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RIASSUNTO 

 

Presupposti dello studio 

I microRNA, molecole coinvolte nel controllo dell’espressione genica, sono 

frequentemente deregolati in svariate patologie e tumori umani. Negli ultimi anni 

molti studi hanno evidenziato una deregolazione di queste molecole nelle malattie 

epatiche croniche e nel carcinoma epatocellulare, suggerendone un possibile ruolo 

diagnostico e prognostico, anche se i risultati non sono del tutto concordanti. Uno 

dei microRNA più espressi nelle malattie croniche epatiche è miR-21. 

 

Scopo dello studio 

L’obiettivo dello studio è quello di determinare i livelli di miR-21 negli stadi 

clinico-patologici della malattia epatica cronica e nell’epatocarcinoma e valutarne 

la correlazione con la severità della fibrosi epatica e con i test di laboratorio di 

funzionalità epatica. 

 

Materiali e metodi 

I campioni di sangue di 16 volontari sani, 11 pazienti con NAFLD/NASH, 19 

pazienti con epatite cronica C (CHC), 20 pazienti cirrotici e 18 pazienti con HCC 

raccolti tra gennaio 2019 e giugno 2021, sono stati valutati retrospettivamente. 

Nei gruppi NAFLD/NASH e nei gruppi CHC è stata anche valutata la stiffness 

epatica, mediante elastografia, mentre questi dati erano disponibili solo in 7 dei 

pazienti cirrotici. Dai campioni ematici sono stati determinati i livelli sierici di 

miR-21, i quali sono stati calcolati utilizzando il metodo 2-Ct (fold-change, fc), 

utilizzando soggetti sani come gruppo di riferimento per la normalizzazione.  

 

Risultati 

Rispetto ai soggetti sani, ai pazienti con NAFLD/NASH e CHC, un livello 

significativamente più alto di miR-21 è stato rilevato nei cirrotici (2.13-fc, IQR 

1.15-2.93) e nei pazienti con HCC (1.67-fc, IQR 1.17-2.10), senza differenze 

statisticamente significative tra questi due ultimi gruppi. MiR-21 era correlato 

positivamente con la stiffness epatica misurata all’elastografia (r = 0.44, IC 95% 

0.10-0.68; p=0.01) e i pazienti F0-F1 mostravano livelli più bassi del marker 
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rispetto a F2-F3 (p=0.03) e pazienti F4 (p=0.0009). Inoltre, miR-21 si è rivelato 

un predittore indipendente di fibrosi F4. In pazienti con epatite cronica e cirrotici, 

miR-21 era correlato con AST (r = 0.40; p=0.001), ALP (r = 0.36; p=0.005), 

albumina (r = -0.42; p=0.0008) e INR (r = 0.39; p=0.002).  

 

Conclusioni 

MiR-21 è un biomarcatore utile per identificare la progressione del danno epatico, 

ma non sembra accurato nella diagnosi di HCC considerando il livello simile nei 

cirrotici rispetto ai pazienti con cancro. È correlato alla fibrosi epatica, all’attività 

necroinfiammatoria epatica e ai parametri di funzionalità epatica e potrebbe essere 

utile per fornire informazioni su diversi aspetti delle malattie croniche del fegato.  
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ABSTRACT 

 

Background 

MicroRNAs, molecules involved in the control of gene expression, are frequently 

deregulated in many human diseases and cancers. In recent years, many studies 

have shown a deregulation of these molecules in chronic liver diseases and 

hepatocellular carcinoma, suggesting a possible diagnostic and prognostic role, 

even if the results are not entirely concordant. One of the most expressed 

microRNAs in chronic liver diseases is miR-21.  

 

Purpose 

The aim of the study is to evaluate miR-21 serum levels in clinical-pathological 

stages of chronic liver disease and in hepatocellular carcinoma and to assess its 

correlation with the severity of liver fibrosis and with liver function laboratory 

tests. 

 

Methods  

Blood samples of 16 healthy volunteers, 11 patients with NAFLD / NASH, 19 

patients with chronic hepatitis C (CHC), 20 cirrhotic patients and 18 patients with 

HCC collected between January 2019 and June 2021, were evaluated 

retrospectively. Liver stiffness measured with elastography was also collected in 

the NAFLD / NASH and CHC groups, while these data were only available in 7 

of the cirrhotic patients. Serum levels of miR-21 were determined from blood 

samples and calculated using the 2-ΔΔCt (fold-change, fc) method, using healthy 

subjects as the reference group for normalization.  

Results                                                

Compared to healthy subjects, NAFLD/NASH and CHC patients, a significantly 

higher level of miR-21 was detected in cirrhotics (2.13-fold, IQR 1.15-2.93) and 

in HCC patients (1.67-fold, IQR 1.17-2.10), without statistically significant 

differences between these last two groups. MiR-21 was positively correlated with 

liver stiffness measured with elastography (r = 0.44, 95% CI 0.10-0.68; p=0.01), 

and F0-F1 patients showed lower levels of the marker compared to F2-F3 

(p=0.03) and F4 patients (p=0.0009). In addition, miR-21 proved to be an 
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independent predictor of F4 fibrosis. In chronic hepatitis and cirrhotic patients, 

miR-21 was correlated with AST (r = 0.40; p=0.001), ALP (r = 0.36; p=0.005), 

albumin (r = -0.42; p=0.0008) and INR (r = 0.39; p=0.002). 

 

Conclusions 

MiR-21 is a useful marker in identifying the progression of liver damage, but it 

seems not accurate in diagnosis of HCC considering the similar level in cirrhotics 

compared to patients with cancer. It correlates with liver fibrosis, hepatic 

necroinflammatory activity and liver function parameters, and it could be useful in 

providing information on different aspects of chronic liver diseases.  
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1. INTRODUZIONE 

 

1.1 LA STORIA NATURALE DELLA MALATTIA EPATICA CRONICA 

Il fegato è uno degli organi più importanti e svolge moltissime funzioni essenziali 

per l’organismo: metaboliche, a livello glucidico, lipidico e proteico, ma anche 

cataboliche, di deposito e di rimozione di sostanze tossiche. Quando il fegato 

viene interessato da un processo patologico queste numerose funzioni che svolge 

vengono compromesse, in modo variabile e generalmente progressivo a seconda 

del grado di coinvolgimento del parenchima epatico.1 

I meccanismi alla base del danno epatico sono estremamente complessi e non 

ancora del tutto chiariti. Il danno può essere diretto, da parte dell’agente 

eziologico (virale, ischemico o chimico/tossico) a livello del parenchima epatico, 

oppure, come nella maggior parte dei casi, indiretto, cioè causato 

dall’infiammazione conseguente all’interazione tra agente lesivo e sistema 

immunitario. A tale danno il fegato risponde con un pattern variabile di 

riparazione e rigenerazione epatocitaria, fibrosi o necrosi cellulare, anche in base 

all’entità del danno e soprattutto alla permanenza e persistenza della causa. La 

malattia cronica epatica è al giorno d’oggi una tra le più frequenti patologie 

croniche nel mondo, incidendo notevolmente in termini di morbidità e mortalità, 

ma anche in termini di costi diretti e indiretti legati alla diagnosi, al trattamento e 

alla gestione delle numerose complicanze.2 

La malattia epatica può essere causata da molti agenti eziologici: i principali sono 

gli agenti virali (epatite B [HBV], epatite C [HCV]), metabolici (Steatosi Epatica 

Non Alcol-correlata [Non-Alcoholic Fatty Liver Disease o NAFLD] e Steato-

Epatite Non Alcol-correlata [Non-Alcoholic Steato-Hepatitis o NASH]) e tossici 

(Epatopatia Alcol-correlata [Alcoholic Liver Disease o ALD] e Steato-Epatite 

Alcol-correlata [Alcoholic Steato-Hepatitis o ASH]).3 

La storia naturale delle malattie croniche di fegato (Figura 1) è comune 

indipendentemente dal tipo di danno. Nonostante presentino un meccanismo 

patogenetico diverso le une dalle altre, tutte le malattie epatiche croniche 

convergono allo sviluppo di fibrosi, come tentativo di riparazione in risposta 

all’insulto lesivo a carico del parenchima epatico, e alla conseguente evoluzione 

in cirrosi epatica, che con le sue complicanze e l’aumentato rischio di insorgenza 
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di epatocarcinoma, rappresenta lo stadio terminale delle malattie epatiche 

croniche.4 

 

Figura 1: rappresentazione schematica della storia naturale della malattia epatica cronica.5 

 

Le malattie di fegato possono esordire con una fase acuta, o epatite acuta, definita 

come un processo infiammatorio e necrotico che si risolve entro sei mesi. 

Solitamente questa fase è caratterizzata da un aumento importante delle 

transaminasi e dalla presenza di manifestazioni cliniche associate che dipendono 

in larga parte dalla gravità del coinvolgimento necroinfiammatorio a carico del 

parenchima epatico, come ittero e, seppur raramente, insufficienza epatica acuta. 

L’epatite cronica rappresenta la possibile evoluzione delle forme acute, le quali, 

maggior parte dei casi, passano inosservate in quanto asintomatiche o 

paucisintomatiche. L’epatite cronica è definita come un’entità clinico-patologica 

caratterizzata dalla persistenza per oltre sei mesi dei fenomeni di necrosi 

epatocitaria, causati da infiammazione diffusa del fegato e associati a un grado 

variabile di fibrosi.4 

Spesso le epatiti croniche vengono diagnosticate casualmente, come conseguenza 

di altri accertamenti. Frequentemente l’esordio è subdolo, con sintomi aspecifici 

come astenia, febbricola e calo ponderale, con un lieve rialzo degli indici di 

epatocitolisi. Negli stadi più avanzati possono comparire i primi segni e sintomi 

legati allo scompenso epatico.6,7 Il tempo che intercorre tra l’esordio della malattia 

e l’instaurarsi della cirrosi, stadio terminale delle malattie epatiche croniche, è 

variabile e dipende da numerosi fattori come l’aggressività della malattia, dalla 

tempestività e dall’efficacia della terapia, dall’eliminazione degli eventuali fattori 
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di rischio e dalla capacità di risposta dell’organismo. Questo processo di 

infiammazione e fibrosi evolve in modo subclinico per molti anni, tant’è che la 

stessa cirrosi in fase iniziale non influisce sulla funzione epatica, che rimane 

conservata.8 La presenza di cirrosi può determinare lo sviluppo di ipertensione 

portale, una condizione caratterizzata da un aumento del gradiente pressorio tra 

vena porta e vene sovraepatiche, che può determinare l’insorgenza delle 

complicanze tipiche degli stadi avanzati di epatopatia quali l’insorgenza di varici 

esofagee e gastriche, ascite, encefalopatia, sindrome epatorenale, e 

discoagulopatia.9  La cirrosi epatica è inoltre la causa maggiore dell’insorgenza 

del carcinoma epatocellulare (HCC), al giorno d’oggi una delle neoplasie più 

comuni a livello mondiale e causa di elevata mortalità nella popolazione.10 Circa 

il 90% dei casi di HCC insorge infatti in pazienti cirrotici, ad eccezione dei paesi 

in cui l’eziologia virale predominante di epatiti croniche è HBV, come Cina, 

Giappone, Corea del Sud, Filippine e Vietnam: in questi casi l’HCC può 

insorgere, in un’elevata percentuale di casi, anche in fegati non cirrotici.11,12   

 

1.2 AGENTI EZIOLOGICI DI MALATTIA EPATICA CRONICA 

1.2.1 Epatite B  

Il virus dell’epatite B (HBV) è un virus a DNA, appartenente alla famiglia 

Hepadnaviridae. Caratteristica di HBV è quella di avere una DNA circolare, 

parzialmente a doppio filamento che viene convertito in un DNA stampo, detto 

cccDNA, altamente stabile e responsabile dell’infezione cronica.13 

 

1.2.1.1 Epidemiologia 

Nel 2010 circa la metà dei decessi associati a epatocarcinoma (HCC) è stata 

attribuita a HBV come fattore eziologico di malattia, mortalità che peraltro 

dimostra una continua ascesa nel mondo.14 Nel 2016, una stima ha indicato che 

circa 300 milioni di persone a livello globale sono positive all’infezione da 

HBV15, con circa 620 000 morti l’anno causate da questa patologia.16  

I paesi del sud-est asiatico, tra cui soprattutto Cina, Giappone, Corea del Sud, 

Filippine, Vietnam e il continente Africano sono i paesi a più elevata incidenza di 

HBV11. In Africa inoltre è frequente il riscontro di un quadro di co-infezione con 

il virus dell’immunodeficienza umana (HIV).17 Di contro, la prevalenza 
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dell'infezione è bassa in Europa e negli Stati Uniti, regioni in cui però 

l’immigrazione di individui provenienti da regioni ad alta incidenza rappresenta 

un problema crescente.18 Nei paesi sviluppati, Italia compresa, la mortalità legata 

a HBV e l’incidenza dell’HCC HBV-correlato ha subito una notevole riduzione 

negli ultimi anni grazie alle campagne di informazione, al miglioramento delle 

condizioni sociali e sanitarie e soprattutto all’introduzione della vaccinazione 

obbligatoria dal 1991, allo screening delle donne in gravidanza e l’eventuale 

somministrazione di profilassi anti-HBV ai nati da madri positive. Un ulteriore 

contributo è stato dato dalla sensibilizzazione della popolazione a riguardo del 

virus HIV, che condivide con HBV le stesse modalità di trasmissione.19–21 

 

1.2.1.2 Fattori di rischio e prevenzione 

L’infezione da HBV viene trasmessa per via parenterale, attraverso l’esposizione 

a sangue infetto e secrezioni corporee, ma può essere anche trasmessa per via 

verticale (da madre a neonato). La sterilizzazione inappropriata di strumenti 

sanitari, l’utilizzo di emoderivati e strumenti per dialisi contaminati e l’utilizzo di 

aghi infetti per la somministrazione di droghe endovenose rimangono le principali 

vie di trasmissione. Questi dati sottolineano l’importanza della prevenzione, ad 

esempio mediante lo screening dei donatori di sangue per l'HBsAg (un antigene 

superficiale di HBV utilizzato come marcatore di infezione), l’utilizzo di 

precauzioni in ambito sanitario, l’avvio di campagne d’informazione, lo 

screening, la vaccinazione degli adulti a rischio di esposizione e la futura 

vaccinazione universale per tutti i nuovi nati. Prevenire la trasmissione perinatale 

dell’HBV è cruciale, perché se nell’adulto il rischio di progressione dall’infezione 

acuta a cronica è basso, nell’infezione perinatale il rischio aumenta fino al 

90%,19,22–25 con un conseguente elevatissimo rischio di sviluppo di malattia 

epatica cronica e carcinoma epatocellulare.26  

 

1.2.1.3 Storia naturale  

Pur non essendo un virus citopatico diretto, HBV causa il danno a carico del 

parenchima epatico a seguito di una complessa interazione che il virus instaura 

con il sistema immunitario.25,27,28  
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Generalmente l’infezione acuta è asintomatica o presenta lievi sintomi e poco 

specifici, specialmente in neonati e bambini, con un andamento subclinico, 

talvolta in forma di epatite itterica. La mancata guarigione dalla forma acuta 

predispone la transizione alla forma di epatite cronica (Figura 2), che si sviluppa 

in circa il 10% degli adulti e fino al 90% dei bambini.22,23,29 L’epatite fulminante è 

rara, ma è altamente letale in assenza di trapianto epatico.25  

La storia naturale della malattia (Figura 3) viene divisa in cinque fasi, mediante 

l’utilizzo di marcatori sierologici (HBsAg, anti-HBs, HBeAg, anti-HBe e anti-

HBc IgM e IgG), virologici (HBV-DNA), biochimici (alanina amino-transferasi 

[ALT] e aspartato amino-transferasi [AST]) e istologici. 

 

 

Figura 2: marcatori sierologici nella fase di transizione da epatite B acuta a epatite B cronica.25 

 

HBsAg è rilevabile nel siero dopo circa 2-10 settimane dall’esposizione all’HBV, 

prima ancora della comparsa dei sintomi e dell’aumento degli indici di 

epatocitolisi, e rimane positivo per tutta la fase acuta della malattia. In caso di 

guarigione si avrà la comparsa degli anticorpi anti-HBs, associati alla presenza di 

anticorpi anti-HBc; la sola presenza di anticorpi anti-HBs è indicativa di avvenuta 

vaccinazione. Nel caso invece di mancata guarigione e transizione nella fase 

cronica HBsAg continuerà a essere rilevabile. La presenza di HBV-DNA nel 

fegato e l’assenza di HBsAg nel siero invece indica una condizione detta 

infezione occulta.24,25,30 
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Figura 3: rappresentazione schematica delle fasi dell’epatite B cronica.25 

 

Quando l’infezione da HBV viene acquisita durante l’infanzia, la fase iniziale 

dell’infezione cronica (prima fase, immunotolleranza) è caratterizzata da elevati 

livelli di HBsAg, presenza di HBeAg, HBV-DNA molto alto (>20000 IU/mL), 

concentrazioni normali di ALT e minima infiammazione e fibrosi 

all’istologia.12,31,32 Questa fase può durare anche 20-40 anni con una progressione 

minima della malattia e un tasso di guarigione minimo. La seconda fase (epatite 

cronica immunoreattiva, HBeAg-positiva)33 è caratterizzata da elevati livelli di 

HBV-DNA, da un aumento importante di ALT e da un quadro 

necroinfiammatorio o cirrotico all’istologia. Questi pazienti presentano un elevato 

rischio di progressione in HCC; tuttavia, può avvenire una sieroconversione da 

HBeAg ad anti-HBe con remissione della malattia (stato di portatore 

asintomatico, terza fase), oppure progressione in epatite cronica anti-HBe positiva 

(quarta fase). La terza fase (portatore inattivo, HBeAg negativo) è caratterizzata 
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da un abbassamento di HBV-DNA e dal rientro nei limiti di norma della 

concentrazione di ALT. HBsAg è presente ma a basse concentrazioni. L’istologia 

epatica è normale o con un minimo grado di fibrosi.12,24 

Un paziente in questa fase può rimanere tale oppure può presentare una 

riattivazione della replicazione virale con ripresa della malattia epatica. Ecco 

perché i pazienti portatori inattivi devono essere monitorati nel tempo, non 

vengono trattati con terapia antivirale (a meno di uso di farmaci 

immunosoppressori) e devono evitare esposizione a fattori di rischio epatotossici 

come alcol e farmaci. La sieroconversione dell'HBeAg prima dei 30 anni è 

associata a un minor rischio di comparsa di carcinoma epatocellulare e a una 

migliore sopravvivenza rispetto alla sieroconversione in età più avanzata.34,35 

Inoltre questi pazienti potrebbero guarire grazie alla comparsa di anticorpi anti-

