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Clinica della sindrome da anticorpi
antifosfolipidi e diagnosi di
anticoagulante tipo lupus

M. Galli

Divisione di Ematologia, Ospedali Riuniti, Bergamo

Riassunto

La sindrome da anticorpi antifosfolipidi (APS) ¢
definita dall’associazione tra manifestazioni trom-
botiche (venose e/o arteriose) e/o complicanze
della gravidanza e almeno uno dei 3 pit comuni
anticorpi antifosfolipidi (aPL) (anticoagulante
tipo lupus, LAC; anticorpi anticardiolipina, aCL,
IgG e/o IgM; anticorpi anti-B2glicoproteina I,
aPB2GPI, IgG e/o IgM).

La presenza degli aPL ¢ fondamentale per la dia-
gnosi corretta di APS. Studi clinici hanno dimo-
strato che il LAC ¢ piu fortemente associato al
rischio di trombosi venose ed arteriose rispetto
agli aCL e aPB2GPI. Sta, inoltre, emergendo il con-
cetto che il LAC-B2GPI-dipendente sia ’anticot-
po piu rilevante rispetto al rischio di trombosi. Al
contrario, il LAC-B2GPI-indipendente (ovvero,
quello che dipende dalla protrombina) non aumen-
ta il rischio trombotico dei pazienti.

Sul piano terapeutico i soggetti asintomatici aPL-
positivi non richiedono la profilassi antitromboti-
ca, poiché il loro rischio di primo evento ¢ < 1%
pazienti/anno. Si consiglia la profilassi in caso di

Summary
Antiphospholipis Syndrome: clinical features and
diagnosis
The antiphospholipid antibodies syndrome (APS) is
defined by the combination of thrombotic events (ve-
nous and / or arterial) and /or pregnancy-related com-
plications and at least one of the 3 most common an-
tiphospholipid antibodies (aPL) (lupus anticoagulant,
LAC; anticardiolipin antibodies, aCL-Ab, IgG and /
or IgM; antibodies versus b 2-glycoprotein I, aB2GPI,
IgG and /or IgM. The presence of aPL is essential for
the correct diagnosis of APS.

Clinical studies have shown that LAC is more stron-

intervento chirurgico, immobilita prolungata o
altre situazioni di aumentato rischio di trombosi
e ’eliminazione o la correzione, per quanto pos-
sibile, dei fattori acquisiti di rischio trombotico.
La recidiva di trombosi venosa profonda (TVP)
dei pazienti con APS ha una prevalenza compre-
sa tra il 22 ed il 69%. Il tipo di trombosi ¢ spesso
predittivo del successivo evento. L’anticoagula-
zione a lungo termine con warfarina ad intensita
moderata (PT INR 2,0 e 3,0) riduce il rischio di
recidiva trombotica dell’80-90%. Ancora incerto
¢ il trattamento pit adeguato della recidiva di TVP
in corso di terapia con warfarina. Possibili opzio-
ni sono: eparina a basso peso molecolare o non-
frazionata, warfarina ad alta intensita (PT INR
3,0-4,0), oppure warfarina con antiaggregante pia-
strinico. I pazienti che hanno avuto un evento
arterioso hanno un rischio annuo di recidiva in-
torno all’11%, indipendentemente dal tipo di pro-
filassi secondaria con warfarina ad intensita in-
termedia (PT INR 1,4-2,8) o aspitina (325 mg/
die).

gly associated with risk of arterial and venous throm-
bosis rather than to CL and B2GPI antibodies. The
LAC-B2GPI-dependent antibody seems to be the most
important antibody in the risk of thrombosis, on the
contrary the LAC-B2GPI-independent antibody (LAC
prothrombin dependent) does not increase the throm-
botic risk in patients.

Asymptomatic APL-positive subjects do not require
antithrombotic prophylaxis, because their risk of first
event is <1% patients per year. Prophylaxis is recom-
mended in case of surgery, prolonged immobility or
in other situations of increased risk of thrombosis, and
the removal or correction of the acquired thrombotic
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risk factors if possible.

