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UNITA DI MISURA. Per le unita di misura utilizzare il sistema metrico decimale o loro multipli e nei termini
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Editoriale

Il ricco curriculum degli Autori, ed in particolare del caposcuola, il Prof.
Stefano Martinotti, non ci lascia spazio per la presentazione di questa mono-
grafia, che va a colmare un vuoto legato anche alla relativa novita del tema
trattato. Rimane solo una riga per annotare la soddisfazione del “rientro” in
Italia di una delle tante risorse andate a lavorare all’estero.

Il Prof. Stefano Martinotti, dopo I’iscrizione al Corso di Laurea in
Medicina e Chirurgia presso I'Universita degli Studi di Roma "La Sapienza",
frequenta in qualita di "summer student" il laboratorio del Tumor Cell
Biology diretto dal Dr. Robert Gallo presso i National Institutes of Health
(NIH) a Bethesda e successivamente vince una borsa di studio nell'ambito
del programma di scambi culturali Italia-USA in qualita di "guest worker"
presso il laboratorio del Dr. Gallo all'NIH. Dopo aver conseguito la Laurea in
Medicina e Chirurgia vince una Borsa di studio (long-term fellowship) finan-
ziata dalla EMBO (European Molecular Biology Organization) e lavora in
qgualita di "post-doctoral fellow" presso il Dipartimento di Biologia
dell'Universita di Yale, Connecticut USA, nel Laboratorio del Dr. Adrian
Hayday. Ottiene una riestenzione della Borsa EMBO per un secondo anno,
mentre viene finanziato per il terzo anno di attivita con un "grant" dal
Dipartimento di Biologia di Yale. Rientrato in Italia lavora presso il
Dipartimento di Medicina Sperimentale diretto dal Prof. Luigi Frati. Lavora
per un breve periodo nel laboratorio del Dr. Hayday all'Universita di Yale
sulla clonazione del locus genomico del gene umano dell'adesione intercel-
lulare (ICAM 1) e coordina un gruppo di Ricerca attualmente impegnato
nello studio della regolazione trascrizionale del gene ICAM-1. Vincitore di
Concorso per Professore Universitario di seconda fascia nel raggruppamen-
to di Patologia Generale e Clinica (F040) prende servizio presso I'Universita
degli Studi di L'Aquila.

Usufruendo del congedo per Anno Sabbatico dall'Universita dell'Aquila
e affiliato in qualita di Visiting Associate Professor presso la Columbia
University, New York, USA nel laboratorio del Dr. Riccardo Dalla Favera
dove si occupa della clonazione di alcuni geni coinvolti nella patogenesi
della leucemia linfatica cronica (CLL). Viene quindi inquadrato nel ruolo di
Dirigente di Il livello nella erigenda Unita operativa di Patologia Molecolare

rlg - T — e L - Tra-
2

¥ b = '1...‘:"'1_irl1..'r:"r""..‘f%rl1 g F" ..'.;'_;r-"“-I",':
&, Cateidosconio el Tl I M H ML, S JH



R. Faricelli, S. Esposito, S. Martinotti La sindrome da anticorpi anti fosfolipidi

e Clinica presso la ASL 4. Quindi viene chiamato come Professore
Straordinario di Patologia Clinica presso I'Universita di Chieti — D’Annunzio
e successivamente viene inquadrato come Direttore dell’Unita Operativa di
Patologia Clinica Il presso I'Ospedale Clinicizzato SS Annunziata — AUSL
Chieti — UDA ed & chiamato a ricoprire il ruolo di Coordinatore dei
Laboratori di Analisi dei Presidi Ospedalieri San Camillo/SS Annunziata —
AUSL Chieti-Ortona.

La dr.ssa Faricelli Raffaella ha conseguito la laurea in Biologia presso
I’'Universita degli studi de L’Aquila. Ha quindi frequentato il reparto di labo-
ratorio analisi dell’ospedale SS. Annunziata di Chieti per assumere successi-
vamente I'incarico di assistente biologo di ruolo presso la U.L.SS 04 di Chieti.
Attualmente & biologo dirigente di I° livello presso la A.S.L. di Chieti.

Durante questi anni di attivita presso il laboratorio analisi del Presidio
Ospedaliero “SS.Annunziata”si € occupata di diversi settori: Immunologia,
Autoimmunita, Allergologia, Microbiologia portandoli avanti come unica
responsabile con I'aiuto di personale tecnico strutturato e di personale tecni-
co e bhiologo tirocinante. Ha quindi conseguito la laurea in Medicina e chi-
rurgia presso I'universita di Chieti e la specializzazione in Patologia Clinica.

Docente del Corso di Laurea in Tecnico di Laboratorio Biomedico
Universita G. D’Annunzio Facolta di Medicina e Chirurgia, & responsabile
del settore di Autoimmunita e Immunologia Clinica presso il reparto di
Patologia Clinica della ASL di Chieti. E’ stata relatrice in congressi scientifi-
ci, ha frequentato corsi di aggiornamento, ¢ stata co-autrice di pubblicazioni
scientifiche ed é stata presente in numerosi congressi scientifici.

La dr.ssa Sabina Esposito ha conseguito la laurea di | livello in Tecniche
sanitarie di Laboratorio Biomedico presso la Facolta di Medicina e Chirurgia
dell’Universita degli Studi: "G. D'Annunzio" Chieti-Pescara discutendo la
propria tesi sperimentale di laurea proprio sulla Sindrome degli anticorpi
anti-fosfolipidi. Ha quindi svolto una serie di Tirocini professionalizzanti
durante il corso degli studi presso i laboratori universitari di fisica, chimica,
farmacologia, genetica ed i laboratori ospedalieri di patologia clinica, anato-
mia ed istologia patologica, microbiologia, virologia, immunoematologia.
Ha svolto quindi I'internato di laurea presso il laboratorio di autoimmunita -
Patologia clinica Il - Ospedale SS. Annunziata - Chieti e fatto parte del
Comitato Scientifico nell'evento formativo "La Sindrome da Anticorpi
Antifosfolipidi e Cofattori" tenutosi a Chieti. Autore di numerose pubblica-
zioni su questo tema, attualmente collabora con dr.ssa Faricelli presso il labo-
ratorio di autoimmunita - Patologia clinica Il - Ospedale SS. Annunziata -
Chieti.

Sergio Rassu
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Introduzione

La sindrome da anticorpi antifosfolipidi (APS) € una condizione clinica
caratterizzata dall’associazione di:

o trombosi venose g, piu raramente, arteriose;

0  perdita fetale ricorrente (aborti)

0 piastrinopenia (quantita ridotta di piastrine nel sangue).

Queste condizioni riconoscono, come base patogenetica, la formazione di
un gruppo di autoanticorpi diretti contro i fosfolipidi delle membrane cellu-
lari.

Gli eventi trombotici sono riportati in circa il 30% dei pazienti con anti-
corpi antifosfolipidi: trombosi venose profonde delle gambe e/o embolismo
polmonare cosituiscono approssimativamente 2/3 degli eventi trombotici, e
le trombosi arteriose e cerebrali le piu frequenti complicazioni.

Le piu comuni manifestazioni ostetriche includono fallimenti spontanei e
ricorrenti, morti fetali o crescita ritardata. Donne con anticorpi antifosfolipi-
di sono particolarmente inclini nel secondo trimestre, o inizio del terzo tri-
mestre di gravidanza, ad avere morte fetale.

Un grado variabile di trombocitopenia € riportato nel 20%-25% circa dei
pazienti. La trombocitopenia € generalmente mite e raramente si associa a
complicazioni: solamente il 5%-10% dei pazienti & severamente trombocito-
penico (numero di piastrine inferiore a 150.000/mm3).
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APS: forme primarie e secondarie

La Sindrome da Anticorpi Antifosfolipidi si pud manifestare in assenza di
altre patologie ed in questo caso viene definita primitiva.

Spesso pero si associa ad altre patologie di tipo autoimmunitario come il
Lupus Eritematoso Sistemico, a patologie simili al LES (Lupus-like disease)
per le quali non sono presenti criteri sufficienti per la classificazione del LES
e ad altre patologie autoimmuni non meglio precisate.

Talvolta la sindrome si manifesta in soggetti affetti da neoplasie o dopo
I’assunzione di alcuni farmaci come ad esempio la cloropromazina.

Gli anticorpi antifosfolipidi possono essere presenti (di solito tempora-
neamente) anche in corso di infezioni senza pero le tipiche manifestazioni cli-
niche della sindrome.

Lo studio piu recente coordinato da R. cervera() per I’European aPL
Forum su una casistica di 1000 pazienti, ha delineato la modalita di presen-
tazione della patologia nei soggetti colpiti (tabella 1).

Patologia N° %
APS primaria 531 53
LES 370 37
Lupus-like 47 4
Sindrome di Sjogren 23 2
Artrite Reumatoide 20 2
Sclerodermia 8 1
Vasculiti sistemiche 7 1
Dermatomiosite 2 0.2

Tabella 1. Modalita di presentazione della APS.

I pazienti con APS rappresentano dunque un gruppo eterogeneo che
costituisce modalita diverse di presentazione di una stessa malattia piuttosto
che entita cliniche diverse (tabella 2).

Il quadro clinico di presentazione della APS nelle forme primitive e
sostanzialmente sovrapponibile a quello che si osserva in corso di LES o di
altra malattia autoimmune sistemica.
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1 Pazienti con APS ma senza una malattia autoimmune sistemica diagnostica-
bile (Primary APS)

2 APS associata ad una malattia autoimmune sistemica, prevalentemente LES
(Secondary APS)

3 Pazienti con APS e con “lupus-like disease”, che in altre parole manifestano

segni di interessamento sistemico e per i quali non & formalmente possibile
soddisfare i criteri di classificazione per il LES

4 Presenza di aPL legati ad altre cause, quali farmaci, neoplasie, processi infet-
tivi. La maggior parte di questi pazienti non presenta le manifestazioni
tipiche della sindrome ma solo un titolo elevato di aPL. In taluni report &
stata anche descritta la comparsa di manifestazioni cliniche (solitamente
trombosi), ma questi casi sembrano rappresentare piu I’eccezione che non la
regola.

Tabella 2. Spettro delle presentazioni cliniche della APS.

Sono tuttavia riscontrabili alcune differenze che appaiono, per la maggior
parte, imputabili all’esistenza di fondo delle forme secondarie. Questo vale
soprattutto per la maggiore prevalenza di artriti franche, osteonecrosi, inte-
ressamento renale, valvulopatie cardiache, anemia emolitica e di leucopenia.
Infatti queste manifestazioni fanno parte del contesto clinico del LES, che ¢ la
patologia prevalentemente associata alla APS.

Il rapporto maschi/femmine indica che la patologia nella sua forma pri-
maria interessa decisamente in misura maggiore il sesso femminile (3,5:1) e
tende ad aumentare nella APS associata al LES (7:1).

Sovrapponibili sono, inoltre, le caratteristiche delle principali manifesta-
zioni cliniche nelle due forme: la trombosi e la abortivita.
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R. Faricelli, S. Esposito, S. Martinotti

Manifestazioni cliniche

Gli anticorpi antifosfolipidi sono stati riscontrati in due categorie di
pazienti: nel primo gruppo di soggetti sono frequenti le manifestazioni trom-
botiche, la piastrinopenia e gli aborti mentre nel secondo gruppo questi anti-
corpi sono responsabili di scarse manifestazioni cliniche (tabella 3). Gli anti-
corpi trovati in pazienti con malattia tromboembolica tendono ad essere a
piu alto titolo, persistenti e con isotipo IgG o IgA. Al contrario, gli anticorpi
antifosfolipidi non patologici sono frequentemente a basso titolo, transitori e
piu spesso IgM.

Tipo delle manifestazioni PAPS % APS associata al LES
Artrite 4 62
Livedo reticularis 17 35
Tromboflebiti superficiali 8 17
Epilessia 4 9
Necrosi cutanea superficiale 1 4
Lesioni cutanee pseudo-vasculitiche 2 6
Osteonecrosi 1 4
Miocardiopatia cronica 1 4
Trombosi glomerulare 21 38
Anemia emolitica 5 16
Leucopenia 3 36
Stroke 22 16
Trombosi arti superiori 2 0.4
Valvulopatia cardiaca 37 63

Tabella 3. prevalenza delle diverse manifestazioni cliniche in corso di APS
primaria (PAPS) e di APS secondaria a LES.

« Gli eventi tromboembolici caratterizzano tipicamente la sindrome e
possono verificarsi praticamente in qualsiasi distretto vascolare.

Sono piu frequenti nel distretto venoso (2/3 circa dei casi contro 1/3 di
quello arterioso) dove si possono verificare trombosi venose profonde agli
arti inferiori o superiori, embolia polmonare ed eventuale ipertensione pol-
monare cronica secondaria, trombosi della vena centrale della retina o suoi
rami. Piu raramente si puo verificare la trombosi venosa a livello delle ghian-
dole surrenali con loro distruzione su base emorragica e conseguente iposur-
renalismo, I’occlusione trombotica con sindrome di Budd-Chiari e I’occlusione
dei seni venosi cerebrali.
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R. Faricelli, S. Esposito, S. Martinotti La sindrome da anticorpi anti fosfolipidi

E’ interessante notare come un ampio studio condotto su casi autoptici(z)
abbia dimostrato come I’APS sia comunemente associata ad eventi trom-
boembolici che non si accompagnano a quadri di vasculite. La lesione domi-
nante ¢ infatti rappresentata da una microangiopatia trombotica senza infil-
trati perivascolari.

