Gli esami di laboratorio nella diagnostica e nel follow up
dei pazienti con malattie infiammatorie croniche
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INTRODUZIONE

I sintomi clinici e i segni obiettivi rimangono capisaldi della diagnostica e del
“follow up” dei pazienti con Malattia Infiammatoria Cronica Intestinale (MICI),
anche se da diversi anni si sono andate sviluppando metodiche strumentali sem-
pre piu sofisticate. Nella pratica clinica ¢ esperienza comune constatare che tutti i
pazienti con MICI, al momento della visita dal gastroenterologo, recano con sé dei
risultati di esami ematochimici. Ci si puo chiedere se per queste malattie sia anco-
ra utile effettuare esami di laboratorio, tenendo conto della costante attenzione che
oggi si dedica al binomio costo-beneficio.

Esistono molti motivi per i quali sono stati proposti o si utilizzano esami bio-
chimici nelle MICI ed in particolare:

a) 7l laboratorio puo atutare a migliorare ['attendibilita della diagnosi ed in que-
sto campo vanno inseriti anche gli accertamenti effettuati per differenziare la coli-
te ulcerosa dalla malattia di Crohn. Un ruolo tutto speciale ed ancora sperimenta-
le in questo ambito va attribuito alla ricerca dei marcatori genetici della malattia nei
pazienti e nei loro parenti.

b) un altro gruppo di esami viene effettuato per valutare le conseguenze meta-
boliche e nutrizionali indotte dalla malattia, a seguito della ridotta funzione dell’in-
testino per I'estensione o I'attivita della malattia. Altri esami sono effettuati anche
per valutare ['eventuale presenza di complicanze extraintestinali delle MICI quali le
epatopatie o le nefropatie.

¢) sono poi stati condotti molti studi con lo scopo di identificare dei marca-
tori sensibili e specifici utili a graduare l'attivita della malattia.

d) recentemente sono stati sviluppati esami atti ad identificare sottotipi di pa-
zienti che, a causa di alterazioni enzimatiche indotte geneticamente, sono piu o me-
no esposti agli effetti collaterali dei farmaci o hanno differenti risposte terapeutiche.

(*) U. O. di Medicina, Ospedale Nuovo di Imola.
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In tutti i campi di impiego detti sopra, sono stati frequentemente proposti
nuovi accertamenti biochimici, ma molti di questi successivamente sono stati scar-
samente utilizzati e poi abbandonati perché di fatto poco aggiungevano a quanto
gia espresso dagli altri esami pit routinari o dalla sintomatologia clinica del pa-
ziente. Altri esami invece hanno retto al tempo e lentamente hanno trovato o stan-
no trovando un posto nell’uso clinico quotidiano.

GLI ESAMI DI LABORATORIO NELLA DIAGNOSTICA

Vale solo la pena ricordare che le MICI entrano in diagnosi differenziale con
altre patologie simili e che alcuni semplici accertamenti di laboratorio rimangono
fondamentali per la diagnosi, quali un esame colturale e parassitologico o la ricer-
ca della tossina del Clostridium difficile o 'esame delle feci a fresco per I’Ameba.

Sempre per la diagnosi differenziale fra MICI ed altre patologie & stato pro-
posto il dosaggio della Calprotectina fecale, una proteina che deriva dai granuloci-
ti neutrofili e rimane inalterata nelle feci per molto tempo. Il dosaggio della Cal-
protectina in un campione di feci ¢ risultato utile nel differenziare le MICI dalla sin-
drome dell’intestino irritabile.