HBs e negativizzazione di HBsAg. Tanto più precoce è la comparsa degli 

anticorpi anti-HBs, migliore è la prognosi del paziente, con minor rischio di 

sviluppo di complicanze.36–39 I pazienti portatori inattivi che invece saranno 

soggetti a una ripresa di malattia si troveranno nella fase di epatite cronica 

HBeAg-negativa (quarta fase), caratterizzata da un processo necroinfiammatorio 

continuo o fluttuante, con periodi di remissione alternati a innalzamento di HBV-

DNA e ALT, che andranno di pari passo al danno epatico. È la forma più comune 

di epatite cronica B (85% dei casi).24,25 

Circa il 25% dei pazienti con epatite cronica da HBV moriranno a seguito delle 

complicanze della cirrosi o a causa dello sviluppo di HCC.19 La maggior parte dei 

carcinomi epatocellulari correlati all’HBV si sviluppa nel fegato cirrotico, anche 

se circa il 20% si sviluppa in assenza di franca cirrosi.12 

L’epatite B cronica, quindi, comprende un insieme di condizioni che spaziano dal 

paziente asintomatico, nel quale l’infezione viene scoperta accidentalmente, a 

seguito di esami eseguiti per altri motivi, al paziente che manifesta precocemente 

sintomi di scompenso e insufficienza epatica. Talvolta, inoltre, HBV può 

manifestarsi anche con una sintomatologia extraepatica, con quadri reumatologici 

(es. panarterite nodosa e vasculiti) o renali (es. glomerulonefriti membranosa e 

membranoproliferativa), dovute prevalentemente alla circolazione ematica di 

immunocomplessi.25,40,41 

Il rischio di progressione dell’epatite cronica da HBV a cirrosi ed eventualmente a 

epatocarcinoma è influenzato da numerosi fattori, in primis dai livelli di 
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replicazione virale, misurabile mediante i livelli di HBV-DNA.42 Altri fattori che 

possono accelerare il decorso della malattia sono l’età avanzata, il sesso maschile, 

un’anamnesi familiare positiva di cirrosi o HCC, l’etnia africana, la presenza di 

diabete e obesità, la coinfezione con HCV/HDV/HIV e un elevato consumo 

alcolico.24,43 In zone ad elevata endemicità il tasso di incidenza di HCC è stato di 

0.2 per 100 persone-anno tra i portatori inattivi, di 1.0 nei soggetti con epatite B 

cronica ma senza cirrosi e di 3.2 nei soggetti con cirrosi compensata; l’incidenza 

cumulativa di HCC a 5 anni è stata del 15% tra quelli con cirrosi. In aree a bassa 

endemicità invece, l’incidenza di HCC è risultata essere 0.02 per 100 persone-

anno nei portatori inattivi, 0.1 nelle persone con epatite B cronica senza cirrosi e 

2.2 nelle persone con cirrosi compensata con un’incidenza cumulativa di HCC a 5 

anni è stata del 10% nel gruppo di pazienti con cirrosi.44 

Un cambiamento radicale della storia naturale della malattia epatica HBV-

correlata si è ottenuto con l’introduzione dei nuovi trattamenti antivirali 

nucleosidici (Lamivudina, Entecavir) e nucleotidici (Tenofovir). Questi farmaci 

presentano un notevole tasso di efficacia nella soppressione della replicazione 

virale, maggiore rispetto alla sola terapia con interferone e una maggiore 

tollerabilità, data la minore incidenza di effetti avversi (astenia, anoressia, 

sindrome simil-influenzale, mialgie nei casi lievi, importanti neutropenie e 

piastrinopenie in casi gravi) che talvolta imponevano un abbassamento di dose 

fino all’interruzione della terapia con interferone. Inoltre, anche se questi farmaci 

non sono in grado di eradicare l’infezione, come avviene invece per i nuovi 

farmaci per l’epatite C, si riesce ad ottenere una soppressione della replicazione 

virale, permettendo quindi di arrestare o rallentare notevolmente l’avanzamento 

della malattia e quindi l’instaurarsi della fibrosi (talvolta inoltre riescono a 

indurne anche una regressione) e della successiva cirrosi, garantendo ai pazienti 

quindi uno stato di portatore inattivo, asintomatico e senza rischio di 

progressione.45,46 

 

1.2.2 Epatite C 

Il virus dell’epatite C (HCV) è un virus a RNA che appartiene alla famiglia dei 

Flavivirus. I bersagli naturali dell’HCV sono gli epatociti ma un probabile target è 

rappresentato dai linfociti B, il che potrebbe spiegare l’aumentata incidenza di 
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malattie linfoproliferative nei pazienti con epatopatia HCV-correlata. La 

replicazione avviene attraverso una RNA polimerasi RNA-dipendente, deficitaria 

di un sistema proof-reading, che rende HCV molto incline a mutazioni all’interno 

dell’ospite, che possono ostacolare l’effetto terapeutico dei farmaci.47–49 

 

1.2.2.1 Epidemiologia 

Nel 2009 è stato stimato che a livello globale, più di 200 milioni di persone 

fossero infette da HCV, prevalentemente in Asia e Nord Africa.50 Poiché la 

maggior parte delle diagnosi avviene durante la fase cronica, l’epatite C 

rappresenta una delle principali cause di trapianto di fegato, rappresentando circa 

il 30% dei casi.51,52 

HCV è rappresentato da sei diversi genotipi, ognuno con una distribuzione 

geografica caratteristica: nelle regioni sviluppate, come Stati Uniti, Europa 

occidentale e Australia, prevalgono i genotipi 1a e 1b, seguiti dai genotipi 3 e 2; 

nei paesi in via di sviluppo invece prevalgono i genotipi 3 (soprattutto India e 

Pakistan), 4 (soprattutto in Egitto), 5 in Sud-Africa e 6 nelle regioni del Sud-Est 

Asiatico.53 La determinazione del genotipo nel paziente affetto da epatite C è di 

estrema importanza in quanto il genotipo influenza la risposta alla terapia.48,54,55    

La diagnosi precoce di HCV e un’adeguata gestione terapeutica nei pazienti 

cronici possono prevenire queste complicanze e quindi migliorare la salute del 

paziente e ridurne la morbilità e la mortalità.48,56 

 

1.2.2.2 Fattori di rischio e prevenzione 

Come nel caso del virus dell’epatite B, anche HCV si trasmette per via 

parenterale. I fattori di rischio maggiormente associati alla trasmissione 

dell’infezione sono l’uso di droghe iniettabili e la ricezione di una trasfusione di 

sangue prima del 1990, anno in cui è stato introdotto lo screening del sangue 

basato sulla rilevazione di anticorpi anti-HCV. Condizioni socioeconomiche 

precarie, rapporti sessuali non protetti e utilizzo di strumentazioni non sterilizzate 

in ambito sanitario sono collegati a un aumentato rischio di infezione.48,56 La 

trasmissione materno-fetale si verifica, ma è rara e spesso associata alla 

coinfezione con HIV-1 nella madre.57  
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1.2.2.3 Storia naturale 

Similmente all’infezione da HBV, l’infezione da HCV è raramente diagnosticata 

durante la fase acuta dell’infezione, che solitamente ha un decorso totalmente 

asintomatico o con lievi sintomi di tipo simil-influenzale.48 L'epatite fulminante è 

stata descritta durante questo periodo, sebbene sia molto rara.58 La risoluzione 

spontanea può verificarsi in circa il 15-25% dei pazienti nei primi 6 mesi di 

esposizione, e un altro 25% dei pazienti presenta un decorso benigno.52 Il resto 

sviluppa un’epatite cronica che ha un decorso imprevedibile e molto variabile. La 

fase cronica può avere una storia clinica molto lunga, alcuni studi indicano che 

solo il 2-3% dei pazienti evolverà in cirrosi nell’arco di 20 anni,59,60  mentre un 

altro studio indica che circa il 50% dei pazienti presenta cirrosi dopo 20 anni di 

malattia, con un 5% che presenta HCC.61 In due studi effettuati su pazienti donne 

che avevano ricevuto immunoglobuline anti-D contaminate da HCV è stato 

rilevato che nel 95% dei casi era riscontrabile alla biopsia infiammazione epatica, 

anche se nella maggior parte in forma lieve o moderata, e solo il 2% dei casi 

presentava cirrosi.62 Nonostante possa sembrare un dato rassicurante, è da tenere 

presente che HCV è una malattia ad alta prevalenza nella popolazione e che 

presenta numerose manifestazioni extraepatiche, in grado di determinare un 

abbassamento della qualità della vita anche in assenza di malattia epatica grave e 

cirrosi.63,64 

La storia naturale dell’epatite cronica C è influenzata da numerosi fattori intrinseci 

dell’individuo affetto, virali e ambientali.52 La maggior parte di questi non è 

modificabile: età avanzata, sesso maschile, predispozione genetica, presenza di 

diabete e resistenza insulinica, carica virale e genotipo virale. Fattori modificabili 

sono invece l’obesità, la sedentarietà e abitudini voluttuarie quali l’abuso alcolico, 

il fumo e l’uso di cannabis.65  L’alcol in particolare, che rappresenta di per se un 

agente epatolesivo, accelera la progressione del danno epatico causato da altri 

agenti eziologici, soprattutto se consumato in elevate quantità da individui affetti 

da epatite C.66 Da svariati studi è emerso che i maschi sono più suscettibili delle 

donne allo sviluppo di fibrosi e cirrosi in caso di infezione da HCV, forse per un 

effetto inibente degli estrogeni sulla fibrosi.67,68 La coinfezione con il virus 

dell'epatite B determina un'importante accelerazione della progressione della 

malattia, problema però in gran parte ridotto grazie all’introduzione della 

vaccinazione.69  Un problema emergente è legato invece alla coinfezione con 
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HIV, virus che presenta le stesse modalità di trasmissione di HCV. In tali soggetti, 

l’aumento dell’aspettativa di vita ottenuto grazie all’introduzione dei nuovi 

farmaci antiretrovirali, fa si che HCV abbia a disposizione più tempo per 

manifestare le sue complicanze ed evolvere in cirrosi, facendo si che al giorno 

d’oggi queste complicanze rappresentino la più frequente causa di morte nei 

soggetti con infezione da HIV. Inoltre, sembra che HIV possa in qualche modo 

accelerare e aggravare la progressione del danno epatico indotta da HCV.70–72 

Una volta che la malattia cronica è evoluta in cirrosi, il rischio di carcinoma 

epatocellulare è di circa l’1-4% all’anno. Il carcinoma epatocellulare può 

verificarsi anche senza lo sviluppo cirrosi, ma è raro.52 

Oltre alla malattia epatica, vi sono importanti manifestazioni extraepatiche 

dell’infezione da HCV.63,64 La maggior parte di queste sindromi sono associate a 

stati autoimmuni o linfoproliferativi e sono correlate alla possibile interazione tra 

HCV e cellule linfoidi.49,73 Queste manifestazioni spaziano da quadri vasculitici 

associati a debolezza e artralgie74 a casi più gravi caratterizzati dalla presenza di 

glomerulonefrite membranoproliferativa,75 polineuropatie periferiche76 e 

crioglobulinemia di tipo II,77 della quale HCV ne rappresenta la causa principale. 

È stata osservata anche una maggiore incidenza di linfoma non-Hodgkin 

nell'infezione da HCV.78,79 Inoltre, HCV può essere causa di malattie ad interesse 

dermatologico come il lichen planus, la sindrome di Sjogren e la porfiria cutanea 

tarda80–82 anche se non è ancora stato compreso con precisione il meccanismo 

patogenetico. Infine, diversi studi clinici hanno segnalato un aumento di patologie 

cardiovascolari come sindrome coronarica acuta, cardiomiopatia dilatativa o 

ipertrofica e miocarditi causate sia dalla azione citotossica diretta del virus, sia da 

meccanismi immunomediati.83–85 Questo spettro di patologie correlate 

all’infezione di HCV influiscono negativamente sulla prognosi del paziente e sulla 

qualità di vita, indipendentemente dalla severità dell’interessamento epatico. 

Similmente a quanto avvenuto per l’epatite B, anche nel caso dell’epatite C 

l’introduzione di nuovi farmaci avvenuta negli ultimi anni ha consentito un 

radicale cambiamento della storia naturale della malattia. Questi farmaci, definiti 

DAA (Direct Acting Antiviral) sono caratterizzati da un ottimo profilo di 

tolleranza e una bassa incidenza di effetti avversi rispetto alle vecchie terapie a 

base di interferone e ribavirina e presentano un’enorme facilità di assunzione e 

una migliore compliance da parte del paziente, essendo somministrati per via 
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orale. L’elevatissima efficacia terapeutica consente un’eliminazione completa e 

definitiva (eradicazione) della malattia nel 95% dei pazienti, consentendo quindi 

sia una risoluzione delle complicanze secondarie, sia l’arresto della progressione 

del danno epatico, in quanto viene eliminato l’agente eziologico responsabile di 

tutti i processi necroinfiammatori a carico del parenchima epatico. Inoltre, la 

completa eradicazione del virus permette un notevole vantaggio anche in 

prospettiva di un eventuale trapianto di fegato, consentendo al paziente di arrivare 

al trapianto stesso in assenza di malattia ed evitare quindi le recidive post-

intervento, purtroppo assai comuni nell’era pre-DAA.86  

 

1.2.3 Steatosi Epatica e Steatoepatite Non Alcol-Correlata   

NAFLD è un termine generico utilizzato per descrivere un continuum di 

condizioni epatiche che vanno da una semplice steatosi (“fegato grasso”), alla 

steatoepatite non alcolica (NASH), caratterizzata da steatosi epatica e 

necroinfiammazione epatocitaria, con o senza fibrosi.87 Per poter diagnosticare la 

NAFLD è necessario escludere altre cause di danno epatico come farmaci, virus, 

processi autoimmunitari e, soprattutto, consumo significativo di alcol (>20g/die 

nella donna e >30g/die nell’uomo corrispondenti rispettivamente a 2 o 3 

drink/die).4 

 

1.2.3.1 Epidemiologia 

Una metanalisi ha stimato che la prevalenza globale della NAFLD è circa il 25%, 

con dei picchi del 30% circa in regioni quali Medio Oriente e Sud America. Le 

previsioni indicano tuttavia che questa malattia subirà negli anni futuri un 

notevole incremento. La stessa metanalisi evidenzia come NAFLD/NASH siano 

patologie strettamente collegate a condizioni dismetaboliche come diabete, 

obesità, ipertrigliceridemia e dislipedemia,88 con una prevalenza che tocca dei 

picchi del 70% nei pazienti con diabete di tipo due.89 Sfortunatamente, la NAFLD 

viene sempre più diagnosticata anche nella popolazione adolescente, con tassi di 

prevalenza più che raddoppiati negli ultimi vent’anni.90 Probabilmente, inoltre, la 

reale prevalenza globale di NAFLD è oggi sottostimata.88  

Tutto ciò è rilevante poiché NAFLD è spesso una malattia progressiva associata a 

complicanze significative come cirrosi, carcinoma epatocellulare (HCC) e 
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mortalità globale. La NAFLD sta rapidamente diventando l’indicazione più 

comune per il trapianto di fegato91 in stretta associazione con la crescente 

prevalenza di obesità e diabete nella popolazione.88 

 

1.2.3.2 Fattori di rischio e prevenzione 

La NAFLD è una patologia complessa e multifattoriale, influenzata da numerosi 

fattori genetici e ambientali.92,93 La maggior parte degli studi è concorde sul fatto 

che la NAFLD sia una manifestazione epatica correlata alla sindrome 

metabolica,94 ovvero una condizione clinica caratterizzata dalla presenza di 

obesità viscerale e alto BMI, ipercolesterolemia LDL e bassi livelli di HDL, 

ipertrigliceridemia, ipertensione arteriosa e resistenza insulinica.95 Infatti, la 

prevalenza di NAFLD aumenta all’aumentare dell’indice di massa corporea 

(BMI), dal 25% nei soggetti con peso normale, al 67% nei soggetti sovrappeso e 

al 91% nei soggetti obesi.4 Inoltre la sindrome metabolica è causa di eventi 

cardiovascolari e mortalità nei pazienti con NAFLD, indipendentemente dalla 

gravità dell’interessamento epatico.96  

A causa delle comorbidità e delle complicanze associate, la NAFLD è una 

malattia con un pesante impatto sociosanitario, con elevati costi diretti e indiretti. 

Dati i numerosi fattori di rischio modificabili, la lotta a questa malattia deve 

iniziare dalla prevenzione primaria, adottando uno stile di vita sano, evitando 

diete ipercaloriche e praticando esercizio fisico.  

 

1.2.3.3 Storia naturale e patogenesi 

Anche se la steatosi epatica è asintomatica, possiede un rischio trascurabile di 

evoluzione in cirrosi e i pazienti presentano un’aspettativa di vita simile alla 

popolazione generale,97 una piccola percentuale di soggetti con NAFLD può 

evolvere in NASH, la quale predispone il fegato a una possibile evoluzione in 

fibrosi e cirrosi, con annesse complicanze.98  

In uno studio, 147 pazienti che non presentavano evidenze ecografiche di NAFLD 

al basale, sono stati seguiti per 7 anni ed è stato notato che 28 di loro (19%) ha 

sviluppato NAFLD. Di questi, la maggior parte presentava in partenza sindrome 

metabolica o iperinsulinemia. Ancora più importante, durante il periodo di follow-

up, i pazienti che hanno sviluppato NAFLD sono quelli con maggior incremento 
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ponderale, mentre tra i pazienti che presentavano NAFLD al basale e che dopo il 

follow-up risultavano guariti, la maggior parte presentava calo ponderale.99 Anche 

altri studi hanno evidenziato associazioni simili tra l’aumento di peso e il 

successivo sviluppo della NAFLD.100,101 È stato inoltre dimostrato che la NASH 

sembra essere più prevalente e notevolmente accelerata in presenza di insulino-

resistenza e di diabete mellito.102–104 La spiegazione è data dal fatto che con la 

presenza di insulinoresistenza si ha un aumento della produzione di glicerolo e di 

acidi grassi non esterificati (Free Fatty Acids [FFA]) dovuto alla mancata capacità 

dell’insulina di bloccare in maniera efficace la lipolisi e a causa dell’aumentata 

assunzione con la dieta, tipica del paziente con sindrome metabolica.105,106 Gli 

FFA vengono assorbiti dal fegato, il quale produce trigliceridi e lipoproteine a 

bassissima densità (VLDL).107 Inoltre, i carboidrati in eccesso derivanti da una 

dieta ipercalorica stimolano la lipogenesi de novo, la quale costituisce un altro 

importante contributo all’aumento dei trigliceridi a livello epatico.105,108 I 

metaboliti degli FFA causano danno epatocellulare sotto forma di stress del 

reticolo endoplasmatico, disfunzioni mitocondriali con produzione di ROS e stress 

ossidativo, apoptosi, attivazione di citochine pro-infiammatorie, infiammazione, 

necrosi e caratteristiche dismorfiche come il rigonfiamento e la formazione dei 

corpi di Mallory-Denk.97,109 L’accumulo di lipidi a livello degli epatociti 

favorisce, in soggetti geneticamente predisposti, l'insorgenza di un danno epatico 

cronico, con attivazione delle cellule di Kupffer e delle cellule stellate epatiche, 

responsabili della formazione di fibrosi, primum movens della cirrosi epatica.110 

Ulteriori conferme di queste ipotesi patogenetiche arrivano da studi che hanno 

utilizzato modelli murini alimentati con cibi ricchi di fruttosio e grassi trans. 