Le trombosi tendono a recidivare, tipicamente nello stesso distretto del
primo evento, pertanto richiedono una attenta valutazione prognostica e
terapeutica.

o La sede piu comune delle occlusioni arteriose € I'ambito cerebrale. Si
possono clinicamente manifestare ischemie transitorie (TIA) oppure persi-
stenti (figura 1).

Talvolta, ripetuti episodi ischemici anche asintomatici, possono portare a
guadri di demenza. In alcuni casi I'ischemia cerebrale si pud manifestare
come eplleSS|a( ). Spesso i pazienti con ischemia presentano episodi di emi-
crania.

Figura 1. Donna di 56 anni con attacchi ischemici transitori (TIA) trattati
con terapia immunosoppressiva.

A, angiogramma dell’arteria carotidea, vista laterale di occlusione arterio -
sa (freccia scura) ed intervalli alternati di dilatazione e restringendo (frecce
chiare).

B, visione del lato sx di un infarto talamico (indicato dalla freccia).

« L'APS rappresenta una delle piu frequenti cause di trombofilia respon-
sabili di STROKE e TIA, d’altra parte I'infarto cerebrale focale & la manife-
stazione piu comune della trombosi arteriosa in corso di Sindrome da
Anticorpi Antifosfolipidi.
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R. Faricelli, S. Esposito, S. Martinotti La sindrome da anticorpi anti fosfolipidi

« La Livedo reticularis (LR) (figura 2) &€ una manifestazione clinica che
appare sulla cute come un evidente reticolo di colore rosso vino dovuto
all’occlusione dei vasi cutanei e che puo localizzarsi sia alle estremita che al
tronco.

Essa & dovuta ad
un ristagno di sangue
nei capillari superfi-
ciali e nelle venule,
che ne risultano dila-
tati. La LR é stata
osservata in corso di
connettiviti e succes-
sivamente correlata
alla presenza di anti-
corpi aPL.

Figura 2. Livedo reticularis.

« L’associazione di ischemia cerebrale e livedo reticularis caratterizza la
sindrome di Sneddon, dal nome del dermatologo inglese che per primo la
descrisse.

Gia nel 1965 Sneddon aveva ipotizzato un’associazione tra LR ed arterio-
patia descrivendo una serie di casi clinici in cui la sintomatologia cutanea si
associava a gravi disturbi neurologici su base ischemica. E’ stato successiva-
mente ipotizzato che la Sindrome di Sneddon rappresentasse un aspetto
dell’APS, ma la relativamente frequente osservazione di casi negativi per aPL
circolanti induce piuttosto a ritenere che essa possa essere associata anche ad
altre e piu complesse coagulopatie.

« L’APS puo essere associata anche ad altre manifestazioni dermatologi-
che quali ulcere cutanee (specie agli arti inferiori) e noduli sottocutanei.

« | molteplici aspetti delle manifestazioni neurologiche osservabili in
corso di APS rendono conto del polimorfismo di questa entita sindromica
riconducibile comunque verosimilmente ad un unico, ma ancora sconosciu-
to, meccanismo patogenetico.

« Altra comune manifestazione clinica ¢ la malattia valvolare cardiaca.

Vegetazioni formate da fibrina e piastrine compaiono frequentemente
sulla valvola mitrale e su quella aortica in pazienti con APS.

Studi mediante ecocardiografia transtoracica hanno documentato vegeta-
zioni in approssimativamente il 37% dei pazienti con Lupus Eryhtematosus
Sistemico che presentavano positivita per gli anticorpi antifosfolipidi nei
tests di laboratorio.
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R. Faricelli, S. Esposito, S. Martinotti La sindrome da anticorpi anti fosfolipidi

« La patologia ostetrica associata ad aPLriguarda aborti spontanei e ricor-
renti, perdite fetali, ritardi di crescita fetale etc.(4).

Le perdite fetali sono il sintomo piu frequente che conduce allo studio e
all’inquadramento delle pazienti. Infatti, come specificato nella tabella dei
criteri di classificazione, un “peso” diverso viene assegnato alle morti fetali
(avvenute quindi dopo le prime 10 settimane di gestazione), rispetto agli
aborti precoci. Piu significative rispetto alla diagnosi sono considerate infat-
ti le morti endouterine fetali, di cui e sufficiente un solo episodio come crite-
rio di diagnosi di APS.

Anche la preeclampsia ed il ritardo di crescita, considerati criterio classi-
ficativo, rientrano nei problemi del Il e 11l trimestre, per cui la Sindrome da
Antifosfolipidi nel suo insieme pare essere piu frequentemente un problema
dello sviluppo fetale e, meno frequentemente, un problema di impianto del-
I’'embrione.

La preeclampsia & una sindrome da ipertensione indotta dalla gravidanza,
asociata a proteinuria, edema, anomalie della coagulazione, vari gradi di coa-
gulazione intravascolare disseminata, spesso a disturbi di altri apparati.

La proteinuria é definita dalla presenza di 300 mg di proteine nelle 24 ore
(é variabile ed € un sintomo tardivo) mentre I’edema é considerato patologi-
co solo se generalizzato o se interessa le mani, il volto e le gambe. L’edema
puo presentarsi in una forma lieve ma pud assumere una forma grave com-
prendente la sindrome HELLP (H=anemia emolitica microangiopatica,
EL=enzimi epatici elevati, LP=bassa conta piastrinica).

L’eclampsia € una grave forma di preeclampsia con convulsioni o coma.
Solitamente le convulsioni sono precedute da cefalea, dolore epigastrico,
iperpiressia, emoconcentrazione. Puo presentarsi prima del travaglio nel 50%
dei casi, durante il travaglio nel 25%, nel puerperio iniziale nel 25% dei casi.
Le pazienti con eclampsia vanno incontro ad una CID con lesioni epatiche,
renali, cardiache, placentari ed encefaliche.

Patogenesi: preeclampsia ® eclampsia ® tossiemia gravidica.

| tre fattori che sembrano determinanti nella patogenesi di questa patolo-
gia sono: I'ischemia placentare, I'ipertensione e la CID.

Le cause scatenanti I’eclampsia sono sconosciute ma ci sono dati che sot-
tolinenano I'importanza delle anomalie placentari. Queste consistono in
un’anomala invasione del trofoblasto con sviluppo di modificazioni nei vasi
placentari, necessari per mantenere una buona perfusione fetale. L’origine di
tali anomalie € dovuta a fattori genetici, immunitari e ad altri fattori acquisi-
ti. L’effetto finale & un’inadeguato impianto placentare con letto vascolare
inefficiente al mantenimento della gravidanza.

La perfusione anomala che ne deriva determina un’ischemia placentare
che costituisce la base organica per lo sviluppo dell’eclampsia. Si ritiene che
la ridotta perfusione utero-placentrare induca la produzione di vasocostrittori
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(- trombossano, angiotensina, renina, endotelina) e inibisca quella dei vasodila -
tatori ( PGI2, PGE2, ossido nitrico) della placenta ischemica. Ne risultano iper-
tensione, CID ed altre alterazioni agli organi.

« L’associazione fra aPL e aborti del primo trimestre viene confermata
anche da un recente studio condotto da Rai e coll. in cui viene analizzato I'e-
sito gestazionale in 20 donne con positivita agli anticorpi ed anamnesi di
poliabortivita che avevano rifiutato di ricevere un trattamento farmacologico
nella loro successiva gravidanza. Dai risultati di questa indagine emerge come
il 90% di queste donne vada incontro ad una perdita fetale e come la maggio-
ranza degli aborti (94%) avvenga nel 1° trimestre, portando gli autori a specu-
lare su una possibile influenza negativa di questi anticorpi sui meccanismi di
regolazione dell’impianto e della successiva placentazione (figura 3).
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Figura 3. Esito della gravidanza prima 1 e dopo 2 la diagnosi di APS (ed il
conseguente follow-up).

La patologia ostetrica associata ad APL puo avere, almeno in parte, origi-
ne da fatti trombotici. In effetti, fatti trombotici a livello dei vasi placentari
sono stati descritti frequentemente.

Verosimilmente tuttavia, altri meccanismi patogenetici, come una azione
piu diretta degli anticorpi antifosfolipidi sul trofoblasto, sembra possano
essere implicati nel danneggiamento del feto, talvolta sproporzionato rispet-
to ai fenomeni trombotici rilevati a livello placentare.
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Durante la formazione del sinciziotrofoblasto vi & una massiccia esposi-
zione di fosfatidilserina ed etanolamina sulla superficie cellulare. Questi
fosfolipidi permettono al citotrofoblasto di fondersi e formare una nuova
struttura attorno al polo embrionale, il sinciziotrofoblasto, che pone a diretto
contatto la circolazione fetale con il sangue materno (figura 4).

A causa della sua carica elettrica negativa, la fosfatidilserina lega la boGPI
in quanto cationica, con la conseguente formazione di epitopi potenzialmen-
te in grado di essere riconosciuti da anticorpi antib,GPI.

Questi anticorpi alterano le condizioni che permettono al citotrofoblasto
(strato cellulare interno della blastocisti) di differenziarsi e quindi di
approfondarsi nel sincizio per formare il sinciziotrofoblasto, impedendo
I'impianto in decidua, inoltre, determinano modificazioni funzionali quali
una ridotta secrezione di gonadotropina corionica.

Con lo stabilirsi delle connessioni tra i vasi dei villi trofoblastici e i vasi
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Figura 4. Azione degli anticorpi antifosfolipidi sulla formazione della pla -
centa.
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che sono sviluppati nel mesoderma embrionale, si attua il collegamento tra
circolo embrionale e circolazione trofoblastica, indispensabile per I'alimenta-
zione del feto.

Recentemente e stato focalizzato anche il ruolo dell’annessina V o placen-
tal anti-coagulant protein | (PAP-1) nel mantenimento dell’integrita della pla-
centa. La annessina V, fortemente espressa sulla superficie apicale dei micro-
villi del sinciziotrofoblasto, ¢ dotata di una potente attivita anticoagulante in
guanto ha la capacita di legare le superfici dei fosfolipidi a carica elettrica
negativa, formando uno strato protettivo che impedisce I'avvio di reazioni
coagulative.

Nelle pazienti con APS é stata riscontrata una diminuita quantita di
annessina V a livello placentare, inoltre in vitro é stato dimostrato che gli aPL,
probabilmente complessati con byGPlI, riducono il livello di annessina V in
cellule trofoblastiche in coltura.

Questa potrebbe essere una seconda via patogenetica di danno aPL-
mediato della gravidanza, basata su fenomeni trombotici a livello delle strut-
ture (trofoblasto e/o endotelio) che esprimono annessina V.

« La trombocitopenia rappresenta una delle manifestazioni principali
della APS ed in tutte le casistiche compare con una elevata prevalenza. Una
trombocitopenia di grado moderato si osserva nel 40 % dei casi, mentre e
severa in non piu del 5-10 % dei casi (<150.000/mm3).

Nella maggior parte dei casi si tratta di una trombocitopenia periferica
dovuta a degli autoanticorpi anti-glicoproteine piastriniche (soprattutto anti-
IIb-111a). Altri meccanismi sono possibili come illustrano alcune rare osserva-
zioni di microangiopatie caratterizzate dal consumo delle piastrine coinvolte
nella formazione di microtrombi periferici multipli. Pit raramente, puo esse-
re considerata conseguenza di un ipersplenismo, di una ipertensione portale
secondaria a trombosi epatiche. L’anemia emolitica sembra estremamente
rara nella forma primaria di APS, ma piu frequentemente si trova nella forma
associata al lupus.

« La sindrome catastrofica degli antifosfolipidi € una patologia descritta
recentemente che si caratterizza per una serie di problemi multiviscerali
dovuti a microtrombi multifocali. La diagnostica ¢ difficile a causa della mol-
titudine di manifestazioni cliniche (microangiopatie trombotiche, coagula-
zione intravascolare disseminata, embolia, porpora trombotica trombocito-
penica indotta dall’eparina...) che necessitano di una diagnostica differen-
ziale. La conoscenza di questa diagnostica eccezionale & imperativa, poiché
essa induce ad un approccio terapeutico urgente (plasmaferesi). Malgrado
cio, la mortalita é di circa il 50%.
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Aspetti eziopatogenetici

La patogenesi delle manifestazioni cliniche nella sindrome da anticorpi
antifosfolipidi € multifattoriale. La trombogenesi, in particolare, coinvolge le
cellule endoteliali e le piastrine, ma anche i monociti possono svolgere un’a-
zione procoagulante:

cellule endoteliali = danno endoteliale diretto; diminuzione della produ-
zione di prostaciclina; diminuzione del rilascio di t-PA; diminuzione dell’at-
tivita della trombomodulina; esposizione di TF.

piastrine = attivazione diretta per interazione con i fosfolipidi di mem-
brana.

Tutti questi effetti determinano uno spostamento della “bilancia” endote-
liale verso I'attivita protrombogena.

Le cellule endoteliali

La conversione ad un fenotipo protrombotico delle cellule endoteliali ¢ stata sug -
gerita quale causa dello stato di ipercoagulabilita dell’APS. L’attivazione endote-
liale in vivo é stata recentemente supportata dalla presenza di aumentati
livelli di proteine e microparticelle di derivazione endoteliale nel plasma di
pazienti con APS.

Attualmente e accettato che gli aPL possono reagire con le cellule endote-
liali, principalmente attraverso il legame con la boGPI espressa sulla mem-
brana delle cellule endoteliali. La boGPI esogena puo legarsi alle cellule
endoteliali nel sito di attacco dei fosfolipidi, situato nel quinto dominio della
molecola oppure attraverso I’annessina Il, un recettore delle cellule endote-
liali per I'attivatore tissutale del plasminogeno.

Gli anticorpi anti-boGPI riconoscono la boGPI della membrana cellulare
endoteliale sia in cellule endoteliali derivate dal microcircolo sia in quelle
derivate del macrocircolo.

