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1 ABSTRACT 

The currently available novel combinations of DAAs have completely 

changed the panorama of hepatitis C therapy. As a result, current 

HCV infection cure rates have exceeded 90% in a very short time. 

Data on compensated cirrhosis show rates of sustained virological 

response (SVR) of around 95-97%, although this is a little lower in 

more advanced liver diseases [1-5]. 

However, some authors reported that hepatocellular carcinoma (HCC) 

seems to develop within weeks or few months of starting treatment 

with direct-acting antivirals (DAAs). 

Reig et al reported for the first time that patients with cirrhosis and 

very early HCCs (single tumor <2 cm) or early HCCs with a low to 

moderate risk of recurrence showed a probability of recurrence at 4 

months of between 17.6 and 21.5%; however, the recurrence rate was 

approximately 41.2%, which was double the expected rate [6]. 

Conti et al. reported a similar result; however they also observed new 

diagnoses of HCC. Particularly worrying was the fact that patients 

who developed HCC after DAAs were younger (median age 56 vs. 73 

years) and that, among 16 recurrent cases described by Reig et al., 

50% were multinodular and 20% were infiltrative or showed extra-

hepatic lesions [7]. 

On the other hand, some authors considered it unlikely that DAAs 

have an effect on tumor recurrence. A French group analyzed 307 

chronic HCV patients with HCC who were treated with DAAs in 3 

different cohorts; they concluded that there was no increased risk of 

HCC recurrence [8].  
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It is well established that angiogenesis is a major driver of tumor 

dissemination and that VEGF is a critical player in liver cancer 

angiogenesis. VEGF levels in HCC tissues or in circulation correlate 

with more aggressive disease; therefore this research was aimed at 

monitoring the serum level of vascular endothelial growth factor 

(VEGF) and changes in the pattern of circulating interleukins in 103 

chronic hepatitis C patients during antiviral treatment with DAA-

regimens.  

VEGF, epidermal growth factor (EGF), and interleukins (IL-6, IL-10, 

IL-8, TNF alpha) were assessed at baseline, during treatment, and 

after treatment. 

The biological effect of DAA-treated patient serum on human 

umbilical vein endothelial cell (HUVEC) and Hepa RG cell 

proliferation in the presence of anti-VEGF monoclonal antibody, 

bevacizumab, was also confirmed. 

The median log10VEGF was significantly increased at 4 weeks after 

initiation of therapy (from 2.18 log10 pg/mL to 2.45 log10 pg/mL, 

p<0.001), remaining higher at the end of treatment (2.44 log10 pg/mL, 

p<0.001 vs. T0), and decreasing to the baseline value upon treatment 

discontinuation (2.13 log10 pg/mL at SVR4 and 2.28 log10 pg/mL at 

SVR12) 

On the other hand, EGF levels also increased during DAA treatment 

and subsequently decreased at SVR12; however, this trend was not 

significant. 

The temporal trends of the 2 main inflammatory cytokines, namely 

IL-10 and TNF-alpha, were different. At 4 weeks, IL-10 significantly 
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decreased (from 1.44 pg/mL to 0.83 pg/mL; p=0.03), whereas TNF-

alpha levels remained stable (from 4.05 pg/mL to 4.01 pg/mL, 

p=0.27). Interestingly, while IL-10 levels were substantially 

suppressed from the end of treatment onwards, the decrease in TNF-

alpha started later; it was nearly significant at the end of treatment 

(2.82 pg/mL, p=0.05) and this was confirmed, although with a smaller 

decrease, at each consecutive time point (2.19 pg/mL and 2.09 pg/mL 

at SVR4 and 12, respectively). No difference in IL-8 and IL-6 levels 

was observed during treatment. 

The biological activity of sera collected from patients treated with 

DAAs on human endothelial cells (HUVEC) and Hepa RG was also 

investigated.  

HUVEC proliferation was measured upon stimulation with cell 

medium supplemented with sera obtained from patients receiving 

therapy. 

A significant induction of HUVEC proliferation was observed upon 

supplementation of media with sera from patients receiving DAA 

therapy (mean: 290±60% vs. 120±30, p<0.0001). Moreover, 

consistent with the reduction of VEGF upon treatment withdrawal, 

HUVEC proliferation was comparable to baseline in cell cultures 

supplemented with sera collected 12 weeks after treatment 

interruption. Of note, the peak of HUVEC stimulation upon addition 

of patient sera was comparable to maximal HUVEC stimulation under 

standard culture conditions 

The addition of serum from patients collected during therapy induced 

HepaRG proliferation that was partially inhibited (decrease of 50%) 
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by bevacizumab; the effect disappeared 4 weeks after the end of 

therapy (SVR4). These results suggest that additional factors may be 

involved in the cellular growth observed after supplementation with 

sera collected during antiviral therapy.  

  



 

 9 

 

2 INTRODUZIONE 

L’avvento dei nuovi farmaci antivirali diretti (Direct-Acting Antivirals 

o DAAs) ha modificato in maniera sostanziale la gestione terapeutica 

dei pazienti affetti da epatite cronica HCV-correlata. 

Per molti anni, infatti, l’unica possibilità di guarigione dall’infezione 

cronica era rappresentata dal trattamento con interferone in 

associazione a ribavirina somministrati per un periodo di tempo 

compreso tra i sei e i diciotto mesi. I limiti principali della suddetta 

terapia erano essenzialmente rappresentati dalla manifestazione, 

durante trattamento, di numerosi effetti collaterali e dalla 

controindicazione alla somministrazione per i pazienti con malattia 

epatica avanzata. 

Non di secondaria importanza era la bassa probabilità di risposta al 

trattamento compresa nel complesso tra il 30 e il 70%. 

L’utilizzo dei nuovi antivirali diretti garantisce, al contrario, 

l’ottenimento, in poche settimane di trattamento, della 

negativizzazione virale e in ultimo della risposta virale sostenuta. 

L’efficacia e l’estrema maneggevolezza di questi trattamenti ha 

consentito l’utilizzo di tali farmaci nei pazienti affetti da cirrosi 

epatica e in tipologie di pazienti per i quali la terapia antivirale era 

controindicata o di difficile gestione quali ad esempio i pazienti 

trapiantati, i pazienti affetti da patologie psichiatriche o 

semplicemente nei soggetti anziani. 

In Italia, a distanza di quasi due anni dall’immissione in commercio, 

oltre 60 mila pazienti sono stati già sottoposti al trattamento seppur 
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con le limitazioni economiche imposte dall’Agenzia Italiana del 

Farmaco che consente attualmente il trattamento solo nei pazienti con 

fibrosi epatica significativa, nei pazienti con bassa fibrosi e con 

contemporanee manifestazioni extraepatiche o in lista per trapianto 

epatico.  

A distanza di pochi mesi dalla loro disponibilità, tuttavia, alcuni 

gruppi di ricerca europei hanno reso pubblici i primi dati di efficacia e 

di safety nei pazienti cirrotici con contemporanea o pregressa diagnosi 

di epatocarcinoma segnalando un aumentato rischio di recidiva in 

questa classe di pazienti. 

Da allora nel mondo scientifico mondiale numerosi gruppi di ricerca 

hanno condiviso i propri dati di esperienza clinica, taluni a conferma 

dell’ipotesi riportata dai primi gruppi talatri contro e quindi a  

sostegno di un aumentato riscontro di epatocarcinoma o di recidiva 

riconducibile ad un rischio di per sé alto, proprio della classe dei 

pazienti cirrotici. 

All’interno di questo scenario si inserisce la presente discussione 

concepita con l’intento di fornire contributi al fine di dirimere in modo 

definitivo il dubbio scientifico circa l’effetto diretto o indiretto dei 

nuovi antivirali sulla probabiltà di recidiva di epatocarcinoma nei 

pazienti già sottoposti a trattamento antineoplastico. Lo scopo dello 

studio è stato in particolare quello di verificare se il siero dei pazienti 

sottoposti al trattamento potesse avere un effetto sui fattori di crescita 

vascolari e sulla crescita cellulare in particolare delle cellule 

endoteliali che sono in primis coinvolte nella crescita delle cellule 

neoplastiche in quanto fondamentali nella costituzione della rete 
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vascolare della neoplasia. L’interesse per questo aspetto 

fisiopatologico deriva dalla letteratura mondiale ricca di lavori 

scientifici che hanno mostrato un ruolo chiave dei fattori di crescita 

sullo sviluppo delle neoplasie e della rete vascolare ad essa associata 

ritenuta fondamentale per la crescita e diffusione delle cellule 

neoplastiche. 
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3 PARTE PRIMA 

3.1 L’EPATITE C  

3.1.1 Epidemiologia dell’infezione da virus HCV  

L’epatite C è una delle più frequenti cause di morbidità e mortalità a 

livello mondiale. [9] 

I dati di epidemiologia più recenti riportano una prevalenza di soggetti 

AntiHCV positivi di 115 milioni pari a circa il 1.6% della popolazione 

mondiale con picco di prevalenza del 9.2% in Africa e prevalenza 

minima del 0.1% nell’Oceania. [10] 

Nel gruppo di pazienti AntiHCV positivi, il 70% circa ovvero 80 

milioni di soggetti hanno HCV RNA rilevabile e sono pertanto affetti 

da epatite cronica attiva. 

I dati epidemiologici europei mostrano una percentuale di soggetti 

AntiHCV positivi del 1,8% e di questi il 73% ha attiva replicazione 

virale. 

A livello nazionale, infine, i dati più recenti riportano una prevalenza 

compresa tra il 1.6% e 7.3% di pazienti AntiHCV positivi con 

prevalenza di AntiHCV viremici del 73.3%.[10] 

La distribuzione su base regionale della prevalenza di soggetti 

AntiHCV mostra una sostanziale differenza tra le regioni del Nord e 

Centro Italia  vs. il Sud e le Isole dove la prevalenza raggiunge in 

alcune aree sub-regionali picchi del 26%. [11, 12] 
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Tale dato fa sì che attualmente l’Italia sia, in Europa, il paese a 

maggior prevalenza di soggetti AntiHCV positivi viremici.[10] 

Riguardo invece la distribuzione per genotipi, a livello mondiale è 

descritta una ampia prevalenza di genotipi 1 (43%) e 3 (22%) mentre i 

genotipi 2 e 4 sono identificati nel 13% dei casi nei pazienti con 

epatite cronica attiva. 

L’analisi per regioni rivela invece una netta prevalenza di genotipi 1 

in Europa, America latina e America del Nord dove esso prevale con 

una percentuale che raggiunge il 70% dei casi mentre in Asia prevale 

il genotipo 3 che è identificato nel 40% dei pazienti con infezione da 

virus C. 

L’Egitto infine mostra dati epidemiologici particolarmente interessanti 

in quanto non solo ha una prevalenza di soggetti HCV positivi 

particolarmente elevata (oltre il 14% della popolazione) ma anche 

poichè ha distribuzione genotipica assai peculiare data la netta 

prevalenza di genotipi 4 (93.1%). [13] 

 I dati italiani mostrano una prevalenza del genotipo 1a del 4.2%, 

genotipo 2 del 57.5%, di genotipi 1 non sottoclassificabili del 3%, di 

genotipo 2 e 3 del 26 e 36 % rispettivamente.   

Il genotipo 4 infine ha una prevalenza del 1.8% uguale alla prevalenza 

di genotipi misti o non compresi nei primi 6 sottogruppi (1.5%).[10] 
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3.1.2 L’epatocarcinoma nel paziente con infezione da HCV 

L’epatocarcinoma è la quinta neoplasia più frequente al mondo e la 

terza per mortalità.[14, 15] 

L’epatocarcinoma è una neoplasia peculiare in quanto la diagnosi 

riguarda per la gran parte (in circa l’80% dei casi) pazienti con epatite 

cronica o cirrosi epatica. Pertanto la maggior parte dei pazienti con 

diagnosi di HCC ha in anamnesi una infezione cronica virus-correlata 

(HBV/HCV) oppure un danno epatico alcol-correlato o in ultimo una 

diagnosi di Non Alcoholic SteatoHepatitis (NASH).[15] 

L’infezione cronica da HCV è tra queste la causa più frequente di 

HCC.[15] 

In particolare l’infezione ha HCV è la causa principale di HCC nella 

gran parte dei paesi del Nord Africa, America Settentrionale, Europa 

Occidentale, Australia e Giappone.[16] 

In Italia fino al 66% dei pazienti con HCC è HCV positivo.[17, 18] 

Ad oggi si ritiene che il rischio di HCC nei pazienti HCV + sia ben 17 

volte più alto dei pazienti HCV negativi.[19] 

A livello mondiale il 28% dei casi di cirrosi e il 26% dei casi di 

epatocarcinoma (HCC) sono riconducibili ad una infezione da virus C 

con una mortalità complessiva dovuta a queste due complicanze di 

circa 500.000 morti all’anno.[20] 

Seppur in mancanza di studi di coorte prospettici di lunga durata, 

l’incidenza di HCC nei pazienti con infezione da HCV è di 1-3% dopo 

30 anni dall’infezione.[21, 22] 
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Qualora l’infezione cronica sia esitata in cirrosi epatica, evenienza che 

si verifica nel 15-30% dei pazienti con infezione cronica da HCV[23], 

il rischio di HCC è del 2-4% all’anno con un picco di incidenza del 

7% nel Giappone.[15, 24] 

I principali fattori di rischio associati allo sviluppo di HCC HCV-

correlato sono l’età > 55 anni, l’elevato consumo di alcol (>50 g/die),  

il sesso maschile, l’età avanzata al momento dell’infezione, il diabete, 

l’obesità, la coinfezione con HIV o HBV.[25, 26] 

Dati recenti hanno dimostrato che, nei pazienti affetti da epatite 

cronica HCV correlata e fibrosi avanzata, l’elastografia epatica 

rappresenta da solo un fattore predittivo di HCC. In particolare i 

pazienti con stiffness epatica >25Kpa hanno un rischio aumentato di 

1.8-2.7 volte rispetto ai pazienti con stiffness epatica <25 Kpa.[27] 

Al contrario dati ottenuti dal gruppo di pazienti trattati con interferone 

hanno dimostrato che il trattamento antivirale e conseguente SVR 

riduce il rischio di epatocarcinoma.[17, 18, 23, 26, 28-31] 

Tale dato, derivante da studi osservazionali o trial clinici non 

randomizzati, necessita di ulteriore conferma in quanto tali risultati 

non includevano i pazienti con epatopatia più avanzata per i quali il 

rischio di HCC è più alto. Pertanto ulteriori dati che includano tale 

categoria di pazienti è necessaria per escludere il rischio di sovrastima 

del beneficio derivante dal trattamento.  

