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Capitolo Primo

INQUADRAMENTO DEL PROBLEMA CLINICO

1. 'ALBUMINA

1.1 Introduzione

L’albumina é la proteina piu abbondante del plasowva, rappresenta circa il 50%
del contenuto proteico (3,5-5 g/L) (1). Essa rigagha grande importanza sia per
I'omeostasi fisiologica dell’organismo, sia per pessibili modalita d’impiego
clinico, soprattutto nel paziente critico. In cam@gatologico, il suo utilizzo a
scopi terapeutici risale agli anni '50, quando tsiilzuiva all’ipoalbuminemia un
ruolo preminente nella patogenesi della formaziotie ascite attraverso
I'alterazione dell’equilibrio tra le forze di Star nel microcircolo intraepatico
conseguente all'iponchia plasmatica (2). Dagli 88@j a seguito di una maggiore
attenzione al rapporto costo/beneficio dei trattatimenedici e grazie alla
conoscenza sempre piu approfondita dei meccanissibpétologici delle
complicanze della cirrosi epatica, si € assistitma revisione critica dell’utilizzo
clinico dell'albumina. Attualmente, se da una parée ormai riconosciuto
all’'albumina un ruolo fondamentale nel rimpiazzdewoico e nell’espansione del
volume plasmatico, dall’altra un’attenzione sempraggiore € rivolta alle
proprieta non oncotiche di questa proteina chpraspettiva, potrebbero allargare

le indicazioni alla sua utilizzazione terapeuti8a (



1.2 Caratteristiche generali dell’albumina

e Struttura

L’albumina € un peptide di 585 aminoacidi, di dire@mi relativamente
contenute (66 KDa) e presenta quattro carattdmstistrutturali di notevole
importanza (4):

1) la cisteina in posizione 34 contiene un gruppo —#6lo), principale
antiossidante extracellulare, in grado di lega@hanl nitrossido (NO);

2) i domini | e Il permettono il legame e il traspodi numerose molecole,
sia endogene sia esogene;

3) I'alto grado di ionizzazione consente un’elevathubitita in acqua, mentre
la predominanza di gruppi ionizzabili anionici (CQQ responsabile di una
carica netta negativa;

4) I numerosi residui imidazolici dellistidina rendonl'albumina un
importante tampone dello spazio extravascolardgeapacita di cedere o legare

H" in base ai valori di pH.




*« Metabolismo

Il gene che codifica per I'albumina é presente wimosoma 4; lasintesié
interamente a carico degli epatociti, che la riaecs direttamente nel torrente
ematico, senza immaganizzarla. In condizioni fajothe, la produzione di
albumina, pari a 9-12 g/die nell’adulto, impegndosib 20-30% delle cellule
epatiche. Il fegato ha, quindi, una grande riséavezionale che consente di au-
mentare la sintesi di albumina di 3-4 volte in cdsoecessita. La produzione di
albumina e regolata principalmente dall'osmolaeitdalla pressione oncotica del
liquido interstiziale dello spazio extravascolar@atico, ma viene anche
influenzata da fattori ormonali (ad es. insulinartisolo e GH ne aumentano la
sintesi) e citochine della fase acuta, come IL-EN#--a, che ne deprimono la
trascrizione. llcatabolismoe ubiquitario e si svolge a livello degli endoteli
vascolari, ad un tasso giornaliero che eguaglsiritesi epatica ed e influenzato
dalle concentrazioni plasmatiche del peptide nadtico atriale. La
concentrazione plasmatica di albumina e di circag/dl e la sua massa
intravascolare e pari a circa 120 g; la concentrezidella proteina nel liquido
interstiziale é inferiore (circa 1,4 g/dl) e la snassa extravascolare e di circa 160
g. Ne consegue che il turnover giornaliero dell@itina in condizioni normali
non supera il 5% della sua massa totaleniivita circolatoriaé pari a 16-18 ore,
poiché ogni ora il 4-5% di albumina lascia il comtpaento intravascolare (tasso
di trasporto transcapillare-TTE), per poi ritornarvi tramite il sistema linfatico.

L’ emivitacomplessiva prolungata (14-20 giorni).



* Funzioni

La funzione principale e meglio studiata dell’aldoene la sua proprieta oncotica,
fondamentale per Iatabilizzazione dei volumi intravascolari5) Infatti, per
effetto della sua elevata concentrazione e delpgso molecolare, I'albumina é
responsabile di circa il 70% della pressione omeotiel plasma. Questa funzione
e dovuta per 2/3 ad un effetto osmotico direttoee 13 alleffetto di Gibbs-
Donnan(la carica netta fissa negativa conferisce la ci#gpai trattenere molecole
cariche positivamente nel comparto intravascoldrglbumina possiede anche
una serie di proprieta non oncotiche, alcune dgleli stanno suscitando
particolare interesse nel campo della ricerca, erpdr le possibili implicazioni
terapeutiche:

1) Legame e trasporto di numerose molecole endogenesedene:tali
funzioni sono imputabili principalmente ai siti | 1& localizzati in differenti
domini della molecola e dotati di affinita di legandifferenziali, ma non
esclusivi. Le molecole che si legano all’albumimesgono tra loro competere nel
legame ad un singolo sito oppure possono altetafenita di siti remoti tramite

variazioni configurazionali della struttura terzaadella molecola.
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Il sito | tende a legare composti eterocicliciatelamente grandi o acidi
dicarbossilici, mentre il sito Il € piu piccolo eeno flessibile, presentando
proprieta di legame maggiormente stereo-specifithecisteina-34 lega farmaci
come il cisplatino, la D-penicillamina e I'N-acetisteina e ioni metallici come
Au, Ag e Hg. La porzione N-terminale lega ioni nigtg come Cu, Ni e Co.
Inoltre, I'albumina interagisce con il nitrossidd@), sia endogeno che esogeno,
con formazione di S-nitroso HSA addotti. Tale iat@one riveste notevole
importanza nella regolazione del tono vascolaeeirstondizioni fisiologiche che
in condizioni di sepsi o di aumentata produzioneN@ (come si verifica nella
cirrosi epatica). Tra le sostanze piu fortemenigate vi sono alcuni anioni
organici idrofobici, come acidi grassi a catenaglnbilirubina ed ematina. La
bilirubina viene legata a livello dei siti di dedezione del’emoglobina e
trasportata al fegato, dove avviene la coniugazelaesuccessiva escrezione. Tra
le sostanze tossiche esogene neutralizzate dalfafia vi sono benzene,
aflatossina G e il cancerogeno epatico N-sulfoseBtaminofluorene. Particolare
importanza riveste il trasporto di numerosi farmaome: warfarin, salicilati,
furosemide, alcune penicilline (sito 1), benzodj@re, altri FANS come
ibuprofene e ketoprofene (sito Il), in quanto tpleprieta rende I'albumina in
grado di influenzare la farmacocinetica e la farotiicamica di numerosi farmaci,
modulandone gli effetti farmacologici e la tossicitAd esempio, il volume di
distribuzione di farmaci legati allalbumina pud naentare in stati di
ipoalbuminemia, con conseguente riduzione delteffia farmacologica. Infine,
'albumina lega in modo covalente e irreversibileggiDcosio e D-galattosio. La

glicosilazione dell'albumina ha effetti sulla suarica e sembra influenzare la



permeabilita capillare e avere un ruolo importamella patogenesi delle
alterazioni aterosclerotiche nel paziente diabetico

2) Azione scavenger dei radicali liberffaloumina € presente normalmente
nel plasma in un equilibrio tra forma ossidata enf@ ridotta, con predominanza
dello stato ridotto, il quale e caratterizzato aglkesenza di un singolo gruppo
tiolico (SH sulla cys 34). Tale struttura rendeldianina la principale fonte
extracellulare di gruppi sulfidrilici ridotti (ti@l, in grado di interagire e
neutralizzare numerose specie reattive potenzidbmdannose. In particolare,
grande importanza riveste la capacita dell’albumdianeutralizzare specie
reattive dell'ossigeno e del nitrossido, come ilrgssido di idrogeno e i
perossinitriti. Un incremento dei livelli di radicéiberi dell’ossigeno (ROS) e del
nitrossido (RNS) rappresenta un fattore implicaid mantenimento e nella
progressione degli stati critici come la sepsi.glreste circostanze, I'albumina
sembra mostrare un effetto protettivo, derivantbadagenerazione del pool di
tioli extracellulari. E’ stato infatti osservato epnentalmente che la
somministrazione intravenosa di albumina a pazieoi sepsi si associa ad un
incremento dei livelli di tioli nel plasma, incremte che persiste anche dopo che i
livelli di albumina plasmatici decadono per effettel passaggio nell’interstizio.
Tale osservazione, che suggerisce I'esistenzaaisaambio di gruppi tiolici tra
albumina e molecole contenenti gruppi tiolici ossidha aperto nuovi scenari
circa l'utilizzo terapeutico dell'albumina nel pamte critico. In condizioni
critiche come lasepsj caratterizzate da un elevato stress ossidatawseguente

all'esaltata produzione di specie altamente reattiel'ossigeno e dell’ossido



nitrico, benefici potrebbero derivare dal ripristidel pool di tioli plasmatici, ad
azione antiossidante, promosso dalla somministnazitb albumina (6).

L’albumina conferisce protezione dalla perossidagidipidica, conseguente
allazione di ROS inorganici generati dal sistemazimatico xantina
ossidasi/ipoxantina.Una dimostrazione indirettardelo protettivo nei confronti
del danno di membrana da specie altamente reattéossigeno, scaturisce
dall'osservazione indiretta che [lipoalbuminemiargigente si associa alla
perossidazione delle membrane degli eritrocitiaaienti sottoposti ad emodialisi
cronica. Infine, studi in vitro suggeriscono un lou@rotettivo nei confronti del
danno ossidativo prodotto dall'azione del tetrastordi carbonio e delle tossine
uremiche.

Oltre ad un’azione diretta, che scaturisce dalfaiegame con queste specie
altamente reattive, la produzione di radicali libgruo essere limitata
dall'albumina in modo indiretto, attraverso il lega con ioni metallici di
transizione potenzialmente pro-ossidanti, come rarfegro. In virtu dell’elevata
affinita del sito di legame per il rame libero €y uno ione in grado di accelerare
notevolmente la formazione di radicali liberi, Bamina Ilimita il danno
ossidativo mediato da questo ione metallico neifrooti di altre molecole. |
ferro presenta, invece, un’affinita di legame diltmanferiore. In modo simile,
'albumina pud contenere il danno causato dalldectale contaminazione
biologica di altri ioni metallici, come vanadio,lzato e nickel. Paradossalmente e
comunemente ad altri agenti anti-ossidanti, I'almanpuo esercitar@roprieta
pro-ossidantj attraverso la capacita di provocare la transigidnioni metallici,

come rame e ferro, da stati meno reattivi{@uF€™) a stati pitl reattivi (Cil e



Fe?"). Recenti studi, inoltre, suggeriscono che la samstrazione intra-venosa
di albumina in condizioni caratterizzate da un’ekavmobilizzazione o da un
sovraccarico di ferro sia sconsigliabile.