Gli_anticorpi antifosfolipidi inducono un fenotipo proadesivo e proin-
fiammatorio.

E’ stato dimostrato che le frazioni 1gG intere o le IgG anti-b,GPI purifica-
te per affinita da sieri positivi per aPL bpGPI-dipendenti, oppure anticorpi
monoclonali umani anti-b,GPI sono in grado di indurre un fenotipo endote-
liale proadesivo, attraverso la up-regolation di molecole di adesione (E-selec -
tina, intercellular adhesion molecule-1 [ICAM-1], vascular cell adhesion molecule-1
[VCAM-1]) e un’aumentata sintesi e secrezione di citochine proinfiammato-
rie (interleuchina-1b e interleuchina-6) in vitro.
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L ’attivazione endoteliale e associata ad uno stato pro-coagulatorio; inoltre
le citochine proinfiammatorie e I'adesivita inducono un fenotipo procoagu-
lante anche nei leucociti mononucleati adesi. Recenti osservazioni suggeri-
scono che questo non sia un artefatto in vitro ma che possa avvenire anche in
vivo.

Una up-regulation di marker dell’attivazione delle cellule endoteliali e
stata riscontrata nella valvulopatia cardiaca associata ad APS. Inoltre livelli
plasmatici significativamente alti di VCAM-1 solubile sono stati trovati in
pazienti con sindrome da anticorpi antifosfolipidi primitiva (APS primaria)
oppure secondaria a LES e che avevano trombosi severe ricorrenti. Questi
livelli erano correlati negativamente con la conta piastrinica nella APS pri-
maria. Ancora, topi cui erano stati iniettati passivamente aPL mostravano
una maggiore formazione di trombi ed un incremento locale di adesione leu-
cocitaria dopo trauma meccanico alla parete venosa in vivo. Questi effetti
erano inibiti in topi deficienti per ICAM-1 o ICAM-1 e P-Selectin oppure in
animali trattati con anticorpi bloccanti anti-VCAML1. Al contrario I'attivazio-
ne endoteliale non era ridotta in topi deficienti per FcR: questi ultimi dati
sono in accordo con il fatto che il coinvolgimento del FcR non sembra essere
necessario per I'attivazione endoteliale in vitro dal momento che quest’ulti-
ma puo essere indotta anche con anticorpi umani monoclonali anti-b,GPI di
classe IgM.

L'attivazione endoteliale indotta da anticorpi anti-b,GPI & causata verosi-
milmente dal cross-link del cofattore complessato a strutture che fungono da
recettore; questa aggregazione esita in un segnale per le cellule. Dal momen-
to che I'annessina Il non possiede una coda intracitoplasmatica, il suo coin-
volgimento richiede probabilmente una proteina adapter sconosciuta.
Alternativamente, ¢ stato suggerito che I’'annessina Il possa interferire con i
canali del calcio, o che siano coinvolte altre strutture della membrana cellu-
lare in grado di innescare un segnale intracellulare.

L’attivazione endoteliale indotta dagli anticorpi anti-b2-glycoprotein |
sembra giocare anche un ruolo nell’aterosclerosi accelerata associata con la
APS. Dati recenti hanno mostrato che le statine — una famiglia di farmaci ipo-
colesterolemizzanti — sono in grado di inibire I'attivazione endoteliale da
anti-b,GPl in vitro, offrendo in tal modo nuove interessanti prospettive tera-
peutiche.

Gli anticorpi antifosfolipidi inducono un fenotipo procoagulante.

Il Tissue Factor, una proteina transmembranaria, € il principale innesco
della coagulazione in vivo. E’ espresso anche sulla membrana delle cellule
endoteliali. Anticorpi umani monoclonali anti-b,GPI di classe IgM aumenta-
no I’espressione di Tissue Factor mRNAnelle cellule endoteliali in vitro. Non
e chiaro se gli anti-b,GPI inneschino la sintesi del Tissue Factor direttamen-
te o se le citochine pro-infiammatorie indotte dagli stessi anticorpi giochino
un ruolo indiretto.
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E’ stato suggerito che gli aPL possano spiazzare lo “scudo” fisiologico di
annessina V che copre le strutture con carica elettrica negativa sulla superfi-
cie delle membrane endoteliali, determinando in tal modo un fenotipo pro-
coagulante. Recentemente, uno studio ha dimostrato come questo effetto sia
strettamente correlato alle concentrazioni di boGPI e di anticorpi anti-boGPI.
Willems et al. hanno tuttavia riportato dati contrastanti, dimostrando che
complessi aPL-b>GPI non sono in grado di spiazzare I’'annessina V da mem-
brane pro-coagulanti, mentre I’'annessina V & in grado di spiazzare la mag-
gior parte dei complessi aPL-b,GPI dalle stesse membrane.
Gli anticorpi antifosfolipidi interferiscono con il metabolismo degli eicosa-
noidi.

Dopo l'iniziale dato dell’effetto inibitorio degli aPL sulla produzione
endoteliale di PGly, contrastanti risultati sono stati pubblicati riguardo all’ef-
fetto degli aPLsulla produzione di eicosanoidi da parte delle piastrine e delle
cellule endoteliali. La spiegazione piu plausibile per queste discrepanze risie-
de probabilmente nei tipi diversi di cellule endoteliali e nelle preparazioni
differenti di aPL (per es. sieri interi o plasma o frazioni 1g) usate nonché nei
differenti procedimenti tecnici.

In generale tuttavia, i risultati ottenuti sembrano indicare che lo shilan-
ciamento tra la produzione di trombossano A,/ PGl, pare essere imputabi-
le pit ad un’aumentata secrezione di trombossano Ay piuttosto che al coin-
volgimento dell’epoprostenolo endoteliale.

Gli_anticorpi_antifosfolipidi interferiscono con la regolazione del tono
vasale.

Il tono vasale & attivamente regolato dall’endotelio: uno spostamento
verso la vasocostrizione potrebbe favorire la formazione del trombo. A sup-
porto di questa ipotesi, Atsumi et al. riportano che i livelli plasmatici del pep-
tide endotelina-1, il piu potente fattore di contrazione di derivazione endote-
liale, & correlato in maniera significativa con una storia di trombosi arteriosa
in pazienti con APS. Inoltre, é stato dimostrato che I'incubazione in vitro di
cellule endoteliali con anticorpi monoclonali umani anti-boGPIl aumenta I'e-
spressione di mMRNAdi preproendotelina-1.

Interazione degli anticorpi antifosfolipidi con gli endosomi endoteliali.

Un’altra interessante interazione tra gli aPL e le cellule endoteliali e stata
dimostrata recentemente. Gli anticorpi possono essere internalizzati dalle
cellule e accumulati negli endosomi tardivi; gli aPL reagiscono apparente-
mente con I’acido lisobisfosfatidico della membrana interna degli endosomi
in maniera boGPI-dipendente. Attraverso la modificazione del traffico intra-
cellulare di proteine, gli aPLpossono contribuire a diversi dei meccanismi gia
menzionati.
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Le piastrine

Una lieve trombocitopenia é stata inizialmente riportata come una delle
manifestazioni dell’APS, inoltre un ridotto numero di piastrine é stato trova-
to in modelli animali della sindrome. Nonostante la trombocitopenia non sia
formalmente inclusa nei criteri classificatori dell” APS, uno studio multicen-
trico piu recente riporta ancora una riduzione delle piastrine in APS associa-
toaLES.

La trombocitopenia associata ad APS é stata attribuita ad un aumento del-
I’attivazione piastrinica in vivo e collegata allo stato trombofilico.

Un incremento dell’espressione di CD g3 piastrinico, esaminato mediante
citofluorimetria ed un’elevazione dei livelli plasmatici di P-selectin solubile
in 20 pazienti con APS primaria hanno suggerito piu direttamente che ci sia
un incremento dell’attivazione piastrinica in vivo in alcuni pazienti con APS
primaria. Un altro studio riporta un’escrezione di 11-deidrotrombossano B,
significativamente piu alta in pazienti con LES, correlati con elevati livelli
plasmatici dei frammenti 1 e 2 della protrombina, del fattore von
Willebrandt, e di attivatore tissutale del plasminogeno. E’ stato suggerito che
livelli anormali di fattore di von Willebrandt e di attivatore tissutale del pla-
sminogeno rappresentano parametri di perturbazione endoteliale, che pos-
sono stimolare I'attivazione piastrinica oppure favorirla attraverso la forma-
zione del coagulo.

Gli autori ipotizzano che I'attivazione in vivo delle piastrine si verifichi
quando la positivita per aPL e la perturbazione endoteliale coesistono, men-
tre gli aPL di per se’ hon causano attivazione piastrinica.

La capacita degli aPLdi attivare direttamente le piastrine & ancora discus-
sa. L’attivazione piastrinica non appare quindi essere direttamente correlata
agli aPL, per lo meno negli esperimenti in vitro. L’attivazione puo essere
legata al rilascio di mediatori attivi da parte di altri tipi cellulari, quali le cel-
lule endoteliali e i monociti, attivati dagli aPL o di prodotti della cascata coa-
gulatoria.

I monociti

I monociti possono svolgere un’azione procoagulante, principalmente
legata all’epressione del Tissue Factor. L’attivita procoagulante correlata all’e-
spressione del Tissue Factor ¢ stata riportata in monociti umani dopo incu-
bazione con sieri positivi per aPL. E’ interessante notare che in pazienti con
APS primitiva o secondaria sono stati trovati livelli plasmatici significativa-
mente elevati di Tissue Factor e di Tissue Factor Pathway Inhibitor, un rego-
latore fisiologico dell’attivazione della coagulazione Tissue Factor-dipenden-
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te, suggerendo un’upregolazione in vivo della via del Tissue Factor. In accor-
do con questi dati, Dobado-Berrios et al., usando la trascrizione inversa e
I'amplificazione mediante Polymerase Chain Reaction, hanno evidenziato un
piu elevato accumulo di mRNA per Tissue Factor in monociti isolati da san-
gue fresco di pazienti con APS primaria rispetto ai controlli sani. L’analisi
densitometrica ha inoltre mostrato che mRNA per Tissue Factor era mag-
giormente espresso nei monociti di pazienti con APS primaria con una storia
di trombosi rispetto a quelli che non avevano mai avuto trombosi.

Un effetto diretto degli aPL nell’indurre un fenotipo procoagulante nei
monociti é stato suggerito da tre studi che hanno studiato la capacita degli
aPL monoclonali umani di incrementare sia mRNA del Tissue Factor sia I’at-
tivita procoagulante in vitro. In due studi € stato usato un anticorpo mono-
clonale umano che reagisce con la bGPl e che ha un’attivita tipo Lupus
Anticoagulant. | risultati suggeriscono che la boGPI (probabilmente la bpGPI
espressa sulla membrana cellulare dei monociti) possa essere il bersaglio.
L’isotipo IgM di questi anticorpi inoltre esclude la possibilita che il Fc possa
essere coinvolto nella stimolazione dei monociti. In ogni caso sono stati ripor-
tati anche altri meccanismi: Visvanathan et al. hanno mostrato che linfociti T
CDy positivi specifici per boGPI possono indurre I'aumento del Tissue Factor
quando sono messi in co-coltura in presenza di boGPI. Questi dati sono
riportati solo in pazienti con manifestazioni della sindrome, ma non in sog-
getti aPL positivi senza sintomi clinici, o in soggetti sani.

Infine, se gli aPL sono associati con lo sviluppo di un fenotipo endotelia-
le proinfiammatorio e procoagulatorio, deve essere sottolineato che il reclu-
tamento e I'adesione dei leucociti alla parete endoteliale termina in un’atti-
vazione cellulare che puo favorire I’espressione di un’attivita procoagulante.
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| fosfolipidi

Le membrane cellulari sono costituite principalmente da fosfolipidi com-
binati con proteine. | fosfolipidi sono composti che mostrano una preponde-
ranza di gruppi non polari, infatti sono molecole a catena aperta con un
gruppo di testa polare (colorato in viola in figura 5) e due lunghe code non
polari. In ambiente acquoso possono rapidamente formare un doppio strato
chiuso.

cell exterior ,ogiosaccharide

{

Hydrophobic
a helix

integral

J phospholipid protein

-

cholesterol

Figura 5. Modello “a mosaico fluido” della struttura della membrana.

I doppi strati lipidici sono disposti in modo che i gruppi di testa polari dei
lipidi siano in contatto con I’ambiente acquoso, mentre non lo siano le code
non polari. Le code non polari sono costituite da acidi grassi (colorati in rosa
nella figura 5) formati da lunghe catene di atomi di carbonio e dal colesterolo.
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Gli anticorpi antifosfolipidi

Il termine “anticorpi antifosfolipidi”, in senso stretto, raggruppa una
larga famiglia di anticorpi che riconoscono altrettanto bene sia i fosfolipidi
anionici sia quelli neutri (tabella 4).

Fosfolipidi anionici Fosfolipidi neutri
Cardiolipina Fosfatidiletanolamina (PE)
Fosfatidilserina (PS) Sfingomielina

Acido fosfatidico Fosfatidilcolina

Fosfatidilinositolo (PI)
Fosfatidilglicerolo

Tabella 4. Fosfolipidi anionici e neutri.

Durante il decennio 1990-2000, in modo sempre piu convincente, € stato
osservato che questi anticorpi antifosfolipidi sono una grande ed eteroge-
nea famiglia di immunoglobuline che, nonostante il loro nome, non si lega-
no ai fosfolipidi, ma sono diretti contro proteine del plasma per affinita con
anioni di superficie (il fosfolipide).

In occasione del IV Congresso Internazionale organizzato nel 1990 a
Sirmione venne per la prima volta identificata la Beta-2-glicoproteina 1
(bo,GPI) come il principale target anticorpale.

