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Background e razionale

La Sclerosi Sistemica (SSc) è una malattia autoimmune complessa, caratterizzata da infiammazione cronica, danno vascolare e fibrosi che coinvolgono la cute e gli organi interni. Tra le sue manifestazioni, il coinvolgimento gastrointestinale (GI) rappresenta una delle principali fonti di morbilità, risultando altamente debilitante [1]. Quasi tutti i pazienti con SSc presentano sintomi gastrointestinali, che spaziano da difficoltà di deglutizione a disturbi digestivi gravi, che spesso si manifestano precocemente nel decorso della malattia. Studi hanno dimostrato che anomalie esofagee e ano-rettali possono essere rilevate anche in pazienti con SSc in fase molto precoce (VEDOSS), evidenziando l'insorgenza precoce di queste complicanze, anche nelle fasi asintomatiche [2]. La malattia da reflusso gastroesofageo è una delle prime manifestazioni che può accompagnare il fenomeno di Raynaud nelle fasi iniziali.

Il coinvolgimento GI non solo compromette la qualità della vita, ma rappresenta anche un fattore critico nella gestione complessiva della SSc, essendo la terza causa di mortalità per questi pazienti [3,4]. La presenza di sintomi GI complica il trattamento, poiché spesso porta a una peggiore tolleranza alle terapie sistemiche, creando una situazione in cui i pazienti devono affrontare sintomi debilitanti e costi sanitari elevati a causa di trattamenti continuativi, visite mediche frequenti e ridotta produttività lavorativa [5,6]. Il principale fattore responsabile di questi sintomi è la dismotilità, che può colpire l'intero tratto digerente. I pazienti possono presentare sintomi come disfagia, reflusso, gonfiore, nausea, vomito, stitichezza, diarrea e incontinenza fecale, mentre le complicanze possono includere sovracrescita batterica intestinale (SIBO), malassorbimento e malnutrizione. Una delle forme più gravi di dismotilità GI nella SSc è l'Ostruzione Intestinale Pseudo-Cronica (CIPO), che si manifesta come un'imperfetta propulsione intestinale e sintomi da ostruzione intestinale, pur in assenza di lesioni meccaniche [7,8].

Nonostante l'impatto profondo del coinvolgimento GI, la sua patogenesi è ancora poco compresa. I meccanismi della malattia coinvolgono disfunzione vascolare, disregolazione immunitaria e fibrosi, con prove crescenti che supportano un ruolo per la disfunzione autonomica e i danni neuronali. Il sistema immunitario gioca un ruolo centrale, con una predominante risposta Th2 (IL-4, IL-6, IL-13) che sostiene l'attivazione immunitaria e la fibrosi [9]. Gli autoanticorpi, in particolare gli anticorpi anti-recettore muscarinico di tipo 3, contribuiscono alla disfunzione GI impedendo la neurotrasmissione colinergica, portando a un progressivo danno neuromuscolare [10]. Questo inizialmente si presenta come un blocco funzionale del rilascio di acetilcolina, progredendo verso atrofia della muscolatura liscia, perdita di contrattilità e rimodellamento fibrotico irreversibile. Il passaggio dalla disfunzione neuropatica a quella miopatica evidenzia la difficoltà di gestione della dismotilità una volta che la fibrosi è stabilita [11].

Il microbiota intestinale è sempre più riconosciuto avere un ruolo chiave nella patogenesi della SSc. Molti pazienti con SSc mostrano disbiosi, caratterizzata da una perdita di batteri benefici produttori di butirrato e un'espansione di microrganismi pro-infiammatori [12–14]. Tale riduzione è risultata più marcata nei pazienti con sintomi GI più severi [15–17]. Questa deplezione interrompe la produzione di acidi grassi a catena corta (SCFA), in particolare il butirrato, che è essenziale per mantenere l'integrità della barriera intestinale, regolare le risposte immunitarie e limitare l'infiammazione [18]. Una barriera intestinale compromessa potrebbe consentire a tossine batteriche e metaboliti di entrare nella circolazione, alimentando l'infiammazione sistemica e la fibrosi. Oltre all'intestino, le alterazioni microbiche nella pelle e nella cavità orale suggeriscono una più ampia disregolazione delle interazioni ospite-microbioma che potrebbero contribuire all'autoimmunità.

