Studio randomizzato controllato, In

doppio cieco, per valutare I'efficacia
e la tollerabilita di phyllanthus niruri
verso placebo nel trattamento di pa-
zlenti affetti da epatite B cronica:

Il razionale scientifico
Si ritiene che vi siano 350 milio-
ni di persone nel mondo cronica-
mente infette da virus dell'epati-
te B (HBV) (Lok e McMahon
2001). Di essi, una percentuale
compresa tra il 15 e il 40% van-
no incontro a gravi conseguenze
nel corso della loro vita, in par-
ticolare a cirrosi epatica o epato-
carcinoma (Lok e McMahon). In
Italia grazie anche alla diffusione
della vaccinazione obbligatoria
dal 1991 si € osservata una ridu-
zione della frequenza dell'epatite
B dagli anni '90 a oggi, anche se
una quota dell'1% della popola-
zione risulta ancora cronicamen-
te infetta (Stroffolini 2005). Tut-
tavia si riscontra una considere-
vole variabilita nella proporzione
di soggetti adulti con infezione
cronica da HBV. Nella provincia
di Brescia

uno studio epidemiologico ha
mostrato come il 5-6% dei resi-
denti di eta superiore ai 50 anni

sia infetto, in assenza di manife-
stazioni cliniche a livello epatico
(Donato et al, 2002). Attualmen-
te il trattamento dell'epatite B
viene effettuato con gli interfero-
ni, lamivudina, adefovir, enteca-
vir e tenofovir solo nei pazienti
con epatite cronica da modera-
ta a severa, definita sulla base del-
la biopsia epatica, con attiva re-
plicazione dellHBV (HBV DNA
> 100.000 coppie/ml) e con per-
sistente elevazione delle transami-
nasi, secondo le raccomandazio-
ni dell' European Association for
the Study of the Liver (EASL)
(EASL, 2009). Tuttavia i risulta-
ti dei trial finora effettuati hanno
mostrato un'efficacia limitata di
questi trattamenti, che in diversi
casi vengono interrotti prima del
termine per la comparsa di effet-
ti avversi di rilievo.

Il Phyllanthus niruri & una pian-
ta ampiamente diffusa nei paesi
tropicali e subtropicali ed e usa-
ta per la cura di diverse patologie,

il progetto corona

in particolare a carico del fegato,
nella medicina tradizionale di di-
versi paesi, soprattutto nell'ambi-
to della medicina cinese e india-
na (Blumberg). Sono isolati di-
versi composti chimici negli
estratti di questa pianta, che sem-
brano responsabili dei principali
effetti farmacologici, tra cui alca-
loidi, flavonoidi, legnani, fenoli
e terpeni (Blumberg, 1998). Fin
dagli anni '80, diversi studi speri-
mentali hanno mostrato un ef-
fetto positivo del trattamento dei
soggetti con infezione cronica da
HBV con piante del genere Phyl-
lanthus. Alcuni studi in vitro e in
vivo hanno mostrato che gli
estratti di piante del genere Phyl-
lanthus inibiscono la replicazio-
ne dell'HBV a diversi livelli (Ven-
kateswaran et al, 1987; Lee et al,
1996; Ott et al, 1997; Lame t al,
2006).

Una revisione condotta da un
gruppo Cochrane nel 2001 ha in-
cluso 22 trial randomizzati con-



trollati (RCT) pubblicati dal 1991
al 1999 (Liu et al, 2001/a e
2001/b). In tutti questi studi il
gruppo sottoposto a trattamento
con il genere Phyllanthus é stato
confrontato con un gruppo di
controllo sottoposto a terapia
con placebo, interferone o altri
preparati erboristici. | risultati
della meta-analisi mostrano che il
trattamento con il genere Phyl-
lanthus é circa 5 volte piu effica-
ce del placebo nel determinare la
clearance dell’HBV (negativita di
HBsAg) in soggetti HBsAg posi-

tivi (rischio relativo, RR=5,64, in-
tervallo di confidenza al 95%, IC
95%: 1,85-17,21). Non si & ri-
scontrata alcuna differenza tra il
trattamento con Phyllanthus e
quello con interferone. Si ¢ inve-
ce riscontrata in alcuni studi una
maggiore efficacia del trattamen-
to combinato Phyllanthus + in-
terferone rispetto a interferone
da solo nel determinare la clea-
rance di  HBsSAg sierico
(RR=1,56, IC 95%: 1,06-2,32).
Non sono stati riportati effetti
avversi di rilievo del trattamento
con Phyllanthus. Tuttavia, la mag-

gior parte degli RCT erano di
bassa qualita sotto I'aspetto me-
todologico, avevano un follow-
up breve e includevano un picco-
lo numero di soggetti. Inoltre i ri-
sultati delle ricerche non sono
concordi perché accanto a studi
positivi vi sono studi con risulta-
ti negativi e non é chiaro quali
elementi relativi al protocollo del-
la ricerca o alle caratteristiche dei
soggetti inclusi possano influen-
zare il risultato del trattamento.
Tutte le ricerche sono state ef-
fettuate in paesi asiatici, ed € pos-

