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Milano, settembre 2022 
 
 
Cari Colleghi, 
 

La diagnostica urinaria può fornire preziose informazioni in differenti contesti clinici, dalle patologie internistiche 
a quelle chirurgiche, dalla Medicina del Lavoro alla Tossicologia. Tuttavia, gli esami  su matrice urinaria sono 
spesso sottoutilizzati, sia in termini di numero di richieste che di impiego ottimale delle informazioni potenzialmente 
ottenibili da essi.  

La matrice urinaria presenta indubbi vantaggi, quali la facilità di raccolta del campione, la non invasività, la non 
necessità di pretrattamento del campione nella maggior parte dei casi; tuttavia, essa presenta indubbie criticità, 
quali la tempistica di raccolta del campione, le modalità di refertazione, la possibile adulterazione, la mancanza di 
intervalli di riferimento per numerosi analiti, la dipendenza dalla funzionalità renale o da farmaci assunti dal 
paziente. Tali criticità possono compromettere una corretta interpretazione del dato analitico, sia da parte dei 
laboratoristi che dei colleghi clinici. La comprensione dei limiti e delle potenzialità della matrice urinaria, e degli 
esami su essa eseguibili, si traduce in un miglior percorso di diagnosi e cura per il paziente. 

Biochimica Clinica ritiene utile proporre un numero monografico su questa tematica, che affronti il tema sia dal 
punto di vista del Laboratorio che da quello Clinico, al fine di favorire un utilizzo appropriato e ottimale della 
diagnostica urinaria e dell’interpretazione corretta dei risultati da essa derivati. 

I colleghi, con esperienze in corso nel campo specifico, sono quindi invitati a sottomettere i propri contributi, 
(sotto forma di Rassegne, Opinioni, Contributi originali, o Casi Clinici) per poterli condividere con la comunità 
scientifica italiana.  

I contributi inviati saranno come sempre sottoposti all’esame da parte di revisori specializzati al fine di garantirne 
l’accettabilità scientifica. 

Il termine per l’invio dei manoscritti è fissato entro Marzo 2023. 
I Guest Editors, l’Editor in Chief e la Segreteria di Redazione sono come sempre a disposizione per ogni ulteriore 
chiarimento. 
In attesa di ricevere i vostri contributi, inviamo i nostri più cordiali saluti 
 
 
 
 
 
Con i più cordiali saluti, 
 
Maria Stella Graziani       Davide Giavarina 
Editor in chief di Biochimica Clinica     Matteo Vidali 
         Guest Editors 
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Novità Editoriali

Cari Soci e Lettori,
come ormai vi è noto, da quest’anno è cessata la stampa della nostra rivista.

Tuttavia la Società ha promosso la stampa di questo numero speciale dedicato al ruolo del laboratorio nel monitoraggio 
della gravidanza e nello screening prenatale. Tale decisione nasce dalla considerazione che i numeri speciali di 
Biochimica Clinica sono andati configurandosi nel tempo come vere e proprie aggiornate monografie su specifici temi 
che il Comitato Editoriale ha considerato di particolare interesse per la nostra comunità scientifica. 

Gli articoli inclusi nei numeri monografici coprono differenti aspetti dell’argomento trattato e vedono il contributo 
fattivo di molti dei Gruppi di Studio societari; inoltre i clinici di riferimento e i ricercatori sono spesso coinvolti nella 
stesura degli articoli, garantendo quella multidisciplinarità necessaria fonte di conoscenza e di arricchimento scientifico 
e culturale.

I numeri speciali possono quindi essere considerati alla stregua di testi monotematici utili per l’informazione e la 
formazione per i professionisti della Medicina di Laboratorio sia per coloro già attivi nella professione che per i giovani 
che vi ci si affacciano; abbiamo ricevuto peraltro negli anni diverse testimonianze di questo specifico utilizzo. Questa 
caratteristica mal si concilia con la disponibilità solo on line del fascicolo: la lettura e la consultazione sono senz’altro 
più agevoli se si ha a disposizione la stampa degli stessi, con il volume sul tavolo o sullo scaffale a portata di mano. 

Questo numero speciale 2022, verrà quindi stampato e consegnato a tutti coloro che parteciperanno in presenza al 
nostro Congresso di Genova ed anche a coloro che nel corso del prossimo anno parteciperanno agli incontri formativi 
della Società, fino ad esaurimento delle copie disponibili. 

Dopo due anni difficili di vita societaria, sia dal punto di vista finanziario che a causa di faticosi rapporti inter-
personali per l’impossibilità di organizzare eventi in presenza, ci auguriamo che questa iniziativa possa incontrare il 
favore dei Soci e dei lettori di Biochimica Clinica.

Speriamo che la stampa dei fascicoli supplementari possa essere possibile anche nei prossimi anni, così da far 
diventare questo un progetto societario da mantenere nel tempo.

Con la speranza di incontrarvi numerosi al Congresso, vi inviamo i nostri auguri di buona ed interessante lettura. 

Maria Stella Graziani			                                                                                     Tommaso Trenti	
									       

EIC, Biochimica Clinica                                                                      			             Presidente SIBioC
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Il ruolo del laboratorio in gravidanza e nello screening prenatale

Andrea Mosca1, Elisabetta Torlone2, Maria Stella Graziani3

1 Dipartimento di Fisiopatologia medico-chirurgica e dei trapianti, Università degli Studi di Milano
2 Struttura Complessa Endocrinologia e Malattie Metaboliche, Azienda Ospedaliera Universitaria S. Maria della Misericordia, Perugia 
3 Sezione di Biochimica Clinica, Università degli Studi di Verona

È con vivo piacere che vi presentiamo il fascicolo monografico 2022 di Biochimica Clinica. Il volume di quest’anno 
approfondisce il tema delle analisi di Laboratorio durante il delicato periodo della gravidanza, con uno sguardo più 
ampio che abbraccia anche il tema dello screening prenatale. L’idea di dedicare una monografia a questo tema è 
nata dalla consapevolezza che la salute della donna in gravidanza, l’assistenza al parto e post-natale è una priorità 
di salute pubblica, come affermato dall’Istituto Superiore di Sanità (1) e la Medicina di Laboratorio non poteva certo 
essere assente da questo tema. 

Tuttavia, quando più di un anno fa abbiamo lanciato la proposta di questo numero monografico, sembrava che 
fosse difficile ottenere una minima “massa critica” per creare la monografia, ma i fatti ci hanno clamorosamente 
smentito, per cui ora siamo in grado di presentare un volume di 144 pagine, con 8 rassegne, 3 opinion paper, 2 
contributi scientifici e 3 casi clinici. Ringraziamo quindi di cuore tutti gli autori che hanno voluto condividere con la 
nostra comunità professionale i loro contributi. 

Apre il volume la rassegna di Padoan et al. (2) che prende in esame, dopo una breve disamina dei principali 
cambiamenti fisiologici materni durante la gravidanza, i principali esami di laboratorio da richiedere, sia per 
stabilire l’inizio della gravidanza, che per seguirne il decorso in donne a basso rischio di sviluppare malattie note. 
Vengono brevemente discussi gli esami per la determinazione dell’emogruppo e dell’antigene eritrocitario Rh, e 
l’emocromocitometrico; la rassegna include gli intervalli di riferimento, ricavati dalla letteratura ad oggi disponibile, dei 
principali esami per monitorare la gravidanza fisiologica, declinati per trimestre di gravidanza.

A seguire, il contributo di Lorubbio et al. (3) che descrive con maggiori dettagli i cambiamenti fisiologici 
dell’ematopoiesi; una parte importante della rassegna esamina alcune patologie associate alla gravidanza caratterizzate 
da modificazioni dei parametri ematologici (anemie e trombocitopenie). 

