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Epatite C cronica e diabete: una relazione bidirezionale complessa
Chronic hepatitis C and diabetes: a complex bidirectional relationship
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ABSTRACT

Chronic hepatitis C (CHC) and diabetes have a complex relationship.
CHC increases therisk of developing diabetes, independently from the
degree of liver fibrosis. This is due to both impairment in beta cell func-
tion and induction of insulin resistance. Conversely, diabetes worsens
the liver-related prognosis of patients with CHC. Sustained virologic
response, obtained by either interferon-based or interferon-free reg-
imens, leads to a lower incidence of diabetes, to improved diabetes
control in patients with known diabetes and to a lower incidence of
micro- and macrovascular diabetic complications.

KEYWORDS
Diabetes; HCV: DAA; cirrhosis.

INTRODUZIONE

Il conferimento del premio Nobel 2020 per la medici-
na e biologia agli scienziati Harvey J. Alter, Michael
Houghton e Charles M. Rice per la scoperta del virus
dell’epatite C (HCV) (1-3) ha rappresentato una pietra mi-
liare nella storia dell’epatologia. Questa scoperta, infat-
ti, non ha soltanto rivoluzionato le nostre conoscenze in
campo virologico, immunologico e sulla biologia delle
epatopatie croniche, ma ha anche posto le basi per lo svi-
luppo di test diagnostici e, soprattutto, di terapie che si
sono dimostrate estremamente efficaci nell’eradicazione
(SVR, Sustained Virological Reponse) del virus (4), rendendo
la storia dell’epatite C un grande esempio della capacita
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della comunita scientifica e dell'industria diraggiungere
l'ambizioso traguardo di un trattamento estremamente
efficace di una condizione diffusa che ha una prognosi
potenzialmente infausta. Nel maggio 2016, infatti, I'or-
ganizzazione mondiale della sanita ha proposto l'obietti-
vo di eliminare l'epatite virale entro I'anno 2030. In que-
sta rassegna esamineremo l'epidemiologia dell'infezione
da HCV nel mondo ed in Italia, gli studi epidemiologici
e fisiopatologici che hanno approfondito il rapporto tra
HCV e diabete, tra infezione da HCV e l'emergenza delle
complicanze correlate al diabete, nonché l'effetto della
terapia antivirale sul compenso glicemico e sull'inciden-

za delle complicanze micro e macro-vascolari.
CENNI EPIDEMIOLOGICI

Lepatite C rimane, ad oggi, un importante problema di
salute pubblica, con un grande impatto sociale ed eco-
nomico. Si stima, infatti, che nel mondo 71 milioni di
persone presentino un’epatite cronica HCV correlata, con
un’incidenza di 260.000 nuovi casi di epatocarcinoma
(HCC, HepatoCellular Carcinoma) all'anno e circa 365.000 de-
cessi annui dovuti all'infezione ed alle sue complicanze
(5). Stime globali dell'osservatorio Polaris indicano che
solo il 20% dei casi di epatite venga effettivamente dia-
gnosticato ed il 2.9% dei pazienti abbia ricevuto un trat-
tamento con farmaci ad azione antivirale diretta (DAA,
Direct Anti-viral Agents).
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L'Italia rappresenta uno dei paesi europei con piu alta
prevalenza di HCV e di decessi causati da cirrosi epatica
ed HCC. Secondo i dati Eurostat, nel 2016 I'Italia si col-
locava al primo posto in Europa per il tasso di mortalita
per epatiti virali con 38 morti/anno per milione di abi-
tanti (6). In assenza di studi epidemiologici rappresen-
tativi effettuati sull’intero territorio nazionale, le stime
di prevalenza derivano da valutazioni locali. Andriulli e
colleghi hanno valutato la prevalenza dell'RNA virale in
4907 soggetti campionati casualmente tra gli assistiti di
medici di medicina generale in cinque citta italiane (To-
rino, Roma, Napoli, Bari e Catania) nel 2015. La positivita
al virus era presente nell'1.7% della popolazione, con un
significativo incremento dalle regioni del Nord a quelle
del Sud (da 1.6% a 2.4%) ed un importante effetto coorte.
La prevalenza piti elevata é stata identificata nella coorte
di nascita 1935-1944 (7.0%), con un progressivo decremen-
to nelle successive coorti ed un secondo picco di minore
entita nella coorte 1965-1974 (7). Un recente studio mo-
dellistico ha inoltre stimato che vi siano nel nostro paese
circa 280.000 pazienti affetti da epatite C asintomatici
ancora da diagnosticare (8). Mentre ad oggi 'eta media
dei pazienti trattati con DAA é di 65 anni e la popolazione
consiste principalmente in pazienti che hanno contratto
l'infezione tramite pregresse trasfusioni o mediante uti-
lizzo di siringhe non monouso, si stima che la maggior
parte dei pazienti ancora da diagnosticare abbiano un’e-
ta compresa tra 30 e 55 anni e presentino come principali
fattori di rischio la tossicodipendenza ed i trattamenti
estetici a rischio (9).

HCV E DIABETE: EVIDENZE DA STUDI OSSERVA-
ZIONALI

Diversi studi osservazionali hanno evidenziato una pre-
valenza maggiore di diabete mellito di tipo 2 (DMT2) in
pazienti con epatite C cronica rispetto al gruppo di con-
trollo. Una metanalisi comprendente 31 studi osservazio-
nali ha identificato una prevalenza media di DMT2 tra
pazienti con HCV del 15% rispetto ad una prevalenza del
10% nel gruppo di controllo, con un Odds Ratio (OR) com-
plessivo di1.58 (95% CI: 1.30-1.86) (10). Va sottolineato che
I'analisi, oltre a mostrare un’associazione tra casi preva-
lenti e non incidenti, ha evidenziato un’importante ete-
rogeneita in relazione al diverso grado di aggiustamento
per fattori confondenti, all'eta media dei soggetti arruo-

80

lati e al paese diorigine. Evidenze pili convincenti deriva-
no da studi prospettici che hanno valutato I'incidenza di
diabete in pazienti affetti da epatopatia C cronica. Mehta
e colleghi hanno valutato il rischio di sviluppo di diabete
in 1084 adulti statunitensi partecipanti allo studio ARIC
(Atherosclerosis Risk in Communities Study). Gli Autori hanno
identificato un rischio significativamente maggiore di
sviluppare diabete in pazienti con HCV rispetto ai con-
trolli (HR: 11.58, 95% CI: 1.39-96.60), evidente soprattutto
se i pazienti presentavano alto rischio di diabete al base-
line, valutato in base all’eta e al Body Mass Index (BMI) (11).
Un importante fattore confondente non valutato dallo
studio é rappresentato dallo stadio dell’epatopatia in ter-
mini di fibrosi. E infatti ben noto in letteratura come lo
sviluppo di fibrosi avanzata e soprattutto di cirrosi, in-
dipendentemente dall’eziologia, si associ ad un impor-
tante incremento dell'insulino-resistenza e del rischio di
diabete (12), da alcuni considerato una forma di diabete
distinto dal DMT2 e chiamato “epatogeno” (13). Questo
aspetto e stato preso in considerazione in una recente
metanalisi di studidi coorte in cui analisi stratificate per
presenza o assenza di cirrosi hanno confermato l'associa-
zione tra infezione da HCV e diabete. In particolare, l'au-
mento del rischio relativo risultava comparabile sia nel
confronto tra pazienti con HCV non cirrotici e soggetti
non epatopatici (rischio relativo, RR 2.58), sia tra pazienti
con cirrosi da HCV e pazienti con cirrosi di altra eziologia
(epatite B, alcol, epatiti auto-immuni e forme criptoge-
netiche; RR 2.40) sia tra pazienti non cirrotici con epa-
tite C e pazienti non cirrotici con epatite B (RR 2.25) (14).
Lo studio ha poi confermato una maggiore prevalenza di
diabete nei pazienti con cirrosi da HCV rispetto a pazienti
con epatite C in assenza di cirrosi. Questi dati sembrano
quindi suggerire che I'infezione da HCV determini un in-
cremento del rischio indipendentemente dal grado di se-
verita dell’'epatopatia, ed in misura maggiore rispetto ad
altre malattie croniche di fegato. In questo senso il diabe-
te e considerato una delle manifestazioni extraepatiche
dell'infezione da HCV (riassunte nella Fig. 1). Va inoltre
sottolineato come la mortalita per cause epatiche sia si-
gnificativamente aumentata in pazienti con diabete. In
uno studio basato su dati amministrativi di regione Ve-
neto, Zoppini e colleghi hanno evidenziato tra i pazienti
con diabete un incremento di mortalita per epatopatie
virali (SMR, Standardized Mortality Ratio 2.17), alcol-relate
(SMR 2.25) e non-virali non-alcohol relate (SMR 2.86) (15).
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Leffetto negativo del diabete sulla prognosi dei pazienti
con HCV é stato dimostrato in un ampio studio di coorte
statunitense che ha reclutato 541 pazienti con epatite C e
fibrosi epatica avanzata. Dopo aggiustamento per diversi
fattori confondenti, la presenza di diabete rappresentava
un fattore di rischio indipendente per sviluppo di epato-
carcinoma, soprattutto nei pazienti con cirrosi (16). In-
fine, in uno studio di coorte francese che ha incluso 248
pazienti con cirrosi compensata HCV-correlata, il grado
di insulino-resistenza stimato mediante HOMA-IR si é
dimostrato un predittore indipendente sia di incidenza
di HCC (p=0.026) sia di mortalita o trapianto di fegato
(p<0.0001) (17).

HCV E DIABETE - BASI MOLECOLARI E FISIOPATO-
LOGICHE

Diversi meccanismi molecolari sono alla base dell'au-
mentato rischio di DMT2 evidenziato nei pazienti affetti
da epatite C cronica agendo sia sul grado di insulino-resi-
stenza sia interferendo con la funzione p-cellulare (Fig. 2).

HCV ed insulino-resistenza

E stato dimostrato che, a livello epatico, la proteina core
del virus é in grado di indurre la fosforilazione in seri-
na della proteina IRS (Insulin Receptor Substrate) e ridurne la

HCV
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@ Principali complicanze intra ed extraepatiche dell'infezione cronica da HCV

Complicanze extra-epatiche

Crioglobulinemia mista

Glomerulonefrite
membranoproliferativa

Linfoma a cellule B

Aterosclerosi
Malattia renale cronica

Insulino resistenza
DMT2

fosforilazione dei residui di tirosina (18). Questa modi-
ficazione post-traduzionale interferisce con il signaling
insulinico intracellulare determinando una riduzione
nell’attivita della proteina AKT (anche nota come protei-
na chinasi B) e portando in ultima analisi ad un’inibi-
zione dell'uptake di glucosio ed un incremento dell'insu-
lino-resistenza epatica (19). Inoltre, a livello sistemico,
la presenza delle proteine virali determina uno stato di
infiammazione cronica di basso grado con incremen-
to dei livelli circolanti di citochine pro-infiammatorie
come l'interleuchina 6 ed il Tumor Necrosis Factor-o (TNF-c),
i quali hanno una forte azione inibitoria sul signaling
insulinico mediante la fosforilazione in serina di IRS
(20-22). Un altro meccanismo che potrebbe spiegare 'as-
sociazione tra epatite C e diabete € la capacita del virus
di indurre l'accumulo intraepatico di trigliceridi diven-
tando causa di steatosi epatica. La steatosi sembra veri-
ficarsi con maggiore frequenza nei pazienti infettati dal
genotipo 3 (23). Anche se evidenze di un rapporto causale
tra la steatosi HCV-relata, I'insulino-resistenza epatica e
il rischio di DMT2 sono al momento limitate, diversi stu-
di hanno dimostrato come 'accumulo intraepatocitario
di metaboliti degli acidi grassi, per esempio il diacilgli-
cerolo, sia in grado di attivare la proteina chinasi C alfa
e determinare I'inibizione del signaling insulinico (24).
Inoltre, poiché e stato identificato un incremento del ri-
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Figura2 @ Potenziali meccanismipatogenetici che legano I'infezione cronica da HCV allo sviluppo di diabete mellito
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schio di diabete nei pazienti con NAFLD (25), € possibile
ipotizzare che anche la steatosi da HCV possa incremen-
tarne il rischio agendo su pathways simili. Lecube e col-
leghi hanno confrontato il grado di insulino-resistenza
(mediante HOMA-IR) di 28 pazienti non diabetici con
epatite C cronica con quello di 14 controlli con epatite
cronica non HCV-correlata matchati per sesso, eta, BMI,
storia familiare di diabete e grado di fibrosi epatica. E
emerso come i pazienti affetti da epatite C presentassero
valori significativamente maggiori di HOMA-IR (5.35 vs
2.58, p=0.01) rispetto ai controlli, unitamente a concen-
trazioni maggiori di TNF-a, del suo recettore circolante e
di interleuchina 6 (26). I livelli circolanti di recettore del
TNF-a sono poi risultati positivamente correlati con il

grado di insulino-resistenza.

HCV e funzione B-cellulare

Sebbene il fegato rappresenti l'organo bersaglio prima-
rio dell'infezione da HCV, il genoma virale e stato iden-
tificato in diversi altri organi e tessuti, tra cui le cellule
acinari del pancreas esocrino (27-28). Inoltre, il virus é in
grado di infettare le B-cellule legandosi ai recettori CD81
e Scavenger receptor B1 e di replicarsi al loro interno (29).
Un recente studio condotto in pazienti e topi con epati-
te C cronica ha confermato l'effetto deleterio del virus a
livello B-cellulare. Vi era infatti, oltre ad insulino-resi-
stenza, un evidente difetto secretorio B-cellulare che si
manifestava con una ridotta secrezione di insulina dovu-
ta principalmente ad un blocco dell’esocitosi dei granuli
contenenti l'ormone ad opera delle proteine virali (30).
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Uno studio in vitro effettuato su linee cellulari di insu-
linoma ha dimostrato 'effetto citopatico diretto del virus
HCV in modo dose e tempo dipendente (31). Infatti, 'infe-
zione da HCV inibiva la proliferazione cellulare inducen-
do la morte delle B-cellule mediante meccanismi simili
a quelli dell’apoptosi, come l'espressione sulla superficie
cellulare di fosfatidilserina, riduzione del potenziale di
membrana mitocondriale ed attivazione della caspasi 3
e frammentazione del DNA nucleare. Gli Autori hanno
poi mostrato che l'infezione di questa linea cellulare de-
terminava anche stress del reticolo endoplasmatico, che
insieme all’'apoptosi, contribuiva alla riduzione della
massa p-cellulare.

Queste evidenze sembrano essere confermate da un re-
cente studio osservazionale che ha analizzato la funzio-
ne B-cellulare in 220 pazienti non diabetici con NAFLD
(n=129) o epatite cronica da HCV (n=91) e I'ha confrontata
con quella di 26 soggetti non epatopatici (32). Mentre i
soggetti con NAFLD presentavano il pit alto grado di in-
sulino-resistenza, i pazienti con epatite cronica da HCV
presentavano la pit bassa risposta insulinica allo stimo-
lo mediante OCTT, indicando un importante deficit se-
cretorio.

HCV E COMPLICANZE DEL DIABETE

Diversi studi osservazionali e alcune metanalisi hanno
documentato, negli ultimi decenni, che i pazienti con
epatite cronica da HCV hanno una maggiore morbidita
e mortalita cardiovascolare, rispetto a soggetti sierone-



gativi (33). Per esempio, in uno studio osservazionale
pubblicato nel 2006 che ¢ stato condotto su quasi 76.000
pazienti con epatite cronica da HCV, é emerso chiara-
mente come la malattia cardiovascolare era la terza cau-
sa di morte in questi pazienti (dopo quella da malattia
epatica e da farmaci), osservando un tasso di mortalita
standardizzato pari a 1,3 (95% CI: 1,2-1,5) (34-35). Nello
studio REVEAL, che ha incluso 23.820 adulti di origine
asiatica (1.095 dei quali avevano una sieropositivita agli
anticorpi anti-HCV e 760 con riscontro di HCV RNA nel
siero), seguiti per un periodo medio di 16,2 anni, Lee e
collaboratori hanno documentato che I'infezione persi-
stente da HCV aumentava significativamente sia la mor-
talita epatica che quella extraepatica (36). In particolare,
in questo studio, per quanto riguarda la mortalita extra-
epatica, e emerso che i pazienti con epatite cronica da
HCV, rispetto ai controlli sieronegativi, avevano un au-
mentato rischio di morte per cause cardiovascolari (HR:
1,50, 95% CI: 1,10-2,03), anche dopo aggiustamento per di-
versi fattori di rischio cardiometabolici e per altri fattori
confondenti. Una metanalisi pubblicata nel 2016, che ha
incluso 22 studi osservazionali, ha ulteriormente docu-
mentato che nei pazienti HCV positivi il rischio di avere
una qualsiasi malattia cardiovascolare ¢ aumentato del
20% (OR: 1,20, 95% CI: 1,03-1,40), mentre quello di avere
uno stroke ischemico di circa il 35% (OR: 1,35, 95% CI:
1,00-1,82) (37). E interessante notare, comunque, che ad
oggi ci sono diverse evidenze cliniche che suggeriscono
come sia la replicazione del virus (cioé il riscontro di HCV
RNA nel siero), piuttosto che I'infezione pregressa (cioe la
solo sieropositiva agli anticorpi anti-HCV), il principale
predittore indipendente di morbidita e mortalita cardio-
vascolare (35). A questo proposito, 'aumentata morbidi-
ta e mortalita cardiovascolare osservata nei pazienti con
epatite da HCV potrebbe essere dovuta al fatto che l'in-
fezione da HCV predispone: a) allo sviluppo di ateroscle-
rosi carotidea (38), b) alla malattia coronarica (39-40), c)
allo scompenso cardiaco (41) e d) allo stroke ischemico (37,
42). Recentemente, é emerso anche che I'epatite cronica
da HCV predispone ad alcune complicanze microvasco-
lari, come la malattia renale cronica (43). Per esempio,
in una metanalisi pubblicata nel 2018 che ha incluso 40
studi osservazionali per un totale di 4.072.867 pazienti,
Fabrizi e collaboratori hanno riportato che la sieropositi-
vita agli anticorpi anti-HCV si associa ad un aumentato
rischio di sviluppare malattia renale cronica (HR: 1,54,
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95% ClI: 1,26-1,87). Nei pazienti dializzati, l'infezione da
HCV sembra inoltre essere associata ad una aumentata
mortalita e morbidita cardiovascolare (43).

TERAPIA DELL'HCV E COMPENSO GLICEMICO

La possibilita di una relazione causale diretta tra infezio-
ne da HCV e sviluppo di diabete é supportata dall’effetto
positivo dell’eradicazione (SVR) sul compenso glicemico
anche a breve termine (e quindi non imputabile ad una
riduzione del grado di fibrosi rispetto al gruppo di con-
trollo). Diversi studi hanno dimostrato che il raggiun-
gimento della SVR determina un miglioramento di vari
parametri metabolici. Thomson e colleghi hanno valu-
tato un sottogruppo di 1038 pazienti non diabetici ran-
domizzati a ricevere albinterferon alpha-2b o pegylated
IFNa-2a pit ribavirina all'interno di due trial clinici ran-
domizzati della durata di 24 e 48 mesi, rispettivamente.
Cli Autori hanno identificato una riduzione significati-
va della prevalenza di insulino-resistenza (HOMA-IR>3)
nei pazienti che avevano raggiunto la SVR (p<o.001), ma
non nei non-responders. L'analisi multivariata ha poi di-
mostrato che l'effetto della SVR sull'insulino-resistenza
era indipendente da variazioni di BMI, enzimi epatici e
profilo lipidico (44). Inoltre, in uno studio osservaziona-
le effettuato su 159 pazienti con epatite C, la presenza di
insulino-resistenza prima dell'inizio della terapia con
interferone e ribavirina era associata ad una riduzione
significativa del tasso di SVR anche dopo aggiustamento
per genotipo virale e grado di fibrosi (45), sottolineando
il rapporto bidirezionale tra insulino-resistenza ed era-
dicazione del virus. Leffetto positivo dell’eradicazione
del virus sui parametri metabolici é stato poi confermato
con l'avvento della terapia con DAA, che ha permesso di
raggiungere la SVR in una percentuale molto elevata di
pazienti con un profilo di tollerabilita decisamente mag-
giore rispetto alla combinazione interferone/ribavirina.
Un ampio studio osservazionale ha valutato I'incidenza
di diabete in 21.279 veterani statunitensi con HCV trat-
tati con interferone/ribavirina, DAA o in assenza di te-
rapia farmacologica (46). Tra i pazienti trattati, il tasso
di incidenza di diabete era significativamente pit1 basso
in coloro che hanno raggiunto la SVR (13.3/1000 perso-
ne anno), rispetto a coloro che non la hanno raggiunta
(19.2/1000 persone anno, p<o.oo1). Un grado maggiore di
riduzione del rischio e stato riscontrato nei pazienti con
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fibrosi avanzata o cirrosi. Analoghi risultati sono stati
ottenuti in uno studio osservazionale prospettico condot-
to in cinque centri epatologici italiani in cui l'incidenza
di diabete e stata valutata in 1099 pazienti con epatite C
cronica non trattati e 1327 pazienti trattati con DAA. 11
raggiungimento della SVR mediante terapia antivirale
ha dimostrato di associarsi ad una riduzione significati-
va dell'incidenza di diabete sia nei pazienti con uno sta-
dio di fibrosi Fo-F2 (RR: 0.06, p=0.005), sia nei pazientiin
stadio F3-F4 (RR: 0.21, p<0.001) (47).

Il trattamento con farmaci antivirali non ha solo mostra-
to di ridurre l'insulino-resistenza e l'incidenza di dia-
bete, ma anche di migliorare il compenso glicemico in
pazienti con diabete noto. La maggior parte degli studi,
con disegno retrospettivo o prospettico, ha mostrato un
effetto positivo del raggiungimento della SVR sui valori
di glicemia a digiuno ed emoglobina glicata in pazien-
ti diabetici. Il pitt ampio studio di coorte retrospettivo,
condotto da Hum e colleghi su 2435 veterani statuniten-
si con DMT2 ed epatite C trattati con DAA, ha mostrato
come in coloro che raggiungevano la SVR si evidenziasse
una maggiore riduzione di emoglobina glicata (-0.98%),
rispetto ai pazienti non responder (-0.65%). Allo stesso
modo l'utilizzo di farmaci antidiabetici si é ridotto signi-
ficativamente nel gruppo che ha raggiunto la SVR, dato
particolarmente evidente per la terapia insulinica (48).
Questi risultati sono stati confermati da uno studio os-
servazionale italiano condotto su 122 pazienti con DMT2
ed epatite C. I pazienti sono stati divisi in coloro che han-
no ottenuto la SVR dopo terapia con DAA (gruppo 1, n=101)
e coloro che non hanno risposto alla terapia o non sono
stati trattati (gruppo 2, n=21). Alla fine dello studio, i pa-
zienti del gruppo 1 hanno mostrato un decremento sta-
tisticamente significativo dei livelli di glicemia a digiu-
no (da 152.4+56.40mg/dL a 134.3+41.32mg/dL, p=0.002)
e HbA1c (da 52.15+5.43mmoL/moL a 46.51+16.15mmoL/
moL, p<o.001) mentre tra i pazienti del gruppo 2 non e
stata trovata alcuna variazione significativa di questi
valori (49). Ulteriore conferma é giunta da una recente
metanalisi comprendente 5 studi osservazionali, che ha
mostrato come il raggiungimento della SVR mediante te-
rapia con DAA determini una riduzione media di HbA1c
di 0.45% (95% CI: 0.3-0.6%; p< 0.001) e di glicemia a digiu-
no di 22.03 mg/dL (95% CI: 2.4-41.61 mg/dL; p=0.03), an-
che se gli autori hanno rilevato un’elevata eterogeneita
tra gli studi (50).
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DIABETE

Cli studi a nostra disposizione sull’effetto dell’'SVR sul-
le complicanze del DMT2 sono numericamente limitati.
Va tuttavia sottolineato come diversi studi effettuati su
pazienti con epatite C (con una proporzione variabile di
soggetti affetti da DMT2) hanno mostrato una riduzione
di eventi cardiovascolari tra coloro che riuscivano ad era-
dicare I'infezione. In uno studio di coorte retrospettivo,
Butt e colleghi hanno incluso 242.680 veterani con epatite
C cronica e identificato i pazienti trattati mediante inter-
ferone pegilato (n=4436) o DAA (n=12667). Dopo matching
per svariati fattori confondenti, l'incidenza di eventi car-
diovascolari si é dimostrata significativamente pit bassa
nei pazienti trattati rispetto ai pazienti non trattati ed il
raggiungimento della SVR é risultato protettivo sull’'out-
come di interesse (HR: 0.87; 95% CI: 0.77-0.98) (46). Risul-
tati analoghi sono stati ottenuti da Adinolfi e colleghi in
un campione di 1668 pazienti italiani. Questo studio ha
inoltre mostrato come la terapia con DAA determinasse
una riduzione dell'incidenza di eventi cardiovascolari sia
in pazienti con fibrosi Fo-F2 stimata mediante fibroscan
(RR: 0.11, 95% CI: 0.014-0.829) sia in pazienti con F3-F4
(RR: 0.43, 95% CI: 0.25-0.75) (51).