sibile che vi siano bias di pubbli-
cazione. Gli autori della meta-
analisi concludono che nonostan-
te vi sia qualche elemento per ri-
tenere che le piante del genere
Phyllanthus possano avere un
effetto positivo nel trattamento
dell'infezione da HBV, da sole o
in associazione con interferone,
non vi e ancora un‘evidenza con-
clusiva in merito ad efficacia e
innocuita del trattamento. Gli au-
tori ritengono quindi necessari
ulteriori ricerche, con RCT di ele-
vata qualita, misure di outcome
forte, in particolare quelli di va-

lutazione virologica ed epatica
con un monitoraggio attento dei
possibili effetti avversi e con un
adeguato follow-up e numero di
pazienti da sottoporre a tratta-
mento.

Pochi studi sono stati pubblicati
successivamente alla meta-anali-
si di Liu et al, con risultati con-
tradditori. Uno studio compara-
tivo con Phyllanthus amarus ver-
so interferone alfa-1b ha riscon-
trato un'efficacia del preparato
erboristico simile a quelle dell'in-
terferone (Xin-Hua et al, 2001).
Invece, una ricerca condotta su
soggetti con epatite cronica HBe-
Ag positiva ed elevati livelli di
transaminasi non ha rilevato al-
cun effetto anti-virale di Phyllan-
thus urinaris (Chan et al, 2003).
Un'altra revisione critica dell'im-
piego del Phyllanthus per il trat-
tamento dell'epatite B ha identi-
ficato 14 trial, dei quali la meta
con risultati positivi e la meta con
risultati negativi, sollevando il
dubbio che altri eventuali trial
con risultati negativi non siano
stati pubblicati e concludendo
sulla necessita di nuovi studi con-
dotti in modo rigoroso (Martin e
Ernst, 2003).

Anche gli autori di un recentissi-
mo articolo pubblicato sul gior-
nale ufficiale dell'AISF (Associa-
zione Italiana per lo Studio del
Fegato) concordano riguardo al-
la necessita di adeguati e rigoro-
si RCTs per accertare il ruolo dei
preparati erboristici, tra cui Phyl-
lanthus amarus, per il trattamen-
to delle malattie epatiche (Stic-
kel e Schuppan, 2007).

Per poter trarre conclusioni sul
possibile impiego del Phyllanthus
per il trattamento dell'infezione
da HBV ci proponiamo di con-
durre un nuovo RCT con una
metodologia rigorosa, per un
tempo sufficientemente lungo e
misure di outcome certo, quali la
viremia, e con un numero ade-
guato di soggetti.

Obiettivi della ricerca
L'obiettivo primario & dimostra-
re la superiorita della risposta vi-



rologica al mese 12 (al termine
del trattamento), misurata in ter-
mini di non rilevabilita dellHBV
DNA - misurato attraverso il me-
todo Versant HBVDNA® (so-
glia di rilevabilita 2000
copie/mL) - della somministra-
zione di Phyllanthus amarus in
confronto a placebo in pazienti
adulti affetti da epatite B cronica
non candidabili ad altre terapie.

lutazione dell'efficacia e della tol-
lerabilita di Phyllanthus niruriin
pazienti adulti affetti da epatite B
cronica. | gruppi di trattamento
sono i seguenti:

P Phyllanthus niruri in monoterapia: 12
mesi di terapia orale;

»>Placebo: 12 mesi di terapia orale

In questo studio viene inserito

tatto diretto con i medici che
somministrano i trattamenti e
con i pazienti. Le compresse del
preparato sperimentale e quelle
del placebo sono state confezio-
nate dall'Azienda fornitrice (Da-
bur India) in modo tale da non
consentire di distinguere le une
dalle altre. I soggetti vengono as-
segnati ai due gruppi secondo
I'ordine di entrata nello studio

FIGURA 1. FASI E TEMPI PREVISTI PER LO SVOLGIMENTO DELLA RICERCA

1a fase: reclutamento dei pazienti in 6 mesi

2a fase: trattamento dei pazienti, analisi di laboratorio e variabili di outcome in 12 mesi

3a fase: follow-up post-trattamento, analisi di laboratorio e variabili di outcome in 6 mesi

4a fase: analisi statistica e stesura del report finale: 1 mese

Obiettivi secondari sono:

P Misurare la concentrazione dell'HBV
DNA aimesi 1, 3,6, 9, 12 e 18 per valu-
tare I'attivita anti-virale del trattamento in
esame.

»Confrontare, aimesi 1, 3,6,9,12e 18
I'efficacia della terapia in termini di scom-
parsa della sieropositivita per HBsAg e di
HBeAg nei soli soggetti HBeAg positivi.
P Valutare la frequenza di normalizzazio-
ne dei valori di transaminasi nel corso
dello studio

P> Valutare la frequenza di persistenza del-
la eventuale normalizzazione dei valori di
transaminasi e di negativizzazione dell’
HBVDNA a 6 mesi dalla fine dello studio

Il disegno sperimentale

Lo studio é un trial randomizza-
to controllato di fase I1, in dop-
pio cieco, a 2 braccia, per la va-

un gruppo trattato con placebo in
quanto non vi sono terapie ap-
provate di consolidata efficacia e
innocuita per pazienti nelle con-
dizioni indicate dai criteri di in-
clusione.