La rassegna di Ceccobelli et al. (4) pone l’attenzione su un argomento caldo ed emergente negli ultimi anni, ovvero 
il percorso di procreazione assistita. Nel testo vengono pertanto valutati sia gli esami di laboratorio fondamentali per 
la definizione dell’eventuale quadro di infertilità, che i parametri ematochimici da valutare per il monitoraggio della 
stimolazione ovarica in combinazione con le tecniche strumentali ecografiche.

Durante la gravidanza i reni aumentano significativamente di dimensioni, per poi diminuire progressivamente nei 
6 mesi successivi al parto. Ovviamente, accanto alle modifiche anatomiche, si assiste anche a modifiche funzionali, 
e quindi la gestione della funzionalità renale in gravidanza è un altro argomento di grande interesse. La rassegna di 
Berardi et al. (5) copre questa tematica trattando dei cambiamenti della filtrazione glomerulare, della creatinina e della 
sua clearance, della cistatina-C, della proteinuria ed albuminuria. Il lavoro si conclude con una precisa e rilevante 
valutazione della gestione della malattia renale cronica in gravidanza, che richiede un monitoraggio attento da parte 
di un gruppo multidisciplinare per minimizzare il rischio di eventi avversi.

I due successivi contributi riguardano il sistema coagulativo e le sue modificazioni durante la gravidanza quando 
si riscontra un aumento dell’attività della maggior parte dei fattori pro-coagulanti, una diminuzione dell’attività di alcuni 
inibitori fisiologici ed una diminuzione dell’attività fibrinolitica, che determinano nel loro insieme una condizione di 
ipercoagulabilità. Pertanto l’interpretazione degli esami relativi all’emostasi in gravidanza va effettuata utilizzando 
specifici intervalli di riferimento, come ben documentato dalla rassegna di Morelli et al. (6). Il documento è ricco di 
informazioni, a partire da quelle relative alle piastrine, ai classici esami di screening (PT, APTT, fibrinogeno, anti-
trombina e D-dimero), ed ai vari altri componenti ad attività anti- o pro-coagulante, per i quali sono tabulati i relativi 
valori di riferimento per i tre trimestri di gravidanza. Un cenno viene anche dedicato agli esami in grado di valutare 
globalmente lo sbilanciamento emostatico in gravidanza, con particolare attenzione alla viscoelastometria, ed infine 
particolari suggerimenti vengono dati per i casi di sospetta trombofilia primaria.
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Il D-dimero è un marcatore fondamentale per la diagnosi di esclusione dei processi tromboembolici localizzati 
o sistemici, ma il suo impiego in gravidanza è controverso e spesso causa di falsi negativi. Il contributo di Carta et
al. (7) riporta l’opinione del gruppo di studio SIBioC Emostasi e Trombosi su questi aspetti, presentando i risultati di
alcuni importanti e recenti studi clinici che indicherebbero come il D-dimero sia potenzialmente in grado di escludere
la diagnosi di embolia polmonare nelle gestanti a basso rischio, soprattutto nel primo trimestre di gravidanza, pur
essendo prematuro al momento individuare uno specifico valore decisionale.

Abbiamo poi un ulteriore contributo di Carta et al. (8), sotto forma di Opinione, che fa il punto sul diabete gestazionale, 
cioè su quella condizione di alterata tolleranza al glucosio che si manifesta per la prima volta in gravidanza e che poi, 
dopo il parto, può regredire o, come purtroppo succede in oltre il 60 % dei casi, evolvere a diabete franco. Il lavoro 
descrive il percorso diagnostico condiviso con le società di diabetologia in Italia riportando le relative raccomandazioni, 
e tratta con grande attenzione i fattori pre-analitici critici per una misura corretta della glicemia plasmatica, portando 
anche dati sperimentali originali. 

La tematica dello screening prenatale per i difetti genetici congeniti ed ereditari viene trattata con due contributi, uno 
di tipo tecnico ed uno che tocca argomenti di tipo etico. Lo screening neonatale delle principali anomalie cromosomiche 
ci viene presentato da Sauro et al. (9), che riportano, sotto forma di contributo originale, una esperienza personale 
condotta nella Regione Piemonte. Il lavoro presenta evidenze circa i vantaggi del “test prenatale non invasivo” che 
pur possedendo adeguate caratteristiche di adeguatezza diagnostica, evita i rischi per madre e nascituro derivati dai 
test invasivi.

Per quanto riguarda invece gli aspetti etici, la rassegna di Naclerio et al. (10) esamina in dettaglio i problemi 
derivanti dalle tecniche più innovative in biologia molecolare che le coppie alla ricerca di indicazioni per orientare al 
meglio le loro scelte, affrontano con ansia e aspettative. La rassegna indica nella necessità di consulenza genetica 
pre- e post-test l’elemento essenziale per affrontare al meglio le importanti questioni etiche che le tecnologie avanzate 
possono originare. 

Il lavoro di Sturgeon et al. (11) fa il punto sullo stato dell’arte delle metodiche di laboratorio più utilizzate per il 
monitoraggio delle anomalie cromosomiche in gravidanza, prodotto in base a dati di Valutazioni Esterne di Qualità 
raccolti dallo UK NEQAS. Il centro scozzese ha una esperienza di oltre 40 anni nell’argomento ed il lavoro presenta 
bene la variabilità dei singoli risultati, che conviene esprimere in termini di multipli delle mediane. Il lavoro descrive 
inoltre come lo schema di VEQ da loro implementato permetta la valutazione dei rischi di esiti negativi delle gravidanze 
(ad esempio per la possibilità di nascita di neonati con sindrome di Down), calcolati da specifici algoritmi sulla base 
dei risultati analitici.

Tra le nuove frontiere di ricerca con piacere abbiamo ricevuto il contributo di Franzago et al. (12) che apre la 
discussione sulla nutrigenomica e l’epigenetica in gravidanza. L’ambiente uterino è “la culla” in cui si sviluppa il 
bambino ed oggi possiamo cercare di intervenire quanto più precocemente, con la medicina di precisione, per ridurre 
l’impatto che le cosiddette malattie non trasmissibili stanno avendo sulla nostra società. È questo un argomento 
estremamente attuale ed interessante e rappresenta un esempio pratico di medicina traslazionale. 

Segue una rassegna di Anais Serati che si è occupata sperimentalmente dei fenomeni di autofagia placentare, 
un meccanismo legato ai lisosomi che è in grado di causare la degradazione di componenti cellulari e sub-cellulari 
superflui o danneggiati al fine di mantenere l’omeostasi cellulare (13). L’autrice descrive il ruolo di questi processi 
nel corso di gravidanze di donne obese o con diabete gestazionale, portando anche evidenze su modelli murini. Ne 
consegue che seguire l’entità e le modalità di questi processi potrebbe essere interessante per poter provvedere con 
adeguati interventi dietetici e/o farmacologici al miglioramento dell’autofagia in condizioni non fisiologiche.  Il contributo 
invita il lettore a seguire l’evolversi di possibili nuovi biomarcatori, anche di tipo epigenetico, per lo studio di questi 
fenomeni. 

Nella monografia è poi inserita una opinione che di questi tempi non poteva certo mancare alla raccolta, che ci 
descrive come valutare l’impatto del COVID-19 in gravidanza. Montagnana et al. (14), come sempre ben documentati 
sull’argomento, ci dimostrano che l’infezione da SARS-CoV-2 in gravidanza può avere gravi conseguenze materno-
fetali, soprattutto in donne che non siano state vaccinate, o che abbiano risposto debolmente alla vaccinazione. 
Gli Autori dimostrano anche che le cinetiche degli anticorpi anti-SARS-CoV-2 nelle donne in gravidanza sono 
sostanzialmente simili a quelle delle donne non in gravidanza, anche se i livelli degli anticorpi sono lievemente inferiori, 
suggerendoci quindi che il monitoraggio dei livelli di tali anticorpi potrebbe essere utile per effettuare un booster di 
vaccino se si dovessero abbassare eccessivamente.

