tale aplotipo sembrerebbe
invece essere un elemento favorente la presenza di complicanze
e di sindrome metabolica che, in questi pazienti, si manifestereb-

bero a prescindere dalla presenza di NAFLD.



Abstract

Background. Non alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is an
increasing worldwide problem with a prevalence estimated
around 20-30% in western countries. Recent studies demonstra-
ted an increase of NAFLD prevalence even among type 1
(T1DM) diabetes patients. In TIDM NAFLD is associated to an
increase of chronic kidney disease (CKD) and microvascular di-
seases. Moreover in NAFLD low vitamin D concentrations are
related to steatosis severity, necroinflamfmation and progression
on hepatic injury. At the same time vitamin D seems to take part
to TIDM pathogenesis, in particular Vitamin D receptor (VDR)
polymorphisms (SNPs) are involved in TIDM susceptibility. In
our knowledge there are no studies supporting the influence of
vitamin D levels on NAFLD in TIDM.

Materials and methods. 265 T1DM patients have been enrol-
led consecutively. We performed liver scan and took a blood wi-
thdrawal for determination of vitamin D, PTH, calcium, pho-
sphor, magnesium, and for determination of VDR SNPs. We stu-
died the commonest polymorphism of VDR: Bsm, Apa, Tag. On
the basis of biochemical parameters we calculated fatty liver in-
dex (FLI) as indirect measurement of hepatic steatosis.

Results. Metabolic results. According to our results NAFLD did
not seem to be related to vitamin D levels. Patients with NAFLD

showed greater prevalence of diabetic kidney disease and greate-
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st intimal thickness. Moreover vitamin D levels did non influen-
ced prevalence of chronic diabetic complications.

Genetic results. 183 patients presented only aplotype 1 and 85
the other aplotypes. Aplotype 1 was associated to greater deficit
of vitamin D and a worst metabolic control. Besides aplotye 1
was associated to greatest prevalence of metabolic syndrome and
pre-peritoenal and peritoneal fat. From trend analysis of diffe-
rent aplotypes, aplotype 1 showed greater risk of chronic com-
plications compared to other aplotypes.

Conclusions. In our study NAFLD and vitamin D did not seem
to be influenced each other nor vitamin D levels influenced pre-
valence of diabetes-related chronic complications. Among SNPs
of VDR, in apotype 1 patients NAFLD did not seem hepatic
sign of metabolic syndrome rather marker of diabetes-related
chronic complications and metabolic syndrome, the latter even

without NAFLD.



Indice

Introduzione
NAFLD

Fisiopatologia della NAFLD
Epidemiologia della NAFLD
Incidenza

Prevalenza

NAFLD e diabete di tipo 1
Vitamina D

Fisiologia della vitamina D

Effetti extrascheletrici della vitamina D.

Vitamina D e diabete di tipo 1
Vitamina D e NAFLD

Il recettore della vitamina D (VDR)
Polimorfismi (SNPs) del VDR
SNPs del VDR e diabete di tipo 1
Deficit di vitamina D

Prevalenza e fattori di rischio
Studio sperimentale

Background e razionale
Materiali e metodi
Analisi statistica
Risultati

Risultati metabolici

10

10

10
18
18
20
23
27

27
33
33
36
38
43
45
48
48
50

50
53
58
59
59



NAFLD e vitamina D

62

Sindrome metabolica (SM)
Complicanze NAFLD e Vitamina D
Parametri ecografici

Risultati genetici

Vitamina D/Controllo metabolico
Complicanze

NAFLD/sidrome metabolica
Parametri ecografici

Conclusioni

Bibliografia

66
70
71
73
76
77
77
77
78
81



Introduzione

NAFLD

Fisiopatologia della NAFLD

La non- alcoholic fatty liver disease (NAFLD) ¢ una patologia
che racchiude un ampio spettro di disordini che vanno dalla
semplice steatosi alla steatoepatite quindi alla fibrosi ed infine
all’ eventuale cirrosi (figura 1) .

Nell’ultimo decennio ¢ stato dimostrato come il confine clinico
della NAFLD non sia esclusivamente relegato all’aspetto epato-
logico ma interessi piu organi ed apparati > contribuendo ad in-
crementare I’incidenza di complicanze croniche extraepatiche .

a riprova di ci0 ¢ stato dimostrato che la NAFLD aumenti il ri-
schio di diabete di tipo 2 (T2DM), malattie cardiovascolari
(CVD), malattie cardiache e malattie renali croniche (CKD),
nonché sia fortemente legata alla sindrome metabolica della qua-
le, secondo alcuni Autori, rappresenta il segno epatologico 3.
Sebbene il primo organo ad essere colpito nella NAFLD sia il
fegato, la maggior parte di decessi, nei pazienti con NAFLD, av-
viene per le malattie cardiovascolari, a riprova di quanto teste

esposto.
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Fino a poco tempo fa li ipotesi patogenetica alla base della NA-
FLD era rappresentata dal “two hits model” secondo il quale il
vie erano due insulti epatici sequenziali: il primo caratterizzato
dall’accumulo di trigliceridi ed acidi grassi liberi (principalmente
conseguente ad insulinoresistenza ed/o obesita) ed il secondo re-
sponsabile della progressione dalla steatosi a steatoepatite o fi-
brosi 4.

Di recente il “two hits model” ¢ stato contestato per I’evidenza di
un incrementato rapporto tra gli acidi grassi saturi/insaturi tra-
sportati od immagazzinati nel fegato che spiegherebbe la pro-
gressione dalla steatosi alla NASH °; per tale motivo ¢ stato so-
stituito dal “multiple-hits hypothesis™ che tiene cono di diversi
processi paralleli che coinvolgono anche dei fattori extraepatici
(genetici e nutrizionali) che possono contribuire allo sviluppo ed

alla progressione dell’inflammazione epatica °.
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Dal punto di vista fisiopatologico 1’elemento scatenante la NA-
FLD ¢ I’accumulo epatico di lipidi che, se accumulati in grandi
quantita, rappresentano il fattore di rischio per la progressione
del danno epatico dalla statosi alla cirrosi passando per la fibrosi
epatica.

Sebbene 1 principali fattori di rischio per la progressione del
danno epatico siano ben conosciuti (eta> 50 anni, obesita, insul-
tino resistenza, T2DM, aumento della ferritinemia, polimorfismo
[148M del patatin-like phospholi- pase domain-containing 3
(PNPLA3))” 8 2 non € ancora chiaro come essi agiscano sulla
progressione della malattia.

In particolare, riguardo 1 polimorfismi del PNPLA3, le persone
con NAFLD portatrici del polimorfismo 1148M hanno un profilo
plasmatico maggiormente carente di triacilgliceroli rispetto alle
persone senza tale polimorfismo. Tale evidenza supporta 1’ipote-
si che il polimorfismo 1148M del PNPLA3 inibisca la lipolisi
intraepatocellulare e stimoli piuttosto la sintesi di triacilgliceroli,
ulteriori studi servono pero ancora a conferma di cio '°.
L’eccessivo accumulo dei triacilgliceroli rappresenta uno dei
cardini del processo fisiopatologico che sottende la NAFLD.

In particolare quando vi ¢ un disequilibrio tra la spesa energetica
e I’intake calorico il glucosio in eccesso viene convertito in lipidi
che vengono immagazzinati, sotto forma di triacilgliceroli nei

depositi di tessuto adiposo e nei diversi organi.
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Nel momento in cui i lipidi si accumulano in organi o tessuti non
deputati all’accumulo di grasso (come ad esempio momento o il
fegato) si parla di accumulo ectopico di grasso !!.

La NAFLD ¢ un esempio di accumulo ectopico di grasso; essa €
spesso associata ad altri elementi come 1’incremento della secre-
zione di epatochine, un aumento della gluconeogenesi, una ridu-
zione della sintesi di glicogeno ed un’inibizione dei segnali insu-
linici 12 13 14,

L’accumulo di grasso ectopico nel fegato spesso determina insu-
lina resistenza e uno stato di infiammazione cronica che contri-
buiscono alla progressione del danno epatico fino alla cirrosi,
passando dalla fibrosi, ed aumenta il rischio di carcinoma epato-
cellulare (HCC).

Insieme al metabolismo dei lipidi, recenti evidenze vedono la
disbiosi intestinale come nuovo interprete nella patogenesi della
NAFLD in virtu del ruolo regolatore della stessa in numerosi pa-
thways infiammatori e metabolici intrepatici probabilmente me-
dianti dall’incrementato assorbimento intestinale di molti prodot-
ti batterici come gli acidi grassi a catena corta, lipopolissaccaridi
od endotossine!’ 16,

Sebbene 1’obesita sia fortemente associata alla statosi epatica
essa non rappresenta la “conditio sine qua non” per lo sviluppo
della NAFLD. Pazienti con lipodostroifia, infatti, hanno una
marcata insulina resistenza e frequentemente sviluppano la stea-

tosi epatica e diabete di tipo 2; ci0 sottolinea quando che sia di-
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sfunzione del tessuto adiposo piuttosto che la massa grassa di per
se la maggiore determinante per la patogenesi della NAFLD.

In particolare I’incremento degli cidi grassi liberi (FFA) dalle
riserve di tessuto adiposo incrementano la disponibilita per
I’accumulo intraepatico della acyl-CoA a lunga catena, sopratut-
to tra gli individui che conducono uno stile di vita sedentario.
L’acculo intraepatico di lipidi ¢ la causa di insulinoresistenza
epatica e periferica nonché dell’infiammazione epatica !7.
All’interno degli epatocit gli acidi grassi a lunga catena (LCFAs)
vengono esterificati con il glicerol-3-fosfato (derivante dalla gli-
colisi) per formare mono-acil-gliceroli, di-acil-gliceroli (DAG) e
tri-acil-gliceroli (TAG).

La sintesi di lipidi pud incrementare la produzione di prodotti
intermedi, come il DAG, I’acido di-palmitoil- fosfatico (Di-P

PA) ed altri prodotti di derivazione lipidica come le ceramidi;

Vo 0o Bl a0¢ne tns e Alarmaten 3% tyse 2 datetes

FIGURA 2. PATOGENESI DELLA NAFLD (DA TARGHER 2015)
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determinate nel causare ’insulino resistenza intraepatica '8, nel
promuovere I’inflammazione epatica e nel contribuire ad incre-
mentare il rischio di progressione in NASH.

Nel fegato la produzione di ceramici utilizza LCFAs; le ceramidi
si possono accumulare nelle cellule attraverso tre differenti pro-
cessi: 1) attraverso 1’idrolisi della sfingomielina, fosofolipide di
membrana per intercessione dell’enzima sfingomielinasi; 2) at-
traverso il sintesi de novo di LCFAs come il paliotto e la seria 3)
attraverso un pathway misto che utilizza la sfingosina e forme di
ceramide.