La randomizzazione ¢ stata ef-
fettuata mediante impiego di nu-
meri casuali generati con un soft-
ware per l'analisi statistica. Per
assicurare il doppio cieco, la ran-
domizzazione e stata effettuata
da un epidemiologo che opera
presso la Sezione di lgiene, Epi-
demiologia e Sanita Pubblica del-
I'Universita di Brescia - Servizio
di Epidemiologia dell'ASL di Bre-
scia, e che invia l'indicazione dei
trattamenti (A o B) da assegnare
ai soggetti inclusi nella ricerca
sulla base dei numeri casuali
estratti, senza avere alcun con-

con una randomizzazione a bloc-
chi randomizzati di 4, di modo
che ogni 4 pazienti 2 sono tratta-
ti con il prodotto erboristico e 2
con il placebo, secondo una del-
le possibili sequenze casuali. Tut-
ti gli esami di laboratorio e le vi-
site cliniche vengono effettuate
durante il periodo di trattamento
e durante il follow-up su tutti i
soggetti in cieco, nei tempi qui ri-
portati. L'analisi dei dati verra ef-
fettuata da un epidemiologo
estraneo alla ricerca su dati ano-
nimi, in cieco. E' prevista un'ana-
lisi ad interim su di 1/3 dei pa-
zienti reclutati.

Nel soprastante schema (Fig. 1)
e riportato il cronogramma del-
lo studio. Dopo la messa a pun-
to iniziale del progetto con la pre-
disposizione del materiale neces-



sario e I'approvazione del Comi-
tato Etico, I'arruolamento dei pa-
cembre 2008 e procedera nel cor-
so del 2009, fino a raggiungere la
numerosita prevista. Il trattamen-
to dura 12 mesi, il follow-up
post-trattamento 6 mesi e alla fi-
ne dello studio, verra effettuata
I'analisi dei dati e la stesura del re-
port conclusivo. La durata com-

plessiva prevista per il progetto &
di 24 mesi.

Investigatori principali
e collaboratori

I principali investigatori della ri-
cerca sono Giampiero Carosi,
Professore Ordinario presso la
Clinica delle Malattie Infettive e
Tropicali, Azienda Ospedaliera
Spedali Civili di Brescia e Catte-
dra di Malattie Infettive, Diparti-

mento Materno Infantile e di
Tecnologie Biomediche, Univer-
sita degli Studi di Brescia, coa-
diuvato da Massimo Puoti, Pro-
fessore Associato presso la mede-
sima Clinica e Francesco Do-
nato, Professore Ordinario pres-
so la Sezione di lgiene, Epide-
miologia e Sanita Pubblica, Di-
partimento di Medicina Speri-
mentale ed Applicata, dell'Uni-
versita degli Studi di Brescia
e Responsabile del Servizio
Epidemiologico dell’ASL di
Brescia. Altri collaboratori
sono le dr.sse Barbara Za-
nini, Clinica di Gastroente-
rologia, Azienda Ospedalie-
ra Spedali Civili di Brescia, e
Chiara Baiguera, Clinica
delle Malattie Infettive e Tro-
picali, Azienda Ospedaliera
Spedali Civili di Brescia.

Dipartimento e UO
della struttura
presso cui viene
svolta effettiva-
mente la sperimen-
tazione e dove ven-
gono conservate le
informazioni della
sperimentazione

La sperimentazione si svol-
ge presso la Clinica delle Ma-
lattie Infettive e Tropicali,
Azienda Ospedaliera Speda-
li Civili di Brescia, Ambula-
torio Epatiti e, per la parte
epidemiologica e biostatisti-
ca, presso la Sezione di Igie-
ne, Epidemiologia e Sanita
Pubblica, Dipartimento di
Medicina Sperimentale ed
Applicata, dell'Universita de-
gli Studi di Brescia.

Descrizione del tratta-
mento e delle proce-
dure

| pazienti ritenuti eleggibili per
la ricerca sulla base dei dati clini-
ci riportati nel database dell’Am-
bulatorio Epatiti della Clinica di
Malattie Infettive e Tropicali de-
gli Spedali Civili di Brescia ven-
gono invitati a una visita di scree-

ning per valutare se possono
prendere parte allo studio. Se un
paziente risponde ai criteri di in-
clusione dello studio anche alla
visita di screening, viene invitato
a partecipare alla ricerca. Gli vie-
ne quindi spiegato il razionale
dello studio e la metodologia di
conduzione e gli vengono forni-
te tutte le informazioni inerenti i
possibili vantaggi e svantaggi che
avra nel partecipare alla ricerca e
la possibilita di ritirarsi in qualsia-
si momento senza conseguenze.
Se il paziente accetta di parteci-
pare alla ricerca firma il modulo
di consenso informato e viene
quindi invitato a presentarsi ad
una data prefissata per l'inizio
della terapia.