Chiudono il volume tre casi clinici su alcune interessanti e complicate storie cliniche.
Il primo lavoro di Baldelli et al. (15) descrive il caso di una signora di 39 anni in gravidanza, trattata regolarmente 

con venlafaxina per depressione preesistente alla gravidanza. Gli Autori hanno misurato i livelli del farmaco nel plasma 
e nel latte materno, e nel plasma del neonato ad intervalli regolari fino ad un anno dopo la nascita, dimostrando che la 
caratterizzazione dei profili farmacocinetici e di sicurezza della venlafaxina durante la gravidanza e l’allattamento può 
contribuire alla scelta consapevole di non precludere la possibilità di allattamento al seno alle donne in trattamento 
farmacologico, predisponendo al contempo un attento monitoraggio del neonato epermettendo inoltre un aggiustamento 
della dose terapeutica nel caso di eventuali sotto-dosaggi.

Il secondo caso clinico, illustrato da Marinaro et al. (16), riguarda una giovane donna con co-infezione HIV/HCV per 
trasmissione verticale, sottoposta a complesso trattamento farmacologico e successivamente entrata in gravidanza. 
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Data la riscontrata scarsa compliance, è stato pianificato un monitoraggio terapeutico dei farmaci a cadenza mensile. I 
risultati ottenuti provano l’importanza del monitoraggio terapeutico dei farmaci in pazienti con infezione di lunga durata, 
in trattamento con regimi terapeutici complessi e con gravi problemi di aderenza. Il regolare monitoraggio terapeutico 
di laboratorio consente di garantire al contempo lo stato di salute della madre e il benessere del neonato.

Il terzo, descritto da Pepe et al. (17), riporta il caso di una signora di 44 anni che stava preparandosi per una seconda 
gravidanza mediante procreazione medicalmente assistita. Le indagini immuno-ematologiche hanno dimostrato la 
presenza di alloanticorpi anti-C ed anti-D, e l’uso di una tecnica manuale ha permesso di dimostrare anche la presenza 
di anti-G che è stata utile per preparare la profilassi RhD in caso si sviluppasse l’anemia emolitica da fattore Rh.

Siamo fiduciosi che la lettura e la consultazione di questa monografia ricca di esperienze diverse e stimolanti, nella 
quale sono presenti contributi redatti non solo da professionisti di laboratorio, ma anche da clinici di rilievo (ginecologi, 
diabetologi) e da ricercatori possano essere di interesse per i lettori di Biochimica Clinica.

Buona lettura.
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ABSTRACT

Laboratory tests to monitoring physiological pregnancy.
A series of profound physiological changes happen during pregnancy in women body, mainly to facilitate the proper 
growth and development of the embryo and fetus. These changes include any organ and system in the body, causing 
hormonal and metabolic modifications and plasma volume increase. In the clinical laboratory the measurement 
of several biological constituents simultaneously is possible  and, hence, laboratory tests play an essential role in 
monitoring physiological pregnancy as well as in detecting pathological alterations when present. Further, the 
assessment of laboratory parameters during pregnancy is considered as part of the routine examination for pregnant 
women, and it is included in National and International antenatal care programs. For this purpose, antenatal screening 
programs usually include complete blood count, blood group and antibody screen as well as urine evaluation and 
measurement of glycemic conditions. Syphilis, HIV and Hepatitis are also usually evaluated to prevent transmission 
to the newborn. Appropriate pregnancy reference intervals are also needed to help clinicians to interpret correctly 
laboratory results in pregnant women.

Parole chiave: gravidanza, intervalli di riferimento, medicina di laboratorio 
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INTRODUZIONE

La gravidanza rappresenta un periodo della vita della 
donna in cui avvengono dei profondi cambiamenti nella 
fisiologia dell’organismo, e dei processi di adattamento 
del corpo, al fine di permettere la crescita del nascituro. La 
gravidanza fisiologica è da considerarsi una condizione 
di salute e non di malattia (1), e gli esami di medicina 
di laboratorio offrono un supporto essenziale per il 
monitoraggio dei processi di adattamento dell’organismo 
materno. E’ proprio per questi continui cambiamenti 
nell’ambito della fisiologia, che la corretta interpretazione 
degli esami di laboratorio risulta più complicata, anche 
in relazione ad intervalli di riferimento che variano nei 
diversi trimestri, al fine di non incorrere in diagnosi 
scorrette. Inoltre, è fondamentale non trascurare che, 

quando una donna in gravidanza deve effettuare dei 
trattamenti clinici, la cura, oltre che beneficiare la madre, 
non arrechi danni al feto. 

CAMBIAMENTI FISIOLOGICI MATERNI 
DURANTE LA GRAVIDANZA

La gravidanza umana ha una durata media di 280 
giorni, ossia 40 settimane e, secondo le maggiori società 
scientifiche ha inizio il primo giorno dell’ultimo periodo 
di mestruazione (2-4). Dal punto di vista fisiologico, la 
gravidanza viene suddivisa in trimestri: 0-13 settimane, 
14-26 settimane, 27-40 settimane (5). Durante il primo
trimestre e fino alla 10a settimana di età gestazionale,
il prodotto del concepimento è definito embrione,
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successivamente si definisce feto. E’ in questo periodo 
che l’embrione sviluppa i principali organi ed apparati. 
Durante il secondo trimestre, il feto cresce rapidamente, 
sia in senso iperplastico che ipertrofico, mentre nell’ultimo 
trimestre prevale la maturazione d’organo e la crescita 
ponderale (5). L’ultimo intervallo di tempo, dalla 37a alla 
42a settimana, è considerato spesso un periodo a sé 
stante e differenziato rispetto al 3° trimestre, e include 
il termine della gravidanza, quindi il travaglio e il parto. 

I cambiamenti fisiologici che avvengono nel corso 
della gravidanza sono sia generali che organo specifici; 
risultano inoltre di supporto e protezione fetale, 
preparando la madre al momento del parto. Le modifiche 
fisiologiche all’organismo si possono suddividere 
in precoci e tardive. Durante i primi giorni dopo il 
concepimento, prevale l’azione del sistema endocrino e 
del metabolismo, mediato dall’azione di ormoni specifici, 
tra cui la gonadotropina corionica umana, il progesterone 
e gli estrogeni. Vi è un aumento della secrezione di 
insulina e pertanto il valore del glucosio a digiuno può 
ridursi fino al 10-20%. Sempre nel primo periodo di 
gravidanza, l’utero aumenta di dimensioni, a seguito di 
un importante incremento della vascolarizzazione. Il 
sistema cardiovascolare, il sistema nervoso, il fegato e 
i reni iniziano una serie di modificazioni che coinvolgono 
funzionalità e dimensioni. Ad esempio, la frequenza 
cardiaca subisce un aumento significativo del 17% in 
più rispetto alle non gestanti a partire dalla 5a fino alla 
32a settimana. Questa variazione è responsabile di un 
incremento della gittata cardiaca del 34-48% alla 12a 

settimana e del 43-48% alla 24a settimana (6). 
Durante la gravidanza, i reni materni aumentano 

di dimensione. Questa variazione, che è dovuta molto 
probabilmente dall’aumento della vascolarizzazione 
renale (6), consente un maggior afflusso di sangue ai reni 
e di conseguenza la velocità di filtrazione glomerulare 
(GFR) aumenta fino al 50% alla fine del primo trimestre, 
con picchi di GFR che raggiungono i 180 mL/min. La GFR 
rimane a questi livelli fino alla fine della 36a settimana 
di gestazione, a seguito della quale inizia a diminuire 
lentamente (7). L’aumento della GFR comporta una 
riduzione dei livelli di urea e di creatinina nel sangue e 
un aumento della produzione di proteine urinarie fino a 
0,26 g/24h, se confrontati con donne fuori gravidanza. Il 
riscontro di una minima quantità di glucosio nelle urine 
(glicosuria) non è da considerarsi patologico, e può essere 
dovuto all’aumento della GFR in associazione ad un 
ridotto riassorbimento tubulare. Pertanto, lo screening del 
diabete gestazionale attraverso l’analisi della glicosuria 
è inappropriato in gravidanza, in quanto inaffidabile. 
Tuttavia, l’aumento del glucosio nelle urine porta ad un 
maggior rischio di infezioni, talvolta asintomatiche, che 
devono essere trattate una volta individuate. Infine, 
l’aumento della filtrazione glomerulare non comporta un 
cambiamento marcato degli elettroliti (7). 