Contrariamente a quanto si riteneva in passato, in cui si conside-
rava la ceramide una semplice molecola strutturale, attualmente
st rietine che I’incremento della ceramide nelle membrane cellu-
lari possa causare insulinoresistenza !°.

La sintesi di lipidi come il DAG ¢ strettamente correlata all'atti-
vazione della cascata inflammatoria, il DAG puo essi stesso con-
tribuire alla produzione di citochine infiammatorie (TNF-a; In-
terleuchina-6) e di fattori procoagulanti (es. fattore VIII).

Inoltre la disbiosi intestinale, probabilmente causata da una dieta
particolarmente ricca in carboidrati semplici e povera in fibre,
puo influenzare altri pathways lipidici, come quelli coinvolti nel
metabolismo degli acidi biliari, contribuendo pertanto ad incre-
mentare la inflammazione epatica e la conseguente fibrosi favo-
rendo la progressione alla cirrosi e, in alcuni casi, al’HCC (figu-

ra2) 2.
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Di recente, la vitamina D ha rivestito il ruolo di nuovo protago-
nista nella patogenesi della NAFLD, in particolare alcuni studi
ne hanno dimostrato una associazione pressoch¢ diretta tra i li-
velli di vitamina D e I’entita di danno epatico nei pazienti con
NAFLD 2! 22,

Le possibili ipotesi patogenetiche che imputano al deficit di vi-
tamina D un possibile ruolo nella patogenesi della NAFLD pos-
sono essere riconducibili 1) alle azioni pleiptropiche esercitate
dalla vitamina D e dall’ubiquitarieta del suo recettore (VDR); 2)
al possibile ruolo della vitamina D sull’attivita dell’adiponectina;
3) agli effetti immunomodulatori della vitamina D.

La vitamina D media i propri segnali intracellulari attraverso il

VDR che ¢ costitutivamente espresso nel fegato 23 24,

dposccin & GLUTA

Vitamin D
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FIGURA 3. RUOLO DELLA VITAMINA D NELLA PATOGENESI
DELLA NAFLD
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E’ stato stimato che il VDR regoli piu di 200 geni coinvolti nel
metabolismo glucidico 25 e lipidico, nell’inflammazione, nella
proliferazione e differenziazione cellulare nonché nell” apoptosi
26

L’adiponectina ¢ una citochina dal noto potere antifiammatoirio;
tale citochina, insieme alla espressione del suo recettore a livello
epatico, ¢ ridotta nei pazienti con NASH ?7. La vitamina D sem-
brerebbe essere positivamente associata ai livelli di adiponectina,
indipendentemente dal BMI?8,

Gli effetti immunomodulatori della vitamina D sono ben cono-
sciuti (attivazione dei monociti e della risposta del sistema im-
mune innato). In particolare, nella NAFLD, la vitamina D inter-
verrebbe nel modulare la necroinfiammazione epatica attraverso
I’attivazione dei Toll-like receptors (TLR) 2 e 4. I TLR2 e 4 sono
coinvolti nel signalling dei lipopolisaccaridi e nel riconoscimen-
to dei batteri attraverso il CD 14 (recettore delle endotossine) e
la lipopolisaccaride-binding protein, confermando la partecipa-
zione della disbiosi intestinale nella patogenesi della NAFLD.
L’aumentato carico di ligandi del TLR conseguente alla sovra-
crescita batterica intestinale ed alla aumentata pemeabilita inte-
stinale sottolinea I’importanza dell’interazione fegato- intestino e
I’importanza dell’ immunomodulazione, nella progressione della

NAFLD %.
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Epidemiologia della NAFLD

Incidenza

L’incidenza mondiale dalla NAFLD non ¢ ben conosciuta.

Infatti solamente pochi studi sono stati pubblicati su tale argo-
mento ed i risultati sono ampliamenti divergenti a causa della
variabilita delle manifestazioni della NAFLD in funzione dei dif-
ferenti gruppi etnici e delle diverse popolazioni valutate.

Per ragioni ancora non completamente chiare la NAFLD ¢ piu
frequente negli uomini rispetto alle donne, sebbene le stime della
NAFLD non siano completamente precise I’incidenza della stes-
sa ¢ stimata essere compresa tra 20/10,000 persone/anno con un
picco di incidenza introno alla sesta decade vita 3.

In uno studio Giapponese su 3146 individui senza NAFLD (ma
con sindrome metabolica) seguiti per 414 giorni I’incidenza ¢
stata del 10% 3!.

In un altro studio, sempre giapponese 1’incidenza della NAFLD
¢ stata stimata di 31 casi su 1000 persone all’anno 32.

Risultati pressocché analoghi si sono avuti in Europa in uno stu-
dio inglese in cui I’incidenza ¢ stata stimata di soli 29 casi su
100.000 persone/anno 33.

Da uno studio italiano in cui i1 pazienti sono stati seguiti in un
follow up di 8 anni I’incidenza della NAFLD ¢ salita a 18.5 nuo-

vi casi/1000 persone/anno 34,
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I risultati discordanti degli studi esaminati, come anticipato in
precedenza, rendono difficoltda una reale stima dell’incidenza
delle NAFLD, anche in virtu della difficolta nel comparare tali
studi per via delle differenze tra le popolazioni esaminate,le dif-
ferenti etnie e la durata del follow up.

Malgrado cio, ¢ facilmente valutabile una stima indiretta dell’in-
cidenza della NAFLD considerando ’incidenza dei suoi fattori
di rischio. Nelle ultime tre decadi, infatti, I’incidenza dell’obesita
¢ aumentata di circa 3 volte per tale motivo ¢ presumibile ipotiz-
zare un incremento dell’ incidenza della NAFLD (anche se

I’obesita non rappresenta 1’ unico fattore di rischio) 3.
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Prevalenza

La prevalenza esatta della NAFLD non ¢ ben conosciuta dal
momento che ancora non sono disponibili sei markers diagnosti-
ci specifici e non invasivi di tale gruppo di patologie.
Ciomalgrado la prevalenza stimata di NAFLD nella popolazione
generale ¢ stimata intorno al 20-30% e del 2-3% per la NASH 3.
Gli studi che fino ad ora condotti quelli che hanno utilizzato le
aminotrasfersi come test di screening hanno riscontrato un in-
cremento delle stesse tra il 3 ed il 6% nella popolazione genera-
le. Questo collocherebbe la stetaoepatite al primo od al secondo
posto tra le cause di incremento delle aminotrasferasi in funzione
della copresenza di obesita 7.

Molti di pazienti che presentavano un incremento inaspettato
delle aminotrasferasi avevano la NAFLD, in virtu dalla forte re-
lazione esistente tra I’incremento degli enzimi epatici e la pre-
senza di fattori di rischio metabolici 8.

I1 limite degli studi che utilizzano I’incremento delle amintrasfe-
rasi come indicatore di NAFLD ¢ I’esclusione di tutte quelle
forme di NAFLD con transaminasi nella norma.

Dagli studi che hanno ultimato I’ecografia epatica come stru-
mento di screening per la NAFLD, la prevalenza della NAFLD
¢ stata stimata tra il 20 ed il 30% nei paesi occidentali ed orienta-
1i 39,

Infine, dagli studi che hanno utilizzato la spettroscopia di riso-
nanza magnetica per la stima del contenuto di trigliceridi epatico

20



¢ emerso che un terzo della popolazione generale degli Stati Uni-

ti ha un eccessivo accumulo di grasso nel fegato 4.

Malgrado quanto emerso dagli studi sera descritti non conoscia-
mo [’effettiva entitd di danno epatico corrispondente a tali ritro-
vamenti; per fare cio il gold standard, ad oggi, ¢ la biopsia epati-
ca che, non ¢ stata eseguita negli studi di popolazione sopra de-

scritti.

L’attuale prevalenza stimata su studi di popolazione ¢ stimata
intorno la 30-40% tra gli uomini e il 15-20% delle donne ! per

aumentare fino al 70% tra le persone affette da diabete di tipo 2

42

La progressione della NAFLD a steatoepatite non alcolica
(NASH) interessa circa il 30-40% delle persone; di queste circa
il 50% sviluppa fibrosi 43.

Da una metanalisi di circa 40 studi ¢ emerso che la NASH au-
menta il rischio di mortalita legata a patologie epatiche fino a 10
volte in funzione della presenza o meno di fibrosi; quest’ultima
rappresenta un forte fattore predittivo di mortalita tra 1 pazienti
con diagnosi istologica di NAFLD#,

Nel 2009 il 10% dei pazienti con NASH ha ricevuto un trapianto
attico negli Stati Uniti; in considerazione dello spettro di patolo-
gie che racchiude la NAFLD e delle quali la NAFLD ¢ causa/
conseguenza ¢ verosimile che nei prossimi anni la NAFLD sara
una delle principali indicazioni che richiederanno un trapianto

epatico .
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Tali risultati sottolineano la gravita della steatosi epatica come
problema reale per la salute pubblica rappresentano in paesi
come la Francia il 55% delle cause di incrementi insperati delle
transaminasi ed il 39% delle cause di malattie epatiche negli Sta-
ti Uniti 46 47, L’obesita rimane comunque un forte predittore di
NAFLD tra le persone che consumano meno di 30-50 g di alcool

al giorno 8,
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NAFLD e diabete di tipo 1

Da recenti evidenze emerge che la NAFLD, sebbene sia da sem-
pre associata al paziente affetto da diabete di tipo 2 o a pazienti
con sindrome metabolica, sia anche una caratteristica del diabete
di tipo 1 (TIDM). In pazienti con diabete di tipo 1 la NAFLD si
manifesta con una prevalenza superiore del 44% rispetto alla po-
polazione non diabetica anche con ALT nel range di normalita #°
50 5152,

Sebbene 1l TIDM sia caratterizzato dalla mancanza di insulina,
obesita ed insulinoresitenza sono due fattori che si possono svi-

luppare anche nei pazienti diabetici di tipo 1.

Quando tali fattori coesistono nel diabetico di tipo 1 si parla di
“double diabetes”. Tale termine, utilizzato da Killpratric ¢ utiliz-
zato per descrivere il nuovo “fenotipo clinico” del paziente dia-
betico di tipo 1 che presenta caratteristiche proprie del diabete di
tipo 1 (autoimmunitd) e contemporaneamente tratti un tempo pe-
culiari del diabete di tipo 2: obesita viscerale ed insulinoresitenza
che, come precedentemente descritto sono dei fattori di rischio
per la NAFLD 33. Questo spiegherebbe altresi 1’incrementata
prevalenza della sindrome metabolica nei soggetti con TIDM

(20-50%) 5.

