UNIVERSITA
DEGLI STUDI
DI PADOVA

Universita degli Studi di Padov:
Dipartimento di Medicina — DIMED

SCUOLA DI DOTTORATO DI RICERCA IN SCIENZE MEDICHECLINICHE E
SPERIMENTALI
INDIRIZZO IN SCIENZEREUMATOLOGICHE
CICLO XXV

L’EFFICACIA DEL TRATTAMENTO IN RAPPORTO AL RISCHIO NEL LA
SINDROME DA ANTIFOSFOLIPIDI IN CORSO DI GRAVIDANZA.
STUDIO RETROSPETTIVO MULTICENTRICO EUROPEO

Direttore della ScuolaCh.mo Prof. Gaetano Thie
Coordinatore d’Indirizzo: Ch.mo Prof. Leonardo Pur

Supervisore Ch.ma Prof.ssa Amelia Ruffa

Dottoranda Dott.ssa Elisa Salv:






Non esistono condizioni ideali in cui scrivere,
studiare, lavorare o riflettere, ma e solo la
volonta, la passione e la testardaggine a
spingere un uomo a perseguire il proprio
progetto (Konrad Lorenz).






INDICE

= 1T U] (o P 5
R[] 1= Y PP 4

) T 10T L84 o] o = 9
1.1 Gli anticorpi antifosfolipidi.............ccooviiiiiiiii e 9

1.2 La Sindrome da Anticorpi Antifosfolipidi (APS).......ccceevviiiiiiiiiiiiennn. 12

1.3 La Sindrome OStetriCa..........covveeeiie i iee e ieeieneneeeeeee. 16
1.3.1 Cenni epidemiOlOgiCi.......vuuieeeee e e e e e e 16

I T = o o = 1 S

1.3 3 1 Erattamento ... ....veve it e e e e e e e e e 18
1.3.4 Fattori di rischio di perdita gravidiCa ...........ccooeeiiiiiiiiiiiiiiieeeann, 20
2) SCOPI Aella teSI o 23

3) Materiali € Metodi.......c.ueuiieiie it e e e e rmmaneeae e 24

3.1 La popolazione dello Studio.........c.ouviriie i e e 24
3.2 1At FHEVAL . .. oo e e e e e e e 25
3.3 Gli OULCOMES ESAMINALE .. ove et et e e e e e e e e e e 27

3.4 Determinazione degli anticorpi antifosfolipidi.........ceweeiviiiiiiiiiiinnn 27

3.5 Metodi STALISTICI. .. ... eu ittt e e e e e e e e e e 34
A) RISUIALI . .. ottt et e e e e e e et et e e e e e e e 35
4.1 Caratteristiche cliniche e di laboratorio delleipas...................cccceeeenee. 35

4.2 Gli outcomes delle gravidanze in relazione al aratnto: I'analisi univariata39
4.31 profili di rischio: 'analisi stratificata.............ccooeiivii i 40
5) DISCUSSIONE. ... ettt ettt et ee e et te e et e e emeeteeaenennanenaenaenaneenennnenennns 4D
6) Bibliografia..........ocoiiiii i 53

T2 V4 T= T 41T o £ 61






RIASSUNTO

Background. Il trattamento ottimale della Sindrome da Anti@pidi (APS) ostetrica e
attualmente sconosciuto. La terapia con aspirifteasso dosaggio (LDA) da sola o associata
all'eparina rappresenta il trattamento convenzenaér I'’APS ostetrica. Nonostante questo
trattamento, circa il 20% delle gravidanze hannioesfavorevole. Recentemente abbiamo
individuato alcuni fattori di rischio aggiuntivi gierdita gravidica in corso di gravidanza trattata
con terapie convenzionali.

Scopo della Tesi.Confrontare gli outcomes di gravidanza ottenuti egusto dei diversi
trattamenti e definire dei precisi profili di rigohal fine di analizzare I'efficacia della terapia
sulla base della stratificazione del rischio.

Materiali e Metodi. E’ stato condotto uno studio europeo di tipo reietBvo e multicentrico.
Sono stati raccolti i dati basali e quelli in cordo gravidanza di donne affette da APS,
diagnosticata sulla base dei Criteri di Sydney, presentavano almeno uno dei seguenti tre
fattori di rischio aggiuntivi: associazione conlLiipus Eritematoso Sistemico (LES), triplice
positivita per Antifosfolipidi (aPL) e pregressaribosi. Sono state prese in considerazione le
pazienti trattate con le seguenti terapie: LDA,rem@aa dose profilattica + LDA, eparina a dose
terapeutica + LDA, protocolli di Il livello (plasnieresi/immunoassorbimento e/o
immunoglobuline endovena) e nessuna terapia. Lermetazioni degli anticardiolipina e anti-
Beta2 Glicoproteina | sono state eseguite pressagoli Centri con il metodo ELISA seguendo
procedure diverse sia “home-made” che commeramdintre il Lupus Anticoagulant e stato
testato con una serie di metodi emocoagulativiceoedo con la corrente letteratura. | metodi
statistici utilizzati sono stati I'analisi univatéae la regressione logistica.

Risultati. II numero di gravidanze considerate nello studist@éto complessivamente 202,
relative a 158 pazienti. L’eta media delle donnemamento della gravidanza era 32,5 anni = 4,6

DS (range: 20-44fon una durata media di malattia di &@ni + 4,5 (range: 0-22). L’'esito



favorevole é stato osservato in 149 gravidanze8¥%3, che si sono concluse con la nascita di
150 neonati (un parto gemellare), di cui 78 (52%¥ahi e 72 femmine (48%), nati mediamente
alla 36,2" SG = 3 DS, con un Apgar medio a 5 midu®,1 + 1,3 DS e un peso in percentili di
55,8 + 24,9 DS. Ci sono state 53 perdite (26,2%adsenza della considerazione del rischio non
si sono osservate differenze significative nellevatenze dei nati vivi tra le donne che
assumevano le diverse tipologie di trattamentogesconsiderazione. L’'outcome primario €
stato analizzato in relazione ai 7 profili di rigehdefiniti sulla base delle combinazioni di:
pregressa trombosi, LES e triplice positivita aPccorpando i trattamenti convenzionali,
'unico profilo su cui e stata rilevata una diffapa statisticamente significativa e stato quello
caratterizzato dai fattori “triplice positivita aPt pregressa trombosi”, dove si € osservata una
prevalenza di bambini nati vivi pari al 92,9% meittamenti di Il livello versus il 58,3% nei
trattamenti convenzionali (Fisher test, p-value ,850e OR 9,3; 95% CI:1,3 - 65,6). Questi
risultati sono stati confermati dall’'analisi di regsione logistica che ha fornito una stima
dell'odds ratio aggiustata per le variabili confent (OR 9,6; 95% CI: 1,1-84,3).

DiscussioneDa questo studio @merso un sottogruppo di donne caratterizzato gadisenza di
“triplice positivita aPL + pregressa trombosi”, @ola terapia di Il livello e risultata piu efficace
per numero di nati vivi rispetto al trattamento wemzionale. In particolare si € messa in
evidenza I'importanza dell'uso del trattamento Idilivello nellAPS ostetrica. Possiamo
concludere che la terapia dellAPS ostetrica anukebifferenziata sulla base del rischio. In
particolare, nelle donne con “triplice positivit®la + pregressa trombosi” il trattamento di

elezione potrebbe essere quello di Il livello aggocalla terapia convenzionale.



SUMMARY

Background. The optimal treatment for obstetric Antiphosphdali@yndrome (APS) has yet to
be established. Therapy based on Low Dose Aspifb\j alone or in combination with heparin
is considered conventional treatment for the disgrdalthough approximately 20% of
pregnancies thus treated have nevertheless negatit@mes. Additional risk factors for
pregnancy loss were recently identified during aticentre study conducted by us on APS
pregnant women treated with conventional treatment.

Objectives. To compare pregnancy outcomes in APS patientswaollp different treatment
strategies and to define risk profiles dependingadditional risk factors in order to utilize risk
stratification methods to identify subsets of patsewho would most likely benefit from one
strategy or another.

Materials and Methods. An European, multicentre, retrospective, follow-gpudy was
conducted. Basal and pregnancy data were colldérted pregnant APS patients, diagnosed on
the basis of the Sidney Criteria. The recruitmaitega for our study were at least one of the
following additional risk factors for pregnancy $osSystemic lupus erythematosus, triple
positivity for antiphospolipid antibodies (aPL),eprous thrombosis. Patients being treated with
the following therapies were considered: LDA, prggbtic dose heparin = LDA, therapeutic
dose heparin £ LDA, second-line treatment proto¢plasmapheresis/immunoabsorption and/or
intravenous immunoglobulins). Anticardiolipin andtigbeta2glycoprotein | antibodies of 1gG
and IgM isotypes were determined by an ELISA methiitizing different home-made or
commercial procedures. Lupus Anticoagulants wesessed by a series of coagulation tests
using platelet-poor plasma samples and followinigrimationally accepted guidelines. Univariate
and logistic regression analyses were carried out.

Results.Two hundred two pregnancies in 158 APS patientewssessed. The women’s mean

age when the pregnancy began was 32.5 years $@.Gange 20-44) and the mean disease
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duration was 5.2 years = 4.5 SD (range: 0-22). iraegy outcome was positive in 149 cases
(73.8%), which produced 150 (there was a twin @eliy viable infants (78 males = 52% and 72
females = 48%), born at 36.2 = 3 SD mean gestdtivaaks. The infants’ mean Apgar score at
5 minutes was 9.1 + 1.3 SD and their percentilggtewas 55.8 £ 24.9 SD. There were 53
(26.2%) pregnancy losses. When pregnancy outcorseassessed without taking additional risk
factors into consideration, there were no significdifferences in the live birth rate in the
women treated with different therapies. Pregnandggame was then assessed in relation to the
risk profiles defined on the basis of the threeitlthl risk factors considered. The only risk
profile which led to significant differences in catmes depending on the treatment utilized was
the “triple positivity aPL and previous thrombos®&ibset: the live birth rate in that subset was
92.9% in the patients treated with second lineapgrcompared t68.3% in those treated with
conventional therapy (Fisher test, p-value < 00R=9.3, Cl 95%: 1.3-65.6). Those results
were confirmed when a logistic regression analgglgisted for confounding variables was
conducted (OR=9.6; 95% CI: 1.1-84.3).

Discussion This study identified a subset of APS women Wittple aPL positivity + previous
thrombosis”, in whom the second line treatment s=krnio be more effective than the
conventional treatments. It can be concluded thedtment of obstetric APS should be
differentiated on the basis of the additional rfaktors outlined here. In particular, the best
treatment for patients with “triple aPL positivityprevious thrombosis” seems to be second line

treatment in addition to the conventional therapy.



1. INTRODUZIONE

1.1 Gli anticorpi antifosfolipidi

Gli anticorpi antifosfolipidi (aPL) sono un grupgterogeneo di autoanticorpi (o anche
immunoglobuline) diretti contraombinazioni di fosfolipidi, proteine ad alta affén per i
fosfolipidi o complessi fosfolipidi-proteine.