Nel campo dell’epatologia, vari studi sono statindotti allo scopo di
comprendere la patogenesi del danno che interdsgmrénchima epatico,
conseguentemente alla riperfusione successiva apenwdo di anossia. Tali studi
sembrano suggerire un ruolo preminente dei radibalii dell’ossigeno nel danno
epatico post-anossico. La riperfusione del parenahepatico, dopo un periodo di
anossia di 2-3 ore, si associa, infatti, ad un’autata produzione di specie
altamente reattive dell’ossigeno da parte di leiticoeutrofili, cellule del Kupffer

e cellule endoteliali. La dimostrazione indiretta tele attivita pro-ossidante
risiede nel rilievo di un’aumentata chemiluminiszan | radicali liberi
dell'ossigeno prodotti a questo livello sono resaiili di un danno epatico di
entita proporzionale alla formazione di tali spe@attive, come & dimostrato da
un aumentato rilascio di LDH e da un aumentato kgth trypan blu. In questa
condizione, l'albumina sembra possedere un ruolotegivo, derivante
dall'azione “scavenger” dei radicali liberi, conepervazione del parenchima
epatico dal danno da riperfusione (7)

3) Preservazione dellintegrita capillare: I'aloumina concorre al
mantenimento della normale permeabilita capillarmaaecromolecole e soluti per
effetto del legame con la matrice interstizialeoespazio sub-endoteliale. Tale
funzione, seppur ampiamente riconosciuta, si basen&ccanismi ancora poco
chiari. Essa potrebbe derivare dall’elevata camegativa, con conseguente

repulsione elettrostatica di molecole cariche negatente o da un’azione



meccanica, conseguente all'effetto “occupante spaziffetti indiretti sul
microcircolo potrebbero essere mediati dal legarae Eacido arachidonico,
molecola che incrementa la permeabilita capillareltre, & stato dimostrato che
Ialbumina polinitrossilata” (PNA) €& un potente iliitore dell’adesione di
neutrofili umani a cellule endoteliali umane co#iu8). Anche se l'influenza di
altri liquidi rimpiazzo sulle variazioni di permeta del microcircolo non é
ancora ben conosciuta, studi sulla permeabilita detto capillare
nell’endotossiemia, sembrano suggerire un ruolkooravole del rimpiazzo
volemico, indipendentemente dalle variazioni dphassione oncotica.

4) Azione antitrombotica e anticoagulantei’azione antitrombotica
dell’albumina sembra essere riconducibile alla cow@done tra i gruppi
sulfidrilici dell’albumina e l'ossido nitrico, coformazione di gruppi stabili S-
nitroso-tiolici, che possiedono un’emivita maggioigpetto al’NO. Tali addotti,
che impediscono la rapida in attivazione dellNOsibescono proprieta
vasodilatatorie ed anti-aggreganti, con un mecoamiglipendente dal GMP
ciclico. Studi condotti in vitro (9), suggerisconbe tali addotti siano in grado di
esercitare funzioni sovrapponibili a quelle esateitdal fattore di rilassamento
derivante dall’endotelio (EDRF): 1. vasodilatazisignificativa delle coronarie;
2. incremento del flusso coronario meno pronunciae significativo; 3. una
vasodilatazione sistemica venosa ed arteriosanilfizione dose-dipendente delle
piastrine. Inoltre, la lunga emivita dei gruppirago-tiolici € responsabile di una
maggiore durata d’azione rispetto ad altri vasdalitai di derivazione dell’NO,
come il nitroprussiato di sodio, la nitrogliceried' S-nitroso-cisteina.

L’effetto anticoagulante sembra esser dovuto adziohe simil-eparinica.



5) Regolazione dell’equilibrio acido-baseer la presenza dei 16 residui
imidazolici dellistidina, l'albumina rappresental iprincipale tampone
extravascolare, proprieta fondamentale per miniarzzeffetti potenzialmente
dannosi della riduzione del pH in tutte le condizian cui deficit energetici
cellulari possono determinare un quadro di acidasica (sepsi, insufficienza
cardiaca, etc.).

6) Influenza sui meccanismi dell'infammazionaterviene nell’attivazione
dei PMN neutrofili e nell'inibizione reversibile ditochine (TNF) e componenti
del complemento (C5). E’ stato infatti dimostrale d’alboumina umanae in grado
di sopprimere il “burst ossidativo” dei neutrofiln risposta all’esposizione a
citochine implicate nella patogenesi di condiziatiniche critiche (TNF) e a
componenti del complemento (C5A). (10)

7 Influenza sui processi di traduzione intracellulatale azione si esplica
grazie alla regolazione, permessa dalla modulazamtie stato ossido-riduttivo,
dell'attivita di molecole implicate nella traduziemlei segnali intracellulari, quali,
ad esempio, il fattore nucleare NFkB (11).

L’albumina somministrata al paziente critico incesrta i livelli di tioli nel
plasma, anche dopo la sua rimozione dal circoleiaado la cascata di reazioni

ossido-riduttive che influenza i processi di segn@ne intracellulare.

Quindi, I'albumina non &€ un semplice espansorenpddico, ma possiede altre
proprieta, indipendenti dal suo potere oncoticqpilaimportante delle quali € la
capacita di legare e trasportare molecole insalubilacqua, come metalli e
farmaci; cio influenza la farmacocinetica, la faoodinamica e, quindi,

I'efficacia dei farmaci, compresi gli antibioticipltre a rappresentare un

10



importante meccanismo di detossificazione di sagtaia endogene che esogene
(3).

Recentemente, Jalan e collaboratori (12) hanno rdentato, in un gruppo
relativamente piccolo di pazienti con cirrosi epati che, in maniera
proporzionale al grado di insufficienza epatica, cigpacita dell’albumina di
legare, trasportare e detossificare appaiono camgsse. Inoltre, i marcatori di
ossidazione dell’albumina risultano significativarte aumentati, maggiormente
nei pazienti con insufficienza epatica acuta-suncE precipitata, nella
maggioranza dei casi, da infezione batterica. &fim conferma dellimportanza
delle proprieta non oncotiche dell’albumina, questerazioni sembrano essere

indicatori prognostici di sopravvivenza.

Le proprieta non oncotiche dell’albumina possonsees modificate anche da
alterazioni post trascrizionali che tale protein@isce mentre si trova in circolo.
Tali alterazioni sono in grado di alterare la dtra e le funzioni dell'albumina, e
sono allo stato attuale di grande interesse stimmtn quanto possono fungere da
vero e proprio marker dell’ambiente in cui si trdisdbumina. Tra queste la piu
studiata e l'albumina modificata dall'ischemiasthaemia-modified albumin”-
IMA). Difatti, alterazioni dell’albumina a scapito @elregione N-terminale ne
diminuiscono le sue capacita antiossidanti, giaccoéne detto, I'N-terminale
presenta normalmente dei siti di legame per una decationi metallici (tra cui il
rame, nichel, calcio, magnesio, zinco, cadmio, oméw¢ alluminio, manganese e
cobalto), attivita che contribuisce al suo potargassidante, impedendo a questi

ioni di fungere da catalizzatori di reazioni os$iva (13).
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Sebbene il meccanismo di questa modifica non didautte compreso, la perdita
del legame con il cobalto durante la sindrome cariga acuta o il danno da I/R
puo avere rilevanza clinica, essendo gia alla loigde Aloumin Cobalt Binding
(ACB) test per la valutazione del danno da ischemi@cardica (14). E’ probabile
che i radicali liberi e altre specie reattive siacmnvolti nelle modifiche alla
struttura N-terminale dell’'albumina la quale a Gadstali alterazioni perde la sua
capacita di legame con il Co2+, portando alla faim@e della “ischaemia-
modified albumin”.

Basandosi sull’osservazione dell’affinita del Nraémale dell’albumina umana
per lo ione C& che & ridotto in pazienti che presentano un’isdhedel
miocardio, il legame del cobalto all’albumina (ACBIbumin Cobalt Binding) e
stato recentemente proposto come test diagnostigma per discriminare la
sindrome coronarica acuta (ACS, Acute Coronary iomes) conclamata, dai
pazienti senza ischemia coronarica (15).

In una molecola di albumina umana, la regione Niieale, composta dalla
sequenza NRHAsp-Ala-His-Lys-, si € dimostrata essere un sitdedame forte
per gli ioni dei metalli di transizione, come peempio il cobalto, il rame e il
nichel (16).

La modifica del legame sembra avvenire nei mineguenti all’evento ischemico,
ma i precisi meccanismi che portano alla formazidelalbumina modificata a
causa di un’ischemia (IMA, Ischemia Modified Alburhinon sono ancora ben
spiegati. Si € ipotizzato che cio sia dovuto albae dei radicali liberi, all'ipossia,
all'acidosi e/o alla distruzione della pompa sopaiassio (17). Lo studio

condotto da Christenson e al., nel 2001 ha dimtwstdifatti, che I'analisi
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dellACB offre un’alta sensibilita e una capacitapiedire i risultati negativi o
positivi del campione con 6-24 ore di anticipo eftp alla troponina.
Recentemente la Food and Drug Administration (FDAl) 2003 ha autorizzato
I'introduzione, nei laboratori, del test ACB ne#ealisi di routine; esiste infatti in
commercio almeno un kit in automatico per il tesEtB\ della ditta Ischemia
Technologies (Denver, USA). Il dosaggio della cotiazione di IMA,
effettuabile utilizzando il kit commerciale ACB-tesé stato recentemente
approvato quale marcatore sierico di ischemia aaedidalla FDA negli Stati
Uniti. Inoltre, un elevato livello circolante di IM é stato proposto quale
indicatore prognostico di mortalita in pazienti confarto miocardio ed
insufficienza renale (18,120).

Come gia accennato, l'albumina € conosciuta es$eranaggiore fonte
extracellulare gruppi sulfidrilici ridotti, i quaBono dei potenti spazzini di specie
reattive dell'ossigeno e dell'azoto. L'albumina teeme un totale di 35 residui di
cisteina. Trentaquattro di questi sono coinvolti ilegami disolfuro
intramolecolari, mentre solo la cysteine34 (Cysd#nne libera (21).