I fattori di rischio nella patogenesi della NAFLD nel TIDM

sono: I’eta avanzata, 1’elevato BMI, I’ipertensione arteriosa e lo
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scarso controllo glicemico, 1’insulinoresistenza (indipendente-
mente dal BMI). Inoltre rispetto ai pazienti con DM1 senza NA-
FLD, i pazienti diabetici di tipo 1 con NAFLD presentano una
maggior propensione al danno renale, alla retinopatia diabetica e
al rischio cardiovascolare, indipendentemente da fattori quali
’eta, 1l sesso, la durata di malattia, ’HbAIc, la storia di fumo di

sigaretta, ’assetto lipidico o 1” assunzione di farmaci 3 36,

Nel diabete di tipo 1 I’insulina somministrata sottocute ¢ assorbi-
ta e passa nel flusso ematico ed una frazione di essa raggiungere

il fegato tramite la vena e I’arteria epatiche.

E’ verosimile che il rapporto tra I’insulinemia della vena portale
e quella della arteria epatica sia pressoché uguale ad 1. La con-
seguenza di ci0, sebbene ancora non chiara, potrebbe avere delle
ripercussioni sua sul metabolismo dei carboidrati che nella de-

gradazione insulinica >’.

Le possibili ipotesi patogenetiche sulla NAFLD nel TIDM pos-
sono essere riconducibili all’alterato metabolismo di carboidrati

e del glicogeno.

Gli epatociti incamerano il glucosio indipendentemente dall’in-
sulina attraverso il trasportaore del glucosio GLUT-2, trasporta-
tore a bassa affinita ed alta capacita che consente I’ingresso del
glucosio anche in presenza di alte concentrazioni di glucosio nei

sinusoidi epatici.
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Negli epatociti il glucosio ¢ rapidamente fosforilato a glucosio
-6- fosfato, quindi il flusso di glucosio ¢ diretto verso la sintesi di
glicogeno attraverso diretta od indiretta di produzione del glico-

geno o verso la glicolisi 38,

In pazienti TIDM con scadente controllo metabolico ¢ stata os-
servata un’ alterazione della sintesi epatica di glicogeno che ¢
stata in parte ripristinata dopo il miglioramento del controllo me-

tabolico mediante una migliore insulinizzazione dei pazienti >°.

Sebbene I’ inibizione della glicogenolisi si manifesti in pazienti
con ridotti livelli di glucagone di insulinemia e in condizioni di
scompenso metabolico 0, il trattamento insulinco intensivo ed
un buon controllo metabolico non escludono eventuali elevati
livelli glicogeno (probabilmnete non tali da causare epatomega-

lia) 1.

In base a quanto sopra esposto 1’accumulo epatico di glicogeno
nei pazienti con diabete instabile ¢ causato da un flusso passivi
di glucosio nell’epatocita in maniera insulino- indipendente 6.
Nell’epatocita il glucosio € convertito in glicogeno dalla glico-
geno sintetasi. Tale inizia esiste nella forma inattiva fosforilata e
si attiva per defosforilzione dall’enzima fosfatasi. La concentra-
zione della fosfatasi € mantenuta dall’insulina, e la su attivita di-

pende dalla presenza di glucosio.

Per cui, la sintesi epatica di glicogeno ¢ promossa alte concen-

trazioni citoplasmatiche di glucosio e dalla presenza di insulina.
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Questo ¢ quanto avviene sia nei pazienti con diabete instabile (in
cui vi ¢ sia iperglicemia che iperisnulinemia- per correggere
I’iperglicemia-) che tra i pazienti con frequenti ipoglicemie (che
sono costretti ad assumere maggiori quantita di glucosio per cor-
reggere 1’ipoglicemia). Tale ipotesi sembrerebbe giustificare 1
risultati ottenuti in uno studio condotto da Nakamuta ef al. in cui
il trattamento insulinico massivo della chetoacidosi diabetica era

stato I’elemento scatenante 1’epatomegalia®’.

Conderando la diagnosi ecografica della NAFLD nei TIDM va
posta in diagnosi differenziale 1’epatopatia glicogenica che non

puo essere differenziata ecograficamente dalla NAFLD.

L’epatopatia glicogenica solitamente si verifica dopo 1’insulini-
zzaizone del paziente diabetico gia in cattivo controllo metaboli-
co. Nei bambini tale condizione raramente puo evolvere in fi-
brosi ma puo portare alla sindrome di Mauriac che si preseta con
epatomegalia, incremento delle transaminasi, ritardo di crescita e

puberta ritardata .
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Vitamina D

Fisiologia della vitamina D

Le vitamine sono sostanze naturali acquisite con il cibo € non
sintetizzate dal nostro organismo: ¢ pertanto improprio parlare di
“vitamina” D in quanto gran parte di essa viene prodotta dall’or-
ganismo durante 1’esposizione ai raggi solari; per tale motivo sa-

rebbe piu corretto definirla un pro-ormone steroideo liposolubile

05

L’irradiazione dei raggi solari UV-B (lunghezza d’onda 290-315
nm) ¢ la primaria fonte di vitamina D (oltre alla supplementazio-
ne dietettica). Le fonti di vitamina D derivati dalla dieta sono li-
mitate. Esse includono 1’olio di pesce (come il salmone, il mer-
luzzo e le sardine), il tuorlo d’uovo, alcuni cibi supplemenatati
con vitamina D, alcuni cereali, succo d’arancia, yogurt e le mar-

garine 66 67 68,

In molte nazioni Europee il latte vaccino non ¢ per default arric-
chito con vitamina D contrariamente alla margarina ed alcuni

tipo 1 di cereali.
Esistono due forme di vitamina D: la vitamina D2 (ergocalcife-
rolo) che deriva dai lieviti e dell’ergosterolo delle piante, e la vi-
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tamina D3 (colecalciferolo) che si trova in alcuni tipi di pesce ed
¢ sintetizzato nella pelle.

Il bilancio vitaminico D ¢ rappresentato all’apporto sia di vita-
mina D2 che D3 :
L’irradiazione cutanea con raggi UV-B stimola la fotolisi del 7-

deidrodro- colesterolo (provitamina D3) a previtamina D 3 nella

membrana plasmatica dei cheratinociti umani. Una volta formata

nella pelle la previtamina D ¢ rapidamente convertita in vitami-

3

na D 3 dalla temperatura cutanea . La vitamina D 3 derivante dal-

la pelle e la vitamina D derivante dalla dieta vanno incontro a
due seguenziali idrolisi; la prima nel fegato dove viene trasfor-
mata in 25-idrossivitamina D (25(OH)D) o calcifediolo, (la cui
concentrazione sierica consente di valutare lo stato vitaminico D
dell’individuo) % 7° e la seconda nel rene, mediante ’enzima 1-(-
idrossilasi (CYP27B1), dove la vitamina D viene convertita nella

forma attiva: 1’1,25(OH)»D o calcitriolo; questa attivita renale ¢

regolata principalmente dal paratormone (PTH) (figura 4)7!.

28



L N
J / O )
g Vitamina 1,
B Oneocica [/ \P2S0H)D; .
. Jf ' W ‘ I - Q' ‘

R o 1,25(0H:D, — 24, 25(0H):D,
ene  agf ¢ RN ]
._L\-f_..omu FGR2) \ \le\ ')
\ A \ NN 12425101000 /
R - [ PTH— |

CYRIIBY, — </ o ./ N_

' f y & -
A | [ =
' | / CGhiandole | {
I / paratiroidi | { { | ] 2\
12500HD I'Ny TLR2 TNFa

FIGURA 4. ATTIVAZIONE RENALE DELL’1,25 (OH)2 D E SINTESI
CUTANEA DELLA VITAMINA D

L’1,25(OH)pD stimola [D’espressione dell’enzima catabolico

25(OH)D-24-idrossilasi (CYP24A1), che trasforma calcifediolo
e calcitriolo in acido calcitroico, idrosolubile e biologicamente

inattivo.

L’eccessiva esposizione ai raggi solari non causa intossicazione

di vitamina D dal momento che sia la vitamina D3 che la previ-

tamina D3 sono fotolizzate nei fotoprodotti inattivi 7> 73,

La pigmentazione cutanea derivante dalla melanina ¢ un effettiva

protezione solare; un incrementata pigmentazione cutanea puo
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ridurre la sintesi di vitamina D fino al 99% come se venisse ap-

plicata una protezione solare di SPF 157473,

I cheratinociti sono altresi capaci di idrolizzare la 25(OH)D per

produrre 1,25(OH)2D. La 1,25(OH)2D derivante dai cheratinoci-

ti o dal renale ¢ in grado di regolare la differenziazione dei che-
ratinociti’®. L’apoptosi dei melanociti e la produzione di melani-
na e potrebbe essere un altro meccanismo per regolare la sintesi
cutanea di vitamina D 3 attraverso un feedback negativo.

Il ligando della 1,25(OH)2D si lega ad alta affinita con il recet-

tore della vitamina D (VDR) e stimola I’aumento dell’assorbi-
mento interstiziale di calcio e fosforo. in aggiunta la vitamina D
¢ coinvolta nella formazione, nel riassorbimento e nella minera-
lizzazione ossea e nel mantenere la funzione neuromuscolare

(figura 5) 77.
I livelli circolanti di 1,25(OH)2D riducono i livelli sierici di pa-

ratormone (PTH) sia direttamente, esercitando un feed-back ne-
gativo sulle paratiroidi, che indirettamente aumentando le con-

centrazioni sferiche di calcio.

Quando 1 livelli di vitamina D sono inadeguati ne consegue
un’immediata alterazione del metabolismo calcio-fosforo. La vi-
tamina D ¢ primariamente responsabile della regolazione dell’ef-

ficienza dell’assorbimento intestinale di calcio. in condizioni di
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ipovitaminosi D il piccolo intestino assorbe circa il 10-15% del

calcio assunto con 1’alimentazione.

Viceversa quando i livelli di vitamina D sono ottimali 1’assorbi-
mento intestinale di vitamina D ¢ del 30-40%73. Per cui, quando i
livelli di vitamina D sono bassi I’assorbimento di calcio ¢ insuf-
ficiente per soddisfarne le richieste non solamente a livello osseo
ma anche per tutte le funzioni metaboliche e per 1’attivita neu-

romuscolari.

Alla carenza vitaminica D il corpo risponde incrementando 1 li-

velli di PTH sierici.

L’incremento del PTH ripristina I’omeostasi del calcio incremen-
tandone 1l riassorbimento tubulare renale, aumentando il riassor-

bimento osseo ed incrementando la produzione di 1,25(OH)2D.
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FIGURA 5. METABOLISMO DELLA VITAMINA D
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Effetti extrascheletrici della vitamina
D.