I pochi studi condotti esclusivamente in pazienti con dia-
bete o prediabete sembrano confermare queste evidenze.
Recentemente, Sasso e colleghi hanno confrontato I'inci-
denza di eventi cardiovascolari in 398 pazienti prediabe-
tici con epatite C non trattata con quella osservata in 372
pazienti prediabetici trattati con DAA. Il rate di eventi
cardiovascolari e risultato significativamente maggiore
tra i pazienti non trattati (1.77 vs 0.62, p<o.oo1) ed anche
in questo caso l'eradicazione del virus si é associata a
una riduzione significativa dell’'outcome (RR: 0.411, 95%
CI: 0.148-1.143; p<0.001), con un number needed to treat di 52
(52). Li et al. hanno valutato 1395 pazienti con DMT2 ed
epatite C cronica, di cui 723 trattati con regimi a base di
interferone o DAA. Il 75% dei pazienti trattati ha ottenuto
l'eradicazione. Dopo propensity score matching effettuato allo
scopo di correggere per bias di selezione al trattamento,
i pazienti che avevano raggiunto la SVR presentavano un
rischio ridotto di sindrome coronarica acuta (HR: 0.36;
p<o.001), malattia renale cronica terminale (HR: 0.46;
p<o.oo01), ictus (HR: 0.34; p<o0.001) e retinopatia (HR:



0.24; P< 0.001) rispetto a pazienti non trattati. I risultati
erano poi consistenti stratificando le analisiin base al re-
gime terapeutico utilizzato ed alla presenza o assenza di
cirrosi (53). Tuttavia, mentre la riduzione dell'incidenza
di stroke e malattia renale terminale e risultata signifi-
cativa anche confrontando pazienti con SVR e pazienti
con treatment failure, non vi era differenza tra questi
due gruppi per quanto riguarda le sindromi coronariche
acute e la retinopatia.

CONCLUSIONI

L'epatite C continua a rimanere un importante proble-
ma di salute pubblica. Infatti, nel mondo le complican-
ze dell'infezione cronica da HCV provocano ancora piu di
300.000 decessi all'anno, poiché, a dispetto dell’efficacia
delle attuali terapie, solo 1 caso su 5 con epatite viene dia-
gnosticato. In questo contesto, 'Italia rappresenta il pa-
ese con il tasso di mortalita per epatiti virali piu alto di
tutta Europa. Non € un caso che non piu tardi del luglio
2021 sia stato pubblicato in Gazzetta Ufficiale il Decreto
per “Esecuzione dello screening nazionale per l'elimina-
zione del virus del’HCV”(54). Il decreto definisce i crite-
ri e le modalita per l'attuazione dello screening da parte
delle Regioni e stabilisce che sia rivolto, in via sperimen-
tale, a tutta la popolazione iscritta all'anagrafe sanitaria
nata dal 1969 al 1989.

Questa azione di screening dell'infezione da epatite C,
trova inoltre simultanea applicabilita e sinergia con lo
screening della NAFLD, recentemente sostenuto dalle so-
cieta scientifiche internazionali (55-56). Inoltre, nel 2022,
anche a livello nazionale, sono state pubblicate le linee
guida multidisciplinari (57) per lo screening della NAFLD
nell'ambulatorio diabetologico. E importante sottoline-
are il fatto che la diagnosi di questa condizione prevede
l'esclusione delle epatopatie croniche su base virale con la
valutazione sierologica dell'infezione da HCV.

La diagnosi e fondamentale perché permette di indiriz-
zare il paziente alla valutazione epatologica per eventua-
le intervento con DAA, alta probabilita di eradicazione
del virus e quindi prevenzione del rischio di evoluzione
ad epatopatia cronica ed alle sue temibili complican-
ze. Per il diabetologo questo impegno e importante non
solo perché molti dei pazienti che frequentano il Centro
Diabetologico si trovano nella fascia d’eta per la quale lo
screening é raccomandato, ma anche perché la DAA sias-
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socia ad un miglioramento del controllo metabolico e ad
una riduzione delle complicanze macro- e probabilmen-
te micro-vascolari del diabete, con una ricaduta positiva
importante sulla malattia metabolica.
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Effetti pleiotropici della metformina: hanno rilevanza clinica?
Pleiotropic effects of metformin: are they clinically relevant?
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ABSTRACT

Sixty years after its introduction in the therapeutic arsenal of type 2
diabetes, metformin remains the first-line treatment of type 2 diabetes
according to national and international guidelines. Numerous obser-
vational studies have suggested that metformin may exert beneficial
therapeutic effects on diabetes — and nondiabetes — related comor-
bidities, including cardiovascular, hepatic, neoplastic, and infectious
diseases. However, direct evidence of the pleiotropic effects of met-
formin from specific randomized controlled trials is still lacking.

KEYWORDS
Metformin, cardiovascular disease, microvascular disease, cancer,
NAFLD, COVID-19.

Nel 2021 la metformina ha compito sessant’anni dalla sua
introduzione nel prontuario terapeutico. Il suo uso tera-
peutico risale al Medioevo quando un estratto della Gale-
ga Officinalis era considerato come una medicina “bona ad
tutte le infermita secundo lo male cosilo adopera” (Fig. 1).
All'epoca non aveva impiego per curare il diabete ma piut-
tosto era usata per stimolare la lattazione, come rimedio
al morso di serpente, come antipiretico e per la cura del
ballo di San Vito. Soltanto negli anni Venti dello scorso se-
colo ne venne apprezzata la capacita di ridurre la glicemia
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nella persona con diabete e nel 1961 € stata immessa in
commercio in Italia. Da questo momento in poi, la met-
formina é stata uno dei farmaci pit studiati dal punto di
vista dei meccanismi d’azione a livello molecolare e degli
effetti clinici. La metformina inibisce la gluconeogenesi e
la glicogenolisi epatica determinando cosi una riduzione
della produzione epatica di glucosio e dei livelli di glice-
mia a digiuno (1). La metformina é in grado di aumentare
anche la sensibilita all'insulina del muscolo e del tessuto
adiposo. Questi effetti si esplicano solo in presenza di in-
sulina, a dimostrazione che il meccanismo attraverso cui
il farmaco agisce su questi processi & un potenziamento
della azione dell'ormone. La metformina, migliorando
I'insulino-resistenza, € in grado di esercitare non soltan-
to un’azione anti-iperglicemica, ma anche effetti positi-
vi sul profilo lipidico, sull'ipertensione arteriosa e sulla
coagulazione ematica. La metformina, infatti, riduce i
livelli plasmatici di trigliceridi, probabilmente legata ad
una riduzione della sintesi delle VLDL, di colesterolo tota-
le e LDL, riduce l'iperlipemia post-prandiale, abbassa i li-
velli di acidi grassi liberi e ne riduce 'ossidazione, riduce
la pressione arteriosa, migliora la funzione endoteliale,
aumenta lievemente i livelli di GLP-1, esercita effetti an-
tinfiammatori, antiossidanti e modifica la composizione
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Figura1 @ Lagalega (Galega officinalis) & una pianta

della famiglia delle Fabaceae. Conosciuta sin dall’anti-

chita, é tradizionalmente usata in fitoterapia durante la
fase di allattamento, per la sua proprieta galattogena.
La galegina presente nella pianta le conferisce proprieta
ipoglicemizzante

del microbioma intestinale. La metformina non determi-
na ipoglicemia e non provoca aumento ponderale (1). Sul-
la base di questi dati, la metformina é stata studiata in
trial clinici nel trattamento del diabete e del prediabete,
nella prevenzione cardiovascolare e sono stati analizzati
in studi osservazionali i potenziali effetti neuro- e nefro-
protettivi, anti-neoplastici, anti-aging e di protezione dal
COVID-19.

In questa rassegna saranno analizzate alcune delle azioni
della metformina che riguardano gli effetti sugli eventi
cardiovascolari, sulle complicanze micro-vascolari, sulla
NAFLD/NASH, sul cancro e sul COVID-19.

Esistono una serie di studi in modelli cellulari, animali
e sull'uomo che hanno indagato i meccanismi d’azione
cardioprotettivi della metformina mediati sia dall’attiva-
zione della proteina chinasi AMP-activated protein kina-
se (AMPK) sia dall’attivazione di altre vie di trasduzione
del segnale. Questi studi hanno dimostrato un effetto
protettivo della metformina sull'infarto del miocardio,
sull'ipertrofia cardiaca, sullo scompenso cardiaco e sulla
cardiopatia diabetica. Esistono anche metanalisi di studi
condotti su modelli animali ex vivo ed in vivo che hanno
dimostrato un effetto positivo della metformina sulla ri-
duzione delle dimensioni dell'infarto del miocardio.

Gli effetti della metformina su outcome cardiovascolari
sono stati analizzati solamente in tre studi randomizzati
controllati: I'UKPSD (3), lo studio HOME (4) e lo SPREAD-
DIMCAD (5) (Fig. 2). Nello studio United Kingdom Prospective
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Diabetes Study (UKPDS), il trattamento intensivo con met-
formina in un sottogruppo di pazienti sovrappeso o obesi
determinava una riduzione della mortalita associata a
diabete del 42% (HR: 0.58, 95% CI: 0.37-0.91) e di quella do-
vuta a tutte le cause del 36% (HR: 0.64, 95% CI: 0.45-0.91)
rispetto al trattamento convenzionale. Inoltre, l'uso di
metformina determinava una riduzione del g1% del ri-
schio di infarto del miocardio (HR: 0.61, 95% CI: 0.41-0.89)
(3) (Fig. 3). La sicurezza cardiovascolare della metformina
e stata confermata nello studio HOME (Hyperinsulinemia: the
Outcome of its Metabolic Effects), uno dei pochi studi control-
lati contro placebo condotto in pazienti con diabete di tipo
2 in trattamento con insulina e in gran parte senza ma-
lattia cardiovascolare pregressa. Il trattamento con met-
formina ha mostrato oltre al miglioramento del controllo
glicemico, una riduzione del 40% della malattia cardiova-
scolare (HR: 0.60, 95% CI: 0.40-0.92) (endpoint secondario
composito) ma non dell’endpoint primario (composito tra
morbilita e mortalita micro- e macro-vascolare) (4). Infi-
ne, lo studio in doppio cieco SPREAD-DIMCAD (The Study
on the Prognosis and Effect of Antidiabetic Drugs on Type 2 Diabetes
Mellitus with Coronary Artery Disease), condotto in 304 pazienti
con diabete di tipo 2 e coronaropatia, e I'unico che ha con-
frontato gli effetti del trattamento per 3 anni con glipizide
in confronto metformina. Il trattamento con metformi-
na é risultato associato a una riduzione del 46% (HR 0.54;
95% CI: 0.30-0.90) degli eventi che costituivano 'endpoint
primario (morte cardiovascolare, morte per tutte le cause,
infarto non fatale, ictus non fatale o rivascolarizzazione
arteriosa) (s) (Fig. 3).

Sulla base di queste evidenze, le Linee Guida della Societa
Italiana di Diabetologia (SID) e dell’Associazione dei Me-
dici Diabetologi (AMD) riguardanti la terapia del diabe-
te mellito di tipo 2 raccomandano l'uso di metformina,
SCLT-2i e GLP-1 RA come farmaci di prima scelta per il
trattamento a lungo termine in pazienti con diabete di
tipo 2 con pregressi eventi cardiovascolari e senza scom-
penso cardiaco. Questa raccomandazione é classificata
come forte e la qualita delle prove é considerata moderata.
Cli effetti della metformina su outcome microvascolari
sono stati analizzati solamente in due studi randomizza-
ti controllati: 'UKPSD (3) e lo studio HOME. Nello studio
UKPDS, il trattamento con metformina non induceva una
riduzione degli eventi microvascolari aggregati (retinopa-
tia che richiedeva fotocoagulazione, emorragia del vitreo
e insufficienza renale fatale o non fatale) sia rispetto alla
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Figura2 @ Caratteristiche cliniche degli studi UKPDS 34, HOME e SPREAD-DIMCAD

UKPDS 34, HOME, and SPREAD-DIMCAD

Caratteristiche degli studi

UKPDS 34 HOME SPREAD-DIMCAD
Participanti (n) 753 390 304
Protocollo Metformin vs. dieta Metformina + Metformina vs.
insulina vs. glipizide
insulina alone
Storia di precedenti NR 1.4vs.1.3 100
eventi cardiovascolari (CAD)
(%)
Durata diabete (anni) 0.3 14 vs. 12 5.6 vs. 5.6
HbA1c (%) al basale 7.1vs. 7.3 7.9vs. 7.9 7.6vs. 7.6

Figura3 @ Risultati dell’endopoint primario degli studi UKPDS 34, HOME e SPREAD-DIMCAD

UKPDS 34, HOME, an

Risul
UKPDS 34
HbAlc % 8.4 vs. 8.9
(metformina vs.
controllo)

d SPREAD-DIMCAD
tati

HOME
7.7vs. 7.9

SPREAD-DIMCAD
7.0vs.7.1

Definizione degli
endpoint primari

21 endpoints clinici

Complicanze
microvascolari +
macrovascolari

Mortalita cardiovascolare,
mortalita per tutte le
cause, infarto dle
miocardio non fatale,
ictus non fatale o
rivascolarizzazione

Follow-up 10.7 4.3 3
(anni)
HR per I'endpoint 0.61 (MI) 0.60%* 0.54
primario (95%CI) (0.41-0.89) (0.40-0.92) (0.30-0.90)
P=0.01 P=0.04 P=0.026

HR per la mortalita 0.64 Non disponibile P = 0.55
per tutte le cause (0.45-0.91)

(95%CI) (P=0.011)

io

macr

terapia intensiva, che alla terapia convenzionale. Nello
studio HOME, il trattamento con metformina non era
associato ad una riduzione delle complicanze microva-
scolari (HR: 1.04, 95% CI: 0.75-1.44). Anche le metanalisi
di questi studi indicano che la metformina abbia effetti
neutri sulle complicanze microvascolari. Questa racco-
mandazione potrebbe essere classificata come forte e la
qualita delle prove potrebbe essere considerata moderata.
Numerosi studi preclinici in modelli animali hanno di-
mostrato che l'attivazione della proteina chinasi AMPK
da parte della metformina e di altri attivatori é in grado
di migliorare la steatosi epatica non alcolica (Nonalcoholic
Fatty Liver Disease - NAFLD). Infatti, l'attivazione di AMPK

induce una riduzione della sintesi de novo dei lipidi a li-
vello epatico, aumenta l'ossidazione degli acidi grassi,
migliora 'autofagia e stimola la biogenesi dei mitocondri
(6). Diversi trial clinici randomizzati hanno valutato gli
effetti della metformina sui markers epatici e sulla NA-
FLD diagnosticata mediante biopsia epatica. La metana-
lisi di questi studi ha evidenziato come la metformina
ha un modesto, ma significativo, effetto sulla riduzione
delle ALT nei soggetti con NAFLD ma non in quelli affetti
da steatoepatite non alcolica (Non-Alcoholic SteatoHepatitis -
NASH) (7). La metformina non riduce significativamente
ilivelli di AST sia nei soggetti con NAFLD sia in quelli con
NASH. Le metanalisi dei trial clinici randomizzati che
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hanno valutato gli effetti della metformina sulla NAFLD
diagnosticata mediante biopsia epatica e sul suo avanza-
mento verso NASH hanno evidenziato un effetto neutro
sulla steatosi, sull'inflammazione, sul ballooning e sulla
fibrosi (7).

Da questi dati si evince che la metformina non ha effetti
terapeutici sulla NAFLD e sulla NASH e questa raccoman-
dazione potrebbe essere classificata come forte ela qualita
delle prove potrebbe essere considerata moderata.

Diversi studi sperimentali in modelli cellulari e animali
suggeriscono che l'effetto antitumorale della metformina
sia dovuto a una combinazione di effetti indiretti siste-
mici e diretti (8). Gli effetti indiretti sistemici potrebbero
essere secondari all’azione della metformina sul metabo-
lismo nei tessuti bersaglio insulino-sensibili. Infatti, la
metforminariduceilivellicircolantidiglucosioeinsulina
con conseguente riduzione della crescita e la progressione
del tumore mediata dall'insulina (8). Anche gli effetti an-
tinflammatori della metformina possono contribuire a
ridurre il rischio di cancro. La metformina potrebbe ini-
bire a piu livelli l'attivazione di mTORC1 (Mammalian Target
Of Rapamycin Complex 1), un complesso proteico che svolge
un ruolo importante nella sintesi proteica e nella prolife-
razione tumorale. La bassa carica energetica nelle cellule
tumorali trattate con metformina attiva la proteina chi-
nasi AMPK, che puo frenare la crescita e la proliferazione
cellulare attraverso l'attivazione del gene oncosoppressore
TSC2. La metformina potrebbe anche ridurre il segnale di
trasduzione a valle dei recettori dell'insulina e dell'IGF1
in via indiretta, riducendo i livelli di insulina, e, in via
diretta, attraverso la fosforilazione AMPK-dipendente del
substrato IRS-1 che stimola l'attivazione della via AKT/
mTORC1 provocando cosi una riduzione della sintesi pro-
teica e della proliferazione tumorale (8).

Sono stati pubblicati diversi studi osservazionali che
hanno investigato l'associazione tra esposizione a met-
formina e cancro e alcuni studi randomizzati di con-
fronto della metformina e altri agenti ipoglicemizzan-
ti sul rischio di insorgenza di cancro e di mortalita. In
una metanalisi di 18 studi osservazionali con 561.836
soggetti, é stata osservata una riduzione significativa
del rischio di qualsiasi tumore maligno nei pazienti
esposti a metformina rispetto ai pazienti non esposti a
metformina (OR: 0.73, 95% CI: 0.61-0.88, p=0.001). Tutta-
via, era presente un alto grado di eterogeneita tra i vari
studi (9). Al contrario, in una metanalisi di 7 trial rando-
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mizzati controllati con 17.785 partecipanti, l'esposizione
a metformina non era associata ad alcuna significativa
riduzione del rischio di malignita con rispetto ai pazien-
ti non esposti a metformina (OR: 0.98; 0.81-1.19, p=0.83)
(9). Risultati simili sono stati ottenuti analizzando la
mortalita correlata al cancro. Nella metanalisi di 11 stu-
di, 6 osservazionali e 5 trial randomizzati controllati, che
includevano 28.671 pazienti, si & osservato una riduzione
significativa del rischio di mortalita nei pazienti esposti
a metformina rispetto ai pazienti non esposti a metfor-
mina (OR: 0.65, 95% CI: 0.53-0.80; p<0.0001) negli studi
osservazionali. Tuttavia, nei trial clinici randomizzati,
l'esposizione a metformina non era associata ad alcuna
significativa riduzione della mortalita per cancro con ri-
spetto ai pazienti non esposti a metformina (OR: 1.13, 95%
CI0.82-2.08; p=0.685) (9).

Risultati pitt promettenti sono stati osservati quando
sono stati analizzati gli effetti della metformina come
terapia coadiuvante forme specifiche di neoplasia. Ad
esempio, una metanalisi degli effetti della metformina
come coadiuvante nel trattamento del tumore del colon-
retto ha evidenziato che il trattamento con metformina
riduceva la ricomparsa della neoplasia (HR: 0.63, 95% IC:
0.47-0.85), la mortalita totale (HR: 0.69, 95% IC: 0.58-0.83)
e quella cancro specifica (HR: 0.58, 95% IC: 0.39-0.86) (10).
Alla luce dei dati di letteratura, il potenziale effetto an-
titumorale della metformina, identificato negli studi
osservazionali, non é ancora stato dimostrato nei pochi
studi randomizzati controllati che sono stati condotti.
Questi trial non sono stati progettati per valutare come
outcome primario l'effetto della metformina sui maggiori
eventi clinici, e quindi é necessaria una conferma in trial
di intervento progettati ad hoc con una adeguata durata.
Le discordanti osservazioni tra gli studi osservazionali e
quelli randomizzati possono essere dovute a diversi fat-
tori tra cui l'eterogeneita delle popolazioni di confronto e
dei tumori analizzati e il time-lag bias ovvero il fattore
confondente indotto dalla storia pit breve di diabete. E
infatti probabile che i soggetti trattati con metformina,
farmaco di prima linea, abbiano una durata piu breve di
diabete e quindi un rischio inferiore di cancro rispetto
ai soggetti in trattamento con altri farmaci di seconda
linea. In questo caso, la durata maggiore del diabete po-
trebbe essere associata a una maggiore incidenza del can-
cro, indipendentemente dall’eta. Questo time-lag bias
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lllustrazione del cosiddetto immortal bias utilizzando un esempio di pazienti esposti a metformina e sulfo-
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richiederebbe studi di confronto tra soggetti appaiati per
durata della malattia.

Un altro fattore confondente é quello legato al cosiddet-
to immortal bias ovvero a quell’effetto comune a molti degli
studi di intervento farmacologico che si verifica quando
l'inizio del trattamento di un individuo non tiene conto
del tempo che ha vissuto assumendo altre terapie (Fig. 4).
E come se l'inizio del trattamento con metformina assu-
messe anche i vantaggi delle terapie precedenti, che han-
no allungato la “sopravvivenza”. Questo € un bias comune
negli studi osservazionali in cui i soggetti partecipanti
non sono tutti trattati allo stesso tempo zero con i farmaci
oggetto della comparazione.

Da questi dati si evince che la metformina sembra avere
effetti protettivi nei confronti della insorgenza di cancro e
mortalita per neoplasie negli studi osservazionali ma non
nei trial controllati randomizzati e questa raccomanda-
zione potrebbe essere classificata come debole e la qualita
delle prove potrebbe essere considerata bassa/moderata.
Il trattamento con metformina potrebbe fornire diversi
vantaggi contro l'infezione da SARS-CoV-2 (12). Lattiva-
zione della proteina chinasi AMPK potrebbe indurre la fo-
sforilazione del recettore ACE2 provocandone un cambia-
mento conformazionale che inibisce il legame dello spike
proteico virale con il recettore ACE2 con conseguente ridu-
zione dell'ingresso virale nella cellula. Laumento dell’e-
spressione e della stabilita di ACE2 potrebbe incrementare
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la protezione cardiopolmonare. La capacita della metfor-
mina di ridurre i livelli circolanti di glucosio e migliora-
re la sensibilita all'insulina riduce il rischio di infezioni
da SARS-CoV-2. La metformina sopprime la risposta in-
fiammatoria e il rilascio di citochine pro-infiammatorie
inibendo l'attivazione dei macrofagi e inibisce la genera-
zione di specie reattive dell’'ossigeno (ROS) mitocondriali.
Inoltre, la metformina sopprime le interazioni proteina-
virus ospite inibendo la replicazione virale host-dipen-
dente, la sintesi delle proteine virali, la maturazione e il
rilascio del virione. In aggiunta, poiché la metformina
é una base forte, aumenta il pH cellulare ed endosomia-
le sopprimendo il ciclo endocitosico e 'assemblaggio e
la maturazione del virione. Infine, grazie ai suoi effetti
anti-iperglicemici, antiossidanti, immunomodulatori e
antinfiammatori, la metformina attenua la disfunzio-
ne endoteliale e potrebbe conferire protezione vascolare,
riducendo cosi le complicanze microvascolari e gli eventi
trombotici durante l'infezione da SARS-CoV-2 (12).