La presenza di tali anticorpi in associazione ajuadro clinico caratterizzato da eventi
trombotici e/o ben definite complicanze ostetricbefigura la Sindrome da aPL (APS) malattia
sistemica autoimmune che venne descritta per tagoviolta nel 1983 da Graham Hughes (1).
Gli aPL vennero riscontrati per la prima volta negini 40, sotto forma di falsa positivita per la
VDRL, test utilizzato per la diagnosi della siféict che ricerca anticorpi diretti contro fosfolipid
del treponema che compaiono durante l'infeziongidag(2). Ci si accorse infatti che alcune
persone, che presentavano un test positivo in zagsdn infezione, nel corso del tempo
sviluppavano malattie autoimmuni o altri autoansco

Piut 0 meno nello stesso periodo, in pazienti affédt Lupus Eritematoso Sistemico
(LES), fu riscontrata un’anomalia della coagulaeionvvero un prolungamento dei test
coagulativi fosfolipidi dipendenti. In seguito, flimostrato che tale alterazione si associava
frequentemente a VDRL falsamente positiva (3).

Nel 1972 questo test venne chiamato Lupus Antideagu(LA) (4). In realta,
nonostante I'attivita anticoagulante in vitro, ivw il LA era stato descritto in pazienti affetéad
LES che presentavano trombosi ripetute e in dowmeaborti ricorrenti e gestosi in assenza di
cause apparenti.

Nei primi anni ‘80, grazie al dott. Graham Hughés,positivita per il LA venne
associata ad una determinata categoria di pazggotiani con ictus, aborti o gravidanze difficili,

qualche volta disastrose (1). Tuttavia e dal 19@&ig alla realizzazione, da parte di Harris e



Gharavi, di un metodo radioimmunologico per la deteazione degli anticorpi anticardiolipina
(aCL) (5), che la ricerca degli aPL si € ampiametifeusa ed il loro significato clinico e
divenuto evidente. Essi sono stati messi in refezi@on una precisa sindrome clinica
comprendente le trombosi arteriose e/o venosealgbrti ricorrenti e la piastrinopenia. Al
metodo radioimmunologico seguirono ben presto léodiehe immunoenzimatiche (ELISA),
attualmente in uso (6).

Nel 1984 venne organizzato a Londra il primo wodgsternazionale sugli aPL (7).

Dal 1987 il termine “Sindrome da Antifosfolipidiufusato in diversi studi per descrivere una
patologia dove la positivita ripetuta per il LA & gCL si associava a precise manifestazioni
cliniche (8,9,10,11).

Gli anticorpi anti-beta2glicorpoteina If#PI1) furono scoperti agli inizi degli anni 90
grazie a due gruppi che dimostrarono che il vereosdgio antigenico degli anticorpi
antifosfolipidi non sono i fosfolipidi di per s€,andelle proteine plasmatiche, denominate
appunto cofattori, legate ad una superficie anegnicon necessariamente antifosfolipidica
(12,13). Il piu noto tra i cofattori & appuntopigGPI.

In occasione del 8° Simposio Internazionale sugitifasfolipidi, tenutosi a Sapporo,
nel 1999, vennero stabiliti per la prima voltaiten preliminari per la classificazione della APS,
noti come Criteri di Sapporo (14). Tali criteri gostati rivisti nel Consensus che ha preceduto
I’XI Congresso Internazionale sugli Antifosfolipjdenutosi a Sydney nel 2004 (15). Sulla base
del Consensus di Sydney gli aPL compresi attualeneet criteri diagnostici e ricercati nella
pratica clinica sono i seguenti: sono gli anticomgmticardiolipina (aCL), gli anticorpi
anticoagulanti lupici o lupus anticoagulants (LAgleanticorpi antif2-glicoproteina | (antp2-
GPI) (15).

Gli aCL sono diretti contro complessi fosfolipidesteina (principalmente fosfolipide-

B.GPI) o contro fosfolipidi di carica elettrica negat Sono stati cosi chiamati per ragioni
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storiche, perché inizialmente la cardiolipina veniutilizzata come antigene per la loro
determinazione. In realta potrebbero essere daetihe contro altri fosfolipidi anionici.

| LA sono anticorpi antB,GPI, anti-protrombina o altri antifosfolipidi anien che
allungano il tempo di coagulazione in vitro neitteocoagulativi fosfolipide-dipendenti: aPTT,
dRVVT e KCT. Agiscono legandosi ad una superficasfélipidica anionica e inibendo
I'attivazione della protrombina in trombina, conneeguente ritardo nella formazione del
coagulo.

Gli aB,GPI rappresentano i principali anticorpi anti-ctde¢. Appartengono alla
categoria dei cofattori oltre allp,GPI, anche la protrombina, I'annessina V, la praeC
attivata, la proteina S, le LDL ossidate (14). f&PI in vitro impedisce l'attivazione della
protrombina, comportandosi come un inibitore dell@gulazione. Essa inoltre fungerebbe da
antiaggregante piastrinico, inibendo l'aggregazié&i@P-dipendente. In vivo, invece, il suo
ruolo non & noto dato che la sua carenza non seadsaciata ad un aumento del rischio
trombotico. In circolo risulta in parte legata dif@oproteine ossidate a bassa densita (oxLDL) e
probabilmente neutralizza gli effetti pro inflammiate ne promuove la clearance legandosi al
compless@,GPIl/oxLDL; in questo modo glilagGPI favorirebbero i processi aterosclerotici.

Sia gli aCL che gli gGPI si ricercano di isotipo principalmente IgG &flg

La positivita per il LA viene in generale considergiu specifica per la APS, mentre gli
aCL sono ritenuti essere gli anticorpi piu sens{tib). Nonostante la possibile concordanza fra i
LA, gli aCL e gli #,GPI (17,18), questi anticorpi non sono considadntici. Infatti alcuni
aCL (19) e alcuni®GPI (14) non hanno attivita anticoagulante lupioantre il LA puo reagire
con proteine diverse dalfgGPI o con fosfolipidi diversi dalla cardiolipinaQ21).

Il LA € maggiormente correlato con lo sviluppo ddrhbosi (22) e di complicanze
ostetriche (23) rispetto agli aCL, mentre la presemdi LA B,GPI-dipendenti si associa
maggiormente allo trombosi rispetto agh,@PI riscontrati con un test indipendente (24). Gli

aB,GPIl sono considerati fattori di rischio indipendepér lo sviluppo di trombosi (25) e di
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complicanze ostetriche (26). In generale, si réiehe I'isotipo IgG sia maggiormente predittivo
di eventi clinici tipici della APS, rispetto all@ipo IgM, perché meno associato ad altri eventi,
ad esempio alle infezioni (27,28).

Infine altri autoanticorpi riscontrabili con unartzefrequenza in pazienti con APS, non
sufficientemente specifici da essere compresicriggri diagnostici, sono gli aCL e3zGPI di
classe IgA, gli antifosfatidilserina, gli antiprombina sia diretti contro I'antigene puro, che

contro il complesso fosfatidilserina-protrombinglieantifosfoetanolamina (15).

1.2 La Sindrome da Anticorpi Antifosfolipidi (APS)

L’APS é una malattia autoimmune sistemica carattata da un quadro clinico tipico,
comprendente episodi di trombosi vascolare e/ob@madefinita tipologia di impegno ostetrico,
causati dalla presenza nel siero degli aPL. L’ABS yerificarsi in forma isolata (APS primaria)
0 in associazione ad una malattia autoimmune (Age8rglaria), principalmente il LES.

Il termine Sindrome da Anticorpi Antifosfolipidi (&S) fu coniato negli anni ottanta
(29), ma solo nel 1999 (14) vennero stabiliti deiteci ufficialmente accettati per la
classificazione della Sindrome, in seguito all’eimtetional Whorkshop di Sapporo. Tali criteri
sono stati rivisti nel corso dell’Xl Congresso Ima&zionale sugli Anticorpi Antifosfolipidi,
tenutosi a Sidney nel 2004 e pubblicati nel 20@&.(1

Sulla base dei vigenti criteri & possibile porragtiosi di APS qualora siano soddisfatti
almeno uno tra i criteri clinici ed almeno uno frexiteri di laboratorio, distanti non meno di 12
settimane e non piu di 5 anni 'uno dall’'altro (EB#la 1). Dal Consensus sono emerse alcune
raccomandazioni rilevanti, fra cui: la restriziothe tempo intercorrente fra I'evento clinico e la
conferma della positivita di laboratorio (non metio1l2 settimane e non piu di 5 anni), il

consiglio di stratificare i pazienti in base alleegenza o assenza di altri fattori di rischio di
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trombosi sia arteriosa che venosa e l'invito a suadere i pazienti in base al profilo anticorpale

nelle seguenti categorie:

I ): positivita di due o piu aPL di qualsiasi tipo

I): positivita per un solo tipo di aPL, in partieoe

lla: solo LA positivo
lIb: solo aCL positivo

lic: solo antif2-GPI positivo

Tabella 1 - Criteri diagnostici internazionali p& classificazione dellAPS

CRITERI CLINICI

- Trombosi uno o piu episodi di trombosi venosa, arterigeadel microcircolo in qualsiasi organo o
tessuto. La trombosi deve essere confermata daricabiettivamente validati come appropriate
indagini strumentali o esami istopatologici. Neba@adi conferma istologica, la trombosi non deve
essere accompagnata da segni evidenti di infianumeaziella parete vasale

- Impegno ostetrico

1.

3.

una o piu morti di feto morfologicamente normalecdaisa sconosciuta in eta gestazionrale
10° settimana gestazionale. La normale morfologialé deve essere documentata
dall’ecografia o dall’esame diretto del feto

elo
una 0 piu nascite premature, prima della 34° sattam gestazionale, di neonatol/i
morfologicamente normale/i causate da eclampsiayvegmpre-eclampsia o insufficienza
placentare

elo
tre o piu aborti spontanei consecutivi da causanesmouta prima della 10° settimana
gestazionale, escludendo cause materne anatommtmeomali e patologie cromosomiche sia
materne che paterne.

CRITERI DI LABORATORIO

Positivita di uno o piu dei seguenti anticorpi,dae o piu determinazioni, a distanza di almeno 12
settimane I'una dall'altra:

1.