I dati di sopravvivenza media dopo diagnosi di epatocarcinoma sono 

variabili in quanto essa è strettamente legata alle condizioni cliniche 

di base e quindi allo stadio dell’epatopatia cronica al quale si 
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sovrappone la neoplasia nonché allo stadio della neoplasia al 

momento della diagnosi. 

In generale, ad eccezione delle forme di HCC che complicano la 

cirrosi epatica HBV-correlata per la quale la sopravvivenza è ridotta 

rispetto alle altre cause [32-35], la sopravvivenza media dei pazienti 

con epatocarcinoma è del 20-65% ad un anno, del 10-30% a 3 anni e 

del 10-20% a 5 anni.[36] 

In questo gruppo è chiaramente possibile distinguere i pazienti con 

percentuale di sopravvivenza massima (70%) a 5 anni qualora la 

lesione sia unica e sia suscettibile di resezione o trapianto epatico e 

pazienti con sopravvivenza media inferiore ad un anno perché affetti 

da HCC multifocale e/o metastatizzato per i quali è indicata la sola 

terapia palliativa. [37, 38] 

Allo stesso modo è possibile documentare tassi di sopravvivenza 

maggiori nei pazienti con cirrosi CHILD A e minori nei pazienti con 

cirrosi CHILD C [39, 40] 

In generale lo stadio della patologia epatica di base è determinante 

nella storia dell’evoluzione dell’epatocarcinoma in quanto il tempo di 

raddoppiamento della neoplasia (dai 70 ai 216 giorni) [40-44] è tale 

per cui l’applicazione dei protocolli di trattamento risolutivi è 

garantito se il paziente è correttamente sottoposto alla sorveglianza 

semestrale come indicato dalle linee guida europee. [45] 
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3.2 LE INTERLEUCHINE E I FATTORI DI CRESCITA 

3.2.1 Le interleuchine proinfiammatorie e anti-infiammatorie 

Il termine citochine indica genericamente un ampio gruppo di 

molecole coinvolte nella comunicazione intercellulare e prodotte 

durante la risposta immune innata e adattativa. Inizialmente definite 

linfochine o monochine sono state successivamente definite citochine 

per indicare più correttamente che tutte le cellule nucleate sono in 

grado di produrle e di rispondere ad esse.  

In più occasioni sono state considerate molecole a funzione 

similormonale ma attualmente non sono annoverate in questa 

categoria perché a differenza degli ormoni non sono secrete da una 

specifica tipologia cellulare e soprattutto non sono secrete in modo 

costitutivo ma solo in risposta a precisi segnali cellulari.[46] 

Le citochine, proteine o glicoproteine con peso molecolare compreso 

tra 8 e 40.000 Dalton, comprendono: 

 le interleuchine (IL) 

 gli interferoni (IFN) 

 i fattori stimolanti le colonie (CSF) 

 le chemochine 

 il tumor necrosis factor (TNFα  e β)  

 il trasforming growth factor (TGFβ) 

A seconda della loro funzione di attivazione della risposta 

infiammatoria o di controllo della risposta flogistica le citochine si 

dividono in proinfiammatorie e antiinfiammatorie. 

Nel primo gruppo sono comprese l’interleuchina 1α (IL-1α) e 1β (IL-1 

β), interleuchina 2 (IL-2), l’interluchina 6 (IL-6), TNFα, IFNγ, mentre 
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rientrano nel gruppo delle citochine antiinfiammatorie l’interleuchina 

4  (IL-4) e 10 (IL-10).  

Di seguito saranno trattate le seguenti interleuchine: IL-6, IL-8, IL-10 

e TNF-alfa. 
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3.2.1.1 L’interleuchina 6 

Struttura e recettore. L’interleuchina 6, chiamata anche IFN-β2 

(IFNB2) o fattore di differenziazione dei linfociti B o B-cell 

stimulatory factor (BSF2) o hepatocyte stimulatory factor (HSF) o 

hybridoma growth factor (HGF) è stato identificato per la prima volta 

come fattore di differenziazione dei linfociti B [47] e solo 

successivamente considerata come citochina a funzione pleiotropica 

ovvero di regolazione della risposta immune, della fase acuta, della 

flogosi e dell’emopoiesi. 

È una proteina di 212 aminoacidi che nella fase di maturazione 

prevede la possibilità di glicosilazione in due differenti siti, 

condizione che determina la secrezione di due isoforme della stessa 

proteina, una di 19 kD l’altra di 26 kD. [48] 

La trasduzione del segnale prevede il legame al recettore IL-6R che è 

prodotto nelle due forme, solubile e transmembrana.[49] 

La forma transmembrana, dopo legame dell’IL-6, recluta un secondo 

elemento fondamentale per la trasmissione, gp130, con formazione 

del complesso necessario alla trasduzione del segnale. La forma 

solubile, invece, lega IL-6 e successivamente recluta l’unità gp130 

con conseguente innesco di multipli segnali intracellulari che vengono 

definiti “IL-6 trans-signaling”.   

Affinche il segnale venga trasdotto è necessario che un 

macrocomplesso costituito da due molecole di IL-6, due recettori per 

IL-6 e due molecole di gp130 si formi. 
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Mentre l’espressione del gp130 è ubiquitaria [50], il recettore per 

l’interleuchina 6 è espresso solo sugli epatociti e su alcuni specifici 

sottogruppi di linfociti (linfociti B e T).  

Cellule produttrici e cellule bersaglio. L’interleuchina 6 è prodotta 

dopo attivazione di numerosi tipi cellulari ovvero linfociti T, linfociti 

B, granulociti, cellule della muscolatura liscia, eosinofili, condrociti, 

osteoblasti, mastcellule, cellule gliali e cheratinociti anche se in corso 

di flogosi sistemica la gran parte della produzione dell’interleuchina 6 

è dovuta a cellule endoteliali, fibroblasti, monociti e macrofagi.  

LPS, IL-1α, TNF-α, IFN-γ, e GM-CSF rappresentano il principale 

trigger alla produzione di IL-6 da parte dei monociti/macrofagi mentre 

il principale controllo negativo sulla produzione della citochina da 

parte delle stesse cellule è svolto dai glucocorticoidi.  

I fibroblasti sono in grado di produrre IL-6 a seguito di stimolazione 

mediata da IL-1α, batteri, miceti, TNF-α, e IFN-α.  

Le pricipali cellule bersaglio dell’interleuchina 6 sono gli epatociti, i 

linfociti T e B e le cellule ematopoietiche. 

Ruolo nell’immunità. L’IL-6 è in grado di svolgere numerose 

funzioni. Innanzitutto è in grado di regolare il processo di 

differenzazione dei leucociti nonché l’attivazione degli stessi. Nei 

modelli animali con delezione del gene per IL-6 il reclutamento dei 

neutrofili presso i siti di infiammazione o infezione è inibita.[51] 

In vitro l’interleuchina 6 ha dimostrato una potente attività di stimolo 

alla secrezione di numerose chemochine quali CXCL5, CXCL6, 

CCL2, and CCL8.[52] 
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Oltre al reclutamento di neutrofili e cellule mononucleate, 

l’interleuchina 6 regola il processo di infiltrazione dei linfociti T 

mediante la secrezione di chemochine (CXCL10, CCL4, CCL5, 

CCL11, and CCL17) e mediante l’espressione dei loro recettori 

(CCR3, CCR4, CCR5, and CXCR3) presenti sulle cellule CD3
+
 . 

Ulteriore ma non meno importante funzione è la regolazione 

dell’espressione delle ICAM-1 (InterCellular Adhesion Molecule-1) e 

delle VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1). La produzione 

di IgM, IgG e IgA è inoltre indotta nei linfociti B dall’interleuchina 6 

come pure la differenziazione dei linfociti B in plasmacellule. [53] 

IL-6 è in grado di guidare la differenziazione dei macrofagi e la 

maturazione dei megacariociti. 

Svolge infine un importante ruolo nella osteoclastogenesi e nel 

riassorbimento osseo. 

È coinvolta nel reclutamento delle cellule mesenchimali vascolari, 

nella neoangiogenesi, nella proliferazione dei fibroblasti sinoviali nel 

rimaneggiamento cartilagineo.[54] 

L’interleuchina 6 funge da trigger negli epatociti per la sintesi delle 

proteine di fase acuta. [55] Essa è infatti in grado di indurre la sintesi 

di fibrinogeno, ceruloplasmina, aptoglobina, alfa1glicoproteina acida 

alfa1antitripsina, proteina c reattiva e del complemento. 

Ha un effetto inotropo negativo sul cuore ed ha una funzione trofica 

sulle cellule neuronali colinergiche nonché di stimolazione sulla 

sintesi di ormone adrenocorticotropo. 

In considerazione del ruolo svolto nell’immunità, la disregolazione 

nella produzione di questa citochina è correlata a numerose patologie 



 

 22 

autoimmuni e infiammatorie. L’ipotesi che l’IL-6 potesse svolgere 

funzioni regolatorie sull’immunità deriva dalla osservazione di 

manifestazioni autoimmuni nei pazienti con mixoma cardiaco, 

neoplasia in grado di produrre IL-6.[56] 

Successivamente è stato dimostrato che l’IL-6 è coinvolta nelle 

neoplasie ematologiche della linea B cellulare, nel lupus eritematoso 

sistemico[57], nella malattia di Castleman, nel mieloma multiplo,[58] 

nelle artriti [59, 60] e nell’encefalomielite autoimmune sperimentale 

[61] 

Alcune evidenze sperimentali hanno dimostrato un possibile ruolo 

nella patogenesi del diabete mellito insulino-dipendente e nella 

psoriasi.[62] 

I pazienti con allergia hanno infine aumentati livelli di recettore 

solubile per IL-6 nelle vie aeree rispetto ai soggetti sani.[63] 
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3.2.1.2 L’interleuchina 8 

Struttura e recettore. L’interleuchina 8 (IL-8) è stata identificata per la 

prima volta nel 1987, quando un fattore chemiotattico con azione 

selettiva su neutrofili è stato purificato dal medium di monociti 

stimolati con LPS. [64] 

Successivamente è stato classificato quale membro della famiglia 

delle chemochine CXC e denominato CXCL8 o IL-8. 

Il gene che codifica per IL-8 è localizzato sul cromosoma 4 in un 

cluster genico che include altri 10 membri della famiglia delle 

chemochine.[65] 

IL-8 è prodotta sotto forma di precursore proteico di 99 aminoacidi 

non glicosilato. Le successive modifiche strutturali prevedono il 

clivaggio di sequenze di aminoacidi tali per cui la proteina finale sia 

prodotta come multiple isoforme: i monociti producono 

prevalentemente un’isoforma di 72 aminoacidi con peso molecolare di 

8.3 kD mentre le cellule endoteliali producono prevalentemente 

l’isoforma costituita da 77 aminoacidi. In soluzione IL-8 forma 

omodimeri ed è una proteina basica resistente alle peptidasi 

plasmatiche e al calore ma rapidamente inattivata dalla rottura dei 

ponti disolfuro. Essa non presenta omologia con le altre citochine 

mostrando invece notevole similitudine con le chemochine CX quali 

la platelet basic protein (CXCL7), l’IFN-γ–inducible protein-10 

(CXCL10), e il platelet factor 4 (CXCL4). [66] 
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Cellule produttrici e cellule bersaglio. 

L’interleuchina 8 esplica la sua azione mediante legame con due tipi 

di recettori, il IL-8RA (CXCR1, CDw128a) e il IL-8RB (CXCR2, 

CDw128b) entrambi espressi sui neutrofili, monociti, linfociti, cellule 

NK e mastcellule.[67, 68] 

Entrambi i recettori appartengono alla famiglia dei recettori delle 

chemochine CXC e sono caratterizzati dalla presenza nella loro 

struttura di 7 domini transmembrana e dalla trasduzione del segnale 

che vede il coinvolgimento delle proteine G. 

I recettori CXCR1 e CXCR2 formano omodimeri ed eterodimeri 

durante la sintesi e maturazione proteica nel reticolo endoplasmatico, 

prima della traslocazione sulla superficie cellulare. 

Sia gli omodimeri che gli eterodimeri hanno stessa affinità per IL-8. 

[69] 

Ruolo nell’immunità. Numerose tipologie cellulari sono in grado di 

produrre IL-8 tra cui monociti, macrofagi, neutrofili, linfociti, cellule 

endoteliali ed epiteliali, fibroblasti, cheratinociti, cellule sinoviali, 

condrociti, epatociti, cellule della muscolatura liscia e striata nonché 

numerose tipologie di neoplasie. [70] 

La sintesi di IL-8 è generalmente indotta da IL-1α, IL-1β, TNF-α, o 

LPS, ma anche da acido retinoico, zinco e ossido nitrico sono ingrado 

di stimolarne la produzione. La sua espressione è attivata durante le 

infezioni virali e dai batteri gram positivi e gram negativi. 
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Ruolo nell’immunità. 

La principale funzione svolta da IL-8 è il reclutamento dei neutrofili 

nel sito di infezione o danno. [66] Tale effetto è dimostrato già dopo 

30 minuti e persiste tale fino a 6 ore.[71] 

Oltre al reclutamento l’IL-8 è in grado di attivare i neutrofili affinchè 

essi producano i derivati tossici dell’ossigeno, affinchè rilascino 

enzimi lisosomiali e peptidi ad azione antimicrobica e infine affinchè 

esprimano molecole di adesione cellulare quali ad esempio il 

leukocyte functioning antigen-1 e il CD11b. 

Oltre che sui neutrofili, IL-8 è in grado di svolgere azione 

chemiotattica su cellule NK, linfociti T, basofili ed eosinofili.[72] 

In presenza di IL-3, l’interleuchina 8 è in grado di stimolare il rilascio, 

da parte dei basofili, di leucotrieni e istamina. 