I dati di letteratura disponibili sui potenziali effetti pro-
tettivi della metformina nei confronti della infezione da
COVID-19 sono tratti da studi osservazionali. Una pooled
analisi che ha analizzato la mortalita intraospedaliera di
5 studi ha evidenziato che i soggetti ospedalizzati in trat-
tamento con metformina prima dell'ammissione in ospe-
dale avevano una riduzione della mortalita del 38% (OR:



RASSEGNA

0.62; 95% CI: 0.43-0.89) rispetto ai soggetti non tratti con
metformina (13).

In uno studio di coorte osservazionale condotto nel Regno
Unito a livello nazionale utilizzando i dati del National
Diabetes Audit per persone con diabete di tipo 2 e che ha
raccolto le informazioni di 2.851.465 soggetti, é stato os-
servato che il trattamento con metformina era associato
ad una riduzione del 23% della mortalita dovuta all'in-
fezione da COVID-19 (HR: 0.77 95% IC: 0.73-0.81) (14). Oc-
corre, tuttavia, osservare che lo studio non consente di
escludere potenziali bias di reclutamento in quanto la
metformina costituisce il farmaco di prima linea pre-
scritto a soggetti con minore durata di malattia e assenza
di complicanze che ne controindicano l'uso come l'insuf-
ficienza renale cronica, le malattie epatiche avanzate, la
broncopatia cronico ostruttiva, 'insufficienza cardiaca.
Da questi dati si evince che la metformina sembra avere
effetti protettivi nei confronti del COVID-19 e questa rac-
comandazione potrebbe essere classificata come forte e
la qualita delle prove potrebbe essere considerata bassa/
moderata.
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ABSTRACT

Metformin, a molecule belonging to the biguanide family, is one of the
best known and most widely used drug for the management of diabetes
mellitus therapy in the world.

During sixty years of its use, countless benefits have been described,
not only for the treatment of diabetes mellitus. However, due to sim-
ilarity with other members of the drug family, concern remains high
about the risk of developing lactic acidosis. This article attempts to
take stock of the real risks associated with the use of metformin, trying
to shed light on the real risks and the possible onset of lactic acidosis
or renal damage. Metformin-induced lactic acidosis exists but is rare.
Appropriate use of the drug, under safe conditions, induces benefits in
the absence of risks.

KEYWORDS
Metformin, biguanides, MALA, Metformin-Associated Lactic Acido-
Sis.

La metformina, molecola appartenente alla famiglia del-
le biguanidi, e tra i farmaci piti noti e pit utilizzati per la
gestione della terapia del diabete mellito nel mondo.

Commercializzata per la prima volta in Europa nel 1957,
ha raggiunto la vera gloria nel 1995 quando inizia ad es-
sere utilizzata e raccomandata anche negli Stati Uniti
d’America. Alla stessa famiglia chimica appartengono
anche la buformina e la fenformina. La buformina é
stata sintetizzata nel 1957 e continua ad essere commer-
cializzata in alcuni paesi emergenti con poche evidenze
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cliniche disponibili; la fenformina invece é stata ampia-
mente commercializzata dagli anni Cinquanta ed é sta-
ta ritirata nel 1976 per 'elevato numero di casi di acidosi
lattica riscontrati in associazione all’utilizzo della stessa
(Fig. 1). Dal punto di vista della farmacocinetica e della
farmacodinamica, nonostante I'appartenenza alla stessa
classe chimica, la fenformina mostra una forte affinita
per il complesso I mitocondriale, con una emivita plasma-
tica di 9-12 ore venendo eliminata dal rene solo per il 35%;
il suo effetto sembra svolgersi prevalentemente con l'ini-
bizione del metabolismo ossidativo periferico e con una
azione importante a livello del metabolismo epatico. La
metformina mostra invece un una debole affinita con il
complesso I della catena respiratoria mitocondriale, una
emivita plasmatica di circa 6 ore con una eliminazione
che avviene prevalentemente per via renale. Infatti, cir-
ca il 9o% della metformina viene eliminata dal rene in 24
ore. Le azioni sul metabolismo epatico e sul metabolismo
ossidativo periferico risultano assenti (Fig. 2). Pochissimi
dati sono disponibili sulla farmacocinetica e farmacodi-
namica della buformina (1).

La metformina, sin dal momento della sua prima com-
mercializzazione e maggiormente dalla sua disponibilita
nel mercato degli Stati Uniti d’America non ha mai avuto
eguali; in sessant’anni le evidenze precliniche e cliniche
ne hanno sempre incoraggiato all’utilizzo (2-6). Nel 2017 &
stato sottolineato il sessantesimo anno del suo successo
con un numero speciale pubblicato su Diabetologia [www.
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Figura1

@ Le biguanidi: la struttura chimica e la storia della fenformina, della buformina e della metformina in rela-

zione alla loro disponibilita nel mercato farmacologico internazionale

Le biguanidi

phenformin

metformin

1950

Fenfarmina:
+ commercializzata negli anni ‘50,
ritirata nel 1976

Associata ad acidosi lattica
40-60 casi per 100.000 abitanti anno

Metformina:
+ commercializzata in USA nel 1995
In Europa disponibile dal 1957

Associata ad acidosi lattica
2,429 casi per 100.000 abitanti anno

Figura2 @ Farmacodinamica e farmacocinetica della fenformina e della metformina

Le biguanidi

bufarman

Pochi dati disponibili
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Ossidativo periferico
Metabolismo epatico sl NO

Circa il 35% del farmaco
Eliminazione renale

Emivita plasmatica 9312 h

springer.com/journal/i25/updates/17199106 (ultima con-
sultazione 01/06/2022)]. In questa special issue, una serie di
contributi ripercorrono la storia, i meccanismi di azione
noti fino alla data attuale, le migliori evidenze cliniche e
le prospettive future di utilizzo anche come farmaco anti-
aging o per la prevenzione di alcuni tumori (3, 7-9).

UTILIZZO NON UTILIZZO DIVIETO
Le indicazioni all’'utilizzo e le controindicazioni sono ri-

portate nella RCP della metformina e vengono aggiornate
continuamente come per ogni farmaco.

viene eliminato immodificato dal rene
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Circa 90% viene eliminato in 24h

6,2h

Si riporta qui per facilita la RCP/scheda tecnica del-
la metformina:
it/aifa/servlet/PdfDownloadServlet?pdfFileName=foot
er_oo01561_037040_RCP.pdf&sys=mobil3 [ultima consulta-

(https://farmaci.agenziafarmaco.gov.

zione 01/06/2022)).

Lutilizzo della metformina e raccomandato gia come pri-
mo approccio farmacologico sin dalla diagnosi di diabete
di tipo 2. Tutte le linee guida diabetologiche internazio-
nali sono concordi nel ritenere questo approccio univoco
e necessario. Esistono inoltre evidenze scientifiche che
spingerebbero all'utilizzo piu precoce anche nelle fasi di
pre-diabete (10-11). Tuttavia, alla data attuale questa pos-



sibilita é riservata alla libera scelta dello specialista, con
assunzione di responsabilita che deve passare dalla con-
divisione del consenso da parte del paziente. La rimborsa-
bilita del farmaco sara a carico del Sistema Sanitario Na-
zionale solo per I'indicazione di diabete mellito di tipo 2.
La metformina non dovrebbe essere utilizzata nei pa-
zienti con diabete di tipo 1 per gestire la glicemia e non
é assolutamente immaginabile il suo utilizzo in alterna-
tiva all'insulina. La copresenza di obesita e sindromi da
insulino-resistenza ne incoraggiano la somministrazio-
ne. E ampliamente riconosciuto che sia possibile associa-
re metformina con qualsiasi altro farmaco o trattamento
per la gestione del diabete.

Dalla attuale scheda tecnica/RCP del prodotto si evince
inoltre che alcune condizioni cliniche ne determinano la
assoluta controindicazione. Tra queste si evidenzia il non
utilizzo in caso di ipersensibilita alla molecola o in caso
di coma o pre-coma derivante dalla condizione di diabete.
Sono elencati inoltre come condizioni di non impiego la
presenza di insufficienza renale cronica con eGFR infe-
riore a 30 ml/min/1,73 m?, in condizioni di malattie che
possono provocare ipossia tissutale (insufficienza cardia-
ca in fase di scompenso, insufficienza respiratoria acuta,
infarto acuto del miocardio o shock) o in condizioni di in-
sufficienza epatica grave ed intossicazione da alcol.
Qualsiasi condizione acuta di ipossia tissutale ne rappre-
senta un divieto all’utilizzo.

Interpretazione del paragrafo precedente

Le controindicazioni all'utilizzo della metformina negli
anni passati hanno subito delle modifiche per adattarsi
alle evidenze derivanti dalle acquisizioni di letteratura o
per sottolineare talvolta l'atteggiamento medico non con-
sono alla loro interpretazione. Riguardo a quest’ultima
affermazione bisogna evidenziare come sia abbastanza
diffuso l'atteggiamento di considerare la metformina un
agente nefrotossico, in grado di danneggiare il rene. Va
ribadito con forza che questo non é vero e che addirittu-
ra nel tempo recente l'impiego della metformina nella
pratica clinica é stato svincolato dal valore di creatinina
plasmatica, sottolineandone un possibile utilizzo fino
a valori di eGFR di 30 ml/min/1,73 m>. Questo aspetto di
apertura dovrebbe rassicurare chi per anni ha temuto di
compromettere la funzione renale e per questo non ha
utilizzato la molecola. Analogo ragionamento va fatto per
I'insufficienza respiratoria, epatica o cardiaca. Seppur
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elencati tra le condizioni che possono decretarne la non
raccomandazione all’'utilizzo, la loro presenza nell’elenco
delle controindicazioni ¢ sempre accompagnato dal ter-
mine “ACUTO”. Pertanto, interpretando correttamente
il paragrafo delle controindicazioni all'interno della piu
recente RCP, soltanto le condizioni di acuzia di insuffi-
cienza respiratoria, cardiaca, epatica e renale dovrebbero
impedirne l'utilizzo nei pazienti diabetici.

FISIOPATOLOGIA DEL TERMINE “"ACUTO"

Le controindicazioni all'utilizzo riportate nella scheda tec-
nica indicano dunque una certa cautela verso condizioni di
ridotta funzione renale, epatica, respiratoria e cardiaca.
Come noto, tuttavia, queste condizioni internistiche con-
vivono all'interno della maggior parte dei pazienti con dia-
bete e possono coesistere con il diabete per tutta la durata
della vita. Va quindi chiarito il momento oltre il quale non
é possibile utilizzare la metformina e di contro la zona di
comfortall'interno della quale deve essere utilizzate per il
bene del paziente. Per comprendere questo limite bisogne-
ra analizzare la storia naturale delle condizioni di insuf-
ficienza di funzionale dei parenchimi epatico, cardiaco,
polmonare e renale. Certamente in maniera fisiologica
questi organi invecchiano e riducono la loro funzione nel
corso della vita. Una eterogeneita di decadimento funzio-
nale comincia ad essere presente gia dopo il terzo decen-
nio di vita per ognuno di questi organi e certamente la
co-presenza di patologie sistemiche, utilizzo di farmaci e
terapie complesse possono determinare ulteriori riduzioni
di funzione. Fisiopatologicamente, tuttavia, il limite che
determina il passaggio da insufficienza cronica ad insuf-
ficienza acuta é rappresentata da una “acuta” perdita di
funzione o da una “acuta” maggiore richiesta di funzione.
In questa condizione é certamente la maggiore richiesta
“acuta” di ossigeno che determina il crollo rapido della
funzione dell'organo. La richiesta acuta di ossigeno ¢ rico-
nosciuta come determinante fisiopatologica del passaggio
da insufficienza cronica ad insufficienza acuta. Questo
momento fisiopatologico a livello cellulare si verifica con
I'incremento della produzione dei lattati. La produzione di
lattati rappresenta inoltre il vero rischio all'utilizzo delle
biguanidi. Queste evidenze indicano che I'utilizzo impro-
prio della metformina potrebbe gravare sul bisogno acuto
di ossigeno dei tessuti e potenziare la produzione di lattati,
aprendo la porta alla temibile acidosi lattica (Fig. 3).
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Figura3 @ Rappresentazione schematica dell’evoluzione dallo stato cronico allo stato acuto del danno di cuore,

polmone, fegato e rene. La zona di transizione del passaggio rappresenta il momento fisiopatologico pili importante

per lo sviluppo di ipossia tissutale e sviluppo di acidosi

Condizione di cronicita

Condizione di acuzia

Zona di

transizione

Passaggio da cronico ad ACUTO

Zona di

ATTENZIONE

Acuta richiesta di ossigeno

COME S| FORMANO | LATTATI

Volendo descrivere brevemente il metabolismo dei nu-
trienti a livello cellulare, siricordera come alcuni processi
avvengano a livello citosolico ed altri a livello mitocon-
driale. Il mitocondrio certamente rappresenta la sede dei
processi ossidativi in presenza di ossigeno (12). Se voles-
simo, da clinici, schematizzare questi processi, potrem-
mo ricordare che un primo grado di utilizzo grossolano
dei nutrienti le cellule lo applicano in assenza di ossigeno
a livello citosolico. Tuttavia, il ricavo energetico piu im-
portante viene ottenuto a livello mitocondriale, tramite
l'utilizzo della catena respiratoria e dei complessi ad essa
connessi. La reazione pitt nota che partecipa a questa resa
energetica e certamente il ciclo di Krebs. Il combustibile
principale del ciclo di Krebs e il piruvato. Quest'ultimo
rappresenta il prodotto di ingresso del metabolismo mi-
tocondriale, derivante dal lattato prodotto dalla glicoli-
si anaerobia citosolica. Con questa elementare sintesi,
magari eccessivamente semplificata, risulta chiaro che
il piruvato potrebbe essere eletto come protagonista per
la nostra comprensione. Dal lato citosolico, all’aumento
del metabolismo anaerobio corrisponde un aumento di
produzione di lattato che dovra essere trasformato in pi-
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ruvato per ricavarne energia all'interno del mitocondrio.
Un blocco della trasformazione del lattato in piruvato po-
tra rappresentare un fattore limitante alla produzione di
energia ma anche un rischio di accumulo di lattato den-
tro la cellula. Parallelamente, un blocco dell'ingresso del
piruvato all'interno del mitocondrio potra determinare
una maggiore trasformazione di piruvato a lattato (via
contraria) ed un ulteriore rischio di accumulo di lattato a
livello citosolico (Fig. 4). Laccumulo di lattato intracellu-
lare determinera una riduzione del pH ed una conseguen-
te acidosi sistemica nota come acidosi lattica.

ACIDOSI LATTICA IN GENERALE

Lacidosi lattica e definita comunemente come una con-
dizione clinica nella quale il pH del sangue arterioso ri-
sulta inferiore a 7.35 [v.n. 7.38-7.42], in presenza di una
concentrazione dilattati su sangue arterioso superioreas
mmol/L [v.n. 0.5-2.2 mmol/L; (4.5-19.8 mg/dL)] (13). Queste
determinazioni si ottengono tramite emogasanalisi su
sangue arterioso e possono essere presenti in diverse con-
dizioni cliniche legati a deficit di scambi alveolari, alte-
razioni funzionali del rene, disidratazione e sepsi. Condi-
zioni di malattie debilitanti, vomito sostenuto e diarrea,
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Figurag @ Schematicarappresentazione dellaformazione del lattato intracellulare. Il comparto citosolico, il com-

parto mitocondriale e il ruolo della metformina

Comparto mitocondriale

Piruvato
deidrogenasi

possono essere causa di acidosi lattica (14). Il ripristino del
volume circolante e della corretta idratazione dell’organi-
smo rappresenta la soluzione a molte di queste condizio-
ni. In caso di ipossia, la corretta ri-ossigenazione dei tes-
suti sembra essere la corretta strategia di intervento. Gli
stati di insufficienza renale acuta, secondarie a insulti
acuti sul rene legati a cause renali o pre-renali potrebbero
essere altre cause di sviluppo di acidosi lattica. Tra que-
sti si annoverano le alterazioni acute renali determinate
dall'utilizzo di mezzi di contrasto utilizzati in radiologia.
Il corretto supporto di bicarbonati e la giusta idratazione
rappresentano la strategia di prevenzione. Le acidosi con
aumento dei lattati rappresentano in generale emergen-
ze in medicina che possono portare a morte del paziente.
In questi contesti, la presenza in circolo di metformina o
biguanidi potrebbe essere un aggravante o forse un deter-
minante negativo da evitare. Conoscere il ruolo della met-
formina in questo contesto potrebbe rappresentare il giu-
sto determinante da apportare per il bene del paziente.

ACIDOSI LATTICA E METFORMINA
L'acidosi lattica associata alla metformina é nota in lette-

ratura come MALA (Metformin-Associated Lactic Acidosis) (14).
In questo contesto, l'acidosi lattica riscontrata in corso di

s [Tttt |

piruvato
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emogasanalisi dovrebbe coesistere con l'utilizzo di met-
formina. In questo caso quindi, oltre ai due determinanti
individuati per l'acidosi lattica, pH arterioso inferiore 7.35
e concentrazione di lattati su sangue arterioso superiore a
5 mmol/L, dovremmo stabilire anche un ipotetico limite
di metforminemia ematica (Fig. 5). Questo valore, fon-
damentale per definire la triade diagnostica, nella realta
clinica non risulta ben definito. La letteratura non € uni-
voca nell'indicare un cut-off di riferimento al di sopra del
quale il paziente potrebbe essere identificato a rischio di
sviluppare acidosi lattica indotta la metformina. Esiste
estrema variabilita di valori descritti in analisi specifi-
che ed eterogeneita di dosaggio e di determinazione. Non
é chiaro, inoltre, se & meglio misurare i livelli di metfor-
mina su plasma o su siero. Una short communication del 2011
fa il punto sulla questione (15); in questo articolo vengono
riportatiirange di metformina misurata su plasma di pa-
zienti in trattamento ed all'interno degli eritrociti degli
stessi. Gli autori riportano una estrema eterogeneita di
valori registrati, 2.7 mg/L per i livelli plasmatici e 2 mg/L
per i livelli intra-eritrocitari. Nel lavoro, nonostante l'e-
strema eterogeneita dei dati, gli autori arbitrariamente si
spingono a suggerire un valore superiore a 5 mg/L quale
valore pragmatico identificato come soglia di rischio per
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Figurag @ L'acidosilattica associata all’'uso di metformina (MALA). La triade che definisce i valori diagnostici

[Metformin-Associated Lactic Acidosis]

Lattati su sangue arterioso
superiori a 5 mmol/L

[pH]
inferiore a 7.35

MALA. Al disopra di 5 mg/L, il rischio di MALA potrebbe

essere probabile nei pazienti in terapia con metformina.
LA MALA E LA VITA REALE

Se in corso di utilizzo di fenformina il riscontro di aci-
dosi lattica era frequente (40-60 casi/100.000 abitanti/
anno) (16-17), i casi di acidosi da metformina registrati
nelle realta occidentali risultano assai inferiori (2,4-9
casi/100.000 abitanti/anno) (18-20). Tuttavia, nonostante
I'apparente numero ridotto, restano pur sempre numeri
associati ad elevato rischio di decesso o morte. E quin-
di d’obbligo riconoscere il problema ed evitare il rischio.
Pertanto, avendo note le tre determinanti dell'equazione
[pH<7.35, lattati>5 mmol/L, metforminemia>5 mg/L| re-
sta da definire quanto queste tre condizioni si verifica-
no nei pazienti che utilizzano metformina e sviluppano
acidosi lattica o di contro quanto queste condizioni sia-
no non legate al farmaco. In altri termini, quali sono i
valori di metforminemia che raggiungono i pazienti in
terapia con metformina? Una bellissima review del 2017,
metanalisi di 2.747 studi, si interroga su questo nostro
stesso quesito e riporta una serie di evidenze illuminanti
(21). Cli autori analizzano una serie di utilizzatori di met-
formina con condizioni sottostanti differenti e di seguito
elencate: utilizzatori di metformina a dosaggio corret-
to e con corretta indicazione all'utilizzo; utilizzatori di
metformina con controindicazione all'uso per comorbili-
ta; utilizzatori di metformina in corso di esercizio fisico
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[Metforminemia]
superiore a5 mgfL

intenso in grado di influenzare la produzione di lattati;
utilizzatori di metformina in associazione a terapie an-
tivirali per HIV con inibizione specifica del metabolismo
mitocondriale. In questi gruppi i livelli di lattati non su-
peravano 5 mmol/L in nessuna condizione. Nessun grup-
po, anche in condizioni estreme, mostrava un aumento
del valore di lattato superiore al limite di rischio. Questi
dati rasserenano molto sulla possibilita di generare lat-
tati in corso di terapia con metformina e sul rischio di
generare MALA.

COSA SUCCEDE ALLA TRIADE DURANTE LA MALA?

Se in corso di terapie estreme con metformina i valori di
lattato non sembrano avere influenze pericolose, sareb-
be utile sapere nel dettaglio come si comporta la triade
in corso di MALA. Un lavoro di Duong e collaboratori di
qualche anno fa ci permette di entrare nel dettaglio del
problema (14). Gli autori riportano i dati di una coorte di
soggetti ricoverati per documentata MALA con la triade
soddisfatta [concentrazione media di metformina emati-
ca 29,8+19.1 mg/L; concentrazione media di lattati ema-
tici12.9+6.1 mmol/L; media pH arterioso 7+o.2]. In questi
soggetti é stato possibile dosare in maniera seriata i tre
parametri ed effettuare le verifiche sulle determinanti
in funzione delle condizioni cliniche, del decorso e del-
la prognosi. Cli autori hanno riportato che nella coorte
studiata i livelli di gravita del caso non correlavano con i
livelli di pH ematico, con i livelli di lattati e con la met-



forminemia; inoltre, la metforminemia non correlava
positivamente con i lattati e non era inversamente corre-
lata con il pH. In questa coorte, tuttavia, gli esiti dei pa-
zienti erano differenti nella presenza di decessi. L'analisi
dettagliata degli esiti indicava che il declino della fun-
zione renale durante il ricovero era il parametro progno-
stico negativo piu importante; lo sviluppo di AKI (Acute
Kidney Disease) era il determinante pilt importante per il
peggioramento della prognosi come la copresenza di vo-
mito e diarrea e lo sviluppo di sepsi.

Pertanto, come evidenziato all'inizio di questo articolo,
forse e il declino verso la fase acuta di una condizione
clinica che rappresenta il reale determinante del rischio
piuttosto che la triade della MALA.