L'interazione tra disbiosi intestinale, permeabilità intestinale e infiammazione sistemica è studiata in relazione alla fatica, mediata dall'asse intestino-encefalo (GBA). Questa rete bidirezionale collega il tratto GI e il sistema nervoso centrale tramite il sistema nervoso autonomo, il sistema nervoso enterico e l'asse ipotalamo-ipofisi-surrene, con una comunicazione regolata da mediatori immunitari, endocrini e neuronali [19]. La disbiosi compromette l'integrità della barriera intestinale, aumenta l'infiammazione sistemica e promuove la neuroinfiammazione, meccanismi rilevanti anche nella fatigue della SSc [20].

Mentre i marcatori di permeabilità intestinale come la proteina legante gli acidi grassi intestinali (iFABP), la claudina-3, il lipopolisaccaride (LPS), la zonulina e il CD14 solubile (sCD14) sono stati ampiamente studiati in altre condizioni, il loro ruolo nella SSc resta in gran parte inesplorato. Alla luce delle crescenti evidenze che supportano il ruolo del butirrato nell'omeostasi intestinale e nella regolazione immunitaria, ripristinare i livelli di butirrato potrebbe rappresentare una strategia terapeutica promettente per le complicanze gastrointestinali nella SSc [21–27]. L'integrazione di butirrato ha già dimostrato effetti benefici in altre malattie autoimmuni e infiammatorie. Nella malattia di Behçet, le diete ricche di butirrato sono state associate a una riduzione della produzione di citochine infiammatorie e a una minore attività della malattia [28]. Nell'artrite reumatoide, sia negli studi umani che nei modelli animali, è stato dimostrato che l'aumento dei livelli di butirrato migliora l'integrità della barriera intestinale, modula le risposte immunitarie e riduce l'infiammazione articolare [29]. Allo stesso modo, nel lupus eritematoso sistemico, l'integrazione di butirrato è stata correlata a livelli più bassi di autoanticorpi e miglioramenti nei fattori di rischio cardiovascolare [30]. Questi risultati evidenziano il potenziale del butirrato come agente terapeutico nel controllo dell'infiammazione e nel ripristino della salute intestinale nella SSc.

Considerando l'importanza del ripristino dell'equilibrio intestinale e della modulazione dell'infiammazione, il nostro studio mira a valutare l'efficacia dell'integrazione con un simbiotico, Enteroflegin® , contenente un mix di probiotici (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium animalis), prebiotici e postbiotici.. L'obiettivo è valutare se questa somministrazione possa migliorare i sintomi gastrointestinali, la disautonomia, la fatigue, la qualità della vita e gli indici di permeabilità intestinale nei pazienti con SSc. I nostri studi precedenti suggeriscono che il butirrato e la modulazione del microbiota intestinale potrebbero rappresentare una strategia terapeutica promettente per il trattamento delle complicanze gastrointestinali nella SSc, contribuendo a migliorare non la sintomatologia GI e la funzione intestinale.
Obiettivi dello studio 
Obiettivo primario: Valutare l'effetto della supplementazione con Enteroflegin® sui biomarcatori sierici di permeabilità intestinale nei pazienti con SSc e VEDOSS, confrontando i livelli al basale e dopo 2 mesi di trattamento. I risultati al basale saranno inoltre confrontati con quelli ottenuti in un gruppo di 20 soggetti sani, al fine di meglio definire i profili sierici di riferimento nella popolazione generale.

I biomarcatori di permeabilità intestinale analizzati includeranno: iFABP, Claudina-3, Zonulina, sCD14, LPS.

Obiettivi secondari:

Valutare l’impatto della supplementazione sulla sintomatologia gastrointestinale e sulla fatigue, esaminando le variazioni degli outcome riportati dai pazienti attraverso questionari validati somministrati al basale, dopo 2 mesi di supplementazione e a 2 mesi dalla sospensione: UCLA GIT 2.0, COMPASS-31, SF-36, FACIT-Fatigue

Disegno dello studio 

Lo studio è uno studio interventistico, prospettico, longitudinale, di coorte a singolo centro (monocentrico), no-profit.