Nel plasma, esistono diverse coppie sulfidrilicedtiuro compresa la Cys34
dellalbumina. A seconda del suo stato redox, eiostre principali specie di
albumina: la mercaptalbumina (HMA) con un grupmi¢d libero sulla cisteina-
34, la nonmercaptalbumin-1 (HNA1) con la cisteinaculata da un legame
disolfuro con 'omocisteina o il glutatione, e l@mmercaptalbumin-2 (HNA2)
con la cisteina-34 ossidata ad acido sulfinico lfos@o [22]. LHMA e HNAl
sono in uno scambio dinamico con piccoli compostitenenti tiolo e disolfuri

nel sangue [23]. Lo stato di acido sulfenico écsi@scritto come un reattivo
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intermedio nella formazione della HNA1 [23l’albumina contenente acidi
sulfinici e acidi solfonici & considerata come weesibilmente ossidato.

Negli adulti sani, circa 70 -80% del Cys34 dellb@ainina contiene un gruppo
sulfidrilico libero (HMA), il 20-25% della Cys34 fma un disolfuro con piccoli
composti come un'altra cisteina, 'omocisteina egliltatione (HNA1) e una
piccola frazione (2-4%) della Cys34 e altamentadass nella forma di acido
sulfinico o solfonico (HNA2) (24). Un'altra posdibimodifica ossidativa della
Cys34 e la nitrosilazione con l'ossido nitrico (NGQuantita nanomolari di
nitroso-albumina sono stati riportati in vivo (24).

Lo stress ossidativo € ritenuto svolgere un ruohpdrtante nella patogenesi
dell'insufficienza epatica acuta-su-cronica (ACLE5). Sogami et al. hanno
descritto una diminuita quantita relativa di HMA jpazienti con epatopatia di
diversa origine rispetto ai controlli sani (26)0@& stato confermato da Watanabe
et al., il quale ha anche riportato una correlazigrositiva tra l'aumento
dell'albumina ossidata e la gravita della malatfiatica (27).

Il potenziale redox extracellulare dato dalla cepmdox cisteina/cistina & stato
segnalato mantenersi costante e molto importantéapegolazione del funzioni
intracellulari (28). Difatti la concentrazione phaatica di albumina (fino a 700
puM) é di gran lunga superiore alla concentrazioglepfasma sia di cisteina (30-
50 uM) sia di glutatione ridotto (Basso range mmeotare) (29,30). Tuttavia
rimane poco chiaro se il potenziale redox della3@ys dei suoi disolfuri puo
essere regolato o é solo una conseguenza deltimasaento proteico, o se serve
come una sorta di serbatoio redox che e in gradegdilare il potenziale redox di

piccolo composti sulfidrilici meno concentrati pees nel plasma.
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L’albumina, come principale proteina plasmaticayrdbbe essere un obiettivo
delle modifiche indotte durante lo stress ossidatiifatti di recente, & stato
segnalato che l'esposizione in vitro dell’albuméngadicali dell'ossigeno porta ad
un aumento del contenuto di disolfuri nell'albumif@l). In diverse malattie
croniche, come diabete, insufficienza renale, cgatia ischemica e cancro, ma
anche nella cataratta senile (32), nella chiruirgrasiva (33), e durante I'esercizio
fisico intenso (34) e linvecchiamento (35) la fanossidata (HNA-1 e -2)
dell’'albumina pud aumentare notevolmente, alterdedattivita biologiche della
proteina.

L’albumina e quindi a tutti gli effetti un antiogsinte circolante, essendo la
maggiore fonte extracellulare di gruppi sulfidiiliedotti, potenti depuratori di
ROS (6). La sua forma ossidata, infatti, present@levata suscettibilita alla
digestione con tripsina, un’eliminazione piu rapd#dla circolazione rispetto alla
forma non ossidata, ed una ridotta capacita diréeghire sostanze, compresa la
bilirubina (36). Conseguentemente, sostanze en@ogdresogene, normalmente
legate all'albumina, non sono piu trasportate t fsiologico di utilizzo, ma
possono interagire liberamente ed in maniera p@hknente dannosa con altre
molecole.

E’ uso comune considerare I'albumina come una com@pi omogenea rispetto
ad altre proteine del siero. Tuttavia, i recentigressi della chimica delle proteine
(Proteomica) e della biologia molecolare hanno ditma®o, come accennato
sopra, che l'albumina presenta una sua microeteedge difatti esistono diverse
forme dell’albumina con caratteristiche modificheosptrascrizionali ben

caratterizzate, come la forma ossidata (non-mesedipimina-1 e -2) e la forma
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ridotta (mercaptoalbumina), oltre che quella ghc@licoalbumina).

Oggigiorno, il significato biologico e le implicami cliniche di queste specie
molecolari dell’albumina rimangono ancora poco chidnoltre i dati disponibili
su ruolo e significato clinico delle proprieta noneotiche dell’albumina in corso
di cirrosi sono ancora limitati, anche se e statimlenziato che i pazienti con
epatopatia cronica mostrano livelli piu bassi diuahina ridotta ed elevati livelli
della sua forma ossidata (37).

Nell'attuale scenario clinico, i medici sono intesati solo a considerare se |l
livello di albumina sierica e alto o basso. In fatuin pazienti affetti da varie
malattie che mostrano un’evoluzione quantitativaligelli di albumina, I'analisi
qualitativa e quantitativa delle diverse forme thumina, potrebbe chiarire la
cinetica di queste specie molecolari e le loro evatinzioni sia per analisi

fisiopatologiche sia diagnostiche, e per la gestidella patologia.
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2. LA CIRROSI EPATICA

2.1 Introduzione

Il termine cirrosi fu coniato nel 1819 da René Tptéte Hyacinthe Laénnec che
riprendendo gli studi di Morgagni e, volgarizzandeermini greci Skirros e
Kirrhés', denomind quest’aspetto dell’orgatuirrosi”.

In reltla, gia nel 1761 Giovanni Battista Morgagel suo trattatde sedibus, et
causis morborum per anatomen indagafisoro Ill, Delle malattie del ventre,
Lettera XXXVIII, Dell'ldropisia ascite, della Timpate, dell’'ldropisia del
peritoneo e di altre idropisie dette saccate) desea per la prima volta la cirrosi
epatica come una particolare degenerazione detofagaano. In alcuni esami
anatomici, egli aveva riscontrato un fegato pitcpic e piu duro del normale, di
colorito giallastro anziché rosso scuro e con unzedicie irregolare, formata da

noduli piu 0 meno grossi, separati da lamine bisimea

2.2 Definizione

Ai primi degli anni 80, la cirrosi fu definita coman processo diffuso,
caratterizzato dalla fibrosi e dalla conversionkaedgormale architettura epatica in
noduli strutturalmente anomali (38). Tale definte@p comunque, non include
un’'importante alterazione della vascolarizzaziomatiea in corso di cirrosi,
rappresentata dalla formazione di “shunts” vascaotdraepatici tra vasi epatici
afferenti (vena porta e arteria epatica) ed effefeana epatica) (39,40).
Istologicamente, la cirrosi € quindi caratterizzaddiasetti fibrosi vascolarizzati che

uniscono i tratti portali con altri tratti portaé#/o con le vene centrolobulari,
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portando alla formazione di isole di epatociti oitdate da setti fibrosi e prive di
vena centrolobulare (41).

Le principali conseguenze cliniche della cirrosingorappresentate dalla
compromissione della funzione epatocitaria, da umento delle resistenze
intraepatiche, con conseguente ipertensione poratial possibile sviluppo del
carcinoma epatocellulare (HCC).

Le anomalie della circolazione sistemica in corsocidrosi (vasodilatazione

splancnica, vasocostrizione e un'ipoperfusionelegmigenzione di acqua e sodio,
aumento della portata cardiaca) sono legate aigaaioni vascolari epatiche e
alla conseguente ipertensione portale. La cirrdsi @istorsioni vascolari ad essa
associate, sono tradizionalmente considerate camnenfeni irreversibili, ma

recentemente diversi studi suggeriscono la pogsildella loro regressione in

particolari circostanze [40,42].

2.3Epidemiologia

La prevalenza esatta della cirrosi nel mondo nanta. La prevalenza di cirrosi e
e stata stimata pari a 0,15% negli Stati Uniti,iesleme alle epatiti croniche
rappresenta la nona causa di morte negli Statii &issendo responsabile di
35.000 decessi ogni anno (43). Simili percentwglrjtrovano in Europa, mentre
risultano ancor piu elevate nella maggior partepdeisi asiatici ed africani, dove
I'epatite cronica da virus B e C e molto diffusa.

Ad oggi in ltalia, la cirrosi e linsufficienza epea cronica sono patologie
abbondantemente diffuse, tanto che ogni anno, 8610 i nuovi casi registrati

e circa 15.000 sono i decessi ad esse dovuti. lrastirappresenta, infatti, la
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seconda causa di morte nella fascia di popolaziafiana compresa tra i 45 ed i

50 anni di eta, con una lieve predominanza nei m#4d)

2.4Eziologia

| pit comuni agenti eziologici della cirrosi sorabluso di alcool, I'epatite cronica
C e B, l'obesita con concomitante non alcoholiatsteepatitis (NASH), la cirrosi
biliare primaria 0 secondaria, altre malattie autouni, malattie metaboliche,
guali quelle da accumulo di ferro e di rame. L'@pattia alcolica ed I'epatite C
sono le cause piu comuni nel mondo occidentale tnadepatite B prevale in
molte parti dell'Asia e dell'Africa sub-sahariana.

Allo sviluppo della cirrosi spesso contribuisconiol fattori eziologici. Diversi
studi epidemiologici hanno permesso di identificae@ esempio, come fattori di
rischio nell’epatite cronica C (45-47), il regolgmoderato) consumo di alcool,
un’eta superiore a 50 anni, e il genere maschilentra fattori di rischio nella
NASH sono l'obesita protratta nel tempo, l'insutiesistenza / diabete di tipo 2,
l'ipertensione e liperlipidemia (tutte caratteitste della sindrome metabolica)

(48,49).

2.5Storia naturale

La cirrosi epatica € una malattia ad andamentoolefie per molti anni si
mantiene in un buon compenso funzionale. Infatstbria naturale della cirrosi e
generalmente caratterizzata da una prolungataasiséomatica della malattia, a

cui segue la fase di malattia conclamata con Isegmenti complicanze.
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La sopravvivenza mediana dal momento della diagdobsirrosi compensata é
10-12 anni (50,51) Nel corso di questo periodo, azipnti devono essere
monitorati sullo eventuale sviluppo di complicang®rmazione di ascite,
sanguinamento da rottura di varici esofagee, peté@obatterica spontanea,
sindrome epato-renale, epatocarcinoma) e di ingeffza epatica.