METFORMINA, SULFONILUREE E ACIDOSI LATTICA

Come riportato sopra, seppur la metformina potrebbe es-
sere responsabile di MALA in proporzione decisamente
inferiore rispetto alla fenformina, resta la necessita di
comprendere come puo variare il rischio di acidosi lat-
tica in corso di terapie differenti rispetto alla famiglia
delle biguanidi. Un recente articolo fa il paragone tra
utilizzatori di metformina o sulfoniluree in soggetti con
ridotta funzione renale in merito al rischio di ospedaliz-
zazione per acidosi lattica (22). In questo studio di regi-
stro effettuato su dati di veterani americani, tramite una
analisi retrospettiva dei dati con l'utilizzo del propensity
score matching sono stati analizzati circa 50.000 soggetti:
24.542 nuovi utilizzatori di metformina e 24.662 sogget-
ti utilizzatori di sulfoniluree. Cli end-point dello studio
erano individuati nel numero di ospedalizzazione per
acidosi lattica, nello sviluppo di acidosi lattica o morte.
In questo lavoro, nessun rischio aggiuntivo era presente
nei soggetti con insufficienza renale cronica ed utilizzo
di metformina. Nessun rischio aggiuntivo era presente
rispetto ai soggetti in terapia con sulfoniluree.

METFORMINA, POSSIAMO STARE TRANQUILLI?

Da quanto riportato fino a qui sembra quindi che l'utiliz-
zo di metformina puo considerarsi una pratica sicura; lo
sviluppo acidosi lattica associata all'uso di metformina,
la MALA appunto, sembra improbabile secondo le indica-
zioni correnti. La normale funzione renale e 'assenza di
condizioni che possano determinare riduzioni acute del-
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la stessa sembrano l'unica condizione da tenere in con-
siderazione in corso di terapia. In presenza di un filtrato
glomerulare adeguato e di condizioni di adeguata idrata-
zione, l'utilizzo di metformina non ha limitazioni, nel
range di dosaggio consentito. In corso di riduzioni del
filtrato (in atto per eGFR inferiori a 30 ml/min/1,73 m?),
in caso di rischio di sviluppare AKI, in corso di sepsi o in
tutte le condizioni che possano determinare un accumu-
lo di metformina a livello plasmatico la determinazione
dei lattati potrebbe essere utile cosi come l'esecuzione di
emogasanalisi in pazienti che praticano questa terapia.
Escludendo queste condizioni, é possibile utilizzare que-
sto farmaco tranquillamente e senza indugio.

Pertanto, facendo il punto dei dati riportati, risulta ne-
cessario precisare che l'utilizzo di metformina non é
strettamente legato allo sviluppo di acidosi lattica né al
rischio di determinare danno renale. I dati disponibiliin
letteratura, in parte sintetizzati in questo articolo, fan-
no chiarezza sul reale ruolo della metformina in corso
di acidosi lattica. Non tutte le acidosi lattiche sono as-
sociate all’'utilizzo di metformina. Pertanto, alcuni au-
tori cominciano a fare leva sul reale significato di MALA
(Metformin-Associated Lactic Acidosis) (23). Probabilmente
forse sarebbe tempo di distinguere tra tutte le latticoa-
cidemie che si presentano nella pratica clinica differen-
ziando tra quelle associate all'utilizzo di metformina
da quelle non correlate. Queste ultime, quindi, definite
appunto MULA (Metformin-Unrelated Lactic Acidosis) seppur
simili nella presentazione clinica, non avrebbero relazio-
ne con l'uso contemporaneo del farmaco. Il clinico nella
sua valutazione complessiva potrebbe avere la possibilita
e capacita di discernere e decidere anche sull'utilizzo del
farmaco. Resta tuttavia importante tenere a mente che
per il meccanismo d’azione noto e per il rischio connesso,
quando la metformina rappresenta la causa dell’acido-
si lattica, in questo caso sarebbe piu corretto parlare di
MILA (Metformin-Induced Lactic Acidosis), evidenziandone il
ruolo patogenetico della molecola.

MALA, MULA o MILA quindi dovrebbero far parte del no-
stro vocabolario per comprendere e riconoscere il ruolo
della metformina e l'origine dell’eventuale rischio e per
scorporarne l'eventuale ingiusta incriminazione. Questa
nomenclatura puntuale, proposta da Jean-Daniel Lalau
e collaboratori (23), potrebbe consentire di fare ulteriore
chiarezza su un aspetto importante della nostra pratica
clinica.
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CONSIDERAZIONI FINALI

Dopo sessant’anni di utilizzo la metformina continua
a presentarsi sempre in splendida forma. Mezzo seco-
lo di ricerche ne hanno evidenziato vantaggi e privilegi
dei quali ogni paziente diabetico dovrebbe beneficiare. I
potenziali benefici dimostrati in settori diversi dal dia-
bete ne sottolineano 'ampia possibilita di utilizzo che
sara sempre maggiore nei prossimi anni. Se il rischio di
acidosi lattica resta ancora un aspetto da considerare, le
conoscenze disponibili lasciano lo spazio per essere mol-
to piu tranquilli nell'utilizzo anche in pazienti delicati.
Tuttavia, preme precisare che qualsiasi condizione che
possa richiedere un maggiore fabbisogno di ossigeno,
qualsiasi condizione che determini un passaggio da uno
stato di equilibrio ad uno stato acuto deve imporre il ra-
gionamento e l'interrogativo se vale la pena di sospende-
re il trattamento. Escludendo questi aspetti, & possibile
non avere indugio permettendo di utilizzare serenamen-
te questo trattamento, sempre attuale, in tutti i pazienti
con le corrette indicazioni.
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ABSTRACT

Biological aging results from molecular and cellular damage over
time. This process determines a progressive decrease in physical and
functional capacity, an increased risk of disease and death. Therefore,
the identification of the molecular mechanisms of aging has led to
research for senotherapeutic strategies. Metformin is an oral hypo-
glycaemic drug. It is the first choice for the treatment of type 2 dia-
betes mellitus (T2DM). However, clinical and preclinical evidence has
shown the beneficial effects of metformin also in cardiovascular dis-
eases, neurodegenerative diseases, and aging. This editorial explores
the recent evidence on metformin as an anti-aging drug.

KEYWORDS
Metformin, anti-aging, senescence, inflammaging, senolitic, senom-
orphic.

L'INVECCHIAMENTO BIOLOGICO E LA SFIDA DELLA
MEDICINA ANTI-AGING

L'invecchiamento biologico, secondo la definizione della
World Health Organization, rappresenta il risultato del
progressivo accumulo nel tempo, di danni molecolari e
cellulari nell'organismo. Cio determina una graduale ri-
duzione delle capacita organiche e funzionali dell'indivi-
duo con crescente rischio di sviluppare morbidita e mor-
talita. L'eta cronologica rappresenta infatti, il principale
fattore predittivo per la maggior parte delle patologie eta
correlate, quali ad esempio malattie neurodegenerative,
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cardiovascolari e tumorali, che ad oggi assorbono 1'80%
della spesa sanitaria nazionale (1). Negli ultimi anni,
infatti, 'invecchiamento e le patologie ad esso associate
rappresentano un florido filone di ricerca con l'obiettivo
di identificare i meccanismi molecolari alla base dell'in-
vecchiamento cellulare e potenziali target terapeutici
che possano realizzare le tre grandi sfide della medicina
anti-aging: l'allungamento della durata della vita, dello
stato di salute ed il ringiovanimento (2).

MECCANISMI MOLECOLARI DELL'INVECCHIAMEN-
TO CELLULARE

L'invecchiamento cellulare é uno stato stazionario di
arresto della crescita e proliferazione, nonostante la
presenza di stimoli mitogeni e di condizioni di crescita
ottimali. I meccanismi molecolari che determinano la
scelta tra apoptosi e senescenza non sono del tutto noti,
tuttavia, ad oggi, sono descritti in letteratura diversi fat-
tori che possono indurre senescenza cellulare (Fig. 1), di
seguito descritti:

1) Il danno del DNA nucleare & spesso il trigger pit comune di
senescenza cellulare. Tale danno attiva una cascata di
segnali, definita come risposta al danno del DNA, DDR
(dall'inglese DNA Damage Response), che determina l'atti-
vazione di p53, che a sua volta provoca l'arresto del ciclo
cellulare. L'attivazione prolungata del DDR innesca la se-
nescenza cellulare.
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I principali meccanismi in grado di determinare senescenza cellulare sono: 1) Il danno del DNA nucleare

2) L'accorciamento dei telomeri 3) L'attivazione di Oncogeni. Tali fattori convergono nell’arresto del ciclo cellulare che

innesca la senescenza cellulare

Danno del DNA
nucleare

Accorciamento dei
telomeri

L
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2) L accorciamento dei telomeri rappresenta un ulteriore mec-
canismo di senescenza cellulare. Ogni volta che le cellule
si dividono, il DNA si duplica e i telomeri, le porzioni ter-
minali del DNA si accorciano, con conseguente perdita,
ad ogni divisione cellulare, di un numero variabile di
nucleotidi. Quando i telomeri sono troppo corti per pro-
teggere il DNA, le cellule smettono di dividersi, andando
incontro a senescenza replicativa.

3) Lattivazione oncogena rappresenta un potente induttore
della senescenza cellulare. Essa innesca una fase iper-
proliferativa iniziale che é intrinsecamente associata al
danno del DNA dareplicazione, in parte attraverso la pro-
duzione di specie reattive dell’'ossigeno (ROS).

Le cellule senescenti, pertanto, oltre alla risposta pro-
lungata al danno del DNA (DDR), subiscono variazioni
dell'organizzazione della cromatina e dell’espressione
genica, con secrezione di citochine proinfiammatorie,
chemochine, fattori di crescita e proteasi, che determi-
nano il cosiddetto fenotipo secretorio senescente (SASP).
Il SASP contribuisce all'instaurarsi di uno stato di in-
fiammazione cronica, il cosiddetto “inflammaging”,
alla disfunzione delle cellule staminali e progenitrici

|

Gy
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e alla diffusione della senescenza alle cellule non sene-
scenti (2-5).

| FARMACI ANTI-AGING

Le strategie “senoterapeutiche” possono essere ampia-
mente classificate in due categorie: agenti farmacologici
detti “senolitici”, che eliminano direttamente le cellule
senescenti, e agenti “senomorfici” che prevengono gli ef-
fetti dannosi estrinseci delle cellule senescenti (3). Dalla
combinazione di modelli di senescenza in vitro e su ani-
mali in vivo, sono state sviluppate diverse strategie di
senolisi. Le cellule senescenti hanno una maggiore resi-
stenza all’apoptosia causa di un up-regulation dei pathways
di sopravvivenza cellulare, come la famiglia delle protei-
ne anti-apoptotiche BCL-2 (6). Di recente, € stato scoperto
che il glicoside cardiaco ouabaina, é dotato, almeno in
parte di attivita senolitica, attraverso l'induzione una
proteina proapoptotica appartenente alla famiglia BCL-2
(Tab. 1). I farmaci senomorfi, invece, non eliminano di-
rettamente le cellule senescenti ma sono in grado di mo-
dificare il fenotipo secretorio associato alla senescenza e
pertanto la loro capacita mantenere un arresto stabile del



RASSEGNA

Tabella1 @ Agentisenolitici

Principali agenti con attivita senolitica, il loro utilizzo nella pratica clinica ed il meccanismo molecolare determinante l'azione se-
nolitica. BCL protein, B-cell ymphoma-2 family proteins; PI3K, Phosphatidylinositol 3-Kinase; AKT, Protein kinase B or Akt; mTOR,

mammalian target of rapamycin; HDAC, histone deacetylase.

AGENTE FARMACOLOGICO

Desatinib

Oubaina e Digossina

Quercetina
Fisetina

Azitromicina
Roxitromicina

Panobinostat

ciclo cellulare (Tab. 2). A questa categoria appartengono
farmaci di comune utilizzo nella pratica clinica quali ad
esempio la rapamicina che esplica l'effetto senomorfo
inibendo mTOR, l'etanercept inibendo il TNFalpha o la
metformina inibendo il fattore NF-kB (7). Nel complesso,
tali farmaci, indipendentemente dal loro target moleco-
lare, agiscono riducendo l'attivita proinfiammatoria cel-
lulare, responsabile dell'inflammaging (4).

LA METFORMINA COME FARMACO ANTI-AGING

La metformina ¢ un farmaco ipoglicemizzante orale,
insulino-sensibilizzante, appartenente alla classe dei
biguanidi. E ormai il farmaco di prima scelta nel tratta-
mento del Diabete Mellito di Tipo 2 (DMT2), oltre che per
l'efficacia anche per il profilo di sicurezza e per il basso
costo. Negli ultimi anni, evidenza cliniche e precliniche,
hanno dimostrato gli effetti benefici della metformina
non solo sul controllo glicemico ma anche nell'ambito
delle malattie cardiovascolari, delle malattie neurodege-
nerative, delle malattie autoimmuni e, piti recentemen-
te, dell'invecchiamento (4). I meccanismi molecolari con
cui la metformina regola i pathway coinvolti nell'invec-
chiamento non sono del tutto noti; tuttavia, un modello
proposto, é il seguente (Fig. 2). La metformina, a livel-
lo cellulare esplica effetti metabolici, anti-ossidativi ed
antinflammatori. Essa agisce a livello extracellulare,
determinando una ridotta attivazione del recettore in-

Terapia antitumorale

Glicosidi cardioattivi

Integratore ad azione antiossidante
Integratore ad azione antiossidante

Terapia antibiotica

Terapia antibiotica

Terapia antitumorale
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POSSIBILE MECCANISMO D’AZIONE
COME AGENTE SENOLITICO

USO CLINICO APPROVATO

Inibizione recettori tirosin-chinasi

Inibizione proteine pro-apoptotiche
(BCL proteins)

Inibizione PI3K
Inibizione PI3K/AKT/mTOR

Induce cambiamenti del metabolismo e
dei meccanismidiautofagia

Induce cambiamenti del metabolismo e
dei meccanismidiautofagia

Inibisce HDAC

sulinico, del recettore del fattore di crescita IGF-1 e dei
recettori citochinici. Il suo ingresso nelle cellule & me-
diato da un trasportatore cationico OCTi. All'interno
della cellula uno dei principali effetti della metformina é
I'inibizione della catena mitocondriale con conseguente
ridotta produzione di specie reattive dell’ossigeno (ROS)
ed un aumento del rapporto AMP/ATP che causa attiva-
zione diretta del’AMPK, sensore energetico della cellula.
Lattivazione di AMPK determina riduzione dei prodotti
avanzati di glicazione, degli stimoli pro-apoptotici ed
inibizione di mTOR1.

mTOR1 e una serin-treonin chinasi in grado di regolare
metabolismo e crescita cellulare oltre ad essere fortemen-
te implicata nel processo di invecchiamento. La sua ini-
bizione attiva i segnali di autofagia evitando l'accumulo
di proteine danneggiate. Gli effetti antinfiammatori in-
vece sono indipendenti dall’ attivazione di AMPK e sono
determinati dalla downregulation delle citochine pro-
infiammatorie come NF-kB (4).

METFORMINA ANTI-AGING: STUDIIN VITRO ED IN VIVO

Con l'avvento della medicina anti-aging sono stati con-
dotti i primi studi volti a valutare il potenziale effetto
della metformina sull'invecchiamento. Studi condotti
su C. Elegans hanno dimostrato che la metformina de-
termina un allungamento della vita media in maniera
dose-dipendente dal 18 al 36%. Successivamente, studi
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Principali agenti con attivita senomorfica, il loro utilizzo nella pratica clinica ed il meccanismo molecolare determinante I'azione
senomorfica. NF-kB fnuclear factor-kB kinase; mTOR, mammalian target of rapamycin; HSP9o, heat shock protein 9o; IL-1R, inter-

leukin-1receptor; TNF, tumour necrosis factor.

AGENTE FARMACOLOGICO

USO CLINICO APPROVATO

Metformina Diabete Mellito di Tipo 2

Rapamicina Farmaco
immunosoppressore

Loperamide Trattamento della diarrea

Simvastatina Trattamento

dell'ipercolesterolemia

Anakinra Trattamento dell'artrite
reumatoide

Etanercept Trattamento delle malattie
autoimmuni

Infliximab Trattamento delle malattie

autoimmuni

condotti su modelli animali hanno dimostrato che topi
trattati per 9 mesi con metformina hanno presentato un
allungamento della durata della vita del 14% circa. Per-
tanto, partendo da queste evidenze sono stati condotti
diversi trial volti a valutare I'effetto anti-aging della met-
formina nell'uomo (2).

Lo studio MILES (Metformin in Longevity Study) € uno studio
crossover, condotto in doppio cieco, su 14 soggetti di eta
maggiore ai 70 anni con una ridotta tolleranza agli idra-
ti di carbonio, che valuta i cambiamenti transcrittomici
(nel muscolo e nel tessuto adiposo) indotti dall'utilizzo
di metformina per 6 settimane. L'analisi genomica con-
dotta ha evidenziato che la metformina non solo esercita
effetti metabolici a livello di tali tessuti, ma e in grado di
influenzare anche l'espressione genica di geni rispettiva-
mente coinvolti, nella riparazione del DNA nel muscolo e
geni mitocondriali del tessuto adiposo, i quali influenza-
no il processo di invecchiamento. Inoltre, é interessante
notare che i mediatori dell'inflammazione rappresenta-
no comuni regolatori a monte dei geni differenzialmente
espressi nei due tessuti (4, 8).

Sono stati inoltre valutati gli effetti della metformina
sulle patologie eta-correlate mediante trial prospettici
quali: GLINT e TAME. Lo studio GLINT (Clucose Lowering
In Non-diabetic hyperglycaemia Trial) € uno studio randomiz-
zato, multicentrico, in doppio cieco, che ha valutato gli
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POSSIBILE MECCANISMO D’AZIONE
COME AGENTE SENOMORFICO

Inibizione NF-kB

Inibizione mTOR

Blocco HSP9o

Inibizione IL-1e IL-6
Blocco IL-R
Inibizione TNF

Inibizione TNF

effetti della metformina a lento rilascio rispetto al pla-

cebo nei pazienti anziani obesi con iperglicemia non dia-

betica e con alto rischio cardiovascolare su un endpoint
composito di infarto del miocardio, ictus e morte per
malattie cardiovascolari, in circa 5 anni di follow-up.

Gli endopoint secondari, invece, si proponevano di an-

dare a valutare 'impatto della metformina sullo stato

funzionale dei soggetti arruolati, sull'incidenza del dia-
bete, patologie oncologiche (non melanoma), morte per
tumore, morte per qualsiasi causa e su una valutazione
costo-efficacia del trattamento. Sono stati quindi arruo-

lati 249 pazienti con eta =40 anni, livelli di HbA1c > 36.6

mmol/mol ma <47.5 mmol/mol (25.5% ma <6.5%) e rischio

cardiovascolare a 10 anni stimato >20 mediante Framing-
ham Risk Score o QRISK2 scores. La metformina é stata
associata ad un lieve miglioramento dei valori di HbA1c,

della velocita di filtrato glomerulare e dei valori medi di

colesterolo LDL. Nessun risultato statisticamente signi-

ficativo é stato riscontrato per gli endpoints prefissati.

Tuttavia, sono emerse una serie di raccomandazioni per

studi futuri volte a:

e modificare i criteri di inclusione per poter arruolare
persone con e senza malattie cardiovascolari preesi-
stenti al fine di aumentare il numero di soggetti re-
clutabili ed il tasso degli eventi;
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Figura2 @ Effettianti-aging della metformina

Effetti metabolici, anti-ossidativi ed antinflammatori a livello cellulare. mTOR1,

activated protein Kinase; NF-xB fnuclear factor-kB kinase.

mammalian target of rapamycin 1; AMPK, AMP-
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 utilizzare grandi banche dati per migliorare I'identi-
ficazione dei partecipanti;
« eseguire il follow-up da remoto per ridurre i costi e
migliorare l'efficienza.
Inoltre, sulla base dei dati emersi da questo studio, & pos-
sibile ottenere una riduzione degli eventi cardiovascolari
del 2%, arruolando almeno 20.000 soggetti (9). Infine, il
trial Targeting Aging with Metformin (TAME), ancora in corso,
ha coinvolto 14 centri ed arruolato 3000 pazienti con una
eta compresa tra i 65-79 anni ed ha come obiettivo quello
di valutare se la metformina determini un ritardo nello
sviluppo o nella progressione di malattie croniche lega-
te all’eta e se abbia un impatto sulle capacita funzionali
dell'individuo. Inoltre, questo trial migliorera anche la
conoscenza dei biomarcatori dell'invecchiamento attra-
verso uno studio simultaneo: TAME BIO (10).

CONCLUSIONI

Sebbene un gran numero di studi, condotti su linee cel-
lulari o su modelli animali, abbia evidenziato l'efficacia
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della metformina riguardo I'invecchiamento e le patolo-
gie eta correlate, gli studi condotti sull'uomo non hanno
riportato risultati statisticamente significativi.

Pertanto, trial futuri potranno meglio chiarire i target
intracellulari della metformina e il suo potenziale ruolo

come farmaco anti-aging.
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ABSTRACT

Diabetes Mellitus (DM) is associated with a plethora of micro- and macro-vascular complications which should be carefully investigated and
treated in order to improve quality of life and reduce the risk of premature mortality. Female and male sexual dysfunction often occurs in diabetes;
while cardiovascular complications are clearly involved, psychosexological factors, endocrine complications, and endothelial dysfunction all con-
tribute to the pathogenesis of sexual dysfunctions. Sexual dysfunctions can also act as early biomarkers of cardiovascular disease.

KEYWORDS
Diabetes, erectile dysfunction, premature ejaculation, female sexual dysfunction, hypogonadism, PDE5 inhibitors.

INTRODUZIONE

Il Diabete Mellito (DM) e una delle principali cause di decesso a livello mondiale, come riportato dall’Organizzazione
Mondiale della Sanita (1); nel 2016, 1.6 milioni di morti avevano come causa diretta il diabete, con il 5% di aumento
nella mortalita prematura.

I pazienti diabetici di norma vanno incontro a diverse complicanze micro e macrovascolari, tra cui la nefropatia, la
retinopatia e la coronaropatia (1). Queste condizioni portano a delle drammatiche ripercussioni sulla qualita della
vita del paziente e potrebbero contribuire significativamente alla sua morte prematura. La disfunzione ventricolare
sinistra secondaria a cardiomiopatia diabetica é la complicazione piit comune e la pitt frequente causa di morte nei
pazienti diabetici (2).
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Il diabete é sensibilmente associato alla disfunzione sessuale, i pazienti diabetici di ambo i generi riportano una salu-
te sessuale fortemente compromessa. Nell'uomo, le complicazioni vascolari, il coinvolgimento neurologico e l'umore
depresso potrebbero tutti contribuire al peggioramento della disfunzione erettile (3-4). Nella donna, la funzionalita
sessuale e similmente interessata, anche se & ancora poco studiato quanto la sua insorgenza sia influenzata dalle di-
verse complicazioni (5).

Considerata l'alta prevalenza del diabete, con 451 milioni di pazienti nel 2017, che si stima diventino 693 milioni entro
il 2045 (6) e 'aumento dell’aspettativa di vita media globale, diventera necessario per tutti i clinici affrontare le disfun-
zioni sessuali nei pazienti diabetici. Tuttavia, la presenza di complicazioni cardiovascolari non puo essere trascurata
quando si considera la relazione tra diabete e le disfunzioni sessuali. Infatti, il diabete e le disfunzioni sessuali sono
strettamente intrecciate, avendo una stretta associazione con fattori psicosessuologici, complicazioni endocrine e di-
sfunzioni endoteliali. Tale associazione non puo essere trascurata né dall’'esperto di medicina sessuale né dal diabeto-
logo; d’altra parte, la sessuologia potrebbe essere una “leva” sulla quale i clinici potrebbero aumentare la motivazione
dei pazienti a migliorare i loro stili di vita. Abbiamo eseguito una revisione approfondita della letteratura disponibile
sul tema dell’associazione tra salute sessuale e DM su PubMed e Scholar al fine di riportare come le diverse caratteristi-
che di quest’ultimo (come la disfunzione endoteliale, la depressione e la terapia farmacologica) possano influenzare la
salute sessuale, e come la valutazione della salute sessuale possa essere utile anche per la gestione clinica del paziente
diabetico. E stata utilizzata la seguente stringa di ricerca: diabetes AND (“erectile dysfunction” OR “sexual dysfunction” OR “pre-
mature ejaculation” OR “hypoactive sexual desire”).