Rispetto ai controlli, che assumevano una dieta regolare, i topi del braccio 

sperimentale avevano incremento ponderale e presentavano all’istologia epatica 

accumuli di grasso già alle prime settimane. Dopo circa 16 settimane era presente 

una steatosi importante con un associato aumento degli indici di epatocitolisi.108 

Uno studio simile, eseguito su 12 uomini e 6 donne, ha evidenziato un aumento di 

peso, una progressiva steatosi ed elevazione di AST e ALT nei soggetti alimentati 

con dieta “fast-food” e combinata a uno stile di vita sedentario.111 

La progressione della NAFLD, attraverso l’infiammazione del parenchima 

epatico, lo sviluppo di fibrosi e la comparsa di cirrosi predispone il paziente a un 

elevato rischio di complicanze legate alla malattia cronica epatica e all’insorgenza 
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di epatocarcinoma.98 In una coorte giapponese di pazienti con NAFLD con 12 

anni di follow-up, il tasso cumulativo di HCC è stato dello 0.5%.112 Nei pazienti 

con NASH, il tasso di incidenza cumulativo a 5 anni è stato del 7.6%. Un altro 

studio ha dimostrato come in 15 anni di follow-up, circa l’1% di pazienti NAFLD 

sia andato incontro a evoluzione in cirrosi, contro l’11% della controparte di 

pazienti NASH.113 Tali risultati sono stati confermati in una metanalisi che ha 

incluso 86 studi: i pazienti con steatosi epatica semplice avevano un’incidenza 

annuale di HCC di 0.44 per 1000 persone-anno, mentre i pazienti con NASH 

avevano un tasso di incidenza annuale di HCC di 5.29 per 1000 persone-anno.88 

Di fondamentale importanza è il fatto che in caso di NASH, l’HCC può insorgere 

anche in assenza di cirrosi epatica. È stato stimato che questo avvenga almeno nel 

50% dei casi.114,115 Tuttavia, l’incidenza di HCC nei pazienti senza cirrosi è troppo 

bassa e il numero di pazienti da sorvegliare è troppo elevato per raccomandare la 

periodica sorveglianza di questi pazienti per lo sviluppo di tumore primitivo del 

fegato.116 

Da non sottovalutare inoltre il pesante impatto di NAFLD in termini di 

complicanze extraepatiche, strettamente correlate alla sindrome metabolica e 

all’insulinoresistenza: nella stessa metanalisi88 è stata evidenziata un’elevata 

prevalenza di obesità (51.3%), diabete di tipo 2 (22.5%), iperlipidemia (69.2%), 

ipertensione (39.3%) e sindrome metabolica (42.5%) nei pazienti con NAFLD.  

I pazienti con NAFLD hanno anche una mortalità più elevata rispetto a quelli 

senza NAFLD. Uno studio che confrontava 420 pazienti con diagnosi di NAFLD 

ha rilevato una mortalità complessiva più elevata rispetto alla popolazione 

generale della stessa età e sesso.117 Dunn et al. hanno inoltre evidenziato come il 

sospetto di NAFLD sia un forte fattore di rischio per lo sviluppo di morte legata a 

eventi cardiovascolari. 118 Un’altra metanalisi di 16 studi ha dimostrato che i 

pazienti NAFLD presentano un rischio elevato di eventi cardiovascolari fatali e 

non fatali rispetto ai pazienti senza NAFLD, e che la gravità della patologia è 

correlata alla gravità e alla frequenza di questi eventi.119   

Questa enorme eterogeneità tra fattori di rischio, eventi patogenetici e 

complicanze, non solo epatiche, ha portato recentemente a riconsiderare il termine 

NAFLD. Per descrivere più correttamente questa patologia è stato proposto il 

termine MAFLD (Metabolic Associated Fatty Liver Disease) che si ritiene rifletta 

in modo più accurato le attuali conoscenze su tale patologia.120 
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1.2.4 Steatosi Epatica e Steatoepatite Alcol-correlata 

L'alcol rappresenta una delle più comuni cause di epatopatia cronica nella 

maggior parte dei paesi industrializzati, oltre a essere un problema sanitario 

globale con enormi conseguenze sociali ed economiche. Complessivamente, 

l’abuso alcolico è causa di circa il 20-25% dei casi di cirrosi epatica.121 Un elevato 

consumo di alcol è strettamente correlato con l’insorgenza di steatosi epatica, ma 

solo una minoranza (circa il 10%) dei pazienti progredisce in cirrosi.122 

La stima del consumo giornaliero di alcol può essere effettuata usando un’unità 

arbitraria denominata unità alcolica (UA) o drink. L’UA corrisponde a 12-13 g di 

etanolo puro, ed è contenuto in un bicchiere di vino da 125 ml, o in 330 ml di 

birra o in 40 ml di superalcolico. Il limite di assunzione giornaliera considerato 

accettabile è di massimo 20 g/die per le donne e 30 g/die per gli uomini.4 

 

1.2.4.1 Epidemiologia 

L’alcol è una delle maggiori cause prevenibili di malattia epatica. Secondo un 

rapporto W.H.O. nel 2012 l’alcol è stato causa di più di 3 milioni di morti nel 

mondo.123 I maschi risultano più interessati da questo fenomeno. Oltre alla 

mortalità è necessario evidenziare il pesante impatto sociale dovuto all’abuso 

alcolico. Inoltre, un problema emergente degli ultimi anni è il coinvolgimento di 

giovani e adolescenti per quanto riguarda le epatopatie alcol-correlate, i quali 

tipicamente assumono alcol in una modalità definita binge-drinking (consumo di 

almeno 5 unità alcoliche in un breve lasso di tempo).121 

 

1.2.4.2 Fattori di rischio 

Il sesso femminile, l’obesità, la predisposizione genetica e il fumo di sigaretta 

possono favorire l’insorgenza di una malattia epatica alcol-correlata (ALD) e 

contribuire al rischio complessivo di sviluppare la steatoepatite alcol-correlata 

(ASH), la forma grave della malattia.124 Inoltre, l’alcol interagisce sinergicamente 

con altri noti agenti causali di danno epatico come virus dell’epatite B o C e/o 

infezione da virus HIV, steatosi epatica non alcolica promuovendone la 

progressione e la severità del danno epatico.125–127 I più importanti fattori di 

rischio per lo sviluppo della malattia alcol-dipendente rimangono la durata 
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dell’esposizione e la quantità di alcol assunto, anche se non esiste un cutoff che 

possa predirne la comparsa.128,129 

  

1.2.4.3 Storia naturale e patogenesi 

L’abuso di alcol può essere causa di danno epatico che va da condizioni lievi 

come la semplice steatosi a condizioni più gravi come l’epatite e la fibrosi, fino 

alla cirrosi conclamata e al conseguente elevato rischio di sviluppo di 

epatocarcinoma.130 Anche se la steatosi è reversibile, la persistenza 

dell’assunzione e dell’abuso alcolico predispone il paziente a una progressione 

della malattia.130 La cirrosi si verifica in circa il 10% dei pazienti131 ed è 

inizialmente micronodulare ma successivamente evolve in un quadro misto o 

macronodulare. L’epatocarcinoma si sviluppa tipicamente in questo contesto.132  

Il danno epatico causato dall’alcol è dovuto al fatto che il fegato è l’organo 

principale deputato alla detossificazione di numerose sostanze, tra cui l’alcol. I 

metaboliti dell’alcol (acetaldeide, acetato, esteri dell’etanolo e degli acidi grassi, 

addotti etanolo-proteine) sono in grado di creare un danno direttamente in loco, 

agendo come epatotossine.133 L’alcol viene ossidato da enzimi come alcol-

deidrogenasi (ADH) che trasforma l’alcol in acetaldeide e acetaldeide 

deidrogenasi (ALDH) che trasforma quest’ultima in acetato e NADH.127 E’ stato 

dimostrato che l’acetaldeide è un composto tossico in grado di promuovere 

processi pro-fibrotici e infiammatori nel fegato, ad esempio attivando il fattore di 

crescita trasformante (TGF)-β nelle cellule stellate epatiche (HSC)134 e creando 

addotti immunogenici (malondialdeide) mediante un legame covalente con 

proteine, lipidi e DNA.135–138 L’incrementato rapporto NADH/NAD+ inoltre 

favorisce la sintesi di acidi grassi che contribuiscono allo sviluppo della 

steatosi.139 L’ossidazione del NADH in eccesso richiede elevate quantità di 

ossigeno che verrà assorbito dal sangue arterioso, creando di fatto un insufficiente 

apporto di sangue ossigenato agli epatociti: ciò spiega il motivo per il quale la 

prima zona a evidenziare un danno ipossico è quella attorno alla vena 

centrolobulare (spazi perivenosi);127 successivamente verranno coinvolte anche le 

zone intermedie fino ad arrivare agli spazi periportali. L’etanolo inoltre viene 

metabolizzato dal citocromo CYP2E1. Quest’ultimo subisce un processo di 

induzione, che lo rende resistente alla degradazione: questo spiega la tolleranza 
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agli effetti psicotropi dell’alcol presente in tali soggetti, che li porta ad assumere 

elevate quantità di etanolo, con un conseguente aumento anche dei metaboliti 

tossici e di specie reattive dell’ossigeno (ROS), che oltre a essere responsabili 

dello stress ossidativo a livello epatico,130 possono reagire ulteriormente con 

proteine e lipidi creando addotti immunogenici più voluminosi.140 I ROS inoltre 

sono in grado di attivare fattori di trascrizione come NF-κB141 e indurre un 

aumento di citochine pro-infiammatorie circolanti.133    

Un’ulteriore quota di acetaldeide viene prodotta dalla catalasi, che in condizioni di 

elevate assunzioni di etanolo partecipa alla sua ossidazione.124,133 

Ultimo ma non meno importante fattore che contribuisce allo sviluppo 

dell’infiammazione nell’epatopatia alcolica è il lipopolisaccaride (LPS) 

intestinale: l’alcol è in grado di danneggiare la barriera intestinale portando ad un 

aumento dei livelli di LPS circolante130 che porta all’attivazione di NF-κB e del 

fattore di necrosi tumorale (TNF)-α.142,143 Il TNF-α, a sua volta, peggiora 

ulteriormente la permeabilità intestinale, creando un circolo vizioso.144 

L’etanolo, inoltre, attiva geni che regolano enzimi lipogenici quali la sterol 

regulatory element-binding protein-1c (SREBP-1c),130 che favorisce la sintesi dei 

trigliceridi e l’accumulo nel citoplasma degli epatociti favorendo la steatosi.145–147  

 

1.3 CIRROSI 

La cirrosi è una malattia a lenta progressione, ampiamente diffusa in tutto il 

mondo, e rappresenta lo stadio comune e terminale delle malattie epatiche 

croniche, a prescindere dall’agente eziologico che ne è causa. Essa si sviluppa 

tipicamente attraverso processi infiammatori e pro-fibrotici a livello del 

parenchima epatico, nel quale l’alterata deposizione e l’accumulo di tessuto 

connettivale progressivamente ne impedisce un corretto funzionamento. 

Istologicamente il fegato cirrotico è caratterizzato dalla presenza di tessuto 

connettivo fibrotico e noduli rigenerativi, che si sviluppano in risposta al danno 

cronico a cui il fegato è sottoposto.148 In base alle dimensioni dei noduli può 

essere classificata come micronodulare o macronodulare (noduli minori o 

maggiori di 3mm rispettivamente). La cirrosi micronodulare tipicamente origina 

su un contesto di epatopatia alcolica, mentre la cirrosi macronodulare ha 

tipicamente origine virale.4 



 23 

 

1.3.1 Epidemiologia 

Circa 2 milioni di decessi nel mondo ogni anno sono attribuibili a malattie del 

fegato e oltre il 60% di queste riguardano il sesso maschile. La cirrosi nel 2019 

era l’undicesima causa di morte più comune, con un incremento rispetto al 2010 

in cui rappresentava la tredicesima causa. È inoltre la terza causa di morte nelle 

persone di età compresa tra 45 e 64 anni e, insieme al cancro del fegato, 

rappresenta il 3,5% di tutti i decessi nel mondo.149,150  Non meno importante la 

cirrosi rappresenta un importante causa di disabilità, dovuta alle sue complicanze 

epatiche ed extraepatiche.151 

A livello globale, nel 2017, il 31.5% dei decessi nei pazienti di sesso maschile con 

cirrosi era correlato all’epatite B; il 25.5% era correlato all’epatite C; 27.3% erano 

correlati a malattie del fegato alcol-correlate; Il 7.7% era associato a steatoepatite 

non alcolica e l’8% è derivato da altre cause. I decessi causati da cirrosi associata 

a epatite B (24%) e malattie epatiche correlate all’alcol (20.6%) sono stati 

inferiori nelle donne; la proporzione relativa all’epatite C era simile (26.7%); e le 

proporzioni associate alla steatosi epatica non alcolica (11.3%) e ad altre cause 

(17.3%) erano più alte.152 

 

1.3.2 Fattori di rischio 

Le cause principali di cirrosi sono le malattie croniche del fegato, rappresentate 

per la maggior parte da epatite cronica B (CHB), epatite cronica C (CHC), steatosi 

e steatoepatite non alcol-correlata (NAFLD/NASH) e alcol-correlata (ALD/ASH). 

Altre cause meno frequenti sono le epatiti autoimmuni, i disordini metabolici, 

cause iatrogene e vascolari. Il rischio di cirrosi alcol-correlata è strettamente 

associato alle abitudini di consumo.129 Spesso la presenza di sindrome metabolica 

si sovrappone a un elevato consumo di alcol153 e, allo stesso modo, in molti 

pazienti spesso l’abuso di alcol si sovrappone all’epatite cronica virus-correlata154 

andando a creare un aumento consistente del rischio di progressione della 

malattia. Essenziale è la mitigazione di questi fattori di rischio: nelle cause alcol-

correlate è importante la cessazione del consumo alcolico, la perdita di peso nella 

NAFLD, la vaccinazione contro l’epatite B e il controllo o l’eradicazione della 

malattia nel caso dell’epatite C.151 
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1.3.3 Fisiopatologia della cirrosi  

I meccanismi fisiopatologici alla base della cirrosi epatica sono la necrosi 

epatocitaria e la deposizione di tessuto fibrotico disorganizzato all’interno del 

parenchima, come meccanismo di risposta al danno epatico. Questo causa 

un’alterazione del microcircolo epatico che porta alla progressiva riduzione della 

massa epatica funzionante. Inoltre, queste alterazioni sono la base per lo sviluppo 

dell’ipertensione portale, evento cardine dello sviluppo di tutte le complicanze 

legate alla cirrosi epatica.8 

Nelle epatopatie croniche, il perpetuarsi del danno verso gli epatociti attiva la 

proliferazione di cellule infiammatorie, cellule di Kupffer e piastrine che, a loro 

volta, liberano citochine: Interleuchina (IL)-2, IL-6, IL-1, TNFα  e fattori di 

crescita come il platelet derived growth Factor-ß (PDGF-B) e il TGF-ß.148 Queste 

citochine infiammatorie determinano un’attivazione delle cellule stellate epatiche 

(HSC)8 che da cellule adibite al deposito di vitamina A, acquisiscono un fenotipo 

simile ai fibroblasti e diventano cellule capaci di sintetizzare collagene.155 

Inizialmente la deposizione di collagene è limitata alle zone subendoteliali ed è 

causa della “capillarizzazione”156 dei sinusoidi; progressivamente questo processo 

causerà una fibrosi estesa formando dei veri e propri setti porto-portali e porto-

centrali, che ingloberanno gli epatociti in strutture nodulari disordinate, i noduli di 

rigenerazione.4 Al giorno d’oggi l’idea che la cirrosi sia una condizione 

irreversibile sta lentamente lasciando spazio a ipotesi di reversibilità. Tuttavia, il 

punto di non ritorno non è ancora stato identificato.157 Sono già stati riportati casi 

di regressione in pazienti con cirrosi compensata,158 ma la regressione in pazienti 

con cirrosi scompensata rimane un campo di ricerca in evoluzione. Esistono 

evidenze che suggeriscono che la fibrosi possa regredire con la terapia 

antivirale.157 Numerosi studi, inoltre, si stanno concentrando sull’utilizzo della 

fibrolisi, operata da enzimi come le metalloproteinasi (MMP), con l’intento di 

controbilanciare e far regredire il processo di fibrosi.157,159–161 

 

1.3.4 Storia naturale 

La malattia è tipicamente asintomatica nella fase iniziale ed è definita cirrosi 

compensata. A volte questa fase può essere diagnosticata casualmente tramite altri 

accertamenti. Con la comparsa delle complicanze dovute prevalentemente al 
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sovvertimento della microcircolazione epatica e all’ipertensione portale (ascite e 

peritonite batterica spontanea, varici esofagee, encefalopatia, sindrome 

epatorenale e discoagulopatia) e alla disfunzione epatica si instaura la condizione 

definita cirrosi scompensata. Queste complicanze spesso portano a 

ospedalizzazione, ridotta qualità di vita ed elevata mortalità, stimata essere 

superiore di circa 5 volte rispetto alla popolazione generale.151 La presenza di 

cirrosi, fattori di danno epatico addizionali (dovute a epatite virale, indotta da 

farmaci o alcol-associata) o altre complicazioni (in particolare infezioni 

batteriche), possono portare a insufficienza epatica ed extraepatica, una 

condizione nota come insufficienza epatica acuta su cronica (ACLF)162 che è 

associata ad un’elevata mortalità a breve termine.148,151 

Secondo una stima del 2009, il tasso annuale di scompenso è di circa il 4% per 

l'HCV e del 10% per l'HBV. Nel caso della cirrosi alcolica questo rischio è 

direttamente proporzionale alla quantità e alla frequenza dell’assunzione alcolica. 