Lo studio  prevede il follow-up clinico e biologico di 50 pazienti (25 con diagnosi di Sclerosi Sistemica definita secondo i criteri ACR/EULAR 2013 [31] e 25 classificati come VEDOSS secondo i criteri VEDOSS 2011 [32]), sottoposti a valutazione al basale e dopo 2 mesi di trattamento con supplementazione orale con Enteroflegin®. I pazienti saranno valutati nuovamente clinicamente, tramite somministrazione di questionari validati, a 2 mesi dalla sospensione del trattamento per monitorare la persistenza dell’effetto.

Sarà inoltre incluso un gruppo di 20 soggetti sani, selezionati come controlli, che saranno sottoposti a prelievo ematico e raccolta dati solo al basale, allo scopo di definire i valori di riferimento dei biomarcatori di permeabilità intestinale.

Lo studio prevede la raccolta di:

· Dati clinici e questionari validati;

· Campioni sierici per l’analisi dei biomarcatori di permeabilità intestinale Durata dello studio: La durata complessiva prevista per ciascun paziente è di 4 mesi, di cui:

· 2 mesi di supplementazione con Enteroflegin®

· 2 mesi di follow-up dopo sospensione

Data presunta di inizio dello studio: Luglio 2026
Durata complessiva dello studio: 12 mesi, includendo il tempo necessario per l’arruolamento (6 mesi), l’intervento e il follow-up clinico.

Setting 
Lo studio sarà condotto presso la Scleroderma Unit dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria Careggi (AOUC), Firenze, afferente al Dipartimento di Medicina Sperimentale e Clinica dell’Università degli Studi di Firenze.

Il reclutamento dei pazienti avverrà in ambito ambulatoriale, tra soggetti afferenti alla Scleroderma Unit per il follow-up clinico regolare o per consulenze specialistiche.

Il periodo previsto per l’arruolamento è di 8 mesi, a partire da Luglio 2026, fino a Dicembre 2026.

I partecipanti saranno seguiti per un periodo totale di 4 mesi ciascuno, così articolati:

· Valutazione al basale (T0): raccolta di campioni di sangue, compilazione di questionari validati, registrazione dei dati clinici e strumentali

· 2 mesi di trattamento (T0–T1) con Enteroflegin® per i pazienti SSc e VEDOSS

· Valutazione post-trattamento (T1): ripetizione delle valutazioni eseguite al basale

· Follow-up a 2 mesi dalla sospensione (T2): terza e ultima valutazione, finalizzata a stimare la persistenza dell’effetto clinico tramite somministrazione dei questionari validati

Il gruppo di controlli sani, selezionato tra volontari adulti senza malattie reumatologiche, autoimmuni o gastrointestinali, sarà valutato esclusivamente al basale (T0) con prelievo ematico e valutazione anamnestica.

Tutti i campioni biologici saranno conservati a –80°C presso la biobanca del Prof Mirko Manetti (Dipartimento di Medicina Sperimentale e Clinica, Sez. di Anatomia, Università di Firenze) e analizzati successivamente in batch per garantire la standardizzazione della procedura.
Popolazione in studio
Lo studio include 3gruppi uno di pazienti affetti da SSc definita e l’altro da pazienti classificati come VEDOSS, sottoposti a integrazione con Enteroflegin®, e un gruppo di soggetti sani di controllo valutato solo al basale. Tutti i partecipanti saranno reclutati presso la Scleroderma Unit dell’AOU Careggi attraverso attività clinica ambulatoriale, valutazioni periodiche o su chiamata diretta da parte dello sperimentatore.

I dati clinici saranno raccolti direttamente dai pazienti e integrati con informazioni ottenute dalla cartella clinica elettronica. Per i soggetti sani, l’inclusione avverrà su base volontaria, selezionando individui afferenti alla SOD di reumatologia per motivi non correlati a patologie autoimmuni o gastrointestinali, ad esempio per valutazioni di altra natura (es. osteoporosi, artrosi). Saranno inclusi solo soggetti che non presentano diagnosi di malattie reumatologiche, autoimmuni o gastrointestinali attive o pregresse, secondo quanto verificato da anamnesi medica e valutazione clinica.