ILDIABETE COME FATTORE DI RISCHIO PER LA MANIFESTAZIONE O IL PEGGIORAMENTO DELLA DISFUN-
ZIONE SESSUALE

Disfunzione Sessuale Maschile

Diverse possibili cause sono state proposte per correlare la disfunzione sessuale e il diabete (Fig. 1). L'ipotesi della “di-
mensione delle arterie” per la Disfunzione Erettile (DE) si basa sull’alterazione dell'emodinamica peniena a seguito
di un danno vascolare aterosclerotico; dato il piccolo calibro delle arterie peniene, il flusso sanguigno in questi vasi
puo subire una drastica riduzione una volta che le placche aterosclerotiche si sono formate (7). Questa ipotesi, benché
consolidata, si concentra principalmente sulla DE vasculogenica (8), e quindi non si riesce ad adattare adeguatamente
all'intero spettro delle complicazioni diabetiche.

Il diabete é strettamente correlato, tramite 'obesita, con l'ipogonadismo e viceversa. L'associazione tra obesita e dia-
bete e abbastanza nota, spesso descritta con il termine comprensivo di “diabesita” fin dalla prima volta che questa
parola fu usata nei primi anni Settanta (9). Inoltre, sono stati identificati diversi meccanismi molecolari che collegano
l'obesita all'insulino-resistenza e al diabete di tipo 2 (DMT2) (10). Lobesita porta allo sviluppo dell'ipogonadismo ipo-
gonadotropo funzionale, una condizione in parte risolta dalla perdita di peso (11-12) che puo comportare una funzione
sessuale compromessa (13-14). Gli interventi sulla dieta e sullo stile di vita sono il pilastro del trattamento, tuttavia la
questione se la terapia sostitutiva con testosterone possa essere utile per migliorare lo stato metabolico e la funzione
sessuale é stata piu volte sollevata e le prove a riguardo sono contrastanti, come indicato nelle piti recenti linee guida
sull'indagine sul trattamento e il monitoraggio dell'ipogonadismo funzionale (15).

In breve, le prove attuali sembrano suggerire che il testosterone abbia molto meno effetto sull’adipe di quanto l'obesi-
ta non abbia sui livelli sierici di testosterone (16). La breve durata degli studi che indagano gli effetti del trattamento
con testosterone sullo stato metabolico potrebbe tuttavia essere la causa di tali risultati incoerenti. In effetti, in un
rapporto molto recente in un real world setting, che ha coinvolto 356 uomini ipogonadici con DMT2 seguiti per 11 anni, i
soggetti sottoposti a terapia sostitutiva con testosterone hanno migliorato significativamente il controllo glicemico e
lo stato metabolico rispetto al gruppo di controllo non trattati, con un minor numero di eventi cardiovascolari maggio-
ri e decessi (17). Rispetto al controllo alla fine del follow-up, i soggetti trattati richiedevano un minor numero di dosi di
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(secondo I'lnternational Index of Erectile Function and Aging Males’ Symptoms scale) (17).

Disfunzione Sessuale Femminile

La Disfunzione Sessuale Femminile (DSF) é generalmente poco studiata, e lo stesso é vero anche per la DSF legata al
diabete (18), nonostante il diabete sia il fattore di rischio metabolico pitt studiato in assoluto. Negli ultimi decenni sono
state identificate diverse cause endocrine di DSF, una scoperta molto rilevante considerata l'alta prevalenza di condi-
zioni ipofisarie, tiroidee, surrenali e gonadiche (19). Riguardo al diabete, studi di meta-analisi hanno riportato che
la DSF é comune sia nel diabete mellito di tipo 1 (DMT1) sia nei pazienti affetti da DMT2, con una prevalenza crescente
negli ultimi 15 anni e una significativa associazione con la depressione (5, 20). Da un punto di vista fisiopatologico, la
DSF legata al diabete sembra essere principalmente dovuta a fattori psicologici piuttosto che organici, diversamente
da quanto avviene negli uomini (Fig. 1). Sebbene tutti i domini della funzione sessuale femminile siano compromessi
nelle pazienti diabetiche, il desiderio sembra essere il piti interessato (21). Leccitazione puo essere ridotta come conse-
guenza di un abbassamento del flusso ematico nei tessuti genitali (22-23), analogamente alla compromissione dell’ere-
zione dovuta a un ridotto flusso sanguigno nel pene; in un recente studio condotto su giovani donne, la perfusione dei
tessuti clitoridei misurata attraverso la tensione di ossigeno transmucosale € stata associata con una compromissione
dell’eccitazione, della lubrificazione, dell'orgasmo e della soddisfazione (24). Inoltre, solide prove supportano I'idea che
l'obesita sia uno dei piti, se non il pit1, potente determinante della DSF (25). Mentre 'obesita e certamente importante
per l'insorgenza di disfunzioni sessuali anche negli uomini, nelle donne questa associazione & molto pit forte (26-27),
fornendo un sostegno sostanziale agli effetti negativi della “diabesita” sulla funzione sessuale femminile.

SINTOMI SESSUALI COME INDICI PREDITTIVI PRECOCI DI COMPLICANZE

Disfunzione Sessuale Maschile

E generalmente accettato come la DE, condividendo molti fattori di rischio con le malattie cardiovascolari (3) ed es-
sendo di per sé una manifestazione evidente di disfunzione endoteliale (28), sia un predittore di eventi cardiovascolari
importanti (29). A questo proposito, la DE si trova al confine tra la medicina dei sistemi e la medicina sessuale (30).
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La prevalenza della DE aumenta costantemente con l'invecchiamento (31), questa condizione & dovuta per la maggior
parte a comorbilita, tra cui fattori endocrini (14), come I'ipogonadismo maschile (32), e fattori ambientali come il fumo
di sigaretta (33). Diverse condizioni che possono portare allo sviluppo della DE restano clinicamente silenti per molto
tempo, come dimostra I'infiammazione cronica di basso grado (34), che é stata identificata come un fattore di rischio
per lo sviluppo della disfunzione endoteliale. Il diabete presenta uno stato di infiammazione di basso grado, avendo
una relazione bidirezionale con l'obesita; l'obesita scatena 'infiammazione che a sua volta potrebbe causare resistenza
allinsulina, generando cosi un circolo vizioso. Lo stato inflammatorio & associato ad una diminuzione del testostero-
ne sierico (35), che a sua volta peggiora lo stato inflammatorio stesso riducendo i livelli di citochine pro-infiammatorie,
come TNF-a, IL-6 e IL-1f (36-37), generando cosi un altro circolo vizioso.

A tal proposito, € quindi chiaro che le condizioni metaboliche hanno un effetto negativo ben definito sulla funzione
sessuale. E generalmente accettato che la durata della patologia, l'eta, la presenza di complicazioni e il livello di so-
vrappeso/obesita siano legate al rischio di sviluppare una disfunzione sessuale (38). I sintomi sessuali, tuttavia, non
sempre sono una manifestazione tardiva di un deterioramento metabolico preesistente, anzi, al contrario, la DE po-
trebbe essere il primo sintomo con cui il diabete si presenta negli uomini (39-40), nonché uno dei primi segni di una
malattia cardiovascolare (41). La gia citata ipotesi delle dimensioni delle arterie (7) diventa di fondamentale importan-
za nel contesto della cardiologia preventiva, dato che le arterie coronarie hanno quasi il doppio del diametro di quelle
peniene, e una riduzione nel flusso nelle arterie peniene avverrebbe quindi molto prima del presentarsi del danno alle
coronarie. Inoltre, anche nei pazienti che sono asintomatici per le malattie cardiovascolari, il diabete e associato a
una maggiore attivazione ossidativa dei monociti (42), e il trattamento con gli inibitori della PDE5 ha risultati poten-
zialmente benefici sulla conseguente disfunzione endoteliale (43). Poiché il DMT2 € spesso asintomatico (44), I'utilita
dello screening é oggetto di discussione (45); tuttavia, indagare la presenza e la gravita delle disfunzioni sessuali puo
identificare i pazienti a rischio, sebbene 'indagine dovrebbe essere eseguita preferibilmente attraverso 1'uso di que-
stionari validati e inventories (46), anche fare una semplice domanda (come “hai difficolta a raggiungere e mantenere
l'erezione?”) potrebbe essere utile per far emergere il disagio del paziente.

Disfunzione Sessuale Femminile

Un’associazione significativa tra salute cardiovascolare e DSF emerge da un’ampia letteratura e dai meccanismi pa-
togenetici descritti nella sezione precedente (5); tuttavia, come affermato da Maseroli et al. le donne sono meno in-
teressate da questa correlazione rispetto agli uomini (47). D’altra parte, diversi altri fattori di rischio cardiovascolare
intervengono nella transizione verso la menopausa e le malattie cardiovascolari sono meno indagate nelle donne che
negli uomini, portando a esiti piu gravi (48). Mentre nessuna relazione diretta puo essere dedotta dalla letteratura
attuale, e generalmente accettato, anche sulla base di quanto detto sopra, che I'esordio della DSF nelle pazienti diabe-
tiche meriterebbe ulteriori ricerche.

EIACULAZIONE PRECOCE COME INDICATORE TRASCURATO DI ALTRE DISFUNZIONI SESSUALI NEGLI UO-
MINI DIABETICI

Le disfunzioni sessuali maschili, come la DE e I'Eiaculazione Precoce (EP), sembrano essere fortemente correlate ed
interconnesse in un circolo vizioso. Infatti, i pazienti con DE che tentano di aumentare il livello di eccitazione, al fine
di avere e/o mantenere un'erezione adeguata, potrebbero sviluppare EP; al contrario, i pazienti con EP cercano di ri-
durre il loro livello di eccitazione, aumentando la probabilita di incorrere in un’ulteriore disfunzione erettile (49-50).
Ne consegue che I'EP possa “nascondere” i sintomi della DE; risulta quindi di fondamentale importanza nel contesto
dei pazienti con DM nei quali, come affermato, la DE potrebbe essere il sintomo di presentazione (39-40) o indicatore
di complicanze CV (41). Tuttavia, mentre I'epidemiologia e 'eziologia della disfunzione erettile sono ben documentate
nella popolazione con DM, la relazione tra EP e DM é scarsamente studiata. In una serie consecutiva di 676 pazienti
di sesso maschile con DMTz2, El-Sakka riporta in media una prevalenza di circa il 40% di EP (51). Una prevalenza molto
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ridotta (28%) e stata invece riportata dallo studio SUBITO-DE, uno studio italiano condotto su 1503 uomini diagnosticati
con DMT2 (52). Le ragioni di questa discrepanza non sono del tutto note. E possibile che la durata relativamente bassa
della malattia (<24 mesi) nello studio SUBITO-DE possa spiegare in parte queste discrepanze. Nessuna differenza in
termini di prevalenza di EP é stata riportata da Bellastella et al. (53) confrontando soggetti con DMT1 con un gruppo di
controllo (24 vs 23.5%). Al contrario, una maggiore prevalenza di EP, strettamente associata alla presenza di DE, é stata
riportata in pazienti con DMT2 rispetto al gruppo di controllo (53). Nonostante le controverse evidenze in letteratura,
la presenza di DE nei pazienti diabetici puo peggiorare lo stato di ansia da prestazione promuovendo sintomi dell’'EP
attraverso un meccanismo adattativo (50). Allo stesso modo, I’'EP puo essere associata ad una ridotta qualita della vita
e ad una maggiore prevalenza di sintomi di ansia e depressione che esiterebbero in DE.

PESO PSICOLOGICO DEL DIABETE NEL FUNZIONAMENTO SESSUALE

Disfunzioni Sessuali Maschili

Interazioni tra DE e sintomi depressivi sono ben documentate in letteratura (54-57). E dimostrato come la DE sia pre-
sente ed associata a condizioni di salute precaria (58) in pazienti diabetici in associazione ad una ridotta qualita delle
funzioni psichiche (con alti livelli di sintomi depressivi) (59-60), sessuali (minore soddisfazione sessuale) e metaboli-
che (61). Inoltre, due pazienti su tre hanno riferito come la funzione sessuale non sia stata in alcun modo studiata nel
processo diagnostico e terapeutico (59).

D’altra parte, una maggiore quantita di complicanze legate al diabete aumenta il rischio di una qualita della vita (QoL)
pit scadente, portando all'insorgenza di problemi relativi al desiderio, all’eccitazione e all'orgasmo (62).

Disfunzioni Sessuali Femminili

I fattori psico-sociali sono i principali contributori alla DSF sia nel diabete di tipo 1 sia di tipo 2 (63-65). Data la com-
plessita della sessualita femminile e la sua forte dipendenza dal benessere mentale, un ruolo di primo piano per lo
sviluppo dei disturbi sessuali nella popolazione diabetica femminile sarebbe rappresentato dalla depressione (5, 60).
In particolare, la gravita dei sintomi depressivi sembrerebbe modulare non solo la funzione sessuale ma anche la fre-
quenza dell’attivita sessuale (66). Inoltre, i sintomi della depressione sono fortemente correlati alla durata del DMTz2 e
alla minore accettazione della malattia, contribuendo ad un peggioramento della funzione sessuale (67).

Per di pitt, le complicanze croniche del diabete potrebbero incidere ulteriormente sulla qualita della vita, generale e
relazionale, in aggiunta ad una minore soddisfazione dell'immagine corporea, andando a generare un circolo vizioso
in grado diinfluenzare negativamente le prestazioni sessuali. In ultimo, La DSF puo anche essere espressione di effetti
collaterali legati al trattamento con farmaci antidepressivi (venlafaxina e altri inibitori selettivi della ricaptazione
della serotonina, piuttosto che bupropione o nefazodone) (s, 64).

FUNZIONE SESSUALE, DIABETE ED EFFETTI DELLA TERAPIA FARMACOLOGICA

Disfunzioni Sessuali Maschili

La terapia sostitutiva con testosterone (TRT) e il trattamento pitt comune per l'ipogonadismo maschile, basato sulla
somministrazione di testosterone esogeno al fine di ripristinare adeguate concentrazioni sieriche (68). Lefficacia e la
sicurezza della TRT sono state forte oggetto di dibattito nell'ultimo decennio, a seguito della pubblicazione di alcuni
rapporti che evidenziavano un aumento del rischio CV nei pazienti trattati (68). Sebbene diversi studi abbiano cercato
di fornire una risposta definitiva a questa domanda, ad oggi, i dati al riguardo sono ancora controversi (69). Le linee
guida sconsigliano di prescrivere la TRT a pazienti con una storia recente di eventi CV maggiori o a uomini con polici-
temia documentata (15); tuttavia, le stesse linee guida esprimono l'efficacia della TRT per migliorare i sintomi sessuali
e suggeriscono di utilizzarla “per la gestione dei sintomi ipogonadici tradizionali senza la promessa (o l'aspettativa) di
miglioramenti dello stato metabolico” (15).
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Cli inibitori della fosfodiesterasi-5 (PDE5i) sono la scelta pitt comune tra i trattamenti farmacologici per il migliora-
mento della funzione erettile. I farmaci PDEsi bloccano la degradazione del GMP ciclico (cGMP), il secondo messaggero
necessario per indurre il rilassamento delle cellule muscolari lisce; a sua volta, il cGMP é prodotto dall'enzima guani-
lato ciclasi in seguito all’attivazione da parte dell'ossido nitrico (NO) (70). Pertanto, i PDEs5i spengono il meccanismo
attraverso il quale 'erezione termina in condizioni fisiologiche. Tuttavia, tali farmaci hanno mostrato proprieta ag-
giuntive; infatti, il sildenafil riduce le resistenze vascolari nella circolazione polmonare (71) e potrebbe prevenire la
trombosi agendo sull’'aggregazione piastrinica (72). Inoltre, i PDEs5i potrebbero agire sul profilo delle chemochine; evi-
denze in vivo e in vitro suggeriscono come la somministrazione di sildenafil potrebbe diminuire i livelli di interleuchi-
na (IL)-8 (73), una delle chemochine coinvolte nello sviluppo della cardiomiopatia diabetica. In effetti, il trattamento
con PDEsi sembra essere collegato ad una riduzione complessiva della mortalita per tutte le cause (74).

Diversi farmaci sono comunemente utilizzati nel trattamento del diabete. Come trattamento di prima linea la met-
formina é un farmaco antidiabetico ampiamente utilizzato con effetti antinfilammatori (75) e antiobesita (76). Diversi
studi su modelli di roditori e umani hanno identificato i potenziali effetti benefici della metformina sull’endotelio e,
quindi, sulla funzione erettile (77-79). Tuttavia, sono emersi nuovi farmaci come trattamento di seconda linea, inclusi
gli inibitori della dipeptidil-peptidasi IV (DPP4i), gli inibitori del cotrasportatore sodio-glucosio di tipo 2 (SCLT2i) e gli
agonisti del recettore del peptide-1 glucagone-simile (GLP1RA). Le evidenze sugli effetti di questi farmaci sulla funzio-
ne sessuale sono limitate e molto eterogenee; tuttavia, alcuni effetti positivi sulla funzione endoteliale, che potrebbe-
rorisultare in una migliore funzione erettile, sono stati descritti in modelli animali per DPP4i (80) e SCLT2i (81). Alcuni
risultati piu solidi sono stati riportati riguardo I'efficacia clinica del GLP1RA nell'uomo (79, 82-83), dimostrando effetti
benefici sui livelli sierici di testosterone e sui sintomi sessuali, forse in parte mediati dalla perdita di peso.

Disfunzioni Sessuali Femminili

Per quanto strano possa sembrare, gli effetti dei diversi trattamenti antidiabetici sulle DSF non sono mai stati ade-
guatamente studiati. Tuttavia, sulla base dei meccanismi patogenetici sopra descritti, c’e ragione di ipotizzare che il
trattamento del diabete si traduca in un miglioramento della salute sessuale anche per le donne. Inoltre, sono stati
segnalati alcuni effetti benefici della perdita di peso per le donne diabetiche (84); un farmaco antidiabetico noto per
favorire la perdita di peso, come il CLP1RA (85), potrebbe quindi fornire ulteriori benefici.

CONCLUSIONI

Il diabete mellito e un fattore di rischio accertato per la disfunzione sessuale. Il diabete genera disfunzioni sessuali
maschili (e in larga misura femminili) per i seguenti motivi: vascolari (macro e microvasculopatia), neurologici (neu-
ropatia), endocrini (ipogonadismo), immunologici/infettivi (balanopostite, vaginite), sistemici (nefropatia), intrapsi-
chici (depressione, ansia), relazionali (affrontare i cambiamenti della vita quotidiana), e iatrogeni (farmaci prescritti
per diabete, depressione, ansia, gastropatia ecc.). Per questo motivo si puo “usare” la salute sessuale come eccellente
biomarcatore delle complicanze diabetiche e dell’evoluzione della malattia. Nonostante cio, la propensione dei diabe-
tologi ad affrontare la salute sessuale dei propri pazienti € ancora molto bassa. Pertanto, € necessario indagare siste-
maticamente, soprattutto nel campo della sessualita femminile, come migliorare le prestazioni e la funzione sessuale
nel diabete aumentando la compliance alle terapie antidiabetiche, puntando anche a dimostrare che scotomizzare la
sessualita significa perdere un'ulteriore possibilita di rafforzare la gestione stessa del diabete.
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Adipose-Derived Stem Cells from Type 2 Diabetic Rats Retain Positive
Effects in a Rat Model of Erectile Dysfunction e Il trapianto di cellule staminali nel
trattamento della disfunzione erettile

Quaade ML et al. IntJ Mol Science 23(3): 1692, 2022

La disfunzione erettile rappresenta, come discusso anche nell’Editoriale presente in questo numero, una complicanza
molto comune nei pazienti affetti da diabete di tipo 2 che non sempre viene identificata in modo tempestivo e adegua-
tamente trattata. In questo studio, Quaade e collaboratori hanno valutato la possibilita di utilizzare cellule mesenchi-
mali di origine adipocitaria per il trattamento di questa complicanza in un modello di ratti diabetici. E importante
sottolineare che, benché non siano certamente ancora di uso comune nella pratica clinica quotidiana, le cellule stami-
nali sono state utilizzate con successo in alcuni trials di Fase 1 nell'uomo; i risultati di questo studio potrebbero quindi
trovare applicazione pratica nel medio termine. Uno dei problemi da risolvere nell’applicazione degli approcci terapeu-
tici basati sulla terapia cellulare e infatti rappresentato anche dalla necessita di chiarire se la presenza di diabete abbia
un effetto negativo sulle cellule staminali, riducendone il potenziale proliferativo. In questo studio, gli autori han-
no isolato e coltivato in vitro cellule adipose mesenchimali staminali (ASC) derivate da ratti diabetici Goto-Kakizaki
(ASC-GK) e da ratti di controllo non diabetici (ASC-WT) e non hanno osservato differenze significative né in termini di
morfologia cellulare né in termini di corredo proteico, analizzato tramite spettrometria di massa quantitativa. Sia le
cellule derivate da animali diabetici sia quelle derivate da animali di controllo sono state successivamente iniettate in
ratti nei quali era stata effettuata una resezione del nervo penieno per indurre una condizione di disfunzione erettile.
In tutti gli animali analizzati, indipendentemente dall’'origine delle cellule staminali infuse, si osservava un signi-
ficativo miglioramento della funzione erettile dopo 28 giorni dal trattamento. Sia I'infusione delle ASC-GK che quella
delle ASC-WT era associata ad un incremento dell’espressione dell’isoforma endoteliale della sintasi dell’ossido nitrico
eNOS e ad una speculare riduzione dei livelli dell'isoforma neuronale nNOS. Sia le ASC-GK che le ASC-WT inducevano
inoltre un aumento dei livelli del marker endoteliale Cd31, anche se l'incremento era significativamente maggiore con
le ASC-WT.
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Figura2 @ Livelli di espressione del marker endoteliale Cd31, delle isoforme endoteliale (eNOS/Nos3) e neurona-
le (NNOS/Nos1) della sintasi dell’ossido nitrico in animali di controllo (non iniettati=SHAM o iniettati con soluzione
salina=PBS) ed in animali infusi con ASC-WT e ASC-GK
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cace per la disfunzione erettile; in futuro, quindi sarebbe possibile ipotizzare un trapianto autologo di ASC in pazienti
diabetici per il trattamento di questa ed altre complicanze.
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ABSTRACT

Type1diabetes (TiD) and type 2 diabetes (T2D) are two distinct diseases, with different etiology and pathogenesis, but with a common outcome
(hyperglycemia), caused by almost complete loss of or reduced 6-cell functional mass, respectively. Although the causes that lead to 6-cell failure
are different (typically immune-mediated for TiD, while related to metabolic stress for T2D), the underlying molecular pathways are somewhat
similarin both forms of diabetes. In this review we try to highlight common molecular mechanisms of 6-cell damage in TiD and T2D, which could
suggest new promising common therapeutic targets.

KEYWORDS
Pancreatic 6-cell; type1 diabetes; type 2 diabetes; 8-cell dysfunction; 8-cell functional mass.

INTRODUZIONE

I1 Diabete Mellito di Tipo 1 (DMT1) e di Tipo 2 (DMT2) sono da sempre considerate due patologie distinte per eziologia
e per patogenesi, ma accomunate da uno stesso fattore patogenetico che ne determina I'insorgenza e 'evoluzione: la
progressiva perdita di massa e funzione delle B-cellule pancreatiche, che si verifica in seguito a processi di morte cellu-
lare e difetti secretori, esitando nell'iperglicemia, outcome clinico comune. Se nel DMT1 questa perdita é mediata dal
sistema immunitario ed é quasi totale, nel DMT2 essa é dovuta principalmente a uno stress di natura metabolica, di
grado variabile e associata a insulino-resistenza periferica (1) (Fig. 1).