2.

presenza nel plasma dei Lupus AnticoagulaBtssi devono essere determinati secondo le
linee guida della Societa Internazionale di TronnledsEmostasi (30-31);

presenza nel siero di_anticorpi anticardiolipidaetti contro il complesso cardiolipina-
B2glicoproteina I. Essi possono essere di classeumoglobulinica G e/o M, a medio o ad
alto titolo (>40 GPL o MPL oppure >9percentile), e devono risultare positivi in dueid p
determinazioni, distanziate di almeno 12 settimfoea dall’altra, con un test ELISA
eseguito in accordo ai Consensus internazional8233);

presenza nel siero di aff2glicoproteina Idi classe immunoglobulinica G e/o M, a medio o
ad alto titolo (>99percentile)e positivi in due o pill determinazioni eseguiteatmeno 12
settimane di distanza l'una dall’altra con un tE&EISA, in accordo alle Raccomandazioni
internazionali (34).
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La positivita plurima si associa a maggiore seweditlle manifestazioni trombotiche e
ad una maggiore frequenza di perdite fetali (1%, 35
Nell’ambito delle manifestazioni cliniche dell’AR#®ssiamo distinguere tra:

- Sindrome vascolarearatterizzata esclusivamente da eventi vascolari

- Sindrome ostetricecaratterizzata esclusivamente da manifestazistetoiche

- APS catastroficala forma piu severa di APS con impegno multi orga

Piu impegni clinici possono coesistere, ad esemp# paziente pud presentare sia un

interessamento vascolare che ostetrico.

La sindrome vascolare

La sindrome vascolare comprende la trombosi, che gainvolgere qualsiasi vaso
(arterioso, venoso o del microcircolo) in qualsidisitretto corporeolLa trombosi interessa, in
ordine di frequenza, i vasi degli arti inferiorseperiori, del sistema nervoso centrale, della, cute
dei polmoni, del cuore, del rene, dell’occhio &’dpparato digerente (36).

La trombosi venosa, in particolare a carico deil yasfondi del polpaccio, € la piu
comune manifestazione della sindrome ed e freqoesrtee complicata da embolia polmonare,
fino al 50% dei casi. La trombosi arteriosa rappnés un evento meno frequente e la gravita
clinica & associata alla sede, all’estensione dell’occhesi® alla rapidita con cui si instauta
sede piu comune di trombosi arteriosa ¢ il digiretirebrovascolare, con la possibile insorgenza
di attacchi ischemici transitori o ictus ischemici.

La trombosi nellAPS si considera generalmente tiambosi “fredda” perché non e

presente infammazione della parete vasale all’esatologico (15).

La sindrome ostetrica

Relativamente alla Sindrome Ostetrisa parlera piu ampiamente in seguito, essa

comprende i tre sottogruppi di impegno ostetricecdéti nella Tabella 1.
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La sindrome catastrofica

La sindrome catastrofica ha una prevalenza delld@WAPS e si caratterizza per
I'interessamento clinico di tre o piu organi in periodo di giorni (meno di una settimana), con
evidenza istopatologica dicclusioni multiple dei piccoli vagmicroangiopatia trombotica). Essa
si associa ad una prognosi severa con una moltaitao al 50% dei casi (37).

Nelllambito dello spettro clinico degli aPL € ancpessibile osservare: pazienti con
positivita degli aPL e manifestazioni non trombb&ce soggetti con positivita per aPL,

asintomatici (aPL carriers).

Inoltre ci sono numerose manifestazioni clinichegtrentemente descritte nel’APS che
non vengono incluse nei criteri diagnostici, macsstate definite nel Consensus di Sydney. Esse
sono considerate indubbiamente frequenti ma noaifggee per 'APS (15). Fra queste vanno
ricordate la malattia cardiaca valvolare, la livedtcularis, la piastrinopenia, la nefropatia non

trombotica e le manifestazioni neurologiche divetaeTIA e dallo stroke (Tabella 2).

Tabella 2 - Manifestazioni cliniche del’APS nogliurse nei criteri di Sydney

MANIFESTAZIONI CLINICHE NON INCLUSE NEI CRITERI

Piastrinopenia Conta piastrinica inferiore a 100.000/confermata a distanza di almeno 12
settimane.

Malattia  cardiaca Riscontro ecocardiografico di lesione, e/o rigwgé/o stenosi della valvola
valvolare mitrale e/o aortica.

Livedo reticularis Presenza di disegno cutaneo persistente e nonsigiercol calore, violaceo,
rosso o blu, reticolare o uniforme, su tronco, bi@o gambe.

Nefropatia Microangiopatia trombotica che coinvolge sia leeadle che i capillari
glomerulari e/o una o piu caratteristiche istolbgispecifiche®.

Manifestazioni Comprendono demenza, disturbi cognitivi, emicramidelopatia trasversa ed

neurologiche epilessia.

°Caratteristiche istologiche: fibrosi intimale egdearplasia con o senza ricanalizzazione, occlusidmecellulare o
fibrosi di arterie o arteriole, atrofia corticaleotale, depositi eosinofili in aree di atrofia tubu (37)

La piastrinopenia risulta molto comune nella simgeo con una prevalenza del 21,7%,

di poco inferiore a quella della trombosi venosaf@nda (21,9%) (38).
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1.3La Sindrome Ostetrica

La Sindrome Ostetrica da Anticorpi AntifosfolipifDAPS), e diagnosticata secondo i
criteri che sono stati riportati nella Tabella )1

Nella letteratura sono inoltre state descritte mase altre complicanze gravidiche sia
materne che fetali che non sono incluse nei criteva che si verificano abbastanza
frequentemente nelle pazienti con APS.

Tra le complicanze materne, si segnala anche leclamapsia, la sindrome HELLP
(haemolysis, liver enzymes, low platelets) e ladime sierositica post-partum (pleurite,
pericardite) (39).

Le complicanze fetali comprendono: il ritardo diescita intrauterino (IUGR),

I'oligoidramnios e il distacco intempestivo di péanta (39).

1.3.1 Cenni epidemiologici

Gli aPL sono presenti nel 1-5% della popolaziondaiine sane. La prevalenza di aPL
aumenta al 15% nelle donne con perdite nel primeestre (39). Circa il 40% delle donne con |l
LES ha gli aPL (39).

Sporadici aborti spontanei si verificano in piu @6P6 di tutte le gravidanze accertate e
gli aborti ricorrenti si sono verificati, circa, Ii&% delle donne in eta fertile (40). Essi possono
essere causati da anormalitda cromosomiche, andtemarmonali (progesterone, estrogeni,
diabete o patologie della tiroide), della coaguwaei o delle piastrine (41). Prendendo in
considerazione tutte le possibili cause, 'APS pssere responsabile del 10-15% degli aborti
ricorrenti (42). Questi risultati sono in linea cgnanto ha dimostrato Rai et al. (43), ovvero che
circa il 10% di 500 donne con 3 o piu aborti hapeosistentemente il LA. Queste frequenze
potrebbero essere distorte poiché gli studi furoowdotti prima che i criteri di classificazione

fossero aggiornati.
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La morte fetale si verifica in piu del 5% delle gdanze in generale, essendo meno
probabile con il progredire della gravidanza (3®)contributo totale dellAPS nella perdita
fetale e ancora poco chiaro.

Pre-eclamsia e altri disordini connessi all'ipesiene affliggono il 2-8% di tutte le
gravidanze e rappresentano una delle maggiori adiusenrtalita materna mondiale (44). Circa
un terzo delle donne con la Sindrome non trattats@no sviluppare pre-eclamsia durante la
gravidanza e piu del 10% di queste donne pud paatdrambini piccoli per la loro eta

gestazionale (45).

1.3.2 Patogenesi
Le complicanze ostetriche non sono spiegate dalkatsombofilia causata dagli aPL,
come testimonia il fatto che la prevenzione dehlambosi non sempre riesce ad evitare
I'interruzione della gravidanza. Infatti, il mecésmo patogenetico del danno mediato dagli aPL
si basa su alcune principali ipotesi:

« Il legame degli aPL al trofoblasto endovascolaren cuccessiva vasculopatia
deciduale e infarto placentare (46).

« L’adesione degli aPL al trofoblasto con conseguetitetto di placentazione (47).
Attraverso il legame con i fosfolipidi di membragsposti sulla superficie delle cellule
del trofoblasto, gli aPL interferirebbero con laffelienziazione e la fusione
intercellulare e impedirebbero un normale attecelnitm e un’adeguata produzione di
gonadotropina corionica.

» L’attivazione del complemento sembra essere coiavotlla perdita fetale mediata
dagli aPL (48,49). Nella Figura 1 € illustrato dgsibile meccanismo patogenetico del
danno da aPL mediato dal complemento. Gli aPL agiscono con le cellule
trofoblastiche della placenta dove provocano atoree del complemento attraverso

la via classica; il C5 attivato attrae e attivatnefili e monociti e stimola il rilascio di
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mediatori dell'infiammazione. L’attivazione del cpiemento € amplificata dalla via

alternativa con ulteriore incremento di cellule lddiammazione e conseguente

danno fetale.

Figura 1 - Possibile meccanismo nella patogenekddano da anticorpi antifosfolipidi.
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1.3.3ll trattamento

Nelle donne affette da APS il trattamento standardyravidanza, prevede aspirina a
basse dosi (LDA, 100 mg/die) associata ad eparina.

Essa e divenuta la terapia convenzionale sulla daseisultati di tre trials clinici
(50,51,52) che hanno dimostrato la superiorita@dédamento combinato rispetto alla sola LDA.
Tuttavia altri studi non hanno invece rilevato alauifferenza tra i due tipi di terapia (53,54).

Diversi limiti metodologici, sono presenti nei sl studi (39):

e gli studi includono donne che hanno avuto due opgilite precoci consecutive, che
vengono classificate come “perdite gravidiche meoti”, ma cido non soddisfa in
pieno i criteri di classificazione dell’APS, cheepedono almeno tre perdite precoci;

» alcuni studi includono donne con aPL ma che nombauariteri clinici;

» le donne con APS e perdita fetale, grave pre-ectamgsufficienza placentare sono

rappresentate meno;
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* la maggior parte degli studi si € concentrata sAPS primaria e non sullAPS
associata con altre malattie sistemiche autoimmuni.

Pertanto un corretto bilanciamento tra i rischigpaiali e i benefici che si prospettano
in ciascun scenario clinico & necessario per esepi risultati nella pratica clinica.

Una revisione sistematica basata su database @acdraEmpson et al. (55) include
clinical trials randomizzati e quasi randomizzatiddnne in gravidanza con storia di perdita
gravidica e con aPL. La revisione dimostro chedhapa non frazionata piu I'aspirina riducono
significativamente la perdita gravidica rispettdaabirina da sola (RR 0,46; 95% CI: 0,29 -
0,71).

Una recente metanalisi, che mette a confrontatmque trials clinici riguardanti il
trattamento della gravidanza nellAPS, conclude Idmsociazione tra eparina e LDA si associa
ad un maggior numero di nati vivi rispetto allassbDA (56).

Nelle pazienti con storia di precedente interessémngascolare viene generalmente
somministrata eparina a basso peso molecolare (LMWHiose terapeutica (ogni 12 ore),
mentre nelle pazienti con APS ad esclusivo coinwoégto ostetrico si utilizza la dose
profilattica (ogni 24 ore), in entrambi i casi comguie viene associato LDA (57).