Si stima inoltre che la mortalità a 5 anni dei pazienti con cirrosi scompensata, in 

assenza di trapianto, sia intorno all’85% dei casi.148 La sopravvivenza media di un 

paziente cirrotico dipende dalla precocità della diagnosi: con una diagnosi 

precoce, prima della comparsa delle complicanze, la sopravvivenza può essere 

anche molto superiore a dieci anni, mentre cala a circa due anni in caso di cirrosi 

scompensata. La persistenza dei fattori epatolesivi (l’infezione virale non trattata o 

la mancata cessazione dell’abuso alcolico) sono fattori che influiscono 

negativamente sulla prognosi del paziente.163 È importante sottolineare che la 

cirrosi rappresenta il maggiore fattore di rischio per l’insorgenza del carcinoma 

epatocellulare (HCC).164 

Al giorno d’oggi il trattamento della cirrosi e delle sue complicanze consente un 

miglioramento della qualità di vita e un rallentamento della progressione della 

malattia, ma l’unico trattamento curativo rimane il trapianto di fegato.148 

La classificazione ancora oggi maggiormente utilizzata per ottenere una 

previsione della sopravvivenza media di un paziente cirrotico è quella di Child-

Pugh (tabella I), basata su un punteggio calcolato in base alla presenza di 

encefalopatia e ascite e sui valori di bilirubinemia, albuminemia e INR.165 
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Tabella I: Child-Pugh Score.166 

 

Sulla base del punteggio raggiunto, i pazienti sono suddivisi in tre classi: la 

sopravvivenza a cinque anni dei pazienti in classe A è intorno al 75%; quella dei 

pazienti in classe B è del 40%; quella dei pazienti in classe C intorno al 20%. Più 

recentemente è stato proposto un nuovo punteggio denominato Model for End 

stage Liver Disease (MELD) basato su un calcolo che include valori di 

bilirubinemia, creatininemia e INR. Questo punteggio viene utilizzato per 

stratificare i pazienti in attesa di trapianto di fegato, sulla base della severità della 

malattia.165 

 

1.3.5 Ipertensione portale 

Il sistema portale è un sistema venoso, adibito al drenaggio del sangue dagli 

organici addominali verso il fegato, caratterizzato da un’elevata portata e una 

bassa resistenza. Il sangue dal fegato raggiunge la vena cava inferiore tramite le 

vene sovraepatiche e successivamente si immette nel circolo sistemico. Negli 

ultimi decenni sono stati fatti molti progressi nella comprensione della 

fisiopatologia dell’ipertensione portale. Il fattore scatenante principale è il 

sovvertimento della normale struttura del parenchima epatico causato dalla cirrosi: 

l’apposizione di tessuto fibrotico e la formazione dei noduli rigenerativi, la 

capillarizzazione dei sinusoidi e la contrazione delle cellule muscolari lisce 

vascolari (VMSC) e delle HSC, favorita dalla presenza di vasocostrittori (es. 

endoteline) provoca un aumento della resistenza vascolare intraepatica. Inoltre, 

esiste anche una componente vasodilatatoria a livello splancnico, causata dalla 

presenza di vasodilatatori (es. ossido nitrico) che porta a un’ipocontrattilità 
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vascolare che causa un aumento del flusso ematico nei vasi splancnici, con un 

conseguente aumento compensatorio della gittata cardiaca, dovuto all’aumentato 

ritorno venoso, condizione denominata circolazione iperdinamica.167 L’eccessiva 

vasodilatazione provoca l’attivazione di un altro sistema di compenso fisiologico, 

il sistema renina-angiotensina-aldosterone (RAA), con conseguente stimolo 

sodioritentivo: l’ipervolemia secondaria dovuta ai meccanismi di compenso non 

sarà comunque sufficiente a compensare il quadro di ipovolemia relativa, ma 

favorirà l’instaurarsi di un circolo vizioso che aggrava l’ipertensione portale 

stessa.9,168–170  

Clinicamente l’ipertensione portale è definita come un aumento sostenuto del 

gradiente di pressione tra la circolazione portale e sistemica. Il parametro più 

comune utilizzato per misurare la pressione portale è il gradiente di pressione 

venosa epatica (HVPG), che rappresenta la differenza di pressione tra la vena 

porta e la vena cava inferiore.  Negli individui sani, l’HVPG normale è 1-5 

mmHg. Nella cirrosi compensata, un HVPG tra 6-10 mmHg è segno di una lieve 

ipertensione portale che non presenta sintomi o complicanze, mentre 

l’ipertensione portale diventa clinicamente significativa quando l’HVPG supera i 

10 mmHg. La cirrosi scompensata è caratterizzata da un HVPG superiore a 12 

mmHg, ed è caratterizzata tipicamente dallo sviluppo di shunt porto-sistemici, 

rottura delle varici esofagee e sanguinamento.170 L’HVPG è una valutazione 

quantitativa, ma ci sono altri indicatori di ipertensione portale, tra cui la presenza 

di varici all’endoscopia, la presenza di splenomegalia, ascite e caput medusae, 

nonché positività all’imaging (ecografia, tomografia computerizzata e risonanza 

magnetica).168 

La maggior parte delle complicanze che si verificano nella malattia epatica 

cronica sono dovute all’ipertensione portale e definiscono la transizione del 

paziente dalla fase cirrotica compensata alla cirrosi scompensata. Tali 

complicanze sono la formazione e il successivo sanguinamento da varici esofagee, 

la gastropatia congestizia, la formazione di ascite e l’encefalopatia. Complicanze 

meno frequenti, ma ugualmente temibili, sono la peritonite batterica spontanea, la 

sindrome epatorenale, la coagulopatia e la trombosi portale.148,151 Queste 

complicanze determinano un deterioramento delle condizioni cliniche del paziente 

con una drastica diminuzione della sopravvivenza mediana da circa 10-12 anni a 

circa 2 anni.163  
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1.3.6 Ascite 

L’ascite è la complicanza più comune dell’ipertensione portale: i dati indicano che 

circa il 50% dei pazienti cirrotici sviluppa ascite nell’arco di 10 anni.171 

Sono stati proposti due diversi meccanismi per spiegare la formazione di ascite e 

edema nella cirrosi. Il primo meccanismo (Teoria dell’overflow) suggerisce che 

esista un difetto renale primario nell’escrezione di sodio che provoca ipervolemia 

e riduzione delle resistenze vascolari sistemiche con aumento compensatorio della 

gittata cardiaca come tentativi di compenso della circolazione sistemica 

all’aumentata ritenzione di liquidi.172 Il liquido in eccesso uscirà dal 

compartimento vascolare verso lo spazio interstiziale con formazione di ascite e 

edema. Il secondo meccanismo (Teoria della vasodilatazione arteriosa) suggerisce 

che la ritenzione di sodio non sia un evento primario, ma una risposta fisiologica 

del rene ad una ipovolemia secondaria alla vasodilatazione arteriosa splancnica. 

La maggior parte dei dati attualmente disponibili sulla cirrosi umana e 

sperimentale supportano quest’ultimo meccanismo di formazione dell’ascite.173,174 

Nel 20% dei casi l’ascite è causata da un’ipertensione portale in assenza di cirrosi: 

nei paesi occidentali, i tumori e le malattie cardiache sono le cause predominanti, 

mentre i paesi in via di sviluppo sono principalmente interessati dalle malattie 

infettive, tra cui la tubercolosi è la causa principale.175 

Il principale sintomo dell’ascite è il disagio avvertito dal paziente, dovuto al 

gonfiore addominale e all’edema degli arti inferiori. In alcuni casi l’accumulo di 

liquidi è così importante da compromettere la funzione respiratoria e l’attività 

fisica. Pertanto, l’obiettivo del trattamento dell’ascite e dell’edema nella cirrosi è 

ridurre il disagio del paziente e migliorarne la qualità di vita. Clinicamente l’ascite 

si classifica in tre gradi: I grado se lieve e visibile solo all’ecografia, II grado se 

rilevabile all’esame obiettivo con la presenza di ottusità mobile alla percussione, 

III grado se visibile direttamente all’ispezione e confermata dal segno del fiotto 

positivo.4 Inoltre, si definisce refrattaria un’ascite che non è responsiva ad elevate 

dosi di terapia diuretica.176 

L’aspirazione del liquido ascitico (paracentesi) e la sua analisi di laboratorio è un 

esame obbligatorio nel paziente ascitico, prima di intraprendere qualsiasi terapia. 

In primo luogo, va valutato il gradiente di albumina siero-ascitico (SAAG): un 

valore superiore a 1,1 g/dL (o 11 g/L) è in grado di differenziare l’ascite dovuta 
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alla cirrosi dall’ascite secondaria ad altre cause.177,178 In secondo luogo va valutata 

la concentrazione proteica del liquido ascitico: valori inferiori a 1,5g/dL 

rappresentano un fattore di rischio per l’insorgenza di peritonite batterica 

spontanea (PBS). La PBS è un’infezione batterica del liquido ascitico causata da 

una traslocazione di microrganismi di origine enterica, in assenza di cause intra-

addominali. Nel paziente cirrotico è presente un’alterazione delle barriere 

mucosali intestinali, associata a una ridotta efficienza del sistema immunitario. La 

causa più comune di SBP sono i batteri Gram-negativi, come le specie 

Escherichia coli e Klebsiella, ma le infezioni da batteri Gram-positivi sono in 

aumento. La diagnosi di SBP è confermata quando la conta dei neutrofili ascitici è 

>250 cellule/mm3.176,179 La prevalenza della PBS nei pazienti ambulatoriali è 

dell’1,5-3,5% e di circa il 10% nei pazienti ospedalizzati.180 La PBS è una 

complicanza pericolosa e potenzialmente letale, con una mortalità stimata del 20-

40% a 50 giorni,181 che richiede una diagnosi precoce e un trattamento 

tempestivo. Tuttavia, la sopravvivenza a lungo termine rimane scarsa: in uno 

studio inglese la sopravvivenza a 1 anno è risultata essere del 34%.182  

 

1.4 CARCINOMA EPATOCELLULARE 

1.4.1 Epidemiologia 

Il carcinoma epatocellulare rappresenta l’80% dei tumori del fegato. Con 782000 

casi diagnosticati e 746000 decessi nel 2012, il carcinoma epatocellulare è 

classificato come la quinta neoplasia più comune e la quarta causa di morte per 

cancro, ma si stima che in futuro la sua prevalenza tenderà ad aumentare.164 

Dal 2008 al 2012, secondo il National Cancer Institute Surveillance 

Epidemiology, il tasso di incidenza annuale è aumentato del 3.1% all’anno. Allo 

stesso modo, i tassi di mortalità sono aumentati del 2.8% e del 3.4% all’anno 

rispettivamente negli uomini e nelle donne. Inoltre, le persone nate tra il 1945 e il 

1965 hanno avuto la più alta incidenza e tassi di mortalità data l’elevata 

prevalenza di HCV.183 

Gli uomini sono più esposti al rischio di sviluppare HCC rispetto alle donne, 

specialmente nelle regioni ad alta incidenza con un rapporto da 3.7:1,184 forse per 

un effetto protettivo degli estrogeni.68  L’HCC tende a manifestarsi più 

tardivamente in Giappone, Nord America e paesi europei, dove l’età mediana di 
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insorgenza è superiore ai 60 anni. Al contrario, in Cina, l’HCC viene 

comunemente diagnosticato in età più giovane, riflettendo forse la trasmissione 

madre-neonato di HBV, virus endemico in tale regione.185 Tuttavia in queste 

regioni la vaccinazione contro HBV in tutti i nuovi nati sta già dando i primi 

risultati.186  La sopravvivenza mediana varia in base alla regione considerata, 

influenzata dall’efficacia del sistema sanitario e dalla precocità della diagnosi, 

grazie a programmi di screening delle persone a rischio e al trattamento con 

tecniche avanzate, non attuabile nei paesi in via di sviluppo.185 

 

1.4.2 Fattori di rischio 

La cirrosi di qualsiasi eziologia aumenta il rischio di HCC, soprattutto se dovuta a 

epatite C (HCV), epatite B (HBV), steatosi epatica non alcolica (NAFLD). Le 

cause preponderanti sono tuttavia le epatiti croniche causate da HBV e HCV, che 

insieme causano circa l’80% di HCC nel mondo.3 L’epatite cronica da HCV è 

responsabile di oltre un terzo dei casi di HCC negli Stati Uniti, con oltre il 90% di 

pazienti cirrotici al momento della diagnosi.187,188   Fattori di rischio aggravanti 

sono l'età avanzata, il sesso maschile, la coinfezione da HBV o HIV, il consumo 

di alcol, il diabete mellito, mentre una riduzione del rischio è ottenibile con 

l’eradicazione dell’infezione mediante terapia farmacologica.189,190 Tuttavia, 

l’eradicazione deve avvenire prima della comparsa di cirrosi, altrimenti il rischio 

di progressione in HCC persiste.191 L’epatite cronica da HBV presenta un rischio 

di insorgenza di HCC anche in assenza di cirrosi, sebbene il 70-90% degli HCC 

sia diagnosticato nei cirrotici. Il rischio di comparsa di HCC è aumentato con la 

coinfezione da HCV o HDV e con una storia familiare di HCC.192 Come per 

HCV, un trattamento farmacologico efficacie riduce notevolmente il rischio di 

comparsa di HCC, specie quando vengono utilizzati i farmaci di ultima 

generazione.193 La steatosi epatica non alcolica (NAFLD) è oggi la causa 

maggiore di malattia epatica nei paesi sviluppati e un importante fattore di rischio 

per l’HCC.88 Considerando i fattori di rischio e la patogenesi della malattia 

sottostante all’HCC, tipicamente nei pazienti con NAFLD il tumore si manifesta 

in età più avanzate rispetto alle altre eziologie.194 Come per HBV, anche l’HCC 

associato a NAFLD si verifica frequentemente in assenza di cirrosi.121,195  La 

cirrosi alcolica è il secondo fattore di rischio più comune per l’HCC negli Stati 
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Uniti e in Europa.196 Le aflatossine sono micotossine con forti effetti 

epatocarcinogeni che contaminano molti cereali di base e semi oleosi. La 

contaminazione da aflatossine è molto diffusa nelle aree dove HBV è endemico, 

come Asia e Africa.197Altre cause più rare di HCC sono le malattie biliari 

croniche, le malattie genetiche e metaboliche del fegato.3 

 

1.4.3 Carcinogenesi 

La patogenesi dell’HCC è complessa ed è caratterizzata da numerosi eventi 

molecolari che influiscono sulla regolazione del ciclo cellulare, sull’instabilità 

cromosomica, sulla metilazione del DNA, sulla transizione epitelio-mesenchimale 

(EMT), sulla deregolazione delle cellule staminale e su numerose alterazioni a 

carico dei microRNA (miRNA).198 Nonostante i meccanismi di danno epatico che 

portano progressivamente alla comparsa di HCC siano differenti a seconda 

dell’agente eziologico, la sequenza classica di progressione è l’infiammazione 

epatica conseguente all’insulto lesivo, la fibrosi che successivamente evolve in 

cirrosi e lo sviluppo del tumore. Le cellule danneggiate o necrotiche rilasciano nel 

microambiente mediatori molecolari come i Damage-Associated Molecular 

Patterns (DAMPS) mentre ad esempio le cellule virali possono rilasciare i 

Pathogen-Associated Molecular Patterns (PAMPS): queste molecole sono in 

grado di attivare una risposta immunitaria innata mediante l’attivazione dei 

Pattern Recognition Receptors (PRR) tra cui il recettore Toll-Like (TLR), i 

recettori della lectina di tipo C, recettori simili al dominio di oligomerizzazione 

legante i nucleotidi (NOD). Primariamente si avrà una risposta infiammatoria 

acuta, che è reversibile una volta eliminata la causa del danno, ma se ciò non 

avviene l’infiammazione cronicizza ed è la causa della progressione in fibrosi e 

cirrosi.199 

Numerose mutazioni genetiche e modificazioni epigenetiche sono state riscontrate 

nell’epatocarcinoma. La mutazione somatica più frequente riguarda il promotore 

di TERT, gene che regola l’espressione e la riattivazione della telomerasi200, ma 

mutazioni altresì molto frequenti nell’HCC riguardano i geni CTNNB1, 

codificante per β-catenina (un protoncogene nella via di segnalazione del WNT), 

mutazioni inattivanti TP53 (regolatore del ciclo cellulare). Le mutazioni di 

CTNNB1 sono state associate a tumori causati da HCV e HBV, di grandi 
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dimensioni, poco differenziati, con tendenza all’invasione e alla metastasi.201 

Oltre a CTNNB1, altri geni coinvolti nella pathway di WNT, come AXIN1, 

AXIN2 e APC possono essere mutati nell’HCC.202 Recentemente sono state 

scoperte mutazioni di ARID1A e ARID2, implicati nel rimodellamento della 

cromatina e tendenzialmente associati agli HCC ad eziologia non virale.203 

Correlata all’HCC su NASH è anche la mutazione del gene CULLIN7.202 

Purtroppo, nonostante i progressi della ricerca in questo campo, nessuna delle 

classificazioni molecolari di HCC è in grado di predire la prognosi o il rischio di 

recidiva del tumore. L’unica strategia efficace è la prevenzione primaria, ovvero 

l’eliminazione dei fattori di rischio epatolesivi. Un primo passo potrebbe essere la 

vaccinazione contro HBV nei neonati, purtroppo ancora carente in molti paesi.204  

La vaccinazione contro HCV non è attualmente possibile, ma le precauzioni atte a 

ridurre al minimo la possibilità di infezione (screening degli emoderivati, l’uso di 

dispositivi sanitari monouso e la sterilizzazione degli strumenti chirurgici e 

odontoiatrici) sono molto importanti.3 Inoltre i nati tra il 1945 e il 1965 sono 

considerati ad elevati rischio di positività per HCV ed è raccomandato lo 

screening.205 Mantenere uno stile di vita sano ed evitare i fattori di rischio come 

alcol, fumo, obesità sono strategie aggiuntive per la prevenzione dell’HCC. 

Ridurre al minimo l’esposizione alimentare alle aflatossine è un passaggio 

cruciale per ridurre il carico di HCC nelle aree con un elevato carico endemico.206  

 

1.4.4 Stadiazione e prognosi 

Un adeguato sistema di stadiazione di un tumore dovrebbe definirne la prognosi e 

guidare la scelta terapeutica in modo da trattare opportunamente ogni diverso 

stadio. La prognosi dei pazienti con HCC è determinata non solo dall’estensione 

tumorale, ma anche dalla funzionalità epatica residua (in considerazione 

dell’insorgenza nella maggior parte dei casi in pazienti con malattie croniche di 

fegato) e dalle condizioni cliniche del paziente.207,208 Per tale ragione, il sistema 

TNM non è adatto alla stadiazione dei pazienti con HCC poiché considera 

solamente il carico tumorale. Numerosi sistemi di stadiazione sono stati proposti 

nel tempo, sia dal mondo asiatico che da quello europeo/nordamericano, per 

stimare la prognosi dei pazienti con carcinoma epatocellulare, come il sistema di 

stadiazione Okuda, oggi ormai in disuso; lo score CLIP, con un ottima efficacia 
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prognostica, ma poco sensibile nella stratificazione degli stadi precoci di HCC; lo 

score JIS, utilizzato quasi esclusivamente in Giappone, combina il sistema TNM 

allo score Child-Pugh; lo score MESH, il quale ha ricevuto una convalida esterna 

nei paesi nordamericani/europei ma non propone raccomandazioni terapeutiche.209 

Il sistema di stadiazione correntemente raccomandato dalle linee guida Europee 

ed Americane è il sistema BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer). Questo 

classifica l’HCC in cinque stadi, guidando anche la scelta terapeutica (Figura 4). 