Ai soggetti appartenenti al grup-
po in trattamento viene sommi-
nistrato il Phyllanthus niruri, per
via orale, alla dose di una pastiglia
da 250 mg per 2 volte al giorno
per 12 mesi.

La preparazione di Phyllanthus
niruri prodotta dalla "Dabur In-
dia" ha concluso favorevolmen-
te la procedura di notifica nel re-
gistro degli integratori alimenta-
ri approvati dal Ministero della
Salute secondo Decreto Legisla-
tivo 21 maggio 2004, n.169, art.
10. (codice E 06 25494-Y).

Il medico sperimentatore effettua
la somministrazione del prepara-
to utilizzando le confezioni appo-
sitamente fornite, contenenti
l'uno il preparato in esame e I'al-
tro il placebo, sulla base della li-
sta di assegnazione di pazienti al
trattamento fornita da un epide-
miologo afferente alla Sezione di
Igiene, Epidemiologia e Sanita
Pubblica dell'Universita di Bre-
scia - Servizio di Epidemiologia
dell’ASL di Brescia.

Follow-up

Aimesil, 3,6,912e 18 il pazien-
te si reca presso I'Ambulatorio
Epatiti della Clinica delle Malat-
tie Infettive e Tropicali, Azienda
Ospedaliera Spedali Civili di Bre-
scia, per un controllo clinico e
una valutazione di alcuni para-



TABELLA 1. FLOW-CHART RIASSUNTIVA DEI PARAMETRI PREVISTI E RELATIVI COSTI (EVIDENZIATI IN GIALLO GLI ESAMI NON
PREVISTI DALLA ROUTINE, IL CUI COSTO QUINDI VA COPERTO DAI FONDI STANZIATI PER LA RICERCA)

SCREENING GIORNO MESE MESE MESE COSTI
ESEMPI E TEMPI 1 6 12 18 AGGIUNTIVI
(BASALE)

Consenso informato X X* 0

Criteri inclusione X X* 0

/ esclusione

Anamnesi X 0

Esame obiettivo X X 0

Segni vitali X X X X X 0

Peso e altezza X X X X X 0

HIV, HCV, HDV X Routine

AFP X Routine

PT X X X X 2.58 x 3=7.74 euro

HBeAg/HbeAb X X X X Routine

HBsAg/HbsAb X X X Routine

HBV DNA X X X X X Mese 1 e 3 =40.2 x
3 = 80.4 euro

Test di gravidanza X Giornol: 6.71 euro

Biochimica X X X X X Mese 1,3e9 =
6,65 x 3 = 19,95 euro
+ 1.7 x4=6.8 euro

Emocromo con

formula X X X X X Mese 1,3e9 =
3,98x3=1194
euro

Esame urine X X X X X Routine

ECG X Routine

Eventi avversi X X X X X 0

Consegna farmaco X X X X 0

*Confermare alla visita basale; Biochimica: transaminasi, bilirubina frazionata, creatininemia

gli esami di routine sono quelli gia in atto per il follow-up dei pazienti con epatite cronica da HBV, sono eseguiti presso un laboratorio cen-
tralizzato e non rappresentano un costo aggiuntivo a carico dell'Ente, essendo effettuati nei tempi previsti dalle linee guida nazionali ed internaziona-
li per i pazienti affetti da epatite cronica da HBV (ogni 6 mesi). Quali esami di screening si terranno in considerazione gli esami gia effettuati dal
paziente per l'esecuzione della biopsia epatica. Per tutti i rimanenti esami, compresi anche quelli di routine, ma non esenti per il paziente (esenzione
codice 016), i costi relativi vengono coperti dai fondi stanziati per la ricerca.

metri di laboratorio come da
flow-chart riportata in Tabella 1.
Al termine del mese 12 il pazien-
te cessa I'assunzione del prepara-
to o del placebo e viene infine
rivisto dopo 6 mesi dalla cessa-
zione della terapia, al mese 18
dall'inizio dello studio. Qualorail
paziente non si presenti alla vi-
sita prestabilita, viene contattato
telefonicamente per fissare un
nuovo appuntamento. In caso di
impossibilita a stabilire un contat-
to o dirifiuto del paziente di sot-
toporsi a ulteriori controlli il sog-
getto viene considerato perso al-

I'ultima osservazione. In caso di
interruzione della terapia, il sog-
getto resta nello studio e viene in-
vitato egualmente a sottoporsi al-
le visite ed ai controlli di labora-
torio previsti.

Cessazione anticipata
dello studio

| pazienti possono ritirarsi dallo
studio in qualsiasi momento.
Inoltre la partecipazione allo stu-
dio viene sospesa nei seguenti ca-
Si:

»-aggravamento del quadro clinico con

indicazione all'inizio della terapia anti-vi-
rale

P> necessita di effettuare terapia per altra
patologia concomitante

P> insorgenza di eventi avversi

P non aderenza del paziente

Eventi avversi

Non sono riportati in letteratura
eventi avversi dovuti all'uso del
trattamento in studio. Tuttavia,
qualora, nel corso dello studio, do-
vessero manifestarsi episodi di in-
tolleranza e tossicita, il medico che
segue il paziente valuta la possibi-
lita di sospendere la terapia, oltre



che effettuare una terapia degli ef-
fetti riscontrati, e compilare la se-
gnalazione nella scheda raccolta
dati di quanto occorso.