Tuttavia, nonostante la prognosi della gravidangdenpazienti affette da APS sia
notevolmente migliorata negli ultimi vent’anni, pamdo cosi all'80% il tasso di successo delle
gravidanze nelle donne trattate convenzionalmeimggne una quota consistente di pazienti
affette da APS che non riescono ad avere un esiwrévole (58). Per questo motivo sono stati
impiegati, nel corso degli ultimi anni, dei trattami che possiamo definire “di Il livello” che
comprendono: la somministrazione di boli di immuiebgline per via endovenosa, la
plasmaferesi e 'immunoassorbimento su colonnaadsa soprattutto del basso numero di casi
trattati I'efficacia e la sicurezza di questi proatli non é stata finora adeguatamente definita.

L'utilizzo di boli immunoglobuline per via endovead(IVIG) nella profilassi del’APS

ostetrica e stato descritto per la prima volta 1893, in associazione alla plasmaferesi (59).
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Successivi studi non hanno mostrato la superiaéh trattamento con eparina, aspirina e
immunoglobuline rispetto al trattamento standar@,gf). In tali studi le immunoglobuline
venivano somministrate in alternativa (60 Trioldphaggiunta (61 Branch) alla terapia standard.

La plasmaferese una tecnica di filtrazione extracorporea delgsanche permette di

abbassare i livelli anticorpali in diverse situamialiniche (62). E utilizzata con beneficio nei
pazienti con APS catastrofica, per la quale e stesrita tra le indicazioni al trattamento nelle
ultime Linee Guida della Societa Americana di Agrg3). Il suo utilizzo nelle pazienti con
APS in corso di gravidanza e stato descritto p@rilma volta nel 1987 (64) ed e stato utilizzato
piu recentemente con beneficio in gravidanze dindoaffette da APS ad alto rischio di

complicanze (65-67).

L'immunoassorbimentgoermette la rimozione di specifiche sostanze mpiteseel
plasma mediante l'assorbimento su colonne compastenateriali in grado di legarle
selettivamente, lasciando pertanto invariate atyeiponenti plasmatiche. Esso permette, tra
I'altro, di filtrare selettivamente gli anticorpi dlasse IgG. Le poche segnalazioni sull'utilizzo
dellimmunoassorbimento presenti in letteraturanfaniferimento principalmente al trattamento
di pazienti con APS associata a LES, nei qualirévita della patologia rendeva necessaria una
rapida rimozione anticorpale (68-72). Vi sono cooum segnalazioni sull'utilita clinica
dellimmunoassorbimento nel trattamento di gravisamon APS primaria ad alto rischio di

morbilita ostetrica (73).

1.3.4 Fattori di rischio di perdita gravidica
In letteratura sono stati indagati i fattori préditdi outcome gravidico nelle pazienti
affette da APS. Lima et al. nel 1996 hanno riportdte la storia di precedenti perdite gravidiche
e la trombocitopenia erano entrambi fattori preditli outcome sfavorevole (74). Altri studi
eseguiti piu o meno contemporaneamente hanno dabesthe la positivita per il LA e

'anamnesi ostetrica positiva per piu di tre preggdaborti (75), nonché il riscontro di elevati
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valori di alfafetoproteina nel siero della madré&)(e il riscontro di un’anormale velocimetria
dell'arteria ombelicale al Doppler (77) si assoeiaw a perdita fetale.

La positivita per aCL, la storia di una precedantete fetale e I'utilizzo di alte dosi di
cortisonici sono stati descritti associati a bgssso alla nascita (75), mentre il contemporaneo
riscontro di positivita per aCL, LA e di falsa pbgia per VDRL si associava a nascita
prematura e basso peso alla nascita (78). L’assu@zdlell’aspirina preconcezionale invece
poteva essere considerato un fattore prognostiardsaole (71).

Recentemente Danowski et al. (79) hanno dimostiatol'insuccesso della gravidanza
e piu frequente in pazienti affette anche da LEBetito a quelle con la sola APS. In una review
del 2010 la persistenza di notches dell'arteriaingee di bassi livelli di C3 e C4 sono stati
riportati come fattori di rischio indipendenti peascita prematura e basso peso alla nascita,
mentre una falsa positivita IgM TORCH (toxoplaswaxicella, citomegalovirus ed herpes virus)
era predittiva per basso peso alla nascita (80).

Nella nostra esperienza abbiamo osservato che Isadla delle caratteristiche cliniche
ed anticorpali si possono identificare diversi sibsdi pazienti con APS ostetric. (35,81). In
particolare donne con precedente storia di tromlob@iismo e/o con triplice positivita per aPL
(LA + aCL + 82GPI) hanno un rischio piu elevato di insuccesswidgico, mentre quelle con
singola (LA o aCL o B2GPI) o doppia (aCL+p2GPI) positivita anticorpale e senza storia di
trombosi presentano minor rischio di complicanze d@orso di gravidanza trattata
convenzionalmente (81).

Successivamente uno studio multicentrico interme® caso-controllo (82), ha
individuato i fattori di rischio del fallimento del gravidanze, in donne affette da Sindrome da
Anticorpi Antifosfolipidi (APS), trattate con pratollo convenzionale (basse dosi di aspirina e/o
eparina). Lo studio si é focalizzato su 57 gravmdafallite e 57 gravidanze di successo, e ha
individuato come fattori di rischio indipendentisasiati al fallimento della gravidanza: la

presenza di Lupus Eritematoso Sistemico (LES) altde malattie autoimmuni (OR 6,0; 95% CI
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1,7- 20,8; p= 0,01), la presenza di trombosi n&litaia clinica (OR 12,1; 95% CI 1,3-115,3; p =
0,03); e la triplice positivita per anticorpi awsgfolipidi (aCL IgG/IgM piu gli $2GPI IgG/IgM
piu il LA - OR 4,1; 95% CI 1,0 — 16,7; p = 0,05) lpazienti con diagnosi di APS con uno solo
dei fattori di rischio sopra citati hanno avutogenerale, gravidanze di successo.

In conclusione, sembra quindi che il rischio diifaénto della gravidanza in donne
affette da APS, possa essere stratificato in béser@senza di specifiche caratteristiche cliniche

e di laboratorio.
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2. SCOPI DELLA TESI

Ci siamo proposti di raccogliere, attraverso unmlist multicentrico, un’ampia casistica
di donne affette da APS e con i seguenti fattorisdihio aggiuntivi per perdita gravidica: triplice

positivita aPL e/o LES e/o pregressa trombosi.

L’obiettivo preliminare e di confrontare I'outconpgimario (nati vivi) e gli outcomes
secondari di gravidanza (complicanze materno-fegalcaratteristiche neonatali) ottenuti a
seguito dei diversi trattamenti convenzionali elldiivello e successivamente di definire dei
precisi profili di rischio per analizzare I'efficaécdella terapia sulla base della stratificazioek d

rischio.

L'obiettivo finale &€ quello di valutare la posswildifferenziazione del trattamento

dell’APS ostetrica in funzione del rischio e di fivgare quindi il counselling pregravidico nelle

donne con APS che hanno deciso di programmare nanagnza.
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3. MATERIALI E METODI

3.1 La popolazione dello studio

Lo studio € europeo di tipo retrospettivo e muliiceo, realizzato sulla casistica di 15
centri reumatologici, immunologici o ostetrici, @fénti al’lEuropean Forum on Anti-
phospholipid Antibodies. | centri partecipanti evamBarcellona, Bergamo, Brescia, Milanol,
Milano2, Padova, Parigi, Pavia, Pisa, Roma, Si8ta;colma, Torino, Udine e Verona.

Sono stati raccolti i dati basali e quelli in codiagravidanze di donne affette da APS,
diagnosticata sulla base dei Criteri di Sidney (thg presentavano almeno uno dei seguenti tre
fattori di rischio aggiuntivi, risultati variabilindipendenti per la determinazione dell'insuccesso
gravidico (82):

» Associazione con il LES o altre malattie autoimmuni
» Triplice positivita per aPL
* Pregressa trombosi e impegno ostetrico tipico ABB

In considerazione della scarsa prevalenza, ndlidistprecedente, delle altre malattie
autoimmuni, in questo studio €& stato deciso di iclmmare solo il LES, come malattia
autoimmune associata. Inoltre, poiché la trombasassenza di complicanze ostetriche era
presente in donne prive di qualsiasi tipo di stastetrica, si € deciso di considerare la sola
trombosi come fattore di inclusione.

Pertanto, al fine di ottenere da questo studiormé&zioni chiare e semplici, i requisiti di
arruolamento, sono stati:

* Associazione con il LES
» Triplice positivita per aPL
* Pregressa trombosi
Di sequito, i criteri di esclusione dallo studioscstati:

e Eta>45 anni
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* Insufficienza d’organo (cuore, rene, fegato)

* Ipertensione polmonare

« Altre cause note di perdita gravidica (anatomicgenetiche, ormonali, infettive,
psicologiche, etc.)

Sono state prese in considerazione le pazientateaton le seguenti terapie:

. LDA

» Eparina non frazionata o a basso peso molecoldosaprofilattica = LDA

» Eparina non frazionata o a basso peso molecoldosaterapeutica + LDA

e Protocolli di 1l livello (plasmaferesi/immunoassortento e/o immunoglobuline
endovena)

* Nessuna terapia

3.2 | dati rilevati
La griglia di rilevazione dei dati era suddivisadne parti: la prima contenente i dati
basali e la seconda comprendente i dati relativoedo della gravidanza e ai suoi outcomes.
Nella parte relativa ai dati basali, sono statvate le seguenti informazioni:
« Data di nascita della paziente
» Eta alla diagnosi di APS
e Paese diorigine
»  Criterio di reclutamento, ovvero fattore/i di risglaggiuntivi
* Presenza e tipo di impegno ostetrico precedentalitpetardiva £10° settimana
gestazionale), nascita di neonato prematuro (<s@éftimana gestazionale), perdite
precoci (< 10° settimana gestazionale)
* Presenza di fattori trombofilici congeniti (defidgiella proteina C, proteina S e di
antitrombina 1ll; mutazione del fattore V di Leidedella variante G20210A della
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protrombina; resistenza alla proteina C attivatd)aequisiti (obesita, ipertensione,
ipercolesterolemia, diabete mellito, fumo)

Profilo anticorpale degli aPL

Eventuale presenza di altri anticorpi (antinuclemti-DNA nativo, anti-antigeni
nucleari estraibili)

Presenza di bassi valori delle frazioni complemen@ e C4 (<50 mg/dL e

<14mg/dL, rispettivamente)

Nella parte relativa ai dati in corso di gravidarg@ano stati rilevati:
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Anno della gravidanza

Terapia assunta durante la gravidanza

Dose di eparina, se fissa o variabile per pesoategoed eta gestazionale

Inizio della terapia, se prima della gravidanza apal precisando la settimana
gestazionale

Bassi livelli delle frazioni complementari C3 e @drante la gravidanza

Presenza di una o piu complicanze materno-fetalimtbosi, preeclampsia/eclampsia,
sindrome HELLP, piastrinopenia, ipertensione, aumeielle resistenze nelle arterie
uterine o nelle arterie ombelicali rilevabile al fpber, cardiotocografia alterata,
oligoidramnios e IUGR)

Esito della gravidanza: feto nato vivo o morto

Settimana gestazionale del parto (s.g.)