Vitamina D e diabete di tipo 1

La scoperta che quasi tutti i tessuti (es. cervello, colon, prostata,
mammella, etc) e le cellule (es. macrofagi, linfociti attivati etc)
del nostro organismo esprimono il recettore per la vitamina D
(VDR) e che molte esprimono anche la CYP27B1 (che converte
la 25(OH)D nella forma attiva 1,25(OH)2D) ha aperto nuovi
orizzonti sulle molteplici funzioni non scheletriche di questa mo-
lecola.

A livello dei tessuti extrascheletrici, a differenza del corrispettivo
enzima renale, 1’1-a-idrossilasi non ¢ regolata dal PTH, ma dalla
disponibilita del substrato, ovvero dai livelli di 25(OH)D.

Nei tessuti che non sono deputati alla regolazione del calcio,
come il colon, la prostata e la mammella, la produzione locale di
1,25(OH)2D si pensa sia atta a regolare piu di 200 geni deputati
nella regolazione del metabolismo glucidico, dell’immunita
(esercitando un effetto immunimodulatoria sui minoici sui linfo-
citi B e T attivati), della secrezione insulinica del sistema cardio-
vascolare (inibendo la produzione di renina nel rene)’”® nonché
nella crescita cellulare e nella differenziazione cellulare; ¢ pro-
prio nella crescita e nella differenziazione cellulare che la vita-
mina D mediterebbe la riduzione rischio trasformazione maligna

delle cellule stesse 30 8!,
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L’interazione tra vitamina D e sistema immunitario ¢ stata ogget-
to di innumerevoli studi e pubblicazioni nel corso degli ultimi
anni, la maggior parte dei quali ha enfatizzato la presenza di un
forte legame tra deficit di vitamina D e varie patologie autoim-
muni, in particolare diabete mellito tipo 1, sclerosi multipla, lu-
pus eritematoso sistemico, artrite reumatoide e malattie infiam-
matorie croniche intestinali (morbo di Crohn, rettocolite ulcero-
sa).

E stato inoltre dimostrato che la vitamina D e analoghi non solo
prevengono lo sviluppo di malattie autoimmuni, ma possono an-
che essere utilizzati nel loro trattamento 3.

E’ ampiamente dimostrato che vi sia una maggiore prevalenza di
ipovitaminosi D tra 1 soggetti TIDM rispetto alla popolazione
non diabetica e che sia il deficit di vitamina D che I’incidenza di
T1DM presentino un gradiente Nord-Sud 83 34,

Nella patogenesi del diabete di tipo 1 la vitamina D interviene e
Il ruolo immunomodulatore della 1,25(OH)2D influisce sulla
produzione di citochine, riducendola, e nella proliferazione di
linfociti, entrambi meccanismi implicati nella patogenesi del
T1DM e che rendono le beta cellule meno prone alla infiamma-
zione; cio determina una riduzione dell’infiltrazione e da parte
dei linfociti T, un incremento delle cellule regolatrici € un arresto
del processo immune (figura 6).

Inoltre la 1,25(OH)2D riduce I’espressione dell”’ MHC di classe 1
riducendo al vulnerabilita delle B cellule all’azione citologica dei

linfociti T 8. In aggiunta le B cellule esprimono il VDR e rispon-
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dono alla 1,25(OH)2D incrementando la produzione di insulina
86

Studi su animali hanno dimostrato i ruolo della vitamina D nel-
I’arresto del’insulinte e della progressione a TIDM nei topi
NOD nonché la prevenzione dello sviluppo del TIDM dopo la
somministrazione di importanti dosi di vitamina D #7.
Similmente, da quanto emerso negli studi sugli umani la sup-
plementazione con vitamina D si associa ad una riduzione del
rischio di TIDM. Allo stesso modo la supplementazione con vi-
tamina D durante la gravidanza riduce il rischio di sviluppare

T1DM nel prodotto del concepimento 88 89,
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FIGURA 6. RUOLO DELLA VITAMINA D NELLA PATOGENESI DEL
T1DM
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Vitamina D e NAFLD

Come descritto nei capitoli precedenti anche il fegato presenta il
VDR e risente degli effetti della vitamina D. In particolare ¢ sta-
to dimostrato che negli epatociti dei pazienti con NAFLD, rispet-
to ai pazienti senza NAFLD, siano piu frequenti 1 polimorfismi
del singolo nucleotide (SNPs) a carico del gene codificante per
la proteina legante la vitamina D, principale carrier della stessa.
Inoltre 1 pazienti con NAFLD, rispetto ai controlli senza NA-
FLD, presentano minori livelli di vitamina D °°.

A livello epatico il VDR esercita un ruolo nella progressione del-
la fibrosi, inoltre, la sua espressione ¢ inversamente correlata alla
severita della NAFLD indipendentemente da altri parametri me-
tabolici come il BMI, I’insulino resistenza o 1’adiponectina.

Le basi patogentiche secondo le quali la vitamina D potrebbe es-
sere legata allo sviluppo della NAFLD riguardano prevalente-
menete I’effetto della vitamina D sulla infiammazione (attraver-
so la modulazione delle citochine), sull’insulinoresistenza e sul-
I’effetto antiproliferativo e antifibrotico.

La vitamina D, infatti, nella NAFLD esercita un’ influenza posi-
tiva sull’adiponectina (adipochina chiave nella patogenesi della
NAFLD) e sulla riduzione dei livelli di citochine pro infiamma-
torie come I’ IL6 e la IL1B provvedendo in tal modo ad arrestare

la progressione del danno epatico °'.
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FIGURA 7. RUOLO DELLA VITAMINA D NELLA PATOGENESI DELLA
NAFLD

La vitamina D interviene sull’insulinoresistenza modulando
I’espressione del recettore GLUT-4 e la sua traslazione sulla su-
perficie cellulare incrementando cosi I'uptake di glucosio e la
sua utilizzazione 2.

I’effetto antiporliferativo ed antifibrotico esercitato sulle cellule
stellate del fegato ¢ ancora oggetto i studi e di approfondimenti.
Ciomalgrado vi sono evidenze che le cellule stellate abbiano
marcatamente espresso il VDR il cui signalling abbia la funzione
di sopprimere I’espressione dei geni coinvolti nella fibrosi e nel-
la formazione di collegare di tipo 1 nonché di inibire la prolife-

razione delle cellule stellate (figura 7) 3.
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Il recettore della vitamina D (VDR)

Come sopra descritto le azioni della vitamina D sono veicolate
dall’interazione con il suo recettore nucleare (VDR) che ¢ ubi-
quitario in molti organi e tessuti.

Gl effetti della Vitamina D sono mediati dal VDR, che forma un
complesso eterodimerico con il recettore dell’acido retinoico ed
interagisce con 1 fattori di trascrizione.

Il gene del VDR ¢ situato sul cromosoma 12 (12q12-14) codifica
per una proteina di 427 aminoacidi (aa), che regola il trasporto e
I’omeostasi del calcio. Il gene in toto ¢ costituito da 14 esoni; 1 6
esoni da la a If codificano per la regione 5’ non tradotta mentre
gli 8 esoni dal 2 al 9 codificano per la proteina VDR

I promotori del VDR si trovano negli esoni 1d, la e 1f e danno
luogo a diversi trascritti tessuto specifici *°.

In particolare il VDR ¢ espresso ubiquitariamente nel sistema
immunitario, in alcune ghiandole endocrine come le paratiroidi,
le beta cellule pancreatiche, I’ipofisi, il fegato, il tessuto schele-
trico, la ghiandola mammaria etc %.

I1 VDR ¢ composto da tre domini: 1) il dominio di N-terminale
di transattivazione per il legame al fattore di trascrizione TFIIB ;
2) il dominio C-terminale di legame con la vitamina D (Ligand
Binding Domain) che riconosce la molecola di calcitriolo 3) e la
regione cerniera che lega i due precedenti domini tra loro rappre-
sentata da due dita di zinco che interagiscono con sequenze spe-

cifiche del DNA nelle regioni promotrici della trascrizione dei
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geni regolati dall’ 1,25(0OH)2D3, e che sono inoltre responsabili
della formazione di un eterodimero con il Recettore dell’acido
retinoico (RXR)?7.

Dopo il legame con la 1,25(0OH)2D3 il VDR nucleare media
I’attivazione trascrizionale.

Il1 VDR legatosi alla vitamina D si associa al RXR formando un
eterodimero VDR-RXR. Tale eterodimero (VDR-RXR) attiva o
reprime diversi geni target legandosi agli elementi responsivi alla
vitamina D positivi o negativi (Vitamin D Responsive Elemnets,
VDRESs e Negative Vitamin D Responsive Elemnets, nVDRESs)
presenti nelle regioni pormoter, enhancer e di soppressione dei
geni stessi 8.

In questo modo il VDR regola 1’espressione di geni coinvolti
nelle diverse funzioni biologiche incluso lo sviluppo di organt, il
controllo del ciclo cellulare, I’omeopatista del calcio e del fosfo-
ro nel metabolismo osseo, e la detossificazione da xenobiotici®.
Il1 VDR esercita altresi un ruolo nella risposta immune innata ed
acquisita, per tale motivo ¢ implicato in un’ampia varieta di ma-
lattie quali, ad esempio, alcuni tumori, malattie autoimmuni
come il lupus eritematoso sistemico, la malattia di Chron, il dia-
bete di tipo 1, la sclerosi multipla e I’artite reumatioide.

L’analisi ontologica di circa 11,031 geni target putativi del VDR
gene del VDR ha rivelato il coinvolgimento del VDR in diverse
funzioni, quali il metabolismo (43%), la morfologia cellulare e

tissulare (19%), 1’adesione e la giunzione cellulare (10%), la dif-
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ferenziazione e lo sviluppo cellulare (10%), I’angiogenesi (9%) ¢
la transizione da epiteliale e mesechimale (5%) 190,

La regolazione del VDR in condizioni basali ¢ terminata da di-
versi fattori: ambientali, genetici ed epigenetici (figura 8).

I fattori ambientali che influenzano il VDR sono la dieta, esposi-
zione ai raggi solari, 1’eta, I’inquinamento, il fumo di sigaretta e
le infezioni intercorrenti. La maggior parte di tali fattori esercita
le proprie azioni alterando i livelli di vitamina D (intesa come

Dy e D3, precursori della ligando attivo del VDR, la la,
25(0OH)»D). Come descritto nel paragrafo predente la produzio-
ne di 1a,25(0OH)7D avviene nei reni e nei tessuti con il CYP27-

B1. Quando legata la VDR la forma attiva della vitamina D rego-
la I’espressione dei VDRESs nelle sue stesse regioni enhancers
regolando pertanto il VDR stesso.

L’acquisizione del precursore della vitamina D, cosi come la
produzione e la biodisponibilita del legando attivo ¢ quindi es-
senziale per la regolazione e I’attivita del VDR.