Raccolta dei dati

Per la raccolta dei dati della ricer-
ca é stata predisposta una scheda
cartacea ad hoc (CRF: case re-
port form). Tutti i dati di interes-
se clinico, inclusi i risultati degli
esami di laboratorio, vengono ri-
levati durante le visite di scree-
ning e successive valutazioni, fi-
no al termine del follow-up, uti-
lizzando la scheda informatizza-
ta Health&Notes gia in uso da
alcuni anni presso I'’Ambulatorio
Epatiti della Clinica delle Malat-
tie Infettive e Tropicali, predi-
sposto per la normale routine dei
protocolli di sorveglianza dei sog-
getti con epatite virale cronica.
Gli eventuali eventi avversi ven-
gono inizialmente segnati dai pa-
zienti su di un diario terapeutico
gia predisposto per altre speri-
mentazioni di farmaci anti-virali
e a loro consegnato all'inizio del-
lo studio, e quindi riportati sulla
cartella clinica informatizzata dal
medico che segue la ricerca alla
visita successiva.(Tabella 1)

Descrizione
della popolazione
Caratteristiche dei pazienti

Vengono reclutati i pazienti con
epatite cronica da HBV , di eta
compresa frai 18 e i 75 anni d'eta,
che sono seguiti presso I'Ambu-
latorio Epatiti della Clinica di Ma-
lattie Infettive e Tropicali degli
Spedali Civili di Brescia, che sod-
disfino i criteri di inclusione pre-
cedentemente descritti e non
rientrino nei criteri di esclusio-
ne. Tali pazienti fanno parte di
una coorte di circa 600 pazienti
con infezione cronica da HBV
che sono seguiti da diversi anni
presso la suddetta struttura e so-
no inseriti in un database clinico.
Tali pazienti sono sottoposti a
un monitoraggio continuo che
prevede visite ed esami di labora-
torio con periodicita fissa, ed in
alcuni casi un trattamento con
farmaci anti-virali, in accordo con
quanto raccomandato dalle linee
guida attuali sul trattamento dei
soggetti con infezione da HBV
(de Franchis R et al. J Hepatol.
2003;39 Suppl 1:S3-25).

| pazienti che, sulla base delle ca-
ratteristiche cliniche rilevate nel
database clinico, soddisfano ai
criteri di inclusione e di esclusio-
ne vengono invitati a presentar-
si all'Ambulatorio Epatiti della
Clinica di Malattie Infettive e
Tropicali degli Spedali Civili di
Brescia per una nuova visita di
screening e, se risultati candidati

alla ricerca, verranno invitati a
prendervi parte. In un arco di
tempo di 6 mesi verranno contat-
tati tutti i pazienti ritenuti ido-
nei.

Numero di pazienti arruolati.
E' previsto I'arruolamento nello
studio 140 pazienti, 70 per ogni
braccio della ricerca. La dimen-
sione del campione permette la
valutazione adeguata dell'obbiet-
tivo primario, che consiste nella
negativizzazione dellHBV DNA
sierico. La proporzione di pazien-
ti con clearance dell'HBV DNA
attesa e del 30% nel gruppo trat-
tato, sulla base dei trial finora
condotti (Liu et al, J Viral Hep
2001; 8:358-366) rispetto ad un
valore di clearance spontanea nel
periodo di osservazione del 2%
nel gruppo di controllo. Ipotiz-
zando una perdita o interruzione
della terapia in un massimo di 20
dei 70 soggetti inclusi nel grup-
po in trattamento, dei quali solo
il 2% avrebbe una clearance
spontanea dellHBV DNA, si
avrebbe una proporzione com-
plessiva di eventi osservati nel
gruppo di intervento del 20% (15
su 70) con un rischio relativo di
circa 10 rispetto al gruppo di
controllo. Con una potenza del
90% ed effettuando test statisti-
ci a due code con alfa = 0.05, lo




studio consentira di evidenziare
tale differenza tra i due gruppi
come statisticamente significati-
va mediante un test esatto di Fi-
sher.