Caratteristiche del neonato: Apgar a 5 minuti, goga percentile (83)

Sesso del neonato



3.3 Gli outcomes esaminati

L’outcome primario dello studio & stato definitono® la nascita di un bambino vivo e
sopravvissuto almeno per 27 giorni (periodo peaileat
Gli outcomes secondari, analizzati sui bambini ni&ii sono i seguenti:
* Complicanze materno-fetali
e Settimana gestazionale al parto (SG)
* Peso del neonato in percentili (83)

e Apgar Score a 5 minuti

3.4 Determinazione degli anticorpi antifosfolipidi
Gli aCL e gli #.GPI di isotipo IgG e IgM sono stati determinati dai Centri
utilizzando un metodo immunoenzimatico (Enzyme Eghkimmunosorbent Assay, ELISA)
home-maddFigura 2) eseguito in accordo alle raccomandaaieii European Forum on aPL

(34,84).

Figura 2 - Schema del metodo ELISA
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(Tratto da: nfs.unipv.it/nfs/minf/dispense/immunology/)

| valori degli aCL venivano espressi come unitdgds (GPL) o unita di IgM (MPL)
utilizzando le referenze internazionali (27,32,33yalori degli #,GPI erano calcolati come
unita arbitrarie utilizzando una curva ottenutaudapool di campioni calibrati con gli anticorpi

monoclonali di Koike in grado di legare faGPIl (HCAL per le IgG e EY2C9 per le IgM) (34).
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In accordo coi criteri classificativi di Sydney {18 cut off per i titoli medio/alti sia degli aCL
che degli §2GPI veniva calcolato utilizzando il 99° percentiigenuto testando 80 donne sane
omogenee per eta con pazienti e controlli.

Descriviamo di seguito la metodica “home made” agagoresso il nostro Laboratorio

per determinazione degli aCL e degf2GPI.

Protocollo per la determinazione degli aCL

Venivano seminati 25ul/pozzetto di una soluzione di cardiolipina bovi(digma
Chemicals, St Louis, MO), in etanolo assoluto altmcentrazione finale di 5Qg/ml, nei
pozzetti di micropiastre da 96 pozzetti (Plates6F?@lysorp, Nunc, Denmark). La cardiolipina
veniva fatta aderire ai pozzetti lasciando le peaat+4° C per tutta la notte. La mattina seguente
I pozzetti venivano lasciati asciugare all'aria pieca 10 minuti e quindi incubati a temperatura
ambiente per 2 ore con una soluzione al 10% di F€&o fetale bovino, Gibco, Paisley,
Scotland) in PBS (KH2PO4 14,525 g, Na2HPO4x2H20, MaCl 48g, H20O a 10 litri a
pH=7,2), 150ul/pozzetto, per bloccare eventuali legami aspeacifel frattempo i sieri, lasciati
preventivamente scongelare, venivano diluiti 1:50n cla soluzione 10% FCS/PBS e
contemporaneamente veniva preparata anche la dalirvaalibrazione che consisteva nel
preparare 5 diluizioni scalari al raddoppio di ugre opportunamente scelto, utilizzando i sieri
di riferimento di Harris. Scaduto il tempo di in@#one veniva effettuato un lavaggio con
10%FCS/PBS (15Ql/pozzetto) e venivano seminati in doppio (104pbozzetto) i sieri, la curva
di calibrazione ed un controllo a concentrazion®anticorpale nota ed espressa in unita GPL,
MPL. Seguiva un’incubazione di 1 ora a temperatarabiente. Dopo 3 lavaggi con
10%FCS/PBS si mettevano 10@pozzetto di antisiero anti-immunoglobuline umagé o IgM
coniugato con fosfatasi alcalina (Sigma), diluita5aD0 in 10%FCS/PBS; seguiva
un’incubazione di 90 minuti a temperatura ambiedepo altri 3 lavaggi in 10%FCS/PBS si

distribuivano 100ul/pozzetto di una soluzione cromogena costituita pdaitrofenilfosfato

28



(Sigma) in tampone magnesio-carbonato 0,05M (NaHE2Q3y, MgCI2x6H20 0,1 g, portare il
pH=9,8 con aggiunta di NaOH 2N e aggiungere H2@ &n500 ml) alla concentrazione di 1
mg/ml. Le piastre venivano lasciate a 37° C pemariodo medio di 20 minuti € comunque
necessario ad ottenere dei valori di assorbanza skeindard piu alto intorno a 1000 di densita
ottica (DO). La lettura della DO veniva eseguitan amm fotometro a luce verticale modello
Titertek Multiscan Plus (Flow Laboratories USA)aallunghezza d'onda di 405 nm. | dati
ottenuti si elaboravano con un programma Softwame dosaggi ELISA (Melisa Microplate
Manager, Walker Laboratories, UK). Veniva costruitza curva di calibrazione con 5 sieri di
riferimento internazionali ed i risultati venivaespressi in unita GPL (G phospholipid), MPL
(M phospholipid).

Il cut off di positivita veniva calcolato come madt 2,5 DS, testando il siero di 100
soggetti sani, 80 donne e 20 uomini, abituali domadi sangue. Il cut off per i livelli medi

veniva fissato a 40 GPL/MPL e per i livelli altB@ GPL/MPL.

Protocollo per la determinazione degli anticorgi2G Pl

Nella prima giornata I'antigene veniva seminatodsie piastre, una per le IgG ed una
per le IgM, (piastre Maxisorp a fondo piatto, 9& petti, Nunc, Denmark). LB2GPI purificata
home-made veniva diluita in una soluzione tampoineadbonato di calcio 0.05 M (pH 9.6),
ottenendo una concentrazione di antigene didlfnl. In ogni pozzetto venivano seminati 400
di soluzione, corrispondenti aud di B2GP1I. Le piastre venivano lasciate in frigo (+4{@J tutta
la notte.

Il giorno successivo venivano svuotate le piastse geminavano 1501 di PBS-BSA
1% per pozzetto (PBS= phosphate buffer saline; B8&wine serum albumin, Sigma-Aldrich,

USA). Venivano incubate le piastre per un’ora, ctgel buio, a temperatura ambiente.
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Intanto si diluivano in PBS-Tween 0,05% i sieritdatare e due sieri di controllo (uno per IgG e
uno per IgM), in rapporto 1:100 e si preparavanculere di calibrazione, eseguendo 7 diluizioni
a scalare dello standard a partire da una conzemeadi 1:200.

Scaduta l'ora di incubazione, svuotate le piasteé loccaggio, si seminavano in
doppio 100ul/pozzetto i sieri diluiti e quelli delle curve (tk soluzione piu diluita alla piu
concentrata, lasciando il primo punto in biancojrispondente a concentrazione nulla),
lasciando solo la soluzione tampone nella primarowd. Venivano quindi incubate le piastre,
coperte, per due ore. Intanto si diluivano in PB&&n 1:1000 le immunoglobuline anti-lgG e
anti-lgM, coniugate con fosfatasi alcalina (Sigmiairich, USA).

Dopo due ore di incubazione si svuotavano le massi effettuavano 3 lavaggi con 150
ul di PBS-Tween per pozzetto; quindi si seminava®® fl/pozzetto di immunoglobuline
coniugate e si incubavano le piastre per altreallae

Di seqguito venivano effettuati tre lavaggi delleagire con 15Q di PBS-Tween e
venivano seminati 10Ql/pozzetto di PNF (Sigma-Aldrich, USA), precedengerte diluito in
tampone Mg-carbonato a pH 9.8; venivano incubafedstre a 37° fino a reazione colorimetrica
(circa 10 minuti) e comunqgue sino ad ottenere wodmmnza dello standard piu alto di circa
1000 OD. Si eseguiva la lettura al fotometro a luedicale33 (Flow Laboratories, USA) a
lunghezza d’onda di 405 nm e si interpretavanasultati come unita arbitrarie ottenute da una
curva di calibrazione in cui venivano usati conferimento gli anticorpi monoclonali di Koike
(34), (HCAL per gli antiB2GP1 IgG e EY2C9 per gli ani2GPI IgM). | dati venivano elaborati
tramite un programma software (Melisa Microplate nager, Walker Laboratories, UK),

secondo i cut-off vigenti, calcolati con lo stegsocedimento usato per gli aCL.

Gli altri 9 Centri hanno usato per la determinagidits commerciali seguendo nella

definizione dei risultati le istruzioni indicatel@aDitta fornitrice
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Determinazione dei Lupus Anticoagulants

Per quanto riguarda la determinazione dei LA, da itCentri partecipanti sono stati
sequiti i criteri dell'International Society of Tdmbosis and Haemostasis (31). Al fine di
aumentare la sensibilita dellesame, sono statiti udae diversi tests della coagulazione
fosfolipide-dipendent(15,31,84) e piu precisamente:
* il Tempo del Veleno di Vipera di Russel con fogbadi diluiti (dRVVT) che, attivando
direttamente il fattore X, esplora la via comunbadeascata coagulativa,
* il Tempo di Tromboplastina Parziale attivata cosfdtipidi diluiti (AAPTT) che esplora
invece la via intrinseca.

Per ogni test la ricerca dei LA prevede 3 stepguia 3):

Figura 3 - Steps e tests emocoagulativi per l@chinazione dei LA.

Test di
screenin Tgst Test QAPTT \

A 4

Test di Mix 1:1 con Mix 1:1 con LA
mixing plasma normale plasma normale neqati
[ Uetel RWT APTT
conferm
LA LA —» Test normale
positiv positiv C—)> Test positivo

1. Primo step: esecuzione del test di screening (dR\W&& dAPTT). Il riscontro di un
allungamento del tempo di coagulazione fa sosgeltapositivita e richiede il passaggio
allo step successivo.

31



2. Secondo step: esecuzione del test di mixing ilscopo e stabilire se I'allungamento del
tempo di coagulazione e dovuto al deficit di unpiw fattori della coagulazione. In tal
caso si ottiene la correzione del tempo di coaguh&zcon 'aggiunta al campione in
esame di un pool di plasmi ottenuti da donatorcdeo di mancata correzione si passa al
terzo step.

3. Terzo step: esecuzione del test di conferma (RVhfiom o APTT confirm). La
conferma della positivita per LA si ottiene quanidempo di coagulazione si corregge in
seguitoall’aggiunta di un eccesso di fosfolipidi, i quabno in grado di neutralizzare i
LA e di annullarne l'effetto.

Tutti i tempi venivano misurati in secondi da urtousiento (ACL7000, Instrument
Laboratory). | cut-off, determinati utilizzando plasmi di donatori abituali di sangue, venivano
espressi in secondi come media piu 2,5 Deviazidaedard (m + 2,5 DS).

Il plasma da esaminare, ottenuto da sangue vemisige raccolto in una provetta
vacutainer (contenente citrato di sodio 0.109 Mapporto 9:1) e successivamente centrifugato a
temperatura ambiente (per 10 minuti a 3000 giri).ré&&coglie solo la meta superiore del
supernatante ottenendo un plasma povero di piastiénquali andrebbero a neutralizzare gli
eventuali LA.