Composizione del campione

· 25 pazienti con diagnosi di SSc secondo i criteri ACR/EULAR 2013 [31]
· 25 pazienti con diagnosi di VEDOSS, secondo i criteri VEDOSS 2011 [32]
· 20 soggetti sani come controlli, valutati solo al basale

I pazienti VEDOSS e SSc saranno sottoposti a valutazione clinica e laboratoristica in due momenti (basale, 2 mesi) e successivamente solo valutazione clinica dopo 2 mesi dalla sospensione del trattamento, mentre i soggetti sani saranno valutati solo una volta al basale per biomarcatori sierici.

Criteri di inclusione (SSc e VEDOSS)

· Età ≥ 18 anni

· Diagnosi di SSc (criteri ACR/EULAR 2013) oppure classificati come VEDOSS (criteri VEDOSS 2011)

· Presenza di almeno un sintomo addominale (es. gonfiore, diarrea, stipsi, incontinenza fecale)

· Trattamento immunosoppressivo, vasoattivo o antifibrotico stabile da almeno 3 mesi

· Capacità di fornire consenso informato scritto

Criteri di esclusione (SSc e VEDOSS)

· Diagnosi concomitante di malattia infiammatoria intestinale (es. morbo di Crohn, colite ulcerosa)

· Infezioni gastrointestinali attive o recenti (<3 mesi)

· Interventi chirurgici GI o perdita di peso non giustificata nei 6 mesi precedenti

· Uso di antibiotici, probiotici, prebiotici o simbiotici nel mese precedente

· Uso recente (14 giorni) di FANS

· Malattie epatiche o pancreatiche attive, intese come la presenza di epatopatia cronica in fase attiva (es. epatite virale con viremia, epatopatia alcolica, epatite autoimmune o steatoepatite non alcolica con valori persistentemente elevati di transaminasi >2 volte sopra il limite di normalità), cirrosi epatica clinicamente significativa, colestasi persistente, o pancreatite acuta o cronica in fase attiva documentata da sintomi clinici e alterazioni di laboratorio (amilasi o lipasi >3 volte sopra il limite di normalità) o strumentali. Sono inoltre esclusi soggetti con neoplasie epatiche o pancreatiche attive o trattate nei 5 anni precedenti.
· GFR < 60 mL/min/1.73 m²

· Gravidanza o allattamento

· Nutrizione enterale o parenterale

· Diagnosi oncologica attiva o pregressa <5 anni

· Dipendenza da alcol o sostanze stupefacenti

· Criteri di inclusione per soggetti sani

· Età ≥ 18 anni

· Assenza di malattie autoimmuni, infiammatorie reumatologiche, gastrointestinali croniche o neoplastiche

· Non assunzione di antibiotici o integratori probiotici/simbiotici nel mese precedente

· Normale funzionalità renale ed epatica (dati riferiti o documentazione clinica)

· Firma del consenso informato

Appaiamento e confrontabilità tra gruppi:
Per ridurre i bias, i pazienti VEDOSS e SSc saranno comparati con controlli sani appaiati per sesso ed età (±5 anni). Il confronto tra i due sottogruppi patologici e il gruppo sano sarà focalizzato sulla valutazione dei biomarcatori sierici al basale.

Esiti dello Studio

Lo studio prevede la valutazione di esiti biologici, clinici e sintomatologici, con l’obiettivo di indagare l’impatto della supplementazione con Enteroflegin® su permeabilità intestinale, sintomi gastrointestinali e fatigue.

Endpoint primario

Variazione dei biomarcatori sierici di permeabilità intestinale (iFABP, Claudina-3, Zonulina, CD14 solubile, LPS) tra basale e 2 mesi nei pazienti con SSc e VEDOSS. I valori al basale verranno inoltre confrontati con quelli del gruppo di soggetti sani.

Endpoint secondari

· Variazione degli outcome riportati dai pazienti: sintomi gastrointestinali e fatigue tra basale, 2 mesi di supplementazione e 2 mesi dopo la supplementazione, misurati tramite:

· UCLA GIT 2.0 (valutazione dei sintomi GI)

· COMPASS-31 (sintomi di disautonomia)

· SF-36 (qualità della vita, energia)

· FACIT-Fatigue (percezione della fatigue)
Variabili

Fattore di esposizione

Assunzione di Enteroflegin® per 2 mesi (variabile binaria: sì/no).