Il fegato non subisce variazioni significative per 
dimensioni e funzioni, così come rimane inalterato il 
flusso sanguigno nel corso della gravidanza (8). Tuttavia, 
con il passare delle settimane, la sintesi, la produzione 
ed il metabolismo di metaboliti, lipidi, ormoni e altre 
molecole, subisce variazioni significative. Ad esempio, i 

valori di colesterolo totale e HDL, lipoproteina(a), lattato 
deidrogenasi, aumentano nel secondo e terzo trimestre 
(9), così come il valore della fosfatasi alcalina  (che 
incrementa principalmente per produzione placentare) 
e della creatina chinasi. Differentemente, i valori della 
gamma-glutamil transferasi e delle transaminasi non 
subiscono cambiamenti significativi, ma possono 
crescere subito dopo il parto, in risposta al travaglio o 
all’eventuale parto cesareo. Durante la gravidanza, 
inoltre, il livello dell’albumina sierica diminuisce, mentre 
la bilirubina non cambia significativamente (9). 

Diversi parametri del sangue relativi dell’emostasi 
subiscono cambiamenti importanti, e si può osservare un 
aumento significativo dei fattori della coagulazione quali il 
fibrinogeno, il fattore VII, VIII, IX, X, XII e von Willebrand; 
al contrario il fattore II e V non subiscono cambiamenti, 
mentre la protrombina e la proteina S diminuiscono. 
Come conseguenza, il tempo di protrombina (PT) e il 
tempo in secondi di tromboplastina parziale attivato 
(aPTT) si riducono (10-12). Pertanto, la gravidanza può 
essere considerata uno stato fisiologico “pro-trombotico”. 

Sono numerosi i cambiamenti che si realizzano anche 
a livello della tiroide, quali in primis l’aumento  di volume 
della ghiandola: pertanto la valutazione della funzionalità 
tiroidea può risultare non immediatamente necessaria, 
anche se rappresenta un importante problema a causa di 
una prevalenza di disfunzionalità che Italia, può variare dal 
2 al 4% (13). Durante il primo trimestre la gonadotropina 
corionica umana (hCG), che condivide similarità 
strutturali molecolari con la tireotropina (TSH), è in grado 
di esercitare una stimolazione sul recettore dell’ormone 
TSH, portando ad un aumento, seppur transiente, 
della tiroxina libera (T4). Questo aumento transiente di 
triiodotironina (T3) e T4, a causa del feedback regolativo 
sul TSH, causa una diminuzione della produzione del 
TSH stesso tra l’8a e la 14a settimana, accompagnata, 
tuttavia, da livelli di T4 che rimangono comunque elevati, 
eccedendo i livelli di riferimento normali. Sebbene queste 
variazioni siano di per sè di scarsa rilevanza clinica, nel 
caso di altre situazioni patologiche che inducono un 
aumento di hCG, quest’ultimo può portare a un esagerato 
aumento di T4 e ad una tireotossicosi transiente (6,8). 
La progressione nel secondo e terzo trimestre, invece, 
porta spesso ad una diminuzione della concentrazione di 
T3 e T4, sebbene l’entità di questa variazione sia molto 
più rilevante nelle aree geografiche con documentata 
carenza di iodio. In quest’ambito risulta anche importante 
che gli intervalli di riferimento siano definiti o verificati 
da ogni laboratorio (13,14) in quanto variazioni anche 
lievi della funzionalità tiroidea possono portare a rischio 
di complicanze materno infantili quali parto prematuro 
e ritardo nella crescita uterina (in caso di valori di TSH 
leggermente aumentati) oppure rischio di disordini dovuti 
all’ipertensione (valori di TSH leggermente diminuiti) (13). 
Infine, in presenza di ipotiroidismo subclinico dovrebbe 
essere determinata la presenza di autoanticorpi diretti 
contro la tireoperossidasi, per escludere una natura 
autoimmune della tiroidite (15). In ogni caso, una 
riduzione del TSH al di sotto di 0,2 mIU/L può orientare 
il ginecologo ad una serie di accertamenti anticorpali, 
che possono portare all’inizio di una terapia specifica, in 
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accordo con il collega endocrinologo.
In aggiunta alle variazioni appena descritte, numerosi 

altri costituenti biochimici ed ematologici e metaboliti 
subiscono cambiamenti significativi nei diversi trimestri di 
gravidanza.

DETERMINAZIONE DELL’INIZIO DELLA 
GRAVIDANZA

La determinazione dell’inizio della gravidanza 
si basa su esami fisici e di laboratorio. Solitamente, 
l’esame per confermare o escludere la gravidanza 
utilizza la matrice urinaria. Questi esami sono stati 
introdotti nel 1976 per permettere alle donne la auto-
determinazione dell’inizio della gestazione nella “privacy 
e nel comfort della propria casa”, sebbene le tracce 
storiche raccontino di test di gravidanza sulle urine già 
nell’antico Egitto oltre 3 000 anni fa (16). Questi esami 
sono basati sulla determinazione dell’ormone hCG, 
sintetizzato principalmente dal sinciziotrofoblasto, già dai 
primi giorni dopo il concepimento, che fisiologicamente 
stimola la produzione di progesterone e il mantenimento 
del corpo luteo, prevenendo la mestruazione. Il modello 
convenzionale della produzione dell’hCG durante la 
gravidanza fisiologica mostra un rapido aumento da 
3 settimane dopo l’ultima mestruazione fino al primo 
trimestre, duplicando di livello ogni 40-48 ore nelle prime 
otto settimane; il picco di hCG solitamente si osserva 
circa 10 settimane dopo l’inizio della gestazione (17). 
Mentre il 97,5° percentile di hCG delle donne non in 
gravidanza è di circa 3,0 IU/L, questo può essere rilevato 
già circa 8 giorni dopo il concepimento, arrivando, tra il 
9° e il 10° giorno, a livelli determinabili di circa 10 IU/L 
(17,18). Alcuni studi hanno dimostrato come sia possibile 
calcolare gli intervalli di riferimento di hCG per ciascun 
giorno di gravidanza se la data di inizio gestazione è 
calcolata dalla data di ovulazione (mentre la stima risulta 
essere meno attendibile quando l’inizio della gestazione è 
calcolato utilizzando la data dell’ultima mestruazione) (17). 

Durante la gravidanza, in aggiunta alla molecola 
intatta di hCG (237 aminoacidi), vengono prodotte molte 
altre isoforme di hCG, tra cui la subunità β libera (hCGβ) 
e la subunità α libera (hCGα) (biologicamente inattiva) e 
il frammento β-core (hCGβcf) (18). Il hCGβcf rappresenta 
la forma principalmente determinabile nelle urine circa 
dopo 5 settimane dal concepimento (18). 