Queste funzioni sottolineano, in sintesi, il ruolo fondamentale svolto 

da IL-8 nella difesa contro i patogeni. 

Oltre alla funzione chemiotattica l’interleuchina 8 svolge una 

importante funzione di stimolo sul rilascio nel circolo, dal midollo 

osseo, delle cellule progenitrici ematopoietiche. [73] 

I neutrofili attivati dalla citochina, infatti, rilasciano rapidamente 

metalloproteinasi con conseguente clivaggio della matrice 

extracellulare alla quale le cellule staminali ematopoietiche sono 

adese. [74] 

L’interleuchina 8 è fortemente espressa dalle cellule endoteliali, dalle 

cellule neoplastiche e dai macrofagi. 
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Si suppone che la sua attività angiogenetica sia mediata in modo 

autocrino e paracrino mediante legame e attivazione del CXCR2 

espresso sulle cellule endoteliali.[75] 

L’attivazione di quest’ultimo determina un aumento della 

sopravvivenza cellulare e la proliferazione delle cellule endoteliali con 

effetto finale lo sviluppo di una nuova rete vascolare. 

Nelle cellule neoplastiche inoltre IL8 induce la produzione di 

metalloproteinasi, serin e cistein-proteasi capaci di degradare la 

matrice cellulare e la membrana basale con conseguente ridotta 

adesione celullare, migrazione delle cellule neoplastiche e 

disseminazione sistemica. A tal proposito è interessante notare come 

le concentrazioni di IL-8 sono direttamente correlate con la densità 

vascolare intratumorale e inversamente correlate con la sopravvivenza 

delle cellule neoplastiche. [76, 77] 

  



 

 27 

3.2.1.3 L’interleuchina 10 

Struttura e recettore. L’interleuchina 10 (IL-10) è stata descritta per la 

prima volta nel 1989 quale fattore prodotto dalle cellule TH2 e capace 

di inibire la produzione di interferone gamma e altre citochine di 

origine TH1 nel modello murino.[78] 

In ogni caso nell’uomo l’IL-10 è prodotta principalmente dalle cellule 

TH2, TH1 e dalle cellule Treg. 

Il gene che codifica per l’IL-10 è localizzato sul cromosoma 1 (1q31-

32)[79]. La sua struttura è altamente conservata e consiste di 5 esoni e 

4 introni. L’IL-10 ha un peso molecolare di 18 KD ed è secreta sotto 

forma di omodimeri costituiti da 2 subunità di 178 aminoacidi. [80, 

81] 

L’interleuchina 10 si lega ad un complesso recettoriale tetramerico 

che appartiene alla famiglia del recettore dell’IFN e che è costituito da 

2 catene IL-10R1 e due catene IL-10R2. [82] 

La catena IL-10R1 è espressa sui linfociti T e B, sulle cellule NK, 

monociti, mastcellule e cellule dendritiche mentre la catena IL-10R2 è 

ubiquitaria.[83] 

IL-10 è in grado di legare IL-10R1 con alta affinità mentre non 

interagisce direttamente con IL-10R2.[84] 

Nonostante IL-10R2 non sia in grado di interagire direttamente con 

IL-10 e non sia da solo in grado di attivare la trasduzione del segnale, 

esso è essenziale per la trasduzione del segnale come dimostrato nel 

modello animale murino IL-10R2-/- che sviluppa un fenotipo simile a 

IL-10-/- ovvero caratterizzato da colite cronica. [85] 

Il legame di IL-10 al dominio extracellulare di IL-10R1 è in grado di 
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attivare Jak1 e Tyr2 che a loro volta fosforilano i residui di tirosina 

Y427 e Y477 (nel modello murino) oppure Y446 e Y496 (nel modello 

umano) del dominio intracellulare di IL-10R1.[86] 

A sua volta la tirosina fosforilata è in grado di legare STAT3 che lega 

IL-10R1 per essere fosforilato e rilasciato. In questo modo STAT3 

omodimerizza o dimerizza con  STAT1 o STAT5. [86] 

I dimeri così formati traslocano nel nucleo dove legano le regioni 

promoter dei geni responsivi a IL-10. STAT3 è essenziale per gli 

effetti antiinfiammatori di IL-10 come mostrato da un modello 

sperimentale caratterizzato da delezione di stat3 in macrofagi e 

neutrofili con conseguente abolizione completa della produzione di 

citochine antiinfiammatorie e alta suscettibilità a shock endotossico ed 

enterocolite cronica.  [87] 

Cellule produttrici e cellule bersaglio 

Nell’uomo la fonte principale di IL-10 sono i monociti, i linfociti T 

(principalmente le cellule Treg), i linfociti B, i macrofagi e le cellule 

dendritiche.[83] 

Recentemente è stato inoltre dimostrato che anche le mastcellule sono 

in grado di produrre IL-10 e pertanto di limitare l’infiltrato di leucociti 

e la flogosi nelle dermatiti da contatto o nell’irradiazione cronica da 

UVB.[88] 

L’espressione del gene per IL-10 è controllata dai fattori di 

trascrizione ubiquitari Sp1 e Sp2 e dalla presenza di multiple copie di 

sequenze destabilizzanti l’mRNA presenti nella regione 3’ del IL-10 

mRNA.[89, 90] 

Questi dati suggeriscono che il gene per IL-10 è ubiquitariamente 
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trascritto e che la reale produzione dipende da segnali post-

trascrizionali. 

È stato dimostrato in modelli murini che l’IL-27 è un importante 

induttore dell’espressione di IL-10 nelle cellule T e che l’assenza del 

suo recettore (IL-27r1-/- ) sia in grado di bloccare la produzione di 

cellule TH1 capaci di produrre IFN gamma e IL-10.[91] 

Oltre alla IL-10 prodotta dalle cellule, molte proteine definite vIL-10 

con sequenza omologa all’IL-10 sono state identificate nel genoma di 

herpesvirus, poxvirus e cytomegalovirus. Queste proteine sono in 

grado di legare il recettoe di IL-10 e pertanto di indurre simile 

risposte. [92] 

Pertanto i virus che esprimono proteine omologhe all’IL-10 umana 

con maggiore probabilità evadono la risposta immune attraverso la 

soppressione della risposta antivirale. 

Ruolo nell’immunità 

L’interleuchina 10 è un regolatore chiave della flogosi. Il suo effetto 

immunosoppressivo previene l’eccesiva risposta infiammatoria in 

risposta a stimoli quali infezioni  microbiche o in corso di malattie 

autoimmuni. La sua funzione principale è limitare, nei macrofagi e 

nelle cellule dendritiche, la produzione di citochine e chemochine 

indotte dagli agonisti del TLR, principalmente LPS. Inoltre modula la 

funzione di monociti/macrofagi mediante down-regulation 

dell’espressione delle molecole di MHC di classe II e delle molecole 

di costimolazione CD80/CD86 su queste cellule.[93] 

L’interleuchina 10 inoltre inibisce l’espressione di numerose citochine 

tra cui IL-1a, IL-1b, Il-6, IL-12, IL-18, GM-CSF, G-CSF, e TNF-a, di 
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chemochine incluse la monocyte chemoattractant protein (MCP)–1, 

MCP5, macrophage inflammatory protein (MIP)–1a, MIP1b, 

RANTES, IL-8, e della IFN-g–inducible protein 10 (IP-10) e dei 

recettori delle chemochine.[93, 94] 

IL-10 inibisce la proliferazione delle cellule T CD4+ mediante azione 

indiretta sulle cellule presentanti l’antigene (APCs).[93, 94] e 

mediante azione diretta da inibizione di CD28 e ICOS (Inducible T-

cell COStimulator).[95]  

Se da un lato l’azione della IL-10 è prevalentemente inibitoria sulla 

flogosi, dall’altro lato IL-10 è in grado di indurre l’espressione di 

MHC di classe II e di stimolare la differenziazione dei linfociti B in 

plasmacellule [96] anche se nei topi il-10-/- le concentrazioni di 

immunoglobuline appaiono conservate.[97] 

In virtù della sua funzione immunoregolatoria, l’interleuchina 10 

svolge un ruolo protettivo in  numerose patologie autoimmunitarie tra 

cui LES, artrite reumatoide e diabete mellito. È stata infatti dimostrata 

una correlazione tra i livelli sierici di IL-10 e la severità del LES così 

come il trattamento con anticorpi monoclonali anti IL-10 ha 

dimostrato un miglioramento degli outcome.[98] 
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3.2.1.4 Il Tumor Necrosis Factor (TNF) 

Struttura e recettore 

Il TNF alfa, identificato per la prima volta trent’anni fa quale fattore 

prodotto da linfociti e macrofagi capace di indurre lisi delle cellule 

neoplastiche [99, 100] è prodotto come precursore transmembrana 

(233 aminoacidi con peso molecolare di 26kD) ed espresso 

principalmente sulla superficie cellulare di macrofagi e linfociti. 

Dopo essere stato processato da una metalloproteinasi chiamata TNF-

α-converting enzyme (TACE) o ADAMT17, la forma solubile di 157 

aminoacidi (17kD) è rilasciata in sede extracellulare. La componente 

transmembrana che permane dopo clivaggio è dapprima processata 

dal SPPL2b e successivamente, dopo traslocazione nel nucleo, essa è 

in grado di svolgere attività di induzione sulla trascrizione di nuove 

molecole di TNF. 

Sia la forma solubile che transmembrana sono presenti sotto forma di 

omotrimetri ed entrambi sono in grado di legare i recettori del TNF 

alfa ovvero il TNF-R1 anche conosciuto come TNFRSF1A o CD120a 

e il TNF-R2 denominato anche NFRSF1B o CD120b. 

Entrambi i recettori sono in grado di trasdurre il segnale intracellulare 

e mediare quindi gli effetti pleiotropici del TNF alfa.[101, 102] 

Affinchè il segnale venga trasdotto è tuttavia necessario che 

omotrimeri di TNF leghino omotrimeri di TNFR.[103] 

Tuttavia mentre TNF-R1 è espresso ubiquitariamente e può essere 

attivato sia dal TNF solubile che dalla forma transmembrana il TNF-

R2 è espresso solo su neuroni, sulle cellule del sistema immunitario e 
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sulle cellule endoteliali ed è attivato principalmente dalla forma 

transmembrana del TNF.[104] 

Gli effetti legati all’attivazione di TNF-R1 sono differenti rispetto a 

quelli evocati dall’attivazione del TNF-R2 in quanto il primo è 

coinvolto nella trasduzione di segnali intracellulari che esitano in 

flogosi, degenerazione tissutale, apoptosi o necroapoptosi mentre 

l’attivazione del TNF-R2 media effetti correlati all’omeostasi quali 

rigenerazione tessutale e sopravvivenza cellulare e non è in grado in 

attivare segnali di morte cellulare [104, 105] 

Cellule produttrici e cellule bersaglio 

Le principali cellule produttrici di TNF alfa sono i macrofagi e i 

linfociti mentre cellule target sono i linfociti T, macrofagi, linfociti B , 

monociti, NK e cellule endoteliali. 

Ruolo nell’immunità 

Se da un lato il fattore di necrosi tumorale alfa è un’importante 

citochina implicata nel contenimento dell’infezione locale, dall’altro è 

in grado di indurre shock quando rilasciata sistemicamente. 

L’importanza di TNF-alfa nel contenere le infezioni locali si può 

osservare in esperimenti in cui modelli animali infettati localmente 

limitano l’infezione alla sede di inoculo del batterio mentre l’aggiunta 

di anticorpi anti TNF determina diffusione sistemica della flogosi. 

Inoltre quando l’infezione ha raggiunto il circolo sistemico lo stesso 

meccanismo tramite cui TNF alfa controlla le infezioni locali può 

avere degli effetti catastrofici. Quando, infatti, l’infezione ha 

diffuzione sistemica, ovvero in caso di sepsi, si verifica il rilascio di 

TNF alfa da parte dei macrofagi di milza e fegato. Questo evento 
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determina vasodilatazione e perdita di volume plasmatico, aumentata 

permeabilità vascolare e quindi shock.Topi con recettore mutante per 

TNF alfa sono resistenti allo shock settico ma contemporaneamente 

sono incapaci di controllare le infezioni locali. 

Il contenimento dell’infezione è dovuto all’aumentata permeabilità 

vascolare locale con aumentato rilascio di proteine in sede locale, 

aumentata migrazione di magrofagi e linfociti nel tessuto sede di 

infezione e all’aumentata adesione delle piastrine alla parete dei vasi 

sanguigni. Questi eventi favoriscono la fagocitosi dei batteri, 

l’occlusione dei vasi locali e il drenaggio di cellule e plasma ai 

linfonodi locali con rimozione dell’infezione e sviluppo di immunità 

acquisita. Nel caso in cui l’infezione raggiunga il circolo sistemico, il 

massivo rilascio di TNF alfa da parte dei macrofagi attivati e presenti 

in sede epatica che splenica agisce mediante gli stessi meccanismi 

descritti poc’anzi ma stavolta con effetti su tutti i vasi sistemici 

esitando in ultimo in shock e coagulazione vascolare disseminata 

quest’ultima a sua volta causa di danno multiorgano e morte. 

Il TNF alfa, così come IL-1 e IL-6 è in grado di attivare la risposta di 

fase acuta. Può infatti fungere da pirogeno endogeno. Questo evento 

mira a ridurre con le alte temperature la crescita dell’agente patogeno 

nonché a migliorare la risposta dell’ospite. Ad alte temperatute infatti 

le cellule dell’spite mostrano una maggior “protezione” dagli effetti 

del TNF alfa. 

La risposta di fase acuta inoltre è caratterizzata da secrezione da parte 

del fegato di proteine quali proteina C reattiva o lecitina legante 
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mannani in grado di attivare il complemento e di opsonizzare l’agente 

patogeno. 

Il TNF alfa è inoltre in grado di esplicare effetti di aumentata 

permeabilità sull’endotelio del midollo osseo, processo in grado di 

mobilizzare neutrofili coinvolti in ultimo nella fagocitosi. Recettori 

per il TNF sono infine presenti sulle cellule adipose e muscolari, con 

lo scopo di aumentare il rilascio di proteine e lipidi necessari 

all’aumento della temperatura corporea, e sulle cellule dendritiche. 