Variabili di esito (outcome)

· Biomarcatori sierici di permeabilità intestinale (quantitativi): iFABP, Claudina-3, Zonulina, sCD14, LPS.

· Punteggi dei questionari validati (quantitativi o ordinali): UCLA GIT 2.0, COMPASS-31, SF-36, FACIT-F.

Predittori ed effetti modificanti

· Diagnosi (SSc vs VEDOSS), sesso, età, durata di malattia, trattamento immunosoppressivo concomitante (variabili categoriali o continue).

· Eventuale correlazione tra variazione dei biomarcatori e miglioramento sintomatologico.

Fonte dei dati e tempi di raccolta

· Clinica: raccolta ambulatoriale e cartella elettronica

· Biologica: prelievi ematici e campioni fecali al T0 (basale) e T1 (2 mesi)

Questionari: somministrati in forma cartacea o elettronica al basale, dopo 2 mesi trattamento e dopo 2 mesi dalla sospensione del trattamento.

Confrontabilità tra gruppi

Le misurazioni saranno effettuate con gli stessi metodi in tutti i gruppi. I biomarcatori sierici dei soggetti sani saranno processati contemporaneamente (analisi in batch) per garantire uniformità di condizioni.

Analisi delle variabili

Tutte le variabili saranno trattate come continue, con descrizione tramite medie (±DS) o mediane (IQR) e confronto tramite test parametrici o non parametrici secondo la distribuzione. Dove opportuno, potranno essere applicati cut-off clinicamente rilevanti (es. FACIT-F <30 per fatigue severa).

Bias

Per minimizzare i bias di selezione, verranno applicati criteri di inclusione ed esclusione rigorosi e predefiniti. Il reclutamento dei pazienti sarà consecutivo, tra soggetti afferenti alla Scleroderma Unit dell’AOU Careggi, riducendo così il rischio di selezione preferenziale.

Per migliorare la confrontabilità con il gruppo controllo, i gruppi saranno appaiati per età e sesso (±5 anni).

I bias di informazione saranno limitati mediante:

· Utilizzo di questionari validati per la rilevazione dei sintomi;

· Misurazioni biologiche standardizzate e analisi eseguite in batch presso lo stesso laboratorio, da operatori in cieco rispetto al gruppo di appartenenza;

Dimensione del campione

La dimensione del campione è stata definita con intento esplorativo, in quanto lo studio rappresenta una prima valutazione prospettica degli effetti di Enteroflegin® in pazienti con SSc e VEDOSS.

Sono previsti:

· 25 pazienti con SSc

· 25 pazienti con VEDOSS

· 20 soggetti sani

Questa numerosità consente di:

· Stimare variazioni intra-gruppo dei biomarcatori con potenza sufficiente per analisi esplorative (es. paired t-test o Wilcoxon);

· Confrontare i valori basali di permeabilità intestinale tra pazienti e controlli (analisi tra gruppi indipendenti).

Un’analisi formale del power non è stata effettuata, poiché i dati disponibili in letteratura sono ancora limitati per stimare la varianza attesa in questo contesto specifico.

Procedura di arruolamento

Il reclutamento dei partecipanti avverrà presso la Scleroderma Unit dell’AOU Careggi, tramite:

· Screening tra i pazienti già in follow-up ambulatoriale

· Segnalazione interna da parte di altri specialisti del Dipartimento

· Volontari selezionati tra pazienti afferenti per altre patologie non autoimmuni

Ogni partecipante verrà informato dello studio mediante colloquio con il personale medico e riceverà un foglio informativo dettagliato e il modulo di consenso informato.

Saranno mantenuti criteri di inclusione rigorosi, con particolare attenzione alla stabilità terapeutica e all’assenza di antibiotici/probiotici recenti, per garantire l’omogeneità della popolazione.

Procedura di follow-up

I pazienti (SSc e VEDOSS) saranno seguiti in tre punti temporali:

· T0 (basale): raccolta dati clinici, prelievo ematico per biomarcatori di permeabilità somministrazione di questionari

· T1 (2 mesi, fine supplementazione): stessa procedura di T0

· T2 (4 mesi, 2 mesi dopo sospensione): valutazione della persistenza dell’effetto (solo valutazione clinica tramite somministrazione di questionari validati)

I soggetti sani saranno valutati solo al T0, con raccolta di sangue per biomarcatori e dati clinico-anamnestici di base.