The recurrence of deep vein thrombosis (DVT) in
patients with APS has a prevalence between 22 and
69%. The type of thrombosis is often predictive of
the subsequent events. The long-term anticoagulation
with moderate-intensity warfarin (PT INR 2,0 and 3,0)
reduces the risk of thrombotic recurrence by 80 to
90%. It is still uncertain what is the most suitable treat-
ment of the recurrence of DVT while under warfarin
therapy. Possible options are: low molecular weight
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heparin or unfractioned heparin, high-intensity warfa-
rin (PT INR 3,0-4,0) or warfarin with anti-platelet drugs.
Patients who had an arterial thrombosis have a yearly
risk of recurrence around 11%, indepedently from the
type of secondary prophylaxis with intermediate-in-
tensity warfarin (PT INR 1,4-2,8) or aspirin (325 mg /
day).

Key-words: Antiphospholipid Syndrome, diagnostic cri-
teria, Lupus anticoagulant, f2-glycoprotein I, Anticar-
diolipin antibodies.

Definizione di sindrome da anticorpi
antifosfolipidi

La presenza degli anticorpi antifosfolipidi (aPL) in
pazienti con trombosi venose e/o arteriose e compli-
canze ostetriche viene definita sindrome da anticorpi
antifosfolipidi (APS)'. Ne sono state desctitte due fot-
me: “primaria”, in assenza di una patologia sottostan-
te” e secondaria, specie nell’ambito del lupus eritema-
toso sistemico’. Nel 2006 sono stati aggiornati i criteri
per la diagnosi di APS'. Le trombosi possono verifi-
carsi in qualunque sede e, con la sola eccezione delle
tromboflebiti superficiali, la loro diagnosi deve basarsi
su metodi oggettivi o studi di istopatologia. In que-
st’ultimo caso, non si devono trovare segni di flogosi
nella parete vasale.

Gli aPL sono un’ampia famiglia di immunoglobuli-
ne di isotipo G, M, oppure, anche se meno frequente-
mente, A, a lungo considerate dirette contro i fosfoli-
pidi a carica netta negativa. I primi anticorpi identificati
sono I'anticoagulante lupico (LAC)* e gli anticorpi anti-
cardiolipina (aCL)". In realta, all’inizio degli anni 90
alcuni laboratori hanno dimostrato che il LAC e gli
aCL non riconoscono i fosfolipidi, bensi proteine pla-
smatiche legate ad appropriate superfici anioniche. Tra
di esse, la B2-glicoproteina I (B2GPI) e la protrombina
(PT) sono gli antigeni piu comuni e studiati. La B2GPI
¢ necessaria per la reattivita della maggior parte degli
aCL nei tests ELISA®® mentre il LAC ¢ un inibitore
acquisito della coagulazione che allunga i tests fosfoli-
pide-dipendenti’, causato da specifici sottogruppi di
aB2GPI ed aPT"12,

I criteri di laboratorio definiti a Sapporo prevedono
la positivita persistente nel tempo di aCL, e/o aB2GPI
e/o LAC. Gli aPT sono, invece, stati esclusi. Gli aCL e
gli aB2GPI debbono essere di isotipo G oppure M,
avere titolo medio-alto (ovvero, > 40 unita ¢ > 99
percentile, rispettivamente) ed essere misurati median-
te tests ELISA. Il LAC viene diagnosticato secondo i
criteri proposti dallo Scientific Subcommittee of Standard-
zation of Lupus Anticoagnlants/ Phospholipid-dependent An-
tibodies”. Questi criteri sono attualmente in corso di
aggiornamento': in particolare, vengono date indica-
zioni dettagliate in merito alla selezione dei pazienti,
alla modalita di gestione preanalitica dei campioni, al

tipo e numero di tests coagulativi da utilizzare nella
fase di “Sereening”, alla modalita di esecuzione dei tests
di mixing e di “correzione”, alla refertazione e trasmis-
sione dei risultati dei tests.

Secondo i criteri di Sapporo si pone diagnosi di APS
in presenza di almeno un criterio clinico ed uno di la-
boratorio.