Uno degli svantaggi del sistema BCLC è la sostanziale eterogeneità del carico 

tumorale, della gravità della disfunzione epatica e della prognosi nei pazienti con 

carcinoma epatocellulare in stadio intermedio (stadio BCLC B) o avanzato (stadio 

BCLC C). Numerosi ricercatori hanno cercato di perfezionare il sistema BCLC 

sottoclassificando BCLC stadio B in alcune sottocategorie. I pazienti con 

carcinoma epatocellulare in stadio molto precoce (BCLC 0) e in stadio iniziale 

(BCLC A) presentano una lesione solitaria o fino a tre noduli di diametro inferiore 

a 3 cm (senza invasione macrovascolare o diffusione extraepatica) e funzionalità 

epatica preservata. Questi pazienti possono trarre beneficio dalla resezione, dal 

trapianto o dall’ablazione e per ciascuna di queste opzioni la prognosi può essere 

affinata in base a diversi parametri. I pazienti con carcinoma epatocellulare in 

stadio intermedio (BCLC B) non presentano sintomi, ma hanno grandi tumori 

multifocali senza invasione vascolare o metastasi. Se la funzionalità epatica fosse 

preservata, questi pazienti potrebbero essere candidati alla chemioembolizzazione 

transarteriosa. I pazienti con malattia in stadio avanzato (BCLC C) hanno una o 

più delle seguenti caratteristiche: tumori metastatici, invasione vascolare e sintomi 

lievi correlati al cancro. In questo stadio è raccomandato il trattamento con terapia 

sistemica. Infine, i pazienti con malattia allo stadio terminale (BCLC D) hanno 

una scarsa funzionalità epatica o marcati sintomi correlati al cancro. Questi 

pazienti non sono candidati al trapianto perché hanno una prognosi sfavorevole e 

richiedono invece cure di supporto.164,207 
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Figura 4. Sistema di stadiazione BCLC e trattamento del cancro al fegato in base allo stadio.164 

 

Un altro sistema di stadiazione, utilizzato soprattutto nel mondo orientale, è il 

CNLC: presenta molte somiglianze con il sistema BCLC ma propone strategie 

terapeutiche più aggressive per gli stadi avanzati di HCC. Un ulteriore sistema 

prognostico e di stadiazione più recente, creato nel 2016, è l’ITA.LI.CA. staging 

system: questo sistema richiama la classificazione BCLC relativamente alla 

stratificazione delle caratteristiche del tumore nei diversi stadi, ma fornisce una 

migliore definizione dello stadio intermedio, che viene diviso in tre sottogruppi. 

Questo score tiene conto del numero di noduli, del loro diametro, dell’invasione 

vascolare intraepatica, della classe Child-Pugh, delle condizioni generali del 

paziente (ECOG) e dei livelli di AFP. È stato appurato che il punteggio 

ITA.LI.CA. ha prestazioni migliori rispetto ad altri punteggi nei pazienti 

sottoposti a ristadiazione dovuta alla recidiva di HCC e prima delle decisioni 

terapeutiche.210 Inoltre, il sistema prognostico ITA.LI.CA. può anche essere 

convertito in una semplice stadiazione ITA.LI.CA. al fine di guidare la scelta 

terapeutica.211 In conclusione, ITA.LI.CA. ha mostrato una notevole efficacia 

prognostica nei pazienti con carcinoma epatocellulare, superiore a quella di altri 
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sistemi prognostici, anche se un possibile bias potrebbe essere dovuto al fatto che 

il confronto è stato effettuato sulla popolazione da cui è stato generato 

ITA.LI.CA. stesso.209  

 

1.5 VALUTAZIONE DELLA FIBROSI EPATICA: TEST NON INVASIVI 

Il gold standard per la valutazione della fibrosi epatica è la biopsia, che consente 

sia una diagnosi in termini di estensione di malattia (grading) che in termini di 

gravità della fibrosi (staging). Essendo però un test invasivo non scevro di rischi, 

non è attuabile come screening o come test di prima linea. A questo proposito 

esistono dei test, per l’appunto non invasivi, che permettono di stimare la fibrosi 

epatica attraverso vari parametri. Questa stima permette quindi di valutare 

l’andamento della malattia epatica cronica, la quale gravità sarà proporzionale alla 

deposizione di collagene nel parenchima epatico, e quindi alla fibrosi.212,213 I test 

non invasivi si basano su un approccio strumentale (Fibroscan, ecografia 

addominale) oppure su un approccio laboratoristico utilizzando parametri 

ematochimici.  

 

1.5.1 Fibroscan 

L’elastografia (Fibroscan) è una nuova tecnica utilizzata per la valutazione non 

invasiva della fibrosi epatica. Questa tecnica prevede l’uso di un trasduttore 

all’estremità di una sonda US (ultrasound) che trasmette vibrazioni a bassa 

frequenza attraverso il tessuto epatico. La velocità della risultante "shear wave" 

ovvero l’onda che si propaga attraverso il tessuto epatico è misurata dal sistema 

US.  La velocità dell’onda è correlata alla stiffness epatica, fornendo così una 

stima della fibrosi, espressa in kPa. Più aumenta la stiffness, più veloce sarà l’onda 

registrata e quindi maggiore il valore espresso in kPa.212 

 

1.5.2 Ecografia Addominale 

L’ecografia (US) è diventata una modalità consolidata per la diagnosi non 

invasiva della cirrosi. La progressione della fibrosi nei pazienti con malattia 

epatica cronica viene rilevata ecograficamente attraverso cambiamenti 

caratteristici (es. un aspetto grossolano o nodulare del parenchima, epatomegalia e 

ipertrofia del lobo caudato).214 L’ecografia può anche rilevare lo sviluppo 
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dell’ipertensione portale misurando il diametro della vena porta, la velocità del 

flusso, l’inversione del flusso, l’ascite e la splenomegalia.215 

 

1.5.3 Test ematochimici 

I principali test non invasivi basati su parametri ematochimici sono: 

-APRI: AST-Platelet Ratio Index [APRI = (AST/limite superiore della norma) 

*100/conta piastrinica] è un pannello di biomarcatori semplice e facilmente 

disponibile per la stima della fibrosi. I valori di APRI aumentano poiché 

l’ipertensione portale indotta da fibrosi determina una diminuzione della conta 

piastrinica. Questo test viene usato principalmente in caso di eziologia da HCV.212 

-FIBROTEST: è un pannello di biomarcatori brevettato che utilizza 5 marcatori 

biochimici (alfa-2 macroglobulina, aptoglobina, bilirubina totale, apolipoproteina-

A, gamma glutamil-transferasi [GGT]) e 2 parametri clinici (età e sesso). 

Utilizzando un algoritmo questi biomarcatori vengono combinati per produrre un 

valore numerico compreso tra 0.0 e 1.0. Il punteggio risultante è correlato agli 

stadi della fibrosi di METAVIR (F0, F1, F2, F3, F4).212 

-FIB4: è un pannello di biomarcatori che utilizza età, AST, conta piastrinica e 

ALT [FIB4 = (età*AST)/(Piastrine*√ALT). È stato convalidato in NAFLD e 

NASH. Tuttavia, il test si basa su valori di cutoff per escludere o prevedere la 

fibrosi avanzata e i pazienti con valori intermedi richiedono test aggiuntivi di 

valutazione della fibrosi.216,217 

 

1.6 MICRO-RNA 

1.6.1 Generalità e biosintesi 

I microRNA (miRNA) sono piccoli RNA non codificanti a singolo filamento, di 

circa 19-24 nucleotidi, che regolano l’espressione genica legandosi a specifici 

bersagli di mRNA e promuovendone la degradazione e/o l’inibizione della 

traduzione in proteine.218 

Nel genoma umano si stima siano presenti più di 700 geni codificanti miRNA, 

rappresentando l’1-4% dei geni espressi.219 I miRNA controllano un’ampia 

gamma di processi biologici, come la differenziazione cellulare, la proliferazione 

e l’apoptosi. In numerosi tumori umani sono state riscontrate espressioni aberranti 

di diversi tipi di miRNA, i quali possono essere sia up-regolati che down-regolati 
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rispetto alle cellule sane, figurando quindi come dei veri e propri geni 

oncosoppressori o oncogeni.220,221  

Numerosi studi hanno rilevato che i miRNA sono stabili nel siero e nel plasma, 

perciò facilmente rilevabili.222,223 Nel caso dell’HCC, i miRNA potrebbero 

risultare particolarmente utili in quanto spesso l’HCC viene diagnosticato in una 

fase in cui la resezione curativa non è più attuabile a causa di metastasi intra ed 

extraepatiche.224 L’identificazione di nuovi biomarcatori è quindi auspicabile.  

La pathway biogenetica dei miRNA è complessa e include due separati eventi, il 

primo nel nucleo cellulare e il seguente nel citoplasma: i geni dei miRNA, sono 

trascritti dalla RNA Polimerasi II, che genera un precursore pri-miRNA di circa 

100-1000 nucleotidi di lunghezza. All’interno del nucleo, il complesso proteico 

RNasi III Drosha riconoscendo una struttura secondaria “stem-loop” del pri-

miRNA, attua un’escissione e rilascio di un filamento “hairpin” di circa 70 

nucleotidi, denominato pre-miRNA. Infine, il pre-miRNA viene esportato al di 

fuori del nucleo da un complesso proteico (Exportina-5/Ran-GTP) che riconosce 

specificatamente RNA a doppio filamento. Una volta nel citoplasma il pre-

miRNA, associato a un enzima chiamato Dicer e ai suoi co-fattori, viene 

processato con la formazione di un duplex miRNA-miRNA* di circa 22 nucleotidi 

di lunghezza. Il risultante duplex di RNA viene caricato sulla proteina Argonaute 

(AGO), che conserva preferenzialmente solo un filamento di miRNA maturo 

rimuovendo l’altro filamento (miRNA*). AGO caricata con miRNA si associa ad 

altri cofattori, e costituisce il complesso effettore, chiamato complesso di 

silenziamento indotto dall’RNA (RISC).225,226 Il miRISC induce la degradazione 

dell’mRNA e/o la soppressione traslazionale attraverso l’interazione con le 

sequenze complementari nella regione 3′ non tradotta (3′-UTR) dell'mRNA del 

gene bersaglio.227–229 

Tuttavia, recenti studi hanno rivelato che i miRNA oltre a regolare negativamente 

l’espressione genica attraverso l’interazione con la regione 3’-UTR del mRNA 

bersaglio, possono anche regolare, sia positivamente che negativamente, regioni 

complementari del promotore e della regione codificante del mRNA bersaglio.230 

Non è assolutamente da escludere che in futuro si scoprano altri meccanismi 

attraverso cui i miRNA svolgono le loro funzioni. 

 



 38 

1.6.2 MiR-21  

Tra i diversi microRNA, miR-21 è di particolare interesse per il suo 

coinvolgimento nelle malattie epatiche croniche. Questo è emerso essere 

ampiamente espresso in vari tipi di tessuti umani, compreso il fegato231 e 

specialmente nelle cellule stellate (HSC) attivate, che sono responsabili della 

fibrosi epatica.232,233 Inoltre miR-21 è uno dei miRNA più iperespressi 

nell’HCC,234 con livelli tissutali235–237 ma soprattutto sierici224,238–242 

significativamente elevati, condizioni che lo rendono facilmente isolabile e 

analizzabile. 

Nel fegato, MiR-21 è sovraregolato in molti processi biologici, tra cui 

infiammazione, fibrosi e cancro.243  

 

1.6.2.1 Ruolo molecolare nella progressione della malattia epatica 

Nelle epatiti croniche ad eziologia virale (HBV, HCV) è stato dimostrato che i 

miRNA dell’ospite possono influenzare sia il genoma virale che diversi fattori 

cellulari dell’ospite stesso e, analogamente, il virus può influenzare i livelli di 

espressione dei miRNA cellulari a suo vantaggio, creando un ambiente favorevole 

alla progressione dell’infezione e del danno epatico.244 HBV codifica la proteina 

X (HBx), un fattore essenziale nella replicazione virale e nella patogenesi del 

carcinoma epatocellulare associato a HBV.245 Negli epatociti e nel carcinoma 

epatocellulare, HBx promuove la proliferazione, l’invasione e la migrazione 

cellulare inducendo l’iperespressione di miR-21 e favorendo la progressione del 

danno epatico mediante la repressione di geni oncosoppressori come morte 

cellulare programmata 4 (PDCD4)246 e omologo della fosfatasi e della tensina 

(PTEN)247 e mediante l’inibizione dell’apoptosi targettando l’interleuchina-12 

(IL-12).248 Inoltre uno studio recente ha evidenziato che l’up-regolazione di miR-

21 è associata alla recidiva dell’HCC HBV-correlato nei pazienti con trapianto di 

fegato,249 ma i meccanismi alla base devono ancora essere dimostrati. 

Analogamente, Chen et al. hanno dimostrato che nell’infezione da HCV si 

verifica una up-regolazione del miR-21, che a sua volta sopprime la produzione di 

Interferone di tipo I (IFN) normalmente indotta da HCV, promuovendo così la 

replicazione virale. Inoltre, miR-21 ha come target due fattori importanti nella via 

di segnalazione TLR: il fattore di differenziazione mieloide 88 (MyD88) e la 
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chinasi 1 associata al recettore dell’interleuchina-1 (IRAK1), anch’essi coinvolti 

nella produzione di IFN di tipo I indotto da HCV. Pertanto, HCV potrebbe aver 

sviluppato una strategia per eludere le risposte immunitarie dell’ospite e resistere 

alla terapia a base di interferone attraverso la deregolazione di miR-21.250 

Una deregolazione di miR-21 è stata riscontrata anche nei pazienti con 

NAFLD/NASH: studi recenti hanno evidenziato come questo promuova 

l’accumulo di lipidi epatici e la proliferazione cellulare interagendo con la via 

Hbp1-p53-Srebp1c251 e inibendo PTEN, un regolatore della via della 

fosfatidilinositolo-3-chinasi.252 Inoltre è stato ipotizzato, tramite studi su modelli 

murini, che miR-21 possa promuovere la resistenza insulinica e la steatosi epatica, 

attraverso la deregolazione della proteina FOXO1, del gene INSIG2, di STAT3 e 

del fattore nucleare degli epatociti 4 alfa (HNF4-α).253 A dimostrazione di ciò 

l’inibizione di miR-21 portava a un miglioramento della tolleranza al glucosio, 

della sensibilità all’insulina e ritardava la steatosi epatica. MiR-21 sembra abbia 

anche un ruolo nell’indurre o facilitare il danno cellulare, l’infiammazione e la 

fibrosi, attraverso l’inibizione della via del segnale del recettore alfa attivato dal 

proliferatore del perossisoma (PPARα).254   

Similmente alla NAFLD, l’espressione epatica del miR-21 è up-regolata anche nei 

pazienti con ALD255 e nei modelli murini di ALD,256 ma la sua funzione in questa 

patologia non è stata ancora chiarita definitivamente.  

L’attivazione delle cellule stellate epatiche (HSC) porta alla fibrosi epatica,8 che è 

caratterizzata da un’eccessiva produzione di collagene. Zhu et al. hanno 

dimostrato che l’espressione di miR-21 nelle HSC era drammaticamente elevata 

in campioni di fegato cirrotico umano e in fegati fibrotici murini (indotti da 

tioacetamide o tetracloruro di carbonio). Hanno inoltre dimostrato che miR-21 si 

manteneva a livelli costantemente elevati tramite un ciclo di feedback microRNA-

21/proteina di morte cellulare programmata 4/proteina di attivazione-1 (miR-

21/PDCD4/AP-1). L’interruzione di questo ciclo con inibitori di miR-21 o AP-1 

sopprimeva significativamente l’attività pro-fibrotica nelle HSC. Al contrario, il 

potenziamento di questo ciclo con un piccolo RNA interferente (siRNA) contro 

PDCD4 promuoveva la fibrogenesi. Il miR-21 up-regolato promuoveva la via di 

segnalazione del fattore di crescita trasformante β (TGF-β) alla base 

dell’attivazione delle HSC. Il ciclo di autoregolazione miR-21/PDCD4/AP-1 

sembra essere una delle principali forze trainanti per la progressione della fibrosi 
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epatica.257 Attraverso questo ciclo miR-21 esplica effetti non solo fibrogenici, ma 

anche di promozione della migrazione e dell’invasione cellulare nelle cellule di 

HCC, tramite un’up-regolazione delle vie di segnalazione a valle di PDCD4, tra 

cui fosfo-c-Jun, metalloproteinasi della matrice (MMP)-2 e MMP-9.258 

MiR-21 partecipa all’attivazione indotta da Ang II dell’inflammasoma NLRP3 e 

promuove la sintesi del collagene da parte delle HSC attraverso il targeting di 

sprouty1 (SPRY1) e dell’omologo decapentaplegico 7 (SMAD7).259 Alcuni studi 

hanno evidenziato come un Knock-Out (KO) di miR-21 in modelli murini 

implichi una riduzione dell’infiammazione, della sintesi di collagene e 

dell’espressione di vie di segnalazione pro-fibrotiche.255,260 MiR-21 reprime 

l’espressione di SMAD7, che è un regolatore inibitorio della via di segnalazione 

del TGF-β,261 con conseguente aumento della fibrosi epatica. Tuttavia, il ruolo 

pro-fibrotico di miR-21 è stato contestato da uno studio recente, che ha riportato 

che la delezione genetica di miR-21 non attenuava la fibrosi epatica nei modelli 

murini né impediva l’attivazione dell’HSC in coltura.233 Sono necessari ulteriori 

studi per chiarire l’effetto di miR-21 nella fibrogenesi epatica.  