Livelli maggiori di 25(OH)D provenienti dalla dieta possono

contribuire a incrementare 1 livelli di 1,25(OH)»D attiva influen-

zando 1’autoregoalzione del VDR attraverso 1 VDRESs ed 1 suoi
enhancers !0, Parallelamente la VDR legata alla vitamina D
esercita una funzione autoregolatrice reprimendo, indirettamente,
il CYP27BI e riducendo quindi i livelli di vitamina D attiva do-

wnregolando la funzione del VDR 192,
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FIGURA 8. MECCANISMI DI REGOLAZIONE DEL VDR

I fattori genetici intervengono nelle funzioni del VDR attraverso
’azione di esoni codificanti e non codificanti sotto il controllo di
quattro promoters, alcuni dei quali tessuto specifici.
L’epigenetica si riferisce a cambiamenti sui geni transienti ed
ereditari che non sono causati dalla variazione di sequenza nu-
cleotidica ma da stimate epigenetiche com la mediazione del
DNA, la modificazione delle sit-in e del RNA non codificante.
La regolazione epigenetica della funzione genica puo avvenire
su quattro livelli: la metilazione del DNA, le modifiche degli
istoni, RNA non codificante e la variazione del “folding” delle
proteine. I1 VDR E regolato almeno tre meccanismi epigenetici,
alcuni tessuto specifici: la mediazione del DNA le modifiche de-

gli istoni e le alterazioni sull’RNA.
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La metilazione del DNA quando aberrante, come nel caso della
ipermetilazione nel promoter nella regione enhancer solitamente
porta una cessazione dell'espressione genica. Casi di ipermetila-
zione del VDR sono stati riscontrati in alcuni tipi di tumore de-
terminando un'alterazione dell'espressione e della funzione del
VDR 103,

Gli istoni sono solitamente modificati post-trascrizionalmente,
primariamente nel dominio ammino terminale. Diverse modifi-
che sui differenti residui dando luogo a ruoli distinti nel faci
litare la trascrizioni attiva ho la repressione di geni o di alcune
regioni geniche alle quali sono legati. Per quanto riguarda il
VDR, sono state riscontrate alcune modifiche introniche in alcu-
ni tipi di tumore come I'osteosarcoma. Tuttora pero, gli effetti
specifici delle modifiche degli istoni sulla regolazione trascrizio-
nale del VDR rimangono poco chiare 104.

La stabilita dell’'mRNA ¢ un fattore determinante negli ultimi
stadi della produzione delle proteine. Gli RNA Non codificanti
RNAs (ncRNAs) sono molecole di RNA che non codificano per
proteine ma che possono avere profondi effetti sulla stabilita de-
gli mRNA. Gli NcRNA includono i micro RNA e IncRNA en-
trambi possono influire sulla stabilita dell'mRNA del VDR alte-
randone la stabilita. A riguardo poche sono ancora le evidenze

scientifiche 105,
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Polimorfismi (SNPs) del VDR

Ad oggi, sono stati individuati all’interno del gene VDR piu di
200 polimorfismi 1% | La maggior parte di essi ¢ collocata in re-
gioni non codificanti del gene, posizionate al 3’UTR, al 5’UTR e
nelle regioni del promotore; a differenza dei polimorfismi delle
regioni codificanti, essi non modificano la struttura aminoacidica
del recettore, ma possono interferire con la trascrizione delle re-
gioni codificanti o con la stabilita dell’ mRNA. In alcuni casi, ¢
stato suggerito che potrebbero essere in linkage disequilibrium
con altri polimorfismi funzionali all’interno del gene VDR o in
geni vicini.

La maggior parte di essi sono polimorfismi della lunghezza del
frammento di restrizione (restiction fragment lenght polymorphi-
sms, RFLP), individuabili quindi con I'utilizzo di diversi enzimi
di restrizione.

I polimorfismi del VDR sono stati associati con il rischio di di-
verse patologie metaboliche, autoimmuni e neoplastiche, tra cui
osteoporosi, osteoartrite, diabete, melanoma, carcinoma alla
mammella e alla prostata. Tuttavia la valutazione dell’importan-
za di questi polimorfismi si € rivelata complessa e, come risulta-
to, solo un piccolo numero di questi polimorfismi ¢ stato studiato
su larga scala.

In particolare, 1 quattro polimorfismi piu studiati sono quelli ca-
ratterizzati dall’utilizzo degli enzimi di restrizione Fokl, Bsml,

Apal e Taql '°7. Gli alleli sono stati rispettivamente chiamati F-f,

43



B-b, A-a, e T-t: le lettere minuscole identificano la presenza del
sito di restrizione e le lettere maiuscole indicano 1’assenza di tale
sito.

E interessante notare che i principali polimorfismi studiati non
influiscono sulla struttura della proteina VDR, tuttavia ¢ stato
ipotizzato un loro ruolo nella variazione della stabilita del tra-
scritto!%8,

Gli alleli di Bsml, Apal e Taql mostrano un forte linkage dise-
quilibrium, mentre non sembra esserci nessuna concordanza con

gli alleli di FokI (figura 9) 19,
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FIGURA 9. POLIMORFISMI DEL GENE DEL VDR (EX=ESONE, UTR=
REGIONE NON TRASCITTA)
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SNPs del VDR e diabete di tipo 1

I polimorfismi del VDR possono essere associati ad un’alterata
unzione genica o espressione genica.

Come precedentemente descritto cinque soni i polimorfismi del
VDR che sono stati maggiormente oggetto di studio: Fokl (nel-
I’esone 2), Bsml, Tru9l, Apal, nell’intorno 8 e Tagl (nell’esone
9).

Studi di associazione delle varianti alleliche del VDR condotti su
diverse popolazioni hanno portato a risultati contrastanti, infatti
alcuni studi mostavano una associazione tra SNPs del VDR e
T1IDM molto significativa mentre altri studi non confermavano
tali risultati.

La variante del genotipo Bb + BB del polimorfismo del Bsml ¢
associata ad un significativo incremento del rischio di TIDM piu
del 30% rispetto al genotipo omozigote bb, contrariamente ai po-
limorfismi Fokl, Apal e Taql tra gli Asiatici.

Tali differenze potrebbero suggerire il ruolo del polimorfismo
del Bsml nella patogenesi del T1DM e potrebbero spiegare even-
tuali differenze nella suscettibilita al diabete di tipo 1.

Dal momento che il background genetico risente dell’etnia e del
contesto geografico ¢ necessario ponderare i risultati dei vari
studi scientifici sugli SNPs del VDR nel TIDM tendendo conto
delle popolazioni studiate. Fatta questa ulteriore differenziazione
quanto detto in precedenza risulta confermato nelle popolazioni

asiatiche ma non nelle europee (tabella 1) !0,
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Nello studio DAISY (The Diabetes Autoimmunity Study in the
Young ) condotto su 1692 bambini europei non diabetici seguiti
per 10

anni ¢ emerso che gli SNPs del VDR non influenzavano signifi-
cativamente il rischio 1 sviluppare T1D; tale risultato potrebbe
essere legato al possibile effetto del VDR sulla patogenesi del
T1DM solamente nel rapido sviluppo della malattia in presenza
di anticorpi anti insula (IA) ma non per I’intera popolazione di

pazienti geneticamente suscettibili (HLA-DR,DQ).

Popolazione Polimorfismo del VDR
associato con TIDM
Bangladesh Fokl, Bsml, Apal, Taql
Brasile nessuna associazione
Cile Bsml, Apal, Taql
Croazia Tru9l1, Fokl
Finlandia nessuna associazione
Germania Takl, Apal, Bsml, Trul
Grecia Fokl, Bsml, Apal, Taql
Ungheria Bsml, Apal, Tru91
Nord India Fokl, Taql
Sud India Bsml
Italia nessuna associazione

TABELLA 1. SNPS DEL VDR ASSOCIATI AL T1IDM NELLE DIVERSE
NAZIONI
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Parallelamente ¢ emerso che SNPs funzionali del VDR come
VDR 152228570 sono dei predittori di progressione dello svilup-
po el TIDM.Una possibile spiegazione di tali differenze nei ri-
sultati ottenuti nei diversi studi potrebbe essere riconducibile al
diverso background etnico delle popolazioni studiate nonché al-
I’interazione tra fattori genetici ed ambientali coinvolti nella pa-
togenesi del diabete di tipo 1 e le possibili differenze nell’esposi-
zione ai raggi UV.

Infatti 1 polimrofismi del VDR, ad eccezione della variante alle-
lica Fokl che ha un effetto differenziale sul sistema immune, non
hanno un effetto funzionale di per se ma potrebbero essere in
linkage disequilibrium con il locus direttamente legato allo svi-
luppo del diabete dale ipotesi potrebbe spiegare 1 risultati discor-

danti ottenuti per le diverse etnie ! 112,
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Deficit di vitamina D

Prevalenza e fattori di rischio

I1 deficit di vitamina D ¢ di frequente riscontro in eta pediatrica e
adulta, in tutti 1 gruppi etnici e anche alle nostre latitudini.

Le classiche manifestazioni scheletriche di tale deficit (rachiti-
smo, osteomalacia e osteoporosi) sono a oggi considerate solo la
punta dell’iceberg di tutti 1 possibili quadri clinici derivanti da
uno stato di carenza di vitamina D.

Il deficit di vitamina D ¢ una condizione ampiamente prevalente
nella popolazione mondiale con una prevalenza stimata tra il 30
ed il 50% tra la popolazione giovane in Europa e tra il 30 ed il
60% degli adulti ed ¢ maggiormente prevalente nei paesi medi-
terranei rispetto ai paesi nordici come la Norvegia (dove gli ali-
menti sono supplemementati con vitamina D). La prevalenza del
deficit di vitamina D sale poi fino a 90% tra i paesi in via di svi-
luppo.

Tale pandemia rimane generalmente passa inosservata, non ve-
nendo diagnosticata o, in alcuni casi, non ¢ trattata.

I fattori di rischio per il deficit di vitamina D sono la ridotta
esposizione ai raggi solari, la pigmentazione cutanea, abitudini
culturali/religiose e 1’eta avanzata nonché patologie di carattere
malassorbitivo, 1’obesita severa, epatopatie o malattie renali o
I’uso di farmaci che accelerano il metabolismo della vitamina D

(ketoconaziolo, anticonvulsivi, coritocsteroidi)'!3.
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Sulla base dei livellavi vitamina D si definisce deficit di vitami-
na D una concentrazione sferica di vitamina D inferiore a 20 ng/
mL ( < 50 nmol/L), insufficienza vitaminica D valori di vitamina
D compresi tra 21— 29 ng/mL (50-75 nmol/L). I livelli ottimali
di vitamina D sono superiori a 30 ng/mL (75nmol/L), mentre la
tossicita da vitamina D ¢ definita da concentrazioni sferiche di

vitamina D superiori a 150 ng/mL ( 375 nmol/L)!4.