Gli antigeni degli aPL e la fisiopatologia
della trombosi

La B2GPI ¢ costituita da 345 aminoacidi organizzati
in 5 domains, ha un peso molecolare di circa 50 kDa,
una concentrazione plasmatica di circa 0,15-0,3 mg/
mL, ed ¢ sintetizzata dal fegato. Studi cristallografici
hanno dimostrato una struttura a “J”” formata dall’alli-
neamento dei primi quattro domain, mentre il quinto ¢
aberrante'®. Quest’ultimo domain contiene numerosi re-
sidui di lisina, che sono responsabili dellinterazione elet-
trostatica della molecola con i fosfolipidi anionici delle
membrane'’. I primi due domains sono, invece, princi-
palmente coinvolti nell'interazione con gli aP2GPI".
Recentemente, ¢ stato proposto un adattamento della
struttura della B2GPI, che presenta una forma a “S”
piuttosto che a “J”, a causa della rotazione tra i domain
IT e IIT*. Queste differenze potrebbero dipendere dalle
condizioni di forza ionica e pH in cui gli esperimenti
sono stati condotti. Le funzioni biologiche della B2GPI
sono ancora piuttosto oscure. Infatti, sembra in grado
di modulare il metabolismo delle lipoproteine, di ave-
re un effetto antiaggregante piastrinico, di interferire
con alcune reazioni coagulative e di facilitare I'elimina-
zione delle cellule apoptotiche'”?. In realta, pazienti
congenitamente carenti di B2GPI non soffrono di nes-
suna manifestazione clinica di rilievo™ e i topi “knock
ont” per il gene della B2GPI sono relativamente nor-
mali*.

La PT ¢ una glicoproteina di 579 aminoacidi, sinte-
tizzata dal fegato, ha un peso molecolare di 72 kDa ed
una concentrazione plasmatica di circa 0,1 mg/mlL>.
La regione aminoterminale contiene 10 residui glutam-
mici y-carbossilati necessari per 'interazione calcio-
mediata con i fosfolipidi anionici. Tra gli aminoacidi
40 e 270 sono contenuti due “kringle” domains, mentre
la parte carbossiterminale contiene il domain serin-pro-
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teasico in forma di zimogeno. Questo viene attivato
(cosi da avere la trombina) mediante il clivaggio in
posizione Arg271 e Arg259 da parte del complesso
protrombinasico, che consiste dei fattori Xa e Va as-
semblati su una superficie fosfolipidica. Gli aPL rico-
noscono diversi epitopi della PT?. In particolare, gli
aPT reagiscono con la protrombina intera, la pretrom-
bina 1 (il segmento carbossiterminale della PT), e la
DIP-a-trombina (il segmento carbossiterminale della
pretrombina 1); gli anticorpi, invece, non reagiscono
con il frammento 1 (il segmento aminoterminale della
PT) eil frammento 2 (il segmento aminoterminale della
pretrombina 1).

La maggior parte degli aPL non riconosce il pro-
prio antigene in soluzione, bensi legato ad una superfi-
cie anionica (non necessariamente fosfolipidica). Non
¢ ancora del tutto chiaro se cio sia dovuto al riconosci-
mento di epitopi criptici — resi disponibili solo dopo il
legame dell’antigene ad appropriate superfici anioni-
che — oppure alla bassa affinita anticorpale. Diversi
gruppi’™’ hanno dimostrato che la maggior parte de-
gli af2GPI ed aPT sono a bassa affinita. In entrambi i
casi, infatti, la porzione F(ab)2 dell’anticorpo interagi-
sce con due molecole adiacenti di antigene, causando
una sostanziale riduzione della costante di dissociazio-
ne dell’antigene dalla superficie. I complessi trimoleco-
lari stabili cosi formati interferiscono con la formazio-
ne dei complessi fosfolipide-dipendenti della coagula-
zione. Cio spiega I'attivita LAC esercitata da sottogruppi
di anticorpi aB2GPI ed aPT. La B2GPI, infatti, ¢ un
debole inibitore dell’attivazione della PT"" e del fattore
X7 Gli aB2GPI ne amplificano ed accelerano Peffetto
sull’attivazione protrombinica'!, mentre ne diminuisco-
no quello sulla generazione del fattore Xa’'. D’altro
canto, gli aPT inibiscono direttamente I’attivazione del-
la PT, riducendone la disponibilita” e, in presenza di
protrombina, calcio e fosfolipidi anionici, anche quella
del fattore X Percio, gli aB2GPI ed aPT agiscono
sulle medesime reazioni della coagulazione con mec-
canismi completamente diversi e con effetti in parte
opposti.