L'insorgenza di complicanze legate alla cirrosiverifica nel contesto di un
peggioramento dell'ipertensione portale e dell'ffisienza epatica, e definisce il
passaggio da uno stato compensato a quello discirssompensata. La
progressione a malattia scompensata € stata stimaieca il 60% dei pazienti
cirrotici a 10 anni dalla diagnosi (51). Queste pboanze hanno un impatto

negativo sia sulla qualita della vita sia sullagmosi del paziente cirrotico (52)
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3. L'ALBUMINA NELLA CIRROSI EPATICA

3.1 Alterazioni del metabolismo dell’albumina

Nella maggior parte dei pazienti con cirrosi epmatice presente
un’ipoalbuminemiache riconosce, come causa principale, una ricktti@si da
parte degli epatociti. (53). Per tale ragiondplianinemia costituisce un indice di
funzionalita epatica universalmente accettato e riduzione della sua
concentrazione plasmatica assume un significatgnastico negativo (53).
Tuttavia, € necessario ricordare che la conceminazplasmatica di albumina é
influenzata, in modo non trascurabile, da altridiat Infatti, la ritenzione renale di
sodio che si verifica in questi pazienti (54) detiera un’espansione del volume
plasmatico dell’'ordine di circa il 20-25% rispetdb soggetto normale (55); ne
consegue che l'ipoalbuminemia e attribuibile adneccanismo di emodiluizione
per 1/4 - 1/5 della sua entita. Oltre a cio, divetadi hanno dimostrato che il
TTTalb € aumentato nei pazienti affetti da cirrasiggiungendo mediamente
valori superiori al 10% della massa albuminicaanéscolare (56,57). L'impatto
negativo di questa alterazione é attenuato datBimento proporzionale del tasso
di trasporto dell’albumina dal compartimento perdale a quello intravascolare.
Tuttavia, questa condizione di equilibrio non vieraggiunta nei pazienti con
ascite refrattaria, nei quali I'ipoalbuminemia passere attribuita anche ad un
esaltato TTTalb, specie verso il compartimento tpeaale (57). Inoltre, nei
pazienti con cirrosi ad eziologia alcolica, infisembra esservi un effetto inibente

diretto dell’alcol sulla secrezione dell'albuminghe amplifica gli effetti della
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riduzione della sintesi, legata per buona parteradeficiente introito nutrizionale

di aminoacidi precursori, quali arginina, leuciismleucina e valina.

3.2Presupposti fisiopatologici all'uso razionale delalbumina

Inizialmente, si era attribuito un ruolo centralella genesi del versamento
ascitico all’ipoalbuminemia in quanto tale altec® contribuiva allo squilibrio
tra le forze di Starling a livello dei sinusoidiatizi (58). In effetti, una pressione
oncotica plasmatica inferiore a 20 mmHg (valorimali compresi tra 25 e 35
mmHg) aumenta notevolmente la probabilita della parsa di ascite se
concomita ipertensione portale (59). Sul pianoiatin valori di albuminemia
inferiori a 3 g/dl si associano invariabilmenteagiresenza di ascite, che € invece
assente con valori superiori a 4 g/dl (60). | testuldi queste ricerche hanno
rappresentato il razionale per I'utilizzazione a dell’albumina al fine della
correzione dell'iponchia plasmatica. Tuttavia, ecessario considerare che il
flusso netto di fluidi dal compartimento vascolarguello interstiziale é regolato
non tanto dalla concentrazione intravascolare @uraina, quanto dal suo
gradiente transcapillare. Sotto questo profilo, Bdné riscontrata una stretta
correlazione fra pressione oncotica differenzialasma/ascite e tasso di
formazione del versamento peritoneale. Quindi, sbagzione tra iponchia
plasmatica e formazione di ascite non implica nes@smente un ruolo
patogenetico diretto dell'ipoalbuminemia, il cuiago potrebbe semplicemente
riflettere diversi stadi evolutivi della cirrosi.egli ultimi due decenni, la migliore
comprensione dei meccanismi responsabili della #arane di ascite ha implicato

una rivalutazione dell’uso terapeutico dell’albumininfatti, lipotesi della
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vasodilatazione arteriosa perifericaha identificato nelle alterazioni
dell’emodinamica sistemica e distrettuale la baésiegatologica dello scompenso
ascitico e di altre gravi complicanze della cirr(l).

| pazienti con cirrosi in fase avanzata presentana sindrome circolatoria
iperdinamica, caratterizzata dalla caduta delléstersze vascolari periferiche ed
incremento compensatorio della gittata cardiace, sttesprime sul piano clinico
mediante ipotensione arteriosa, tachicardia e iteldei polsi arteriosi.(62,63) I

primum movenslella sindrome circolatoria iperdinamica e rappnésto da una

vasodilatazione arteriosa, prevalentemente lockzza carico del distretto
vascolare splancnico, di entita tale da inficiaedlemia efficace. Si viene cosi a
creare una condizione di squilibrio tra i principdéterminanti dell'integrita della

circolazione arteriosa: il sistema vascolare, llwte ematico e la gittata cardiaca.
In questa situazione, la difesa del volume extiadege e affidata all'incremento

compensatorio della gittata cardiaca che si realettraverso l'incremento della
frequenza cardiaca e l'espansione del volume ematntale secondario a
ritenzione renale di sodio ed acqua. Nella faseapo#tica della malattia, questi
meccanismi di compenso risultano efficaci: unaa@ssicurata I'integrita della
circolazione arteriosa, la ritenzione renale diigsal arresta. |l superamento di
tale capacita di compenso coincide con il compietmifestarsi delle alterazioni
emodinamiche della sindrome circolatoria iperdiramprima descritte e con |l
persistere della sodioritenzione renale. In questostanze, si manifestano il
versamento ascitico e le altre importanti compleeadella cirrosi riconducibili

alle alterazioni emodinamiche, quali la disfunzianecolatoria post-paracentesi
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(DCPP) e la sindrome epatorenale (SER) spontanezatenata da episodi
infettivi quali la peritonite batterica spontan®Bg) (63,64,65)

La DCPP consiste in una riduzione della volemiaicafie, documentata
dall'incremento dellattivita reninica plasmatiddRA), che si verifica a seguito di
paracentesi di grande volume. Essa non e reverspibntaneamente e si associa
ad ipotensione arteriosa, compromissione dellaupenfie renale e ridotta
sopravvivenza. Si € a lungo ritenuto che questgptioanza fosse la conseguenza
ad una contrazione del volume plasmatico secondarapida riformazione di
ascite. Questipotesi non e stata confermata pesihé dimostrato che la
paracentesi non induce una riduzione del volumenpdgico né un aumento del
trasporto transcapillare di albumina. L’aggravaroedellipovolemia efficace
consegue, piuttosto, ad un’ulteriore compromissideio stato emodinamico,
attraverso I'accentuazione della vasodilatazioteriasa (64).

La SER rappresenta l'evoluzione finale delle altemai emodinamiche della
cirrosi con esaltazione della vasodilatazione msere contrazione del volume
circolante efficace (66). La conseguente esaltdizaaione a fini compensatori
dei sistemi vasocostrittori endogeni realizza,nefiuna vasocostrizione renale,
responsabile del quadro di insufficienza renale. ddsi di SER insorta durante
PBS, il marcato rilascio di citochine pro-inflamma¢ (come il TNFe) e lo
sviluppo di una sindrome da risposta infiammatosigtemica (SIRS) si
ripercuotono su un quadro emodinamico gia compremesausando un’ ulteriore
riduzione del volume circolante efficace, alla gquabntribuiscono le alterazioni

della funzionalitad cardiaca conseguenti alla canilipatia cirrotica (67)
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Alla luce di queste acquisizioni, I'albumina vienggi utilizzata non in base al
tasso di albuminemia, ma per fronteggiare situazilmche caratterizzate da una
compromissione grave del volume circolante efficdcsuo impiego clinico e,
quindi, volto ad ottenere un’efficace espansion@metrica in situazioni acute in
cui € necessario preservare il volume circolarfiesafe e la portata cardiaca (68-

70).

3.3 Effetti dell’espansione plasmatica nella cirrosi egtica.

Come si e visto sopra, i pazienti con cirrosi soamtterizzati da un’espansione
del volume ematico totale che risulta, almeno inmtggaemodinamicamente
inefficace. Oltre alla concomitante vasodilatazioaeriosa, tale inefficacia
emodinamica € legata alla sua alterata distribeziam particolare, la frazione
splancnica del volume ematico e significativamentementata. Ne consegue che
gli effetti dell’espansione plasmatica sono infar@l’attesa per due ragioni. Da
un lato, 'aumento della frazione splacnica, paticmente evidente dei pazienti
con spiccata ipertensione portale, fanno si chepéiesione acuta del volume
plasmatico influenzi in misura modesta la voleneatcale e la perfusione renale.
Dall'altro, nei pazienti con cirrosi in stadio azato, I'esaltazione del fenomeno
di shear-stress a livello dei vasi di resistenzaifia in parte gli effetti
dell’espansione volumetrica sulla volemia arterigéa) Infatti, le manovre in
grado di promuovere un rapido e sostanziale incnémnédella gittata cardiaca,
sono seguite da un’esagerata riduzione delle eszistvascolari periferiche. Ne
consegue che la pressione arteriosa media tendeliaade e gli effetti renali di

queste manovre sono scarsi od assenti. Paradigmmeide, la sindrome

25



epatorenale, conseguenza estrema delle alterauwilinamiche descritte, non é
influenzata, per definizione, dall’espansione aaghvolume plasmatico indotta
dall'infusione di cristalloidi (71).

Anche se gli studi in questo campo sono pochi, gvielenza che l'infusione di
albumina, grazie al grande potere oncotico ed ral’ga piu prolungata, sia
emodinamicamente piu efficiente rispetto a cristdil e colloidi (72) Inoltre, i
vantaggi della sua utilizzazione sono legati ad mimor numero di effetti
indesiderati. Infatti, i cristalloidi possono aggsee la ritenzione idrosalina ed
indurre acidosi metabolica, mentre i colloidi promoo alterazioni della
coagulazione. Infine, l'albumina dotata delle gi&sditte proprieta non-
oncotiche, potrebbe essere dotata di un ulteriot@ntaggio farmacologico”
rispetto agli altri espansori plasmatici (70,73).

Nella tabella 1, sono schematizzate le principatlicazioni terapeutiche per il

corretto uso dell’albumina.

3.4 Recenti utilizzazioni terapeutiche dell'aloumina e prospettive
future

Come abbiamo ricordato, e verosimile che gli effiettmacologici dell'albumina

non siano legati solamente alla funzione di espanptasmatico, ma anche al

corteo di proprieta non oncotiche che essa possitedee la capacita di legame e

trasporto, I'attivita antiossidante, I'azione sytlarmeabilita capillare, I'influenza

sui meccanismi dell'infiammazione, dellemostass@ processi di traduzione

intracellulare e, infine, la capacita tampone swindver del nitrossido. Le
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funzioni non oncotiche dell’albumina potrebbercestire, in particolare, un ruolo

terapeutico importante in condizioni cliniche afite, quali la sepsi.