Il DMT1 e infatti una patologia autoimmune nella quale le cellule del sistema immunitario, riconoscendo come estra-
nei antigeni presenti sulle B-cellule pancreatiche, si infiltrano nell’isola e secernono localmente citochine pro-in-
fiammatorie, dando luogo ad un processo infiammatorio definito insulite, che inizia e sostiene la distruzione e la
disfunzione delle B-cellule (2). Questi eventi si verificano in soggetti geneticamente predisposti e sono innescati o
accelerati da agenti ambientali (ad esempio infezioni virali, dieta, tossine) (2-3). Nel DMT2, invece, il danno p-cellulare
puo essere determinato da diversi fattori metabolici, primi tra tutti 'infiammazione cronica sistemica di basso grado,
I'iperglicemia e I'iperlipidemia che conseguono alle condizioni di obesita e insulino-resistenza (4-5). Lobesita, infatti,
é caratterizzata dalla saturazione della normale capacita del tessuto adiposo di immagazzinare un eccesso di triglice-
ridi, colesterolo e acidi grassi liberi derivati dalla dieta. Questo determina un aumento dei livelli plasmatici di lipidi e
il loro accumulo ectopico in diversi tessuti, compreso il pancreas (6). A seconda della diversa suscettibilita genetica esi-

125



MEDICINA TRASLAZIONALE

stente tra gli individui, I'eccesso di grassi puo portare all'accumulo di derivati metabolici tossici per le -cellule (ad es.
ceramidi, diacilglicerolo e acil-coA), una condizione definita lipotossicita (6). Lobesita é inoltre spesso caratterizzata
da uno stato infiammatorio cronico di basso grado del tessuto adiposo, che favorisce l'insulino-resistenza e la produ-
zione di citochine pro-infiammatorie (adipochine) che possono essere rilasciate in circolo e raggiungere il pancreas.
D’altro canto, l'iperglicemia derivante dalla condizione di insulino-resistenza, legata o meno all’obesita, puo essere a
sua volta deleteria per le B-cellule pancreatiche (glucotossicita), in quanto in grado di alterare la produzione e la secre-
zione di insulina e causare perdita di massa -cellulare (7-8). Glucotossicita e lipotossicita possono agire in maniera
sinergica definendo il fenomeno della gluco-lipotossicita (9).

In questo articolo cercheremo di analizzare i diversi aspetti della disfunzione p-cellulare nel DMT1 e nel DMT2, cercan-
do di individuare meccanismi comuni di danno che potrebbero suggerire nuovi promettenti target terapeutici comuni
a entrambe le forme di diabete.

LA MASSA FUNZIONALE B-CELLULARE NEL DMT1E NEL DMT2

Sezioni di pancreas provenienti da pazienti con DMT1 e analizzate in immunoistochimica mostrano isole pancreatiche
caratterizzate da un numero ridotto di B-cellule, una importante riduzione dell'area p-cellulare totale e un aumento
deilivelli di apoptosi (10). Le cellule insulino-positive sono spesso disposte singolarmente o in piccoli gruppi all'interno
del tessuto e non é raro osservare lobuli pancreatici che ne sono completamente privi (10). Analisi di imaging del pan-
creas in vivo, effettuate con l'uso di un agonista del recettore GLP-1 (Glucagon-Like Peptide 1) radiomarcato, confermano
la presenza di una ridotta massa insulare in soggetti con DMT1 (11). Il tasso di perdita di massa p-cellulare nel DMT1
é variabile, con alcuni pazienti che sperimentano una perdita rapida (in particolare i neonati e i bambini), mentre in
altri pazienti la perdita é relativamente lenta (principalmente negli adulti) (12-13). Sebbene esista una notevole etero-
geneita, probabilmente dovuta al fatto che la perdita di $-cellule non ¢ omogenea nel pancreas ma lobulo-dipendente,
é stato stimato che la perdita di massa B-cellulare nel DMT1 non é sempre assoluta. In media, il 20% della massa é
ancora presente nei pazienti di nuova diagnosi (10, 14-16), mentre esiste un ampio consenso sul fatto che 1'85-95% della
massa [3-cellulare venga persa nel DMT1 di lunga durata (17-18), sebbene molti individui conservino un numero mode-
sto di cellule insulino-positive residue per molti anni (15-16). A conferma di cio, Campbell-Thompson et al. (18) hanno
riportato la presenza di cellule insulino-positive nella totalita dei donatori con DMT1 e insulite (associata a recente
insorgenza di DMT1) e nell’8% dei donatori con DMT1 senza insulite, quindi verosimilmente in uno stadio pit avanzato
della patologia. Parallelamente, una sistematica valutazione all'interno del biorepository Network for Pancreatic Organ Donors
with Diabetes (nPOD) ha riportato che, sebbene in generale la massa B-cellulare sia ridotta di circa il 9o% nelle isole di
pazienti con DMT1 rispetto ai controlli, essa é ancora presente in quantita residue nel 64% di donatori con durata media
del diabete di 8 anni (19).

Anche le isole pancreatiche dei pazienti con DMT2 mostrano un contenuto di insulina ridotto (20-21), sebbene esse non
siano mai completamente prive di insulina, come invece si puo osservare nel DMT1. Inoltre, i soggetti con DMT2 mo-
strano una riduzione del volume delle -cellule pancreatiche e una maggiore frequenza di apoptosi B-cellulare rispetto
ai soggetti non diabetici (22). Diversi gruppi di ricerca hanno riportato che la massa delle B-cellule é ridotta del 24-65%
nei pazienti con DMT2 e che le isole di tali pazienti sono piu piccole di circa il 50% rispetto ai controlli non diabetici
(22-24).

Oltre alla ridotta massa, sia nel DMT1 che nel DMT2, le B-cellule pancreatiche sono caratterizzate anche da difetti di
funzione, ossia ridotta capacita di produrre, immagazzinare e rilasciare insulina in concentrazioni sufficienti per
garantire l'euglicemia (25). Un interessante lavoro pubblicato nella rivista Diabetes nel 2015 dimostra, ad esempio, che
isole pancreatiche isolate da pazienti con DMT1 all’esordio sono caratterizzate da una ridotta capacita di secernere in-
sulina in risposta al glucosio, rispetto a isole di soggetti non diabetici. E interessante sottolineare che le isole di alcuni
pazienti con DMT1 possono recuperare la propria capacita secretoria se coltivate per alcuni giorniin vitro, al di fuori del
milieu diabetico e quindi “libere” dall'infiltrazione del sistema immunitario (26).
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Il calo della funzionalita B-cellulare e la conseguente secrezione anomala di insulina possono verificarsi molto prima
della diagnosi di DMT1 (27-29) e possono essere gia presenti in soggetti con normale tolleranza al glucosio orale (12, 30-
33). Il declino della capacita secretoria B-cellulare é graduale: esso inizia almeno 2 anni prima della diagnosi, accelera
in prossimita della stessa e nel primo periodo post-diagnostico e puo continuare per anni dopo la diagnosi (33-36). Tut-
tavia, bassi livelli di insulina sono ancora rilevabili nella maggior parte dei pazienti anche dopo 30 anni di DMT1 (37).
Analogamente, le isole di pazienti con DMT2 mostrano una alterata funzione secretoria, in particolare in risposta al
glucosio, rispetto a isole di soggetti non diabetici (38). Tuttavia, diversamente dalle isole di soggetti con DMT1, le isole
di pazienti con DMT2 sembrerebbero mantenere i difetti molecolari e funzionali anche quando rimosse dall'ambiente
diabetogeno. La capacita funzionale delle $-cellule é gia ridotta nei pazienti con intolleranza al glucosio (IGT) e ancor di
pit nei soggetti con DMT2 (39). Secondo lo studio UK Prospective Diabetes Study (40), la funzione delle B-cellule nei pazienti
con DMT?2 potrebbe essere ridotta del 50% alla diagnosi con un calo del 5% per ogni anno successivo, suggerendo che il
deterioramento funzionale inizia diversi anni prima dell'insorgenza della malattia. Tuttavia, in specifici pazienti con
DMT2, la progressione é inspiegabilmente pit rapida, probabilmente a causa dell’eterogeneita genomica ed epigenomi-
ca tra gli individui, ad oggi non ancora ben definita.

PERDITA DELLA MASSA FUNZIONALE B-CELLULARE NEL DMT1 E NEL DMT2: QUALI SONO | FENOMENI
BIOLOGICI ALLA BASE?

La massa B-cellulare é finemente regolata dall’equilibrio tra perdita di -cellule e formazione di nuove B-cellule. Nella
storia del fallimento B-cellulare, il deficit di massa é stato a lungo proposto come una conseguenza della morte delle
B-cellule per apoptosi. Infatti, e stato dimostrato che I'apoptosi B-cellulare & aumentata nei pazienti con DMT1 (41-42)
e nei pazienti con DMT2, mentre né la replicazione né la neogenesi delle B-cellule sono ridotte (22). Tuttavia, questo
principio é stato recentemente messo in discussione da studi condotti principalmente su modelli animali, i quali
suggeriscono che il deficit di massa potrebbe essere dovuto piuttosto al verificarsi di fenomeni di dedifferenziazione o
transdifferenziazione delle B-cellule, come vie alternative per prevenire una perdita irreversibile di massa (43-44). Per
dedifferenziazione si intende la regressione delle -cellule ad uno stato meno maturo o addirittura simile a quello di
precursore cellulare, che porta alla perdita di componenti chiave dei meccanismi molecolari responsabili della fun-
zione ottimale delle B-cellule, in termini di secrezione di insulina (43). La dedifferenziazione é stata proposta come
fattore di perdita di B-cellule funzionali sia nel DMT1 che nel DMT2 (45-48). Per transdifferenziazione si intende invece
l'acquisizione, da parte delle B-cellule, delle caratteristiche fenotipiche di altri tipi di cellule endocrine del pancreas
(principalmente B-cellule nell'uomo e B-cellule nei roditori) (43). Anche la transdifferenziazione é stata proposta come
fattore di perdita di B-cellule funzionali sia nel DMT1 che nel DMT2 (46-47) e, in quest’ultimo caso, essa potrebbe spie-
gare 'aumento della massa delle a-cellule che di solito accompagna la diminuzione della massa B-cellulare. Non sono
tuttavia noti l'entita con la quale tali eventi si verificano in ciascuna delle due condizioni patologiche e 'eventuale
reversibilita degli stessi, con conseguente riacquisizione di funzione secretoria delle B-cellule pancreatiche. E stato
stimato che la dedifferenziazione nel DMT2 possa essere responsabile di appena il 2% della perdita di -cellule, mentre
soloil 3-4% delle B-cellule transdifferenzia in a-cellule (47-49). Si tratta di una bassa percentuale rispetto a una riduzio-
ne della massa funzionale delle B-cellule di circa il 90% nel DMT1 e del 50-60% nel DMT2. Pertanto, resta da capire quan-
to siano cruciali questi processi nel fallimento B-cellulare durante il diabete. E verosimile che I'apoptosi contribuisca
in modo preponderante alla perdita della restante percentuale di B-cellule. Tuttavia, I'apoptosi puo essere difficile da
rilevare in vivo poiché le cellule immunitarie vicine al sito di danno sono in grado di eliminare rapidamente le cellule
apoptotiche, portando pertanto ad una sottostima dei livelli di apoptosi.

Un altro evento che porta alla compromissione della massa funzionale B-cellulare & la senescenza, ossia uno stato
permanente di arresto del ciclo cellulare, che porta alla perdita dei marcatori specifici delle f-cellule e alla secrezione
di citochine pro-infiammatorie (50). Sebbene marcatori di senescenza (come la -galattosidasi e la proteina p16) siano
stati osservati sia nelle isole di pazienti con DMT1 che con DMT2 (51-52), non é chiaro se essa contribuisca effettiva-
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mente alla disfunzione delle B-cellule nel diabete (53-55). E tuttavia interessante notare che la clearance di p-cellule
senescenti in modelli murini di DMT1 riduce l'incidenza di diabete (51).

Anche la perdita di funzione B-cellulare puo dipendere da diversi fenomeni, quali 'alterata capacita delle B-cellule
pancreatiche di produrre insulina, di immagazzinarla nei granuli secretori e/o di rilasciarla, in risposta a diversi se-
cretagoghi (glucosio, incretine, amminoacidi) o, al contrario, 'alterata capacita di bloccare tali processi in risposta a
stimoli inibitori (56-57). La compromissione di questi eventi potrebbe alterare la capacita delle -cellule di funzionare
in maniera armonica e di rilasciare in circolo insulina in concentrazioni adeguate al mantenimento dell’omeostasi

glicemica.
PERDITA DI MASSA FUNZIONALE B-CELLULARE NEL DMT1 E NEL DMT2: DIFFERENZE E SOMIGLIANZE

Inflammazione

Linfiammazione ¢ un meccanismo chiave nella patogenesi del danno B-cellulare che caratterizza il DMTi, essendo
essa una patologia autoimmune, nella quale il sistema immunitario riconosce come estranei antigeni presenti sulla
superficie delle B-cellule pancreatiche, e attiva sistemi di distruzione delle stesse cellule (Fig. 1).

Le isole di pazienti con DMT1 sono solitamente caratterizzate dalla presenza di insulite, un processo di infiltrazione
di cellule immunitarie, soprattutto cellule T positive al CD8+ (Cluster of Differentiation 8), nell’isola pancreatica (58). Le
cellule immunitarie che circondano le isole pancreatiche secernono citochine, come IL-1B, IFN-y e TNF-a, in prossimi-
ta delle B-cellule e vengono reclutate e trattenute principalmente in risposta a fattori prodotti dalle stesse p-cellule.
Infatti, durante la fase di inizio del danno B-cellulare, le isole esprimono livelli elevati di chemochine, ad esempio
il (C-X-C motif) ligand (CXCL)10 (CXCL10), richiamando cellule immunitarie esprimenti il corrispondente recettore delle
chemochine, come il (C-X-C motif) Receptor 3 (CXCR3) (59). Inoltre, nel DMT1, le B-cellule iper-esprimono antigeni HLA di
classe I, che contribuiscono ulteriormente all’attivazione del sistema immunitario (58, 60). E interessante notare che
I'IFN-a, una citochina pro-infiammatoria espressa nelle isole umane di individui affetti da DMT1, induce un’espres-
sione di lunga durata di antigeni HLA di classe I nelle B-cellule del pancreas umano (61-62), suggerendo che la produ-
zione locale di citochine pro-infiammatorie possa iniziare e sostenere la distruzione immuno-mediata delle $-cellule.
Anche nelle isole dei pazienti con DMT2 ¢ stato osservato un aumento del numero di alcune cellule del sistema immu-
nitario, in particolare di macrofagi, tuttavia siamo molto lontani dai livelli di insulite osservati nelle isole dei pazienti
con DMT1 (63). A conferma di questo, un recente confronto tra trascrittomi di -cellule ottenute da donatori con DMT1
0 DMT2, rispetto a trascrittomi di isole umane esposte alle citochine pro-infiammatorie IL-1p e IFN-y, mostra una forte
sovrapposizione tra il trascrittoma di isole esposte a citochine e isole di pazienti con DMT1, ma nessuna o una margi-
nale sovrapposizione tra il trascrittoma di isole esposte a citochine e isole di pazienti con DMT2. Questi dati conferma-
no che la componente infiammatoria é evidente nel DMT1, mentre é marginale nel DMT2 (49).

Una differenza sostanziale nel danno B-cellulare indotto da citochine pro-infiammatorie nel DMT1 e nel DMT2 po-
trebbe risiedere nella sede di produzione di tali citochine e nella dinamica della loro secrezione. Infatti, mentre la
produzione di citochine pro-infiammatorie e localizzata principalmente a livello pancreatico nel DMT1, nel DMT2 esse
possono derivare dalle stesse cellule insulari, da macrofagi e altre cellule immunitarie all'interno dell’isola, ma an-
che dal tessuto adiposo attraverso la circolazione sistemica (adipochine) (64). E il caso, ad esempio, della citochina
pro-infiammatoria TNF-«, che nel DMT1 é prodotta localmente nell'ambito dell'insulite, mentre nel DMT2 viene se-
creta dal tessuto adiposo e raggiunge le B-cellule mediante il flusso ematico. Inoltre, mentre nel DMT1 questa e altre
citochine sono localmente e continuamente espresse e secrete nei pressi delle B-cellule, dove possono accumularsi in
grandi quantita, nel DMT2 le citochine pro-infiammatorie provenienti dal tessuto adiposo potrebbero non raggiungere
concentrazioni elevate e significative per un adeguato periodo di tempo a livello delle isole pancratiche o non essere
circondate da un milieuinflammatorio tale da renderle realmente dannose (64-65).
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Figura1 @ La perdita di massafunzionale B-cellulare rappresenta un evento necessario e precoce nella patogenesi
del diabete mellito di tipo 1 e tipo 2. (A)

Le citochine pro-inflammatorie e I'insulto immunitario sono i principali responsabili della disfunzione e della morte delle B-cellule
pancreatiche nel diabete mellito di tipo 1 e determinano la perdita quasi completa della massa B-cellulare. (B) Nel diabete mellito
di tipo 2, la perdita di massa funzionale B-cellulare € un evento al quale concorrono processi eziologici multipli e potrebbe essere
il risultato di un‘alterazione multi-organo. Specificatamente, la disfunzione del tessuto adiposo (eccessivo rilascio di acidi grassi
in circolo e alterazione del pattern secretorio delle adipochine) e del muscolo scheletrico (alterata secrezione di miochine, tra cui
I'irisina), insieme ai difetti dell'asse incretinico (alterata azione insulinotropica del GLP-1) concorrono al danno B-cellulare. In questo
caso, lariduzione della massa funzionale B-cellulare é parziale e di grado variabile
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Stress del reticolo endoplasmatico

Lo stress del reticolo endoplasmatico (RE) ricopre un ruolo centrale nella disfunzione delle B-cellule pancreatiche sia
nel DMT1 che nel DMT2, in quanto ¢ in grado di determinare sia deficit secretorio che apoptosi B-cellulare (66). Esso si
verifica quando la necessita di produrre ed elaborare nuove proteine eccede la fisiologica capacita di sintesi del RE, por-
tando all'accumulo di proteine unfolded o misfolded che innesca una risposta adattiva chiamata Unfolded Protein Response
(UPR) o risposta allo stress del RE (67). Lo scopo dell’'UPR é quello di ripristinare il normale funzionamento del RE, ri-
ducendo il tasso di traduzione proteica della cellula, aumentando le dimensioni del RE, incrementando la produzione
di chaperon molecolari e promuovendo la degradazione delle proteine mal ripiegate (49). Per via del loro peculiare ruolo
di cellule secernenti insulina, le B-cellule pancreatiche sono caratterizzate da un’elevata capacita biosintetica e sono
estremamente dipendenti dal corretto funzionamento del loro RE, dove viene sintetizzata la proinsulina. Infatti, per
garantire la normoglicemia, la sintesi della proinsulina deve costantemente far fronte al fabbisogno oscillatorio di
insulina; quando la richiesta di insulina supera la capacita delle B-cellule di sintetizzare proinsulina (per esempio in
condizioni di stress metabolico o iperglicemia cronica), esse diventano estremamente suscettibili allo stress del RE.
Le vie di segnale che portano all’attivazione dello stress del RE nelle B-cellule pancreatiche sono differenti nel DMT1 e
nel DMT2 [per un approfondimento, fare riferimento a (66)]. In primo luogo, esso é innescato da una cronica esposizio-
ne delle B-cellule pancreatiche ad alti livelli di citochine pro-infiammatorie nel DMT1i, e da stimoli gluco-lipotossici
nel DMT2 (49). Nel primo caso, lo stress del RE viene attivato dall’azione delle citochine sui recettori Inositol-Requiring
protein-1 (IRE-1), mentre, nel DMT2, viene principalmente attivata la via mediata dall’asse Protein Kinase RNA (PKR)-like ER
kinase (PERK) - eukaryotic translation initiation factor 2 (elF2)x (49). Tuttavia, queste due diverse vie di segnalazione conver-
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gono nell’attivazione di mediatori comuni e possono essere interscambiabili tra loro. In due differenti pubblicazioni
(68-69), abbiamo dimostrato che la stress chinasi ¢-Jun N- terminal Kinase (JNK), generalmente considerata un mediatore
dell'apoptosi indotta dall’attivazione di IRE-1 da parte delle citochine (70), € attivata in egual misura dal TNF-a (68) e
dall’acido grasso saturo palmitato (69), e che I'inibizione dell’attivazione di JNK (ottenuta mediante I'uso dell'inibitore
chimico SP600125) previene I'apoptosi B-cellulare indotta da entrambi gli stimoli stressogeni (68-69).

L'importanza dello stress del RE nella patogenesi del danno B-cellulare é confermata dal fatto che numerose forme di
diabete monogenico derivano da mutazioni in geni che codificano per proteine coinvolte nello stress del RE e/o nell'U-
PR (per esempio, ATF6, DNAJC3, EIF2AK3, EIF2S3, HNF1a, IER3IP1, PPP1R15B, WSF1/2, XBP1) (66). Inoltre, i markers
dello stress del RE (dei i quali la proteina C/EBP homologous protein [CHOP] e il principale rappresentante) risultano iper-
espressi nelle isole pancratiche di pazienti con DMT1 (71) e DMT2 (72).

Oltre alla proinsulina, le B-cellule producono e secernono anche elevate quantita di polipeptide amiloide (Islet Amyloid
PolyPeptide, IAPP), una proteina con importanti funzioni regolatorie a livello pancreatico (inibizione della secrezione di
insulina e glucagone) ed extra-pancreatico (azione essenzialmente anoressizzante) (73). Un’incrementata biosintesi di
insulina é solitamente associata a un’iper-espressione di IAPP. Poiché 'TAPP e un polipeptide con una spiccata tenden-
za a formare aggregati (depositi di amiloide), il suo accumulo nel RE rappresenta una delle principali cause di stress
del RE (73). Laccumulo di aggregati di amiloide & generalmente considerato come una caratteristica tipica delle isole
pancreatiche dei pazienti con DMT2 (22), nelle quali induce I'apoptosi p-cellulare mediata dal RE (72). Tuttavia, recen-
temente, accumuli di amiloide sono stati riscontrati anche in isole pancreatiche di pazienti affetti da DMT1, sebbene
esso venga indicato come un evento non frequente e i riferimenti in letteratura siano ancora scarsi (74-75).

L'evidenza che lo stress del RE ricopre un ruolo cruciale nella disfunzione e nell’apoptosi B-cellulare é confermata dal
fatto che alcune nuove molecole o farmaci gia in commercio, in grado di prevenirlo, si sono rivelate efficaci nel tratta-
mento del diabete mellito (49). E il caso degli chaperon molecolari taurine-conjugated ursodeoxycholic acid derivative (TUDCA,
gia usato per il trattamento delle patologie epatiche) e sodium phenylbutyrate, per i quali e stata dimostrata la capacita di
proteggere le B-cellule pancreatiche dal danno indotto dalle citochine pro-infiammatorie e dalla lipotossicita, rispetti-
vamente (49, 66). Tuttavia, queste molecole sembrerebbero poter agire solo in uno stato di prediabete, senza possibilita
di azione nel diabete conclamato.

Stress ossidativo

Le B-cellule pancreatiche sono tra le cellule metabolicamente piu attive dell'organismo e sono particolarmente dipen-
denti dal metabolismo ossidativo per la sintesi di ATP, in particolare a elevate concentrazioni di glucosio (76). Inoltre,
ad alti livelli di glucosio, un elevato consumo di ossigeno é fondamentale per la corretta stimolazione della secrezione
insulinica (77). Nonostante l'elevata attivita metabolica, che inevitabilmente porta alla produzione di specie reattive
dell’ossigeno (ROS) come sottoprodotto della respirazione mitocondriale, nelle B-cellule gli enzimi coinvolti nella dife-
sa antiossidante sono presenti a livelli insolitamente bassi (78). Questo squilibrio rende le B-cellule altamente suscet-
tibili a danni indotti dallo stress ossidativo.