Criteri di inclusione

a) Entrambi i sessi ed eta = 18 anni e <

75 anni.

b) Epatite cronica B (CHB) documentata,

definita tramite i seguenti criteri:
»Anamnesi compatibile per CHB,
HBsAg rilevabile nel siero alla visita di
screening ed almeno nei 6 mesi prece-
denti
P Anamnesi positiva per infiammazio-
ne epatica cronica, documentata da
un'anamnesi di precedenti elevazioni
della ALT (almeno due valori di ALT
elevati in un periodo di 6 mesi o pi,
riscontrabili su referti disponibili)
P Aumento della ALT sierica (1,3 - 10
volte il limite superiore della norma
(ULN) alla visita di screening, HBV
DNA sierico = 4 log,, copie/mL,
determinato tramite il metodo Versant
3 presso il laboratorio alla visita di
Screening
P Infiammazione epatica cronica con
assente o lieve fibrosi periportale alla
biopsia epatica eseguita nei 36 mesi
precedenti lo studio.

c)Volonta e capacita di aderire al tratta-

mento ed a tutte le procedure previste

dallo studio.

d) Volonta e capacita di esprimere un

consenso informato scritto.

e) Impegno dei pazienti ad evitare il con-

cepimento per tutta la durata dello studio

f) Assenza di indicazione o intolleranza a

tutte le altre terapie anti-HBV (interferoni,

adefovir, entecavir, lamivudina)

Criteri generali di
valutazione dell'effica-
cia/tollerabilita

La variabile di efficacia primaria e
la determinazione dellHBYV DNA
sierico effettuata dal laboratorio
centralizzato usando il metodo
Versant HBV ™ (soglia di deter-
minazione 2000 copie/mL), Que-
sto e lo standard impiegato negli
studi clinici nell'epatite cronica da
HBV.

Altri markers sierologici del-
I'HBV (HBsAg/Ab, HBeAg/Ab)

vengono determinati dal labora-
torio usando i test immunoenzi-
matici standard del commercio.
I livelli di ALT sono determinati
nei campioni di siero prelevati ai
vari tempi previsti dal protocol-

Criteri di esclusione
a)Anamnesi positiva per ipersensibilita al
trattamento in studio o a preparati con
strutture chimiche simili o ai loro ecci-
pienti
b)Co-infezione con virus dell'epatite C
(HCV), virus dell'epatite D (HDV) o virus
dellimmunodeficienza umana (HIV)
c)Trattamento con una delle seguenti
terapie:
P Cortisonici, immunodepressori.
d)Pazienti con:
»>anamnesi positiva o segni/sintomi di
insufficienza epatica, come ascite,
sanguinamento di varici esofagee,
encefalopatia epatica o peritonite bat-
terica spontanea;
»>anamnesi positiva negli ultimi 5 anni
per neoplasie maligne di qualunque
organo o apparato, trattate e non trat-
tate, sia in presenza sia in assenza di
recidiva locale o di metastasi, ad ecce-
zione del basalioma cutaneo localizza-
to;
Pdati precedenti suggestivi di carci-
noma epatocellulare (HCC) devono
essere sottoposti ad accertamenti per
escludere la malattia prima di poter
essere arruolati.
e) Uno dei seguenti valori di laboratorio
allo Screening:
»Emoglobina (Hb) < 11 g/dL per i
maschi e < 10 g/dL per le femmine
» Globuli bianchi (GB) < 3500/mms3,
Conta assoluta dei neutrofili < 1500/
mm3
»Conta delle piastrine < 75000/
mm3, Amilasi sierica o lipasi sierica =
1.5 x ULN
P Albumina sierica < 3.3 g/dL,
Bilirubina totale = 2.0 mg/dL, ANA >
1:320
»Tempo di protrombina > 3 secondi
nonostante la somministrazione di
vitamina K
P Creatinina clearance < 50 mL/min
calcolata usando la formula di
Cockroft-Gault e prendendo in consi-
derazione il minore tra peso attuale e
peso ideale
P Alfafetoproteina (AFP) > 50 ng/mL
f) Gravidanza o allattamento

lo (Tabella). Si ritiene che livelli
elevati di ALT riflettano I'attivi-
ta dell'epatite sottostante (cioé
I'inflammazione epatica attiva).
Di conseguenza, la normalizza-
zione della ALT & un obbiettivo
terapeutico accettato negli studi
nell'epatite dato che si ritiene che
rifletta sostanzialmente la ridu-
zione dell'attivita della malattia
epatica.

La tollerabilita viene valutata me-
diante la registrazione e il moni-
toraggio di tutti gli eventi avver-
si e dei parametri di laboratorio
comprendenti I'ematologia,
I'ematochimica, I'esame delle uri-
ne, i segni vitali e I'esame obbiet-
tivo.

Metodologia statistica
La variabile principale di efficacia
di questo studio é la proporzio-
ne di pazienti che ottengono al
mese 12 (termine del trattamen-
to) la non rilevabilita dellHBV
DNA alla PCR. Tutte le analisi di
efficacia sono condotte sulla po-
polazione secondo il metodo in-
tention to treat.

La superiorita del trattamento ri-
spetto al placebo viene valutata
sottoponendo a test I'ipotesi nul-
la, HO: non esiste differenzatrale
proporzioni di pazienti che rag-
giungono la non rilevabilita del-
I'HBV DNA al mese 12 confron-
tando i pazienti trattati con Phyl-
lanthus niruri con quelli trattati
con placebo.

La differenza tra le proporzioni
di pazienti nei gruppi di tratta-
mento che raggiungono la non
rilevabilita dellHBV DNA al
mese 12 (response rate) viene
analizzata mediante il test esatto
di Fisher. Il rapporto tra le re-
sponse rates e la differenza nelle
response rates vengono stimati
insieme ai relativi intervalli di
confidenza 95%.