Test dRVVT e un test che attiva direttamente il Fattore Xa (eomune della
coagulazione) in presenza di fosfolipidi a bass&eatrazione e calcio.

Se il tempo ottenuto risulta superiore al cut-bftmpo di coagulazione € considerato allungato
ed e necessario passare al secondo step (testxigigndi:1). In caso contrario si esegue un
secondo test di screening (aPTT).

Il tempo ottenuto con il test di mixing viene messgapporto al tempo ottenuto da un
pool di plasmi di donatori. Una ratib mix/T controlloaumentata indica che I'allungamento non
si e corretto. Si passa quindi al terzo step gmekuzione del test di conferma. In caso contrario

si esegue il secondo test di screening.
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Il test di conferma si esegue in presenza di ueeath concentrazione di fosfolipidi ed,
in questo caso, il tempo ottenuto viene messogpado con il tempo del test iniziale. Se la ratio
T test dRVVT/T confermrésulta aumentata, il campione e considerato pospier i LA. Se il
valore risulta inferiore e quindi i LA sono negatisi esegue il secondo test di screening.

Test dAPTTe un test che valuta la presenza di anticorpiictezferiscono con la via
intrinseca della coagulazione. Se il tempo ottemstdta allungato, vale a dire maggiore del cut-
off si esegue il test di mixing 1:1; altrimenti AlLvengono considerati negativi.

Nel secondo step il plasma in esame viene mescotatain pool di plasmi di donatori
sani (1:1) per escludere che I' allungamento siautto al deficit di uno dei fattori di
coagulazione della via intrinseca. Il tempo ottersitmette in rapporto con il tempo ottenuto da
un pool di donatori sani. Se la rafiomix/T controllorisulta aumentata sara necessario eseguire
un test di conferma. Altrimenti i LA vengono coresidti assenti.

Il terzo step consiste nel valutare il JAPTT dehgpha in esame in assenza ed in
presenza di fosfolipidi esagonali. Se la differetraai 2 tempi di coagulazione risulta uguale o

maggiore di 8 secondi, il plasma in esame € pasfisr i LA.

Definizione di singola, doppia e triplice positiviber anticorpi antifosfolipidi

Singola positivita: LA o IgG/IgM aCL o IgG/IgMpaGPI
Doppia positivita: 1IgG/IgM aCL + 1gG/IgMBGPI o IgG/IgM aCL + LA o IgG/IgM RGPl +
LA

Triplice positivita: IgG/IgM aCL + 1gG/IgM B.GPI + LA

Determinazione degli altri autoanticorpi
Gli anticorpi antinucleo, anti-DNA nativo e antitageni nucleari estraibili sono stati

determinati con i metodi comunemente usati nelldime di ciascun Centro.
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3.5 Metodi statistici

L'associazione tra i trattamenti e gli outcomesvigliai di tipo categoriale e stata
valutata con il test del Chi Quadrato di Pearsaroo il test esatto di Fisher a seconda delle
frequenze disponibili nei casi analizzati. L’assatne dell’ outcome primario con la tipologia
di trattamento é stata valutata anche tramite litota dell’ odds ratio (OR) e del relativo
intervallo di confidenza al 95%.

Per analizzare gli effetti delle terapie sugli ames secondari di tipo continuo, quali
settimana gestazionale e Apgar, sono stati uttiizzaetodi di Kruskal Wallis e Mann Whitney
a seconda del numero di trattamenti messi a cotoiron

In tutti i casi sono stati condotti anche test fpliltpost-hoc per valutare |'effettiva
differenza tra i singoli trattamenti.

Per valutare I'effetto del trattamento in funziahe rischio, sono state condotte analisi
stratificate in modo da rendere omogenei i grupgliazati per il rischio.

Infine e stata condotta una regressione logistiea gitenere una stima aggiustata
dell’OR dei trattamenti, per possibili variabilirmdfondenti.

Le analisi statistiche sono state elaborate uéihdo i software SPSS versione 19.0 e

STATA versione 10.0.

E’ stato considerato significativo il valore di p€8.
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4. RISULTATI

4.1 Caratteristiche cliniche e di laboratorio delfazienti

Sono stati inizialmente raccolti i dati di 232 gdanze, di queste 25 sono state
eliminate per le seguenti motivazioni:
e 17 per inizio della terapia tardivo (dopo la 12"SG
* 8 per presenza di malattie non compatibili coni¢edosi di LES
Inoltre, 5 gravidanze in trattamento con soli stiyfonon sono state considerate per
scarsa numerosita. Pertanto il numero di gravidaneasiderate nello studio e stato
complessivamente pari a 202, relative a 158 pazient
L’eta media al momento della gravidanza era 32rb ad,6 DS (range: 20-44pn una
durata media di malattia di 5,2 anni + 4,5 (rary2).

Le donne presentavano i seguenti criteri di reahetato:

124 trombosi (61,4%) cosi distribuite: venosa in c&si (60,5%), arteriosa in 35
(28,2%), arteriosa + venosa in 7 (5,6%), del micooto in 2 (1,6%) e 5 non precisate
(4%)

« 82 LES (40,6%)

e 111 triplice positivita aPL (54,9%)

Tali fattori presenti singolarmente o in forma asat, hanno delineato 7 profili di

rischio come indicato di seguito e illustrato coraiori percentuali nella Figura 4:

e 33 solo pregressa trombosi

» 27 solo LES

* 45 solo triplice positivita aPL

e 31 pregressa trombosi + LES

» 42 pregressa trombosi + triplice positivita aPL

* 6 triplice positivita aPL + LES
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e 18 pregressa trombosi + triplice positivita aPLES

Figura 4 - Distribuzione delle gravidanze per ptofdi rischio

25,0%
22,3%
20,8%

20,0%
16,3%

15,0% 13,4%

15,3%

10,0% 8,9%

5,0% 3,0%

0,0%

Trombosi=pregressa trombosi; LES=Lupus Eritemat8ssiemico; Triplice=triplice positivita aPL

Fattori di rischio congeniti per trombosi eranoganeti in 22 casi (10,9%):
* 5 con mutazione G20210A della protrombina
» 2 con deficit della proteina C
» 2 con deficit delle proteine Ced S
* 2 con mutazione del Fattore V di Leiden
e 2 con mutazione del Fattore V di Leiden e aumemdtadesistenza alla proteina C
attivata
» 1 con deficit delle proteine C ed S e aumento dellsstenza alla proteina C attivata
* 8 con altre tipologie non precisate
Fattori di rischio acquisiti per trombosi eranogaeti in 49 casi (24,3%):
e 19 ipertensione (>140 mmHg sistolica e >90 dias#)lo uso di farmaci antipertensivi
e 11 fumo
* 9 obesita (BME 30)

e 3 obesita + fumo
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» 3ipertensione + fumo
* 1 ipertensione + ipercolesterolemia
» 3 con altre tipologie non precisate

| fattori di rischio, congentiti e acquisiti, pregavano entrambi 40 dati mancanti
(19,8%).

Gli aCL IgG erano positivi in 202 casi (100%), glCL IgM in 45 (22,3%), gli p2GPI
IgG in 124 (61,4%), gliB2GPI IgM in 48 (23,8%) e il LA in 165 (81,7%). Langola positivita
aPL era presente in 53 casi (26,2%), la duplic@8ir{18,8%) e la triplice in 111 (54,9%). Altri
anticorpi antinucleo specifici erano presenti irl I&si (64,9%) e in 20 erano dati mancanti
(9,9%).

In 59 casi (29,2%) era presente un calo basal€8&/o C4 e in 46 (22,8%) in corso di
gravidanza; i dati mancanti erano rispettivame3t¢4d.,1%) e 76 (37,6%).

Storia di impegno ostetrico tipico del’lAPS e statgistrata in 130 casi (64,4%), cosi
distribuiti: in 87 (66,9%) era presente almeno pe&dita fetale> 10° SG, in 20 (15,4%) una o
pil nascite premature prima della 34° SG, in 148%{) tre o piu aborti spontanei consecutivi e
in 9 (6,9%) associazioni di varie tipologie di ingp® ostetrico.

| trattamenti durante la gravidanza erano comecatdi di seguito e illustrato con i
valori percentuali nella Figura 5:

« 16 LDA

e 104 eparina a dose profilattica + LDA

» 55 eparina a dose terapeutica + LDA

« 21 terapia di Il livello, associata alla terapiangenzionale in 20 casi di cui 7 trattati
con IVIG, 4 con plasmaferesi, 7 con IVIG piu plasenasi e 2 con IVIG e
immunoassorbimento. Un caso e stato trattato cd® Bénza terapia convenzionale
associata.

° 6 nessun trattamento
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Figura 5 - Distribuzione delle gravidanze per teatiento
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LDA profilatticatLDA terapeuticaLDA Il livello nessunaterapia

LDA=Low dose Aspirin; Profilattica=eparina profiltita; Terapeutica=eparina terapeutica

Nelle 196 gravidanze trattate, la terapia era statainciata prima dell'inizio della
gravidanza in 71 casi (35,1%), dopo in 124 (61,4%n 7 casi (3,5%) il dato non era
disponibile. In quasi la totalita dei casi, il teahento prima della gravidanza, era parziale e
limitato alla assunzione della sola LDA.

L'esito favorevole é stato osservato in 149 gravida(73,8%), che si sono concluse
con la nascita di 150 neonati (un parto gemellaliegui 78 (52%) maschi e 72 femmine (48%),
nati mediamente alla 36,2" SG +3 DS, con un Apgadiona 5 minuti di 9,1 £ 1,3 DS e un peso
in percentili di 55,8 + 24,9 DS.

Ci sono state 53 perdite (26,2%), di queste: 15riemdéli avvenute prima della 10"SG
(28,3%), 31 fetali dalla 10"SG in poi (58,5%) eel periodo perinatale (13,2%).

Sono state riportate complicanze materno-fetabGncasi (24,8%)15 preeclampsia-
eclampsia, 17 IUGR, 9 ipertensione arteriosa, dreimi di HELLP, 5 oligoidramnios, 5
trombocitopenia (< 100.000 x mm3), 4 trombosi venpofonde (una in gravidanza e l'altra in
puerperio), 3 anormalita del flusso nelle arteterine al Doppler, 1 microangiopatia trombotica

e 1 diplopia e amaurosi. In 17 casi era preseagsdciazione di due complicanze.
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4.2 Gli outcomes delle gravidanze in relazioneraittamento: I'analisi

univariata

L’analisi della prevalenza dei bambini nati vivufoome primario) nelle donne trattate
e in quelle non trattate, ha mostrato una diffeaestatisticamente significativa (p<0,001), come
si puo osservare nella Figura 6. Pertanto il grugpgravidanze non trattate non verra piu

analizzato in questo studio.