Numerosi studi sono concordi nel classificare miR-21 come un onco-miRNA: la 

sua sovraespressione aumenta la proliferazione cellulare, la migrazione e 

l’invasione in molte cellule tumorali.262–264 Livelli elevati di miR-21 sono stati 

riportati in vari tumori (carcinomi polmonari, renali e del colon-retto)265–267 e 

alcuni studi hanno scoperto che miR-21 potrebbe fungere da marker diagnostico e 

prognostico per questi.268–270  

L’up-regolazione di miR-21 contribuisce all’aumento della proliferazione 

cellulare e all’inibizione dell’apoptosi mediante la soppressione di diversi geni 

oncosoppressori, tra cui PTEN, tropomiosina I, PDCD4, maspin e inibitore della 

metallopeptidasi 3.247,271 

MiR-21 modula la protein-chinasi regolata dal segnale extracellulare ERK1 e 

l’EMT (transizione epitelio-mesenchimale) durante la fibrogenesi regolando 

HNF4α e di sprouty2 (SPRY2) degli epatociti. L’inibizione di miR-21 ha 

soppresso la segnalazione di ERK1 e ne ha inibito l’attivazione. Al contrario, la 

stimolazione di miR-21 ha migliorato la segnalazione di ERK1 nelle HSC e ha 

indotto l’EMT degli epatociti targettando HNF4α e SPRY2.232  

Uno dei ruoli chiave di miR-21 riguarda la sua interazione con PTEN, il cui ruolo 

biologico come gene oncosoppressore risulta ben caratterizzato.272 In epatociti 
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umani trasfettati con precursori di miR-21 si verificava una diminuzione 

dell’espressione di PTEN e una fosforilazione di FAK, proteina tirosin-chinasi a 

valle di PTEN, che normalmente viene defosforilata da PTEN stesso, con un 

effetto finale di aumentata migrazione cellulare.247 L’inibizione di miR-21 in linee 

cellulari di HCC riduceva sensibilmente la fosforilazione di FAK e di AKT, 

implicata nella via PI3K/AKT ed essenziale per la crescita tumorale. Inoltre, si è 

notato che la trasfezione di epatociti normali con il precursore di miR-21 

aumentava i livelli di MMP-2 e MMP-9, normalmente inibite da PTEN.273 Questi 

risultati forniscono prove di un legame tra miR-21 e l’espressione dei mediatori 

dell’invasione cellulare nelle linee cellulari HCC, che contribuiscono al processo 

metastatico.247 

In uno studio del 2010 è stato evidenziato come miR-21 sia implicato anche in 

meccanismi di chemioresistenza. Cellule che esprimevano elevati livelli di miR-

21 dimostravano di essere più resistenti alla terapia con IFN-α e 5-Fluorouracile 

(5-FU) rispetto ai controlli e di essere inoltre più resistenti all’apoptosi. In seguito 

alla trasfezione di anti-miR-21 in queste cellule, con lo scopo di riportare i livelli 

di miR-21 al pari dei controlli, si otteneva una migliore risposta alla 

chemioterapia e un aumento della percentuale di cellule apoptotiche. La base 

molecolare di questo esperimento è stata attribuita ad alterati livelli di PTEN, 

PDCD4 e MMP, confermata attraverso l’inibizione di questi target attraverso i 

rispettivi siRNA.274 

Un altro lavoro ha evidenziato un effetto di miR-21 relativo alla resistenza 

dell’HCC alla terapia con sorafenib, probabilmente dovuta a una down-

regolazione di PTEN e alla sequenziale attivazione di AKT, risultante in una 

soppressione dell’autofagia. Il successivo antagonismo verso miR-21 da parte di 

oligonucleotidi specifici rendeva le cellule nuovamente sensibili a sorafenib e 

aumentava sensibilmente l’autofagia, confermando un ruolo di miR-21 in questa 

pathway.275 

È stato scoperto inoltre, attraverso tecniche di immunoistochimica, che la proteina 

chinasi-chinasi 3 attivata dal mitogeno (MAP2K3), coinvolta nella senescenza 

cellulare, era sorprendentemente repressa nei tessuti di HCC umano, rispetto ai 

tessuti non tumorali, e questa repressione era solidamente collegata ai livelli di 

miR-21. Questo risultato suggerisce che MAP2K3 potrebbe essere un gene 

oncosoppressore, che viene down-regolato da miR-21 in HCC.276 
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Uno studio effettuato costruendo una linea cellulare di HCC che sovraesprimeva 

stabilmente miR-21 rispetto a una linea cellulare di controllo negativo ha 

evidenziato che l’espressione dei marcatori LCSC (Liver Cancer Stem Cell) come 

CD13, Ep-CAM, CD90 e OCT4 era significativamente più alta nella linea 

cellulare con sovraespressione di miR-21 rispetto al controllo. Queste molecole 

sono implicate in numerosi processi quali invasione, migrazione cellulare e 

carcinogenesi.277 

In numerosi tumori umani miR-21 sembra avere un ruolo anche all’interno di 

processi angiogenetici tramite l’aumentata espressione del fattore 1α inducibile 

dall’ipossia (HIF1α),278–280 ma nessuno studio ne ha ancora valutato l’eventuale 

associazione per quanto riguarda HCC.  

Gli esosomi sono piccole vescicole extracellulari che vengono rilasciate dalle 

cellule in seguito alla fusione di corpi multivescicolari con la membrana 

plasmatica. Esistono prove emergenti che indicano che gli esosomi svolgono un 

ruolo centrale nella comunicazione cellula-cellula in quanto possono veicolare 

proteine bioattive, mRNA e microRNA, i quali possono essere trasferiti a cellule 

adiacenti o organi distanti.281 È emerso che le cellule di HCC possono secernere 

miR-21 esosomiale che, attraverso l’inibizione di PTEN, porta all’attivazione 

della via PDK1/AKT nelle HSC, che vengono convertite in fibroblasti cancro-

associati (CAF). I CAF attivati possono ulteriormente promuovere la progressione 

del cancro secernendo citochine angiogeniche, inclusi VEGF, MMP2, MMP9, 

bFGF e TGF-β. I dati clinici hanno indicato che un livello elevato di miR-21 

esosomiale sierico era correlato a una maggiore attivazione dei CAF e una 

maggiore densità di vasi nei pazienti con HCC.282 

Kruppel Like Factor 5 (KLF5) agisce come un oncosopressore in alcuni tumori. 

Uno studio ha dimostrato che l’espressione di KLF5 è stata inibita da miR-21 

attraverso il targeting a livello del 3′-UTR del gene. L’iperespressione di KLF5 

diminuiva, almeno in parte, l’effetto indotto da miR-21 sulla capacità migratoria e 

invasiva delle cellule. I risultati mostrano quindi che la migrazione e l’invasione 

delle cellule HCC erano significativamente aumentate a causa dell’inibizione di 

KLF5 indotta da miR-21.283 

Inoltre, l’espressione di miR-21 epatica era sovraregolata dopo epatectomia 

parziale nei topi,284 mentre il knockdown di miR- 21 ritardava la rigenerazione del 

fegato.285 MiR-21 promuove la proliferazione degli epatociti inibendo 
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l’espressione dei suoi geni bersaglio come il gene BTG2, che è un inibitore del 

ciclo cellulare,284 e il gene membro della famiglia dell’omologo di RAS-B 

(Rhob).285  

 

1.6.2.2 Mir-21 come biomarcatore 

I miRNA hanno il potenziale per diventare nuovi biomarcatori non invasivi 

poiché sono altamente stabili e facilmente rilevabili in circolazione.222 Numerosi 

studi, infatti, hanno dimostrato la superiorità di diversi miRNA come biomarcatori 

per la diagnosi precoce, la prognosi e la valutazione delle malattie croniche del 

fegato rispetto ai tradizionali biomarcatori. Dagli studi presenti in letteratura 

risultano evidenti i molteplici meccanismi, sebbene alcuni dei quali non 

completamente chiariti, attraverso cui miR-21 contribuisce alla progressione del 

danno epatico mediante l’attivazione o il potenziamento di vie di segnalazione 

molecolari con effetti pro-fibrotici, ma anche attraverso una deregolazione di vie 

di segnalazione relative a processi di migrazione, invasione cellulare, apoptosi e 

angiogenesi, con effetti cancerogenici. Non sorprende quindi il fatto che negli 

studi eseguiti i livelli di miR-21, il quale agisce come un onco-miR, siano più alti 

nei tessuti di HCC rispetto al tessuto epatico non tumorale.235–237  Inoltre, anche i 

livelli sierici di miR-21 sono più elevati nei pazienti con HCC rispetto ai controlli 

sani,238–242 proponendo quindi la sua determinazione come valido strumento per la 

diagnosi.286 D’altro canto, però, ancora pochi studi sono stati effettuati con lo 

scopo di identificare miR-21 come un possibile biomarcatore di progressione nelle 

fasi della storia naturale della malattia epatica cronica, ad esempio valutandone la 

correlazione con la fibrosi epatica, oppure confrontandolo rispetto ai tradizionali 

biomarcatori umorali. 

Lo studio di Cermelli et al., tra i pochi che hanno valutato la correlazione tra 

livelli di miR-21 e la gravità del danno epatico all’istologia (valutata tramite la 

fibrosi) in pazienti con epatite cronica HCV-correlata (CHC) o NAFLD, ha 

evidenziato un lieve aumento di miR-21 negli stadi avanzati (F4) ma non negli 

stadi precedenti.287 Analogamente Marquez et al. hanno dimostrato una 

correlazione positiva tra livelli di miR-21, gravità della fibrosi, carica virale e 

livelli di ALT e AST in pazienti con CHC.288 Anche in caso di epatite cronica 

HBV-correlata (CHB), lo studio di Wu et al. dimostrava una correlazione positiva 
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tra livelli sierici di miR-21 e la fibrosi epatica, anche se il valore predittivo del 

miR-21 sierico per lo stadio istologico della fibrosi epatica è apparso essere 

inferiore a quello dei punteggi APRI e FIB-4.289 Nel caso di NAFLD/NASH si 

riscontrano risultati discordanti in letteratura: a livello tissutale sono stati 

riscontrati elevati livelli di miR-21;254,290 per quanto riguarda i livelli sierici, uno 

studio ha dimostrato livelli inferiori di miR-21 rispetto ai controlli sani,291 mentre 

in un altro studio i livelli sierici di miR-21 erano più alti nei pazienti con NAFLD 

rispetto ai controlli sani.292  Anche in studi effettuati su modelli murini di NAFLD 

i livelli di miR-21 erano strettamente associati alla gravità della fibrosi epatica.293 

Nello studio di Bihrer et al. sono stati confrontati i livelli di miR-21 di pazienti 

sani, con CHC e con HCC. I pazienti con CHC presentavano elevati livelli 

rispetto ai controlli sani, ma non c’era differenza tra pazienti con CHC e pazienti 

con HCC. Inoltre, i livelli sierici di miR-21 erano fortemente correlati a bilirubina, 

INR, gGT, ALT e AST. Livelli sierici elevati di miR-21 sono stati riscontrati solo 

in pazienti con CHC che mostravano livelli elevati di ALT, mentre i sieri di 

pazienti con CHC con livelli di ALT normali avevano concentrazioni sieriche di 

miR-21 normali. I livelli sierici di miR-21 erano fortemente correlati all’Histology 

Activity Index (HAI), un punteggio calcolato sulla base della gravità di necrosi, 

infiammazione e fibrosi epatica, suggerendo che il livello sierico di miR-21 

potrebbe essere correlato all’attività necroinfiammatoria epatica nei pazienti con 

CHC. L’analisi multivariata dei dati dei pazienti con necroinfiammazione epatica 

minima o da lieve a grave ha rivelato che solo ALT e miR-21 erano correlati in 

modo indipendente con il grado di necroinfiammazione. Pertanto, la 

concentrazione sierica di miR-21 potrebbe essere un parametro utile per 

differenziare i pazienti con necroinfiammazione da lieve a grave nel fegato che è 

di rilevanza clinica. Per quanto riguarda la correlazione tra miR-21 e fibrosi, non è 

stata trovata alcuna differenza significativa, (in accordo con lo studio di Cermelli 

et al.287 ma non con quello di Marquez et al.288). Gli autori dello studio 

suggeriscono che i livelli sierici di miR-21 sono correlati più all’attività del danno 

epatico piuttosto che alla fibrosi epatica nei pazienti con CHC, indicando che il 

livello sierico di miR-21 è idoneo a rilevare l’attività necroinfiammatoria nel 

fegato e non la presenza di HCC.294  

In uno studio su pazienti con CHC i livelli di miR-21 erano correlati 

positivamente con età, albumina, AST, ALT, AFP e fibrosi epatica.295 



 45 

Diversi studi hanno anche valutato il ruolo di miR-21 come possibile marcatore 

circolante in pazienti con HCC, con risultati contrastanti. Xu et al. hanno 

dimostrato che i livelli sierici di miR-21 erano più elevati in pazienti con HCC 

rispetto ai controlli sani, ma andando a confrontare i livelli sierici in pazienti con 

epatite cronica HBV-correlata (CHB) è emerso che in questi ultimi non solo erano 

elevati, ma anche maggiori rispetto ai pazienti con HCC, indicando una sensibilità 

dell’84% e una specificità del 73.5% (AUC 0.87) nel discriminare i pazienti con 

HCC dai controlli sani, una sensibilità dell’80% e una specificità del 95.6% (AUC 

0.91) nel discriminare i pazienti con epatite cronica da controlli sani. Tuttavia, le 

analisi della curva ROC hanno rivelato che miR-21 non era in grado di 

differenziare i pazienti con HCC dai pazienti con epatite cronica.242 Qi et al. 

hanno confrontato i livelli di miR-21 in pazienti sani, con CHB senza HCC e con 

HCC. I livelli di miR-21 erano più bassi nei pazienti con HCC rispetto ai controlli 

sani mentre nessuna differenza significativa è stata osservata tra soggetti con CHB 

con e senza HCC. Non è stata trovata alcuna associazione significativa tra miRNA 

e il numero di tumori, le dimensioni, lo stadio, il grado Child-Pugh e la 

sopravvivenza globale. È stata anche studiata una potenziale relazione tra i livelli 

di miRNA circolanti e lo stato di cirrosi epatica, ma non è stata identificata alcuna 

differenza statisticamente significativa.296 Anche nello studio effettuato da 

Tomimaru et al. sono stati confrontati i livelli sierici di miR-21 tra pazienti sani, 

con epatite cronica e con HCC. Il livello plasmatico di miR-21 nei pazienti con 

HCC era significativamente più alto rispetto ai pazienti con epatite cronica e 

volontari sani. Questo studio ha prodotto un’AUC di 0.77 con una sensibilità del 

61.1% e una specificità dell’83.3% quando si differenzia l’HCC dall’epatite 

cronica e un’AUC di 0.95 con una sensibilità dell’87.3% e una specificità del 92% 

quando si differenzia l’HCC dai volontari sani. Rispetto all’AFP, miR-21 ha 

mostrato una maggiore performance diagnostica nel discriminare HCC, cirrosi ed 

epatite cronica B e questa efficienza diagnostica è rimasta anche per i pazienti con 

HCC AFP negativo. Inoltre, stati confrontati pazienti con HCC prima e dopo il 

trattamento di chemio-embolizzazione trans-arteriosa (TACE): i livelli plasmatici 

di miR-21 erano diminuiti significativamente dopo l’intervento chirurgico rispetto 

ai valori preoperatori. Bharali et al. hanno confrontato i livelli di miR-21 tra 

pazienti con HCC, pazienti con epatite cronica e cirrosi senza HCC, pazienti con 

epatite cronica senza cirrosi e senza HCC e controlli sani. I risultati evidenziano 
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che i pazienti con HCC e cirrosi avevano livelli significativamente più alti rispetto 

ai pazienti con HCC senza cirrosi e i pazienti con cirrosi senza HCC avevano 

livelli intermedi tra i due precedenti. Inoltre, è stata evidenziata una correlazione 

positiva tra carico virale di HBV e livelli del miR-21. I risultati di questo studio 

hanno prodotto una sensibilità del 74.1%, specificità del 75.0% nel differenziare i 

pazienti HCC dai pazienti senza HCC, ma un’incapacità nel differenziare HCC 

dall’epatite cronica; nessuna correlazione è stata evidenziata tra livelli di miR-21 e 

stadio Child-Pugh.239 MiR-21 quindi sembra adatto a differenziare l’HCC con un 

efficiente potere diagnostico di sensibilità, specificità e livello di espressione.  

Probabilmente la valutazione di più miRNA nel siero ha un valore diagnostico 

migliore rispetto alla determinazione di un singolo miRNA. Un gruppo di miRNA 

frequentemente espressi (miR-21, miR-199 e miR-122) può essere più specifico 

per la diagnosi di HCC.297 Zhou et al.  hanno testato un pannello di sette miRNA 

(miR-122, miR-192, miR-21, miR-223, miR-26a, miR-27a e miR-801): questi 

erano in grado di distinguere HCC e controlli sani (AUC = 0.941), epatite cronica 

B (AUC = 0.842) e cirrosi epatica (AUC = 0.884) anche in una fase iniziale della 

malattia.298 Analogamente, Zhuang et al., utilizzando un pool di tre diversi 

miRNA (miR-21, miR-26a e miR-101) in pazienti con HCC, epatite cronica e 

controlli sani hanno evidenziato che il livello sierico di miR-21 era più alto 

mentre miR-26a e miR-101 erano significativamente più bassi nei pazienti con 

carcinoma epatocellulare rispetto a quelli nei controlli sani. I livelli sierici di miR-

26a e miR-101 erano significativamente più bassi nei pazienti con HCC rispetto a 

quelli nei pazienti con epatite cronica. Le analisi della curva ROC hanno rivelato 

che miR-21, miR-26a e miR-101 possono differenziare i pazienti con carcinoma 

epatico dai controlli sani, l’area sotto la curva ROC (AUC) era 0.621 (67.4% di 

sensibilità e 55.8% di specificità), 0.754 (51.9% di sensibilità e 95.2% di 

specificità) e 0.631 (47.1% di sensibilità e 81% di specificità), rispettivamente. La 

combinazione di miRNA e alfa-fetoproteina (AFP) ha prodotto un’AUC di 0.914 

con una sensibilità dell’87.0% e una specificità del 78.0%; la combinazione di 

miRNA e AFP ha prodotto un miglioramento dell’AUC rispetto al solo AFP 

(0.854 contro 0.683): gli autori sono giunti alla conclusione che i livelli sierici di 

miR-21, miR-26a e miR-101 possono fungere da potenziali biomarcatori e la 

combinazione di questi miRNA e AFP fornisce un risultato migliore rispetto alla 

sola AFP.299 Nello studio di Zhang et al., effettuato con una combinazione di miR-
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21 e miR-130b, i miRNA sovraregolati erano associati ai parametri clinico-

patologici di infiltrazione capsulare del tumore e allo stadio. I pazienti con elevati 

livelli di miRNA presentavano una prognosi sfavorevole. Inoltre, il rilevamento 

combinato di miR-130b e miR-21 sierico ha ottenuto risultati migliori nella 

diagnosi di HCC con una sensibilità del 92.16% e un tasso di accuratezza del 

77.51%.300 Tali risultati potrebbero indicare l’utilizzo di più miRNA 

contemporaneamente al fine di ottimizzare la diagnosi precoce. 

Una metanalisi286 ha dimostrato che il miR-21 presenta prestazioni diagnostiche 

moderate (sensibilità dell’81%, specificità dell’85%, con AUC 0.9 nella 

popolazione complessiva; sensibilità e specificità scendono rispettivamente a 

62.4% e 84.4% nel discriminare l’HCC dall’epatite cronica) e può servire come 

potenziale co-biomarcatore per la diagnosi precoce dell’HCC (con AFP),238 

perché la sua espressione potrebbe non essere specificamente associata all’HCC 

stesso.  