Accanto a questi accertamenti che consentono la diagnosi differenziale fra
MICI ed altre malattie del colon, sono stati identificati alcuni tests risultati di una
certa importanza nella diagnosi differenziale fra colite ulcerosa e malattia di Crohn
del colon, accanto naturalmente agli altri esami endoscopici o radiologici ben co-
nosciuti. Gia da molto tempo erano stati identificati nelle vasculiti, anticorpi diret-
ti contro il citoplasma dei neutrofili; con I'immunofluorescenza alcuni anticorpi da-
vano una reazione citoplasmatica generalizzata e quindi furono chiamati c-:ANCA,
mentre altri mostravano una reattivita perinucleare e vennero identificati come p-
ANCA. Dopo il 1990 numerosi AA segnalarono che pazienti con colite ulcerosa
(CU) presentavano in alta percentuale (50-70%) positivita dei p-ANCA. Le per-
centuali di positivita fornite da altri lavori, pur essendo sempre superiori al 50%,
erano pero assai variabili. Il dato ¢ stato spiegato recentemente da Sandborg che do-
sando i p-ANCA di 162 pazienti con CU in 5 laboratori, ha ottenuto percentuali
di risposte positive diverse, che quindi vanno attribuite alla variabilita fra labora-
tori insita nel dosaggio stesso del test. Nella malattia di Crohn (MC) i p-ANCA so-
no presenti tipicamente in percentuali molto basse (3-4%); secondo alcuni AA la
positivita dei p-ANCA nella MC definirebbe una sottopopolazione di pazienti, con
caratteristiche peculiari, diverse dai pazienti con MC p-ANCA negativi.

Un altro anticorpo studiato in questo campo ¢ quello rivolto verso la parete cel-
lulare del Saccaromices cerevisiae (ASCA), un lievito abbondantemente presente nel-
la dieta. Sono stati trovati questi anticorpi in una alta percentuale di pazienti con
MC (50-80%), mentre la positivita ¢ molto bassa nella CU. Gli ASCA, contraria-
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mente ai p-ANCA, sarebbero correlati con Iattivita della malattia . Inoltre sarebbe-
ro stati trovati in maggior frequenza nei parenti di primo grado dei pazienti con MC.

L’andamento antitetico di p-ANCA e ASCA in UC e MC ha indotto diversi
ricercatori a valutare la potenzialita dei due test associati nella diagnosi differenziale
delle due malattie. Sandborg ha ottenuto una corretta classificazione nel 75 % del-
le UC e nel 86% della MC. In un altro lavoro I'associazione tests ANCA positivi —
ASCA negativi era a favore della diagnosi di CU, con una sensibilita del 51% ed
una specificita del 90%; I'associazione ASCA positivi — ANCA negativi era a fa-
vore della MC con una sensibilita del 64% ed una specificita del 94%.

GLI ESAMI DI LABORATORIO NELLA VALUTAZIONE
DELLA SEVERITA DELLA MALATTIA

Le MICI, a seconda della estensione della malattia, della durata, del tratta-
mento e della attivita danno luogo ad alterazioni nutrizionali che possono essere
valutate da esami biochimici. Molti di questi esami quindi, pur essendo espressio-
ne della severita della malattia, intesa come gravita delle lesioni in termini di esten-
sione ed alterazione funzionale, sono anche espressione della fase di attivita della
malattia. Alcuni esami, in particolare nella MC, esprimono il grado di malnutri-
zione come la protidemia e I'albuminemia, 'emoglobina e la transferrina; altri in-
vece esplorano “deficit” piu selettivi di vitamine (ad esempio Vit. B12, folati, Vit.
A ecc.) o di oligoelementi (Ferro, Zinco, Magnesio ecc.). Particolarmente studiato
¢, recentemente, il metabolismo osseo nelle MICI, in cui & stata descritta nel 60%
dei casi una osteopenia, caratterizzata da un basso valore di Vit. D e Osteocalcina.

Nelle forme iperacute o nel megacolon tossico ¢ poi particolarmente utile la
monitorizzazione dei parametri relativi alla crasi ematica ed al bilancio idroelet-
trolitico e del pH.

Altri esami sono utili per esplorare la eventuale presenza di lesioni extrainte-
stinali, in particolare quelle epatiche, quali la colangite sclerosante, o quelle rena-
li, quali I'amiloidosi. Quindi risulta utile nella pratica clinica effettuare saltuaria-
mente una esplorazione biochimica della funzionalita epatica e renale.