Figura 6 - Prevalenza bambini nati vivi in donnattate e non trattate in gravidanza
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76,0% p-value<0,001
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60% -

50% -
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0,0%
0% -

con terapia nessuna terapia

Invece, non si sono osservate differenze statiegcde significative nelle prevalenze
dei nati vivi tra le donne che assumevano le devetipologie di trattamento prese in
considerazione dallo studio (Tabella 3).

Per quanto riguarda la valutazione degli outcomreesrsdari nelle gravidanze sottoposte
ai diversi tipi di trattamento, come si puo ossezvzella Tabella 3, é stata rilevata una differenza
statisticamente significativa tra le SG al momeadéd parto. In particolare il trattamento di Il

livello ha, mediamente, 3 settimane di anticippeiso agli altri trattamenti.
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Tabella 3 - Confronto degli oucomes per tipologidrattamento

Tipologia di trattamento

Eparina Eparina p-value
LDA profilattica terapeutica Il livello
+ LDA + LDA
N % N % N % N %

No 5 31,3%| 23 22,1%| 16 29,1% | 3 14,3%

Nati vivi
Si 11 68,8%| 81 77,9%| 39 709% | 18 85,7% NSA

Gomplicanze No | 8 72,7%| 53 67,1%| 28 71,8% | 8  44,4%

materno-fetali Si | 3 273%| 26 329%| 11 282% | 10 55,6% | NS»
Percentile di No | 11 100,0% 77 951%| 38 97,4% | 18 100,0%
peso<10® Si| 0 00%| 4 49% |1 26% |0 00% NSA
(media+ SD) (media+SD) (media+SD) (media+ SD)
Settimana gestazionale 36,09+3,6 36,86+2,5 36,15+2,6 33,33+3,5 | p<0,05
Apgar a 5 minuti 8,18+2,4 9,41+0,7 8,93+£1,7 8,8310,9 NS»

LDA=Low dose Aspirin; "NS=non significativo

Non sono emerse differenze statisticamente sigiivie tra i trattamenti per quanto

riguarda le complicanze materno-fetali, il perdendi peso alla nascita e ’Apgar a 5 minuti.

4.3 | profili di rischio: I'analisi stratificata

L’outcome primario & stato analizzato in relazi@ier profili di rischio definiti sulla
base delle diverse combinazioni di pregressa tramh&S e triplice positivita aPL.

Le gravidanze sono classificate in base all'outc@m@ario, al trattamento e al profilo
di rischio (Tabella 4). A causa della scarsa nusigapnon tutti i trattamenti sono confrontabili
nelle varie tipologie di profili di rischio, pertem al fine di consentire una valutazione statsstic
piu consistente, sono stati accorpati tutti i &maenti convenzionali ovvero I'LDA, I'eparina
profilattica + LDA e I'eparina terapeutica + LDAniaccordo con i risultati di un nostro

precedente studio multicentrico (76).
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Tabella 4 - Analisi stratificata dell’efficacia d&aattamenti
Eparina

LDA

profilattica
+ LDA

Eparina
terapeutica

L

DA

Il livello

n_a'gi non nati n_at_i non pati n_at_i non nati n_at_i non nati

vivi vivi vivi vivi vivi vivi vivi vivi
Trombosi 1 0 14 3 10 4 0 0
LES 5 1 13 3 4 1 0 0
Triplice 1 0 31 9 2 0 2 0
Trombosi+LES 2 0 12 3 7 5 1 0
Trombosi+triplice 1 2 2 2 11 6 13 1
Triplice+LES 0 0 4 1 0 0 0 1
Trombosi+triplice+LES 1 2 5 2 5 0 2 1

LDA=Low dose Aspirin; Trombosi=pregressa trombokES=Lupus Eritematoso Sistemico; Triplice=triplice

positivita aPL

Accorpando i trattamenti convenzionali (Tabella B)nico profilo su cui e stata

rilevata una differenza statisticamente significaté quello dato dai fattori “triplice positivita

aPL + pregressa trombosi”, dove si osserva unaaf@exa di bambini nati vivi pari al 92,9% nei

trattamenti di Il livello, contro il 58,3% dei ttamenti convenzionali (Fisher test, p-value < 0,05

e OR 9,3; CI:1,3 - 65,6).

Tabella 5 - Prevalenza di bambini nati vivi per fldi rischio e tipologia di trattamento

Convenzionale (N.175j Il livello (N.21)

Nati vivi N % Nati vivi N % p-value
Trombosi 25 32 78,1% 0 0 - -
LES 22 27  81,5% 0 1 0,0% NSA
Triplice 34 43  79,1% 2 2 100,0%| Ns»
Trombosi+LES 21 29  72,4% 1 1 100,0%| NS»
Trombosi+triplice 14 24  58,3% 13 14 92,9% | <0.05*
Triplice+LES 4 5  80,0% 0 0 - -
Trombosi+triplice+LES 11 15 73,3% 2 3 66,7% | NS»

LDA=Low dose Aspirin; Trombosi=pregressa trombokES=Lupus Eritematoso Sistemico; Triplice=triplice
positivita aPL; “NS=non significativo
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Nell'ambito di questo profilo sono stati distinttrattamenti convenzionali ed & emersa
una differenza statisticamente significativa tr&fficacia dei singoli trattamenti, come
rappresentato nella Figura 7. Infatti la prevaledzdambini nati vivi da madri trattate con

terapie di Il livello € pari a 92,9%, mentre neittamenti convenzionali oscilla dal 33,3% della

sola LDA al 64,7% dell'eparina terapeutica + LDA.

Figura 7- Prevalenza di bambini nati vivi nei tratbenti, in donne con triplice positivita e trombosi
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40%
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p-value <0,05

LDA profilatticatLDA terapeuticaLDA Il'livello

LDA=Low dose Aspirin; Profilattica=eparina profiltita; Terapeutica=eparina terapeutica

Non e stato possibile confrontare gli outcomes séao tra gravidanze in trattamento
convenzionale e quelle in trattamento di Il livedl@ausa della scarsa numerosita della casistica.
Pertanto gli outcomes secondari saranno analizzafusivamente nelle donne comprese nel
gruppo “triplice positivita aPL + pregressa tromibos

Nelle pazienti con questo profilo di rischio, nofera differenza statisticamente
significativa tra le complicanze materno-fetalAggar a 5 minuti e il peso < 10° percentile
delle gravidanze in trattamento convenzionale dlgue trattamento di Il livello (Tabella 6).
Invece, la settimana gestazionale media al padosgnificativamente piu bassa nelle donne

trattate con terapia di Il livello rispetto a qeelh trattamento convenzionale (Tabella 6).
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Tabella 6 - Outcomes secondari distinti per tipadodi trattamento

Convenzionale (N.14) 1l Livello (N.13)
N Prevalenza% | N Prevalenza %| p-value®
. no 8 57,1% 6 46,2%
Complicanze materno-
L5 si 6 42,9% 7 53,8% NS~
no 13 92,9% 13 100,00%
percentile<10°
Si 1 7,1% 0 0,00% NSA
(mean = SD) (mean = SD)
Settimana gestazional 37,2424 32,944,05 p<0,05
Apgar 8,5+1,6 8,9+1,04 NSA

ANS=non significativo

Sempre nel gruppo “triplice aPL + pregressa tronibabbiamo confrontato le
caratteristiche cliniche e di laboratorio delle derirattate con terapia convenzionale con quelle
delle donne trattate con terapie di Il livello (B#la 7). Non e stata trovata nessuna differenza
significativa in tutti i parametri esaminati ad ezione dell’ impegno ostetrico tipico dellAPS
che é risultato significativamente prevalente ndtiane in trattamento di Il livello.

E’ stata quindi eseguita una regressione logigteraverificare I'effettiva significativita
del contributo al miglioramento nell’outcome prinmacon il trattamento di Il livello rispetto ai
trattamenti convenzionali, nella popolazione chespnta il profilo di rischio “triplice positivita
aPL + pregressa trombosi”. Nella regressione somd #clusi, oltre alla tipologia di
trattamento, anche altre possibili variabili cordenti quali: la presenza di altri autoanticorpi, la
durata della malattia (maggiore o inferiore ai Ziare I'eta della madre alla gravidanza
(maggiore o inferiore ai 35 anni). L’ odds ratigrsficativo del trattamento di Il livello rispetto
ai trattamenti convenzionali, relativo ai bambiratinvivi, € pari a 9,7 con un intervallo di

confidenza al 95% compreso tra 1,1 e 84,3.
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Tabella 7 - Caratteristiche cliniche e di laboraimmnei due gruppi di trattamento

Convenzionale (N.24 Il livello (N.14)
p-value

N Prevalenza%| N Prevalenza %
Durata malattia pitu di 2 annj 20 83,3% 11 45,8%
massimo 2 anni 4 16,7% 3 12,5% NSA
Impegno Ostetrico no| 14 58,3% 1 7,1%
nellAPS si| 10 41,7% 13 92,9% p<0,05
Altri fattori di rischi ND*| 5 20,8% 0 0,0%
ri fattori di rischio nol 7 29 2% 10 71.4%
si| 12 50,0% 4 28,6% NS”
Anti-cardiolipina 1I9G positivo| 24 100,0% 14 100,0% -

. L negativg 20 83,3% 12 85,7%
Anti-cardiolipina IgM positivo| 4 16,7% 2 143% | NS~
Anti-B2glicorpoteina | negativog O 0,0% 1 7,1%

IgG positivo| 24 100,0% 13 92,9% NSA
Anti-B2glicorpoteina | negativo 17 70,8% 12 85,7%
IgM positivo| 7 29,2% 2 14,3% NSA
Lupus-Anticoagulants positivo| 24 100,0% 14 100,0% -
ND*| 3 12,5% 0 0,0%
Altri autoanticorpi negativg 8 33,3% 5 35,7%
positivo| 13 54,2% 9 64,3% NSA
_ <35| 19 79,2% 9 64,3%
>35| 5 20,8% 5 35,7% NSA
ND*| O 0,0% 1 7,1%
Inizio della terapia prima dellg 29 204 1 7 1%
gravidanza ' ’
duraniclg . 70.8% 12 857%  |NSA
gravidanza

*ND = non disponibile; *NS = non significativo
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5. DISCUSSIONE

Il trattamento ottimale dellAPS ostetrica € attunehte sconosciuto. La terapia con
LDA da sola o associata all'eparina a dosaggio ilptt€o rappresenta il trattamento
convenzionale per I'APS esclusivamente ostetric®,5652,53,54). Invece per I'APS
caratterizzata da pregressa trombosi, la terapiagata e costituita da eparina a dose terapeutica
con o senza LDA (39,85). Tuttavia, nonostante questamenti, circa il 20% delle gravidanze
hanno esito sfavorevole (58).

Recentemente, in un nostro studio multicentrico o@atrollo (82) abbiamo
individuato alcuni fattori di rischio aggiuntivi gierdita gravidica in corso di gravidanza trattata
con terapie convenzionali e abbiamo rilevato uvala prevalenza di perdita gravidica (76,3%)
nelle donne in trattamento con le terapie converatice con almeno uno dei fattori di rischio
aggiuntivi: triplice positivita aPL, pregressa troosi e impegno ostetrico del’APS e LES o altre
malattie autoimmuni.