Sia la sintesi cutanea di vitamina D che il suo apporto dietetico

solitamente avvengono i maniera intermittente.

Un’ assunzione irregolare di vitamina D, indipendentemente dal-
la fonte, puo portare all’insufficeinza cronica di vitamina D. Tale
condizione ¢ stata riportata nei diversi gruppi di eta, nelle diverse

arre geografiche e nelle diverse stagioni !5 116,

Pertanto 1’indicazione alla supplementazione con vitamina D ¢
sempre piu frequente al fine di raggiungere concentrazioni otti-

mali di vitamina D.

Il principale problema della supplementazione con vitamina D ¢
la compliance che ¢ molto bassa sopratutto tra gli anziani che

rappresentano una categoria a maggior rischio 7.
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Studio sperimentale

Background e razionale

La steatoepatite non alcolica (NAFLD) ha una prevalenza del
20-30% tra gli adulti occidentali. Tale dato raggiunge il 90% nei
pazienti affetti da obesita patologica. la NAFLD ¢ frequentemen-
te associata alla sindrome metabolica e la sua prevalenza rag-
giunge il 70% tra 1 pazienti affetti da diabete di tipo 2. Recenti
studi hanno dimostrato un incremento della incidenza di NAFLD
anche tra 1 pazienti affetti da diabete di tipo 1 (T1D) in cui la
presenza di tale condizione ¢ stimata tra il 20-53% (in base alle
fonti) sebbene ancora il meccanismo patogenetico che ne ¢ alla
base sia poco chiaro.

Una possibile spiegazione dell’incremento dell’incidenza di
NAFLD anche nei pazienti affetti da diabete di tipo 1 potrebbe
essere ricondotta, almeno in parte, al disequilibrio nel metaboli-
smo dei triacilgliceroli ed all’insulinoresistenza, presenti nel dia-
bete di tipo 1 e alla base della patogenesi della NAFLD.

Un interessante dato emerso relativamente alla NAFLD e il dia-
bete di tipo 1 ¢ dato dalla maggiore incidenza di nefropatia dia-
betica cronica (CKD) e altre malattie microvascolari nei pazienti
diabetici di tipo 1 con NAFLD indipendentemente dal controllo

metabolico od altri fattori di rischio.
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E’ stato postulato che possa esistere una correlazione tra le
concentrazioni di vitamina D e la presenza di NAFLD ,
giustificata dalla presenza di recettori per la vitamina D (VDR)
anche nel fegato e nel pancreas.

Dati in letteratura indicano che basse concentrazioni di vitamina
D si associano alla severita della steatosi, alla
necroinfiammazione ed alla fibrosi nella NAFLD.

E’ stato anche dimostrato che 1 livelli serici di vitamina D
possono predire la severita della NAFLD indipendentemente da
altri fattori come il BMI o I’insulinoresistenza.

L’effetto extrascheletrico della vitamina D ¢ giustificato dalla
presenza di recettori per la vitamina D (VDR) anche nel fegato e
nel pancreas. In virtu di cio la vitamina D interviene nel
controllo degli acidi grassi liberi, nella regolazione dell’uptake
glucidico e nei processi metabolici.

Nell’uomo il VDR epatico, quando attivato, inibisce la sintesi di
acidi biliari agendo pertanto indirettamente sul metabolismo di
lipidi e glucidi.

Inoltre polimorfismi del gene codificante per il VDR sono stati
descritti come fattori di suscettibilita per il diabete. A tal
riguardo, particolarmente rilevante ¢ stata 1’associazione tra la
suscettibilita per il diabete tipo 1 ed il polimorfismo Bsml
nonché con FoklI e Taql. Tale dato potrebbe spiegare il deficit di
vitamina D riscontrato in pazienti con nuova diagnosi di diabete

di tipo 1.
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Dai dati in letteratura basse concentrazioni di vitamina D si
associano alla severita della steatosi, alla necroinfiammazione ed
alla fibrosi nella NAFLD. Inoltre 1 livelli serici di vitamina D
possono predire la severita della NAFLD indipendentemente da
altri fattori come il BMI o I’insulinoresistenza.

Benché 1 dati in letteratura supportino la correlazione tra
NAFLD e vitamina D ad oggi, a nostro sapere, non ci sono studi
che abbiano analizzato la correlazione tra NAFLD, vitamina D e

diabete di tipo 1.
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Materiali e metodi

Sono stati reclutati in maniera consecutiva 265 pazienti affetti
da diabete di tipo 1 (95 uomini e 170 donne) afferenti presso gli
ambulatori del centro antidiabetico dell’azienda ospedaliera di
Padova che rispondevano ai criteri di inclusione/esclusione e che
esprimevano il proprio consenso a partecipare allo studio. I pa-
zienti che assumevano piu di 20 g/die di alcool sono stati esclusi
dallo studio. Nessuno dei pazienti inclusi nello studio aveva una
storia positiva per epatite C o B o per consumo di sostanze stu-
pefacenti. I criteri di inclusione ed esclusione utilizzati per il re-
clutamento dei pazienti sono riassunte nella tabella 2.

Previa firma del consenso informato i pazienti hanno eseguito
una ecografia epatica ed un prelievo ematico per la determina-
zione della vitamina D (vn 75-250 nmol/l), PTH (vn 0-6 mg/l),
Calcio (vn 2.1-2,5 nmol/l), fosforo (vn 0,87-1,45 nmol/l), ma-
gnesio (vn 0,7-1,05 nmol/l) e per la determinazione dei Single
Nucelotide Polymorphism (SNPs) del recettore della vitamina D;
gli altri parametri metabolici (funzionalita renale, epatica,
HbAlc) sono stati ricavati dalle cartelle cliniche dei pazienti. 11
prelievo ematico e I’ecografia epatica sono stati eseguiti dopo un
digiuno di almeno 8 ore.

Le misure antropometriche di base sono state eseguite in tutti i
soggetti che hanno partecipato allo studio. In particolare sono

state rilevate 1’altezza, il peso , I’indice di massa corporea (BMI)
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calcolato dividendo il peso (espresso in kilogrammi) per il qua-
drato dell’altezza espresso in metri, la circonferenza vita.

La pressione arteriosa ¢ stata misurata due volte in posizione se-
duta con uno sfignomanometro a mercurio dopo un riposo di al-
meno 10 minuti.

La misurazione della 25(OH)D3 ¢ stata eseguita con metodo co-
lorimetrico (Laison, DiaSorin) presso il laboratorio centralizzato
su sieri centrifugati, separati e conservati per alcuni giorni a
-25°C in frigoriferi di precisione dotati di termometro.

Nel corso dell’ecografia epatica sono stati valutati il diametro
addominale sagittale, la presenza o meno di steatosi, lo spessore
del tessuto adiposo periepatico.

Il diametro addominale sagittale ¢ stato determinato su paziente
in posizione supina dal punto piu alto della superficie addomi-
nale durante una normale respirazione.

La presenza/ assenza di NAFLD ¢ stata valutata mediante sonda
ecografia da 3.5 MHz. Nel corso della determinazione sono state
ottenute le seguenti immagini: vista sagittale del lobo di destra
del fegato e del rene destro; vista trasversale del segmento latera-
le sinistro del fegato e milza; vista trasversale del fegato e del
pancreas; e vista di ogni altra area epatica che presentasse altera-
zioni ecografiche.

La presenza di steatosi epatica lieve o moderata ¢ stata determi-
nata sulla base dell’iperecogenicita del parenchima epatico ri-

spetto al rene di destra.
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La steatosi moderata o severa ¢ stata definita in base all’attenua-
zione posteriore del segnale ecografico di grado lieve o marcato
ed in base alla ridotta visualizzazione delle pareti dei vasi intrae-
patici e del diaframma. (sensibilita 60-84% e specificita
84-95%).

La sensibilita della tecnica si riduce in caso di pazienti obesi o di
infiltrazione epatica di grasso inferiore al 33%).

Per la determinazione dello spessore del tessuto adiposo periepa-
tico (PATT) la sonda ecografica ¢ stata collocata tra le coste lun-
go la linea ascellare media ed il raggio us ¢ stato indirizzato at-
traverso il ramo destro della vena portale. La misura del tessuto
ecogeno tra la linea iperecogena della superficie profonda dei
muscoli addominale e la superficie epatica rappresentava lo
spessore del grasso periepatico 18 119 120 121,

A tutti 1 soggetti ¢ stato illustrato dettagliatamente il consenso
informato, che ¢ stato firmato da ogni paziente prima dell’arruo-
lamento nello studio.

Il protocollo ¢ stato approvato dal Comitato Etico dell’azienza
ospedaliera Universita di Padova, e lo studio ¢ stato condotto in
accordo con 1 principi della Dichiarazione di Helsinki.

L’ arruolamento dei pazienti ¢ durato un anno circa. Abbiamo
studiato i piut comuni SNPs del recettore della vitamina D: Fok,
Bsm, Apa, Taq e, sulla base dei parametri ematochimici e biome-
trici valutati, abbiamo calcolato il fatty liver index come parame-
tro biochimico di conferma del reperto ecografico di statosi epa-

tica.
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Il calcolo del Fatty Liver Index ¢ stato eseguito sulla base della
formula riportata da Bedogni: FLI = (e 0.953*loge (triglycerides)
+ 0.139*BMI + 0.718*loge (ggt) + 0.053*waist circumference -
15.745) / (1 + e 0.953*1oge (triglycerides) + 0.139*BMI +
0.718*loge (ggt) + 0.053*waist circumference - 15.745) * 100.
Per gli SNPs del VDR, dal momento che il polimorfismo FOK
non ¢ in linkage disequilibrium con gli altri tre, che sono vicini
tra loro ¢ distanti da FOK, abbiamo studiato 1’inferenza senza
Fok.