(LI ESAMI EMATOCHIMICI NELLA VALUTAZIONE
DELL'ATTIVITA DELLA MALATTIA

Nella CU la sintomatologia clinica ben si correla all’attivita inflammatoria del-
la malattia mentre nella MC la correlazione fra sintomi clinici ed intensita dell’in-
fiammazione ¢ meno buona. Nella MC, infatti, accanto a pazienti in cui clinica e la-
boratorio concordano, esistono pazienti con sintomatologia importante, per lo piu
di tipo occlusivo, per una stenosi ormai consolidata ma con marcatori di flogosi
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spenti ed, al contrario, si ritrovano pazienti assolutamente asintomatici con esa-
mi di laboratorio anche assai alterati. Quest’ultimo gruppo di pazienti senza sin-
tomi, ma con esami alterati, se seguiti nel tempo, presentano un alto rischio di re-
cidiva clinica. Per quanto detto sopra, si sono effettuati diversi studi nell’intento
di trovare un esame in grado di graduare 'intensita dell’infiammazione. Il test
ideale dovrebbe essere molto sensibile e molto specifico, facile da effettuare, ri-
petibile, innocuo per il paziente e poco costoso. Questo esame a tutt’oggi non &
stato trovato, ma di volta in volta sono stati suggeriti esami diversi che per alcu-
ni aspetti, ma non per altri, si avvicinavano all’esame ideale. Potremmo dividere
questi accertamenti in due classi: quelli “routinari”, cioé quelli gia da molti anni
utilizzati nella pratica clinica ed il cui utilizzo ¢ stato semplicemente applicato al-
la monitorizzazione del decorso delle MICI e gli esami meno usuali, di piu re-
cente introduzione.

I marcatori “routinari”

Fra gli esami “routinari” vanno ricordati la VES e le proteine della fase acu-
ta. La VES ha una emivita piuttosto lunga (di alcuni giorni), per cui al brusco mi-
glioramento clinico del paziente non sempre corrisponde un corrispondente rapi-
do calo del valore dell’esame. Secondo alcuni la VES si alzerebbe in particolare
nella MC del colon ma non in quello dell’ileo e non nelle proctiti ulcerose, presu-
mibilmente per la ridotta estensione del tratto interessato.

Anche diverse proteine della fase acuta correlano con Iattivita della malattia;
in particolare sono state studiate le orosomucoidi, la proteina C reattiva, il fibri-
nogeno, la lattoferina, I'alfal antitripsina. ’andamento di queste proteine ¢ stret-
tamente legato alla loro metabolizzazione. Mentre le orosomucoidi hanno una
emivita di circa 5 giorni, la proteina C reattiva ha una emivita di 19 ore e quindi
puo presentare oscillazioni importanti dei propri valori da un giorno all’altro. Se-
condo alcuni il valore dell’alterazione della proteina C reattiva avrebbe anche un
significato prognostico, nelle fasi di particolare gravita, perché un valore > di 45
mg/L sarebbe indicativo di insuccesso della terapia medica. I pazienti in remis-
sione clinica o paucisintomatici che presentano proteine della fase acuta alterate
hanno un rischio di recidiva clinica significativamente maggiore rispetto ai pa-
zienti con esami normali.

Un altro classico marcatore di attivita ¢ la leucocitosi, spesso neutrofila, te-
nendo pero conto che gli steroidi ad alte dosi classicamente aumentano il numero
dei leucociti, mentre gli immunosoppressori lo riducono. E stata descritta anche la
piastrinosi che sembra ben correlata al CDAI. La Neopterina ¢ sintetizzata e libe-
rata dai monociti/macrofagi; il livello nel sangue e nelle urine & stato visto che ben
si correla con lattivita sia della CU che della MC.
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1 marcatori “non routinari”

Frai “markers” di flogosi “non routinari” vanno ascritte le citochine e le mo-
lecole di adesione cellulare.