Definizione della conclusione dello studio

Per il singolo partecipante, lo studio sarà considerato concluso alla fine della visita di follow-up a 4 mesi (T2). Per i soggetti sani, la partecipazione si esaurisce con la visita basale (T0).

Lo studio nel suo complesso sarà considerato concluso al completamento della visita T2 dell’ultimo paziente arruolato, stimata entro settembre 2026, considerando un arruolamento distribuito su 8 mesi e 4 mesi di follow-up per ciascun soggetto.

Gestione dei dati

Raccolta dei dati

I dati saranno raccolti attraverso un file Excel strutturato e protetto da password, predisposto appositamente per lo studio. Per ciascun partecipante saranno raccolti:

· Dati anagrafici e demografici: età, sesso, peso, altezza, BMI

· Dati clinici: diagnosi (SSc o VEDOSS), durata della malattia, comorbidità, terapie in corso

· Sintomi gastrointestinali: valutati con UCLA GIT 2.0

· Sintomi di disautonomia: valutati con COMPASS-31

· Fatigue e qualità della vita: valutati con FACIT-Fatigue e SF-36

· Esami biologici:

· Biomarcatori sierici di permeabilità intestinale (iFABP, Claudina-3, Zonulina, CD14 solubile, LPS)

Tutti i questionari sono validati in lingua italiana.
Gestione dei dati

I dati saranno gestiti in piattaforma REDCAP comprensiva di: 
· Dati anagrafici pseudonimizzati

· Dati clinici

· Risultati laboratoristici

· Risposte ai questionari

. Ogni partecipante sarà identificato mediante un codice alfanumerico (es. EF001, EF002…).

La protezione dei dati personali sarà garantita nel rispetto del Regolamento Europeo 2016/679 (GDPR). Il file contenente la corrispondenza tra codice identificativo e nominativo sarà conservato separatamente, anch’esso protetto da password, in cartella distinta ad accesso riservato.

Il controllo qualità sarà garantito tramite doppio inserimento dei dati sensibili e verifica incrociata da parte di due operatori. Backup settimanali saranno effettuati su supporto sicuro interno alla struttura.

Conservazione dei dati

Il Responsabile del trattamento dei dati è il Principal Investigator dello studio (PI), afferente alla Scleroderma Unit dell’AOU Careggi. I dati saranno conservati per almeno 10 anni secondo normativa vigente, su server dell’ente ospedaliero.

Tutti i dati saranno raccolti e trattati in forma pseudonimizzata. Il collegamento tra identificativo del partecipante e i dati personali sarà custodito in un file separato, protetto da password e conservato in cartella riservata su sistema criptato.

I campioni di sangue saranno conservati presso la biobanca del Prof. Mirko Manetti (Dipartimento di Medicina Sperimentale e Clinica, Sez. di Anatomia, Università di Firenze), in ultracongelatore a –80°C, e processati in forma anonima per l’analisi in batch. Non è prevista la condivisione dei dati con soggetti terzi esterni al progetto senza autorizzazione del promotore.

Piano statistico
Analisi descrittiva

Tutte le variabili raccolte saranno inizialmente sottoposte ad analisi descrittiva.

· Le variabili continue (es. livelli sierici di biomarcatori, punteggi dei questionari) saranno riportate come medie e deviazione standard (DS) o mediane e intervallo interquartile (IQR) a seconda della distribuzione (test di Shapiro-Wilk).

· Le variabili categoriche (es. sesso, diagnosi) saranno descritte come frequenze assolute e percentuali.

Analisi inferenziale

Le variazioni intra-gruppo (T0 vs T1 vs T2) per variabili continue saranno analizzate mediante Test t per dati appaiati (se distribuzione normale), Test di Wilcoxon signed-rank (se distribuzione non normale)

Il confronto tra pazienti (SSc e VEDOSS) e soggetti sani al basale (T0) sarà effettuato mediante Test t per campioni indipendenti o Mann-Whitney U test per dati non parametrici.

Il confronto tra sottogruppi (SSc vs VEDOSS) sarà eseguito con test analoghi.