Nelle urine, la comparsa e l’aumento di hCG segue 
uno schema molto simile a quello osservato nella 
circolazione materna. Come riportato poco sopra, il 
limite superiore dell’intervallo di riferimento per hCG 
nelle donne non in gravidanza è di circa 3,0 IU/L se di 
età <50 anni e di circa 5,4 IU/L in età >50 anni (18).  I 
test per l’auto-determinazione dell’inizio della gestazione 
presentano diversa sensibilità analitica. Questa può 
essere dovuta alle limitazioni del metodo analitico e alla 
diversa capacità di riconoscere le varianti della hCG; la 
sensibilità oscilla da 12 a 50 IU/L nei diversi saggi (19). 
Inoltre, diversi test commerciali non identificano le forme 
iper-glicosilate della hCG, le quali rappresentano una 
quantità consistente dell’ormone nelle urine nelle prime 
fasi della gravidanza, generando ulteriore variabilità 

nelle caratteristiche analitiche di questi test (20). Infine, 
negli ultimi anni i produttori di test di gravidanza hanno 
progressivamente ridotto il periodo indicato trascorso 
dall’ultima mestruazione. In uno studio di Cole et al., che 
ha valutato una serie di test per l’auto-determinazione 
della gravidanza nelle urine, è stato calcolato che questi 
dovrebbero avere un limite di rilevabilità pari a 12,4 IU/L per 
diagnosticare correttamente il 95% delle gravidanze da 28 
a 30 giorni dalla data dell’ultima mestruazione, sebbene 
non tutti i dispositivi disponibili possano raggiungere 
queste prestazioni (21). Una recente linea guida per la 
validazione dei test per la auto-determinazione della 
gravidanza ha introdotto diversi requisiti di validazione, 
inclusa la dimostrazione, mediante studi clinici, della 
capacità del test di determinare uno stato precoce di 
gestazione (22).

ESAMI DI LABORATORIO RICHIESTI DURANTE 
LA GRAVIDANZA

Gli scopi principali dei programmi assistenziali alla 
gravidanza ed al percorso nascita sono la prevenzione 
dei rischi per la madre, per il feto e per il neonato. A questi 
scopi, esistono diverse raccomandazioni ed indicazioni 
della letteratura circa l’appropriatezza prescrittiva degli 
esami di laboratorio. 

Tra i riferimenti più accreditati troviamo: le  linee 
guida/raccomandazioni per la gravidanza fisiologica del 
Ministero della Salute Italiano (1), dell’ Organizzazione 
Mondiale della Sanità (5), dell’ American Academy of 
Pediatrics e l’American College of Obstetricians and 
Gynecologists (23), e del National Institute for Health 
and Care Excellence, (NICE) (24). Tuttavia, le diverse 
linee guida presentano alcune differenze, esplicitate nella 
Tabella 1.

Alcune considerazioni possono essere ulteriormente 
aggiunte rispetto alla Tabella 1. La determinazione 
sierologica di immunoglobuline specifiche anti-
citomegalovirus (CMV) ed anti-toxoplasma non è 
raccomandata da tutte le linee guida, se non in pazienti 
ad alto rischio, poiché le evidenze di letteratura disponibili 
non ne supportano pienamente l’uso nello screening 
(1,23,24). Analogamente, la determinazione della 
gonorrea è spesso raccomandata dalle linee guida solo 
nelle donne ad alto rischio (1). Un altro esame spesso 
richiesto è quello dell’omocisteina, per monitorarne 
l’accumulo, che può avvenire soprattutto per carenza di 
vitamina B12 e folati e può aumentare il rischio di parto 
pretermine, e basso peso alla nascita (26). 

Determinazione dell’emogruppo e dell’antigene 
eritrocitario Rh

La determinazione dell’emogruppo e dell’antigene 
Rh, così come il test per la presenza di anticorpi IgG 
contro antigeni degli eritrociti (test di Coombs indiretto) 
è consigliata durante la prima visita post-concepimento. 
Il test di Coombs indiretto rileva la presenza di anticorpi 
circolanti contro le emazie. In particolare, il test è in grado 
di rilevare anticorpi anti Rh presenti nel sangue materno: 
la presenza di anticorpi di classe IgG materni contro le 
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emazie comporta conseguenze gravi per il feto come la 
malattia emolitica del neonato (MEN). 

Il fattore Rh è una proteina presente sulla superficie 
dei globuli rossi in circa il 15% della popolazione, 
composta quindi da individui con fenotipo Rh+; il restante 
85% non presenta tale antigene e viene definito Rh-. 
Il tipo di antigene/i Rh nella membrana delle emazie 
(antigeni C, D ed E, principalmente) determina il 
fenotipo Rh. Tuttavia, la proteina più frequente è Rh-D 
ed è pertanto anche la più considerata nei processi di 
alloimmunizzazione eritrocitaria materna. Sono state 

comunque descritte delle varianti del fenotipo D, come la 
DU o D debole (27).  

Poiché il fattore Rh viene ereditato in modo 
dominante, nel caso la madre sia Rh-negativo e il 
padre Rh-positivo, il feto avrà fenotipo Rh-positivo, 
potrà realizzarsi una risposta immunitaria materna 
contro gli eritrociti fetali. Tuttavia, questo nella maggior 
parte dei casi non avviene, poiché i soggetti con Rh-
negativo non presentano anticorpi anti-Rh. In alcune 
condizioni specifiche, studi hanno dimostrato che circa 
il 15% delle donne può immunizzarsi dopo l’esposizione 

Tabella 1
Esami di laboratorio raccomandati dalle diverse line guida/raccomandazioni per le donne in gravidanza a basso rischio di 
sviluppare malattie note

Periodo della gravidanza 
in cui è suggerito 
l’esame*

Condizione clinica Esame di Laboratorio suggerito Linee guida che 
raccomandano l’esame 
nel periodo indicato

I trimestre Malattia emolitica del neonato 
(MEN)

Determinazione dell’emogruppo, 
del fattore Rh (D) e test di 
Coombs indiretto

A, B, C, D

I trimestre Sindrome di Down e 
aneuploidie

Test combinato [hCG, proteina 
plasmatica A (PAPP-A)]

D

I e III trimestre se 
necessario

Anemia ed esami per 
l’identificazione delle 
emoglobinopatie

Emocromo, ed elettroforesi 
capillare o in HPLC per le 
emoglobinopatie

A, B, C, D

I trimestre Infezioni asintomatiche del 
tratto urinario

Esame coltura urinaria A, B, C, D

I trimestre Rosolia e Toxoplasmosi Rosolia (Rubeotest IgG e IgM), 
analisi sierologica 
per Toxoplasmosi

C (solo Rosolia), D

I trimestre Sifilide Test non specifici (VDRL/RPR) 
o ricerca di immunoglobuline

A, B, C, D

I trimestre Infezioni virali trasmissibili al 
neonato

Screening HIV, Epatite B ed 
Epatite C.

A (solo HIV e HBV), B 
(solo HIV e HBV), C, D 
(solo HIV e HBV)

I trimestre Iperglicemia Glucosio plasmatico a digiuno A seconda dei fattori 
di rischio e della 
disponibilità di valori 
pre-concepimento

I trimestre Infezione da Chlamydia 
trachomatis

Analisi molecolare su tampone 
vaginale

A, C (per le donne con 
età < 30 anni), D (per le 
donne ad elevato rischio)

II trimestre o 
III trimestre (24-28 
settimane)

Diabete gestazionale Curva da carico 75g 
(OGTT 75 g)

A, B (nelle donne ad alto 
rischio), C, D

III trimestre Infezione neonatale severa da 
Streptococcus agalactiae

Tampone vagino-rettale e 
ricerca di Streptococco gruppo 
B su terreno di coltura selettivo

A, C, D.