Lo stress ossidativo e un meccanismo di danno B-cellulare ampiamente documentato nel DMT2 (79). Linfiammazione
cronica associata all'obesita, la gluco-lipotossicita, 'insulino-resistenza sono infatti tutti fattori che sovraccaricano
di lavoro la B-cellula e pertanto promuovono e sostengono lo stress ossidativo (80). Tuttavia, lo stress ossidativo svolge
un ruolo importante anche nella patogenesi del DMT1 (79). I radicali liberi e i ROS, secreti dalle cellule del sistema im-
munitario oppure prodotti direttamente dalle B-cellule in risposta all’esposizione alle citochine pro-infiammatorie,
contribuiscono alla distruzione delle B-cellule nel DMT1 (81-82). Infatti, I'utilizzo di molecole antiossidanti o di scaven-
gers preserva la massa funzionale B-cellulare in modelli murini di DMTz (82-83). E interessante sottolineare che l'iper-
espressione di geni antiossidanti in topi NOD impedisce la distruzione immuno-mediata delle -cellule senza pero
ridurre I'infiltrazione delle isole pancreatiche da parte del sistema immunitario (84).

P66 & una proteina ampiamente coinvolta nella regolazione dello stress ossidativo, nell’apoptosi cellulare e nella re-
golazione della longevita (8s). Il suo ruolo ¢ stato studiato in diversi sistemi cellulari, in relazione a patologie correlate
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allo stress ossidativo e all’eta. La sua attivazione, ottenuta mediante la fosforilazione del residuo aminoacidico Serss,
risulta determinante nella disfunzione cellulare indotta da vari stimoli, in diversi organi e tessuti (86-87), inclusi il
pancreas endocrino e in particolare le -cellule pancreatiche (88). In un nostro lavoro (88), abbiamo dimostrato che
il palmitato determina un aumento dell’espressione genica e proteica di p66°", mediata dall’attivazione del fattore
di trascrizione ps3, cosi come un aumento della fosforilazione di p66s* a livello della Ser:, mediata dall’attivazione
della proteina JNK, sia in isole pancreatiche umane e murine che in cellule insulino-secernenti di ratto INS-1E; l'in-
cremento dell’espressione e dell’attivazione di p66°* indotta dagli acidi grassi saturi provoca un aumento dell’apoptosi
B-cellulare, parzialmente mediata da un incremento della produzione dei ROS intracellulari. Allo stesso modo, in
cellule INS-1E, livelli cronicamente elevati di glucosio aumentano l'espressione proteica di p66s* e la sua attivazione,
determinando apoptosi p-cellulare. A conferma del ruolo pro-apoptotico di p66° nelle -cellule esposte ad acidi gras-
si, l'espressione genica di p66saumenta significativamente nelle isole pancreatiche di topi nutriti con una dieta ad
alto contenuto di grassi, rispetto a topi nutriti con dieta standard, e in isole pancreatiche di pazienti obesi rispetto a
soggetti magri. aumento dell’espressione di p66° nelle isole di pazienti obesi correla con l'incrementata espressione
dei principali marker di apoptosi (BAX, caspasi 3 e citocromo c) (88). Inoltre, abbiamo recentemente dimostrato che
p66°t é in grado non solo di provocare danno di vitalita, ma anche danno di funzione p-cellulare: essa infatti media
I'insulino-resistenza B-cellulare indotta dall’eccesso di acidi grassi saturi, con effetti sulla capacita dell'insulina di
promuovere la propria biosintesi e secrezione (89).

Oltre che dalla gluco-lipotossicita, tipica del DMT2, diversi studi hanno dimostrato che l'attivazione di p665™ puo es-
sere mediata anche da altri stimoli stressogeni che concorrono alla patogenesi sia del DMT1 che del DMT2. Tra questi
stimoli ritroviamo le citochine pro-infiammatorie, I'inflammazione (90-92) e 'accumulo di amiloide (93-94). Questi
dati, sebbene da confermare in p-cellule pancreatiche in quanto ottenuti in sistemi cellulari diversi, suggerirebbero
chel’attivazione di p66° possa rappresentare un mediatore di disfunzione B-cellulare in entrambe le forme di diabete.

Incretino-resistenza

11 GLP-1 e il GIP (Clucose-dependent Insulinotropic Polypeptide) sono i principali ormoni incretinici secreti dalle cellule endocrine
dell'intestino in risposta all'ingestione di nutrienti. Essi svolgono importanti ruoli fisiologici e in particolare esercitano
un’azione diretta sulle B-cellule pancreatiche, determinando un potenziamento della secrezione insulinica glucosio-
stimolata. In numerosi studi della letteratura é stato dimostrato che, nelle p-cellule pancreatiche, l'attivazione del recet-
tore del GLP-1 determina una maggiore sensibilita al glucosio, attiva processi di neogenesi e proliferazione -cellulare,
promuove la trascrizione del gene della proinsulina, mentre riduce i livelli di apoptosi delle -cellule (95). Diversi studi
condotti ex vivo su isole pancreatiche umane esposte a diversi stimoli dannosi (lipotossicita, glucotossicita, citochine
pro-infiammatorie) hanno confermato che il CLP-1 e i suoi analoghi sono in grado di ripristinare e preservare la massa
funzionale delle B-cellule pancreatiche (95). Per esempio, in uno studio pubblicato nel 2013 (69), abbiamo dimostrato che
I'analogo del GLP-1, exendin-4, é in grado di prevenire 'apoptosi indotta dall’esposizione a elevati livelli di palmitato, ini-
bendo la capacita dell’acido grasso di attivare le stress chinasi JNK e p38 MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), attraverso
una riduzione del recettore degli acidi grassi a media/lunga catena GPR4o (G-Protein-coupled Receptor 40).

Alla luce di questi dati, un meccanismo di danno B-cellulare tipico del DMT2 é rappresentato dall'incretino-resistenza
indotta dall’esposizione cronica ad alti livelli di acidi grassi saturi e/o glucosio. I pazienti con obesita e/o DMT2 gene-
ralmente mostrano una azione incretinica alterata (96-98), sebbene la secrezione di GLP-1 e GIP non sempre sia signi-
ficativamente ridotta (99, 100), suggerendo l'esistenza di alterazioni a livello di segnale intracellulare. Infatti, I'espo-
sizione cronica di B-cellule ad alti livelli di acido grasso saturo palmitato e in grado di ridurre la capacita dell’exendin-4
di promuovere la biosintesi e la secrezione di insulina attraverso una ridotta espressione del recettore del GLP-1 sulla
superficie delle B-cellule pancreatiche (101).

Sebbene studi recenti suggeriscano la possibilita di utilizzare gli analoghi del GLP-1 come terapia adiuvante anche
nel DMT1 (102), al meglio delle nostre conoscenze non esistono studi che individuino nella ridotta azione degli ormoni
incretinici sulle B-cellule pancreatiche un possibile meccanismo di danno B-cellulare nel DMT1.
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Irisina

L'irisina ¢ una miochina di 112 aminoacidi (~12 KDa), derivante dal clivaggio della porzione extracellulare N-terminale
della proteina di membrana protein fibronectin type Il domain containing protein 5 (FNDCs), secreta principalmente dal mu-
scolo scheletrico in seguito ad attivita fisica e in grado di favorire il browning del tessuto adiposo bianco e la termogenesi
(103). Numerosi studi hanno esplorato le proprieta pleiotropiche dell’irisina, dimostrando il suo ruolo fondamentale
nella regolazione del metabolismo energetico, agendo su diversi tessuti e intervenendo in numerose vie biochimiche
(104). In particolare, l'irisina promuove I'assorbimento e l'utilizzo/immagazzinamento del glucosio nel muscolo sche-
letrico e nel tessuto adiposo, riduce la produzione epatica di glucosio, la glicogenolisi, la lipogenesi e I'adipogenesi,
mentre promuove la lipolisi e l'ossidazione degli acidi grassi (104). Inoltre, I'irisina esercita effetti cardiovascolari be-
nefici e favorisce il dimagrimento, probabilmente attraverso un’ azione diretta sulla regolazione ipotalamica del food
intake (104-105).

In un precedente lavoro, abbiamo dimostrato che l'irisina protegge le B-cellule pancreatiche e le isole pancreatiche
murine e umane dall’apoptosi indotta dall’palmitato, attraverso un meccanismo che coinvolge la via di segnale an-
ti-apoptotica AKT/Bcl-2 (Protein Kinase B/B-cell lymphoma-2) (106). Inoltre, I'irisina migliora la biosintesi e la secrezione
dell'insulina, in modo PKA/CREB (Protein Kinase A/cAMP Response Element-Binding protein)-dipendente, e promuove la pro-
liferazione delle B-cellule attraverso l'attivazione della via di ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase)-1/2 (106). Quando
somministrata in vivo, l'irisina migliora la secrezione di insulina stimolata dal glucosio e aumenta il contenuto di
insulina, la massa B-cellulare e la proliferazione in topi sani (106). E importante sottolineare che l'irisina stimola la
secrezione di insulina solo in condizioni di alto glucosio, riducendo al minimo il rischio di ipoglicemia (106). Allo stes-
somodo, Liu et al. hanno dimostrato che l'irisina aumenta significativamente la proliferazione delle cellule INS-1 tra-
mite l'attivazione di ERK e p38 MAPK, protegge le cellule dall’apoptosi indotta da glucotossicita e migliora la funzione
delle B-cellule pancreatiche in un modello di ratto di DMT2 (107). Inoltre, nelle cellule INS-1E e nelle isole isolate da topi
C57BL/6 esposti a condizioni gluco-lipotossiche, I'irisina migliora 'espressione dei geni correlati alla sopravvivenza e
alla funzione delle B-cellule, prevenendo cosi l'apoptosi indotta dalla gluco-lipotossicita e ripristinando la capacita se-
cretoria dell'insulina (108). Questi effetti dipendono dall’attivazione del’AMPK (Adenosine Monophospate-activated Protein
Kinase), dalla soppressione dell’espressione di geni lipogenici e dalla conseguente ridotta sintesi e accumulo intracellu-
lare di acidi grassi/trigliceridi (108).

E importante sottolineare che i livelli di irisina sono piti alti in corso di obesita (109-110) e correlano positivamente con i
marker di adiposita (111-112), probabilmente riflettendo una un aumento compensatorio in risposta alle anomalie me-
taboliche e all'insulino-resistenza. Al contrario, numerosi studi, comprese diverse meta-analisi, hanno dimostrato
cheilivelli diirisina sono significativamente ridotti nei pazienti con DMT2 (110, 113-116), probabilmente a causa di una
perdita della risposta compensatoria dovuta a una maggiore compromissione metabolica. D’altronde, la somministra-
zione esogena di irisina migliora la tolleranza al glucosio e la sensibilita all'insulina e aumenta il dispendio energetico
sia nei topi obesi che in quelli diabetici (104).

Se la riduzione dei livelli circolanti di irisina puo rappresentare un nuovo meccanismo di disfunzione p-cellulare nel
DMT?2, lo stesso non si puo dire per il DMT1. A tal proposito, diversi lavori hanno dimostrato che i livelli di irisina pos-
sono essere aumentati nei pazienti con DMT1 (117-119). Sebbene non si conoscano i reali motivi di tale aumento, questi
dati sembrano confermare che mentre la perdita della massa funzionale nel DMT2 é influenzata dall’azione di fattori
provenienti da diversi organi e tessuti (Fig. 1), nel DMT1 i meccanismi di danno sembrerebbero essere circoscritti al
microambiente insulare,.

CONCLUSIONI
La perdita della massa funzionale B-cellulare rappresenta l'evento centrale nella patogenesi sia del DMT1 che del DMTz2.
Sebbene le cause che portano a questa disfunzione siano diverse nelle due forme di diabete (mediata dal sistema im-

munitario e dalle citochine pro-infiammatorie nel DMT1; prevalentemente associata allo stress metabolico, e in mi-
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Figura2 @ Sebbene le cause che portano al fallimento B-cellulare siano diverse (immuno- e citochine-mediate per il
diabete mellito di tipo 1, legate allo stress metabolico, e in misura minore alle citochine pro-inflammatorie, peril diabete
mellito di tipo 2), le vie che portano alla perdita di massa funzionale B-cellulare, tramite fenomeni di apoptosi, sene-
scenza, alterata differenziazione e deficit secretori, sono simili in entrambe le forme di diabete e includono accumulo di
amiloide, stress del reticolo endoplasmatico e stress ossidativo. RE, reticolo endoplasmatico
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sura minore alle citochine pro-infiammatorie, nel DMT2), le risposte molecolari messe in atto dalla B-cellula possono
essere molto simili e comprendono I'infiammazione, lo stress del RE, 'accumulo intra-insulare di amiloide e lo stress
ossidativo. Questi eventi biologici portano a deficit secretorio e perdita di massa p-cellulare (apoptosi, trans e dediffe-
renziamento, senescenza) (Fig. 2). Altri meccanismi di danno, fra cui I'alterata azione di ormoni extra insulari sulla
B-cellula pancreatica (ridotta azione degli ormoni incretinici e dell’irisina) sono tipici del DMT2 e, ad oggi, non riscon-
trati nel DMT1.

La presenza di meccanismi condivisi nel fallimento B-cellulare nel DMT1 e DMT2 suggerisce la possibilita di indivi-
duare nuovi target e nuove strategie farmacologiche comuni a entrambe le forme di diabete (come nel caso dei nuovi
farmaci che mirano a inibire lo stress del RE).

In conclusione, la disfunzione B-cellulare nel DMT1 e nel DMT2 presenta sicuramente molte differenze, ma anche nu-
merosi punti in comune (Fig. 2).
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Verso una nuova fonte di
B-cellule per la cura del
diabete mellito di tipo1.
Towards a new source of 6-cells for
the cure of type1 diabetes

ABSTRACT

Pluripotent stem cells are the best candidates for a renewable and
infinite source of 6-cells suitable for a future application in cell ther-
apy for type 1 diabetes. Obtaining a cellular product that is safe and
functional is becoming urgent, as the first clinical trials using stem
cell-derived G cells are ongoing. This review summarizes the current
strategies applied in the field of stem cell derived-G cells to improve in
vitro differentiation and to solve the problems of tumorigenicity and
immune rejection for a future stem cell based cell therapy.

KEYWORDS
iPSC, ESC, B-cell, differentiation, type1 diabetes, cell therapy.

INTRODUZIONE

Il Diabete Mellito di Tipo 1 (DMT1) & una malattia au-
toimmune che porta alla completa perdita delle B-cellule
producenti insulina a causa di un attacco da parte del
sistema immunitario. La terapia insulinica associata
all'utilizzo dei pitt moderni sensori di monitoraggio con-
tinuo del glucosio permette un controllo fine della gli-
cemia (1), ma non protegge il paziente da complicanze a
lungo termine quali nefropatia, angiopatia, retinopatia,
ictus e infarto (2). Il trapianto di pancreas o di isole da
donatore d’organo € un approccio che permette di ripor-
tareilivelli di glicemia nella norma e ridurre il rischio di
complicanze (3). Nel trapianto di isole, il pancreas del do-
natore viene digerito e le isole vengono disgregate (4) per
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poi essere trapiantate, tramite infusione in vena porta,
nel paziente ricevente. Questo approccio é pero limitato
dalla scarsita dei donatori d'organo e dalla necessita di
sottoporre il paziente a una terapia immunosoppressiva
avita (5-6).

Queste limitazioni potrebbero essere superate utilizzan-
do le cellule staminali come una nuova fonte infinita di
B-cellule. Una cellula staminale pluripotente (PSC) ha il
potere di auto-rinnovarsi e di poter diventare qualsiasi
cellula somatica del corpo, compresa la p-cellula. Ci sono
due principali fonti di cellule staminali pluripotenti, le
cellule staminali embrionali (ESC) e le cellule staminali
pluripotenti indotte (iPSC). Mentre le ESC derivano dalla
massa cellulare interna della blastocisti, le iPSC deriva-
no dalla riprogrammazione di cellule somatiche adulte
tramite l'espressione forzata di quattro fattori di trascri-
zione (7). I vantaggi principali dell'utilizzo delle iPSC ri-
spetto alle ESC, & che non hanno implicazioni etiche che
ne limitino l'utilizzo e che, derivando da cellule somati-
che adulte, potrebbero essere utilizzate per una terapia
autologa (7). Idealmente infatti, le iPSC potrebbero esse-
re generate da una cellula somatica adulta (del sangue,
della pelle) di un paziente con DMT1, differenziate poi
in cellule producenti insulina e trapiantate nello stesso
soggetto (Fig. 1). In questo articolo andremo a trattare le
attuali criticita presenti nei protocolli di differenziazio-
ne per la produzione di -cellule mature e funzionali da
ESC e iPSC, parleremo inoltre della loro possibile appli-



Figura1 @ Schema diterapia autologa con PSC.
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Le cellule somatiche del paziente vengono riprogrammate in iPSC e differenziate in vitro in B-cellule per poi essere trapiantate nello
stesso paziente. Si stanno apportando continui miglioramenti al processo di riprogrammazione, di differenziamento e nell'otteni-
mento diun prodotto cellulare migliore e pitisicuro peril trapianto. PSC=cellula staminale pluripotente; PEC=precursore pancreatico
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cazione in una terapia cellulare per il DMT1 affrontando
i problemi relativi alla sicurezza del prodotto cellulare
finale e del rigetto immunitario. Lottenimento di un pro-
dotto cellulare il pit possibile sicuro e funzionale sta di-
ventando impellente considerando lo sviluppo dei primi
studi clinici (NCTo3163511, NCT02239354 e NCT04786262)
condotti trapiantando le B-cellule derivate da ESC in pa-
zienti con DMT1 (8-9). Nel 2006, la scoperta delle iPSC ha
aperto nuove possibilita per l'utilizzo di cellule pluripo-
tenti nelle terapie cellulari (10). IPSC e ESC hanno molte
caratteristiche comuni, tra cui morfologia, pluripotenza,
auto-rinnovamento e profili di espressione genica. Dal
punto di vista del potenziale di differenziamento, sia le
ESC sia le iPSC hanno la capacita di differenziarsi in cel-
lule appartenenti ai tre foglietti embrionali, ectoderma,
mesoderma ed endoderma. Le due tipologie di staminali
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pluripotenti presentano entrambe svantaggi e vantaggi,
rendendo difficile la previsione su quale sara la fonte di
cellule pluripotenti migliore per una futura applicazione
nella terapia cellulare del diabete (11). Ad oggi, nessun
studio clinico e stato ancora condotto con B-cellule deriva-
te da iPSC nel campo del diabete.

DIFFERENZIAMENTO IN VITRO DI CELLULE STAMI-
NALI PLURIPOTENTI IN B-CELLULE PANCREATICHE

I protocolli di differenziamento pancreatico descritti fino
ad oggi mimano in vitro le fasi dello sviluppo del pancreas
embrionale passando dagli stadi di endoderma definiti-
vo, intestino primitivo, endoderma pancreatico (o proge-
nitore endocrino) fino allo stadio di B-cellula matura (Fig.

2).



AGGIORNAMENTO IN TEMA DI TECNOLOGIE

I primi tentativi di differenziamento verso lo stadio di
endoderma definitivo sono stati condotti da D’Amour
e colleghi, che nel 2005 per la prima volta sono stati in
grado di ottenere cellule di endoderma definitivo da ESC,
utilizzando l’Activina A, un membro della superfamiglia
TGF-B, che come Nodal é essenziale peril differenziamen-
to in endoderma (12). Nel 2006 fu ottenuta per la prima
volta una cellula insulino positiva differenziata in vitro
da ESC (13) e due anni piu tardi, nel 2008, furono ottenu-
te le prime cellule in grado di secernere insulina in vivo
(14). Ogni protocollo di differenziamento si basa sull'uti-
lizzo di specifiche citochine e modulatori del segnale che
vanno ad attivare o inibire pathways chiave dello svilup-
po del pancreas embrionale, come per esempio Transfor-
ming Growth Factor-6 (TGF-B), WNT, Fibroblast Growth Factors
(FGF), Bone Morphogenetic Protein (BMP) e Notch (13, 15-16).
Nel 2014 Melton e colleghi riportano per la prima volta un
protocollo di differenziazione 3D in vitro in larga scala,
in grado di generare centinaia di milioni di p-cellule da
ESC. Queste nuove B-cellule (denominate SC-B) esprimo-
no marcatori tipici delle p-cellule mature (PDX1, NKX6.1,
C-Peptide), immagazzinano correttamente l'insulina
in granuli secretori e secernono quantita di insulina in
risposta al glucosio paragonabili alle B-cellule adulte.
Inoltre, queste cellule trapiantate in un modello murino
sono in grado di secernere insulina, migliorando I'iper-
glicemia nei topi diabetici entro 2 settimane dal trapian-
to (15). Lefficienza del protocollo di differenziamento e
in continua ottimizzazione per riuscire ad ottenere una
percentuale sempre maggiore di B-cellule avente una
funzione il piti simile possibile a una B-cellula matura,
questo anche perché i primi protocolli di differenziamen-
to condotti su linee di ESC portavano ad un differenzia-
mento meno efficiente quando applicato alle iPSC (17).
Ancora oggi, infatti, si sta lavorando sull’efficienza di
differenziamento in quanto risulta ancora molto variabi-
le fra laboratori e linee cellulari diverse, con un’efficien-
za massima descritta del 70% di cellule C-peptide positive
(18). Inoltre va tenuto conto che queste cellule possono
includere sia cellule funzionali (NKX6.1*/C-Peptide*) sia
cellule poliormonali non funzionali (Glucagone*/C-Pep-
tide* e Somatostatina*/C-Peptide*) (17). Tra gli altri pro-
dotti cosiddetti off-target del differenziamento sono state
identificate anche cellule endocrine mature come cellule
a e §, cellule enterocromaffini (19) e cellule progenitrici
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pancreatiche che non hanno raggiunto la completa ma-
turazione.

CGli studi sulle cellule progenitrici pancreatiche derivate
da ESC e iPSC hanno dimostrato come queste possano ul-
timare la loro maturazione in vivo, una volta trapiantate
in topi immunodeficienti diabetici (20-21). Ciononostan-
te, il miglioramento dell’efficienza del differenziamento
per generare percentuali piu elevate di B-cellule in vitro,
rimane una sfida importante al fine di poter trapian-
tare cellule sempre pit pure mature e, di conseguenza,
sicure. Per migliorare gli attuali protocolli di differen-
ziamento si sta lavorando su diversi approcci, tra cui l'u-
tilizzo di proteine della matrice extracellulare quali la-
minina, collagene e fibronectina come base di coltura per
le cellule in differenziamento (22) o l'utilizzo di cellule di
supporto come le cellule endoteliali (23) o le cellule me-
senchimali (24): i fattori del microambiente pancreatico
possono imitare le condizioni in vivo per promuovere il
differenziamento in vitro.

Un altro campo di studio é la ricerca di nuove molecole
che favoriscano il differenziamento o la maturazione
della B-cellula. Un recente studio ha ad esempio porta-
to alla luce I'importanza di una corretta attivazione del
pathway di mTOR, fondamentale per istruire le -cellule
arispondere in modo corretto al glucosio. Infatti, un’ipe-
rattivazione costante nel tempo di questo pathway porta a
secrezione di insulina difettosa, stress del reticolo endo-
plasmatico e ridotta sopravvivenza delle B-cellule. Percio,
l'inibizione di questo pathway negli ultimi stadi del diffe-
renziamento, utilizzando molecole come il Tacrolimus e
la Rapamicina, potrebbe migliorare la sopravvivenza e la
funzionalita delle B-cellule (25). Un altro pathway impor-
tante per la generazione e la maturazione delle B-cellule
é quello di ROCKII, un inibitore della chinasi associata a
Rho; é stato infatti dimostrato come l'inibizione di RO-
CKII conlamolecola Hi152 portiad ottenere delle B-cellule
derivate da PSC con una migliore capacita di risposta allo
stimolo di glucosio e in grado di normalizzare la glicemia
dopo trapianto in un topo diabetico (26).