Gli aplotipi ottenuti sono stati analizzati in maniera scouting per
vedere se c’era una relazione con le variabili Vitamina D relate.
Tutta ’analisi successiva si basa sull’assunto che ci possa essere
una differenza tra i pazienti con almeno un aplotipo 1 verso gli
altri aplotipi. Oppure 2 tipi di trend: a) aver almeno 1 aplotipo 1,
almeno un aplotipo 2 ma non 1 e avere almeno un aplotipo 3; b)

avere 2 copie di aplol, una copia ovvero nessuna copia.
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Criteri di inclusione:

soggetti affetti da diabete di tipo 1
diagnosticato entro i 40 anni di eta

durata di malattia superiore ad 1

anno

eta compresa tra i 18-50 aa

storia negativa per uso di farmaci
che interferiscono con il metaboli-
smo glucidico od il metabolismo
0Ss€0

affidabilita nell’esecuzione dell’au-
tomonitoraggio domiciliare delle

glicemie

Storia negativa per abuso di alcool

<20g/die (<21 drink a settimana per

gli uvomini e 14 drink a settimana per

le donne)
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Criteri di esclusione

problemi psichiatrici non control-
lati

gravidanza in atto o desiderio di

gravidanza nell’arco dello studio

iperparatiroidismo primitivo o se-

condario

ipoglicemie asintomatiche

assunzione di: amiodarone; meto-

trexate, tamoxifene; corticosteroidi

anemia cronica (Hb<10 g/I)

storia di epatite

TABELLA 2. CRITERI DI INCLUSIONE/ESCLUSIONE



Analisi statistica

Tutte le analisi statistiche sono state condotte attraverso I’impi-
ego di software statistici (SPSS ed R). Le variabili non distribui-
te normalmente hanno subito una trasformazione logaritmica
(log10) prima di essere inserite nelle analisi. Tutte le variabili
sono state inserite nel testo e nelle tabelle con il valore medio +

deviazione standard.

Il confronto tra le medie di due gruppi indipendenti ¢ stato ese-
guito con il test T di Student per le variabili continue e il test del
x2 per le variabili categoriche. Sono state utilizzate le analisi di
regressione multivariata logistica e ordinale per valutare la corre-
lazione esistente tra presenza e grado di NAFLD e le variabili
predittrici, in accordo con le rispettive assunzioni. Il valore di
FLI e la concentrazione di 25(OH)D3 sono stati inseriti nelle

analisi come variabili continue.

Per indagare la relazione tra FLI e le variabili cliniche e biochi-
miche di predizione, ¢ stato costruito un modello di regressione

lineare multivariata.

Per tutte le analisi, valori di p < 0.05 sono stati considerati stati-

sticamente significativi, con un intervallo di confidenza del 95%.
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Risultati

Risultati metabolici

Le caratteristiche antropometriche e bioumorali della coorte di
pazienti arruolata sono riassunte nelle tabelle 3 e 4.

I valori medi di piastrine, colesterolo totale, HDL, trigliceridi,
GOT, GPT, GGT, PTH calcio, fosforo e magnesio erano nel ran-
ge di normalita.

Nella coorte di pazienti studiata il 16% (45 pazienti) aveva rice-
vuto una supplementazione con vitamina D (colecalciferolo) nel-
I’ultimo anno.

Dei pazienti supplementati, 23 avevano livelli di vitamina D a
target (>75 nmol/l) (in base a quanto previsto dalle linee guida
IOM) mentre 1 restanti avevano livelli di vitamina D compresi
tra insufficienza e carenza.

Dei pazienti supplementati con livelli di vitamina D <75 nmol/l

solamente 4 presentavano la NAFLD.
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supplementazione con vitamina D (cole-
calciferolo) nell’ultimo anno

consumo alcool (consumo quotidiano)
steatosi

ipertensione (PA>140/90 mmHg)
complicanze

nefropatia (pz)

RD (pz)

vasculopatia (pz)

neuropatia (pz)

almeno 1 episodio di chetoacidosi nell’ul-
timo anno

almeno 1 episodio di ipoglicelicemia se-
vera nell’ultimo anno

sindrome metabolica (ATPIII)

N° pa-
zienti

45

62
69
62

106
13
71
28
42
22

75

%

16,98

23,40
26,04
23,40
40,00

4,91
26,79
10,57
15,85

8,30

3,02

28,30

TABELLA 3. CARATTERISTICHE ANTROPOMETRICHE DELLA

POPOLAZIONE STUDIATA
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media +SD
eta (anni) 42,36 13,07
HbAlc (%) 7,78 0,83
Zi;;z;? di malattia 21,09 12,01
BMI (Kg/m?) 25 4,26
ngl())nferenza vita 85,88 12,4
f?;i:%%:o insulinico 0,53 0,18
FLI (fatty liver index) 21,37 21,87
eGFR 97,76 20,39
Plts 254,71 65,13
Chol 176,67 29,55
HDL 66,35 16,49
LDL 95,64 22,82
Trigl 72,96 39,96
GOT 21,50 10,58
GPT 23,95 18,43
GGT 19,38 17,96
VitD 55,72 26,10
Ca 2,35 0,09
Phos 0,93 0,17
Mg 0,79 0,06
PCR 3,85 3,74
PTH 23,93 10,40

TABELLA 4. PARAMETRI EMATOCHIMICI
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NAFLD e vitamina D

Nella coorte di pazienti studiata il 45% era carente di vitamina D
(vitamina D <50 nmol/l), ed il 31% era insufficiente (vitamina D

tra 50-75 nmol/l) (grafico 1).
M pazienti supplementati I pazineti non supplmenentati

0 20 40 60 80

Vit. D >75 nmol/l

Vit. D 50-75 nmol/l

Vit. D 25-50 nmol/I

Vit D <25 nmol/l

GRAFICO 1. CONCENTRAZIONI DI VITAMINA D NEI GRUPPI SUPPLE-
MENTATI E NON

La prevalenza di stetaosi nel campione esaminato era del 26%;

in particolare la steatosi era maggiormente prevalente tra i pa-
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zienti i con livelli di vitamina D inferiori a quelli auspicabili (75
nmol/l) rispettivamente nel 27% dei pazienti con carenza vitami-
nica D e nel 29% dei pazienti con insufficienza vitaminica D

(tabella 5).

NAFLDno NAFLDsi  p value
(%) (Y0)

vitamina D <75 nmol/l 135 (74.59) 46 (25.4)  0.97

pz non supplementati 165 (74.32) 57 (25.68) 0.88
con vitamina D

sindrome metabolica 14 (38.89) 22 (61.11) <0.0001
nefropatia diabeticap 6 (66.67) 3(33.33) 0.69
retinopatia diabetica 39 (67.24) 19 (32.76) 0.18
vasculopatia diabetica 13 (68.42) 6 (31.58) 0.58
neuropatia diabetica 21 (65.63) 11 (34.38) 0.42
IMT (>0.9mm) 9(5.92) 9(16.36) 0.02

TABELLA 5. CARATTERISTICHE DALLA POPOLAZIONE IN BASE ALLA
NAFLD

Non ¢ perd emersa alcuna differenza in toto tra i gruppi con e

senza steatosi rispetto ai livelli di vitamina D (p=0.6) (grafico 2).

63



M steatosi

vit. D <7

GRAFICO 2. PREVALENZA DELLA STEATOSI NEI GRUPPI IN BASE Al
LIVELLI DI VITAMINA D

Anche dopo aver suddiviso i pazienti in sottogruppi rispetto alla
supplementazione con vitamina D nell’ultimo anno, non abbia-
mo notato alcuna differenza tra 1 gruppi (supplementati e non)
con e senza statosi rispetto ai livelli di vitamina D (p=0.053)

(grafico 3).
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prevalenza di steatosi tra i pazineti prevalenza di steatosi tra i pazineti
supplmentati NON supplmentati

B VD <75 nmol/l B VD> 75 nmol/l B VD <75 nmol/l B VD> 75 nmol/l

statosi

steatosi statosi

steatosi NO

GRAFICO 3. PREVALENZA DELLA NAFLD IN BASE Al LIVELLI DI
VITAMINA D NEI SUPPLEMENTARI E NON SUPPLEMENTATI

Nei pazienti che avevano ricevuto la supplementazione con vi-
tamina D nell’ultimo anno le concentrazioni di vitamina D erano
statisticamente differenti rispetto ai pazienti che non avevano ri-
cevuto la supplementazione (p <0.001).

In considerazione della esiguita della popolazione supplementata
rispetto alla coorte totale di pazienti esaminata, e visto che la
supplementazione potrebbe essere un possibile elemento con-
fondente, abbiamo deciso di escludere dalla successive analisi 1
pazienti che avevano ricevuto la supplementazione con vitamina

D nell’ultimo anno.
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Sindrome metabolica (SM)

Dal punto di vita metabolico, pazienti con NAFLD presentava-
no una maggiore prevalenza di sindrome metabolica (definita
secondo 1 criteri ATPIII) rispetto ai pazienti senza NAFLD
(p<0.0001) (tabella 6, grafico 4).

pz CON steatosi

pz SENZA stetaosi

ll sindrome metabolica PRESENTE
ll sindorme metabolica ASSENTE

GRAFICO 4. PREVALENZA DI SINDROME METABOLICA IN PAZIENTI
CON E SENZA STETAOSI
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HbAlc >8%

nefropatia diabeti-
ca presente

retinopatia diabeti-
ca presente

vasculopatia diabe-
tica presente

neuropatia diabeti-
ca
presente

sindrome meta-
bolica no
n (%)

66 (80.49)
5 (55.56)

44 (12.74)

12 (8.51)

27 (21.95)

sindrome meta-
bolica si
n (%)

16 (19.51)
31 (15.12)

14 (21.14)

7(21.88)

5(15.63)

p va-
lue

0.31
0.04

0.04

0.053

0.69

TABELLA 6. CARATTERISTICHE DALLA POPOLAZIONE IN BASE ALLA
SINDROME METABOLICA

Inoltre 1 pazienti con sindrome metabolica presentavano un

maggior grasso preperitoneale e preperitoneale rispetto ai pa-

zienti senza sindrome metabolica (p<0.0001) (tabella 7).

67



le (mm)

Sindrome me- | Sindrome me- | p value
tabolica pre- | tabolica assente
sente (36) (187)
media + SD media + SD
grasso peritoneale 48.7+ 19 37.6 +12.9 <0.0001
(mm)
grasso preperitonea- 254+5.5 179+ 6.5 <0.0001

TABELLA 7. PARAMETRI ECOGRAFICI E SINDROME METABOLICA

Una debole differenza tra i gruppi (con e senza SM) (p= 0,076) ¢

stata osservata anche per i livelli i vitamina D (grafico 5).

Rispetto alla presenza di complicanze croniche legate al diabete 1

pazienti con sindrome metabolica presentavano una maggior

prevalenza di nefropatia e retinopatia diabetiche rispetto ai pa-

zienti senza SM (p=0.004).

Non ¢ stata osservata alcuna differenza nella prevalenza di sin-

drome metabolica tra i pazienti in base al compenso metabolico

né per la presenza delle altre complicanze croniche legate al dia-

bete.
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Il sindrome metabolica presente M sindrome metabolica ASSENTE
1

vit D<50 n

vitD>75n

GRAFICO 5. PREVALENZA DI SINDROME METABOLICA IN BASE Al
LIVELLI DI VITAMINA D
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Complicanze NAFLD e Vitamina D

Nella nostra popolazione di pazienti la NAFLD non rappresenta-
va un fattore predisponente la presenza di retinopatia, vasculopa-
tia e neuropatia diabetiche; bensi 1 pazienti con NAFLD presen-
tavano maggiore prevalenza di nefropatia diabetica (p< 0.0001) e
maggiori spessori medio intimali (p=0.02) rispetto ai pazienti
senza NAFLD (tabella 8).