Il ruolo del miR-21 come marker prognostico è stato ampiamente studiato e 

diversi lavori hanno dimostrato che un’elevata espressione di miR-21 nel tessuto 

HCC dei pazienti trattati con resezione chirurgica del fegato era associata in modo 

indipendente a una sopravvivenza globale peggiore. In una serie di 60 pazienti 

con carcinoma epatocellulare resecati chirurgicamente, un’elevata espressione di 

miR-21 era associata a stadio avanzato del tumore e prognosi infausta.237 

Precedenti studi hanno dimostrato che il miR-21 può favorire la rigenerazione 

epatica a seguito di epatectomia parziale.284,301 Si può ipotizzare che il miR-21 

possa promuovere simultaneamente la rigenerazione epatica negli epatociti 

normali e nelle cellule tumorali, con conseguente prognosi infausta per i pazienti 

con carcinoma epatocellulare sottoposti a resezione epatica.302 

Un altro studio ha confermato che livelli elevati di espressione di miR-21 nel 

tessuto dei pazienti trattati con resezione epatica curativa erano correlati a una 

bassa differenziazione del tumore, stadio TNM avanzato e invasione venosa; 

inoltre, la sopravvivenza globale nel gruppo con miR-21 alto era 

significativamente più breve.303 Studiando la correlazione tra una maggiore 

espressione di miR-21 e le caratteristiche cliniche di HCC, Yan et al. hanno 

osservato che una maggiore espressione di miR-21 era significativamente 

correlata a dimensioni del tumore >5cm, invasione venosa, stadio TNM e cirrosi 

epatica.304 Altri studi sono giunti alle stesse conclusioni: nei pazienti con 
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carcinoma epatocellulare trattati chirurgicamente, l’espressione elevata di miR-21 

era associata alla progressione della malattia236 ed era un predittore indipendente 

di sopravvivenza globale.305 

MiR-21 è stato inoltre correlato con la recidiva in pazienti con carcinoma 

epatocellulare HBV-mediato sottoposti a trapianto di fegato.249 Tuttavia, ci sono 

dati in letteratura che non confermano questi risultati.239  

Dati provenienti da diverse metanalisi non sono concordanti nella definizione 

dell’utilità prognostica di miR-21. I pazienti con un’elevata espressione di miR-21 

sia nel tessuto [HR 1.76, IC 95% 1.29 – 2.41] che nel sangue [HR 1.73, IC 95% 

1.07 – 2.80] hanno una sopravvivenza globale significativamente più breve 

secondo uno studio.306 Tuttavia, il miR-21 sembra non essere in grado di predire 

la sopravvivenza nella popolazione complessiva dei pazienti con carcinoma 

epatocellulare [HR 1.21, IC 95% 0.68 – 2.16], ma solo nei pazienti trattati con 

resezione chirurgica [HR 2.36, IC 95% 1.52 – 3.66, p < 0.01].302 Inoltre è emerso 

che miR-21 presenta una sensibilità diagnostica dell’85.2%, ed è superiore nella 

diagnosi di HCC rispetto a AFP la cui sensibilità diagnostica complessiva era 

inferiore al 60%.  Inoltre, la sensibilità è risultata superiore rispetto alla 

tomografia computerizzata (TC) o alla risonanza magnetica (MRI). L’AUC di 

miR-21 è risultata 0.89 (IC 95%: 0.85-0.91), leggermente superiore a quella di 

AFP (0.81).224,307 Rispetto a AFP, la quale difficilmente riesce a diagnosticare 

tumori in stadio iniziale, miR-21 ha ottenuto risultati migliori in questo 

frangente.308 Nonostante i livelli di miR-21 a livello epatico non siano efficaci nel 

predire la sopravvivenza236 è stato dimostrato che una maggiore espressione di 

miR-21 è correlata alla progressione del tumore, implicando quindi un possibile 

ruolo di miR-21 come nuovo potenziale biomarcatore per la prognosi di 

HCC.236,238 

Wang et al. hanno scoperto che l’espressione di miR-21 era significativamente più 

alta nei tessuti HCC rispetto ai normali tessuti epatici adiacenti e la sopravvivenza 

globale a 5 anni del gruppo con elevata espressione di miR-21 era 

significativamente più breve di quella del gruppo con ridotta espressione di miR-

21 (40.2% contro 70.7%; P=0.007) e la sopravvivenza libera da malattia a 5 anni 

del gruppo con alta espressione di miR-21 era anche significativamente più breve 

di quella del gruppo con bassa espressione di miR-21 (17.4% contro 57.3%; 

P=0.001). Inoltre, in un modello Cox multivariato, hanno dimostrato che 



 49 

l’espressione di miR-21 era un fattore prognostico negativo indipendente per la 

sopravvivenza a 5 anni (hazard ratio [HR]=3.189, intervallo di confidenza al 95% 

[CI]=1.911-10.012, P= 0.03) e sopravvivenza libera da malattia a 5 anni 

(HR=5.897, CI=3.009-13.763, P<0.001) nell’HCC.309 

Nonostante gran parte degli studi confermi una netta correlazione tra i livelli di 

miR-21 e la prognosi di HCC o delle malattie croniche epatiche, alcuni risultati 

incoerenti sono stati ottenuti. Inoltre, ci sono pochi dati che valutino l’andamento 

di miR-21 nelle diverse fasi della patologia epatica cronica e una sua possibile 

correlazione con parametri quali gravità della fibrosi e indici bioumorali.  

Non meno importante, questi studi appaiono difficilmente confrontabili tra loro, 

per diversi motivi: campioni di diverse dimensioni e diversa selezione del 

campione; differenze nei campioni utilizzati per determinare il livello di miR-21 

(tessuto, siero, plasma, sangue intero); procedure di estrazione dell’RNA o 

controllo interno utilizzati; gruppi di controllo utilizzati (volontari sani, epatiti e 

cirrosi). Urge una necessità di approfondire ulteriormente questi studi e, 

soprattutto, uniformare le metodiche attraverso cui questi vengono effettuati, per 

riuscire a giungere a una conclusione sulla possibile eleggibilità e affidabilità dei 

miRNA come biomarcatori diagnostici e prognostici di HCC, ma anche delle 

malattie epatiche croniche, che rappresentano gli stadi della storia naturale 

precedenti all’insorgenza dell’HCC, al fine di permettere una diagnosi precoce, 

una stadiazione accurata e un trattamento appropriato. 
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2. SCOPO DELLO STUDIO 

 

L’obiettivo dello studio è quello di valutare i livelli sierici di miR-21 in gruppi di 

pazienti con malattia epatica cronica e carcinoma epatocellulare. Inoltre, è stata 

investigata la possibile correlazione di miR-21 con la severità della fibrosi epatica 

e con i test di laboratorio di funzionalità epatica. 
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3. MATERIALI E METODI 

 

3.1 GRUPPI DI STUDIO  

In questo studio, i campioni di sangue di 16 volontari sani, 11 pazienti con 

NAFLD/NASH, 19 pazienti con epatite cronica C (CHC), 20 pazienti cirrotici e 

18 pazienti con HCC raccolti tra gennaio 2019 e giugno 2021, sono stati valutati 

retrospettivamente. I campioni di sangue di pazienti con NAFLD/NASH, CHC e 

cirrosi epatica sono stati prelevati da pazienti gestiti presso l’ambulatorio 

dell’Unità di Gastroenterologia dell’Azienda Ospedale-Università di Padova. Nel 

gruppo NAFLD/NASH sono stati inclusi pazienti con malattia metabolica epatica 

diagnosticata secondo le raccomandazioni delle linee guida europee.310 

Il gruppo CHC era composto da pazienti non cirrotici con infezione cronica da 

HCV in attesa di trattamento con antivirali ad azione diretta (DAA). Ai pazienti è 

stata diagnosticata la cirrosi, e di conseguenza inclusi nel relativo gruppo, quando 

soddisfacevano i seguenti criteri: rapporto internazionale normalizzato (INR) 

>1.2, conta leucocitaria <4.4 x 109/L, piastrine <150 x 109/L (almeno due su tre) e 

l’ecografia addominale (US) con reperti compatibili con la diagnosi di cirrosi 

(margini irregolari, parenchima disomogeneo, dilatazione della vena porta, flusso 

portale rallentato, splenomegalia, ascite). Tutti i pazienti cirrotici sono stati 

regolarmente controllati per lo sviluppo di HCC con US ogni sei mesi e la 

presenza di HCC è stata esclusa con la tomografia computerizzata dinamica (TC) 

o la risonanza magnetica (MRI) al momento dell’ingresso nello studio. I pazienti 

HCC inclusi nello studio sono stati ricoverati presso l’Unità di Gastroenterologia 

dell’Azienda Ospedale-Università di Padova per il trattamento (DEB-TACE). La 

diagnosi di carcinoma epatocellulare è stata ottenuta con le caratteristiche tipiche 

alla TC o RM dinamica (enhancement nella fase arteriosa e washout nelle fasi 

ritardate), secondo le linee guida europee.207 In questo sottogruppo, i campioni di 

sangue sono stati raccolti immediatamente prima della TACE. Sono state 

registrate le seguenti variabili cliniche e correlate al tumore: sesso, età, eziologia, 

comorbidità, presenza di ipertensione portale clinicamente rilevante (CRPH), 

principali parametri sierologici (aspartato aminotransferasi [AST], alanina 

aminotransferasi [ALT], gamma-glutamil transpeptidasi [gGT], fosfatasi alcalina 

[ALP], bilirubina totale, rapporto internazionale normalizzato [INR], albumina e 
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alfa-fetoproteina [AFP]), classe Child-Pugh e modello per la malattia epatica allo 

stadio terminale (MELD). La CRPH è stata definita come presenza di 

splenomegalia, varici esofagee o ascite e conta piastrinica <100 x 109/L.311 Nei 

gruppi NAFLD/NASH e nei gruppi CHC è stata anche raccolta la stiffness epatica 

misurata con elastografia, mentre questi dati erano disponibili solo in 7 dei 

pazienti cirrotici. Genotipo e HCV-RNA sono stati registrati per i pazienti con 

CHC. Nei pazienti con carcinoma epatocellulare sono stati registrati numero e 

dimensione dei noduli epatici, presenza di invasione macrovascolare (MVI) e/o 

diffusione extraepatica (EHS), valutati con TC o RM dinamica. I pazienti sono 

stati stadiati secondo il sistema Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC).312   

 

3.2 ESTRAZIONE e ANALISI MICRO-RNA 

Da 10 millilitri di sangue venoso, 5 mL sono stati utilizzati per la separazione di 

siero e plasma. I campioni sono stati conservati a -20 °C fino al dosaggio dei 

marcatori biochimici. I campioni di plasma sono stati utilizzati per la 

determinazione dei miRNA. L’RNA totale è stato estratto da 200 μL di plasma 

utilizzando il kit miRneasy Serum/Plasm Advanced (Qiagen, GmbH, Hilden, 

Germania). L’efficienza di estrazione è stata verificata aggiungendo 

oligonucleotidi sintetici (UniSp2, UniSp4, UniSp5) alle concentrazioni 

consigliate. La trascrizione inversa per la sintesi del cDNA è stata eseguita 

utilizzando il kit miRCURY LNA RT (Qiagen, GmbH, Hilden, Germania) 

secondo le istruzioni del produttore. L’efficienza della trascrizione inversa è stata 

verificata aggiungendo oligonucleotidi sintetici (UniSp6). L’espressione dei 

miRNA è stata valutata mediante analisi quantitativa Real Time (qRT)-PCR 

(miRCURY LNA miRNA PCR Assays and PCR Panels, Qiagen, GmbH, Hilden, 

Germany), secondo le istruzioni del produttore, su un sistema PRISM 7900HT 

(Applied Biosystems, Foster City, California, USA) con miR-93, miR-103a, miR-

425 come controlli di riferimento interni per la normalizzazione. Per valutare 

l’emolisi sono stati utilizzati due miRNA: miR-451, che è espresso nei globuli 

rossi, e miR-23a, che è relativamente stabile nel siero e nel plasma ma non è 

influenzato dall’emolisi. Il rapporto tra questi due miRNA era correlato al grado 

di emolisi. I campioni con rapporti superiori a 7.0 hanno un rischio maggiore di 

essere affetti da emolisi, rispetto ai campioni con rapporti inferiori. Pertanto, i 
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campioni con rapporti superiori a 7.0 sono stati esclusi dall’analisi. L’espressione 

relativa di ciascun miRNA è stata calcolata utilizzando il metodo 2-Ct (fold-

change, fc), utilizzando soggetti sani come gruppo di riferimento per la 

normalizzazione.  

 

3.3 ANALISI STATISTICA 

Le variabili quantitative sono state riportate come mediana e intervallo 

interquartile (IQR), mentre le variabili categoriali come frequenza assoluta e 

percentuale. I test di Kruskal-Wallis e Mann-Whitney sono stati utilizzati per 

confrontare le variabili quantitative. Il confronto tra i dati categoriali è stato 

eseguito con i test chi-quadrato o test esatto di Fischer. Le correlazioni tra 

variabili continue sono state stabilite calcolando il coefficiente di Spearman non 

parametrico. 

Al fine di identificare predittori indipendenti di fibrosi F4, è stata eseguita una 

regressione logistica multivariata includendo nel modello solo le variabili 

significativamente o borderline (p≤0.1) associate allo stadio della fibrosi 

all’analisi univariata. 

Un valore p (due code) <0.05 è stato considerato significativo in questo studio. 

IBM SPSS Statistics (versione 25.0. Armonk, NY: IBM Corp.) e GraphPad Prism 

versione 8.3.1 (GraphPad Software, La Jolla, California, USA) sono stati utilizzati 

per tutti i calcoli. 
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4. RISULTATI 

 

4.1 CARATTERISTICHE DI BASE DEI PAZIENTI 

Le caratteristiche di base dei pazienti inclusi nello studio sono esposte nella 

Tabella II. Una percentuale significativamente più alta di pazienti maschi era 

presente nei gruppi di cirrotici e HCC. I volontari sani erano significativamente 

più giovani rispetto ai gruppi NAFLD/NASH, CHC, cirrosi e HCC. Il gruppo 

CHC aveva una stiffness epatica misurata all’elastografia significativamente 

inferiore rispetto a NAFLD/NASH, mentre come previsto i cirrotici avevano una 

stiffness notevolmente maggiore (sebbene questi dati fossero disponibili solo in 

7/20 [35%] pazienti). Rispetto a NAFLD/NASH, i pazienti cirrotici e con HCC 

hanno dimostrato livelli significativamente più bassi di globuli bianchi (WBC) e 

piastrine, ma livelli più elevati di bilirubina e INR. I pazienti cirrotici hanno 

mostrato albumina significativamente inferiore rispetto a NAFLD/NASH, mentre 

i pazienti con HCC avevano livelli di AFP più elevati (nonostante il relativamente 

basso significato clinico considerando che il livello mediano di AFP nei pazienti 

con HCC era di 4.9 ng/mL [IQR 2.8-11.6]). Non sono state registrate differenze 

statisticamente significative nella funzionalità epatica (classe Child-Pugh e 

punteggio MELD) tra cirrotici e pazienti con carcinoma epatocellulare. Questi 

ultimi hanno mostrato un numero mediano di 3 noduli (IQR 1-4) con un diametro 

mediano di 2.0 cm (IQR 1.8-3.6). La maggior parte dei pazienti con carcinoma 

epatocellulare presentava un tumore BCLC stadio A o B (7 pazienti in entrambi i 

gruppi).  
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Tabella II. Caratteristiche di base dei pazienti. 

 

 

 Controlli 

(n=16) 

NAFLD/NASH 

(n=11) 

CHC 

(n=19) 

Cirrosi 

(n=20) 

HCC 

(n=18) 

Variabili cliniche 

Sesso – maschile 4 (25.0) 5 (45.5) 7 (33.3) 12 (66.7) * 14 (77.8) # 

Età (anni) 50  

(39-59) 

66  

(56-73) # 

61  

(47-72) * 

68  

(58-72) # 

66  

(62-75) † 

Biopsia epatica - 5 (45.5) 4 (19.0) 0 (0) # 2 (11.1) 

Eziologia 

HBV 

HCV 

NAFLD/NASH 

ASH  

- 0 (0) 

0 (0) 

11 (100.0) 

0 (0) 

0 (0) 

19 (100.0) ‡ 

0 (0) ‡ 

0 (0) 

2 (10.0) 

5 (25.0) 

4 (20.0) ‡ 

9 (45.0) # 

0 (0) 

7 (38.9) * 

3 (16.7) ‡ 

8 (44.4) * 

HCV genotipo 1b - - 11 (57.9) - - 

Stiffness epatica 

(kPa) 

- 6.8  

(5.3-8.4) 

5.3  

(4.7-6.7) * 

26.4  

(21.1-43.5) 
†,a 

- b 

WBC (x109/L) - 7.88  

(6.03-9.50) 

5.36  

(4.50-7.50) 

* 

5.46  

(3.51-7.13) 

* 

5.49  

(3.45-6.33) # 

Hb (g/dL) - 14.2  

(12.8-14.9) 

14.6  

(13.9-15.6) 

11.8  

(8.7-13.3) * 

13.3  

(12.1-15.1) 

PLT (x109/L) - 226 (188-282) 214 (157-

258) 

126 (67-

195) # 

135 (73-

177) † 

AST (U/L) - 27 (22-41) 39 (28-61) * 48 (24-76) 39 (28-49) 

ALT (U/L) - 32 (23-59) 45 (25-99) 19 (15-49) 29 (24-44) 

gGT (U/L) - 68 (27-172) 30 (15-84) 81 (32-162) 72 (52-156) 

ALP (U/L) - 97 (76-108) 78 (62-101) 107 (82-

149) 

93 (86-118) 

Bilirubina 

(umol/L) 

- 8.7  

(7.3-12-3) 

10.5  

(7.6-16.7) 

22.0  

(8.7-37.6) 

15.0  

(11.3-32.8) 

* 

INR - 1.04  

(1.00-1.07) 

1.02  

(0.98-1.07) 

1.27  

(1.13-1.43) ‡ 

1.12  

(1.09-1.32) # 

Albumina - 4.1 (3.8-4.5) 4.3 (4.1-4.5) 3.5 (2.9-4.1) 

* 

4.1 (3.2-4.5) 

AFP (ng/mL) - 2.2 (1.7-3.5) 3.6 (2.0-5.3) 3.7 (2.3-7.8) 4.9  

(2.8-11.6) * 

CRPH - - - 17 (85.0) 10 (55.6) * 

Child-Pugh (classe) 

A 

B 

C 

- - - 10 (50.0) 

6 (30.0) 

4 (20.0) 

14 (77.8) 

4 (22.2) 

0 (0) 

MELD - - - 11 (10-19) 10 (8-14) 

Variabili correlate al tumore 

Numero di noduli - - - - 3 (1-4) 

Diametro (cm)     2.0 (1.8-3.6) 

MVI e/o EHS - - - - 2 (11.1) 

BCLC (stadio) 

0 

A 

B 

C 

- - - - 2 (11.1) 

7 (38.9) 

7 (38.9) 

2 (11.1) 
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4.2 LIVELLI CIRCOLANTI DI MIR-21  

I livelli di miR-21 erano significativamente diversi tra i gruppi (Kruskall-Wallis 

p<0.0001). I valori mediani di miR-21 erano 1.07-fc (IQR 0.84-1.25) nei controlli, 

0.77-fc (IQR 0.60-1.15) nei pazienti NAFLD/NASH e 1.01-fc (IQR 0.78-1.50) nei 

pazienti con CHC. I cirrotici (2.13-fc, IQR 1.15-2.93) avevano livelli 

significativamente più alti di miR-21 rispetto ai controlli (p=0.002), 

NAFLD/NASH (p=0.001) e CHC (p=0.005). Nell’HCC, i livelli di miR-21 

diminuivano a 1.67-fc (IQR 1.17-2.10) ma rimanevano significativamente più alti 

rispetto ai controlli (p=0.001), rispetto alla NASH (p=0.001) e rispetto ai pazienti 

con CHC (p=0.03). Non c’era alcuna differenza statisticamente significativa nel 

livello di miR-21 tra cirrotici e pazienti con carcinoma epatocellulare (p = 0.23) 

(Figura 5).  