Quest’ultimo effetto è in grado di stimolare la migrazione delle cellule 

stesse verso i linfonodi nonché in grado di indurre la loro maturazione 

con lo scopo di stimolare la risposta adattativa.[106] 
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3.2.2 I fattori di crescita  

I fattori di crescita, generalmente considerati un subset di citochine, 

sono proteine implicate nella trasduzione del segnale cellulare e in 

grado di determinare quale effetto ultimo la stimolazione della crescita 

cellulare, la differenziazione, la sopravvivenza e la riparazione 

tessutale. In condizioni fisiologiche numerosi fattori di crescita sono 

richiesti per il mantenimento della proliferazione e vitalità cellulare.  

I fattori di crescita esercitano la loro funzione in modo endocrino, 

paracrino o autocrino.  

La loro azione è mediata da specifici recettori espressi sulla superficie 

di cellule target e il loro rilascio avviene in mono strettamente 

controllato. 

Benché i singoli fattori presentino uno o più bersagli cellulari 

preferenziali, i loro effetti sono generalmente caratterizzati da spiccato 

pleomorfismo su molteplici tipi cellulari. 

La maggior parte dei fattori di crescita è presente nei liquidi 

intercellulari a basse concentrazioni ed agisce esclusivamente a breve 

distanza (meccanismo paracrino). I legame dei fattori di crescita a 

specifiche proteine della matrice extracellulare o alla superficie di 

cellule stromali ne incrementa la concentrazione locale e ne favorisce 

la presentazione alle cellule che esprimono il recettore specifico. In 

alcuni casi, i fattori di crescita si comportano come dei veri e propri 

ormoni ed agiscono a distanza  (meccanismo endocrino) come nel 

caso dell’eritropoietina.Talora il fattore di crescita è prodotto dalle 

stesse cellule che ne esprimono il recettore (meccanismo autocrino).I 
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recettori possono essere localizzati sia sulla membrana cellulare sia 

all’interno della cellula. Ogni cellula, in genere, possiede poche 

centinaia di molecole recettoriali ad elevata affinità e specificità.I 

recettori per i segnali extracellulari coinvolti nella proliferazione 

cellulare sono classificati in a) recettori ad attività enzimatica 

intrinseca; b) recettori associati a proteine con attività enzimatica; c) 

death receptors; d) recettori nucleari. 

Di seguito saranno affrontati il fattore di crescita epidermico (EGF) 

appartenente al gruppo dei recettori ad attività enzimatica intriseca e il 

fattore di crescita vascolare endoteliale (VEGF).[107] 
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3.2.2.1 Il fattore di crescita vascolare endoteliale (VEGF) 

L’esistenza di fattori angiogenetici è stata ipotizzata per la prima volta 

in seguito alla risposta neovascolare indotta da trapianto di tessuti 

neoplastici in tessuti sani.[108] 

Da successive evidenze sappiamo che la neoangiogenesi è un processo 

complesso che prevede il coinvolgimento di numerosi ligandi e 

recettori ma che vede nel segnale indotto dal VEGF una tappa 

fondamentale e imprescindibile.[109] 

La famiglia del VEGF (VEGFs) include il VEGF-A,VEGF-B,VEGF-

C, VEGF-D e il placental growth factor (PLGF). 

I VEGFs svolgono un ruolo fondamentale nella funzione e sviluppo di 

numerosi organi in primis sistema nervoso centrale, rene, fegato e 

polmone.[110] 

I VEGFs legano con alta affinità i recettori VEGFR1,VEGFR2, 

VEGFR3 espressi sulle cellule endoteliali. 

I tre recettori differiscono per la modalità di attivazione, per la cascata 

del segnale intracellulare e per gli effetti biologici (Figura 1).[110] 
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Figura 1: Ruolo dei recettori del VEGF.VEGFR1e VEGFR2 sono 

espressi sulla superficie delle cellule endoteliali.VEGFR3 è espresso 

invece prevalentemente sulle cellule endoteliali del sistema 

linfatico.VEGFA lega i recettori VEGFR1 e VEGFR2, al contrario 

VEGFRB interagisce solo con VEGFR1.VEGFC e VEGFD legano 

VEGFR2 e VEGFR3. Il recettore VEGFR2 è implicato nella 

mitogenesi e sopravvivenza delle cellule endoteliali nonché nella 

angiogenesi e permeabilità microvascolare. Il VEGFR1 non è 

implicato nella mitogenesi delle cellule endoteliali ma nello sviluppo 

embrionale e nella chemiotassi dei monociti. Infine VEGFR1 e 

VEGFR2 sono implicati nella chemiotassi e sopravvivenza delle 

cellule staminali ematopoietiche.  
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Il principale recettore, tra quelli menzionati, è il VEGFR2 mentre 

all’interno della famiglia dei VEGFs, il VEGFA è il fattore vascolare 

chiave della neoangiogenesi essendo gli altri coinvolti 

prevalentemente nell’angiogenesi del sistema linfatico.[111] 

Il gene del VEGFA è costituito da 8 esoni e 7 introni. Lo splicing 

alternativo determina la generazione di 4 differenti isoforme: 

VEGF121,VEGF165,VEGF189,VEGF206 costituiti rispettivamente da 

121,165,189 e 206 aminoacidi. L’isoforma prevalente è la VEGF165 

che è in minima quota secreta nel circolo mentre in gran parte resta 

legata alla superficie cellulare e alla matrice extracellulare.[112, 113] 

L’espressione genica del VEGF è regolata da 3 fattori ovvero tensione 

di ossigeno, fattori di crescita e oncogeni. 

La tensione di ossigeno svolge un ruolo chiave nell’espressione di 

numerosi geni. È ormai noto che l’espressione di mRNA VEGF è 

indotta da esposizione a basse tensioni di ossigeno [114] e che il 

fattore HIF-1 (hypoxia-inducible factor) svolge un ruolo intermediario 

chiave tra ipossia e produzione di VEGF.[109] 

Numerosi fattori di crescita tra cui EGF (epidermal growth factor),  

TGF alfa e beta, KGF (keratinocyte growth factor), FGF e il PDGF 

(platelet-derived growth factor) stimolano l’espressione del mRNA 

del VEGF. Inoltre altre interleuchine quali IL-1 e IL-6 sono in grado 

di stimolare la secrezione del VEGF. 

Questa osservazione supporta l’ipotesi che il VEGF possa essere il 

mediatore dell’angiogenesi e dell’aumentata permeabilità nella 

flogosi.[115] 
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Multipli eventi infine possono esitare in una aumentata espressione 

del VEGF tra cui mutazioni oncogeniche o amplificazioni di Ras [116, 

117] 

Nel processo di attivazione del recettore del VEGF, il legame con il 

ligando determina la dimerizzazione (VEGFR2-VEGFR2) o 

eterodimerizzazione dei recettori (VEGFR1-VEGFR2 oppure 

VEGFR2- VEGFR3). 

Sulla superficie delle cellule endoteliali il recettore VEGFR2 è 

presente in quantità dieci volte maggiore rispetto al recettore VEGFR1 

[118] ma l’affinità recettoriale del VEGF-A per il VEGFR1 è 

maggiore rispetto al VEGFR2. [119] 

Oltre alla via canonica di attivazione del recettore del VEGF mediante 

legame con il suo ligando, altri stimoli quali quello meccanico (shear 

stress) oppure ligandi quali le galectine, il lattato e le LDL sono in 

grado di attivare i recettori del VEGF. 
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3.2.2.2 Ruolo del VEGF in condizioni fisiologiche e patologiche  

Il VEGF è un fattore di crescita fondamentale in condizioni 

fisiologiche quali lo sviluppo embrionale e nel periodo post-natale, lo 

sviluppo dell’apparato scheletrico, e nell’angiogenesi ovarica. 

Modelli murini con inattivazione di un singolo allele del gene Vegf  

presentano precocissima letalità degli embrioni (in 11^-12^ giornata). 

Allo stesso modo la delezione di un allele Vegf 
+/-

 in embrioni è in 

grado di provocare numerose anomalie dello sviluppo quali alterata 

vascolarizzazione degli organi o numero marcatamente ridotto dei 

globuli rossi nelle lacune vascolari del sacco vitellino. 

Il VEGF svolge inoltre un importante ruolo nelle prime fasi della vita 

post-natale. Infatti l’inibizione del segnale mediato dal VEGF 

determina elevati tassi di mortalità e e anomalie di sviluppo degli 

organi, arresto della crescita e insufficienza renale. [120] 

Lo sviluppo endocondrale, fondamentale per la crescita longitudinale 

delle ossa, è caratterizzato da condrociti ipertrofici che esprimono 

elevati livelli di mRNA del VEGF. La somministrazione di anticorpi 

monoclonali contro il VEGF determina un’alterata formazione di osso 

trabecolare.[121] 

La cessazione del trattamento antiVEGF determina il ripristino del 

letto capillare e della crescita ossea. 

La crescita dei follicoli ovarici e lo sviluppo del corpo luteo 

dipendono strettamente dalla presenza di vasi capillari. Al termine 

della loro formazione la rete vascolare regredisce suggerendo la 



 

 42 

presenza di due azioni coordinate opposte ovvero di stimolo e 

inibizione dell’angiogenesi.[122] 

La somministrazione di inibitori del VEGF determina mancata 

formazione del corpo luteo e ritardo nello sviluppo follicolare [123-

126] 

Condizioni patologiche strettamente correlate alla presenza di VEGF 

sono neoplasie solide o di interesse ematologico, 

neovascolarizzazione intraoculare, infiammazione e edema cerebrale, 

patologie correlate agli organi riproduttivi femminili. 

Riguardo alle neoplasie solide sappiamo con certezza che mRNA di 

VEGF è fortemente espresso nei tumori e che anticorpi in grado di 

bloccare il VEGF determinano un potente effetto inibitorio sulla 

crescita nelle cellule neoplastiche. [127]  

Nonostante le cellule neoplastiche stesse siano importante fonte di 

VEGF, le cellule dello stroma (macrofagi e fibroblasti) che 

circondano le cellule neoplastiche sono anch’esse importante fonte di 

VEGF.[128-130]  

Neoplasie di interesse ematologico quali mieloma multiplo, linfoma a 

cellule T, leucemia linfoblastica acuta, linfoma di Burkitt, leucemia 

mieloide cronica esprimono VEGF e i recettori VEGFR1 e 2. 

Diabete mellito, occlusione della vena centrale retinica, prematurità 

con conseguente esposizione a ossigeno sono condizioni in grado di 

indurre neoangiogenesi intraoculare che a sua volta può esitare in 

emorragie vitreali, distacco della retina, glaucoma neovascolare e 

cecità.  
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Il VEGF è considerato fondamentale in numerosi processi 

infiammatori. È fortemente espresso dai cheratinociti nelle ferite 

cutanee o nella psoriasi, condizioni caratterizzate da angiogenesi e 

aumento della permeabilità vascolare.[131]  

Il VEGF è implicato nello sviluppo di edema cerebrale e aumentati 

livelli di VEGF e dei sui recettori sono espressi nell’encefalo di ratto 

dopo ischemia cerebrale.[132]  

Il blocco del VEGF in queste condizioni determina una riduzione 

dell’edema tessutale e una riduzione delle dimensioni dell’area 

infartuale.[133]  
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3.2.2.3 VEGF ed epatocarcinoma 

L’upregulation del VEGF rappresenta una tappa chiave nella 

neoangiogenesi neoplastica e l’epatocarcinoma è una neoplasia che 

con elevata frequenza si associa a ipervascolarizzazione.[134] 

Da alcuni anni è ormai noto che le cellule di epatocarcinoma umano 

esprimono elevati livelli di VEGF, VEGFmRNA e VEGFR2 

mRNA.[135-138] 

Alcuni studi hanno infine dimostrato che l’espressione del fattore di 

crescita correla infine con l’attività proliferativa e con la 

neoangiogenesi tumorale.[139] Un altro aspetto particolarmente 

interessante è il ruolo del VEGF nella diffusione delle cellule 

neoplastiche e nella permeabilità vascolare.[134] 

Il VEGF è in grado infatti di aumentare la permeabilità endoteliale 

paracellulare e di indurre una alterazione delle tight junction mediante 

legame con recettori quali Flk-1, Flt-1, VEGFR1 e VEGFR2 [140-

142]e con conseguente attivazione del segnale cellulare mediante Src, 

ERK, MAP chinasi e PKC[143-146]. In particolare l’attivazione di 

PKC determina la defosforilazione della proteina occludina implicata 

nella corretta integrità delle tight junction epatocellulari e al tempo 

stesso in grado di promuovere segnali di angiogenesi e proliferazione 

cellulare.[134]  

L’aumento della permeabilità vascolare indotta da VEGF è in grado, 

infine, di indurre lo stravaso di fibrinogeno plasmatico con 

conseguente formazione di rete di una fibrina in grado di facilitare la 

migrazione cellulare e quindi la diffusione neoplastica.[147] 
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Questi dati sostengono l’ipotesi del ruolo chiave del VEGF nella 

diffusione neoplastica delle cellule di epatocarcinoma nonché fungono 

da razionale per l’utilizzo di farmaci in grado di bloccare il segnale 

indotto dal VEGF. 

Dal punto di vista clinico sappiamo che oltre il 90% degli 

epatocarcinomi con diffusione metastatica esprime VEGF mentre le 

forme capsulate sono positive per la ricerca di VEGF solo nel 64% dei 

casi.[148] 

Alcuni studi hanno dimostrato una correlazione quantitativa tra 

espressione di VEGF e intensità di segnale durante esami strumentali 

quali RM o TC addome [149-151] sostenendo clinicamente il dato di 

correlazione tra densità microvascolare, marcatore di neonagiogenesi 

tumorale, e livelli di VEGF [152, 153]. 

Alcuni autori hanno valutato la possibilità di utilizzare il VEGF quale 

marcatore di trasformazione neoplastica avendo identificato nei 

pazienti affetti da epatite cronica, cirrosi ed epatocarcinoma livelli 

rispettivamente e progressivamente crescenti[154]. 