Ma la lista degli obiettivi antigenici di questi anticorpi includono anche
altri antigeni, i cosiddetti “cofattori proteici” (tabella 5).

Gli aPL “convenzionali” Gli altri antigeni degli aPL
(i cofattori proteici)

Lupus Anticoagulant b,-glicoproteina |
Anticorpi anticardiolipina Protrombina
Annessina V
Proteina C (attivata)
Proteina S

Trombomodulina
Chininogeni ad alto e basso peso molecolare
Attivatore tissutale del plasminogeno
Fattore XII della coagulazione
Lipoproteine a bassa densita ossidate (ox-LDL)

Tabella 5. Anticorpi antifosfolipidi ed antigeni degli antifosfolipidi.
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R. Faricelli, S. Esposito, S. Martinotti La sindrome da anticorpi anti fosfolipidi

La maggior parte degli antigeni sono coinvolti nella coagulazione del sangue,
ne deriva quindi che alcuni aPLpossono impedirne la regolazione (figura 6).

Antiphospholipid Antibodies

Compete with coagulation factors for the anionic
phospholipid surface
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(Willems et al, 1996 & 2002)

Figura 6. Competizione degli aPL con i fattori della coagulazione.
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R. Faricelli, S. Esposito, S. Martinotti La sindrome da anticorpi anti fosfolipidi

Gl aPL “convenzionali”:

Il Lupus Anticoagulant (LAC)

E’ un inibitore acquisito della coagulazione (anticoagulante circolante),
identificabile con i metodi del laboratorio di emostasi.

Il plasma dei pazienti con APS tende a “non coagulare” nelle provette (in
vitro); il suo nome (“anticoagulant”) deriva appunto da questo effetto e dal
fatto di essere stato identificato per la prima volta in un paziente affetto da
Lupus Erythematosus Sistemico.

L’effetto anticoagulante € dovuto alla presenza degli anticorpi anti-fosfo-
lipidi che impediscono la normale funzione dei fattori della coagulazione che
contengono fosfolipidi.

Questo rappresenta un apparente paradosso biologico dal momento che la
malattia si presenta come una aumentata tendenza alle trombosi. In realta,
mentre in vivo gli anticorpi interferiscono con diversi fattori della coagula-
zione (componenti plasmatici, cellule endoteliali, monociti, piastrine) deter-
minando una tendenza alle trombosi, in vitro gli anticorpi possono solo agire
con i componenti plasmatici dal momento che mancano gli altri. Il risultato
dell’ interferenza & appunto rappresentato da un ritardo nella formazione del
coagulo.

Il LAC:

- inibisce in vitro la disponibilita dei PL per I'attivazione:

- dei fattori X e IX da parte del complesso TF-Vlla;

- del fattore X da parte del complesso Ixa-Vlllia;

- della protrombina da parte del complesso Xa-Va.

e Viene misurato da test fosfolipido-dipendenti (PT, PTT e derivati) che
risultano variamente alterati e non si correggono dopo aggiunta di pla-
sma normale;

« € un inibitore interferente (privo di specificita contro singoli fattori
della coagulazione).

Il test per il LAC identifica anticorpi che interferiscono con i meccanismi
della coagulazione; questi anticorpi determinano un prolungamento abnor-
me del tempo di coagulazione.

| criteri diagnostici per la determinazione del Lupus Anticoagulant (linee
guida SSC-ISTH - Comitato Scientifico e di Standardizzazione della Societa
Internazionale per la Emostasi e la Trombosi) comprendono:
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a. prolungamento di almeno un test coagulativo fosfolipido-dipendente
(screening);

b. dimostrazione che I'anomalia € dovuta ad un inibitore e non a caren-
za di uno dei fattori della coagulazione (prove di incrocio con plasma
normale);

c. dimostrazione che I'inibitore € antifosfolipidico (test di conferma);

d. dimostrazione di assenza di inibizione contro specifici fattori della
coagulazione.

La tecnica per la ricerca del LAC, quindi, € complessa e comprende diver-
se tappe. Il LAC ¢ un test “funzionale” che richiede di essere eseguito su cam-
pioni di plasma subito dopo il prelievo (anche se e possibile eseguire il test
su campioni congelati con particolari accorgimenti, quali la conservazione a
bassissime temperature).

Screening. In primo luogo € necessaria la dimostrazione di un significati-
vo prolungamento di (o dei) test di coagulazione fosfolipidi-dipendenti: i
tests piu diffusi comprendono la determinazione del Tempo di
Tromboplastina Parziale Attivata (aPTT), del Tempo di Coagulazione al
Caolino (KCT) e il test al Veleno di Vipera Russel diluito (dRVVT).

Prove di incrocio. Qualora i tempi di coagulazione risultino superiori a
quelli di normalita, occorre escludere tutte le cause — diverse dagli antifosfo-
lipidi - che possono determinare un allungamento del tempo di coagulazio-
ne. Ad esempio, si deve escludere un deficit congenito o acquisto di fattori
della coagulazione. A questo scopo si mescola il campione del paziente con
un plasma normale, se persiste I'allungamento del tempo di coagulazione
guesto non & verosimilmente dipendente dalla mancanza di qualche fattore
della coagulazione: infatti il plasma normale aggiunge nella provetta tutti i
fattori necessari. Quindi I'alterazione puo essere dovuta agli anti-fosfolipidi.

Test di conferma. L’ultima tappa consiste nella dimostrazione che I’aggiun-
ta di fosfolipidi (lisato piastrinico o fosfolipidi a conformazione esagonale) al
plasma del paziente ¢ in grado di correggere il tempo di coagulazione prima
prolungato: I'eccesso di fosfolipidi, saturando gli anticorpi, corregge il test
normalizzando il tempo per la formazione del coagulo.

Gli anticorpi anticardiolipina (aCL)

La cardiolipina e un fosfolipide anionico. E’ un costituente della membra-
na interna dei mitocondri e recentemente ne é stata dimostrata la presenza
nel plasma complessato a lipoproteine e sulla superficie delle cellule apopto-
tiche.
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E’ la forma ossidata della cardiolipina che viene principalmente ricono-
sciuta dagli aCL, i quali reagiscono contro neo-epitopi presenti sulla cardio-
lipina ossidata.

Gli aCLriconoscono non solo la cardiolipina ma anche gli altri fosfolipidi
anionici: fosfatidilglicerolo, fosfatidilinositolo e fosfatidilserina.

Il test degli anticorpi anticardiolipina é a tutt’oggi probabilmente il mezzo
piu usato per la diagnosi della Sindrome da Anticorpi Antifosfolipi.

Si devono pero distinguere gli aCL per i quali la reattivita nei confronti
della cardiolipina non é dipendente dalla presenza di un cofattore plasmatico
nel mezzo di reazione (“veri” aCL) da quelli “dipendenti”, che cioé riconosco-
no un complesso cardiolipina-cofattore, nei quali essi stessi possono addirit-
tura essere il cofattore: i primi sono essenzialmente ritrovati in corso di infe-
zioni mentre gli altri sono presenti in corso di malattie autoimmuni, come
I’APS.

La boGPI ¢ stata identificata come principale cofattore degli aCL.

In corso di APS, gli aCL sono nella maggior parte dei casi d’isotipo 1gG.
L’isotipo IgM ¢& piu raro e spesso associato all’isotipo 1gG. Si puo ritrovarlo
isolato, ma in questo caso la sua presenza transitoria ed associata ad un con-
testo infettivo o alla somministrazione di determinate terapie (in particolare
gli antiepilettici).

La presenza di aCL di isotipo IgA ¢ eccezionale in corso di APS ed
anch’essa associata all’isotipo 1gG, quindi la loro ricerca in routine non ha
particolare importanza nella diagnosi di questa sindrome.

Ad ogni modo la determinazione dei singoli isotipi anticorpali puo forni-
re risultati differenziati e utili indicazioni sulla particolarita delle manifesta-
zioni cliniche.

Alcuni autori hanno rilevato che:

« gli anticorpi IgA correlano meglio delle 1gG od IgM con la tromboci-
topenia.

« IgM ed IgAcorrelano con I'anemia emolitica, in pazienti affetti da LES.

« le IgA sono state rilevate anche nella sindrome Guillain-Barré, nella
sindrome di Sjogren, nell’artrite reumatoide, nella sclerosi sistemica.

« titoli elevati di 1gG e IgM indicano una affezione endocardica.

Il test per I'anti-cardiolipina (aCL) € stato messo a punto(5) nel tentativo
di individuare direttamente la presenza degli anticorpi anti-fosfolipidi sfrut-
tando le loro caratteristiche di legame indipendentemente dagli effetti fun-
zionali. A tale scopo e stato visto che, legando i fosfolipidi (in particolare la
cardiolipina) alla plastica di speciali piastre, questi vengono riconosciuti
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dagli anticorpi. Si puo quindi determinare la presenza degli anti-fosfolipidi
nel siero del paziente svelandone il legame mediante una tecnica detta
immuno-enzimatica (o ELISA).

Il test viene eseguito generalmente sul siero e questo consente la sua ese-
cuzione anche in campioni conservati senza particolari accorgimenti, &€ piu
semplice del LAC ed in una seduta si possono analizzare molti pit campio-
ni. Inoltre la metodica & semi-quantitativa, permettendo cosi di valutare la
quantita di anticorpi presenti nel campione (titolo basso, medio o elevato) e
I'identificazione di anticorpi appartenenti a tipi diversi di immunoglobuline
(1gG, IgM, IgA).

Attualmente la metodica € eseguita in maniera tale da evidenziare anti-
corpi che richiedono per la loro determinazione la presenza di un cofattore,
la beta 2 glicoproteina I. Quest’ultima € una proteina normalmente presente
nel siero che legandosi ai fosfolipidi determina un complesso che viene a sua
volta riconosciuto dagli anticorpi associati con le manifestazioni cliniche
della sindrome.

Gli anticorpi antifosfatidiletanolamina (aPE)

La fosfatidiletanolamina (PE) & un fosfolipide neutro identificato come un
componente maggiore della membrana cellulare dove la si ritrova in diffe-
renti conformazioni nonbilaterali, piu spesso esagonali o lamellari in doppio
strato.

La struttura in doppio strato ¢ la piu frequente.

La fase esagonale ¢ caratterizzata da una struttura cilindrica con le teste
polari dei fosfolipidi orientati verso canali acquei situati all’esterno (fase | o
Hex | PE) o all’interno (fase Il o Hex Il PE) del cilindro. A seconda del conte-
nuto in colesterolo, dell’ambiente ionico o proteico, la fosfatidiletanolamina
puo passare dalla fase | alla fase II.

La fosfatidiletanolamina gioca un ruolo importante nel corso di numero-
se tappe della coagulazione, in particolare nella via della proteina C. Infine,
guando e sottoforma Hex Il PE, essa € immunogena in vivo mentre in vitro rie-
sce a neutralizzare I'attivita anticoagulante del LAC.

E’ ormai ampiamente documentato che gli anticorpi antifosfatidiletanola-
mina sono diretti contro i fosfolipidi anionici. Tuttavia studi recenti hanno
dimostrato come questi anticorpi siano stati ritrovati in assenza di altri aPLs
in pazienti che presentavano episodi tromboembolici e/o perdite fetali reici-
divanti, ma anche altri sintomi associati alla APS.

Alcuni anticorpi antifosfatidiletanolamina sono dipendenti da cofattori
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plasmatici come il chininogeno ad alto e basso peso molecolare(6): essi rico-
noscono sul chininogeno un epitopo conformazionale espresso solamente
dopo la loro interazione con la fosfatidiletanolamina. Alcune proteine com-
plessate al chininogeno ad alto peso molecolare, come la precallicreina o il
fattore XI, possono esse stesse giocare il ruolo di cofattore.

Il carattere di dipendenza o meno degli anticorpi antifosfatidiletanolami-
na é legato all’isotipo e non al contesto clinico associato. Contrariamente agli
anticorpi antifosfatidiletanolamina di isotipo IgM, quelli di isotipo IgG sono
fortemente dipendenti dalla presenza di cofattori plasmatici.

A causa dell’assenza di standardizzazione e della necessita di confermare
il loro interesse clinico attraverso studi multicentrici, la ricerca di questi anti-
corpi non & ancora praticata in routine nella maggior parte dei laboratori.

Gli anticorpi antifosfatidilserina (aPS)
Gli anticorpi antifosfatidilinositolo (aPl)
Gli anticorpi anti acido fosfatidico (aPA)

Sotto I’acronimo aPLviene comunemente compresa una famiglia eteroge-
nea di IgG, IgM, (IgA) a lungo considerate con specificita per i PL anionici
quali PS (fosfatidilserina), Pl (fosfatidilinositolo) e PA (acido fosfatidico).

Il marker sierologico tipico della sindrome ¢é stata considerata a lungo la
presenza di anticorpi anticardiolipina (aCL), anche se in realta é subito
apparso chiaro che questi anticorpi riconoscevano non solo la cardiolipina
ma tutta la famiglia di fosfolipidi a carica elettrica negativa come d’altra
parte era gia stato dimostrato per gli anticorpi responsabili del LAC.

La cardiolipina, utilizzata come antigene nel test in fase solida ragioni sto-
riche, é una molecola molto poco rappresentata nei sistemi biologici essendo
in effetti relegata alla faccia interna della membrana mitocondriale. Al con-
trario la fosfatidilserina (PS), un altro fosfolipide a carica elettrica negativa, fa
parte della superficie interna di tutte le membrane cellulari e viene esposta
all’esterno quando le cellule sono attivate. Per questo motivo gia nel 1987 era
stato allestito un test immunoenzimatico per la ricerca di anticorpi antifosfa-
tidilserina (aPS) che apparentemente permetteva una migliore definizione
dei pazienti con patologia trombotica: oggi € accertato che questi anticorpi
correlano meglio con la presenza di LA che gli aCL e possono ritrovarsi in
sieri aCL-negativi di pazienti affetti da LES.