Di contro i livelli di vitamina D non sembravano influenzare la

presenza di complicanze croniche legate al diabete.

vitamina D vitamina D >=75 p va-
<75nmol/l nmol/l lue
n° (%) n° (%)
IMT (>0.9mm) 15 (9) 3(8) 1
sindrome metabo- 24 (13.19) 10 (25.64) 0.050
lica '
nefropatia diabeti- 8(4.6) 1(2.56) 1
ca
retinopatia diabe- 44 (25) 14 (36.8) 0.13
tica '
vasculopatia dia- 15 (10.87) 4 (11.75) 1
betica
neuropatia diabe- 26 (21.67) 6 (20.69) 0.90
tica '

TABELLA 8. CARATTERISTICHE DALLA POPOLAZIONE IN BASE Al
LIVELLI DI VITAMINA D
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Parametri ecografici

Il grasso peritoneale e preperitoneale ed il fabbisogno insulinico
correlavano con il Fatty liver index (FLI) (p< 0.05) e con la sin-

drome metabolica (p=0.0001) (grafico 6).
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GRAFICO 6. CORRELAZIONE GRASSO PREPERITONEALE, GRASSO
PERITONEALE, FABBISOGNO INSULINICO GIORNALIERO CON IL FLI

Rispetto al fabbisogno insulinico solamente il grasso peritoneale

(p=0,01) correlava ma non il grasso preperitoneale (grafico 7).
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GRAFICO 7. CORRELAZIONE GRASSO PERITONEALE GRASSO PRE-
PERITONEALE, BMI E FABBISOGNO INSULINICO GIORNALIERO
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Risultati genetici

Dall’analisi della coorte di pazienti esaminata ¢ emerso che 183
pazienti presentavano 1’aplotipo 1 ed 85 pazienti gli altri aplotipi
(aplotipo 2, aplotipo 3); dei pazienti che presentavano I’ aplotipo

non 1,

® aplotipo 1
® aplotipo2e 3

aplotipo non 1 con Aplo 2
® aplo non 1 con aplo 3

—

3% e
21%

53%

22%

GRAFICO 8. DISTRIBUZIONE DEGLI APLOTIPI DEL VDR NELLA POPO-
LAZIONE STUDIATA
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1’85% (73 pazienti) presentava almeno un aplotipo 2 ed il restan-
te 14% (12 pazienti) presentava almeno un aplotipo 3 (grafico 8).
Tra 1 2 gruppi (aplo 1 /non 1) non vi era differenza per sesso

(p=0.059), per eta (p=0.27 ), eta di malattia (p=0.43).

I due gruppi erano diversi per il numero di pazienti con livelli di

vitamina D </>30-50 nmol/l.

Il dato veniva confermato anche sottraendo i pazienti con sup-
plementazione di vitamin D e dall’analisi per trend b: avere 2
aplotipi 1, 1 o nessun aplotipo 1 (fino a p=0.0035 per VitD < 40).
Non vi era alcuna differenza per 1’esposizione al sole, inetta

come esposizione ai raggi solari/ore/die (tabella 9).
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p value

compenso metabolico (HbA1c >7%) 0,042
ipoglicemie severe (numero di episodi ultimo anno) 0,00017
BMI (20-25 KG/M2) (<20 KG/M2) 0,2
presenza di complicanze 0,07
NAFLD 0,5
fatty liver index 0,5
complicanze legate al diabete 0,07
E-GFR 0,4
colesterolo, triglicerdi >0,05
LDL (>125 MG/DL) 0,009
sindrome metabolica 0,016

TABELLA 9. DIFFERENZE TRA L’APLOTIPO 1 E GLI APLITIPI NON 1
NELLE CARATTERISTICHE ANTROPOMETRICHE E BIOCHIMICHE

DELLA POPOLAZIONE STUDIATA
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Vitamina D/Controllo metabolico

I pazienti con Aplotipo 1 avevano livelli di vitamina D inferiori

rispetto ai pazienti con gli aplotipo non 1 (p=0.003).

Il compenso metabolico, inteso come media della HbAlc degli
ultimi quattro anni, risultava peggiore nei pazienti con 1’aplotipo
1 rispetto agli altri aplotipi, e raggiungeva la significativita stati-

stica a partire da valori di glicata superiori a 7.8 % (p=0.042).

Per contro, il gruppo con I’aplotipo non 1, mostrava essere il
gruppo che aveva avuto piu episodi di ipoglicemie severe nel-

I’anno precedente(8/85 Vs 1/183, p 0.00017).

Per ipoglicemia severa si intende un episodio ipoglicemico che

ha richiesto intervento di terzi per il trattamento

Il fabbisogno insulinico giornaliero complessivamente non era
differente tra gli aplotipi valutati (aplol= 0.54 vs aplo non 1
0.51) (X?p=0.036 di 0,75 TU/Kg);
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Complicanze

Dall’analisi in trend per diversi aplotipi, ¢ emerso il rischio cre-
scente di sviluppare complicanze passando dall'aplotipo 3 all’a-

plotipo 1 (p=0.048).

NAFLD/sidrome metabolica

La presenza di NAFLD ¢ fortemente in relazione con la sindro-
me metabolica negli aplotipi nonl (p=1.9x10-5) mentre ¢ quasi

dissociata negli aplo1 (p=0.013)

Parametri ecografici

Per quanto riguarda lo spessore del grasso peritoneale ¢ emerso
che la differenza tra 1’ aplotipo 1 e gli altri ¢ ben evidente per
spessori di grasso < 20-30 mm (cioe¢ nel 1-2° interquartile): 1 piu
magri non hanno I’aplotipo 1 (estremamente evidente per aploti-
pi 2 contro tutti fino p=2.6x10-10). Tale differenza ¢ molto piu

evidente nelle donne.

Per lo spessore del grasso preperitoneale la differenza tra aplol e
gli altri € appena evidente per spessori di grasso < 7 mm (cio€
nel 1-2° interquartile): i pit magri non hanno [’aplotipo 1
(estremamente evidente per aplotipi 2 contro tutti fino p=1x10%).
Anche tale reperto ¢ maggiormente evidente quasi esclusivamen-

te nelle donne.
77



Conclusioni

Nella nostra popolazione di diabetici di tipo 1 la presenza di
NAFLD non sembrava essere legata alle concentrazioni di vita-
mina D.

Quanto emerso, sebbene discordante con la maggior parte dei
dati in letteratura a nostra conoscenza, appare confermare 1 risul-
tati ottenuti in alcuni recenti studi.

Nel primo studio, condotto su una popolazione di pazienti non
diabetici non ¢ risultata alcuna correlazione tra i livelli di vita-
mina D, la resistenza insulina e la steatosi epatica 122.

Nel lavoro di Petit 123 del 2015 i risultati ottenuti hanno eviden-
ziato I’assenza di differenze nella prevalenza di steatosi nei pa-
zienti TIDM rispetto ai controlli nonché 1’apparente mancanza
di correlazione tra la statosi epatica e I’insorgenza di complican-
ze croniche legate al diabete. Tale studio ¢ stato condotto su 128
pazienti diabetici di tipo 1 in cui ¢ stata valutata la prevalenze di
steatosi epatica, mediante RMN, rispetto ai controlli ed ai pa-
zienti diabetici di tipo 2.

Ed infine, nello studio di Llenardo '?4 eseguito su 30 pazienti
diabetici di tipo 1 obesi, studiati con spettroscopia di risonanza
magnetica nucleare, il diabete di tipo 1 ¢ risultato un elemento
protettivo verso la steatosi epatica. La spiegazione di cio, secon-
do gli Autori, potrebbe essere riconducibile alla mancanza del

gradiente insulinico portale/periferico che quindi diminuirebbe la
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stimolazione della lipogenesi epatica da parte dell’insulina pro-
teggendo quindi dalla NAFLD.

Parimenti, anche Perseghin!?® nel 2005 aveva dimostrato una
prevalenza inferiore di stetatosi epatica in 19 T1DM rispetto ai
controlli non diabetici.

Occorre tuttavia sottolineare che tali studi, benché interessanti
nei risultati ottenuti, sono stati condotti su campioni limitati.
Inoltre, a nostro sapere, gli studi fino ad ora condotti su NAFLD
e vitamina D sono stati eseguiti su popolazioni di pazienti diabe-
tici di tipo 2 o su pazienti non affetti da diabete.
Indipendentemente dalle concentrazioni di vitamina D, la NA-
FLD, nel nostro studio, si associava ad una maggiore insulinore-
sistenza, SM ed ad un aumento del grasso peritoneale (indice in-
diretto di insulinoresistenza) e preperitoneale, nonché¢ ad un
maggiore BMI.

Tale risultato confermerebbe, almeno in parte, la definizione,
spesso riscontrata in letteratura, della NAFLD come indicatore
epatico o conseguenza di sindrome metabolica.

Inoltre, 1 risultati ottenuti rispetto al fatty liver index confermano
quanto gia descritto in letteratura sul FLI come indice biochimi-
co di stetaosi epatica.

Alla luce di quanto detto la NAFLD potrebbe essere definita un
effetto dello scompenso metabolico ed un fattore prognostico
negativo per lo sviluppo a lungo termine di complicanze, come

gia dimostrato in alcuni studi prospettici.
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Da quanto riscontrato nello studio degli SNPs del VDR, la NA-
FLD non ¢ indicatore epatico di sindrome metabolica negli Aplo
1* Tale aplotipo sembrerebbe invece essere un elemento favo-
rente la presenza di complicanze e di sindrome metabolica che,
in questi pazienti, si manifesterebbero a prescindere dalla NA-
FLD (che in questo caso non sarebbe un indicatore epatico di
sindrome metabolica) a differenza degli pazienti con aplotipo
non 1 in cui, invece esiste una correlazione diretta tra NAFLD e
sindrome metabolica.

Ad oggi, a nostro sapere, non sono stati eseguiti ancora degli
studi nel diabete di tipo 1 sulla possibile associazione tra com-
plicanze croniche legate al diabete ¢ SNPs del VDR. Al contra-
ri0, dati in letteratura dimostrano un’ associazione tra gli SNPs
del VDR ed un incremento del rischio di coronaropatia nei pa-
zienti diabetici di tipo 2 126,

Tuttavia per confermare 1 risultati trovati ¢ opportuno sviluppare
studi prospettici con gruppi di controllo per valutare la prevalen-
za ¢ I’effetto degli SNPs del recettore della vitamina D, non solo

nei diabetici di tipo 1, ma anche sulla popolazione generale.
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