Allo stesso modo livelli progressivamente crescenti di VEGF sono 

stati identificati nei pazienti con displasia di basso grado, alto grado 

ed HCC.[139] 

Numerosi studi hanno affrontato il quesito della possibile influenza 

svolta dal VEGF sulle caratteristiche clinicopatologiche nonché sulla 

prognosi dei pazienti affetti da epatocarcinoma. 

In uno studio condotto su 105 pazienti sottoposti a resezione epatica, 

coloro che avevano noduli VEGF positivi (circa il 70%) più 

frequentemente presentavano all’analisi istologica infiltrazione 
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capsulare, vascolare e metastatizzazione intraepatica nonché mediana 

della sopravvivenza più breve bassa rispetto ai pazienti con neoplasie 

VEGF negativi.[155] 

L’espressione del VEGF è stato infine correlato ad un maggior rischio 

di recidiva nei pazienti sottoposti a resezione o ablazione.[156-159] 

Oltre che all’espressione su campione istologico ad oggi sappiamo che 

i livelli sierici di VEGF correlano con l’espressione tumorale del 

VEGF e pertanto esso può essere utilizzato come valutatore indiretto 

di espressione cellulare di VEGF.[160] 

Pertanto livelli di VEGF sierici risultano correlati allo stadio di 

malattia nonché a forme più aggressive di neoplasia.[148] 

Pazienti con dimensioni della neoplasia maggiore di 2 cm hanno 

mostrato una mediana delle concentrazioni sieriche di VEGF più 

elevata rispetto ai pazienti con nodulo singolo < 2 cm.[161] 

Pazienti con concentrazioni di VEGF >245 pg/ml hanno dimostrato 

una sopravvivenza inferiore rispetto al gruppo di pazienti con VEGF 

inferiore al cut off riportato. In tal senso alcuni autori hanno proposto 

l’utilizzo del VEGF quale marcatore diagnostico e prognostico.[134] 

In merito al ruolo del VEGF quale strumento di screening, attualmente 

sono sono disponibili dati definitivi anche se la combinazione di 

VEGF e alfafetoproteina con valori soglia di 355 pg/ml e 20 ng/ml 

rispettivamente hanno dimostrato una sensibilità del 95% versus il 

86% e 68% dei singoli test rispettivamente. [162]    
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3.2.2.4 Il fattore di crescita epidermico (EGF) 

Il fattore di crescita epidermico è una proteina di 6 KDa e costituita da 

53 aminoacidi, inizialmente isolata dalla ghiandola parotide, e 

successivamente identificata in numerosi tessuti e fluidi corporei 

(liquido amniotico, saliva, colostro, latte e urine).[163] 

L’EGF è dotato di potente effetto mitogeno sulla gran parte dei tessuti 

epiteliali, fibroblasti, e cellule endoteliali.[164]  

Esso è prodotto dai macrofagi attivati, cheratinociti e ghiandole 

salivari.[165] 

Le prime evidenze suggerivano un effetto del EGF nella riparazione 

dei tessuti e risale agli anni ’60 da esperimenti su conigli con ustioni 

corneali in trattamento con colliri a base di EGF estratto da ghiandole 

sottomandibolari di topo.[166] 

Oltre all’EGF, la famiglia del fattore di crescita epidermico 

comprende il trasformino growth factor-α (TGF-α), l’heparin-binding 

EGF-like growth factor (HB-EGF), l’amfiregulina, l’epiregulina, 

betacellulina e la neuregulina.[167] 

Tutti i suddetti fattori esibiscono attività mitogenica mediante legame 

su 4 differenti tipi di recettori (EGFR/ErbB1, HER2/ErbB2, 

HER3/ErbB3 ed HER4/ErbB4).[166] 

Dopo legame con il ligando, la formazione di omodimeri 

EGFR/EGFR o di eterodimeri EGFR/HER2, EGFR/HER3 o 

EGFR/HER4 causa fosforilazione ATPasi dipendente di specifici 

residui di tirosina del dominio intracellulare del recettore EGFR, una 

glicoproteina transmembrana di 170 kDa. [166, 168] 
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Le due principali pathway intracellulari attivate da EGFR determinano 

essenzialmente proliferazione cellulare e citoprotezione.Questo 

significa che la stimolazione mediante agonisti di EGFR determina 

uno shift verso programmi cellulari volti alla mitosi e alla 

sopravvivenza cellulare e pertanto in ultimo aumento del numero della 

popolazione cellulare. 

Un altro importante effetto, dovuto alla formazione del complesso 

EGF/EGFR è la stimolazione della migrazione delle cellule epiteliali e 

dei fibroblasti attraverso la fosforilazione e conseguente attivazione 

della fosfolipasi Cγ1 e la cascata di ERK/MAP chinasi.[169] 

Questo segnale indotto nei cheratinociti svolge una funzione 

fondamentale nella riepitelizzazione.[166] 

Il recettore EGFR è espresso da numerose tipologie di cellule umane: 

fibroblasti, cellule endoteliali e cheratinociti.[170] 

EGF ed EGFR sono inoltre overespressi in numerose neoplasie tra cui 

quella mammarie, polmonari ed epatiche.[171-173] 

Il fattore di crescita epidermico può essere prodotto dalle cellule di 

epatocarcinoma in modo autocrino e paracrino e l’overespressione di 

EGF/EGFR nei pazienti con epatocarcinoma si associa ad una peggior 

prognosi.[168] 

EGF è stato correlato alla sintesi di DNA, crescita cellulare e 

progressione nei pazienti affetti da HCC.[168] 

Ed è stato infine associato allo sviluppo di flogosi nel sito della 

neoplasia anche se le pathway coinvolte non sono ancora chiare. 

EGF è inoltre in grado di stimolare la produzione da parte delle cellule 

neoplastiche di numerosi fattori di flogosi tra cui IL-8, CXCL-12, IL-
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6, e IL-1 che contribuiscono alla creazione del microambiente 

infiammatorio [174, 175] e al reclutamento di monociti, neutrofili, e 

linfociti a loro volta poi in grado di indurre il rilascio di mediatori di 

flogosi. [176] 

In ultimo ma non meno importante, la dimostrazione da parte di 

Huang et al che cellule neoplastiche di epatocarcinoma con 

caratteristiche di basso potenziale metastatico per effetto della 

stimolazione mediata da EGFR possono acquisire caratteristiche di 

elevato potenziale metastatico e pertanto di elevata invasività.[168] 
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3.3 I DIRECT-ACTING ANTIVIRALS (DAAS) E LA 

TERAPIA INTERFERON-FREE 

L’interferone associato a ribavirina è stato per decenni il trattamento 

gold standard per la cura dell’infezione cronica da virus C.  

Il trattamento era caratterizzato da alta incidenza di effetti collaterali e 

da tassi di eradicazione virale, la cosiddetta risposta virale sostenuta o 

SVR, in media del 50% con percentuali di risposta inferiori nel 

pazienti portatori di HCV genotipo 1.[177, 178] 

Il miglioramento della conoscenza del genoma virale e della struttura 

delle proteine virali ha portato allo sviluppo dei nuovi farmaci definiti 

antivirali diretti (Direct-acting antivirals o DAAs) i primi dei quali, 

boceprevir e telaprevir sono stati commercializzati in Europa a partire 

dal 2011. L’aggiunta dei nuovi farmaci al trattamento standard con 

interferone peghilato e ribavirina ha garantito un aumento del tasso di 

eradicazione virale fino al 70% [179, 180] pur in presenza di numerosi 

fattori limitanti il loro utilizzo in primis l’indicazione al trattamento 

del solo genotipo 1, la presenza di numerose interazioni 

farmacocinetiche e la necessità di assunzione di numerose compresse 

(fino a 18 al giorno) in aggiunta al trattamento con interferone 

peghilato. I numerosi effetti collaterali, oltre a quelli già riconducibili 

all’uso dell’interferone, e un elevato rischio di sviluppo di resistenze 

virali ne ha tuttavia limitato fortemente l’utilizzo e la necessità di 

nuovi trattamenti che non prevedessero il ricorso all’interferone e che 

avessero una maggiore gestibilità dei farmaci permaneva. 
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Nel Dicembre 2013 venne approvato un nuovo DAA di seconda 

generazione, il sofosbuvir, la cui immissione in commercio ha 

rivoluzionato del tutto la terapia dell’epatite C. Da allora infatti 

numerosi altri farmaci (simeprevir, ledipasvir, daclatasvir, 

paritaprevir, ombitasvir, dasabuvir) sono entrati a far parte dei 

protocolli di trattamento dell’epatite C con tassi di SVR di poco 

inferiori al 100%. 
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3.3.1 Farmacodinamica dei DAAs 

Il genoma virale del virus HCV è costituita da 10 geni (C, E1,E2, p7, 

NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B). I geni C, E1 ed E2 

codificano proteine strutturali. In particolare il gene C codifica il 

capside virale mentre E1 ed E2 codificano glicoproteine 

dell’envelope.[181] 

I geni p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B codificano invece 

proteine non strutturali la cui funzione è riassunta sinteticamente nella 

Figura 2. 

 

Figura 2: Genoma del virus HCV e funzione delle proteine virali. 

La replicazione virale comprende una prima fase durante la quale 

viene prodotta un’unica lunga poliproteina virale dal cui clivaggio in 

siti specifici sono prodotte le 10 proteine, tre strutturali e sette non 

strutturali. Sono indicati i siti di clivaggio proteico che è operato da 

peptidasi cellulari (triangolo grigio), da NS3/NS4A (triangolo verde) 

oppure da autoclivaggio (triangolo in rosso), quest’ultimo mediato da 

NS2/NS3. Sono infine riportati per E1 ed E2 i siti di glicosilazione 

proteica (punti neri). 
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La replicazione virale prevede la sintesi di un’unica lunga poliproteina 

dal cui clivaggio sono prodotte le tre proteine strutturali e le sette 

proteine non strutturali. 

I farmaci appartenenti alla classe dei DAAs hanno come target 3 

proteine non strutturali ovvero NS3 e suo cofattore NS4A, NS5A e 

NS5B. 

Le tre rispettive classi di farmaci sono quindi: 

1. Inibitori del NS3/NS4A ovvero gli inibitori delle proteasi 

2. Inibitori del NS5A ovvero del complesso di replicazione virale 

3. Inibitori del NS5B ovvero inibitori delle polimerasi [182] 

Il complesso NS3/NS4A è una serin proteasi ed è responsabile del 

clivaggio della poliproteina nelle dieci proteine strutturali.[183] 

 I primi DAAs ad essere approvati (e pertanto definiti DAAs di I 

generazione), boceprevir e telaprevir, appartengono a questa classe. 

Numerose altre molecole appartenenti a questa classe sono state 

successivamente immesse in commercio. Esse definite DAAs di II 

generazione includono: simeprevir, paritaprevir, asunaprevir e 

grazoprevir. 

Essi sono approvati per l’utilizzo nel genotipo 1 e presentano una 

bassa barriera genetica per cui richiedono l’associazione con altri 

farmaci dato l’alto rischio di resistenza.[182]  

Inoltre il sito attivo degli inibitori della proteina NS3 non è altamente 

conservato nei genotipi diversi dal genotipo 1 per cui sono utilizzabili 

solo nel genotipo 1.[182] La loro attività svolge una potente azione 

antivirale, motivo per il quale nonostante le limitazioni di funzione 

sono conservati nei protocolli di trattamento interferon-free. 
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La proteina NS5A ha una funzione non chiaramente definita ma con 

certezza sappiamo che essa fa parte del complesso di replicazione 

virale ed è essenziale durante la fase di replicazione e di assemblaggio 

proteico virale.[183] Il meccanismo d’azione degli inibitori di NS5A 

si ritiene sia rappresentato dal blocco della formazione del complesso 

di replicazione virale mediante blocco della dimerizzazione dei 

complessi NS5A.Il primo inibitore del NS5A ad essere identificato è 

stato il daclatasvir seguito poi da ledipasvir e ombitasvir.[182] 

Rispetto agli inibitori delle proteasi la loro funzione è garantita in tutti 

i genotipi virali ma come questi ultimi hanno una bassa barriera 

genetica per cui il loro utilizzo non è possibile in monoterapia. 

La proteina NS5B è una RNA polimerasi-RNA dipendente 

fondamentale per la replicazione virale. [184] 

Due sottoclassi di inibitori della polimerasi sono inclusi in questo 

gruppo di farmaci: gli inibitori nucleosidici e non nucleosidici.Gli 

inibitori nucleosidici dopo legame sul loro sito attivo determinano una 

interruzione nel processo di allungamento dell’ RNA. Sono farmaci ad 

alta barriera genetica in quanto eventuali modifiche nella catena 

aminoacidica del sito attivo in corso di mutazioni virali, sono 

svantaggiose per la replicazione virale. Inoltre il sito attivo è 

altamente conservato tra i vari genotipi così da esse molecole ad 

attività pangenotipica.[185] 

Il più importante membro di questa famiglia è il sofosbuvir, 

inizialmente approvato per il genotipo 2 e 3 e successivamente esteso 

anche al trattamento degli altri genotipi. 
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Gli inibitori non nucleosidici legano allostericamente siti diversi dal 

sito attivo determinando una modifica conformazionale della RNA 

polimerasi che impedisce l’allungamento della catena del nascente 

RNA. [184] 

A causa del loro meccanismo d’azione, gli inibitori non nucleosidici 

del RNA polimerasi sono meno potenti rispetto ai nucleosidici e 

pertanto più suscettibili di sviluppare resistenze virali. A questo 

gruppo appartiene il dasabuvir.    
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3.3.2 Indicazioni al trattamento con DAAS 

Le linee guida della sociatà europea (EASL) e l’Associazione italiana 

per lo studio del fegato (AISF) hanno stilato le nuove linee guida per 

la regolamentazione dell’accesso ai nuovi farmaci per la cura 

dell’epatite cronica dell’epatite C.[45, 186] 

Attualmente, con limitazioni di carattere prettamente economico e 

legate ai criteri di rimborsabilità dell’Agenzia Italiana del Farmaco 

(AIFA), le categorie di pazienti per i quali è rimborsato il trattamento 

antivirale sono: 

1. Paziente con cirrosi CHILD-PUGH A o B e/o con HCC con risposta 

completa a terapie resettive chirurgiche o loco-regionali, non 

candidabili a trapianto epatico, nei quali la malattia epatica sia 

determinante per la prognosi 

2. Pazienti con epatite ricorrente HCV-RNA positiva del fegato 

trapiantato in paziente stabile clinicamente e con livelli ottimali di 

immunosoppressione 

3. Paziente con epatite cronica con gravi manifestazioni extra-epatiche 

HCV-correlate (sindrome crioglobulinemica con danno d'organo, 

sindromi linfoproliferative a cellule B) 

4. Paziente con epatite cronica con fibrosi METAVIR F3 (o 

corrispondente ISHAK) 

5. Paziente in lista per trapianto epatico con cirrosi MELD <25 e/o con 

HCC all’interno dei criteri di Milano con la possibilita’ di attesa in 

lista di almeno 2 mesi 
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6. Paziente con epatite cronica dopo trapianto di organo solido (non 

fegato) o di midollo con fibrosi METAVIR ≥2 (o corrispondente 

ISHAK) 

7. terapia del paziente con epatite cronica con fibrosi METAVIR F0-F2 

(o corrispondente ISHAK) 
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3.3.3 Rischio di epatocarcinoma nei pazienti sottoposti a 

trattamento antivirale con DAAs 

 
L’ampio utilizzo dei DAAs nella gran parte dei paesi europei ha 

consentito di ottenere su larga scala dati di efficacia, di cui già 

ampiamente discusso nelle precedenti sezioni, e soprattutto dati si 

safety. 