Queste proprieta sono state sfruttate nelle pientea@pplicazioni alla pratica
clinica dell’albumina. Un esempio e rappresentaatiodsviluppo di sistemi di
emodepurazione extracorporea, quali il “Moleculadsérbent Recirculating
System” (MARS) ed il Prometeus (74,75). Tali sistersono basati
sull’associazione di una membrana dialitica tramiale con un secondo circuito
dialitico in cui scorre albumina umana al 20% nasa@ del MARS o0 con un
secondo filtro contenente albumina nel caso delmeteus. In entrambe le
metodiche, 'obiettivo € di depurare il sangue dstanze, legate all’albumina od
idrosolubili, con azione tossica, come bilirubireidi biliari ed ammonio, o
vasoattiva, come il nitrossido ed alcune citochitee si vengono ad accumulare
in corso di insufficienza epatica. Oltre alle cansenze positive derivanti dalla
rimozione di molecole tossiche, i primi studi cotideu questi sistemi fanno
intravedere importanti e favorevoli ripercussionil’emodinamica sistemica
attraverso la depurazione di sostanze implicatéa ngénesi della sindrome

circolatoria iperdinamica, come il nitrossido eochiine quali TNFa e IL-6.

Tali sistemi, disponibili attualmente solo in ceérgpatologici specializzati e
centri trapianto, hanno un potenziale ruolo teréipewnelle seguenti condizioni
cliniche: 1. insufficienza epatica acuta fulminar2e insufficienza epatica acuta
Su epatopatia cronica; 3. disfunzione primaria féglato trapiantato (“primary

graft nonfunction”); 4. insufficienza epatica possezione; 5. prurito intrattabile.
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Capitolo Secondo

SCOPO DELLO STUDIO

Mentre le varie applicazioni terapeutiche oncotiate|'albumina sono state
ampiamente studiate, ancora poco si sa circa lbrdella somministrazione di
tale molecola nel prevenire o rallentare l'insoizperdell’ascite refrattaria e il
ruolo fisiopatologico che le modificazioni post dcaizionali possono giocare

nello sviluppo delle complicazioni della cirrosiagjga.

A questo proposito abbiamo creato uno studio diwnsdue sottostudi differenti,

ma complementari per il loro patrimonio informativo

1)1. STUDIO RANDOMIZZATO PROSPETTICO, MULTICENTRICO

che prevede l'impiegalell’aloumina umana a lungo termine per il trattatoe
dello scompenso ascitico nei pazienti con cirrpsitiea.

Si tratta di uno studio che coinvolge 42 Centriiata, finanziato dallAgenzia
Italiana del Farmaco (AIFA) e promosso da tre Sacgeientifiche (Associazione
Italiana per lo Studio del Fegato (AISF); Socidiidana di Gastreoenterologia
(SIGE); Associazione Italiana Gastroenterologi @sieri (AIGO).

Obiettivo di questo studio € stabilire se il tratento a lungo termine con
albumina umana nella cirrosi scompensata e in grddomigliorare la
sopravvivenza dei pazienti e comportare una richezidell'incidenza di ascite

refrattaria e delle altre complicanze legate atlonspenso ascitico (effetti avversi
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indotti dalla terapia diuretica, peritonite batteri spontanea, sindrome
epatorenale).

Come gia detto, infatti, I'ascite complica frequenénte la cirrosi e ha un
significato prognostico sfavorevole. Il suo tratento si basa su dieta iposodica e
diuretici, approccio che spesso induce una rispastaempi prolungati e
complicanze (insufficienza renale, iponatremia, -ip@d iperkaliemia,
encefalopatia epatica). Circa il 10-20% dei pazieah ascite diventa ogni anno
refrattario al trattamento medico per mancata s&pdiuretica o per comparsa di
effetti collaterali. L'ascite refrattaria si asssoeid un aumento del rischio di gravi
complicanze (sindrome epatorenale, peritonite be#tespontanea) e della
probabilita di morte. Inoltre, l'ascite refrattam@&cessita paracentesi evacuative
ripetute, con deterioramento della qualita di \étadrequenti ospedalizzazioni.
Oltre 1'80% degli specialisti italiani ritiene cliaso di albumina sia efficace nel

trattamento dell'ascite (76).

Come gia inidicato, la nota 15 dell'AIFA ne prevdilmpiego, sia in specifici

contesti nei quali studi controllati ne hanno ditnat® ['utilita (disfunzione

circolatoria post-paracentesi; insufficienza renal@otta da peritonite batterica
spontanea), sia in caso di "grave ritenzione idm@ganon responsiva a un
trattamento diuretico appropriato, specie se aatoa@d ipoalbuminemia e in
particolare a segni clinici di ipovolemia”. Tuttayill suo impiego in quest'ultimo
ambito e, piu in generale, nel trattamento delitast dibattuto. Nell'unico studio
controllato (77) condotto in casi di ascite nonragéria, I'uso di albumina ha
migliorato la risposta ai diuretici durante il n@yo e, dopo la dimissione, ridotto

la ricorrenza di ascite e le ri-ospedalizzazioniapporto costo-efficacia, tuttavia,
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e stato vantaggioso solo durante il ricovero e sore ridotta l'incidenza di

complicanze o la mortalita. La formazione di as@téegata a sodioritenzione
renale indotta da ipovolemia efficace, a sua veltaondaria a vasodilatazione
arteriosa, tale da compromettere la perfusionel@erd attivare sistemi che
riducono l'escrezione renale di sodio. Il raziondil'uso di albumina nella

terapia dell'ascite e, quindi, volto non tanto ar@ggere l'ipoalbuminemia, ma a
promuovere come detto nel capitolo primo, un'‘espaes plasmatica piu

efficiente rispetto a colloidi e cristalloidi.

Questo studio si propone di verificare se la sonstrezione di albumina

aumenta la risposta dell'ascite alla terapia stahdia tal caso, le conoscenze cosi
acquisite contribuirebbero a precisare le indicaizjorescrittive dell'albumina,

consentendo sia una piu appropriata utilizzazionewksto emoderivato nei

pazienti con ascite, sia la razionalizzazione idgliego delle risorse. Infatti,

laumento di costo indotto dall'impiego di albumirsarebbe ampiamente
compensato dalla riduzione del numero e duratae dedpedalizzazioni, della

frequenza delle paracentesi evacuative e, probabtlen dell'incidenza di

sindrome epatorenale e peritonite batterica speatan

2) Studio di_coorte sulle proprieta non _oncotiche dell’albuma, in

particolare sull'associazione tra IMA e cirrosi eule modificazioni post
trascizionali dell’albumina in corso di cirrosi efiaa e delle sue complicanze.
Si tratta di uno studio monocentrico, volto all’ésiadi una popolazione di

pazienti cirrotici afferenti nel nostro centro.

30



Gli obiettivi dello studio, sono:

- verificare se le modificazioni post trascriziandell'albumina sono associate
alle complicanze della cirrosi. Specificatament@yras effettuata un’analisi
proteomica (78) ed il dosaggio del contenuto plasmali Albumina Modificata
dall'lschemia (79).L’analisi proteomica sara utiia anche per verificare se
esistono particolari parametri che poi possanoressmnitorati nello studio al
punto 1.

- mettere a punto la metodica, che poi potra essiliezata per dosare I'lMA
anche nei pazienti arruolati nello studio prospeitirandomizzato descritto al

punto 1..
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Capitolo Terzo

MATERIALI E METODI

1. STUDIO RANDOMIZZATO PROSPETTICO, MULTICENTRICO

Disegno dello studio
La popolazione oggetto dello studio e rappresemtatpazienti con cirrosi epatica
e ascite non complicata in terapia diuretica stabdon almeno 25 mg di

furosemoide e 200 mg di antialdosteronico.

Lo studio prevede una popolazione di studio di pd@ienti in totale (220 per
braccio), assegnata a due tipi di trattamento:
1) trattamento standard, rappresentato da terapicetitiar stadard e dieta

iposodica (Na < 90 mmoli, NaCl 5.2 g/die);

2) trattamento standard associato alla somministrazioolungata di alboumina
umana (alla dose di 40 gr x 2/sett per le primesdigmane, poi 40 gr/sett

per tutta la durata dello studio).

L’assegnazione ai due tipi di trattamento € opermagliante randomizzazione

centralizzata e stratificata in base a:

- Paracentesi evacuativa effettuate nell’ultimo n{ggeno)

- Iponatremia, quale marcatore affidabile di funzldaaenale (< 135 mmol/L;
> 135 mmol/L)

Dopo la randomizzazione e I'assegnazione ad unalgeitipi di trattamento, i

pazienti sono sottoposti a controlli clinico-laboréstici che non si discostano da

guanto avviene nella comune pratica clinica, calenaa mensile.

Lo studio prevede un arruolamento di tipo compatifra Centri.
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La durata dello studio € 18 mesi dal momento dali@omizzazione, mentre la

durata del periodo di arruolamento € prevista im&Si.

Criteri di inclusione ed Esclusione

| criteri di inclusione dello studio sono:

Diagnosi di cirrosi epatica istologica e/o in baseéati clinici, laboratoristici,
ecografici ed endoscopici e ascite non complicatarsdo i criteri I.LA.C (70).
Trattamento in corso con diuretici ad un dosaggai @ 200 mg/die di
antialdosteronico ed a 25mg/die di furosemide, ilgtgter almeno 4 giorni
prima dell’arruolamento e che non induce rispodta terapia (definita
secondo i criteri della Ascites International Clabme riduzione del peso
corporeo> 800 grammi nei 4 giorni precedenti I'arruolamento)
Trattamento in corso con diuretici ad un dosaggi®00> mg/die di
antialdosteronico e >25mg/die di furosemide, indgentemente dalla
risposta alla terapia.

Esecuzione di EGDS negli ultimi 12 mesi, ecografidome negli ultimi 30
giorni ed esami di laboratorio, previsti dal praiba, negli ultimi 7 giorni

| criteri di esclusione sono:

- Eta anagrafica inferiore a 18 anni

- Assenza di consenso informato scritto

- Incapacita a fornire consenso informato scritto

- Diagnosi gia posta di ascite refrattaria (crité&C) (70)

- Necessita di 2 o piu paracentesi nell’'ultimo mese

- Creatininemia > 1.5 mg/d|

- Sindrome epatorenale tipo 1 negli ultimi 15 gg

- Nefropatia organica (criteri IAC)

- Sanguinamento gastrointestinale negli ultimi 15 gg

- Eradicazione endoscopica in corso in paziente chepiesentato in
passato un sanguinamento da varici esofago-gasstrich

- Infezione batterica o fungina, compresa la peritobatterica spontanea

(PBS), insorte negli ultimi 7 giorni
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- Encefalopatia epatica di grado IlI-1V
- Sindrome di Budd-Chiari
- TIPS o shunt porto-sistemico chirurgico
- Neoplasia maligna, compreso HCC, attiva nota oettesp
- Precedente trapianto di fegato
- Abuso etilico attivo (consumo alcolico negli ulti®imesi)
- Paziente affetto da epatite HBV relata che ha atizierapia antivirale
negli ultimi 6 mesi
- Insufficienza cardiaca
- Insufficienza respiratoria (pO2 < 60 mmHg in anmakéente)
- Uso di farmaci sperimentali nei 2 mesi precedensitudio
- Il paziente e arruolato in un altro studio cliniaterventistico sulla
terapia dell’ascite
- Il paziente ha ricevuto albumina per il trattameaét’ascite negli ultimi
30 giorni
- Ipersensibilita sospetta o certa all’albumina umana
- Gravidanza e allattamento
- Donne potenzialmente fertili, sono escluse a mémonon incontrino uno
dei seguenti criteri:
* Post menopausa per 6 o piu mesi e nel caso dnparsbpausa inferiore a 2
anni, test di gravidanza negativo
» Sterilizzazione chirurgica da piu di 1 mese e dégtravidanza negativo
» Dispositivi intrauterini in combinazione a un metodi barriera secondario

(es: diaframma, preservativo o spermicida) e tegtavidanza negativo.