Finora in letteratura, e stato poco indagato ithig in relazione alla perdita di
gravidanza nelle donne con APS. In particolare,osetati trovati come fattori di rischio
aggiuntivi la triplice positivita aPL e/o la pregsa trombosi (35,81,86), I'alterata flussimetria
dei vasi ombelicali o uterini (77,80), la presedtdES (79), i bassi livelli di C3 e C4 (80) e la
falsa positivita del complesso TORCH IgM (80).

Nell'attuale studio sono state reclutate solo dowoae i suddetti fattori di rischio
aggiuntivi di perdita gravidica al fine di valutala terapia piu efficace per il buon esito della
gravidanza. Abbiamo rilevato che, per un gruppo Hefinito di pazienti, caratterizzate da
triplice positivita aPL e da trombosi pregressaraitamenti di Il livello si associano ad una
prevalenza significativamente piu alta di nati vigpetto ai trattamenti convenzionali.

Si tratta di uno studio di natura retrospettiva lsanno partecipato 15 centri europei.

Nell’ambito dei tre fattori di rischio aggiuntiig pazienti erano ben distribuite per numerosita e
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anche nei sette profili di rischio i diversi gruggsano ben rappresentati, ad eccezione dei profili:
“triplice positivita aPL + LES” e *“triplice positita aPL + LES + pregressa trombosi”, che
includevano ciascuno meno del 10% dell'intera ¢asis

Sono stati raccolti numerosi parametri clinici elaboratorio. In particolare, il profilo
anticorpale era caratterizzato da un’alta frequehzCL 1gG, LA e 82GPI IgG e da una netta
prevalenza dell’isotipo 1gG che risulta, generaltegassociato ad una maggiore severita clinica
dellAPS (87). Le determinazioni di laboratorio sostate eseguite presso i singoli centri con il
metodo ELISA, ma con procedure diverse sia “homdahahe commerciali; questo puo essere
considerato in sintonia con quanto avviene nellatiga clinica reale. L'impegno ostetrico
dellAPS era ben rappresentato con netta prevalelela perdita fetale rispetto alle perdite
embrionali e alla prematurita. Questo dato confermaultati ottenuti nello studio precedente
(82), dove le gravidanze con rischi aggiuntivilifalin corso di terapia convenzionale, erano
prevalentemente dovute a perdita fetale. Tra tuitattamenti usati in corso di gravidanza é
prevalso, di gran lunga, quello a base di epanpélattica + LDA (51,5%); mentre i trattamenti
di 1l livello sono stati usati con minor frequengt),4%). L'uso prevalente del trattamento
convenzionale, con eparina profilattica £ LDA, mhipe essere giustificato dai risultati riportati
dalla letteratura (50,51,52), dove la maggior pate trials e degli studi osservazionali,
riguardanti la terapia della APS ostetrica, conside questo trattamento efficace e preferibile
alluso della sola LDA (88,89). E' comunque da shitteare che la casistica inclusa in questi
studi comprende, soprattutto, APS con impegno risbetsclusivo e non viene fatta menzione di
fattori di rischio aggiuntivi. Invece, lo scarsopiago dei trattamenti di 1l livello potrebbe essere
dovuto alla scarsita dei dati della letteraturall@leo costo delle procedure impiegate. Nella
nostra casisitica, abbiamo osservato che i trattéinae Il livello sono stati impiegati quasi
sempre in aggiunta a quello convenzionale in daringeavevano avuto perdite di gravidanza in
corso di precedente terapia convenzionale e/o immel@he presentavano almeno due fattori di

rischio aggiuntivi. Soltanto il 3% delle pazienbmha ricevuto, in corso di gravidanza, nessun
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trattamento; sono andate tutte incontro a perditvidica e I'assenza di terapia € risultata
significativamente associata all’outcome negativgrdvidanza.

Sarebbe stato interessante analizzare, nel nasidiosanche i risultati riguardanti i
fattori di rischio per trombosi congeniti ed acdiiied il calo delle frazioni complementari C3 e
C4, tuttavia non é stato possibile ottenere rifudtihendibili, a causa dell’alta frequenza di dati
mancanti.

L’esito favorevole delle gravidanze consideratebglmente nella nostra casistica di
APS con fattori di rischio aggiuntivi e stato dél,7%, in linea con i dati della letteratura che
considerano tutte le varianti cliniche dellAPSeta gestazionale al parto, il peso dei neonati in
percentile e I'’Apgar Score, sono risultati nel rardglla normalita. Invece si sono osservate
complicanze materno-fetali in un quarto delle patzie per la maggior parte esse erano
sostenute da patologia placentare come € da atteimtena trombofilia autoimmune gravata da
altri fattori di rischio.

Quando sono stati analizzati i risultati in assethela valutazione del rischio non sono
emerse differenze significative tra i diversi taatienti nella prevalenza dei nati vivi (outcome
primario) e negli outcomes secondari che compremu®vie complicanze materno-fetali e le
caratteristiche dei neonati. Solamente la settimayestazionale al parto e risultata
significativamente piu bassa nelle donne in tragtatm di 1l livello, probabilmente perché si
trattava di pazienti piu impegnate dal punto dtavidinico e quindi piu esposte alla necessita di
un parto prematuro.

| dati finora riportati non hanno tenuto in consalgone la stratificazione del rischio.
realta I'analisi dell'efficacia dei trattamenti n@uo prescindere dalla stratificazione del rischio
ovvero dal confronto dei trattamenti in situaziamogenee per profili di rischio. Pertanto
I'outcome primario e stato valutato in relazioneseite profili di rischio individuati sulla base
dei tre fattori indipendenti per linsuccesso defjeavidanza: la triplice positivita aPL, la

presenza di LES e la pregressa trombosi. Tuttavizgusa della scarsa numerosita, non tutti i
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trattamenti erano confrontabili nelle varie tipagli profili di rischio (Tabella 4), pertanto, al
fine di consentire una valutazione statistica minsistente, sono stati accorpati tutti i trattament
convenzionali ovvero I'LDA, eparina profilattica £DA e eparina terapeutica + LDA.
Quest'ultima decisione, di compattare i trattaméradizionali per confrontarli con quelli di Il
livello, e stata presa anche sulla base dei datrgirda un nostro precedente studio multicentrico
(82) che ha evidenziato un’ elevata prevalenza etdipa gravidica (76,3%) nelle donne in
trattamento con le terapie convenzionali consigegiibalmente.

Come si puo osservare in Tabella 5 soltanto il ifardftriplice positivita aPL +
pregressa trombosi” ha mostrato una prevalenzafisgfivamente maggiore dei nati vivi nelle
donne in trattamento di Il livello, rispetto a dueh trattamento convenzionale. Pertanto
abbiamo analizzato in dettaglio soltanto le carstiehe di questo profilo. Abbiamo quindi
osservato che l'aumento della prevalenza dei nafi @umentava significativamente con
incremento di complessita del trattamento, pggrangere la massima prevalenza nelle donne
in terapia di Il livello (Figura 7). La regressionegistica ha confermato la significativa
prevalenza di nati vivi nelle donne in trattamemtioll livello rispetto a quelli in terapia
convenzionale.

Il confronto degli outcomes secondari tra i divdraitamenti ha mostrato soltanto una
eta media gestazionale al parto significativamanferiore nelle donne in terapia di Il livello,
dove, probabilmente, il parto e stato anticipatprani segni di complicanza, al fine di evitare
ulteriori rischi in corso di un trattamento coshqalesso e gia di per sé piu rischioso della terapia
convenzionale. Mentre le complicanze materno-fetdie caratteristiche dei neonati non sono
risultati significativamente diversi nelle donne trmattamento di Il livello e in terapia
convenzionale.

Quando sono state confrontate le caratteristicmécke e di laboratorio nelle donne
sottoposte ai diversi tipi di trattamento nell’amobiel profilo “triplice positivita aPL+pregressa

trombosi”, soltanto una storia di impegno ostetribel’APS é risultata significativamente
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prevalente nelle donne in terapia di Il livello. &3to risultato si puo facilmente spiegare perché
la maggior parte di queste donne aveva avuto pestedsperienze di fallimento in terapia
convenzionale.

Il nostro rappresenta il primo studio in cui I'efficia del trattamento nellAPS ostetrica
e stata valutata in relazione al rischio. E' emech® esiste un sottogruppo di pazienti
caratterizzato dalla presenza di triplice pos@iaPL + pregressa trombosi dove la terapia di Il
livello risulta piu efficace per numero di nati viispetto al trattamento convenzionale. Questo
risultato € in sintonia con alcuni lavori precedehie individuano la triplice positivita aPL e la
pregressa trombosi come fattori di rischio di perdravidica (35,81,86).

In particolare il presente lavoro mette in evidehmaportanza dell’'uso del trattamento
di 1l livello nel’APS ostetrica. Attualmente lapilogia di tale trattamento non & ancora ben
definita, infatti vengono presi in considerazioneébali di immunoglobuline endovena e i
trattamenti aferetici come la plasmaferesi e I'inmoassorbimento. | boli di immunoglobluline
endovena vengono generalmente riservati alle ptaziee hanno avuto un insuccesso gravidico
in corso di trattamento convenzionale (90); esenbamostrato un’efficacia nettamente inferiore
a quella della terapia convenzionale nella prewaedei nati vivi (60,91), oppure nessuna
differenza significativa di outcomes rispetto doswattamento convenzionale (61). | trattamenti
aferetici come la plasmaferesi (64,67,66,92) orhiomoassorbimento (69,93) sono stati finora
raramente usati nellAPS ostetrica con risultatilanenaggior parte dei casi positivi. Nel nostro
studio sono stati usati i trattamenti aferetici é&goimmunoglobuline endovena, nella quasi
totalita dei casi (95%), in associazione al tragato convenzionale. In tutti questi lavori non
vengono segnalati effetti collaterali rilevantidarso di trattamento di Il livello.

Alla luce di questi dati € difficile definire ilattamento di Il livello ottimale per I'APS
ostetrica. Tuttavia, sulla base della attuale espea e dei dati della letteratura possiamo
sottolineare che i trattamenti di Il livello risaito piu efficaci se somministrati in associazione

alla terapia convenzionale (64,66,67,69,92,93)qstd che da soli (60,91).
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Possiamo concludere che il trattamento dellAP&tasa andrebbe differenziato sulla
base del rischio. In particolare, nelle donne doiplice positivita aPL + pregressa trombosi” il
trattamento di elezione potrebbe essere quelld ldidllo associato alla terapia convenzionale.
In considerazione della natura retrospettiva dek@nte studio si auspicano studi prospettici su
ampia scala per verificare i nostri risultati e péiarire se l'indicazione al trattamento di Il
livello sia valida solo per le donne con pregregsedita di gravidanza avvenuta in corso di
terapia convenzionale o anche per quelle che nanchaperimentato alcun trattamento perché

prive di storia ostetrica.
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