Nell’Aprile 2016 Reig et al. ha riportato per la prima volta, durante la 

riunione annnuale dell’International Liver Congress,  i risultati di 

un’analisi su 58 pazienti con HCC anamnestico e sottoposti a 

trattamento antivirale con DAAs [6]. I pazienti, sottoposti a 

trattamento antivirale 11.2 mesi dopo resezione o ablazione di HCC, 

avevano presentato un alto tasso di recidiva (27.6%) entro i primi 6 

mesi dopo la fine del trattamento antivirale con mediana temporale tra 

inizio del trattamento e diagnosi di recidiva di 3.5 mesi (1.1-8 mesi). 

Gli autori concludevano per un alto tasso di recidiva di 

epatocarcinoma verosimilmente non correlato all’azione oncogena 

diretta dei DAAs ma piuttosto legata alla potente attività antivirale dei 

farmaci, capaci pertanto di indurre una rapidissima scomparsa del 

virus dal circolo e un troppo rapido riassetto delle popolazioni 

linfocitarie con escape immunologico di eventuali cellule neoplastiche 

attive.  

Da allora altri gruppi di ricerca hanno pubblicato dati osservazionali 

retrospettivi riguardati il rischio di recidiva dopo trattamento con 

DAAs. 

Conti et al., riportando i primi dati italiani sul rischio di 

epatocarcinoma nei cirrotici con e senza anamnesi per pregressa 
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neoplasia epatica e concordando con i dati riportati da Reig, 

concludeva per alto rischio di recidiva di epatocarcinoma in pazienti 

precedentemente sottoposti a resezione, ablazione o 

chemioembolizzazione e assenza di una riduzione del rischio di 

insorgenza di HCC nei pazienti con anamnesi negativa per pregresso 

HCC [7].Il rischio di recidiva non risultava correlato alla tipologia di 

trattamento antineoplastico a cui sono stati sottoposti i pazienti. 

L’intervallo tra trattamento tumorale e inizio della terapia antivirale 

era di 376 giorni (range: 45-2706) mentre il follow up a cui sono stati 

sottoposti dopo inizio della terapia DAAs era di 24 settimane. 

Dall’altro lato il lavoro francese pubblicato dal gruppo di studio 

ANRS e basato sulla revisione di dati provenienti da tre coorti 

multicentriche per un totale di 660 pazienti con anamnesi per 

epatocarcinoma e trattati con DAAs non ha evidenziato un aumento 

del rischio[8]. In particolare nella prima coorte il 7% dei pazienti 

trattati con DAAs aveva riportato una recidiva vs il 47% nel gruppo 

dei pazienti non trattati; nella seconda coorte la recidiva era stata 

evidenziata nel 12.7% (24 pazienti di 189) dei trattati con DAAs e del 

20.5% (16 pazienti di 78) nel gruppo dei non trattati.  

Kozbial et al hanno riportato un aumento dell’incidenza di HCC 

annuale del 8% (vs 1% riportato nei pazienti con SVR dopo 

trattamento con interferone)[187]. 

I casi segnalati dal gruppo Austriaco sono stati 19 di cui 16 senza 

pregresso HCC. Gli autori concludevano per un aumento del rischio 

legato alla down regulation sulla trascrizione di geni quali recettori di 

IFN tipo II e III e di geni correlati all’interferone in grado di 
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controllare la crescita di cellule neoplastiche e il ruolo di miR-122 in 

grado di controllare l’epatocarcinogenesi e ridotta dopo trattamento 

con  DAAs. 

Zavaglia et al. ha riportato un unico caso di recidiva di HCC su 31 

pazienti trattati e concludeva per assenza di aumentato rischio pur 

considerando, rispetto ai primi dati riportati da Reig, un più lungo 

intervallo temporale tra trattamento locoregionale e inizio della terapia 

(mediana di 19 mesi)[188]. 

Yang et al ha incluso 112 pazienti in lista per OLT e ha registrato un 

rischio di recidiva di HCC più elevata nel gruppo di pazienti sottoposti 

a terapia con DAAs (5 di 18 pazienti pari al 27.8% dei trattati) se 

comparati al gruppo dei non trattati (6 di 63 pazienti ovvero il 9.5%). 

I cinque pazienti che hanno presentato la recidiva di HCC avevano 

metastasi extraepatiche (polmone, surrene, mediastino)[189]. 

Lo studio di Cardoso et al. ha coinvolto 54 pazienti con anamnesi 

negativa per HCC. Quattro pazienti hanno sviluppato entro 7 mesi 

dalla negativizzazione virale un HCC ovvero il 7% versus 1.2-1.4% 

dei pazienti trattati con interferone[190]. 

Minami et al ha riportato un rischio di HCC non aumentato nel 

gruppo dei trattati con DAAs se comparati ai pazienti trattati con 

interferone e al gruppo dei non trattati. Infatti il rischio di HCC è stato 

ad un anno del 21.1%, 26.3% e del 30.5% nel gruppo DAAs, 

interferone e controllo rispettivamente e a due anni del 29.8%, 52.9% 

e 61 % sempre nei tre gruppi rispettivamente [191]. 

Alla stessa conclusione sono infine giunti Petta et al. e Cheung et al  

[192, 193]. 
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Adhoute et al, concorde con l’assenza di un aumentato rischio, notava 

tuttavia che seppur in presenza di stesso tasso di recidiva i pazienti 

sottoposti a trattamento con DAAs avevano una recidiva più precoce 

(12 mesi vs 38.5 mesi del gruppo dei non trattati)[194]. 

I dati a nostra disposizione dunque non mostrano una univocità e non 

consentono al momento di escludere o confermare l’aumentato rischio 

pur considerando che i dati analizzati finora presentano una notevole 

eterogeneità in modo particolare l’intervallo temporale tra trattamento 

antineoplastico locoregionale e inizio del trattamento antivirale appare 

l’elemento che da solo è in grado di influenzare la possibilità di trarre 

delle conclusioni definitive e univoche.  
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4 PARTE SECONDA 

4.1 OBIETTIVI DELLO STUDIO 

Obiettivo principale dello studio è stato valutare il profilo delle 

citochine (in particolare IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 e TNFalfa) e del 

VEGF sierici durante trattamento con DAAs in pazienti con fibrosi 

significativa (Stadio F3  Metavir o cirrosi epatica) HCV-correlata.  

Obiettivo secondario è stato verificare se in vitro (su cellule 

endoteliali ombelicali umane o HUVEC), l’aggiunta del siero dei 

pazienti sottoposti a trattamento con DAAs e con aumento dei livelli 

sierici di VEGF, avesse degli effetti biologici ovvero di stimolazione 

della proliferazione cellulare.  
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4.2 MATERIALI E METODI 

4.2.1 Pazienti e Dosaggio delle interleuchine 

Centodiciassette pazienti sottoposti a trattamento con DAAs e seguiti 

presso il centro CURE (Centro per la Ricerca e la Cura delle 

Epatopatie) dell’Università di Foggia sono stati arruolati nel periodo 

compreso tra Marzo e Dicembre 2015. Tre pazienti avevano  

anamnesi positiva per epatocarcinoma sottoposto a trattamento 

secondo le linee guida BCLC (Barcellona Clinic Liver Cancer 

classification) prima dell’inizio della terapia antivirale.La terapia è 

stata intrapresa solo dopo accertamento della risposta completa al 

trattamento antineoplastico.Per evitare interferenze nello studio dei 

livelli sierici del VEGF, i pazienti con epatocarcinoma attivo o con 

uno o più noduli sospetti per HCC sono stati esclusi dallo studio.Tutti 

i pazienti sono stati sottoposti, al baseline e a fine trattamento, ad 

ecografia addome. I pazienti con precedente diagnosi di HCC sono 

stati sottoposti a monitoraggio strumentale mediante ecografia con 

mezzo di contrasto (CEUS) ogni 3 mesi ed a TC e RM con mezzo di 

contrasto ogni 6 mesi. Tutti i pazienti con AST o ALT oltre il limite di 

normalità (40 UI/L) dopo la 4^ settimana di trattamento sono stati 

inoltre sottoposti a valutazione ecografica epatica.  

Campioni di plasma sono stati raccolti durante predefiniti time point 

durante trattamento in particolare al baseline, alla 4^ settimana di 

trattamento (T4wk), il giorno di fine trattamento (End of Treatment o 

EoT), 4 settimane dopo fine trattamento (Sustained Virological 
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Response 4 o SVR4), 12 settimane dopo fine trattamento (Sustained 

Virological Response 12 o SVR12). 

Solo i pazienti con almeno 3 dosaggi (baseline; T4wk o EoT; SVR4 o 

SVR12) sono stati inclusi nell’analisi finale. 

Il trattamento antivirale della durata di 12 o 24 settimane è stato 

stabilito in ciascun paziente sulla base del genotipo virale e della 

severità della fibrosi come indicato dalle raccomandazioni delle linee 

guida dellAssociazione Italiana per lo Studio del Fegato (AISF) e i 

criteri di rimborsabilità indicati dall’Agenzia Italiana del farmaco 

(AIFA). 

I pazienti con trattamenti combinati ovvero Interferone + DAAs sono 

stato esclusi dall’analisi finale. 

Dove previsto dalle linee guida, è stata somministrata ribavirina con 

dose calcolata da assumere a seconda del peso corporeo (1000 mg/die 

se peso corporeo inferiore a 75 Kg e 1200 mg se maggiore o uguale a 

75 Kg). 

Il dosaggio virale quantitativo è stato eseguito mediante Real Time 

PCR con limite di detection pari a 12 UI/L. 

Durante trattamento antivirale i pazienti sono stati sottoposti a 

monitoraggio clinico e laboratoristico mensile. Il dosaggio del HCV 

RNA è stato effettuato in corrispondenza dei seguenti time point: 

baseline, T4wk, EoT, SVR4 ed SVR12. 

SVR4 ed SVR12 sono state ottenute qualora HCV RNA quantitativo 

fosse non rilevato in corrispondenza della 4^ e 12^ settimana dopo la 

fine del trattamento antivirale. 

Tutti gli eventi avversi, clinici o biochimici, sono stati riportati.   
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Il dosaggio delle citochine è stato effettuato mediante Biochip Array 

Technology-Randox Laboratories.Il dosaggio è stato effettuato presso 

il Laboratorio Centrale mediante apparato Randox come da linee 

guida fornite dall’azienda produttrice.Ciascun campione è stato testato 

in duplicato con successivo calcolo della media. In corrispondenza dei 

time point indicati (baseline, T4wk, EoT,SVR4 ed SVR12) sono stati 

testati, oltre all’ HCVRNA quantitativo e alle citochine, la funzione 

epatica.  
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4.2.2 Test in vitro per lo studio dell’attività angiogenica del siero 

dei pazienti trattati con DAAs 

Cellule endoteliali ombelicali umane (Human umbilical vein 

endothelial cells (HUVEC) sono state coltivate nel medium basale per 

HUVEC (CC-3156 Lonza, Italia) supplementato con EGM-2 Bullet 

kit (CC-3156, Lonza, Italy) come da indicazioni dell’azienda 

produttrice. 

Prima dello studio di stimolazione, le HUVEC sono state valutate 

mediante test del trypan blue al fine di valutarne la vitalità e 

successivamente 5.000 cellule sono state seminate in piastre da 24 

pozzetti. Dopo 24 ore le cellule sono state stimolate con 

1. Medium standard completo (controllo positivo) 

2. Medium standard diluito (diluizione 1:15) per ridurre 

significativamente i fattori di crescita e i nutrienti cellulari (controllo 

negativo) 

3. Medium standard diluito 1:15 arricchito con 100 μl di siero dei 

pazienti 

Le cellule sono state poste in coltura per ulteriori 72 ore in ambiente 

umidificato, a 37 °C, con percentuale di anidride carbonica del 5%. 

La conta cellulare è stata effettuata mediante Countess II FL 

Automated Cell Counter (Life Technologies). 