Cosi come la fosfatidilserina, gli altri fosfolipidi anionici componenti della
membrana cellulare, sono bersagli degli aPLe, come tali, sono utilizzati nelle
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diverse metodiche di rilevazione anticorpale anche se successivamente €
stato scoperto che il loro legame a questi anticorpi é reso possibile dalla pre-
senza di un “cofattore”.

La beta 2 glicoproteina 1

Nel 1989 McNeil et al. scoprirono che I'apporto del plasma umano o bovi-
no era necessario per permettere il legame di alcuni aPLai fosfolipidi: questa
data segna la nascita dell’idea della presenza di un “co-fattore”.

Nel 1990 tre diversi gruppi di ricercatori(7)(8) hanno indipendentemente
segnalato che la reazione verso i fosfolipidi a carica elettrica negativa posti in
fase solida era possibile solo in presenza di una proteina sierica definita,
appunto, “co-fattore”.

Tutti i gruppi hanno identificato il cofattore nella Beta 2 glicoproteina 1

Figura 7. Struttura tridimensionale della beta-2 glicoproteina I.

(boGPI), una apolipoproteina presente in quantita elevata nel plasma di sog-
getti normali (alla concentrazione di 0,2 mg/ml), dal peso molecolare di 50
Kd (in condizioni non ridotte), che sale a 70 KD dopo riduzione con b-mer-
captoetanolo (figura 7).

Caratteristiche biochimiche e funzionali
E’ una singola catena polipeptidica costituita da 326 aminoacidi (in pre-

valenza prolina, cisteina e triptofano) e da 5 oligosaccaridi contenenti glico-
sammina che contiene 11 ponti disolfuro, é sintetizzata principalmente dagli

= :- e, P “ 1.‘ ﬂlluﬁ"‘ ﬁmfh%.‘ -yt piaits. =
(628 T T T B LTIy}, Cateidoscopio T



R. Faricelli, S. Esposito, S. Martinotti La sindrome da anticorpi anti fosfolipidi

epatociti, ma anche da altri tipi cellulari come cellule endoteliali, neuroni e
linfociti.

Ha una concentrazione plasmatica di 0,2 mg/mL; il 60 % di essa circola
legata alle lipoproteine, mentre il restante 40 % si ritrova in forma libera ed e
guella funzionalmente attiva.

E’ stata definita apolipoproteina H(©) perché presente nei chilomicroni,
VLDL, HDL e soprattutto nella frazione lipoproteica pesante. Oggi sembra
che solo piccole quantita di proteina siano legate alle lipoproteine.

La boGPI sembra anche coinvolta nella rimozione di particelle “non-self”
e nel processo dell’apoptosi.

Le caratteristiche biochimiche e funzionali di questa molecola sono ripor-
tate nella tabella 6.

CARATTERISTICHE BIOCHIMICHE

Polipeptide monocatenario

e 326 aminoacidi

o fortemente glicosilato (20%)

e PM: 50 KD

o 5 domini ripetitivi da 60 aminoacidi

« forte omologia interspecie

¢ polimorfismo allelico: 4 isoforme descritte
e concentrazione plasmatica: da 60 a 300 mg/I
PROPRIETA’

Legame con molecole cariche negativamente
e FOSFOLIPIDI ANIONICI

e PIASTRINE

« DNA

e« EPARINA

e MITOCONDRI

FUNZIONI

In vitro: inibizione della

e conversione protrombina-trombina

o attivazione della via intrinseca della cascata coagulativa
o attivazione della proteina C

e aggregazione piastrinica

In vivo: funzioni sconosciute

Tabella 6. Caratteristiche biochimiche e funzionali.
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Genetica

Mediante tecniche di clonaggio e sequenziamento del c-DNA ¢ stata sta-
bilita la completa e corretta sequenza aminoacidica della proteina la quale
risulta altamente conservata per piu dell’80% fra le diverse specie animali
(umana, bovina, murina).

Il gene della boGPI umana e situato sul cromosoma 17 (q23-qter).

Questa proteina é costituita da 5 subunita dette “sushi domains” (Figura
8), di cui 4 molto simili ed una leggermente diversa, situata nel V dominio.

Figura 8. La sequenza aminoacidica della boGPI umana (sushi domains).

II'V dominio contiene la sequenza che determina il legame della boGP1I ai
fosfolipidi: il sito e stato identificato da numerosi studi come quello localiz-
zato fra gli aminoacidi Cys 281-288.

La boGPI g, infatti, una proteina altamente cationica (specialmente in que-
sta sequenza) che, in quanto dotata di carica positiva, si lega facilmente a
componenti caricati negativamente(lo), qguali ad esempio, la cardiolipina o i
fosfolipidi negativi.

La sequenza carica positivamente CKNKEKKC presente nel V dominio
(Ser 311 - Lys 317) ed il vicino uncino idrofobico sembrano essere coinvolti
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rispettivamente nel legame della proteina ai fosfolipidi anionici e al suo anco-
raggio sulle membrane cellulari (figura 9).

SRR RRRI A

Schema dell’inter-
azione tra la
b,GP1 e i fosfoli-

pidi di membrana

Figura 9. Interazione tra boGPI e fosfolipidi di membrana.

Per quanto riguarda gli altri domini sembra che il 11l ed il IV, fortemente
glicosilati, siano protetti dalle interazioni proteina-proteina, mentre i domini
I e Il rappresentano i siti di legame riconosciuti dagli anticorpi anti-boGPl: gli
epitopi maggiormente conosciuti come siti degli anticorpi anti bpGPI sono
situati sul 1 dominio(11).

A tutt’oggi sono stati identificati ben 4 polimorfismi, dovuti a mutazioni
puntiformi, responsabili di precise sostituzioni aminoacidiche: Ser/Asn 88,
Leu/Val 247, Cys/Gly 306, Trp/Ser 316. La differenza anche di un solo ami-
noacido puo portare ad anomale modificazioni conformazionali della protei-
na, in seguito ad alterate interazioni con i fosfolipidi di membrana.

Polimorfismi sul sito di legame per i fosfolipidi, oppure sul sito antigeni-
co della bGPl potrebbero influenzare la produzione di anticorpi anti-b,GPI
e lo sviluppo della APS.

Meccanismo patogenetico

Riguardo al possibile meccanismo patogenetico delle manifestazioni trom-
botiche alcuni studi hanno dimostrato che gli anticorpi anti-boGPI sono in
grado di diminuire I'attivita anticoagulante della proteina C attivata e di
aumentare I’escrezione urinaria del metabolita piastrinico del trombossano
suggerendo, cosi, implicazioni a vario livello nella patogenesi delle trombosi.
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Inoltre e stato dimostrato che gli anticorpi anti-b,GPI riconoscono la
b,GPI adesa alle cellule endoteliali umane quando viene aggiunto un siero
contenente, appunto boGPI, mentre in sua assenza gli anticorpi non sono in
grado di reagire. Questo fenomeno non ¢ confinato solo a cellule endoteliali
ottenute da grossi vasi venosi, ma & riproducibile anche con cellule endote-
liali umane del microcircolo cerebrale o cutaneo.

Una volta legati, gli anticorpi anti-boGPI determinano una attivazione
delle cellule (fenotipo endoteliale pro-adesivo, pro-infiammatorio e pro-coa-
gulante), favorendo la tendenza trombotica.

E’ stato dimostrato che in alcuni pazienti con manifestazioni cliniche tipi-
che della sindrome da anticorpi antifosfolipidi primitiva e/o secondaria sono
presenti esclusivamente anticorpi anti-b,GPI in assenza di anticorpi anticar-
diolipina e di altri anticorpi antifosfolipidi.

Da uno studio condotto recentemente presso I’'Universita di Siena e stato
dimostrato che il rischio trombotico degli anticorpi anti-boGPI e almeno pari
a quello degli anticorpi anticardiolipina. Pertanto nella diagnosi delle sin-
dromi da anticorpi antifosfolipidi si ricorre ai test specifici per la rilevazione
di anticorpi anti beta 2 glicoproteina di classe IgG, IgM, IgAnei casi in cui la
rilevazione degli anticorpi anticardiolipina-cofattore (ACA) risulti negativa.
Alcuni laboratori hanno scelto di saggiare routinariamente lab,GPI in paral-
lelo alla ricerca degli ACA.

Metodiche usate per lo screening della boGPI

Considerando che la boGPI e rappresentata in buona quantita nel siero di
tutti i mammiferi e quindi anche nel siero bovino oltre che umano, il siero
bovino é stato largamente impiegato nei test ELISA per la rivelazione degli
aCL.

Infatti nelle piastre copulate con la sola cardiolipina (o con fosfolipidi a
carica elettrica negativa) la maggior parte dei sieri dei pazienti affetti da APS
non manifesta alcun legame. Al contrario, se al fosfolipide adeso alla piastra
si aggiunge il co-fattore (la boGPl), si forma un complesso che viene in que-
sto caso riconosciuto dall’anticorpo.

Ancora in discussione & la spiegazione di questo fenomeno.

Un’ipotesi sostiene che il complesso b,GPI-fosfolipide induca un’altera-
zione conformazionale nella struttura della molecola: questa passerebbe da
una forma lamellare ad una esagonale. | neo-epitopi espressi verrebbero cosi
riconosciuti dagli autoanticorpi che, d’altra parte, non sembrano reagire (o lo
fanno con avidita estremamente minore) con la molecola libera in fase fluida.

L’ipotesi alternativa prevede che non sia necessaria la comparsa di neo-
epitopi sulla molecola, infatti sarebbe il legame della b,GPI sia ai fosfolipidi
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negativi sia alle strutture a carica elettrica negativa delle piastre irradiate a
favorire I'adesione di un numero maggiore di molecole. Cio risulterebbe in
una maggiore densita antigenica che, a sua volta, favorirebbe il legame degli
anticorpi. Questi ultimi, infatti, sono anticorpi a bassa affinita e, come tali,
per legarsi in modo valido, richiedono che il loro antigene, la b,GPlI, sia con-
centrato e non disperso come nelle piastre non trattate.

Studi effettuati utilizzando anticorpi anti-boGPI purificati per affinita da

sieri di pazienti hanno dimostrato che:

1. gli anticorpi reagiscono con la boGPI in assenza di fosfolipidi, dimo-
strando cosi la propria specificita per la proteina;

2. glianticorpi riconoscono la bGPl anche se proveniente da specie dif-
ferente (¢ noto che la boGPI presenta un’ampia omologia tra specie
diverse);

3. gli anti-boGPI sono anticorpi a bassa affinita.

Inoltre e noto che questi anticorpi comprendono specificita dirette verso
epitopi della molecola espressi nelle diverse subunita (11, 111, IV e V dominio).

La protrombina

Bewers et al. descrivono, nel 1991, un secondo cofattore, la protrombina.

La protrombina umana, o fattore II, con il fattore Va, il fattore Xa, i fosfo-
lipidi (della membrana piastrinica-FP3, endoteliale, leucocitaria) e gli ioni
calcio, forma un complesso multimolecolare che prende il nome di protrom-
binasi o complesso protrombinasico (figura 10), in grado di agire proteoliti-
camente sulla protrombina trasformandola in trombina.

La trombina (Flla) viene formata a partire dallo zimogeno protrombina
(FI1) attraverso due tagli proteolitici operati dal FXa.

La protrombina € una glicoproteina plasmatica di 582 aminoacidi, la cui
sintesi e vit. K dipendente, contenente nella regione amino-terminale residui
di acido gammacarbossiglutammico attraverso i quali si lega, in presenza di
ioni calcio che fanno da ponte, al fosfolipide piastrinico. Dopo il primo taglio
si formano due frammenti, uno amino-terminale e I’altro carbossi-terminale
(pretrombina 2), a singola catena, contenente un ponte disolfuro. Un secon-
do taglio all’interno della pretrombina 2 porta alla formazione di trombina
attiva (a-trombina) costituita da due catene unite dal ponte S-S.

E’ sulla parte N-terminale della protrombina (dominio GLA) che si trova
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Figura 10. 1l complesso protrombinasi..

il sito di legame ai fosfolipidi anionici. Il lavoro di Rao e coll. (12) suggerisce
che gli anticorpi anti-protrombina (anti-PT) possono aumentare I'affinita
della protrombina per i fosfolipidi anionici e che i complessi PT-anti-PT ini-
biscono il legame degli altri fattori della coagulazione ai fosfolipidi anionici.

Questi anticorpi si ritrovano in percentuale maggiore nei soggetti affetti da LES
(50-60%) rispetto agli aCL e agli anti-boGPI e costituiscono un fattore di
rischio indipendente per trombosi venosa ed arteriosa(13). Anche nei pazien-
ti con APS, la contestuale presenza di anticorpi anti-protrombina si associa
ad un maggior rischio di eventi trombotici(14

Gli epitopi della protrombina

L’epitopo (o gli epitopi) riconosciuto dagli antlcorpl antiprotrombina non
¢ stato definito ancora pienamente. Bajaj et al. (15) riportarono due casi di
pazienti con Lupus Anticoagulant (LA) e ipoprotrombinemia severa,
mostrando che il plasma di un paziente non solo reagiva con laprotrombina,
ma anche con pretrombina 1 (segmento carbossi-terminale della protrombi-
na) e DIP-a-trombina (segmento carbossi-terminale della pretrombina 1).
Nessuna reattivita € stata provata contro il frammento 1 (segmento amino-
terminale della protrombina) o contro il frammento 2 (segmento amino-ter-
minale della pretrombina 1) (Figura 11).
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Figura 11. Vie diverse dell'attivazione della protrombina.
(*) indica il sito esposto.
(Y invertito) indica I'acido carbossiglutamico.