La superiorita della terapia rispet-
to al placebo verra dichiarata se
I'ipotesi nulla é rifiutata in favo-
re nella terapia usando un test a
due code a un livello di significa-
tivita del 5%.



| dati mancanti al basale verran-
no sostituiti con le valutazioni al-
lo screening. Il metodo Last Ob-
servation Carried Forward
(LOCF) viene utilizzato per i da-
ti mancanti alle visite dopo il ba-
sale.

Valutazione del
rapporto rischio/bene-
ficio

Possibili vantaggi e svantaggi
Un successo terapeutico del trat-
tamento pari a quello ipotizzato
sulla base degli studi finora con-
dotti (30% di negativizzazione di
HBV DNA sierico), a fronte di
una clearance spontanea dell'in-
fezione valutata in non piu
dell'1% dei casi I'anno, e dell'as-
senza di trattamenti della medici-
na scientifica occidentale indica-
ti in questi pazienti, comporta
considerevoli vantaggi di carat-
tere sanitario ed economico.
Dal punto di vista sanitario, il be-
neficio per i soggetti e di arresta-
re I'evoluzione della malattia e
quindi ridurre sostanzialmente il
rischio di evoluzione dell'epatite
cronica in cirrosi epatica e in epa-
tocarcinoma.

Il vantaggio economico e notevo-
le, tenuto presente il costo sani-

tario di un'epatopatia cronica in
fase avanzata che si sviluppera
prevedibilmente in un quinto dei
pazienti non sottoposti ad alcun
trattamento, in termini di ricove-
ri ospedalieri, esami diagnostici,
trattamenti con antivirali di costo
elevato come gli interferoni, la
lamivudina e l'adefovir. D'altro
canto, il costo del preparato erbo-
ristico € oggi assai modesto (per
esempio il Phyllanthus niruri pro-
dotto dalla "Dabur India" e com-
mercializzato in Italia dalla Con-
cessionaria Italia snc, ha un costo
di 16,40 euro a confezione da 60
capsule). Si tratta inoltre di un
preparato generalmente ben tol-
lerato, per il quale a tutt'oggi non
vi sono in letteratura segnalazio-
ni di effetti avversi seri.
Attualmente la preparazione di Phyl-
lanthus amarus o niruri prodotta
dalla "Dabur India" e commercializ-
zata in Italia dalla Concessionaria
Italia snc, ha concluso favorevol-
mente la procedura di notifica nel re-
gistro degli integratori alimentari ap-
provati dal Ministero della Salute
(http://www.ministerosalute.it/ali-
menti/dietetica/dieApprofondi-
mento.jsp?lang=italiano&label=int
&id=60) secondo Decreto Legisla-
tivo 21 maggio 2004, n.169, art. 10.

(codice E 06 25494-Y).

Alternative diagnostico-
terapeutiche

Poicheé i pazienti non sono candida-
ti al trattamento con gli attuali far-
maci anti-HBV secondo le attuali
raccomandazioni, non vi sono at-
tualmente alternative terapeutiche
di provata efficacia. Per questo mo-
tivo al braccio di controllo della ri-
cerca viene somministrato un place-
bo. | pazienti vengono comunque
sottoposti a tutti gli accertamenti
diagnostici e prognostici attualmen-
te previsti dal protocollo di sorve-
glianza dei pazienti con infezione
da HBV presso la Divisione di Ma-
lattie Infettive e Tropicali degli Spe-
dali Civili di Brescia.

Precauzioni a
salvaguardia dei
pazienti

Tutti i pazienti vengono seguiti
durante il periodo di trattamento
ed il successivo di follow-up co-
me da protocollo di sorveglianza
dei soggetti con epatite cronica
da HBV. Essi pertanto sono sot-
toposti a tutti gli esami virologi-
ci e biochimici e alle valutazioni
cliniche previste di routine. Ali
pazienti che nel corso dello stu-




dio presentino condizioni tali da
essere candidati alle attuali tera-
pie farmacologiche previste per il
trattamento dell'infezione da
HBV (interferoni, lamivudina,
adefovir, entecavir) viene propo-
sta |'uscita dallo studio e il tratta-
mento suggerito dalle attuali linee
guida nazionali e internazionali.
Non sono segnalati effetti avver-
si per il trattamento con Phyllan-
thus niruri. Tuttavia, in presenza
di condizioni tali da sospettare
un'intolleranza al trattamento o
una reazione di tipo allergico,
considerate anche le condizioni
cliniche del soggetto, si vedra se
il soggetto sta assumendo P. ni-
ruri o placebo, e quindi si valute-
ra I'opportunita di sospendere il
trattamento in atto.

Consenso informato

Ad ogni soggetto partecipante al-
la ricerca vengono fornite infor-
mazioni complete sullo scopo
dello studio, sulle modalita di ef-
fettuazione dello stesso, sui van-
taggi e possibili rischi derivanti
dalla partecipazione alla ricerca
e sulla possibilita di interrompe-
re comunque la partecipazione
alla ricerca, in qualsiasi momen-
to e senza alcuna conseguenza. A
tutti i soggetti viene quindi ri-
chiesto di firmare un modulo di
consenso informato.