Obiettivi dello studio e criteri di interruzione
L’obiettivo primario & stabilire se il trattamentolungo termine con albumina
umana associato al trattamento tradizionale e iadagrdi migliorare la

sopravvivenza dei pazienti. Altri obiettivi son@paesentati da:

1) riduzione dell'incidenza di ascite refrattaria,
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2) riduzione della necessita di shunt porto-cavakeaepatico transgiugulare
(TIPS) in pazienti affetti da cirrosi ed ascitéragaria (80);

3) riduzione dell'incidenza di complicazioni comatd alla malattia e/o all’'uso di
diuretici;

4) miglioramento della qualita della vita;

5) miglioramento del profilo costo-beneficio dedttamento della cirrosi ascitica.

| criteri di interruzione dello studio sono rapnetsi da :

Trapianto ortotopico di fegato

TIPS (shunt intra-epatico porto-sistemico)

Necessita di 3 o piu paracentesi negli ultimi 38 gi

Rifiuto del paziente a proseguire nello studio

Giudizio medico

| pazienti che svilupperanno nel corso dello stu@iscite refrattaria secondo i
criteri stabiliti dall'International Ascites Clulshe rappresenta uno degli end-point
secondari, continueranno ad essere seguiti etiraieondo quanto previsto dal
gruppo terapeutico di appartenenza fino al completdo del periodo di
osservazione o al realizzarsi dell'indicazione B | rappresentata dalla necessita
di effettuare almeno 3 paracentesi in 30 giornéskcuzione di trapianto di fegato

comporta la cessazione del periodo di osservazione.

Analisi statistica

Calcolo della numerosita del campioférop-out rate: 0.04 per intervallo di

tempo)lpotesi: mortalita (da ogni causa) pari ab3Bel gruppo di pazienti
sottoposti a trattamento standard e pari al 20% gmeppo di pazienti che

riceveranno anche albumina umana. Per stabilirdacHdferenza di mortalita fra
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i due gruppi € statisticamente significativa com pnobabilita del 95%, dovranno

essere arruolati 210 pazienti per braccio (pot6fé)9

Analisi ad interim:sara effettuata quando il 50 % del totale deigr@ziprevisti

raggiungera la fine dello studio.

Valutazione deqli end-points primarsara effettuata secondo la modalita di

intenzione di trattamento. Livello di significatiai 0.05.
Mortalita: sara valutata in termini sia di differenza di mvehe si verificano nel
corso dei 18 mesi di osservazione sia di analisiesiepo di sopravvivenza.

Incidenza di ascite refrattarisara valutata in termini sia di differenza delauo

di nuovi casi che si verificano nel corso dei 18ntk osservazione sia di analisi
del tempo di comparsa.

Differenze fra ed all'interno dei gruppmonfronto mediante test di Fishey® per

le variabili qualitative: test di Student o ANOVAemp le variabili continue.
Distribuzione delle variabili valutata con testdilmogorov-Smirnov.

Tempo di comparsa di ascite refrattaria e temmopdravvivenzavalutazione con

metodo di Kaplan-Meier, confrontando le differecpa test log rank a due code.

Fattori di rischioassociati alla durata della sopravvivenza ednaptedi comparsa

di ascite refrattaria valutati con regressione ax €on procedura step-down (tipo

backward).
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2. STUDIO DI COORTE SULLE PROPRIETA NON ONCOTICHE

DELL'ALBUMINA

Disegno dello studio

La popolazione oggetto dello studio € rappresentdéapazienti cirrotici con e
senza ascite, valutati nella nostra Unita Operatinal periodo compreso tra
Gennaio e Dicembre 2011.

| soggetti valutati sia in regime ambulatoriale cime regime di ricovero,
presentavano, una grande variabilita in termirstddio della malattia e presenza
di complicanze, il che ci ha permesso di avere spatizione una coorte di

individui rappresentativa di tutte le fasi dellarg naturale della cirrosi epatica.

Criteri di inclusione ed Esclusione

| criteri di inclusione dello studio sono:

- Diagnosi di cirrosi epatica di qualsiasi eziobbgonfermata a livello istologico o
tramite una combinazione di criteri clinici, biootici (bassa conta piastrinica,
bassi livelli di albumina sierica, elevati valorildlirubina sierica e/o un aumento
dellINR), ecografici (fegato nodulare) ed endoscop(presenza di varici

esofagee).

| criteri di esclusione sono:

- Eta anagrafica inferiore a 18 anni

- Ricovero per eseguire procedura programmata saangio, trattamento per
epatocarcinoma, legatura di varici esofagee, ecc.)

- Presenza di epatocarcinoma che non rispettadéteastiche richieste dai criteri

di Milano (81)
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- Pregresso ttrapianto di fegato
- Trattamento immunosoppressivo in atto.

Le caratteristiche cliniche dei pazienti all'indlmse sono descritte nella Tabella2.

Obiettivi dello studio

L’obiettivo primario € stato valutare le modificami post trascrizional
dell’albumina sulla base di due metodiche:

1) documentare le modifiche all’estremo N-termindé&dl’albumina proveniente
dal plasma dei pazienti cirrotici arruolati nel fmeollo con diversi stadi di
malattia valutando Il'albumina modificata dall’ischa con allABC test
(Albumin Cobalt Binding) con la metodica descriteaBaghavan et al (79),

2) dosaggio dellIMA-R, rappresentato dal rappomsistente fra IMA e
concentrazione di albumina sierica

3) indagare gli spettri di massa dell’albumina #edenodifiche post-trascrizionali
che essa puo subire, attraverso delle analisialepmica in HPLC e al MALDI-

TOF.

Metodi

Entro 24 ore dal ricovero sono stati prelevati 2@licsangue venoso periferico per
le analisi descritte successivamente. | dati dlieid i principali parametri di
laboratorio sono stati inseriti in un databasetresico.

Cinquanta individui sani, comparabili per eta eseeai pazienti cirrosi, hanno

costituito il gruppo di controllo.
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Metodo dell’ACB test per la valutazione dell'IMA

In Letteratura si trovano due metodiche per il tA€IB: quella descritta da
Christenson et al. (2001) e quella descritta dahBagn et al. (2003). In questo
studio, i campioni di plasma sono stati analizaétizzando la metodica descritta
da Baghavan et al. Il motivo che ci ha spinto a&wvsperimentare il test manuale
per questo studio e dato dall’alto costo del kinaterciale della ditta Ischemia
Technologies (Denver, USA) (3850 euro per 100 testalla sua ridotta stabilita
nel tempo (2 settimane).

Nella metodica descritta da Baghavan (79), in biegampione non viene pre-
trattato e inizialmente a 200 pl di plasma (in Ep@oppure Siero) si aggiungono
50 pl di cloruro di cobalto (Co€l1g/L), si miscela e si incuba per 10 minuti. In
seguito si aggiungono 50 ul di ditiotreitolo (DTT;5 g/L) e si incuba per 2
minuti; dopodiche si aggiunge 1 ml di soluzioneofiggica (NaCl 0,9%) e si
attendono almeno 5 minuti prima di effettuare l#&ula. Infine si misura
'assorbanza allo spettofotomentro (Agilent, Redsto) a 470 nm. Il bianco
viene preparato seguendo la stessa procedura esdmgero il DTT. L'IMA é
stata calcolata dalla differenza tra i campioniurat con e senza DTT. Le
concentrazione plasmatica di albumina rappresente ulei parametri
laboratoristici richiesti alla visita di inclusiomea anche monitorato mensilmente.
Inoltre e stato calcolato il rapporto tra IMA edbaininemia (IMAR), in
considerazione del fatto che in corso di cirrosatE@a la concentrazione di
albumina nel plasma si riduce. Tale indice e sf@dautilizzato, come gia spiegato
nel capitolo precedente, da Jalan et al. in unntecé&avoro che correlava in

maniera proporzionale I'lMAR al grado d’insufficiea epatica.
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Analisi Proteomiche all’lHPLC accoppiato al’lESI-qFO

Il plasma dei volontari sani e dei pazienti circoBono stati analizzati mediante
nano cromatografia liquida ad alte prestazioni (BP(Waters, Milford, MA)
accoppiata all’analizzatore quadrupole time-oftitigmass spectrometry con
sorgente nano-electrospray ionization (ESI-qTOF MBromass, UK).

Gli spettri di massa riguardanti i picchi sono istatcumulati per minimizzare |l
rapporto segnale/rumore e, dopo sottrazione detkfpaund” e “smoothing”,
sono stati sottoposti a “deconvoluzione” per otterla massa reale della proteina
a partire dai relativi segnali attribuibili aglinomulti carica, utilizzando MaxEnt
1 (Micromass, UK).

Gli spettri sono stati quindi confrontati qualit@mente utilizzando il valore di
massa nominale e l'altezza del picco nello spetteconvoluto come stima

dell’abbondanza relativa delle specie presenti.

Analisi Statistica

L’analisi statistica € stata effettuata utilizzartdst di comparazione delle medie
(student t Test) dopo aver verificato la distrilmna noprmale dei dati. Sono stati
considerati significativi valori di p < 0,05

Le correlazioni sono state studiate con il tefRehrson
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Capitolo Quarto

RISULTATI

1. STUDIO RANDOMIZZATO PROSPETTICO, MULTICENTRICO

Questo studio,che & uno studio sperimentale dilfsedi cui il nostro Centro é

Centro Promotore, é stato caratterizzato da ungaldase perliminare, in cui il

lavoro principale € stato quello di coordinareglgere e portare a conclusione le
pratiche autorizzative e amministrative che ne banaratterizzato la fase di
inizio, volte a far approvare ai Centri partecipahprotocollo di studio stesso.