Successivamente venne studiato il legame di 14 preparati di LAC IgG
positivi alla protrombina, alla pretrombina 1, al frammento 1 (figura 12) e alla
trombina che riveste le piastre ELISA: 11 1gG si legarono alla protrombina, 8
alla pretrombina 1 e al frammento 1. Nessuno reagi con la trombina adesa
alla piastra. Questi dati furono confermati da Malia(16) et al. che scoprirono
che gli anticorpi antiprotrombina reagivano con la protrombina ed il suo
frammento 1-2, ma non con la molecola decarbossilata.

Figura 12. Frammento | della protrombina complessato con stronzio.
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Puurunen et al.(17)(18) scoprirono che gli anticorpi antiprotrombina
cross-reagivano con il plasminogeno in pazienti con infarto del miocardio.
Studi di inibizione dimostrarono che il legame dell’anticorpo alla protrombi-
na viene impedito da protrombina solubile, plasminogeno e da peptidi sin-
tetici di 20 aminoacidi. Questa cross-reattivita & stata confermata immuniz-
zando topi con protrombina umana o plasminogeno umano. Tutti i campio-
ni di plasma da 16 topi immunizzati con protrombina avevano anticorpi
antiprotrombina e 13 cross-reagivano con il plasminogeno. Tutti i campioni
di plasma prelevati da 12 topi immunizzati con plasminogeno contenevano
anticorpi antiplasminogeno e 8 cross-reagivano con la protrombina. Fu for-
mulata I'ipotesi che anticorpi antiprotrombina che cross-reagivano con il plasmi -
nogeno interferivano con la via fibrinolitica.

Le proprieta anticoagulanti della protrombina

Nel 1991 un gruppo di ricercatori(19) caratterizzo Iattivita del Lupus
Anticoagulant di due pazienti con inibitori fosfolipide-dipendenti della coa-
gulazione: essi osservarono che anticorpi IgG purificati impedivano I'attiva-
zione della protrombina con i fattori di coagulazione Xa e Va su un fosfolipi-
de di superficie caricato negativamente in presenza di ioni calcio.

Una rappresentazione schematica dei siti di azione di aPT ed aCL, anti-
boGPI, anticorpi lungo la cascata di coagulazione sono mostrati in figura 13.

L’attivita anticoagulante era esercitata sulla protrombina umana ma non
su quella bovina ed era indipendente dalla fonte (umana o bovina) di fattori
Xa e Va; i fosfolipidi anionici erano un requisito assoluto per I’espressione di
questa attivita anticoagulante. Essi conclusero che anticorpi diretti verso il com -
plesso protrombina/fosfolipide erano responsabili dell’attivita del Lupus
Anticoagulant. Gli anticorpi antiprotrombina impedivano inoltre la conversione
del fattore X dai fattori di coagulazione 1Xa e VIII, a patto che la protrombina, i
fosfolipidi anionici e il calcio fossero presenti.

L’attivita anticoagulante degli anticorpi antiprotrombina € espressa prin-
cipalmente, sebbene non esclusivamente, contro protrombina di origine
umana ma non animale. La ragione di questa specie-specificita non & cono-
sciuta.

Sebbene I'antiprotrombina e gli anticorpi anticardiolipina siano dotati di
attivita lupus-anticoagulante, essi influenzano la coagulazione fosfolipide-
dipendente in differenti tests. Gli effetti sinergici degli anticorpi antipro-
trombina su due consecutivi metodi di coagulazione fosfolipide-dipendenti
sono mostrati da tutti i tests, principalmente da tests quali il tempo di coa-
gulazione con caolino (KCT) o il tempo di coagulazione con silice colloidale
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Figura 13. Siti di azione degli anticorpi antiprotrombina e degli anticorpi
anticardiolipina lungo la cascata coagulativa: gli anticorpi antiprotrombi -
na interdicono I'attivazione del fattore X e della protrombina; gli anticorpi
anticardiolipina interdicono la protrombina ma non l'attivazione del fatto -
re X. Le linee tratteggiate indicano I’effetto inibitorio.

(CSCT), che procede attraverso la produzione di fattore Xa e I'attivazione di
protrombina. Test fosfolipide-dipendenti come il tempo di coagulazione con
veleno di vipera di Russell diluito (dRVVT), che selettivamente valuta la con-
versione di protrombina in trombina, presenta una minore sensibilita all’atti-
vita anticoagulante di questi anticorpi.

Gli anticorpi anticardiolipina impediscono I'attivazione della protrombi-
na in modo rigorosamente beta-2-glicoproteina-dipendente, ma non quello
del fattore X; di conseguenza, la loro presenza influenza il dRVVT piu del
KCT o di altri tests coagulativi.

L'attivita del LA causata dagli anticorpi antiprotrombina puo essere
distinta precisamente da quella degli anticorpi anticardiolipina usati nei pro-
fili specifici di coagulazione comparando le ratio del KCT ed il dRVVT: seil
rapporto del KCT ¢ superiore a quello del dRVVT, il profilo di coagulazione viene
associato agli anticorpi antiprotrombina; se invece il rapporto é il contrario il
profilo di coagulazione di “dRVVT” puo0 essere associato con anticorpi anti-
cardiolipina.
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Tuttavia, entrambi gli inibitori possono contribuire simultaneamente
all’attivita anticoagulante fosfolipide-dipendente. Effettivamente, la loro alta
prevalenza suggerisce che antiprotrombina ed anticorpi anticardiolipina
siano spesso presenti quando é presente il LA.

Questo e sostenuto dai recenti studi di Horbach et al.(20) in 28 pazienti
con LA: é stato dimostrato che I'attivita anticoagulante era totalmente dipen-
dente dall’antiprotrombina o dagli anticorpi anti-b,GPI in 4 e 7 casi rispetti-
vamente, mentre nella maggioranza dei casi (17) entrambi gli anticorpi con-
tribuivano all’attivita anticoagulante fosfolipide-dipendente. Queste scoper-
te ci inducono a suggerire che quando entrambi gli inibitori sono presenti, il
piu forte e responsabile degli effetti in uno dei due tests dRVVT o KCT.

Metodiche usate per lo screening della protrombina

La doppia immunodiffusione e la immunoelettroforesi furono le prime
tecniche usate per lo screening degli anticorpi antiprotrombina. Il loro van-
taggio principale era la possibilita di individuare complessi immuni pro-
trombina/Zantiprotrombina: questo ritrovamento in vitro fece presumere che
tali complessi erano anche presenti nel plasma in vivo. Il loro svantaggio prin-
cipale era che questi metodi non provvedevano ad una stima quantitativa
dell’anticorpo. In alcuni casi, inoltre, il titolo o I’affinita degli anticorpi anti-
protrombina era troppo bassa per dare inequivocabili titolo di precipitine.

Le altre tecniche sono basate sull’inattivazione della protrombina da parte
degli anricorpi antiprotrombina (vedi sotto). L’isolamento di anticorpi anti-
protrombina e la purificazione dei fattori di coagulazione, comunque, costi-
tuiscono dei metodi inadatti alla valutazione routinaria di grandi numeri di
pazienti con anticorpi antifosfolipidi.

Negli ultimi anni molti gruppi di ricercatori hanno sviluppato immu-
noassay enzima-linked (ELISA), metodi che ora sono i piu usati. Essi danno
una determinazione rapida del titolo e I’isotipo degli anticorpi antiprotrom-
bina. Gli anticorpi antiprotrombina legano la protrombina immobilizzata su
piastre di polistirene gamma-irradiate oppure di PVC altamente irradiate ma
non su semplici piastre di polistirene. Anticorpi IgG e/o IgM di protrombi-
na umana in fase solida sono stati riscontrati in circa la meta dei pazienti con
anticorpi antifosfolipidi.

Gli anticorpi antiprotrombina riconoscono protrombina umana e bovina,
anche se la molecola umana e un migliore antigene.

La protrombina € riconosciuta piu efficientemente quando la proteina e
legata ad una piastra ELISA rivestita con fosfatidilserina in presenza di ioni
calcio: in questo caso la prevalenza di campioni positivi aumenta del 90%.
Questo puo essere spiegato in modi diversi. In primo luogo, diversamente
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dalla protrombina legata a PVC che é verosimilmente ristretta nei suoi movi-
menti laterali, la protrombina complessata alla fosfatidilserina puo formare
cluster e orientarsi correttamente, offrendo le migliori condizioni vincolanti
agli anticorpi. Alternativamente, I’'ELISA con fosfatidilserina in fase solida
puo, attraverso gli ioni calcio, catturare il complesso protrombina-antipro-
trombina circolante che e presente nel campione. Infine, gli anticorpi anti-
protrombina reagirebbero con neoepitopi che la protrombina rende disponi-
bili solamente quando ¢ legata a fosfatidilserina attraverso ioni calcio.
Recentemente & stato evidenziato da Rauch(21)(22) che questi anticorpi
antiprotrombina riconoscono la protrombina anche quando si legano alla
fosfatidiletanolamina in fase esagonale (Il) e che [I'attivita del Lupus
Anticoagulant nel plasma é specificamente neutralizzata dal complesso pro-
trombina/fosfatidiletanolamina in fase esagonale (fase II).

Il legame

Il comportamento generale di anticorpi antiprotrombina in ELISA somi-
glia molto a quello degli anticorpi anticardiolipina: infatti questi anticorpi
per riconoscere la bpGPI (cosi come gli aPT nei confronti della protrombina)
necessitano che questa sia precedentemente legata ad una superficie negati-
va, quindi a dei fosfolipidi anionici o a delle piastre PVC ELISA oppure a
polistirene gammairradiato.

I requisiti per il legame sono probabilmente la causa della relativamente
bassa affinita di anticorpi anticardiolipina per boGPI; i kd apparentemente
variano da 106 a 105.

Studi cinetici hanno mostrato che alcuni anticorpi anticardiolipina con
attivita anticoagulante causano un aumento di 30 - 40 ripiegamenti di byGPI
che si legano a membrane che contengono 20% di fosfatidilserina.

Inoltre una piastra ELISA gamma-irradiata aumenta la densita di super-
ficie di bpGPI approssimativamente di 1.5 volte ed induce il suo cambio
conformazionale. L’antineoepitopo(i) o la natura di bassa affinita dell’anti-
corpo anti-boGPI deve ancora essere chiarito.

Similmente, I’evidenza sperimentale non stabilisce chiaramente se e quali
anticorpi antiprotrombina sono antineoepitopo(i) o anticorpi di bassa-affi-
nita. Riguardo alla prima possibilita, & stato dimostrato che la protrombina
umana per subire un cambio conformazionale si deve legare a superfici con-
tenenti fosfatidilserina in presenza di ioni calcio.
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Gli aPT, come gli anticorpi anti-boGPI, riducono il kd della protrombi-
na legata ad un fosfolipide anionico di superficie da 2.5 a 5.0 volte (da 822
+ 150 nmol/L a 184 a 341 nmol/L).

La tabella 7 compendia le proprieta di aPT e aCL.

Anticorpi antiprotrombina  Anticorpi anticardiolipina
Antigene Protrombina b,GPlI, cardiolipina
Epitopi Frammento 1 Pretrombina 1 Dominile4
Specie-specificita Soprattutto umana Umana, bovina, murina,
ovina
Affinita Soprattutto bassa Bassa
Attivita LAC Si Si
Prevalenza nella APS 50-90% (dipendente dalla 60-90% (dipendente
presentazione dell’antigene) dalla presentazione
dell’antigene)

Tabella 7. Proprieta principali di antiprotrombina ed anticardiolipina.

Comunque, Bajaj(23) et al. riportarono valori piuttosto alti per I'affinita di
anticorpi antiprotrombina per protrombina umana, circa 1010-109 in pazien-
ti LA-positivi con ipoprotrombinemia. In pazienti con livelli antigenici nor-
mali di protrombina ci si aspettava teoreticamente anticorpi di bassa-affinita.
Questo fu suggerito indirettamente da Fleck et al. che riportarono il caso di
un paziente in cui la protrombina del plasma era essenzialmente libera, non
legata ad 1gG, nonostante la presenza di anticorpi antiprotrombina che pote-
vano essere rimossi da assorbimento ripetuto con protrombina insolubile. 11
kd di questo tipo di anticorpo non ¢ stato ancora determinato formalmente.

Patofisiologia

Anche a livello patofisiologico vi € incertezza. Nonostante il loro compor-
tamento come Lupus Anticoagulant (LA) in prove di coagulazione in vitro,
gli anticorpi antiprotrombina aumentano la generazione di trombina sulle
cellule endoteliali di superficie e nel torrente sanguigno (in vivo). Queste sco-
perte, ottenute con un numero molto limitato di campioni di lg, probabil-
mente sono dovute all’effetto stabilizzante degli anticorpi antiprotrombina sul
legame della protrombina alla superficie di fosfolipide menzionata sopra e sugge-
riscono che gli anticorpi antiprotrombina con attivita lupus-anticoagulante
abbiano un effetto protrombotico.

Risultati contraddittori sono stati riportati sull’effetto di anticorpi anti-
protrombina sull’attivita anticoagulante della proteina C. Una pubblicazione
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di Horbach et al.(24) provo un danneggiamento significativo dell’attivita
della proteina C da parte di anticorpi antiprotrombina in presenza di pro-
trombina umana.