I linfociti attivati nella mucosa infiammata liberano una grande quantita di me-
diatori chimici, fra loro intercorrelati. Lespressione di citochine proinfiammatorie
sulle cellule della mucosa infiammata ¢ notevolmente aumentata, anche se tale atti-
vazione locale non necessariamente aumenta la concentrazione di queste citochine
nel sangue. E intuibile Pinteresse dei ricercatori nel tentare di valutare se fra le va-
rie citochine ne esistano alcune il cui dosaggio sia in grado di rispecchiare fedelmente
Iattivita infiammatoria della malattia. Fra le molte citochine studiate, quelle che han-
no suscitato maggior interesse sono state TNF-alfa, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8.

II TNF-alfa ed i suoi recettori TNF-RI e RII, in particolare dopo 'uso degli
anticorpi antiTNF a scopo terapeutico, sono stati subito presi in esame, ma i vari
lavori effettuati hanno portato a risultati contrastanti. Alcuni studi infatti hanno
evidenziato valori elevati, in particolare nella MC del colon e nella colite ulcerosa
severa, ma in altri non si sono viste differenze fra MICI e colon irritabile. Alcuni
AA hanno dimostrato che pazienti con alti valori di TNF, trattati con Infliximab,
hanno una scarsa risposta in particolare sulla chiusura delle fistole. In concreto il
dosaggio del TNF non sembra un test promettente sia per le grandi variazioni in-
dividuali sia per la variabilita legata alla metodica di dosaggio. Altrettanto si puo di-
re per i dosaggi di IL-1 e di IL-1ra (interleukin-1 receptor antagonist), di IL-2R (in-
terleukin-2 receptor) e di IL-8. Gli studi effettuati sulla mucosa hanno dato infor-
mazioni importanti sulle correlazioni fra le citochine, ma sul piano pratico i dosaggi
effettuati sul sangue circolante non si sono mostrati clinicamente utili sulla valuta-
zione dell’attivita. Risultati pit interessanti sono invece stati raggiunti con il do-
saggio dell'interleukina-6, che ¢ risultata elevata nella MC e non nella CU. In par-
ticolare il dosaggio dell'interleukina 6 nei pazienti con MC in fase di remissione &
in grado di predire la recidiva clinica (3); questo ¢ stato dimostrato anche nelle re-
missioni indotte da cortisone.

Fra gli altri enzimi che entrano nel metabolismo delle citochine ¢ stata stu-
diata recentemente la fosfolipasi A 2, che, oltre alla biosintesi degli eicosanoidi, re-
gola il metabolismo dei fosfolipidi di membrana. Sono stati trovati livelli elevati di
fosfolipasi A2 nelle IBD acute ed in particolare & stata trovata una ottima correla-
zione fra livello sierico e “grading” di attivita istologica nella CU. Un altro modu-
latore delle citochine studiato come marcatore dell’attivita ¢ stato il fattore di cre-
scita dell’endotelio vascolare; si & visto che il livello sierico nel sangue si alza nelle
IBD in fase acuta ed in particolare nei pazienti con MC associata a fistole .

Le molecole di adesione cellulare, espresse dagli immunociti e dalle cellule en-
doteliali ed epiteliali svolgono la propria funzione nella mucosa intestinale, ma al-
cune sono dosate nel sangue, anche se non si sa se questa quota circolante abbia una
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particolare funzione biologica. Le molecole di adesione piu studiate sono quelle
solubili intercellulari (sSICAM-1), quelle di adesione di cellule vascolari (sVCAM-
1), la sE-selectina e la sP-selectina. Le sSICAM-1 si sono dimostrate elevate nel pla-
sma di pazienti con CU e MC attive, rispetto ai pazienti in remissione e nei controlli.
Sono state trovate elevate anche nei colectomizzati con pouchite.