Le variabili categoriali saranno confrontate con chi-quadro o test esatto di Fisher, se appropriato.

Controllo dei fattori confondenti

Per valutare l’associazione tra la supplementazione e gli esiti, modelli di regressione lineare o logistica saranno utilizzati in base alla natura della variabile di esito, con aggiustamento per potenziali fattori confondenti, inclusi: Sesso, Età, Tipo di diagnosi (SSc/VEDOSS), Terapie concomitanti.

In caso di campioni ridotti, sarà applicata una regressione multivariata parsimoniosa (max 1 variabile ogni 10 eventi).

Dati mancanti (missing)

I dati mancanti saranno attentamente valutati e classificati secondo il meccanismo di mancanza:

· MCAR (Missing Completely At Random): dati mancanti in modo totalmente casuale, indipendenti da qualsiasi variabile osservata o non osservata (es. errore tecnico, provetta persa)
· MAR (Missing At Random): dati mancanti in modo sistematico ma prevedibile, cioè la probabilità di mancanza dipende da variabili osservate (es. età, diagnosi)
· MNAR (Missing Not At Random): dati mancanti in modo sistematico e non prevedibile, cioè la probabilità di mancanza dipende dal valore stesso del dato mancante o da variabili non osservate (es. sintomi gravi non riportati intenzionalmente).

Il trattamento dei dati mancanti seguirà questi criteri:

· Se la percentuale di dati mancanti è <10%, si procederà con analisi complete case.

· Se >10% e il meccanismo è ritenuto compatibile con MAR, si applicherà imputazione multipla.

I partecipanti che si ritireranno prima della fine dello studio saranno inclusi nell’analisi con i dati raccolti fino al momento del dropout, secondo un approccio intention-to-treat parziale (analisi as-treated per ciascuna fase temporale).
Gestione delle perdite al follow-up

Le perdite saranno monitorate e descritte.

Nel caso di perdite >15%, verrà effettuata analisi di sensibilità confrontando i risultati principali con e senza i soggetti persi. Verrà inoltre esplorata la possibilità di bias da attrition.

Analisi di sottogruppo e interazioni

Saranno condotte analisi esplorative di sottogruppo per: Diagnosi (SSc vs VEDOSS), Sesso, Severità clinica GI (quartili di UCLA GIT 2.0 al basale).
Saranno testate interazioni tra diagnosi e risposta biologica mediante termini di interazione nei modelli multivariati.

Analisi di sensibilità

Per valutare la robustezza dei risultati i risultati principali saranno confrontati tra analisi complete case e imputazione multipla.
Saranno esclusi i soggetti che hanno modificato farmaci GI o immunosoppressivi durante lo studio, per verifica della stabilità dell’effetto

Le analisi saranno replicate stratificando per presenza/assenza di sintomi GI severi (cut-off clinico)

Livello di significatività

Tutti i test statistici saranno a due code, con valore di significatività α fissato a 0.05.

Eventuali confronti multipli (es. per citochine) saranno corretti con Bonferroni o FDR (False Discovery Rate) in base al numero di confronti.

Gestione della sicurezza
Registrazione e segnalazione degli eventi avversi

La segnalazione degli eventi avversi seguirà la prassi clinica, poiché non sono previste indicazioni specifiche da parte dell'Autorità Competente secondo le “Linee di indirizzo sugli studi condotti per valutare la sicurezza e le proprietà di prodotti alimentari” (Ministero della Salute 2018). Eventuali eventi avversi secondari all'assunzione dell'integratore saranno segnalati all'Istituto Superiore di Sanità attraverso la loro inclusione nella banca dati “VigiErbe”: https://www.epicentro.iss.it/fitosorveglianza/vigierbe .

Gli eventi avversi e gli eventi avversi gravi saranno registrati dal momento della firma del consenso informato e per tutta la durata del trattamento. Nel corso dello studio, tutti gli eventi avversi e gli eventi avversi gravi dovranno essere monitorati in modo proattivo per ciascun soggetto. Sarà necessario compiere ogni sforzo possibile per ottenere una risoluzione di tutti gli eventi, anche se questi dovessero persistere dopo l'interruzione/il completamento dello studio.