Tre replicati sono stati effettuati per ciascun esperimento. 
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4.2.3 TEST DI INIBIZIONE CON ANTI-VEGF, 

BEVACIZUMAB, sulla crescita delle cellule Hepa RG 

Per valutare se gli effetti delle cellule di epatocarcinoma (HEPA-RG) 

fossero dipendenti da VEGF è stato predisposto un modello di coltura 

con anticorpi bloccanti il VEGF (BEvacizumab). Le HEPA-RG sono 

state coltivate per 72 ore in piastre da 6 pozzetti con terreno di 

Williams nelle seguenti condizioni: 

1. Medium standard (FBS 10%)  

2. Medium standard (FBS 10%) + 150 μl siero dei pazienti 

3. Medium standard diluito (FBS 0,125%) + 150 μl siero dei pazienti 

4. Medium standard completo (FBS 10%) + bevacizumab (2,5 

mg/ml) 

5. Medium standard completo (FBS 10%) + 150 μl siero dei pazienti 

+ bevacizumab (2,5 mg/ml) 

6. Medium standard diluito (FBS 0,125%) + 150 μl pazienti + 

bevacizumab (2,5 mg/ml) 

 
4.2.4 Analisi statistica 

Le variabili categoriche sono state espresse come frequenze e 

percentuali; le variabili continue come mediane e range. Per 

migliorare la normalità della distribuzione e per ottenere un range più 

ristretto più facilemente rappresentabile sui grafici, i valori di VEGF e 

IL-8 sono stati espressi sotto forma di Log10. 

I trend temporali delle citochine dosate sono state analizzate mediante 

test non parametrico dei ranghi con segno di Wilcoxon e confronti di 

valore consecutivi (per ogni time point) di ogni singola citochina e 

confronti di ciascun time point con il baseline. L’analisi è stata 
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condotta dapprima sull’intera popolazine e successivamente nei due 

sottogruppi (terapia sofosbuvir-based versus  

ombitasvir+paritaprevir+ritonavir con o senza dasabuvir). I confronti 

nei due sottogruppi per ogni singola citochina sono stati effettuati per 

ogni time point mediante test di Kruskal-Wallis. 

I dati risultanti dalle colture cellulari sono stati presentati come media 

e deviazione standard della media.La differenza delle medie è stata 

calcolata mediante t test a due code.L’analisi statistica è stata 

effettuata mediante software statistico R (Foundation for Statistical 

Computing, Vienna, Austria) e la significatività è stata definita 

qualora p<0.05 (a due code). 
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4.3 RISULTATI 

4.3.1 PAZIENTI ARRUOLATI 

Sono stati arruolati 103 pazienti le cui caratteristiche demografiche e 

cliniche sono riportate nella tabella 1 

Tabella 1: Caratteristiche della popolazione studiata. ULN: Upper Limit Normal 
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Variabile 
N=103 

Età (anni) 68 (38-84) 

Sesso (M/F) 56 (54.4%)/47 (45.6%) 

Genotipo 

1a 7 (6.8%) 

1b 59 (57.3%) 

2 23 (22.3%) 

3 8 (7.8%) 

4 6 (5.8%) 

Durata 

Trattamento 

12/24 wks n 

(%) 

62 (60.2%)/41 (39.8%) 

Cirrotici 

52 (50.5%) 

CHILD-A 46 (44.7%) 

CHILD-B 6 (5.8%) 

Genotipo 

IL28B 

CC 16 (15.5%) 

CT 35 (34%) 

TT 8 (7.8%) 

na 44 (42.7%) 

ALT <1.5 x ULN 53 (51.5%) 
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>1.5 x ULN 50 (48.5%) 

Log10 HCV RNA 

(IU/mL) 
5.5 (2.3-6.8) 

Terapia 

antivirale 

Sofosbuvir + Ribavirin 28 (27.2%) 

Sofosbuvir + Simeprevir 19 (18.4%) 

Sofosbuvir/Ledipasvir 11 (10.7%) 

Sofosbuvir + Daclatasvir 15 (14.6%) 

Ombitasvir + Paritaprevir 

+ Ritonavir ± Dasabuvir 

30 (29.1%) 

Utilizzo 

ribavirina, 

n (%) 

42 (40.8%) 

Precedenti 

trattamenti 

PEG-IFN + ribavirina 38 (36.9%) 

DAAs I generazione 11 (10.7%) 

DAAs II generazione 1 (0.9%) 

Naive 53 (51.5%) 

 

Il 54.4% della popolazione arruolata era di sesso maschile e metà 

della popolazione studiata aveva al baseline ipertransaminasemia 

(ALT >1.5 x ULN). La mediana dell’HCV RNA quantitativo 

(espressa in Log10) al baseline è stata di 5.5 UI/ml (range: 2.3-6.8 

UI/ml).Nella distribuzione dei genotipi, il genotipo 1 è stato il più 

frequente (64.1%). Il 29.1% della popolazione studiata è stata trattata 
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con ombitasvir+paritaprevir+ritonavir±dasabuvir mentre il 70.9% con 

regime sofosbuvir-based. Il trattamento antivirale ha indotto una 

rapida clearance virale con associata normalizzazione delle 

transaminasi (Figure 1 e 2). 

 

 

Figura 1: Cinetica virale durante trattamento con Direct-acting antivirals 

(DAAs). Nelle prime 4 settimane il trattamento antivirale ha determinato una rapida 

riduzione della carica virale fino a completa clearance virale. 

T0: baseline; T4wk: dopo 4 settimane di trattamento; EoT: end of treatment; SVR4: 

4 settimane dopo la fine del trattamento; SVR12: 12 settimane dopo la fine del 

trattamento antivirale. 
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Figura 2: ALT durante trattamento antivirale. A partire dalla 4^ settimana di 

trattamento la mediana dei livelli sierici di ALT si è ridotta significativamente 

(p<0.0001) rispetto al baseline. Le concentrazioni sieriche di alanina 

aminotransferasi sono espresse come mediane e range interquartili (IQR). 

*** p<0.0001; T0: baseline; T4wk: dopo 4 settimane di trattamento; EoT: end of 

treatment; SVR4: 4 settimane dopo la fine del trattamento; SVR12: 12 settimane 

dopo la fine del trattamento antivirale. 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.2 VEGF 

Dopo 4 settimane di trattamento la mediana del Log10 VEGF è 

risultato essere significativamente aumentato (da 2.18 Log10  pg/mL a 
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2.45 Log10  pg/mL, p< 0.001). Dalla 4^ settimana fino alla fine del 

trattamento, i livelli sierici di VEGF sono rimasti sostanzialmente 

invariati per cui nel confronto tra concentrazioni di VEGF al baseline 

versus EoT la significatività è stata confermata (2.44 Log10  pg/mL, 

p< 0.001 vs baseline) con ritorno ai valori basali in corrispondenza 

della SVR4 ed SVR12 (2.13 Log10  pg/mL alla SVR4 e 2.28 Log10  

pg/mL alla SVR12) (Figura 3). Tale andamento è stato osservato sia 

nel gruppo di pazienti trattati con 

ombitasvir+paritaprevir+ritonavir±dasabuvir che con regime 

antivirale sofosbuvir-based. 

 

 

Figura 3 Livelli sieri di VEGF prima, durante e dopo trattamento antivirale. 

Dopo 4 settimane di terapia i livelli sierici di VEGF hanno mostrato un incremento 

significativo (T4wk vs T0 p<0.001). Dalla 4^ settimana di trattamento e fino a fine 

terapia i livelli sierici di VEGF sono rimasti stabili e pertanto significativamente 

aumentati rispetto al valore dosato prima dell’inizio del trattamento (EoT vs T0 

p<0.001). 
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Dopo la fine del trattamento il livelli sierici di VEGF sono ritornati a valori simili al 

baseline. Le concentrazioni sieriche di VEGF sono espresse come mediane e range 

interquartili (IQR). 

VEGF : Vascular Endothelial growth factor o fattore di crescita vascolare 

endoteliale; *** p<0.0001; * p<0.05; T0: baseline; T4wk: dopo 4 settimane di 

trattamento; EoT: end of treatment; SVR4: 4 settimane dopo la fine del trattamento; 

SVR12: 12 settimane dopo la fine del trattamento antivirale. 
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4.3.3 IL-10 

Dall’analisi del trend dell’IL-10 si osserva una brusca riduzione dei 

valori di tale citochina dopo 4 settimane di trattamento 

(concentrazioni sieriche al baseline 1.44 pg/mL versus concentrazioni 

al T4wk 0.83 pg/mL; p = 0.03). 

I valori rilevati nei successivi time point sono sostanzialmente 

sovrapponibili con conferma della significatività nel confronto di 

ciascun time point con il baseline e assenza di significatività nei 

confronti a due tra tempi successivi al baseline (Figura 4). 

 

Figura 4 Livelli sieri di IL-10 prima, durante e dopo trattamento antivirale. 

Dopo 4 settimane di terapia i livelli sierici di IL-10 hanno mostrato un significativo 

decremonto (T4wk vs T0 p<0.05) divenuto più marcato alla fine del trattamento 

(EoT vs T0 p<0.01).  

Le concentrazioni sieriche di IL-10 sono espresse come mediane e range 

interquartili (IQR). 

** p<0.01; * p<0.05; T0: baseline; T4wk: dopo 4 settimane di trattamento; EoT: end 

of treatment; SVR4: 4 settimane dopo la fine del trattamento; SVR12: 12 settimane 

dopo la fine del trattamento antivirale. 
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4.3.4 EGF 

I livelli di EGF non hanno presentato durante trattamento una 

variazione statisticamente significativa seppur con lieve aumento dal 

baseline all’End of treatment e rispristino dei valori basali in 

corrispondenza della SVR12.   

 

Figura 5: Livelli sieri di EGF prima, durante e dopo trattamento antivirale. Le 

concentrazioni sieriche di EGF non hanno mostrato significative variazioni durante 

e dopo la fine del trattamento con DAAs. Le concentrazioni sieriche di EGF sono 

espresse come mediane e range interquartili (IQR). 

EGF: epidermal growth factor o fattore di crescita epidermico; T0: baseline; T4wk: 

dopo 4 settimane di trattamento; EoT: end of treatment; SVR4: 4 settimane dopo la 

fine del trattamento; SVR12: 12 settimane dopo la fine del trattamento antivirale. 

 

 

 
 

4.3.5 IL-6 

I livelli sierici di IL-6 sono aumentato nel confronto tra baseline e 

T4wk senza però raggiungere la significatività statistica (da 1.43 
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pg/mL a 2.78 pg/mL; p = 0.39). Nei successivi time point, le 

concentrazioni sieriche di IL-6 hanno presentato una graduale 

riduzione dei valori fino a valori inferiori rispetto al baseline senza, 

tuttavia, raggiungere mai la significatività statistica.  

 

Figura 6: Livelli sieri di IL-6 prima, durante e dopo trattamento antivirale. Le 

concentrazioni sieriche di IL-6 non hanno mostrato significative variazioni durante e 

dopo la fine del trattamento con DAAs. Le concentrazioni sieriche di EGF sono 

espresse come mediane e range interquartili (IQR). 

T0: baseline; T4wk: dopo 4 settimane di trattamento; EoT: end of treatment; SVR4: 

4 settimane dopo la fine del trattamento; SVR12: 12 settimane dopo la fine del 

trattamento antivirale. 

 

 

4.3.6 IL-8 

I livelli sierici di Log10 IL-8 non hanno presentato variazioni durante 

tutto il trattamento e nei controlli dopo terapia. 
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Figura 7: Livelli sieri di IL-6 prima, durante e dopo trattamento antivirale. Le 

concentrazioni sieriche di IL-8 non hanno mostrato significative variazioni durante e 

dopo la fine del trattamento con DAAs. Le concentrazioni sieriche di IL-8 sono 

espresse come mediane e range interquartili (IQR). 

T0: baseline; T4wk: dopo 4 settimane di trattamento; EoT: end of treatment; SVR4: 

4 settimane dopo la fine del trattamento; SVR12: 12 settimane dopo la fine del 

trattamento antivirale. 
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4.3.7 TNF-alfa 

A differenza dell’IL-10 i livelli sierici di TNF-alfa non hanno 

presentato variazioni durante le prime 4 settimane di trattamento (da 

4.05 pg/mL del baseline a 4.01 pg/mL; p = 0.27) mentre a fine 

trattamento (2.82 pg/mL, p = 0.05 vs baseline) e nei successivi tempi 

(2.19 pg/mL e 2.09 pg/mL alla SVR4 ed SVR12 rispettivamente) i 

valori sono significativamente ridotti rispetto al baseline. 

 

Figura 8: Livelli sieri di TNFα prima, durante e dopo trattamento antivirale. 

Le concentrazioni sieriche di TNFα hanno mostrato una riduzione progressiva fino a 

raggiungere la significatività statistica  nel confronto tra baseline ed EoT (p<0.05). 

Tale riduzione è stata confermata nei successivi controlli post-trattamento. Le 

concentrazioni sieriche di TNFα sono espresse come mediane e range interquartili 

(IQR). 

T0: baseline; T4wk: dopo 4 settimane di trattamento; EoT: end of treatment; SVR4: 

4 settimane dopo la fine del trattamento; SVR12: 12 settimane dopo la fine del 

trattamento antivirale. 
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4.3.8 Effetti biologici del siero dei pazienti trattati con DAAs 

sulla crescita delle cellule endoteliali 

Per valutare i possibili effetti biologici delle significative variazioni 

sieriche di VEGF osservate durante e dopo trattamento con DAAs, 

sono stati effettuati test in vitro su cellule HUVEC. Al baseline la 

crescita cellulare è risultata essere pari al controllo negativo ovvero 

alla coltura cellulare avente come terreno di coltura standard diluito 

1:15. L’aggiunta nel terreno di coltura standard diluito 1:15 arricchito 

con siero campionato nei diversi tempi del trattamento antivirale ha 

mostrato un aumento significativo della replicazione cellulare quando 

le piastre di coltura sono state supplementate con siero di pazienti alla 

4^ settimana di trattamento (T4wk 290± 60% vs. 120±30 del baseline, 

p< 0.0001). Tale dato è concorde con l’aumento del valore di VEGF 

osservato dopo 4 settimane di trattamento. 

Colture cellulari arricchite con siero campionato alla fine del 

trattamento antivirale (EoT) ha mostrato invece il ripristino della 

crescita cellulare a valori non significativamente diversi dal controllo 

negativo (SVR12 = 160±40%). 
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Figura 9: Effetto del siero dei pazienti trattati con DAAs sulla crescita delle 

cellule endoteliali (HUVEC). La ricerca di eventuali effetti della supplementazione 

di siero di pazienti sulla crescita delle cellule endotelialiè stata effettuata utilizzando 

sieri raccolti alla 4^ settimana di trattamento e alla fine del trattamento. L’aggiunta 

di siero di pazienti alla 4^ settimana di trattamento ha determinato un significativo 

aumento della crescita cellulare (290±60% vs 120±30% del baseline).  L’aggiunta 

alla coltura cellulare di siero di pazienti alla 12^ settimana dopo fine trattamento non 

ha determinato significative variazioni rispetto al baseline. 