In concreto pero tali dosaggi sembrano abbastanza correlati con le proteine
della fase acuta e non paiono dare informazioni ulteriori. Altrettanto si puo dire
per le sVCAM-1 in cui la correlazione con lattivita clinica ¢ anche meno eviden-
te. I lavori effettuati sulle selectine hanno dato risultati contrastanti. Per la selecti-
na sP, solo un lavoro ha dimostrato una differenza fra IBD e controlli sani, mentre
per la selectina sE, risultata elevata in molte malattie, i dati forniti dalla letteratura
sono contrastanti.

Un altro enzima studiato recentemente come marcatore dell’attivita & stato
I’Elastasi contenuta nei granulociti. Misurata in un gruppo di CU e di MC si ¢ vi-
sto che i livelli sierici distinguono bene le forme iperacute da quelle in remissione,
anche se esiste una discreta sovrapposizione fra forme lievemente attive e forme in
remissione.

Fra i vari marcatori di attivita delle MICI, vanno anche ricordati i 7zarkers fe-
cali. 1 primi metodi utilizzavano il dosaggio della radioattivita fecale dopo infusio-
ne di Leucociti marcati con Indio 111. Oggi invece si & sviluppato un grande inte-
resse per il dosaggio fecale di proteine di derivazione leucocitaria. Sono quindi sta-
ti condotti studi dosando il Lisozima, la lattoferrina, I’Elastasi e lo stesso Tumor
Necrosis factor-alfa. Il “marker” piti promettente ¢ senza dubbio risultato la Cal-
protectina. Nella CU la Calprotectina fecale ¢ risultata ben correlata con I'attivita
endoscopica e clinica; inoltre nelle forme in remissione clinica il valore risulta si-
gnificativamente piu elevato rispetto ai controlli.

Nei pazienti con MICI in remissione, la Calprotectina fecale ¢ in grado di pre-
dire la recidiva nei 12 mesi successivi con una sensibilita del 90% ed una specifi-
cita del 83%.

ESAMI DI FARMACOGENETICA

La farmacogenetica ¢ un campo di grande interesse clinico, che cerca di do-
cumentare quanto gia da molti anni la clinica aveva dimostrato e che cioé qualsia-
si farmaco, anche molto efficace, risulta inefficace o gravato da effetti collaterali in
un gruppo di pazienti. Le cause piu frequenti sono legate al diverso pattern enzi-
matico in ogni individuo, per cui lo stesso farmaco somministrato a pit pazienti
produce effetti positivi o negativi diversi. Questi aspetti erano gia stati sollevati
molti anni or sono quando si cerco di valutare I'effetto terapeutico del 5ASA nei
pazienti “acetilatori lenti” rispetto a quelli con acetilazione normale.
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Recentemente ¢ stato studiato il patrimonio enzimatico di Tiopurina-methil-
transferasi e si € visto che i pazienti trattati con Azatioprina che dispongono in quan-
tita modeste di questo enzima hanno risposte meno brillanti e soprattutto hanno un
numero maggiore di effetti collaterali rispetto ai pazienti con tale attivita normale.

In conclusione gli esami di laboratorio rimangono una tappa fondamentale
nella diagnostica e nel “follow up” dei pazienti con MICI. Sono assolutamente ne-
cessari nella diagnostica di alcune complicanze extraintestinali e nella valutazione
dei “deficit” nutrizionali e di oligoelementi.

Il laboratorio mantiene un suo ruolo nella valutazione dell’attivita delle IBD;
gli esami routinariamente utilizzati nella pratica clinica quali la VES o le proteine
della fase acuta non hanno ancora trovato validi sostituti fra i molti esami propo-
sti, sia in termini di specificita e di sensibilita, sia in termini di costo. E possibile che
in un prossimo futuro siano a disposizione marcatori genetici utili sul piano della
diagnosi e della prevenzione e tests in grado di identificare pazienti con risposte
terapeutiche differenziate ai farmaci.
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