Nella maggior parte dei pazienti, 'attivita LAC ¢ cau-
sata da una combinazione di aB2GPI ed aPT®. Il con-
tributo dei due anticorpi puo essere distinto aggiun-
gendo al plasma vescicole fosfolipidiche composte da
sola cardiolipina oppure da una miscela di fosfatidilse-
rina e fosfatidilcolina: nel primo caso viene neutralizza-
ta solo Pattivita LAC espressa dagli af2GPI, mentre
nel secondo caso entrambi gli anticorpi vengono neu-
tralizzati*. Un altro modo per disctiminare tra i due
tipi di anticorpi ¢ stato descritto dal gruppo di Pengo e
collaboratoti®, i quali hanno dimostrato che riducen-
do la concentrazione di calcio nel sistema coagulativo
lattivita LAC B2GPI-dipendente viene amplificata.
Recentemente, de Laat e collaboratori hanno dimo-
strato che lattivita LAC B2GPI-dipendente ¢ causata
da anticorpi diretti contro la sequenza Gly40-Arg43
espressa dal primo dominio della B2GPI* ed ¢ retro-
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spettivamente associata ad un aumentato rischio di
trombosi venose™’. Poiché ¢ stato sviluppato un test
ELISA in grado di identificare gli anticorpi diretti con-
tro questa sequenza®, ¢ verosimile che in un prossimo
futuro studi prospettici potranno confermare questa
associazione. L'interazione degli anticorpi anti-sequen-
za Gly40-Arg43 con il sistema anticoagulante dell’an-
nessina V* e della proteina C* puo, almeno in parte,
spiegare il rischio trombotico di questi pazienti.

Altri antigeni degli aPL sono la proteina S, la protei-
na C (attivata), i chininogeni ad alto e basso peso mo-
lecolare, i fattori XII e VII/VIIa della coagulazione,
I'annessina V, le lipoproteine a bassa densita ossidate,
Pattivatore tissutale del plasminogeno, la frazione C4
ed il fattore H del complemento**’. Poiché la mag-
gior parte di queste proteine ¢ coinvolta nei meccani-
smi di controllo della coagulazione del sangue, si puo
ipotizzare che anticorpi capaci di interferire con la loro
concentrazione e/o attivita possano spostare in senso
protrombotico il normale equilibrio emostatico. Negli
ultimi anni sono stati identificati alcuni recettori cellula-
ri, un recettore Toll /ife sulle cellule endoteliali*’, 'annes-
sina A2 sulle cellule endoteliali e sui monociti* e I'apo
ER’ sulle piastrine™, a cui la B2GPI ¢ in grado di legat-
si. de Groot e Derksen®' hanno ipotizzato che, a segui-
to del legame, gli anticorpi af2GPI possano formare
dei complessi trimolecolari sulla superficie cellulare,
innescando, cosi, un processo di attivazione delle cellu-
le, che sposta in senso protrombotico 'equilibrio emo-
statico.

Diversi modelli murini di APS suggeriscono che gli
aPL possano svolgere un ruolo causativo nello svilup-
po delle trombosi e delle complicanze ostetriche. In-
fatti, 'immunizzazione con la B2GPI** o con gli aPL>
comporta un aumentato riassorbimento fetale ('equi-
valente murino della poliabortivita), mentre la sommi-
nistrazione di un anticorpo monoclonale umano deri-
vato da un paziente con la sindrome provoca trom-
bosi nei topi**. Topi sottoposti ad infusione endove-
nosa di aPL e successivamente a danno della vena fe-
morale sviluppano trombi nella sede di ingiuria vasco-
lare, che sono di dimensioni maggiori rispetto agli ani-
mali di controllo®. In un modello di aterosclerosi mu-
rina (topi £nock ont per il gene del recettore delle LDL)
I'immunizzazione con aCL umani accelera i processi di
aterosclerosi®, fornendo un’ulteriore prova della pa-
togenicita degli aPL.