In conclusione, anticorpi antiprotrombina sono frequentemente trovati in
pazienti con anticorpi antifosfolipidi. Le loro proprieta immunologiche e fun-
zionali variano, dipendendo principalmente dalla loro affinita per la pro-
trombina umana. Nonostante la conoscenza sul loro meccanismo(i) di azione
sia in aumento, I'attinenza clinica di questi anticorpi non é stata stabilita
ancora.

E’ ancora da definire se, come e quanto questi anticorpi svolgano un ruolo
importante nella patogenesi della sindrome da anticorpi antifosfolipidi.

Rilevanza clinica

Studi clinici ed incrociati hanno stabilito che la presenza di LAC costitui-
sce un fattore di rischio per trombosi arteriose e venose.

La prevalenza di pazienti con trombosi € stata retrospettivamente asso-
ciata ad anticorpi anticardiolipina e relativo dRVVT piuttosto che ad anticor-
pi antiprotrombina e relativo KCT in 25 pazienti con inibitori di coagulazio-
ne fosfolipide-dipendenti.

Perci0, la possibilita di distinguere il rischio trombotico di un paziente
sulla base del profilo di coagulazione appare clinicamente rilevante. Deve
essere posta molta attenzione quando si estrapolano questi dati dalla pratica
clinica quotidiana, perché i reagenti e le tecniche usati nel KCT e nel dRVVT
possono influenzare molto il valore predittivo dei profili di coagulazione.

Non & ancora chiaro se gli anticorpi antiprotrombina aumentino il rischio
di eventi tromboembolici. Horbach et al.(29) studiarono una grande popola-
zione di pazienti con Lupus Erythematosus Sistemico, dimostrando che anti-
corpi antiprotrombina IgG e IgM (misurati con metodo ELISA) erano fattori
di rischio per trombosi venosa (odds ratio=rischio relativo, 2.53 e 2.72; 95%
intervalli di fiducia, 1.1 a 5.81 e 1.09 a 6.79 per IgG IgM rispettivamente) ma
non per trombosi arteriosa.

In diverse analisi gli anticorpi antiprotrombina non riuscirono ad aumen-
tare il rischio di trombosi venosa. L’associazione tra anticorpi antiprotrombi-
na e trombosi in pazienti con Lupus Erythematosus Sistemico é stata confer-
mata da uno studio retrospettivo svolto da Funke et al.

La natura retrospettiva di questi studi previene dal trarre conclusioni
definitive. Percio diversi studi clinici, incrociati e prospettici, sono portati
avanti per stabilire I'attinenza clinica degli anticorpi antiprotrombina.
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| cofattori proteici

L’annessina V

L’annessina V (figg. 14-15) € una proteina placentare che si ritrova in
debole quantita nel plasma. In vitro essa esercita una potente attivita anti-
coagulante ma le sue funzioni fisiologiche non sono ancora conosciute.
Alcuni studi hanno descritto la presenza di anticorpi anti-annessina V in
pazienti che ?resentavano eventi clinici evocatori di una APS, trombosi e/0
perdite fetali 26)(27)

Figura 14. Annessina V.

Figura 15. Struttura wildtype dell’annessi -
na V (vista laterale: sopra I’asse centrale).

I quattro domini sono rappresentati in

colori diversi: il dominio | in rosso, il

dominio Il in giallo, il dominio 11 in blu ed

il dominio IV in verde. Gli atomi di calcio

sono mostrati come sfere blu sul lato con -
vesso della molecola.
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L’annessina V in presenza di ioni calcio forma una struttura cristallina bidi-
mensionale sulla superficie fosfolipidica. In tal modo riesce a dislocare i fatto-
ri della coagulazione ed esercita anche un ruolo di protezione dei meccanismi
di apoptosi. Gli aPL in presenza di boGPI sono risultati in grado di dislocare
I’'annessina V dalla superficie fosfolipidica, rendendola, pertanto, nuovamente
disponibile per i fattori della coagulazione(zs). Inoltre alcuni aPLche reagisco-
no con I'annessina V inducono apoptosi delle cellule endoteliali(29).

La proteina C attivata

Il sistema della proteina C & uno dei principali sistemi di controllo della
coagulazione del sangue.

Difetti qualitativi e/o quantitativi della proteina C e del suo cofattore, la
proteina S, sono associati ad aumentato rischio di trombosi venose ed embo-
lie polmonari.

Gli aPL sono in grado di inibire I'inattivazione del fattore V attivato da
parte della proteina C attivata (aPC) su una superficie fosfolipidica (figura 16).

Gli anticorpi 2-GPI sopprimono I'attivita inibitoria della Proteina C

Il grafico riporta la generazione e l'inattivazione

é“‘ o) \ . @ ’ di FVa misurate nel plasma di 42 pazienti aPL-
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’ Proteina 5 Dopo 20  min.dall'inizio della coagulazione, 26
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plasmi (62%) contenevano livelli residui di FVa
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Figura 16. Soppressione dell’attivita inibitoria della Proteina C.
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R. Faricelli, S. Esposito, S. Martinotti La sindrome da anticorpi anti fosfolipidi

Il termine “resistenza acquisita” all’aPC identifica questa condizione, che
potrebbe spiegare, almeno in parte, I'aumentato rischio di trombosi venose
dei pazienti con aPL.

La proteina C (PC), glicoproteina di 62.000 Da, composta da una catena
leggera ed una pesante, € uno zimogeno di serino-proteasi la cui sintesi e
vitamina K-dipendente (concentrazione ematica 4ug/ml). Per svolgere la sua
azione inibitoria la proteina C deve essere attivata. In forma attivata la pro-
teina C (APC) & una serino-proteasi ed esercita le sue proprieta anticoagu-
lanti distruggendo proteoliticamente i fattori V e VIII della coagulazione; i
fattori attivati (Va e Vllla) vengono distrutti piu rapidamente dei pro-fattori
inattivi. L’unico attivatore fisiologico della proteina C € la trombina.
Quest’ultima attiva la proteina C soltanto dopo essersi legata ad un cofatto-
re proteico associato alla membrana plasmatica delle cellule endoteliali, la
trombomodulina, glicoproteina trans-membrana (75-100.000 Da). Il legame
della trombina con la trombomodulina determina un cambiamento confor-
mazionale della trombina stessa tale che I’enzima non é piu in grado di svol-
gere la sua attivita pro-coagulante. Questi cambiamenti molecolari, infatti, le
fanno perdere la capacita di attivare i fattori V, VIl e XIlI della coagulazione,
di interagire con la superficie piastrinica, formando il complesso pro-trombi-
nasico e di trasformare il fibrinogeno in fibrina.

L’APC hauna duplice azione: infatti, oltre ad inattivare i fattori Va e Vllla,
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Figura 17. Deficit di proteina C e di proteina S.
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stimola la fibrinolisi, agendo sugli inibitori della fibrinolisi. In particolare
I’APC protegge I'attivatore tessutale del plasminogeno (t-PA) dall’inibizione
da parte del suo inibitore, il PAI (plasminogen activator inhibitor). L’APC,
quindi, & in questo caso un inibitore di un inibitore.

La proteina S

L'azione della proteina C e potenziata dall’interazione con un’altra pro-
teina, la cui sintesi e vitamina K-dipendente, la proteina S.

Questa proteina plasmatica non & una serino-proteasi €, oltre che dal fega-
to, puo essere sintetizzata in piccole quantita anche dalle cellule endoteliali e
dai megacariociti midollari. Essa agisce come cofattore nell’attivita anticoa-
gulante della proteina C. La proteina S ha un’alta affinita con i fosfolipidi (in
virtu dell’abbondanza di acido gammacarbossiglutammico), in presenza di
ioni calcio, favorendo quindi I'interazione fra APC e superfici cellulari. 1l
complesso APC-proteina S degrada specificamente ed estensivamente i fat-
tori Va e Vllla legati ai fosfolipidi sulle membrane delle cellule endoteliali e
delle piastrine.

La trombomodulina
L’attivatore tissutale del plasminogeno

Gli aPL e la boGPI possono interferire anche con la via fibrinolitica attra-
verso la trombomodulina, attivando I'inibitore della fibrinolisi trombina-
inducibile e aumentando I'attivita dell’inibitore | dell’attivatore del plasmi-
nogeno.

Questi risultati suggeriscono che l'interferenza degli aPL sull’attivita
fibrinolitica puo essere una delle cause di diatesi trombofilica nell’APS.

L'attivatore tessutale del plasminogeno (tPA) é sintetizzato e secreto dalle
cellule endoteliali in forma di catena singola. La concentrazione plasmatica
di base é di 5-10 ng/ml. La forza di trascinamento (shear stress) esercitata
dallo scorrimento del sangue sul rivestimento endoteliale vascolare sembra
essere il piu importante stimolo alla sua produzione (aumenta in condizioni
di stress e dopo lo sforzo fisico).

Il suo p.m. e di 70.000 Da.

La forma a singola catena € convertita nella forma attiva a due catene;
catena A (regione NHo-terminale) e catena B (regione COOH-terminale),
contenente il sito catalitico.
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Il tPA presenta alta affinita per la fibrina. Infatti, sulla fibrina esiste un sito
di legame (figura 18) per particolari strutture ad “ansa” presenti nella catena
A del tPA (attivita fibrinolitica localizzata a livello del coagulo di fibrina).

Il tPA, oltre ad interagire con la fibrina, € in grado di legarsi anche a spe-
cifici siti di legame presenti sulla superficie delle cellule, annexin Il. Esiste
quindi anche un’attivazione del plasminogeno da parte del t-PA associato
alle cellule. Questi “binding sites” sono stati trovati sulla superficie delle cel-
lule endoteliali, che sono quindi in grado di “concentrare” la formazione di
plasmina a livello del coagulo presente sulla superficie del vaso leso.

E’ stato dimostrato anche che le piastrine sono in grado di legare il pla-
sminogeno e questo plasminogeno legato alla cellula & molto piu suscettibile
all’attivazione da parte del tPA: le piastrine rappresentano una superficie
idonea per I'attivazione del plasminogeno a livello del coagulo, dove sono
imbrigliate.

Il fattore XII
Il chininogeno ad alto e basso P.M.

Studi piu recenti riportano la presenza di anticorpi diretti verso il fattore
X1l in un numero significativo di pazienti con APS e suggeriscono che questa
presenza possa determinare un deficit acquisito di fattore XII.

Il fattore XIlI della coagulazione, precallicreina, e il chininogeno ad alto
peso molecolare sono noti come proteine plasmatiche di contatto nella via
intrinseca della coagulazione. Deficit di queste proteine non sono associate a
sanguinamento clinicamente evidente, nonostante un marcato prolungamen-

Figura 18. tPA-Fnl Struttura del dominio del legame del tPA alla fibrina.
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to del tempo di coagulazione surface-activated in vitro. Paradossalmente
alcuni studi suggeriscono che queste proteine abbiano funzioni anticoagu-
lanti e pro-fibrinolitiche. Infatti, un loro deficit & stato associato a trombosi
ricorrenti. Inoltre alcuni studi riportano la presenza di autoanticorpi verso le
proteine di contatto in pazienti con LES, trombosi e perdite fetali ricorrenti.
Questi autoanticorpi sono spesso in associazione con gli aPL ed il Lupus
Anticoagulant.

Le lipoproteine a bassa densita ossidate

Sicuramente la modificazione ossidativa di LDL in vivo occupa un ruolo
centrale nell’aterogenesi. E’ stato dimostrato come anticorpi diretti contro gli
epitopi di LDL ossidato (oxLDL) riconoscano i prodotti delle lesioni atero-
sclerotiche ma non quelli delle arterie normali, ma anche che i maggiori epi-
topi antigenici sono indotti nell’apolipoproteina B (apoB) durante la modifi-
cazione ossidativa di LDL.

Vaarala et al. (1993) dimostrarono che gli aCLtrovati in pazienti affetti da
LES crossreagivano con oxLDL. Fu poi dimostrata I'interazione tra lipopro-
teine ossidate del plasma, b,GPI ed anticorpi anti-boGPI.

b,GPI specificamente lega oxVLDL, oxLDL, o oxHDL.
Anticorpi autoimmuni anti-b,GPI di conseguenza si legano alla b,GPI
complessata con le lipoproteine ossidate.

Il legame di oxLDL ai macrofagi viene inibito dalla produzione di boGPI
esogena. E’ interessante notare come il legame venga significativamente
aumentato dal simultaneo incremento di boGPI e di anticorpi anti-boGPI (30),

Inoltre & stato dimostrato durante studi sull’APS che oxLDL(31 , manon
LDL nativo, aggrava le manifestazioni cliniche. Piu recentemente, George et
al.(32) descrivono I'abbondante presenza di bpGPI umana nelle placche ate-
rosclerotiche umane, la sua associazione con cellule endoteliali e macrofagi e
la sua colocalizzazione con linfociti CDA4.

Queste scoperte sono fortemente suggestive del fatto che I'oxLDLe il ber-
saglio sequenziale non solo dell’anticorpo che reagisce direttamente con i
fosfolipidi a carica negativa ma anche dell’anticorpo anti-b,GPI dopo che
questo ha legato la boGPI. Di conseguenza, il coinvolgimento di questa
immunoreazione puo esplicarsi non solo nel metabolismo delle lipoproteine
ossidate del plasma ma anche negli eventi aterosclerotici dell’ APS.
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La diagnosi di Sindrome da Anticorpi
Antifosfolipidi:

Le linee guida

La diagnosi di APS si basa fondamentalmente su parametri clinici e labo-

ratoristici. La tabella seguente riassume le linee guida diagnostiche interna-
zionali (tabella 8).