L’interazione con i Comitati Etici non & sempretatéacile e il tempo necessario a
far approvare il protocollo di studio ai Centritate in media di due mesi. Inoltre,
anche l'aspetto legato alla fornitura del farmadioumina e alla modalita di

distribuzione fra i Centri, ha richiesto molto temngd un’attenta valutazione dei
costi. Il Promotore, dopo un lungo lavoro, e rits@d ottenere per la fornitura
del farmaco oggetto di studio.e per il solo tragato dei pazienti arruolati nel

braccio albumina e per le indicazioni al di fuoelld nota 15, il supporto delle
Aziende Produttrici Esterne del pool albumina. Ques stato un importante
traguardo che ha permesso, secondo noi, la retldlfi@ dello studio.

Tale lavoro, che si e svolto nei primi due annidditorato se da un lato ha
permesso la realizzazione e fattibilitd del protilmgodall’altro ha causato

inevitabili ritardi nell'inizio dell’arruolamento.

Inoltre, essendo un protocollo di ricerca realiazatmai due anni fa, negli ultimi

mesi abbiamo apportato, come Centro Promotore délidio, alcune modifiche
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al protocollo necessarie, prima di tutto, ad adegugrotocollo ai dati emergenti
in letteratura dai grandi trials sull’utilizzo dehtavaptan per la terapia dei pazienti
con cirrosi ed ascite (82), che non erano ovviameigponibili al momento della
stesura del protocollo, ma anche per permettereofelusione del protocollo
entro i tempi previsti dal contratto con AIFA.

Le visite di inizio studio e, quindi, I'attivaziorgei Centri rendendoli in grado di
arruolare pazienti, si € resa possibile solo a blala 2011. Il primo paziente e
stato arruolato ad aprile 2011.

L’andamento dell'arruolamento e stato lento nempnmesi, per poi mantenersi

stabile per i successivi mesi alla media di 15 @tz al mese.

25
TOTALE PAZIENTI: 148 (33.6%)
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Allo stato afttuale, sono stati attivati 41 Centri3@ sono i centri che hanno

arruolato almeno un paziente.
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Al momento, sono stati arruolati 148 pazienti, desti pazienti, 76 sono stati
randomizzati nel braccio standard e 72 nel braiccterapia con albumina.

Sono tutti pazienti che rispettano i criteri di lugione e che presentano
caratteristiche differenti, diveso grado di instihza epatica e diverse tipologia
di complicanze e gravita di malattia. Questo aspatpermette di dire che saremo
in grado di poter analizzare una popolazione melevogena di soggetti cirrotici
in grado di rappresentare la storia naturale dabdattia in tutti i suoi molteplici
aspetti. Allo stato attuale non & ampio il numeropdzienti che ha eseguito
almeno 6 mesi di visite (circa il 10%) e nessunocancluso l'anno di
arruolamento, per cui i risultati che possiamo if@mon sono assolutamente

definitivi, ma possiamo dire che sono incoraggianti
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Non & possibile al momento avere alcuna indicazisuéa sopravvivenza o
viceversa mortalita dei due bracci di trattamemoguanto il tempo medio di
follow up, per le ragioni sopra dette, e ridottpachi mesi.

| primi dati preliminari, sono rappresentati nedlchema sottostante

@) [y 2 — L
) = 2. @) < <
n O lgaw | o 00
L] o Sea = x 2)a)
a e S = w =
&) o e &)
BRACCIO
ALBUMINA S 3 1 2 0 2
BRACCIO
STANDARD | 3 0 8 2 1 1

Da questa tabella, si pud vedere come emerge i mpiocchiaro rispetto agli altri
dati, che la popolazione di soggetti randomizzétbiaccio standard ha una
maggiore tendenza a raggiungere uno degli end paobndari, rappresentato
dalla necessita di eseguire tre o piu paracentesém

In questo studio, e prevista un’analisi ad intergtme verra effettuata solo quando
il 50 % del totale dei pazienti previsti raggiurgéa fine dello studio, e speriamo
di confermare il trend in miglioramento dei pazieogservato fino ad ora, nel

gruppo in trattamento con I'albumina.
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2. STUDIO DI COORTE SULLE PROPRIETA NON ONCOTICHE

DELL’ALBUMINA

Sono stati arruolati 118 pazienti con cirrosi egmtmentre 50 sono gli individui
sani che hanno rappresentato il gruppo di conteBono stati comparati per eta e

sesso ai pazienti cirrotici.

2.1 Valutazione modificazioni post trascizionali wliante analisi
proteomica

Il plasma dei pazienti & stato analizzato attraveledle tecniche di proteomica per
cercare di mettere in evidenza altre possibili mcazioni post-trascrizionali
dell’albumina associata alla cirrosi o nel corsanézione batterica.

Dalle analisi proteomiche condotte allHPLC acceppiallESI-qTOF e dagli
spettri ottenuti, & stato possibile osservare chiepazienti cirrotici esiste un
marcato aumento del picco che corrisponde al bldetla cisteina 34 (Cys-34) se
paragonato a quello ottenuto nei volontari contrglni, con conseguente
riduzione del potere anti-ossidante attribuibitala sito.

Inoltre e stato possibile osservare delle formealdumina complessate con dei
composti che ne aumentano il peso molecolare @lazone, nitrosilazione e
forme miste), oltre che la probabile perdita diuaicamminoacidi (gli ultimi 2-3
AA) dalla porzione N-terminale nelle albumine proienti dai pazienti cirrotici,
giacché sono presenti negli spettri alcune forraedate di albumina attribuibili a
tale modifica, infine sono probabilmente presenglled forme troncate alla

porzione C-terminale (perdita probabilmente di Lieayk

45



| primi dati emersi dall’analisi degli spettri dalbumina di pazienti infetti
sembra indicare una elevata alterazione a livedl@adCys-34.

Dall’analisi dei dati disponibili emergono chiarame 3 pattern ,visualizzati nella
ficura 3

1 i soggetti sani

2 i pazienti cirrotici che presentano un picco spondente all’albumina ossidata
3 pazienti cirrotici con peritonite batterica spmga che presentano un picco di

albumina con estremo N teminale troncato

2.2 Valutazione delle concentrazioni circolanti dléWA

I livelli di IMA nella nostra popolazione di conttosani risultano confrontabili
con quelli descritti in letteratura (nel braccio atintrollo in cui erano arruolati
controlli sani). Inoltre, 'ACB test eseguito matmante presenta, sia intra-seduta
che inter-seduta, un coefficiente di variazionesuiazione standard relativa (CV)
sotto i limiti del 15%, indicando una buona premms della misura eseguita.
Bisogna pero segnalare che si sono riscontratpdsilemi di misurazione nei
pazienti che presentavano un valore di birilubingesiore a 20 mg/dl, che
interferisce con la lettura spettrofotometrica '@é€liB test, causando un’elevata
lettura pre- con conseguente lettura—post fuotas@acausa di tale problematica,
sono stati esclusi 6 pazienti che presentavanovalwae di birilubina superiori a
20 mg/dl.

| livelli circolanti di IMA risultano significativanente piu alti nei pazienti con
cirrosi epatica (CH) se confrontati con quelli @eintrolli sani (CT), (0,502

0,099 vs 0,396 0,112; p = 0,0001). (Figura 1A). Anche il rappotMdAR e
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risultato significativamente maggiore nei pazieatn cirrosi epatica (CH) rispetto
ai controlli sani (CT) (0,166 0,058 vs 0,08& 0,025; p = 0,0001) (Figure 1B).

I livelli di IMA non correlano con lo score o leadsi di Child-Pugh ne con lo
score di MELD, mentre e stata riscontrata una iene positiva tra IMAR e
Child-Pugh score (p=0.02).e concentrazioni plasmatiche di IMA sono risultate
significativamente superiori nei pazienti cirrotadie all'inclusione presentavano
un’infezione batterica in atto (n=25) rispetto azgenti non infetti (0,65@ 0,089
vs 0,448+ 0,098; p = 0,005) (Figura 2A). Dati simili si soravuti anche
considerando il rapporto IMAR (0,288,056 Vs 0,16@ 0,057; p = 0,05) (Figura
2B).

Non sono state, invece, evidenziate differenze iftigtive sulla base della
presenza o meno delle principali complicanze dtieidella cirrosi (ittero, ascite,
encefalopatia epatica, insufficienza renale) (coipartato in tabella 3).

Infine, I'eziologia della cirrosi non si associalifferenze significative per quanto

riguarda i livelli di IMA e il rapporto IMAR.
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Capitolo Quinto

DISCUSSIONE

In base alle sue note proprieta oncotiche, l'almamiumana € usata
principalmente in ambito clinico per ricostituitevolume circolante in pazienti
critici e in quelli con cirrosi epatica avanzataittévia, I'albumina €& piu di un
semplice espansore plasmatico, in quanto & priavds molte altre proprieta
biologiche, non oncotichequali, ad esempio, la capacita di legare e traspor
molecole insolubili in acqua, come metalli e farmédcsuo potere antiossidante e
di detossificazione di sostanze sia endogene adugeas

Il nostro studio, & stato progettato da un latodiarostrare che il trattamento in
cronico e a lungo termine con albumina umana ngepé con cirrosi ed ascite
in grado di ridurre lincidenza di ascite refrattardelle complicanze legate
all'uso cronico dei diuretici e i tempi e la ricenza delle ospedalizzazioni,
dall'altro per determinare se le alterazioni delheoprieta non oncotiche
dell’'albumina, possono rappresentare degli indicatoun aumentato rischio di
complicanze cliniche e di una prognosi sfavorevblguesti pazienti.

Al momento per quanto riguarda lo studio randontizzaon € possibile trarre
delle conclusioni per i motivi gia spiegati, madato piuforte che emerge dai
primi risultati, € che i pazienti del braccio stardl presentano una tendenza
maggiore a uscire dallo studio per il raggiungimedi uno degli end point
secondari (tre paracentesi/mese), rispetto ai pairetrattamento con albumina,

anche se bisogna sottolineare che I'arruolamentia eldirata del follow up non
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sono tali da permettere di avere dati statisticamsignificativi, ma tale risultato
e in linea con gli attesi.

Per quanto riguarda lo studio randomizzato, si @usstuttavia fare alcune
osservazioni riguardo alle difficolta incontrate péestire uno studio cosi ampio.
Nella fase preliminare, dello studio, le interazioni do@omitati Etici non sono
sempre state facili ed in parte questo ha contobal ritardo ad ottenere le
approvazioni e le delibere autorizzative. Inoltemche l'aspetto legato alla
fornitura del farmaco albumina e alla modalita dtribuzione fra i Centri, ha
richiesto molto tempo ed un’attenta valutazione atesti. Alle iniziali difficolta
riscontrate al momento della valutazione da padkedAmministrazioni delle
varie Aziende/Enti partecipanti allo studio, ovaigli eventuali costi aggiuntivi
legati al farmaco albumina, che secondo le norreatiegli studi no profit,
dovevano essere sostenuti dal SSN, il Promotoiataeagito prima con AlIFA e
poi con le Aziende produttrici del farmaco albumiper supportare lo studio.
Dopo un lungo lavoro, siamo riusciti ad ottenere lpequota di farmaco oggetto
di studio.e per il solo trattamento dei pazientualati nel braccio albumina e per
le indicazioni al di fuori della nota 15, il suppmrdelle Aziende Produttrici
Esterne del pool albumina. Questo e stato un imptet traguardo che ha
permesso, secondo noi, la reale fattibilita deilol®.