Una relazione causa-effetto diretta tra gli aPL e le
complicanze trombotiche e ostetriche non ¢ ancora stata
data negli esseri umani.

Epidemiologia della trombosi

Poiché gli aPL sono eterogenei, non sempre associa-
ti con le manifestazioni cliniche della sindrome, ¢ la
loro diagnosi di laboratorio poco standardizzata, il
modo migliore per selezionare i tests piu utili nella pra-
tica quotidiana dovrebbe essere basato sui risultati de-
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gli studi clinici. A questo proposito, abbiamo condot-
to una revisione sistematica della letteratura per soste-
nere I'inclusione del LAC, degli aCL, degli aB2GPI ed
aPT come criteri di laboratorio della APS*".

Per quanto riguarda il LAC e gli aCL abbiamo sele-
zionato studi clinici prospettici, ‘cross-sectional”, caso-
controllo e ambispettivi, perché forniscono informa-
zioni diverse e complementari sulla durata degli aPL
ed il rischio trombotico. Tale selezione ¢ stata impossi-
bile per gli aB2GPI ed aPT, poiché la maggior parte
degli studi era retrospettiva. La revisione sistematica ha
stabilito che il LAC ¢ un forte fattore di rischio per
trombosi, indipendentemente dal tipo e sede della trom-
bosi, presenza del lupus eritematoso sistemico e tests
di laboratorio usati per identificare Iinibitore. Al con-
trario, gli aCL ed af2GPI mostravano associazioni si-
gnificative solo in situazioni selezionate, e non emerge-
va un ruolo per gli aPT.

Terapia della trombosi

I soggetti asintomatici aPL-positivi non richiedono
la profilassi antitrombotica, poiché il loro rischio di
ptrimo evento ¢ < 1% pazienti/anno”. Si consiglia la
profilassi in caso di intervento chirurgico, immobilita
prolungata o altre situazioni di aumentato rischio di
trombosi e I'eliminazione o la correzione, per quanto
possibile, dei fattori acquisit di rischio trombotico®.

La recidiva di trombosi venosa profonda (TVP) dei
pazienti con APS ha una prevalenza compresa tra il 22
ed il 69% ed un’incidenza annua > 10% in caso di so-
spensione della profilassi antitrombotica secondaria
entro 6 mesi dal primo evento venoso®. 1l tipo di
trombosi ¢ spesso predittivo del successivo evento;
infatti, nel 70% dei casi una TVP ¢ seguita da un’altra
TVP. L’anticoagulazione a lungo termine con warfari-
na ad intensita moderata (PT INR 2,0 ¢ 3,0) riduce il
rischio di recidiva trombotica dell’80-90%°. Ancora
incerto ¢ il trattamento piu adeguato della recidiva di
TVP in corso di terapia con warfarina. Possibili opzio-
ni sono: eparina a basso peso molecolare o non-fra-
zionata, warfarina ad alta intensita (PT INR 3,0-4,0),
oppure watfarina con antiaggregante piastrinico®. 1
pazienti che hanno avuto un evento arterioso (piu co-
munemente si tratta di ischemia cerebrale) hanno un
rischio annuo di recidiva (venosa o arteriosa) intorno
all’11%, indipendentemente dal tipo di profilassi se-
condaria con warfarina ad intensita intermedia (PT INR
1,4-2,8) o aspirina (325 mg/die)***".

Conclusione

11 significato biologico e clinico dei diversi aPL resta
ancora in parte da chiarire. Questa incertezza ricono-
sce numerose ragioni - tra le quali 'eterogeneita antige-
nica, la policlonalita anticorpale, e I'insufficiente stan-
dardizzazione diagnostica - e spiega perché non sia
ancora stata data una convincente dimostrazione del-
Peffetto protrombotico degli aPL 7% vivo. Di conseguen-
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za, anche i risultati della maggior parte degli studi clini-
ci sul’APS non sono conclusivi e rendono necessatria
P'esecuzione di nuovi studi ben disegnati per stabilire
quali, tra i diversi anticorpi, siano utili fattori di rischio
trombotico.
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