A, Linea guida per l’assistenza perinatale, American Academy of Pediatrics and the American College of Obstetricians and 
Gynecologists, 7th edition, USA (23); B, National Institute for Health and Care Excellence, NICE, UK (24); C, Clinical Practice 
Guidelines, Pregnancy Care, Australian Government, Department of Health, Consensus based recommendations (25);  
D, Linea guida sulla gravidanza fisiologica, aggiornamento del 2011, Ministero della Salute (1); 
HPLC, cromatografia liquida ad alte prestazioni; VDRL, venereal disease research laboratory; RDR, test rapido del reagente 
plasmatico; HIV, virus dell’immunodeficienza umana; HBV, virus dell’epatite B; OGTT, test orale di tolleranza al glucosio; 
*Il periodo raccomandato può non essere riportato in tutte le line guida/raccomandazioni o può variare tra le diverse line guida.
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(probabilmente durante il parto) con emazie del feto Rh+. 
Altre condizioni, quali trasfusioni di sangue, e prelievo 
dei villi coriali o amniocentesi, possono ugualmente 
portare allo sviluppo di anticorpi anti Rh. Per evitare 
queste situazioni, le donne Rh-negativo con figlio Rh-
positivo vengono sottoposte ad immunoprofilassi per 
evitare lo sviluppo di anticorpi anti-Rh (15) prevenendo 
l’immunizzazione materna quasi nel 99% dei casi tramite 
immunoglobuline anti-D, ricavate dal siero di soggetti con 
anticorpi anti-Rh e iniettato alle donne Rh negative dopo 
una possibile esposizione al fattore Rh positivo.

Esame emocromocitometrico

L’esame emocromocitometrico è importante in 
gravidanza per valutare la presenza di eventuali alterazioni 
delle componenti cellulari del tessuto sanguigno ed 
eventualmente intervenire tempestivamente. Tuttavia, 
per una corretta interpretazione dei risultati, si deve 
considerare che i valori di riferimento dei parametri 
dell’emocromo variano durante il periodo di gestazione. 
Durante la gravidanza, infatti, il volume di plasma aumenta; 
al contempo, l’eritropoiesi non è in grado di contrastarne 
l’aumento con un incremento coerente del numero degli 
eritrociti. Dalla 6a settimana di gravidanza si osserva 
anche un aumento del volume dei globuli rossi, a causa 
dell’iperplasia eritroide. Tali modificazioni comportano 
una diminuzione dell’ematocrito e dell’emoglobina 
(Hb). Per esempio, la concentrazione media di Hb al 
termine della gravidanza è circa 126 g/L, rispetto al valore di  
133 g/L nelle donne non in gravidanza (28). Questo 
aspetto, definito talvolta anemia fisiologica della 
gravidanza, non rappresenta una condizione patologica, 
mentre valori di Hb <110 g/L (o molto elevati) devono 
essere considerati patologici ed attentamente valutati. In 
una meta-analisi, è stato rilevato che livelli di Hb <90 g/L, 

100 g/L e 110 g/L si associano con il rischio di gravidanza 
pretermine del 72% [Odds Ratio (OR): 1,2; Intervallo di 
confidenza al 95% (95%IC): 1,30-2,26]; 33% (OR: 1,33; 
95%IC: 1,17-1,52), e 10% (OR: 1,10; 95%IC: 1,02-1,29), 
rispettivamente (29). L’anemia sideropenica è la più 
frequente in gravidanza e spesso la determinazione 
della ferritina viene utilizzata per indagare la carenza di 
ferro. Tuttavia, è da considerare che anche l’intervallo dei 
valori di ferritina può variare considerevolmente durante 
la gravidanza (30). 

L’esame emocromocitometrico è utile anche 
per effettuare una valutazione delle emazie, dei 
leucociti, delle piastrine, e dell’ematocrito. Gli indici 
eritrocitari quali il volume corpuscolare medio (MCV), 
il contenuto emoglobinico corpuscolare medio (MCH) 
e la concentrazione emoglobinica corpuscolare media 
(MCHC) variano durante la gravidanza, specialmente 
durante il primo trimestre (31). In caso di alterazioni 
significative di MCV e di alterazioni morfologiche 
degli eritrociti si deve procedere alla valutazione 
dell’assetto emoglobinico, per verificare la presenza 
di emoglobinopatie (15). I valori di leucociti possono 
aumentare, e una lieve leucocitosi può essere 
considerata normale durante la gravidanza. Una 
condizione benigna che si realizza durante il terzo 
trimestre è la piastrinopenia da gravidanza (piastrine 
<100 x 109/L) (10).

Intervalli di riferimento dei principali esami 
utilizzati nel monitoraggio della gravidanza 
fisiologica

Le consistenti variazioni fisiologiche della gravidanza 
richiedono l’utilizzo di intervalli di riferimento specifici, 
suddivisi in diversi periodi o trimestri. La Tabella 2 
riassume gli intervalli di riferimento di alcuni degli esami 

Tabella 2 
Intervalli di riferimento di alcuni degli esami di laboratorio più utilizzati nel monitoraggio della gravidanza fisiologica

Misurando (abbreviazione), unità di misura Settimane di gestazione Intervallo di riferimento

Gonadotropina corionica umana (hCG), U/L <6 226-32 660

6-8 10 622-161 144

8-10 45 180-200 000

10-12 36 706-171 645

>12 22 314-143 568

Conta eritrocitaria (RBC), 1012/L <12 3,42-4,55

12-26 2,81-4,49

27-40 2,71-4,43

Volume Corpuscolare Medio (MCV), fL <12 81-96

12-26 82-97

27-40 81-99

Contenuto emoglobinico corpuscolare 
medio (MCH), fmol

<12 30-32

12-26 30-33

27-40 29-32
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Misurando (abbreviazione), unità di misura Settimane di gestazione di interesse Intervallo di riferimento

Ematocrito (HT), L/L <12 0,31-0,41

12-26 0,30-0,39

27-40 0,28-0,40

Emoglobina (Hb), g/L <12 116-139

12-26 97-148

27-40 95-150

Leucociti (WBC), 109/L <12 5,7-13,6

12-26 5,6-14,8

27-40 5,9-16,9

Piastrine (PLT), 109/L <12 174-391

12-26 155-409

27-40 146-429

Ormone tireostimolante (TSH), mIU/L < 6 0,68-5,29

6-8 0,35-4,05

8-10 0,10-4,14

10-12 0,08-5,76

>12 0,37-7,41

Triiodotironina libera (T3), pmol/L < 6 3,6-6,2

6-8 3,7-6,0

8-10 3,5-5,6

10-12 3,8-5,4

>12 3,7-5,2

Tiroxina libera (T4), pmol/L <6 11-17

6-8 11-19

8-10 11-18

10-12 11-18

>12 11-17

Ferritina, mg/L < 6 13-141

6-8 17-146

8-10 14-149

10-12 12-161

>12 9-109

Ferro, mmol/L <6 5-26

6-8 7-30

8-10 4-33

10-12 5-34

>12 4-29

Aspartato Aminotransferasi (AST), U/L <6 9-33

6-8 9-24

8-10 8-26

10-12 8-26

>12 9-19

Tabella 2
Continua
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più comunemente utilizzati durante la gravidanza e 
riporta i riferimenti bibliografici utilizzati. 