Aspetti Etici

Il protocollo ha ottenuto parere
favorevole dal comitato etico
(CE) dell'Azienda Spedali Civili
di Brescia nella seduta del il pro-
tocollo ha ottenuto parere favo-
revole dal comitato etico (CE)
della Azienda Ospedaliera (AO)
Spedali Civili di Brescia nella se-
duta del 5/02/2008. E' stata
completata la procedura di attiva-
zione del Codice EudraCT a se-
guito della registrazione del pro-
tocollo del trial presso I'Osser-
vatorio Nazionale sulla sperimen-
tazione Clinica dei Medicinali del-
I'AIFA.

Lo studio viene condotto secon-
do i principi espressi nella dichia-

razione di Helsinki.

Tutte le informazioni cliniche re-
lative ai pazienti partecipanti
Vengono conservate e trattate a
fini statistici nel rispetto della
normativa vigente che tutela la
privacy.

Si garantisce la diffusione e la
pubblicazione dei risultati, secon-
do le disposizioni di cui art. 5,
comma 3. lettera ¢) del DM
12/05/06.

Copertura assicu-
rativa nel caso

della presenza di '
sponsor

Lo studio non é sponsoriz-

zato e pertanto, ai sensi del
Decreto 17/12/2004, poi-

ché la sperimentazione non
e finalizzata né utilizzata al-
lo sviluppo commerciale di
un farmaco o comunque ai
fini di lucro, ma che anzi e
finalizzata al miglioramen-
to della pratica clinica, la
copertura assicurativa pre-
vista e a carico dell'Azien-
da Ospedaliera Spedali Ci-
vili in cui la ricerca viene
effettuata, nell'ambito del-
la copertura assicurativa
prevista per l'attivita clinica
generale o di ricerca della
struttura

Aspetti finanziari
Riassunto delle spese
previste e risorse dispo- g
nibili.

Le spese aggiuntive della ri-
cerca sono quelle che ri-
guardano I'effettuazione di
alcuni esami di laboratorio |
non previsti nell'attuale
routine dei pazienti, che compor-
tano un costo complessivo di
133.54 euro a paziente, per un
totale quindi di 18695.60 euro sui
140 pazienti reclutati. Inoltre e
previsto il costo di un medico
che segua i pazienti presso I'Am-
bulatorio Epatiti della Divisione
della Clinica delle Malattie Infet-
tive e Tropicali 1-2 volte la setti-
mana (costo previsto 4500 euro)

e il costo di un medico che svol-
ga le funzioni di Contract Rese-
arch Organization del progetto,
quale monitor esterno per rac-
colta dati su CRF, predisposizio-
ne e compilazione/aggiornamen-
to database (costo previsto 2500
euro). In totale quindi le spese
previste ammontano a 18695.6
+ 4500 + 2500 = 25695.60 euro.
Le confezioni dell'integratore ali-
mentare e del placebo sono sta-
te fornite gratuitamente dal-
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I'Azienda Dabur India.

La ricerca viene svolta grazie al-
la collaborazione del personale
dell’Ambulatorio Epatiti della Cli-
nica di Malattie Infettive e Tropi-
cali degli Spedali Civili di Brescia
e quelli della Sezione di Igiene,
Epidemiologia e Sanita Pubblica
dell'Universita di Brescia - Ser-
vizio di Epidemiologia dell'’ASL



di Brescia. A tal fine vengono
messe a disposizione le strutture
di Ambulatori e Servizi e il ma-
teriale necessario per la conduzio-
ne della ricerca.

La Regione Lombardia ha deli-
berato di stanziare 22.700 euro
per il progetto.

I rimanenti 2995.60 euro saranno
pagati dalla Sezione di Igiene,
Epidemiologia e Sanita Pubblica
dell'Universita di Brescia - Ser-
vizio di Epidemiologia dell'ASL
di Brescia utilizzando fondi per
attivita di ricerca nell'ambito del-
I'epidemiologia e prevenzione
delle malattie di fegato nell'ambi-
to del Fondo di Ricerca Locale

(ex 40%) del Ministero dell'Uni-
versita e della Ricerca (MIUR).
Non sono previste sponsorizza-
zioni per questa ricerca.

Conflitto di interessi

Il principale sperimentatore, il
co-sperimentatore, il sub-investi-
gator e tutti gli altri sperimenato-
ri dichiarano di non avere alcun
conflitto di interesse nella ricer-
ca. Lo studio non é sponsorizza-
to e ha finalita eminentemente
scientifiche.

La ditta "Dabur India" non ha
alcun ruolo nella conduzione del-
la ricerca.

La proprieta dei dati € degli spe-

rimentatori che renderanno noti
i risultati della ricerca mediante
comunicazione a convegni scien-
tifici e pubblicazioni possibilmen-
te su riviste scientifiche a diffu-
sione internazionale.

Prof. Francesco Donato
Responsabile della Sezione di Igiene, Epidemiologia

e Sanita Pubblica Universita di Brescia
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