 

Figura 5. Diagrammi a scatola e baffi rappresentanti i livelli ematici di miR-21 nei controlli, nei pazienti 

NAFLD/NASH, nei pazienti affetti da CHC, nei pazienti cirrotici e nei pazienti con HCC. I pazienti cirrotici 

e i pazienti con HCC avevano livelli significativamente più alti di miR-21. (** p<0.01 e ≥0.001) 

a) I dati sulla stiffness epatica erano disponibili solo in 7 pazienti cirrotici 

b) I dati sulla stiffness epatica non erano disponibili per i pazienti con carcinoma epatocellulare 

Gruppi di riferimento per il confronto: controlli per sesso ed età; NAFLD/NASH per biopsia epatica, stiffness epatica, 

eziologia, WBC, Hb, PLT, AST, ALT, gGT, ALP, bilirubina, INR, albumina e AFP; cirrotici per CRPH, Child-Pugh e 

MELD. 

* p<0.05 e ≥0.01; # p<0.01 e ≥0.001; † p<0.001 e ≥0.0001; ‡ p<0.0001 

 

Abbreviazioni: NAFLD, steatosi epatica non alcolica; NASH, steatoepatite non alcolica; ASH, steatoepatite alcolica; 

CHC, epatite cronica C; HCC, carcinoma epatocellulare; HBV, virus dell'epatite B, HCV, virus dell'epatite C; GB, 

globuli bianchi; Hb, emoglobina; PLT, piastrine; AST, aspartato aminotransferasi; ALT, alanina aminotransferasi; gGT, 

gamma-glutamil transpeptidasi; ALP, fosfatasi alcalina; INR, rapporto normalizzato internazionale; AFP, alfa-

fetoproteina; CRPH, ipertensione portale clinicamente rilevante; MELD, model for endstage liver disease; MVI, 

invasione macrovascolare; EHS: diffusione extraepatica; BCLC, Barcelona clinic liver cancer. 

 



 60 

4.3 CORRELAZIONE TRA MIR-21 E PARAMETRI CLINICI 

Ipotizzando che i livelli sierici di miR-21 possano essere correlati alla fibrosi 

epatica, abbiamo valutato la correlazione tra i livelli di questo miRNA e la 

stiffness epatica misurata all’elastografia, trovando una correlazione positiva (r = 

0.44, IC 95% 0.10-0.68; p = 0.01) (Figura 6). Inoltre, questa associazione è stata 

confermata quando i pazienti sono stati divisi in base al grado di fibrosi (Figura 

7). I pazienti con fibrosi F0-F1 avevano un valore mediano di miR-21 di 0.90-fc 

(IQR 0.73-1.26), che era significativamente inferiore a quello dei pazienti F2-F3 

(1.65-fc, IQR 1.23-2.07; p=0.03) e pazienti F4 (1.65-fc, IQR 1.23-2.07; 

p=0.0009). Non sono state dimostrate differenze significative tra i pazienti F2-F3 

e i pazienti F4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nei pazienti con epatite cronica, cirrosi e HCC, i livelli di miR-21 erano correlati 

positivamente con AST (r = 0.40, IC 95% 0.16-0.60; p=0.001) e ALP (r = 0.36, 

IC 95% 0.11-0.57; p= 0.005), ma non con ALT (r = 0.14, IC 95% -0.12-0.38; 

p=0.29), gGT (r = 0.08, IC 95% -0.18-0.33; p=0.54) e bilirubina (r = 0.21, IC 95% 

-0.05-0.44; p=0.10). Inoltre, i livelli di miR-21 erano correlati negativamente con 

l’albumina (r = -0.42, IC 95% -0.62 - -0.18; p=0.0008) e positivamente con INR (r 

= 0.39, IC 95% 0.15-0.59; p= 0.002) (Figura 8).  

Figura 6. Correlazione tra i livelli di 

MiR-21 e stiffness epatica. 

 

Figura 7. Livelli di miR-21 in base alla 

fibrosi epatica misurata all'elastografia. 

Rispetto ai pazienti F0-F1, i livelli di miR-21 

erano significativamente più alti nei pazienti 

F2-F3 e F4.                                                       

(* p<0.05 e ≥0.01; *** p<0.001 e ≥0.0001) 
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Figura 8. Correlazioni tra i livelli di miR-21 e AST (a), ALT (b), gGT (c), ALP (d), bilirubina (e), albumina 

(f) e INR (g) nei pazienti con epatite cronica, nei pazienti cirrotici e nei pazienti con carcinoma 

epatocellulare. È stata dimostrata una correlazione positiva tra i livelli di miR-21 e AST, ALP e INR, mentre 

è stata mostrata una correlazione negativa con l’albumina. 

 

Un livello significativamente più alto di miR-21 è stato dimostrato nei pazienti 

con AST anormale (1.89-fc, IQR 1.42-2.39) rispetto ai pazienti senza anomalie 

(1.03-fc, IQR 0.76-1.66; p=0.0004). Al contrario, non sono state dimostrate 

differenze statisticamente significative tra i pazienti con ALT anormale rispetto a 

quello normale (rispettivamente 1.52-fc [IQR 1.01-2.19] e 1.18-fc [0.78-2.00]; 

p=0.28) (Figura 9).  

 

 

Figura 9. Livelli di miR-21 in pazienti con AST (a) e ALT (b) normali e anormali. I pazienti con AST 

elevato avevano livelli significativamente più elevati di miR-21 (a).                                                                  

(*** p<0.001 e ≥0.0001; ns, non significativo) 



 62 

Risultati simili nelle correlazioni sono stati osservati in un’analisi di sensibilità 

con l’esclusione dei pazienti con carcinoma epatocellulare (Figura 10). 

 

 

 

Figura 10. Correlazioni tra i livelli di miR-21 e AST (a), ALT (b), gGT (c), ALP (d), bilirubina (e), albumina 

(f) e INR (g) nei pazienti con epatite cronica e nei pazienti cirrotici. È stata dimostrata una correlazione 

positiva tra i livelli di miR-21 e AST, ALP e INR, mentre è stata riscontrata una correlazione negativa con 

l’albumina. 

 

 

Nell’analisi riservata ai pazienti con epatite cronica (NAFLD/NASH o CHC), i 

livelli di miR-21 erano correlati positivamente sia con AST (r=0.52, IC 95% 0.17-

0.75; p=0.005) che con ALT (r=0.45, 95% CI 0.08-0.71; p=0.02), mentre la 

correlazione con ALP è diventata non significativa anche se è stato ottenuto un p-

value borderline (r = 0.34, 95% CI -0.06 – 0.64; p=0.08) (Figura 11). Inoltre, nel 

gruppo CHC, miR-21 era correlato positivamente con i livelli di HCV-RNA (r = 

0.41, IC 95% 0.14-0.63; p = 0.003). 
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Figura 11. Correlazioni tra i livelli di miR-21 e AST (a), ALT (b), gGT (c), ALP (d), bilirubina (e) e HCV-

RNA (f) nei pazienti con epatite cronica. È stata dimostrata una correlazione positiva tra i livelli di miR-21 e i 

livelli di AST, ALT e HCV-RNA (nei pazienti con CHC). 

 

Al fine di valutare se i livelli di miR-21 possano essere un predittore di fibrosi 

grave (F4) abbiamo eseguito un’analisi di regressione logistica multivariata, 

comprese le variabili associate alla fibrosi F4 all’analisi univariata (Tabella III). 

MiR-21 si è rivelato essere l’unico predittore indipendente di fibrosi grave 

(OR=5.77, IC 95% 1.04-32.03). 

 

Tabella III. Analisi di regressione logistica univariata e multivariata dei fattori associati alla fibrosi F4. 

Variabile Analisi Univariata Analisi Multivariata 

OR (95% CI) p OR (95% CI) p 

Sesso 2.25 (0.71-7.14) 0.17   

Età 1.03 (0.98-1.08) 0.28   

Albumina 0.05 (0.01-0.33) 0.002 0.91 (0.05-16.21) 0.95 

Bilirubina 1.08 (1.01-1.16) 0.04 1.16 (0.97-1.39) 0.09 

logAST 2.15 (0.28-16.44) 0.46   

logALT 0.08 (0.01-0.71) 0.02 0.01 (0.00-1.27) 0.06 

logGGT 3.13 (0.73-13.52) 0.13   

logALP 17.04 (0.57-506.86) 0.10   

miR-21 4.40 (1.62-11.95) 0.004 5.77 (1.04-32.03) 0.04 

Abbreviazioni: logAST, logaritmo dell’aspartato aminotransferasi; logALT, logaritmo dell’alanina 

aminotransferasi; logGGT, logaritmo della gamma-glutamil transpeptidasi; logALP, logaritmo della fosfatasi 

alcalina. 
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5. DISCUSSIONE 

 

Diversi dati hanno dimostrato che i microRNA sono deregolati nelle malattie 

croniche epatiche e che questi intervengono in numerose pathways molecolari, 

promuovendo o accelerando la progressione del danno epatico. Il miR-21, uno dei 

miRNA maggiormente iperespressi nel cancro del fegato, ne promuove lo 

sviluppo e la progressione.243,247,264  Alcuni studi hanno riscontrato un aumento 

significativo dei livelli sierici di miR-21 nei pazienti con carcinoma 

epatocellulare,224,238,239 proponendo quindi la sua determinazione come un valido 

strumento per la diagnosi.286 Tuttavia, non sono disponibili dati conclusivi 

riguardo ai cambiamenti di questo miRNA nelle diverse fasi della malattia 

epatica, in quanto gli studi disponibili hanno utilizzato diversi gruppi di controllo 

(soggetti sani, pazienti con epatite cronica virale o cirrotici)224,238–240,242,296,298,299  e 

i risultati sono tutt’altro che concordanti. Nonostante nei pazienti con HCC i 

livelli circolanti di miR-21 siano tendenzialmente elevati, Bihrer et al. non hanno 

riscontrato differenze significative tra pazienti con HCC e pazienti con epatite C 

senza cancro.294 Altri studi più recenti condotti in Cina, dove l’HBV è l’eziologia 

principale dell’epatopatia cronica e dell’HCC, hanno confrontato i livelli di miR-

21 tra pazienti con HCC e pazienti con epatite B cronica raggiungendo risultati 

opposti: Guo et al. hanno riscontrato livelli di miR-21 più elevati nei pazienti con 

HCC,238 Pu et al. e Xu et al. riportato il livello più alto nei pazienti con epatite 

cronica,240,242 mentre Qi et al. hanno riscontrato livelli più alti nei pazienti sani e 

nessuna differenza significativa tra pazienti con epatite e pazienti con HCC.296 

Tomimaru et al. hanno mostrato livelli significativamente più elevati di miR-21 

nei pazienti con HCC con epatite cronica, ma in questo studio non sono stati 

inclusi pazienti con cirrosi.224 Bharali et al. hanno dimostrato che i pazienti con 

HCC e cirrosi avevano livelli significativamente più alti rispetto ai pazienti con 

HCC in assenza di cirrosi.239 

Per quanto riguarda i livelli di miR-21 nella NAFLD, i risultati nel confronto con i 

controlli variavano a seconda degli studi: Sun et al. hanno riscontrato livelli 

inferiori nei pazienti con NAFLD rispetto ai controlli sani;291 Yamada et al. hanno 

ottenuto il risultato opposto con livelli più elevati nei pazienti con NAFLD 

rispetto ai soggetti sani.292 
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In questo studio i livelli di miR-21 erano più alti nei pazienti con HCC rispetto a 

soggetti sani e pazienti con malattie epatiche croniche (NAFLD/NASH o CHC). 

Tuttavia, i valori più alti di miR-21 sono stati trovati nei cirrotici e non sono state 

dimostrate differenze statisticamente significative tra questo gruppo e i pazienti 

con cancro. Analogamente ai risultati ottenuti in un nostro precedente studio,241 i 

pazienti con carcinoma epatocellulare avevano livelli di miR-21 inferiori rispetto 

ai cirrotici, anche se in questo non è stata riscontrata una differenza 

statisticamente significativa, probabilmente a causa del piccolo numero di pazienti 

inclusi. Inoltre, non abbiamo riscontrato differenze nei livelli di miR-21 tra 

pazienti con NAFLD/NASH e pazienti con CHC rispetto ai controlli.  

Coerentemente con i nostri risultati, miR-21 è significativamente sovraespresso 

nella malattia epatica avanzata e nell’HCC. La sovraespressione di questo onco-

miRNA sembra essere un evento molto precoce nella carcinogenesi epatica, con 

questo marcatore pienamente espresso nella cirrosi che è lo stadio precanceroso 

comune che porta allo sviluppo di HCC. Di conseguenza, miR-21 sembra non 

essere un biomarcatore diagnostico utile per la rilevazione del cancro, almeno nei 

paesi occidentali dove la grande maggioranza degli HCC deriva da un background 

cirrotico. Ancora più importante, l’adozione di miR-21 come strumento 

diagnostico sembra essere ostacolata dalla mancanza di procedure operative 

standard e di metodi uniformi per normalizzare i livelli dei miRNA.268  

Un risultato rilevante di questo studio è l’associazione del miR-21 con la fibrosi 

epatica misurata mediante elastografia. MiR-21 è stato associato alla fibrosi 

polmonare,313 cardiaca,314 ed è già stato dimostrato che il livello di questo miRNA 

è correlato alla fibrosi epatica.257,259,288 Uno stretto legame tra miR-21 e fibrosi 

epatica è supportato dalla scoperta che il fattore di crescita trasformante  (TGF-

), un mediatore critico della fibrogenesi epatica,261,315 promuove l’espressione di 

miR-21316 e che il miR-21 diminuisce l’espressione di SMAD7,288 un regolatore 

negativo della segnalazione del TGF-.261 In questo studio, abbiamo confermato 

una correlazione significativa tra i livelli di miR-21 e la stiffness epatica. Inoltre, 

quando i pazienti sono stati divisi in base al grado di fibrosi (da F0 a F4), è stato 

dimostrato un progressivo aumento dei livelli di miR-21. MiR-21 si è rivelato 

anche un predittore indipendente di fibrosi F4 all’analisi di regressione logistica 

multivariata, e questo conferma ulteriormente il ruolo centrale di questo miRNA 
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nella progressione del danno epatico. In effetti, esiste una chiara evidenza di una 

stretta relazione tra miR-21 e fibrosi epatica. Il livello epatico di miR-21 sembra 

essere correlato allo stadio della fibrosi epatica288 ed è fortemente espresso non 

solo nelle cellule tumorali, ma anche nei fibroblasti associati ai tumori.317,318 Per 

quanto riguarda i livelli circolanti, uno studio precedente ha mostrato che, pur non 

raggiungendo la significatività statistica, i pazienti F4 avevano livelli sierici di 

miR-21 più elevati rispetto agli stadi precedenti.287 

Analogamente ad altri studi presenti in letteratura,288,294,295 in questo studio sono 

state evidenziate anche diverse correlazioni tra miR-21 e test di laboratorio di 

funzionalità epatica: abbiamo evidenziato come i livelli di miR-21 erano correlati 

positivamente con AST, ALP e albumina e correlati negativamente con INR in 

pazienti con epatite cronica, cirrosi e HCC. Un’analisi di sensibilità eseguita 

escludendo i pazienti con neoplasia epatica, ha confermato questo risultato. 

Inoltre, quando sono stati considerati solo i pazienti con epatite cronica, i livelli di 

miR-21 erano correlati ai parametri dell’attività necroinfiammatoria (AST e 

ALT). Nei pazienti con CHC, miR-21 era correlato positivamente con i livelli di 

HCV-RNA, e questo è in accordo con i dati precedenti che mostravano che 

l’espressione di miR-21 nel tessuto epatico era associata alla carica virale.288 I 

risultati di questo studio suggeriscono che la concentrazione di miR-21 potrebbe 

essere un parametro utile per differenziare i pazienti con fibrosi epatica lieve 

rispetto a quella da moderata a grave. Inoltre, considerando anche i risultati 

precedenti sulla correlazione tra i livelli sierici di miR-21 e il punteggio 

dell’indice di attività istologica (HAI),294 questo miRNA potrebbe essere in grado 

di discriminare i pazienti con necroinfiammazione epatica minima rispetto a quelli 

con necroinfiammazione epatica moderata-grave e tra pazienti con funzionalità 

epatica conservata rispetto a pazienti con funzionalità epatica compromessa, 

condizioni che sono di rilevanza clinica.  

Nonostante i suoi punti di forza (cioè l’analisi di gruppi di pazienti con diverse 

fasi di danno epatico), questo studio presenta anche alcuni limiti, il più importante 

dei quali è la sua natura retrospettiva. Oltre a introdurre potenziali bias, questo 

disegno di studio ci ha impedito di raccogliere alcuni dati rilevanti per le analisi 

(ad esempio, la stiffness epatica all’elastografia era nota solo in 7 pazienti 

cirrotici). Inoltre, il numero limitato di pazienti per ciascun gruppo probabilmente 

ci ha impedito di ottenere risultati più solidi.  
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6. CONCLUSIONI 

 

In conclusione, abbiamo dimostrato che miR-21 è un biomarcatore adatto per 

identificare la progressione del danno epatico, con livelli elevati riscontrati nei 

pazienti con cirrosi e HCC rispetto ai soggetti sani e ai pazienti con malattia 

epatica cronica. Poiché non sono state osservate differenze significative nei livelli 

di miR-21 tra cirrotici e pazienti con carcinoma epatocellulare, la valutazione di 

questo biomarcatore non sembra essere utile nella diagnosi di carcinoma 

epatocellulare (almeno nei paesi occidentali, dove la stragrande maggioranza dei 

tumori si sviluppa da un background cirrotico).  

Coerentemente con i risultati di studi precedenti, miR-21 è correlato alla fibrosi, 

all’attività necroinfiammatoria epatica e ai parametri di funzionalità epatica. 

Pertanto, potrebbe essere un biomarcatore molto utile nel fornire informazioni su 

diversi aspetti delle malattie croniche del fegato.  
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