Una utile approfondimento riguarda i livelli sierici 
di 25OH-Vitamina D, i cui valori di riferimento in 
gravidanza sono ancora incerti, soprattutto per la scarsa 
standardizzazione dei metodi analitici (36), Nonostante 
ciò, le raccomandazioni attuali prevedono di raggiungere 
e mantenere valori di 25OH-Vitamina D ≥ a 50 nmol/L 
durante la gravidanza.

CONCLUSIONI

L’esame di laboratorio fornisce un supporto 
fondamentale nel monitoraggio della gravidanza fisiologica 
e accompagna tutto il percorso della donna fino alla 
nascita del bambino. Questa importanza è riconosciuta 
da tutte le linee guida nazionali ed internazionali e dai 
documenti riguardanti i percorsi assistenziali offerti alle 
donne in gravidanza. Tuttavia, gli esami richiesti durante 
la gravidanza possono diversificarsi nei vari periodi e la 
valutazione dei loro risultati è effettuata generalmente 
considerando intervalli di riferimento che possono variare 
nei diversi trimestri di gestazione. 
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ABSTRACT

Physiological changes in hematopoiesis during pregnancy and associated pathologies 
Pregnancy is a state characterized by multiple changes at haematological level as a consequence of the physiological 
adaptation of the organism. This review describes both the physiological modifications that can be observed during 
pregnancy and the associated pathological conditions as well. The main physiological changes consist in the increa-
se of the plasma volume, in the leukocyte and immunological function, in the onset of mild thrombocytopenia and in 
changes in the coagulation and fibrinolysis systems. During pregnancy, the white blood cell count is increased by 36% 
compared to the values found in non-pregnant women. In normal pregnancies, the number of neutrophils in all three 
trimesters is significantly higher than the lymphocyte count, while pregnant women who develop preeclampsia have a 
lower neutrophil to lymphocyte ratio (NLR) caused by the increase in lymphocytes. Both the increase in plasma volume 
(approximately 50%), the delayed production and the shorter lifespan of red blood cells cause physiological decreases 
in hemoglobin and hematocrit, resulting in what is known as “physiological anemia”. Given the increased physiologi-
cal demand, the most frequent causes of anemia in pregnancy are those from nutritional deficiencies of iron, folate 
and vitamin B12. Mean platelet counts decreased during pregnancy in all the women, beginning in the first trimester 
and continuing throughout pregnancy, with the nadir occurring at the time of delivery. Thrombocytopenia in pregnant 
patients is due to a number of causes. The clinical laboratory plays a fundamental role in monitoring physiological 
pregnancy and for detecting pathological conditions that can arise from conception to childbirth.

Parole chiave: gravidanza, ematopoiesi,  medicina di laboratorio

Corrispondenza a: Maria Lorubbio, Laboratorio Analisi Chimico-Cliniche, Dipartimento Medicina di Laboratorio e Trasfusionale, 
Ospedale San Donato, Via Pietro Nenni, 20/22, 52100 Arezzo, E-mail: maria.lorubbio@uslsudest.toscana.it. 

Ricevuto: 28.04.2022			   Revisionato: 30.05.2022			          Accettato: 04.07.2022

Pubblicato on-line: 19.07.2022	             DOI: 10.19186/BC_2022.050

INTRODUZIONE

La gravidanza è uno stato caratterizzato da molteplici 
cambiamenti a livello ematologico e biochimico in 
funzione dell’adattamento fisiologico dell’organismo (1). I 
cambiamenti fisiologici tendono ad interessare la maggior 
parte dei sistemi dell’organismo, questi iniziano ad 
essere modificati immediatamente dopo il concepimento 
e continuano fino a dopo il parto per soddisfare i bisogni 
della gravidanza e dell’allattamento (2). I cambiamenti più 
considerevoli consistono nella modifica della complessa 
interazione tra i sistemi renale, ematologico ed endocrino 
in previsione della perdita di sangue che si verifica al 
momento del parto (3). Il sistema ematologico si adatta 
per provvedere all’ematopoiesi fetale, assicurando 
un adeguato apporto di sangue all’utero dilatato ed 

al suo contenuto, proteggendo così sia la madre che 
il feto dagli effetti di un alterato ritorno venoso sia in 
posizione di clinostatismo che ortostatismo. I principali 
cambiamenti fisiologici a livello emodinamico osservati 
nelle donne in gravidanza consistono: nell’aumento del 
volume plasmatico determinando la cosiddetta “anemia 
fisiologica”, nella modifica della funzione leucocitaria ed 
immunologica, nell’insorgenza di una trombocitopenia 
lieve ed in variazioni dell’assetto della coagulazione e 
della fibrinolisi (2). 

In questa rassegna vengono descritti sia gli 
adattamenti fisiologici emodinamici, ematopoietici ed 
immunologici che le condizioni patologiche correlate che 
possono insorgere durante la gravidanza. In particolare, 
sono trattate: la preeclampsia (PE), l’anemia da carenza 
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di ferro, folati e vitamina B12 e la trombocitopenia in 
sindromi associate alla gravidanza.

ADATTAMENTI FISIOLOGICI ED EMODINAMICI 
IN GRAVIDANZA

Volume plasmatico

La gravidanza innesca molti adattamenti fisiologici 
che portano ad un graduale aumento del volume 
plasmatico (circa il 30-50%) rispetto al valore basale (3,4). 
In risposta ai cambiamenti omeostatici renali precoci per 
la ritenzione di acqua ed elettroliti facilitata dal sistema 
renina-angiotensina-aldosterone, il volume plasmatico 
materno inizia ad aumentare mediamente del 10-15%, 
entro la 6a-12a settimana di gestazione, per raggiungere 
successivamente il plateau e stabilizzarsi nella 32a-34a 
settimana (4 700-5 200 mL totali) (5). Tale incremento 
(di circa 1 100-1 600 mL) determina una diminuzione 
della viscosità del sangue materno, per riduzione 
delle resistenze intravasali, garantendo una maggiore 
perfusione della placenta e una riduzione del lavoro 
cardiaco. È stato dimostrato, infatti, che la mancanza 
di tali adattamenti fisiologici ipervolemici è associata  
all’aumento del rischio di aborto o di preeclampsia (2,6).

Risposta immunologica

Gli adattamenti immunitari hanno lo scopo di prevenire 
il rigetto del feto semi-allogenico nel grembo materno e di 
mantenere una corretta risposta immunitaria, necessaria 
a garantire la protezione della madre e del feto dalle 
infezioni. Gli antigeni fetali sono per il 50% di origine 
paterna e vengono riconosciuti dal sistema immunitario 
materno, determinando l’attivazione dei linfociti e 
l’induzione dei recettori del progesterone (PR) nelle cellule 
immunitarie. Il progesterone si lega ai PR sui linfociti, con 
produzione del fattore di blocco indotto dal progesterone 
(PIBF), che induce un aumento della produzione di 
citochine Th2 e inibisce la degranulazione delle cellule 
Natural Killer (NK). Grazie a questo meccanismo, viene 
regolata la risposta immunitaria materna, in modo da 
consentire l’impianto ed il mantenimento del feto durante 
la gravidanza (7). Questa prima fase immunologica della 
gravidanza è caratterizzata da una risposta infiammatoria 
atta a consentire l’impianto delle cellule trofoblastiche 
nelle cellule endometriali. Seguono altre due fasi 
immunologiche: una antinfiammatoria, funzionale a 
facilitare la crescita fetale nel grembo materno e una fase 
finale, di nuovo infiammatoria, atta ad aiutare il distacco 
del feto dai tessuti materni. I linfociti B, grazie alla loro 
attività umorale, sono le cellule principalmente coinvolte 
nel mantenimento dell’equilibrio immunitario durante 
la gravidanza, producendo anticorpi protettivi contro 
antigeni paterni. Come strategia per tollerare il feto 
semi-allogenico nel normale decorso della gravidanza 
umana, si assiste ad una diminuzione delle funzioni dei 
linfociti B mediata dall’estradiolo (8). Esiste quindi un 
delicato equilibrio tra risposte infiammatorie e tolleranza 
immunitaria, essenziale per coordinare l’impianto del 
feto, il parto e i meccanismi di protezione immunitaria, 

nonché per prevenire il rigetto del feto semi-allogenico da 
parte delle risposte immunitarie della madre.