Aspetti amministrativi

Finanziamenti dello studio

Lo studio è uno studio interventistico non profit.

Il progetto riceverà un supporto in-kind e finanziario da parte della ditta Felix Life, che contribuirà con:

· Fornitura gratuita dell’integratore Enteroflegin®, sufficiente per coprire i due mesi di trattamento per ciascun paziente

· Contributo economico pari a 10.000 euro destinato esclusivamente alla copertura delle analisi di laboratorio previste dal protocollo (biomarcatori sierici)

Il finanziatore non partecipa alla progettazione, gestione operativa, raccolta o analisi dei dati, né influirà sulla pubblicazione dei risultati. L’indipendenza scientifica del protocollo e dell’interpretazione dei dati è garantita dai ricercatori promotori.
Considerazioni etiche 

Lo studio sarà condotto in conformità con i principi etici della Dichiarazione di Helsinki, con le Norme di Buona Pratica Clinica (ICH-GCP).
Acquisizione del consenso informato e trattamento dei dati
Prima dell'inclusione nello studio, tutti i partecipanti riceveranno un’adeguata informazione orale e scritta, comprensiva degli obiettivi, delle modalità di svolgimento dello studio, della natura volontaria della partecipazione e della possibilità di revoca in qualsiasi momento.

Ogni partecipante sottoscriverà un modulo di consenso informato comprensivo di: Consenso alla partecipazione allo studio, Consenso al trattamento dei dati personali e sensibili, Consenso specifico alla raccolta, conservazione e utilizzo dei campioni di sangue per fini di ricerca scientifica, come previsto dalle Autorizzazioni Generali del Garante della Privacy (es. Aut. Gen. n. 9/2016)

I dati saranno trattati in forma pseudonimizzata, e l’accesso al collegamento identificativo sarà riservato esclusivamente al team autorizzato. La conservazione dei dati e dei campioni seguirà le modalità descritte nella sezione dedicata.

Conflitto di interessi
I ricercatori coinvolti nello studio non hanno interessi finanziari diretti o indiretti in relazione al prodotto in studio (Enteroflegin®) o alla ditta fornitrice (Felix Life).

Il finanziamento fornito è destinato esclusivamente alla fornitura del prodotto e alla copertura dei costi di laboratorio, e non condiziona in alcun modo il disegno, la conduzione o la pubblicazione dello studio
Responsabilità e politiche di pubblicazione

Ruolo del promotore e degli sperimentatori 

Lo studio è promosso dalla Scleroderma Unit, SODc Reumatologia, Azienda Ospedaliero Universitaria Careggi, che ha il ruolo di garantire la conduzione della ricerca nel rispetto delle normative etiche e scientifiche.

Gli sperimentatori coinvolti nello studio si occuperanno delle seguenti fasi:

· Disegno dello studio: definizione degli obiettivi, metodologia e protocollo di ricerca.

· Raccolta e gestione dei dati: estrazione delle informazioni dalle cartelle cliniche elettroniche, compilazione del database e verifica della qualità dei dati.

· Analisi e interpretazione dei dati: conduzione delle analisi statistiche e discussione critica dei risultati.

· Scrittura del report e pubblicazione: redazione del manoscritto per la pubblicazione su riviste scientifiche e preparazione di presentazioni per convegni nazionali e internazionali.

Proprietà dei dati

I dati raccolti nell’ambito dello studio sono di proprietà del promotore e saranno condivisi con gli sperimentatori coinvolti, nel rispetto delle normative sulla protezione dei dati personali (GDPR - Regolamento UE 2016/679).

Politiche di pubblicazione

I dati trattati mediante strumenti anche elettronici, saranno diffusi solo in forma rigorosamente anonima, ad esempio tramite pubblicazioni scientifiche, statistiche e convegni scientifici. La partecipazione allo studio implica che, in conformità alla normativa sulle sperimentazioni cliniche dei medicinali, il personale promotore dello studio o delle società esterne che eseguono per conto della prima il monitoraggio e la verifica dello studio, il Comitato Etico e le autorità sanitarie italiane potranno conoscere i dati riguardanti i soggetti arruolati, contenuti anche nella documentazione clinica originale, con modalità tali da garantire la riservatezza dell’identità di ogni soggetto arruolato.
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