ITER DIAGNOSTICO DELLA APS:
UNO O PIU’ MANIFESTAZIONI CLINICHE E
UNA O PIU’ POSITIVITA’ NEI TESTS DI LABORATORIO

CRITERI CLINICI
Trombosi vascolari: uno o piu episodi di trombosi arteriose, venose o
dei piccoli vasi, in qualsiasi organo o tessuto, confermate da tecniche di
imaging, doppler o dall' istopatologia.
Patologia ostetrica:
a) Una o piu morti di feti normoconformati prima o oltre la 10" settimana
di gravidanza;
b) Uno o pit morti premature di feti normoconformati prima della 34”
settimana di gestazione, accompagnati da preeclampsia o eclampsia
o severa insufficienza placentare;
c) Tre o piu aborti consecutivi non giustificabili da altre cause note prima
o alla 10" settimana di gestazione in assenza di anomalie anatomiche
o ormonali materne o paterne ed avendo escluso cause
cromosomiche materne.

CRITERI DI LABORATORIO
Positivita persistente per aCL di classe IgG e/o IgM a titolo medio-alto,
misurati con metodiche ELISA standardizzata in due o piu
occasioni ad almeno 8 settimane di intervallo.
Positivita persistente per Lupus Anticoagulant rilevato secondo le linee
guida suggerite dalla International Society on Thrombosis and
Hemostasis Sottocomitato del Lupus Anticoagulant/phospholipid-
dependent Antibodies, consistente nei seguenti passaggi:
a) Prolungamento di un test di coagulazione dipendente dai
fosfolipidi (KCT, aPTT, DRVVT, ecc.);
b) Mancata correzione con mixing di plasma normale;
c) Correzione ottenuta con aggiunta di fosfolipidi;
d) Esclusione di altre coagulopatie (es. inib. del FVIII, eparina, etc.).

Tabella 8. Linee guida diagnostiche internazionali.
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R. Faricelli, S. Esposito, S. Martinotti La sindrome da anticorpi anti fosfolipidi

La diagnosi muove dal dato clinico, ma deve essere supportata dalla posi-
tivita persistente per anticorpi antifosfolipidi (aPL).

La APS rappresenta I’esempio di una patologia la cui diagnosi non puo
essere raggiunta se non con la partecipazione attiva sia del Laboratorio sia della
Clinica (figura 19).
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Figura 19. Iter diagnostico classico di APS.
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Test di screening

| test di laboratorio, data I'eterogeneita degli anticorpi antifosfolipidi,
includono sia i test coagulativi per la diagnosi del LA sia i test immunoenzi-
matici per gli aCL.

Diagnosi di Lupus Anticoagulant

Le linee guida stabilite dal Sottocomitato Scientifico per la
Standardizzazione (SSC) dell’International Society of Thrombosis and
Haemostasis (ISTH) prevedono I'utilizzo di 2 o 3 tests coagulativi fosfolipi-
de-dipendenti basati su diversi principi, uno dei quali, ciog, abbia una bassa
concentrazione di fosfolipidi (figura 20).

Il test piu usato per ragioni storiche e di praticita ¢ il tempo di trombo-
plastina parziale attivato (aPTT).
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Figura 20. Diagnosi di Lupus Anticoagulant.
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Tuttavia, nonostante la sua popolarita ’APTT non € in generale idoneo
allo screening dei pazienti con sospetto di LA, a causa della scarsa sensibilita,
che dipende essenzialmente dal tipo e dalla concentrazione dei fosfolipidi.

Tests piu sensibili sono il tempo di coagulazione al caolino (KCT) e il test
al veleno di Vipera Russell diluito (dRVVT).

II KCT e un test globale della coagulazione che ha dimostrato un’elevata
sensibilita, dovuta probabilmente al fatto che nella sua formulazione i fosfo-
lipidi sono (quasi) assenti, rendendo la presenza del LA molto piu evidente
anche quando esso & presente a basso titolo. Gli svantaggi del KCT sono la
necessita di eseguirlo con tecnica manuale, i tempi di coagulazione piuttosto
lunghi e la variabilita dei risultati che impongono una rigida standardizza-
zione ed una accurata definizione del range di normalita.

I dRVVT ¢ anch’esso un test globale, dipendente dai fosfolipidi, che
esplora la cascata coagulatoria a valle del fattore X attivato. La sua semplicita
di esecuzione e la buona sensibilita ne hanno favorito la rapida diffusione nei
laboratori.

Altri tests utilizzati sono: il tempo di protrombina diluito (dPT) ed il
tempo di inibizione della tromboplastina tissutale (TTI)

Di fronte ad un test coagulativo alterato si deve procedere con studi di
mixing: questo test si esegue con uno qualungue dei tests di screening pre-
cedentemente esaminati e consiste nella ripetizione del test su una miscela
plasma paziente/plasma normale.

La persistenza del prolungamento del tempo di coagulazione eseguito
nella miscela (mancata correzione), suggerisce la presenza di un anticoagu-
lante circolante: si deve dimostrare se questo inibitore € effettivamente diret-
to contro i fosfolipidi.

Il rapporto tra il dVVRT test e il mixing test con plasma normale viene
espresso in ratio.

Si esegue pertanto un test di conferma che consiste nella dimostrazione
che I'aggiunta di fosfolipidi & in grado di correggere il tempo di coagulazio-
ne prima prolungato: la normalizzazione del test viene eseguito mediante
aggiunta di fosfolipidi in eccesso o mediante la tecnica di neutralizzazione
con piastrine attivate dal congelamento/scongelamento oppure mediante
I'uso di fosfolipidi in fase esagonale.

Se il test di conferma risulta negativo potrebbe esserci eparina nel plasma,
oppure si potrebbe formulare I'ipotesi di una coagulopatia dovuta alla pre-
senza di inibitori specifici contro un fattore come gli anticorpi anti-FVIII.
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Test di conferma diagnosi APS

Anticorpi anticardiolipina (aCA)

Il test degli anticorpi anticardiolipina & stato descritto nel 1983 come
metodo radioimmunologico ma é stato rapidamente trasformato in metodo
immunoenzimatico (ELISA) e come tale & oggi eseguito nel mondo. Il mezzo
di cattura é rappresentato da una miscela costante e standardizzata di fosfo-
lipidi anionici (acido fosfatidico, fosfatidilserina, cardiolipina) in presenza di
cofattore plasmatico (b,GPlI).

I kit ELISA sono indicati per la determinazione quantitativa di anticorpi
diretti verso la cardiolipina delle classi I1gG, IgM e talora IgAin siero umano
e la positivita viene espressa in unita GPL o MPL. Il test ELISAper anticorpi
anti-cardiolipina rileva la presenza di Ab che legano la fase solida rivestita di
cardiolipina. E’ un test affidabile e di facile esecuzione.

| sottotipi vengono anch’essi saggiati con metodo ELISA in fase solida,
che percio rappresenta il test piu adatto per svelare sia gli anticorpi anticar-
diolipina che gli altri sottotipi.

Anticorpi antifosfolipidi (aFL)

Gli aPL hanno assunto un ruolo importante nella diagnostica di laborato-
rio in questi ultimi anni. Appartengono, in ordine di frequenza, alle classi
IgG, IgM e IgA. La ricerca degli anticorpi IgG e IgM su siero viene eseguita
con test immunoenzimatici quantitativi. La micropiastra é ricoperta con una
miscela altamente purificata di fosfolipidi carichi negativamente (cardiolipi-
na, fosfatidilinositolo, fosfatidilserina e acido fosfatidico). Siccome gli anti-
corpi antifosfolipidi richiedono il cofattore b,GPI per legarsi, la micropiastra
e saturata con byGPI.

Il legame tra gli autoanticorpi eventualmente presenti forma un comples-
so “sandwich”: tali anticorpi sono immobilizzati sulla parete dei pozzetti e
vengono riconosciuti da un antisiero anti IgM o IgG umano coniugato con
perossidasi che, in presenza del substrato cromogenico contenente tetrame-
tilbenzidina (TMB), da luogo alla formazione di un prodotto di idrolisi.
L’'intensita cromatica & direttamente proporzionale alla concentrazione di
IgG o IgM presenti nella soluzione contenente il campione in esame. Tale
intensita cromatica viene rilevata quantitativamente con la lettura spettrofo-
tometrica a lunghezza d’onda di 450 nm.
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Anticorpi anti-b,GPI

Il rilevamento di questi anticorpi riveste oggi un significato diagnostico
piu specifico e sensibile del test degli aCL o aPL.

Il dosaggio degli anticorpi anti-boGPI di classe 19G/1gM viene eseguito
su siero con test immunoenzimatici quantitativi. Gli Ab anti-b,GPI di classe
IgG e di classe IgM eventualmente presenti nel siero in esame vengono fissa-
ti mediante una reazione Ag-Ab sulla fase solida sensibilizzata con byGPI
umana altamente purificata. Tali anticorpi cosi immobilizzati sulla parete dei
pozzetti vengono riconosciuti da un antisiero anti IgM o anti IgG umano
coniugato con perossidasi che in presenza di un opportuno substrato, il TMB
(tetrametilbenzidina), da luogo alla formazione di un prodotto d’idrolisi
colorato.

L’intensita del colore cosi ottenuto risulta essere direttamente proporzio-
nale al livello di Ab anti-b,GPI presenti nel siero e viene quantizzata con la
lettura spettrofotometrica a lunghezza d’onda 450 nm.
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Considerazioni conclusive

Nell’ambito della diagnosi della Sindrome da Anticorpi Antifosfolipidi di
natura autoimmune si sono recentemente resi disponibili metodi immunoen-
zimatici per la misurazione dei livelli degli anticorpi anti-fosfolipidi (cardioli-
pina, fosfatidilserina, fosfatidilinositolo, fosfatidiletanolamina ecc.) e degli
anti-cofattori proteici (b, glicoproteina I, protrombina, annessina V ecc).

La determinazione degli anticorpi anti-cardiolipina associata a quella
degli anticorpi anti-boGPI e degli anticorpi anti-protrombina puo ampliare e
rendere piu accurata la capacita diagnostica del fenomeno Lupus
Anticoagulant nel laboratorio emocoagulativo.

Fondamentalmente la diagnosi € formulata sui consueti criteri clinici e
laboratoristici:

0 una positivita persistente per anti-cardiolipina e anti-b,GPI

O la presenza di una trombosi venosa e/o arteriosa documentata con
esami clinici e strumentali e/0 una storia di tre o piu aborti o di pre-eclam-
psia precoce o severa,

ma I’attenzione dei medici verso la diagnostica specialistica orientata allo
studio di questa patologia ha evidenziato che:

1. e opportuno utilizzare, oltre ai tradizionali, nuovi test di laboratorio
i quali sono stati meglio standardizzati negli ultimi anni, grazie a studi che
hanno coinvolto numerosi Centri Europei;

2. ladiagnosi di APS viene presa in considerazione non piu solo quan-
do sono presenti le classiche manifestazioni cliniche (quali ad esempio la
poliabortivita o la trombosi), infatti la lista delle scoperte cliniche della
Sindrome si sta allungando e si tende dunque ad associare a questa sindro-
me disturbi del sistema nervoso centrale diversi da ICTUS e TIA, manifesta-
zioni epilettiche (in eta pediatrica), emicrania, disturbi del comportamento;

3. I'iter diagnostico deve seguire le nuove linee guida in base alle quali
si propongono prima gli anticorpi anti-cardiolipina, poi gli anticorpi anti-
byGPI e successivamente gli anticorpi anti-protrombina, anti-annessina V,
anti-fosfatidilserina, anti-fosfatidilinositolo, anti acido-fosfatidico.

Alla luce degli studi effettuati, anche presso il ns. laboratorio, ed in consi-
derazione delle linee guida gia esistenti pare opportuno ridisegnare un iter
completo dei tests di laboratorio da eseguire in caso di sospetta Sindrome da
Anticorpi Anti-Fosfolipidi (figura 21).

Di conseguenza i test di screening possono ritenersi completi solo se ten-
gono in considerazione tutti gli isotipi e se gli anticorpi anticardiolipina ven-
gono determinati in combinazione con gli anticorpi anti-boGPlI, costituendo
cosi un pannello utile e decisivo nello studio di queste patologie.
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Gli anticorpi anti-cardiolipina IgG/1gM sembrano costituire I’isotipo pre-
dominante, ma studi recenti(33) segnalano I'importanza dell’isotipo IgA
nelle patologie trombotiche, dato importante che sara oggetto di studi suc-
cessivi.

Possiamo quindi affermare che sono di grande interesse gli anticorpi
antifosfatidilserina 1gG-IgM: la loro determinazione € utile se associata ai
precedenti test nei pazienti con inspiegabili malattie tromboemboliche veno-
se e/o arteriose e ricorrenti perdite fetali.

Quindi la presenza di anticorpi associati alla Sindrome da Anticorpi
Antifosfolipidi rappresenta un fattore di rischio per la comparsa di trombosi
venosa e arteriosa e di tutte quelle patologie a cui ora gli anticorpi sono asso-
ciati, anche per i pazienti che non mostrano nessuno di questi sintomi clini-
ci, quindi asintomatici.

La patologia cerebro-cardiovascolare, ad esempio, € ritenuta dall’OMS la
prima causa di morte nel mondo moderno ed in Italia. Essa, infatti, & stata
collocata al primo posto nella distribuzione percentuale della mortalita,
ancor prima della patologia neoplastica.

Questo dato scientifico spiega pertanto la graduale e continua crescita del-
I’'attenzione dei medici (clinici e del territorio) verso la diagnostica speciali-
stica orientata allo studio di questa patologia, che risulta spesso invalidante
e quindi ad alto costo sociale.

|
test ELISA 4 Diagnosi
apfiaGPI POSTEIVO i di APS
|
negativo
[ 1
[ Antl Annessina I [ aPT Antifosfatidilserina

Antifosfatidilinositolo
Anti acido fosfatidico

Figura 21. Nuovo iter diagnostico.
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