Attualmente, sono sempre pit diffusila coltura e il diffe-
renziamento di ESC e iPSC in tre dimensioni (3D) all'in-
terno di bioreattori, con lo scopo di mimare l'architettu-
ra e la morfologia delle isole (27) e ottenere un maggior
numero di B-cellule. 11 differenziamento delle PSC puo
essere condotto completamente in 3D (15) oppure puo es-
sere condotto in piastre 2D fino allo stadio di precursori
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Figura2 @ Protocollo di differenziamento che segue le fasi dello sviluppo del pancreas embrionale da PSC in cellula

insulino positiva.

Il protocollo é suddiviso in 7 stadi nei quali vengono aggiunte specifiche citochine e modulatori del segnale coinvolti nell'attivazione
(verde) o nell'inibizione (rosso) di specifici pathways. PSC=cellula staminale pluripotente; DE=endoderma definitivo; PGT=primitive
gut tube, intestino primitivo; PF= posterior foregut, intestino anteriore posteriore; PP=pancreatic progenitor, precursore pancrea-
tico; EP=endocrine progenitor, progenitore endocrino; WNT=Wingless/Integrated signaling pathway; TGF-B=transforming growth
factor B; SHH=sonic hedgehog; FGF=fibroblast growth factor; BMP=bone morphogenic protein; RA=retinoic acid; PKC=protein ki-
nase C; Notch= Notch signaling pathway; ROCK=Rho-associated protein kinase
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pancreatici per poi essere trasferito in 3D nell'ultima fase
del differenziamento in B-cellule (28).

LA SICUREZZA DELLE B-CELLULE DERIVATE DA
CELLULE STAMINALI NELL'UOMO

La terapia cellulare con B-cellule derivate da PSC si sta gia

applicando nei primi studi clinici. La sicurezza relativa

al prodotto cellulare finale prima dell'impianto assume
quindi un’importanza cruciale. Uno dei potenziali osta-
coli da superare e quello legato alla tumorigenicita delle

PSC (29-30). Caratteristica intrinseca delle cellule pluri-

potenti infatti & la capacita di generare teratomi in se-

guito a trapianto, quindi la presenza anche solo di una
cellula non completamente differenziata all'interno del-
la popolazione cellulare da trapiantare potrebbe esporre
alrischio di formazione di teratomi in vivo (29-30). Al fine

di aumentare la sicurezza delle B-cellule derivate da iPSC

dal punto di vista del loro potenziale tumorale si sta lavo-

rando su diversi potenziali approcci:

1. Metodo diriprogrammazione pitt sicuro delle cellule somatiche in
iPSC. Le iPSC possono essere riprogrammate da qua-
lunque cellula somaticaadultae questo processo é sta-
to inizialmente ottenuto mediante l'over-espressione
di quattro fattori di trascrizione (Oct4, Sox2, Klfg e
c-Myc , i “fattori di Yamanaka”) mediante l'utilizzo

143

di vettori retrovirali (10,31). Il grande svantaggio di
questo metodo é che i vettori retrovirali si integra-
no casualmente nel genoma della cellula, portando
a un potenziale rischio di mutagenesi inserzionale
e di instabilita genomica (32-33). Negli anni questo
problema e stato superato utilizzando metodi alter-
nativi di espressione dei fattori di Yamanaka che
non prevedono l'integrazione dei fattori di ripro-
grammazione all'interno del genoma. Attualmente,
i migliori metodi per ottenere iPSC in maniera ef-
ficiente e sicura sono i vettori episomali (efficienza
dello 0.0006-0.02%) e il Sendai virus (efficienza dello
0.5-1.4%) (34,35). Recentemente e stata anche messa a
punto una tecnica di riprogrammazione chimica di
cellule somatiche in iPSC che potrebbe permettere la
loro applicazione in clinica senza i rischi legati all'u-
tilizzo di vettori o plasmidi, anche se non integranti
(36).

Selezione di cellule pancreatiche differenziate. Un’altra possi-
bilita per aumentare la sicurezza delle B-cellule ot-
tenute da iPSC consiste nella selezione delle cellule
differenziate o nella selezione negativa delle cellule
pluripotenti residue che si vogliono eliminare. La
selezione positiva utilizza anticorpi che legano pro-
teine specifiche espresse sulla superficie delle cel-
lule pancreatiche e puo avvenire a diversi stadi del



AGGIORNAMENTO IN TEMA DI TECNOLOGIE

differenziamento, dai progenitori dell'endoderma
pancreatico (PE)alle f-cellule mature, ma attualmen-
te non sono ancora stati trovati dei marcatori di su-
perficie universalmente condivisi. Negli ultimi anni
sono stati proposti molti marcatori, tra cui CD24(37),
CD200 e CD318 (38) per le cellule endocrine matu-
re, e CD142 per i progenitori pancreatici, ma nes-
suno di questi ha avuto seguito in studi successivi.
Uno dei marcatori di superfice pitt promettenti é la
glicoproteina 2 (zymogen granule membrane CP2),
identificata tramite analisi di espressione genica (39)
e di proteomica (40). La selezione tramite GP2 & stata
utilizzata per l'isolamento dei progenitori pancreati-
ci PDX1*/NKX6-1* derivati da PSC (40). Il differenzia-
mento dei progenitori pancreatici GP2* ¢ correlato ad
una migliore efficienza di differenziamento e alla
formazione di cellule insulino positive pitt respon-
sive al glucosio (39). Nel 2019 Veres e colleghi hanno
identificato mediante analisi di trascrittomica il
marcatore di superficie CD49a/ITGA1. La selezione
delle cellule CD49* e loro riaggregazione ha permes-
so di ottenere aggregati che contenevano fino all’8o%
di B-cellule derivate da PSC. Queste cellule erano piu
funzionali e reattive allo stimolo di glucosio in vitro
rispetto a quelle non selezionate per il CD49a (41). In
ultimo, un recente lavoro ha riportato l'utilizzo di
tre anticorpi monoclonali, denominati 4-2B2, 4-5C8 e
4-5G9, specifici per I'identificazione delle cellule posi-
tive all'insulina derivate da PSC. Questo approccio ha
permesso di ottenere cluster di cellule simili a isole
con una migliore capacita di risposta al glucosio (42).
Queste strategie potrebbero permettere la produzione
su larga scala di p-cellule derivate da PSC piu pure,
funzionali e potenzialmente sicure.

Eliminazione delle PSC contaminanti dal prodotto finale. La
strategia di selezione mediante anticorpi diretti con-
tro marcatori specifici puo essere utilizzata anche in
negativo, andando a sfruttare l'espressione di mar-
catori specifici delle cellule pluripotenti per elimi-
narle dal prodotto finale. Anticorpi contro I'antigene
(TRA)-1-60 e TRA-1-81 0 gli antigeni embrionali spe-
cifici (SSEA), come SSEA-3, SSEA-4 (43) e SSEA-5 (44)
sono stati utilizzati per selezionare negativamente
le PSC all'interno di popolazioni cellulari di cellule
differenziate, ma la selezione mediante citometria
a flusso non assicura una completa eliminazione
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delle PSC e la procedura di selezione potrebbe im-
pattare sulla vitalita delle cellule differenziate. Per
questo motivo l'utilizzo di anticorpi e stato associato
ad agenti citotossici che in seguito al legame dell'an-
ticorpo portano alla morte delle PSC direttamente
nelle piastre di coltura (45-49). Anche se gli approcci
presenti in letteratura si sono dimostrati pitt o0 meno
efficaci nell’eliminazione delle PSC, quasi nessuno é
stato sperimentato sulle B-cellule derivate da PSC per
la terapia cellulare del diabete. Recentemente ¢ stato
pubblicato uno studio interessante riguardante un
nuovo metodo utilizzato per eliminare le PSC residue
da una coltura di cardiomiociti differenziati. Nello
specifico, il coniugato anticorpo-farmaco anti-CD30
Brentuximab Vedotin é stato utilizzato per uccidere
selettivamente le cellule iPSC, che esprimono alti li-
velli di CD30 (50). Recentemente abbiamo applicato
questa strategia nel campo del diabete, confermando
che il trattamento con Brentuximab Vedotin induce
efficacemente la morte cellulare nelle iPSC residue
dopo il processo di differenziamento, non intaccando
'identita e la funzionalita delle B-cellule differenzia-
te. Lefficacia di questa strategia e stata confermata
anche in vivo, infatti il trapianto di f-cellule derivate
da iPSC trattate con Brentuximab Vedotin prima del
trapianto non ha portato alla formazione di teratomi.
Questi risultati dimostrano come strategie di elimi-
nazione selettiva delle cellule pluripotenti possano ri-
durre il potenziale tumorale delle PSC contaminanti,
migliorando la sicurezza delle B-cellule (51).

Controllo delle cellule tumorali tramite l'editing genetico con
linserimento di un gene suicida. Lediting genetico ¢ una
nuova strategia utilizzata per controllare il prodotto
cellulare finale, anche dopo il trapianto, dotando le
cellule di un gene suicida in grado di eliminare al bi-
sogno le PSC residue e le cellule differenziate che po-
trebbero subire una trasformazione maligna in vivo
(52). In generale, per l'editing delle PSC, deve essere
scelto un vettore in grado di fornire un inserimento
stabile ed efficiente del costrutto, in quanto il gene
inserito deve poter essere mantenuto nello stato
pluripotente, nella progenie, durante il differenzia-
mento e nello stadio finale. Inoltre, non deve andare
incontro a silenziamento, riduzione dell’espressione
o modifiche dovute a mutazioni. I geni suicidio piut
comunemente usati svolgono la loro funzione attra-



verso un’attivita enzimatica di conversione di un
farmaco in un composto tossico. Qadir e colleghi
hanno applicato questo approccio nel campo delle
B-cellule derivate da PSC tramite un doppio approc-
cio “fail-safe”, in grado sia di uccidere la frazione re-
sidua di PSC, sia di selezionare le cellule producenti
insulina. In particolare, hanno utilizzato come gene
suicida la timidina chinasi del virus herpes simplex
(HSV-TK) posta sotto il promotore della trascrittasi
inversa della telomerasi (hTERT), altamente espresso
solo dalle cellule staminali e dalle cellule tumora-
li. Questo ha permesso la morte selettiva delle PSC
dopo l'esposizione al Ganciclovir (GCV). Allo stesso
tempo, la nitroreduttasi associata a E. Coli (NTR) e
stata utilizzata per selezionare le cellule positive
all'insulina. Poiché questo costrutto é affiancato da
siti loxP, ed e eliminato dall’espressione di Cre posto
sotto il controllo del promotore dell'insulina uma-
na, le cellule che esprimono l'insulina sono rese in-
sensibili al profarmaco CB1954. Utilizzando questo
metodo solo le cellule insulino-positive e non proli-
feranti sopravvivono alla selezione, e le cellule che
possono de-differenziarsi dopo il trapianto possono
ancora essere selettivamente uccise in vivo dal GCV
(53). Un’altra possibilita consiste nella possibilita di
indurre l'apoptosi specificatamente nelle PSC, sfrut-
tando l'espressione di geni legati all’apoptosi speci-
fici delle PSC (54) oppure utilizzando promotori al-
tamente espressi nelle PSC come TERT, OCT4, TERF1
0 NANOG (55-58). In conclusione, l'editing genetico e
un approccio promettente per controllare i prodotti
cellulari derivati dalla PSC, in particolare per leli-
minazione di cellule con potenziale tumorale in vi-
tro e per poter intervenire tempestivamente in caso
di insorgenza di tumori in vivo. Tuttavia, va tenuto
presente che l'editing genetico puo causare mutazio-
ni o il silenziamento di geni endogeni, e che questo
potrebbe portare alla morte della cellula o promuove-
re la sua trasformazione tumorale (59).

IMMUNITA

Un altro grande limite da superare prima di potere ap-
plicare efficacemente in clinica la terapia con [B-cellule
derivate da PSC consiste nel rigetto delle cellule trapian-
tate, dovuto all'incompatibilita HLA delle B-cellule deri-
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vanti da PSC di un donatore. Inoltre, poiché le tecniche
di riprogrammazione e la coltura prolungata in vitro
potrebbero portare all’acquisizione di nuovi antigeni,
le B-cellule potrebbero suscitare una risposta di rigetto
indipendentemente dalla compatibilita HLA iniziale (60-
61). Va inoltre considerato che nel campo del diabete di
tipo 1il problema del rigetto persisterebbe anche nel caso
diuna terapia autologa di p-cellule derivate da iPSC dello
stesso donatore, per via della risposta autoimmune. At-
tualmente il problema del rigetto viene controllato con
farmaci immunosoppressori, che pero presentano tossi-
cita diretta sulla B-cellula e possono avere effetti colla-
terali anche gravi nei riceventi (62). Di seguito verranno
descritti i principali potenziali approcci utilizzati per
prevenire il rigetto immunitario dopo il trapianto.

1. Tecniche di incapsulamento del prodotto cellulare per preveni-
re la risposta immunitaria. 1 sistemi di incapsulamento
sono stati proposti come soluzione per proteggere
fisicamente le cellule dal sistema immunitario, ma
possono essere sfruttati anche come sistema di si-
curezza, in quanto possono essere rimossi in caso
di formazione di tumori. L'incapsulamento consiste
nella protezione fisica delle cellule con una struttura
semi-permeabile in grado di proteggere le cellule dal
sistema immunitario, ma nello stesso tempo con-
sentire il passaggio di nutrienti, ossigeno e insulina.
Diversi studi hanno applicato il metodo dell'incapsu-
lamento nel trapianto di isole per la cura del DMT1 ed
esistono due metodi principali, il micro- e il macro-
incapsulamento. Il micro-incapsulamento consiste
nel racchiudere le isole in capsule, solitamente di
alginato, in rapporto 1:1, mentre nel macro-incap-
sulamento si include tutto il preparato cellulare in
un unico dispositivo; nel primo caso lo scambio di
nutrienti e ossigeno é migliore grazie ad un rappor-
to superficie/volume piu elevato (63-64). Tra i sistemi
di macro-incapsulamento (65-67), il dispositivo The-
raCyte™ é composto da una membrana esterna che
facilita la vascolarizzazione e una membrana immu-
noprotettiva interna ed é stato utilizzato per studia-
re la risposta allogenica inizialmente nel modello
sperimentale di ratto. Ai ratti é stato impiantato sot-
tocute il dispositivo vuoto, dopo 3 mesi dall'impianto
é stato indotto il diabete e all'interno del dispositivo
sono state inserite 1000 isole di ratto da donatore. I
dati hanno mostrato che il dispositivo € in grado di
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proteggere le isole dalla risposta immune a 6 mesi
dopo il trapianto. Un aspetto negativo del dispositi-
vo é che a 6 mesi dal trapianto ha mostrato segni di
fibrosi al suo interno, che puo portare a una perdita
del graft a lungo termine. Un sistema di macro-in-
capsulamento molto simile a Theracyte, denominato
Encaptra, é quello attualmente utilizzato nelle speri-
mentazioni cliniche di B-cellule derivate da ESC (8-9).
Lalternativa e l'utilizzo di sistemi di micro-incapsu-
lamento, una tecnologia applicata per la prima vol-
ta 42 anni fa, quando é stato dimostrato che le isole
incapsulate e trapiantate in un modello di ratto dia-
betico erano in grado di migliorare il diabete per 2-3
settimane (68). I dispositivi di incapsulamento tut-
tavia, possono portare allo sviluppo di una risposta
da corpo estraneo, alla formazione di una capsula fi-
brotica attorno al trapianto e alla conseguente morte
delle isole per ipossia (69). Successive modifiche alle
dimensioni delle capsule e I'utilizzo di nuovi bioma-
teriali hanno migliorato la biocompatibilita prolun-
gando la durata e la funzionalita del trapianto (70-
72). Vegas e colleghi hanno mostrato come B-cellule
derivate da PSC incapsulate in alginato di biossido di
triazolo-tiomorfolina siano in grado di ripristinare
la glicemia in topi diabetici immunocompetenti in
assenza di immunosoppressione e 174 giorni dopo il
trapianto le -cellule mostravano ancora reattivita al
glucosio (72). Tuttavia, ulteriori miglioramenti sono
necessari per permettere una stabilita e una funzio-
nalita a lungo termine del prodotto trapiantato.

2. Editing delle cellule per renderle meno immunogene. Una stra-
tegia su cui si sta investendo tantissimo nel campo
in questi ultimi anni e cercare di modificare le-
spressione delle proteine di superficie delle cellule in
modo da renderle invisibili al sistema immunitario.
Uno degli approcci piu utilizzati consiste nella dele-
zione del gene beta-2-microglobulina (B2M) che per-
mette di generare cellule che non esprimono I'HLA di
classe I, in modo da renderle meno immunogeniche
in quanto non riconoscibili dalle cellule dell'immu-
nita adattativa (73). Un'ulteriore modifica puo essere
fatta eliminando anche il gene CIITA che codifica per
I'HLA di classe II (74). La rimozione dell’HLA proteg-
ge le cellule dall’attacco dei linfociti T CD8+, ma l'as-
senza di espressione di HLA determina l'attivazione
delle cellule dell'immunita innata, in particolare le
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cellule NK. A questo scopo molti gruppi stanno la-
vorando sull'introduzione di fattori immunomodu-
latori quali PD-L1 (75), HLA-E (76) o HLA-G (77), che
inducono tolleranza contro le cellule NK, oppure mo-
lecole come CD47, che impedisce la fagocitosi della
cellula da parte del macrofago (78).
In un recente studio é stato dimostrato come le B-cellule
derivate da PSC in un ambiente infiammatorio sovra
esprimano I'HLA-I come accade nelle B-cellule umane
e come queste siano in grado di innescare una risposta
HLA-I che stimola i linfociti T CD8+ contro le B-cellule.
Lediting delle B-cellule derivanti da PSC ha dimostrato
come l'assenza di espressione in membrana del’HLA-I e
la sovra espressione di PDL-1 fossero in grado di ridurre la
risposta immunitaria CD8+ specifica (79).

PRIMI STUDI CLINICI CON B-CELLULE DERIVATE
DA ESC

Crazie ai suoi studi pionieristici sul differenziamento
di ESC in PB-cellule, i ricercatori di Viacyte Inc (https://
viacyte.com/) sono stati i primi a condurre studi clini-
ci trapiantando dei precursori pancreatici (PEC, cellule
PDX1*/NKX6.1*) derivati dal differenziamento di ESC in
pazienti con T1D. Lapproccio utilizzato da Viacyte ¢ stato
quello di trapiantare sottocute in assenza di immuno-
soppressione un prodotto, denominato PEC Encap, o VC-
o1) composto da delle cellule progenitrici pancreatiche
incapsulate in un dispositivo (Encaptra) che permettes-
se lo scambio di nutrienti, glucosio, ossigeno e ormoni,
e consentisse la maturazione in vivo dei progenitori in
B-cellule funzionali. Sfortunatamente, questo metodo
di incapsulamento ha portato allo sviluppo di una forte
reazione fibrotica intorno al dispositivo che ha determi-
nato un’elevata morte delle cellule pancreatiche al suo
interno, nella maggior parte dei pazienti trapiantati. Per
questo motivo Viacyte ha deciso di sviluppare un secondo
prodotto (PEC-Direct, VC-02) composto da PEC e un dispo-
sitivo di incapsulamento che presenta dei microfori che
permettono la vascolarizzazione delle cellule incapsulate
per migliorarne l'attecchimento; di conseguenza questa
strategia necessita di una terapia immunosoppressiva. I
due studi che riportano i dati ottenuti su 15 e 17 pazien-
ti con T1D in seguito al trapianto di VC-o02 nel sottocute
hanno dimostrato la presenza, a 6 e 12 mesi dal trapian-
to, di una piccola quantita (5-30 pM) di C-peptide in circo-



lo in risposta al pasto. Anche se la quantita di C-peptide
rilevata era bassa rispetto alla quantita che servirebbe
ad ottenere l'insulino indipendenza (1000-1500 pM), que-
sti dati sono la prima evidenza riportata di secrezione di
insulina regolata dai pasti da parte di cellule staminali
differenziate nei pazienti. L'analisi istologica dei disposi-
tivi ha rivelato la presenza, di a e -cellule mature (8-9).
Inoltre le cellule sono stati ben tollerate e non si & osser-
vata alcuna formazione di teratomi o eventi avversi gravi
correlati al trapianto. L'ultimo trial clinico che Viacyte
sta conducendo in collaborazione con CRISPR Therapeu-
tics (PEC-QT, VCTX210), prevede l'utilizzo di cellule gene-
ticamente modificate per essere meno immunogene, in-
capsulate nel dispositivo senza la necessita di una terapia
immunosoppressiva.

Un’altra realta é approdata in clinica nel 2021 con una
strategia diversa da quella di Viacyte. La company Vertex
sta infatti conducendo uno studio clinico in fase 1/2, con
un prodotto denominato VX-880 (NCTo4786262). VX-880
consiste in B-cellule derivanti da ESC completamente dif-
ferenziate in vitro e trapiantate nel fegato tramite infu-
sione in vena porta accoppiata a una terapia immunosop-
pressiva. Questo approccio € volto a valutare le B-cellule
mature derivate da ESC come fonte alternativa rispetto
alle isole da donatore, ma mantiene tutte le altre carat-
teristiche (sito di impianto, tipologia riceventi, immuno-
soppressione) del trapianto di isole. Cli stessi scienziati
stanno comunque lavorando a un dispositivo di macro-
incapsulamento che consentira a breve di sperimentare
queste B-cellule in assenza di immunosoppressione. I
risultati di questi studi saranno tappe fondamentali nel
percorso verso la cura del diabete di tipo 1 con la terapia
cellulare e indirizzeranno le scelte future in termini di
differenziamento da cellule staminali pluripotenti, pro-
tezione dal rischio di tumori e dal rigetto.

CONCLUSIONE

Una nuova fonte infinita di f-cellule derivante da cellule
staminali pluripotenti rappresenta un traguardo impor-
tante per la terapia cellulare del T1D. Studi clinici sono
gia in corso utilizzando B-cellule derivanti da ESC e stan-
no mettendo alla prova la vera potenzialita delle cellule
staminali. Tra le cellule staminali, le iPSC stanno susci-
tando un grade interesse poiché potrebbero essere utiliz-
zate come fonte di cellule autologhe per il trattamento del

147

Vol. 34, N. 2, luglio 2022

diabete. Tuttavia, € necessario un sistema di coltura piu
efficiente per generare B-cellule funzionali per applicazio-
ni cliniche. Inoltre, poiché l'utilizzo in clinica di B-cellule
derivate da iPSC si sta avvicinando, la risoluzione delle
criticita legate alla sicurezza e al rigetto immunitario
stanno diventando di essenziale importanza. Un’iPSC
migliore puo essere ottenuta utilizzando la riprogram-
mazione chimica o vettori non integranti. Inoltre, un
miglior prodotto cellulare finale puo essere ottenuto tra-
mite purificazione di B-cellule utilizzando marcatori di
superficie specifici, tramite 'eliminazione della frazione
residua di PSC o il controllo della formazione di teratomi
in vivo tramite l'editing genetico con l'inserimento di un
gene suicida. Infine, si sta cercando di controllare il riget-
to tramite tecniche di incapsulamento e di editing delle
cellule per renderle meno immunogeniche.
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