Per quanto riguarda lo studio di coorte, invecaati significativi che emergono
dall’analisi proteomica sono rappresentati dalledifiche della porzione N-
terminale dell’'albumina e dalla presenza di unaatke alterazione a livello della
Cys-34 nei pazienti con cirrosi. Mediante I'’ACBttesbbiamo dimostrato, inoltre,

che nei pazienti con cirrosi sono significativangepiu elevati i livelli circolanti

49



di IMA e anche il rapporto IMAR é€ risultato sigrdéitivamente maggiore nei
cirrotici, rispetto ai controlli sani.

Inoltre, tali alterazioni, sono risultate esserereate alle infezioni batteriche.
Infatti, questi pazienti presentano una piu elexatacentrazione di IMA rispetto
a quelli non infetti. In particolare, i soggettirceeritonite batterica spontanea
sembrano presentare alterazioni dell’estremo Nitexie.

Al momento noi non abbiamo dati per verificare sdi tlterazioni siano
direttamente coinvolte nella genesi delle compleano siano semplici
epifenomeni, pero possiamo escludere che sianolisemmente dei marcatori di
maggior gravita della malattia di base.

Possiamo supporre che pazienti piu gravi abbiano maggior rischio di
sviluppare complicanze, ed in particolare, compirea legate alle infezioni
batteriche, ma I'lMA non correla né con il child oén il meld risultando quindi
un marcatore di infezioné’ possibile dimostrare che in corso di infeziored n
paziente con cirrosi epatica, la riduzione dellgpacita antiossidanti e di
detossificazione dell’ albumina umana puo aumentgireeffetti della risposta
inflammatoria alle infezioni batteriche e contriteuialla prognosi infausta dei
pazienti.

Ricordiamo che le infezioni batteriche sono fracbenplicanze piu frequenti nei
pazienti con cirrosi in stadio avanzato, in quastoo direttamente responsabili
della morte nel 30-50% dei pazienti ospedalizzati.

Peraltro, questi dati sono confrontabili a quetteouti in un modello animale, su
ratto, di cirrosi epatica indotta da GQ@ler via inalatoria, in cui i livelli circolanti

di IMA risultano essere piu alti se confrontati cguelli dei ratti sani e questo
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aumento significativo si mantiene anche dopo sonstnazione di LPS nei ratti
cirrotici.

Al momento pero i numeri ed il disegno dello studia@oorte, non permettono di
valutare l'importanza clinica di questo parametrgoertanto, anche per tale
motivo, sono necessarie ulteriori conferme ches@os venire dall’analisi deidati
che potremmo ottenere alla conclusione dello stuaimlomizzato, multicentrico
in corso.

Infine, l'analisi proteomica ci ha fornito dei ritdi incoraggianti, il che ci
permettera di individuare con precisione e qua@ré le modifiche responsabili
della alterazione post-trascrizionale dell’albumiQaesto, inoltre, ci consentira
di aggiungere potenza prognostica ai classici fiatlo rischio clinici. L'altro
aspetto innovativo e rappresentato dalla capacitgvel messo a punto un test
riproducibile e relativamente economico per quadit i livelli circolanti di
ischemia-modificati aloumina (IMA) i livelli, neipazienti con cirrosi epatica
avanzata per il confronto con i classici fattorirgichio clinici e biologici, con

efficacia diagnostica paragonabile a quello in cario attualmente.

Pensiamo che la possibilitd di eseguire questacacehe coinvolge un ampio
numero di pazienti rappresenti un‘occasione uimcayanto si tratta di uno studio
prospettico, con un campione di soggetti arrualagrandi dimensioni e piuttosto
eterogeneo in termini di funzionalita epatica eahplicanze legate alla malattia.
In conclusione anche se sono necessarie ultenadereze sperimentali legate
soprattutto alla conclusione dello studio randoiiaz si pud pensare che la

somministrazione in cronico di albumina e lo studielle alterazioni post
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trascrizionali siano elementi chiave per disegtharterapie del fututo del paziente

cirrotico.
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Appendice

TABELLE

Tabella 1. Indicazioni terapeutiche al corretto usalell’albumina nella cirrosi

L’espansione della volemia efficace rappresentandiula piu importante indicazione attuale all'ilego clinico nel

paziente con cirrosi:

1) Prevenzione della disfunzione circolatoria postgmentesi:in uno studio clinico controllato, I'albumina, inegata
alla dose di 8 g/L di ascite evacuata, si € dinatstpiu efficace di espansori plasmatici artificiebme destrano 70 e
poligelina, nel prevenire la DCPP, qualora condeapentesi venga rimosso un volume di liquido &scit 5 L.

2) Trattamento della sindrome epatorenala: SER viene distinta in due tipi: ipo 1, rapidamente progressivo, con
sopravvivenza mediana di 1.7 settimane, egd 2, caratterizzato da una compromissione lentamegravescente
della funzione renale associata ad ascite refiattaon una sopravvivenza media di 6-12 mesi. Ifieahdo
nell'ipovolemia efficace il fattore patogeneticomftamentale di questa complicanza, diversi protodotrattamento
della SER prevedono I'impiego di vasocostrittotinjpressina, terlipressina, midodrina + octreotigesadrenalina)
associati alla somministrazione di albumina umanguiantita diverse secondo il protocollo propostagabili da 20
a 60 g/die, in modo da mantenere la pressione wecastrale attorno a 10 mmHg (Tabella 1). In tyiftstudi, si
ottenuto un prolungamento della sopravvivenza eglémni casi, una risoluzione della sindrome. Quegio di
approccio terapeutico & di fondamentale importarurae provvedimento “ponte” in pazienti inseritilista d'attesa
per trapianto di fegato.

3) Prevenzione dell’'insufficienza renale funzionaledmso di PBSla SER si sviluppa nel 30-35% dei casi di PBS e,
in questo contesto, comporta un’elevata mortakgedaliera. La somministrazione di albumina umdrna ¢/Kg di
peso corporeo alla diagnosi di PBS e 1 g/Kg in iBtrngta), oltre alla terapia antibiotica, a fromtieun numero
paragonabile di risoluzioni dell’episodio infettivba ridotto significativamente l'incidenza di irisicienza renale
(dal 33 al 10% dei casi), la mortalita intra-ospietla (dal 29 al 10%) e quella a tre mesi (dal 4#22%). Studi
recenti hanno dimostrato che, in questo contestfudione dell’albumina umana, ma non quella diidon
idrossietilico, porta ad un miglioramento della aroia efficace, testimoniato da un incremento dpl@ssione
arteriosa e della pressione atriale destra. Taldtaito non & tanto legato ad un incremento déttatg cardiaca,
quanto ad una netta elevazione delle resistenzmhaaisperiferiche, rilievo che suggerisce un poisieffetto sulla

funzione endoteliale.
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Tabella 2. Caratteristiche demografiche, eziologia della cirepatica e parametri clinici dei soggetti arrtialello studio

Controlli Sani (n=50)

Pazienti Cirrotici (n=110

Eta (Anni)

Sesso (M/F)

Eziologia (Virale/Alcool/Altro)
MELD score

Child-Pugh class (A/B/C)
Birilubina tot. sierica (0,2-1,0 mg/dl)
Creatinina sierica (0,5-1,2 mg/dl)
INR (<1,1)

Ittero all'inclusione (Si/No)
Encefalopatia all'inclusione (Si/No)
Ascite all'inclusione (Si/No)
Infezione al prelievo (Si/No)
Infezione all'inclusione (Si/No)

Beta bloccanti all'inclusione (Si/No)

Profilassi Antibiotica all'inclusione (Si/No)

Diuretici all'inclusione (Si/No)
HSA all'inclusione (Si/No)

57+9
29/21

59 +£12
68/42
60/23/27
16,6 + 7,32 (15 mediana)
22/64/24
4,147 #9262
1,1430 + 0,833
1,5086 + 0,40790
7/103
39/71
53/57
25/87
23/87
48/62
182
78/32
23/87
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Tabella 3. Associazione IMA e IMAR con le complicanze maggiatella cirrosi nella

popolazione di studio

IMA IMAR
Pearson Sig. (2-tailed) Pearson Sig. (2-tailed)
Correlation 9. Correlation 9.
MELD score | 4 002 0.982 0.003 0.972
Child-Pugh 0.179 0.063 0.300%* 0.02
IMA Sig. IMAR Sig.
(2- (2-
tailed) tailed)
Sanguinamento| 0.544 0.499 N.S 0.190 0.164 NS
Gl (N=6) | (N=104) = (N=6) | (N=104) =
. 0.505 0.499 0.168 0.164
Ascite (N=54) | (N=56) N.S. (N=54) | (N=56) N.S.
0.491 0.507 0.157 0.168
Ittero (N=7) | (N=103) N.S. (N=7) | (N=103) N.S.
Encefaloptia 0.490 0.508 N.S 0.163 0.167 N.S
epatica (N=38) | (N=72) " (N=38) | (N=72) =
Insufficienza 0,536 0.504 NS 0.168 0.165 N.S
renale (N=11) | (N=99) " (N=11) | (N=99) =
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Figura 1. | grafici mostrano, i valori di Ischemia ModifiedI®umin (IMA),

ottenuti con 'Albumin Cobalt Binding (ACB) test gpnello A) e i valori del
rapporto IMA/concentrazione plasmatica di aloum{iidAR) (pannello B), in
plasma proveniente da volontari sani (CT) e dagpdizcirrotici (CH). | dati sono
espressi come media + Dev. St.
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Figura 2. | grafici mostrano, i valori di Ischemia Modifiedlbumin (IMA),
ottenuti con 'Albumin Cobalt Binding (ACB) test gpnello A) e i valori del
rapporto IMA/concentrazione plasmatica di aloum{fdAR) (pannello B), in
plasma proveniente da pazienti cirrotici non inf@@H non infetti) e da pazienti
cirrotici con un’infezione batterica in atto (CHfétti). | dati sono espressi come
media + Dev. St.
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Figura 3. Il grafico mostra gli spettri dell’'alboumina in sagitj sani, i soggetti
sani, in pazienti cirrotici che presentano un picoorispondente all’albumina
ossidata, in pazienti cirrotici con peritonite leatta spontanea che presentano un
picco di albumina con estremo N teminale troncato.

66