*** p<0.0001; T0: baseline; T4wk: dopo 4 settimane di trattamento; SVR12: 12 

settimane dopo la fine del trattamento antivirale. 
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4.3.9 Effetti del bevacizumab sulle colture di cellule HepaRG 

Dopo aver verificato che il siero dei pazienti trattati con DAAs ha 

determinato un aumento della crescita delle cellule HUVEC, è stato 

valutato l’effetto della supplementazione di siero dei pazienti in 

trattamento antivirale sulle cellule di epatocarcinoma Hepa RG. I 

risultati sono stati i seguenti: 

1. L’aggiunta di siero dei pazienti al medium di coltura ha 

determinato una aumento della crescita delle cellule Hepa RG 

del 200%.  

2. L’aggiunta di siero dei pazienti al terreno supplementato con 

FBS diluito ha determinato una crescita cellulare del 200% 

3. L’aggiunta del bevacizumab al medium + siero dei pazienti ha 

determinato una riduzione della crescita cellulare del 50% 

rispetto alla coltura con medium + siero dei pazienti. 

4. L’aggiunta del bevacizumab al terreno supplementato con FBS 

diluito e siero dei pazienti ha determinato una riduzione del 

25% della crescita cellulare rispetto alla coltura con medium 

diluito + siero dei pazienti. 

 

 

 

 



 

 84 

4.4 DISCUSSIONE 

L’epatite cronica da virus C è causa di morbidità e mortalità. Le linee 

guida europee per il trattamento dell’epatite HCV+ raccomandano 

l’utilizzo dei nuovi farmaci DAAs nei pazienti affetti da cirrosi 

epatica o fibrosi avanzata o qualora vi siano manifestazioni 

extraepatiche HCV-correlate e nei pazienti con epatocarcinoma 

candidati a OLT. Nell’Aprile 2016 Reig et al hanno pubblicato i 

risultati di un’analisi retrospettiva fatta su pazienti affetti da HCC e 

trattati con antivirali diretti mostrando un significativo e precoce 

aumento della recidiva di HCC [6]. Successivamente numerosi lavori 

hanno riportato dati di effetto del trattamento antivirale sul rischio di 

recidiva nei pazienti con e senza pregresso epatocarcinoma senza, nel 

complesso, fornire dati univoci [7, 8, 187-194]. 

La disomogeneità delle popolazioni studiate e la diversità nella 

metodologia di trattamento hanno indubbiamente influenzato i dati 

finali per cui ad oggi dati di indiscutibile safety o dati di  assenza della 

stessa nei pazienti con epatocarcinoma non sono ancora disponibili.  

Trial prospettici in grado di valutare mediante la comparazione diretta, 

pazienti con epatocarcinoma con o senza trattamento con DAAs, il 

rischio assoluto e relativo non sono attualmente disponibili. 

L’eventuale disegno di studio che preveda quindi la possibilità di 

indagare definitivamente il rischio di recidiva mediante confronto 

diretto potrebbe, alla luce dei dati di efficacia attualmente disponibili, 

non essere considerata del tutto etica.  

Dubbi di eticità potrebbero inoltre derivare dall’analisi del ridotto 

rischio di incidenza di scompensi e della riduzione della mortalità che 
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nei pazienti con cirrosi avanzata rappresentano in ogni caso un target 

da raggiungere nel più breve tempo possibile con terapie, come 

appunto i DAAs, per i quali non è richiesto un monitoraggio clinico 

stretto dato il basso rischio di effetti collaterali. 

I dati che oggi abbiamo a disposizione in merito al rischio di recidiva 

di HCC derivano pertanto da analisi retrospettive caso-controllo, 

uniche per metodologia in grado di fornire in breve tempo dati che in 

uno studio prospettico potrebbe richiedere un numero elevato di 

pazienti  e un tempo di osservazione molto lungo. 

Dall’altro lato l’osservazione che pazienti con recente anamnesi di 

HCC sottoposti a trattamento con DAAs abbiano presentato una 

progressione di malattia più rapida e una maggior aggressività nella 

presentazione clinica della neoplasia, suggerisce che la terapia 

antivirale possa in qualche modo essere coinvolta nella storia naturale 

della neoplasia e che possa quindi favorire meccanismi che portino in 

ultima analisi alla crescita tumorale e/o alla disseminazione delle 

cellule neoplastiche. In un recente editoriale, Nault e Colombo [195] 

hanno ipotizzato che la rapida riduzione fino a scomparsa del virus 

dovuto alla potente terapia antivirale possa determinare una 

disregolazione immunitaria con effetti sulla risposta antitumorale e 

questo evento potrebbe in ultima analisi essere il trigger della recidiva. 

Inoltre la recidiva potrebbe essere facilitata mediante meccanismi 

diretti di stimolo della crescita delle cellule neoplastiche. Tale evento 

assai difficilmente può verificarsi nei pazienti trattati con interferone 

in considerazione della lenta risposta antivirale e quindi lenta modifica 
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delle citochine coinvolte nella regolazione immune, oltre che alle 

proprietà antiproliferative che l’interferone di per sè possiede. 

D’accordo con l’ipotesi della possibile presenza di meccanismi di 

facilitazione che possano favorire, nei pazienti trattati con DAAs e 

con recente diagnosi di epatocarcinoma, la crescita e disseminazione 

delle cellule neoplastiche e sulla base dei dati già ampiamente descritti 

in letteratura che mostrano un ruolo chiave del VEGF nella 

progressione e disseminazione delle cellule neoplastiche è stato 

concepito il presente progetto di ricerca basato su due fasi 

fondamentali. Il primo ha previsto il dosaggio dei livelli circolanti di 

VEGF, il secondo la verifica di possibili effetti biologici degli stessi. 

Dall’analisi preliminare è innanzitutto emerso che i livelli sierici di 

VEGF di 103 pazienti sottoposti a trattamento con DAAs hanno 

presentato un significativo incremento dopo 4 settimane di 

trattamento. Un ulteriore dosaggio del VEGF sierico effettuato a fine 

trattamento ha mostrato concentrazioni sieriche concordi con i valori 

identificati alla 4^ settimana per cui è stato possibile dedurre che a 

partire dalla 4^ settimana e fino a fine trattamento i livelli circolanti 

del fattore di crescita vascolare sono immodificati e stabilmente 

elevati.  

Incubando cellule endoteliali umane con il siero dei pazienti trattati e 

per ogni paziente effettuando lo studio mediante incubazione con siero 

dei tre tempi di trattamento ovvero del baseline (prima del 

trattamento), durante trattamento (della quarta settimana o di fine 

trattamento) e dodici settimane dopo la fine del trattamento è emerso 
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che il siero dei pazienti ha proprietà angiogenetiche ed è in grado di 

indurre una significativa crescita delle cellule endoteliali. 

Il VEGF è considerato un elemento chiave nell’angiogenesi delle 

neoplasie epatiche e gli elevati livelli circolanti sono correlati ad una 

maggiore aggressività della neoplasia [196]. 

Il VEGF agisce mediante meccanismi diretti e indiretti con esito 

principale la crescita delle cellule neoplastiche e la sopravvivenza 

cellulare. Sia le cellule endoteliali che le cellule neoplastiche 

dipendono dal segnale cellulare indotto dal fattore di crescita 

vascolare [197]. 

Le cellule di epatocarcinoma umano esprimono il VEGF e la sua 

presenza è in grado di garantire la proliferazione delle cellule 

neoplastiche e il suo potenziale neoangiogenetico probabilmente 

perché il VEGF è in grado non solo di indurre proliferazione delle 

cellule endoteliali ma anche di aumentare la permeabilità vascolare e 

alterare le tight junction, tutte condizioni favorenti la disseminazione 

sistemica delle cellule neoplastiche [134, 135, 139]. 

Elevati livelli di VEGF circolante dopo trattamento chirurgico, 

ablazione mediante radiofrequenza o TACE correlano con cattiva 

prognosi e rapida insorgenza di recidiva nei pazienti con HCC [196].  

In questo contesto i risultati del presente studio foniscono un’ipotesi 

basata su solide basi scientifiche che possono spiegare i numerosi casi 

di recidiva segnalati in letteratura. 

I risultati dello studio possono inoltre giustificare la maggior 

aggressività clinica e la rapida disseminazione qualora la recidiva si 

sia instaurata. 
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Che il VEGF abbia da solo un ruolo chiave in questo evento lo 

testimoniano i livelli di EGF, che pur essendo un fattore di crescita 

cellulare di indiscussa importanza, appare immodificato durante tutto 

il trattamento. 

I test in vitro compiuti sulle cellule di epatocarcinoma hanno 

dimostrato che l’aggiunta di siero dei pazienti è in grado di 

determinare un aumento della crescita cellulare e che tuttavia 

l’aggiunta di bevacizumab non è in grado di ripristinare le condizioni 

basali per cui ulteriori fattori promuoventi la crescita delle cellule di 

epatocarcinoma, presenti nel siero dei pazienti sottoposti a 

trattamento, possono esser coinvolti in questo processo.  

Tale dato tuttavia necessita di ulteriori e più ampie conferme basate  

su studi di maggiore numerosità campionaria.    

Dati di conferma sono inoltre necessari nella valutazione del possibile 

impatto degli aumentati livelli di VEGF in altre tipologie di neoplasie 

in considerazione del fondamentale ruolo svolto dal fattore di crescita 

vascolare in numerose tipologie di neoplasie. 

Il secondo importante risultato del presente studio è stato 

l’identificazione delle modifiche del pattern citochinico in grado di 

giustificare le possibili alterazioni dell’immunosorveglianza contro le 

cellule neoplastiche. 

Gli effetti dei DAAs sulla risposta immune è stata recentemente 

studiata da Serti et al. che hanno riportato la ricostituzione 

dell’immunità innata dopo trattamento con DAAs [198]. Tale 

osservazione è stata ipotizzata a seguito di dati che mostravano down 
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regulation degli interferoni di tipo II e III e aumento dell’espressione 

dell’interferone di tipo I [199].  

Questo fa si che la rapida riduzione della viremia induca una forte 

attenuazione del segnale di flogosi con ripercussioni positive sulla 

progressione di malattia. Dall’altro lato però questo può avere un 

impatto negativo sul controllo immunologico dei tumori. 

I dati del presente progetto confermano che i DAAs inducono una 

rapida riduzione della viremia e normalizzazione entro 4 settimane 

dell’ipertransaminasemia. La rapida riduzione dell’IL-10 e del TNF 

alfa dovuta alla clearance virale è indicativa di una sostanziale 

modifica del pattern infiammatorio sistemico tipico dei pazienti affetti 

da epatite cronica. 

L’IL-10 è una molecola che svolge un ruolo chiave 

nell’immunoregolazione e questo è testimoniato dalla presenza dei 

suoi recettori su numerose cellule ematopoietiche, sui linfociti B e T e 

sui macrofagi. L’IL-10 è una citochina antifiammatoria coinvolta in 

definitiva nel controllo della funzione T. Essa tipicamente sopprime la 

produzione di citochine proinfiammatorie e regola la proliferazione 

dei linfociti B e dei linfociti T CD4 e CD8. Il suo effetto si esplica 

inoltre sulle cellule presentanti l’antigene (macrofagi e cellule del 

Kupffer) con modulazione della loro attività [200]. 

Il blocco della pathway cellulare indotta da IL-10 determina una 

rapida clearance virale nonché la soppressione della risposta immune 

adattativa mediante alterazione della funzione delle cellule presentanti 

l’antigene e l’alterazione della funzione delle cellule T [201, 202]. 
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L’interleuchina 10 è considerata la molecola chiave nel processo di 

cronicizzazione dell’infezione cronica da virus C essendo implicata 

nelle alterazioni della sorveglianza immunologica dell’ospite ed è 

ampiamente dimostrato in letteratura che alti livelli di IL-10 sono un 

elemento costante nei pazienti con cronicizzazione dell’infezione.  

Il sistema immune svolge un ruolo fondamentale nella genesi e 

progressione della carcinogenesi e se da un lato la risposta flogistica è 

marcata in corso di neoplasia e facilita la crescita delle cellule 

neoplastiche dall’altra i linfociti T citotossici sono in grado di 

distruggere le cellule tumorali. Le due risposte rappresentano gli 

estremi di un processo del quale l’IL-10 sembra essere il principale 

regolatore. 

In definitiva numerosi sono i punti da chiarire in primis quale possa 

essere la fonte di VEGF e inoltre il ruolo di possibili mediatori 

intermedi che, a partire dalla riduzione dell’IL-10, possano condurre 

alle alterazioni immunologiche implicate nel mancato controllo delle 

cellule neoplastiche. L’unico elemento sul quale vi è senza dubbio 

convergenza scientifica, sia sulla base della non univocità dei dati di 

letteratura pubblicati negli ultimi mesi che sulla base della presente 

ricerca, è che tutti i pazienti con anamnesi patologica prossima per 

epatocarcinoma sottoposti a trattamento, qualsiasi esso sia, 

necessitano di stretta sorveglianza durante e dopo trattamento 

antivirale e che un ulteriore elemento di sicurezza clinica potrebbe 

essere considerato un adeguato intervallo temporale tra trattamento 

antineoplastico e terapia antivirale. 
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I farmaci antivirali a nostra disposizione sono estremamente potenti 

tanto da indurre in poche settimane, talvolta pochi giorni, una 

clearance completa del virus e tale risultato può essere considerato un 

traguardo di grande importanza in ambito medico-scientifico. 

Dall’altro lato però le alterazioni del sistema immunitario, in 

particolare dei mediatori cellulari, indotte repentinamente 

nell’organismo umano durante trattamento e i loro effetti sono punti 

chiave da chiarire con sollecitudine e degni di interesse da parte di 

tutto il mondo epatologico. 
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