Leucociti 

Durante la gravidanza, la conta leucocitaria è 
aumentata di circa il 36% rispetto ai valori riscontrati nelle 
donne non gravide e rimane persistentemente elevata tra 
la 8a-40a settimana di età gestazionale (5,7-15,0 x 109/L). 
Questa leucocitosi fisiologica è principalmente dovuta 
all’aumento del numero dei neutrofili del 55% rispetto ai 
valori riscontrati nelle donne non gravide (3,7-11,6 x 109/L); 
aumento che rimane stabile durante tutta la gravidanza 
(Tabella 1 e 2) (9). La neutrofilia è dovuta allo stress 
fisiologico indotto dallo stato di gravidanza e alla ridotta 
apoptosi neutrofila. La chemiotassi dei neutrofili e l’attività 
fagocitica sono depresse, soprattutto a causa di fattori 
inibitori presenti nel siero di una donna gravida, mentre 
è aumentato il metabolismo ossidativo. All’osservazione 
al microscopio ottico, nello striscio di sangue periferico di 
donne sane in gravidanza, il citoplasma dei neutrofili può 
mostrare granulazioni tossiche e si possono osservare 
forme immature come mielociti e metamielociti, che 
non hanno alcun significato patologico, ma stanno ad 
indicare  un’adeguata risposta del midollo osseo a una 
maggiore spinta emopoietica necessaria in gravidanza 
(10). Inoltre, si osserva una riduzione stimata del 36% 
dei linfociti totali rispetto ai valori riscontrati nelle donne 
non gravide, durante il primo e il secondo trimestre  
(1,0-2,9 x 109/L), per aumentare durante il terzo trimestre 
(9) ed una monocitosi assoluta, specialmente nel primo 
trimestre, con un aumento stimato del 38% (0,3-1,1 x 109/L) 
(Tabella 1 e 2). I monociti infiltrandosi nel tessuto deciduo 
(7a-20a settimana di gestazione) aiutano a prevenire il 
rigetto dell’allotrapianto fetale, costituendo un importante 
meccanismo protettivo per il feto in via di sviluppo, 
modificando la risposta immunitaria innata materna. Il 

Tabella 1
Intervalli di riferimento dei leucociti in donne non gravide e in 
gravidanza (modificata da 9,11) 
Tipo cellulare Intervallo 

di riferimento
donne non gravide
(x109/L)

Intervallo
di riferimento
donne gravide
(x109/L)§

Leucociti 4,0-11,0 5,7-15,0 

Neutrofili 2,0-7,5 3,7-11,6

Linfociti 1,0-4,5 1,0-2,9

Monociti 0,2-0,8 0,3-1,1

Eosinofili 0,04-0,44 0,02-0,39

Basofili 0,0-0,1 0,1-0,1

§ Nella Tabella sono riportati i valori medi tra l’ottava e la 
quarantesima settimana di età gestazionale.
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rapporto monociti/linfociti è notevolmente aumentato in 
gravidanza.

Infine, la conta degli eosinofili e dei basofili non 
cambia significativamente durante la gravidanza. Gli 
intervalli di riferimento per eosinofili e basofili rimangono 
approssimativamente invariati rispetto ai valori riscontrati 
nelle donne non gravide con differenze marginali nei 
valori assoluti con il progredire della gravidanza (9) 
(Tabella 1 e 2).

Lo stress del parto può di per sé portare a una rapida 
leucocitosi. Poche ore dopo il parto, è stato documentato 
che donne sane hanno una conta leucocitaria che varia 
da 9-25 x 109/L. Entro 7-21 giorni dopo il parto, la conta 
leucocitaria tipici è simile a quella delle donne sane non 
gravide (9). Nella Tabella 1, sono stati deliberatamente 
omessi i risultati dei leucociti della settimana prima 
del parto e del travaglio; gli effetti del parto e/o della 
somministrazione di corticosteroidi, le diverse condizioni 
e gli eventi altamente variabili che si verificano durante il  
travaglio precludono  infatti la definizione di un intervallo 
di riferimento robusto, come è stato anche  riportato da 
Joyce et al. (11).

Dal momento che l’emocromo viene eseguito 
frequentemente nelle donne in gravidanza in contesti 
ostetrici e non, risulta estremamente importante che 
i risultati siano interpretati utilizzando intervalli di 
riferimento specifici della gravidanza fino al parto e tra i 
7-21 giorni dopo il parto (Tabella 1 e 2).

Eritrociti 

L’attivazione dell’eritropoiesi, per compensare l’effetto 
di diluizione dell’aumento del volume plasmatico, avviene 
in una fase della gravidanza leggermente successiva 
(16a settimana) (12). La produzione degli eritrociti (RBC), 
nonostante la lieve riduzione della durata della loro 
vita media, aumenta dalla 16a settimana raggiungendo 

progressivamente un incremento del 25% entro la 36a 
settimana (3); il nuovo equilibrio tra il volume plasmatico 
ed eritrociti viene ristabilito tra la 16a e 22a settimana 
(5). Il controllo della produzione di eritrociti durante la 
gravidanza è complesso ed è regolato dall’eritropoietina, 
ormone glicoproteico, la cui sintesi aumenta in seguito 
allo stimolo fisiologico di ipossia tissutale e si riduce con 
l’aumento del numero dei globuli rossi (13). I livelli di 
eritropoietina in gravidanza, inoltre, sono presumibilmente 
anche causati dell’effetto complessivo di estrogeni, PR 
e ormone lattogeno placentare (HPL). HPL aumenta 
l’azione dell’eritropoietina sulla produzione degli eritrociti 
mentre gli estrogeni, invece, inibiscono l’eritropoietina e 
l’effetto stimolante di HPL; PR annulla l’effetto inibitorio 
degli estrogeni equilibrando la produzione degli eritrociti 
(14).

Piastrine

Le piastrine (PLT) svolgono un ruolo centrale 
nell’emostasi e nella trombosi, inoltre contribuiscono a 
diversi processi quali la guarigione delle ferite, la risposta 
immunitaria e infiammatoria e possono svolgere un ruolo 
importante nella progressione metastatica del cancro 
(15-18). 

L’intervallo di riferimento della conta piastrinica (cPLT) 
in donne e uomini sani è generalmente indicato da 150 
a 400 o 450 x 109/L, ma l’evidenza dalla letteratura ha 
successivamente sollevato dubbi sulla sua adeguatezza 
(19). 

Alcune pubblicazioni hanno infatti evidenziato 
che la cPLT nella popolazione sana, è determinata 
geneticamente, mostra piccole variazioni nel tempo (20) 
e varia in base all’età e al sesso, essendo più alta nelle 
donne che negli uomini e nei giovani rispetto agli anziani 
(21,22). Inoltre, differenze significative nella cPLT sono 
state ripetutamente osservate in popolazioni di etnia 

Tabella 2
Intervalli di riferimento dei leucociti (totali, neutrofili, linfociti e rapporto neutrofili/linfociti) in donne gravide senza complicanze (gruppo 
di controllo) ed in donne gravide con preeclampsia severa (modificata da 26). Sono riportati i valori medi e le rispettive deviazioni 
standard 

Primo trimestre Secondo trimestre Terzo trimestre

Controllo Preeclampsia 
severa

Controllo Preeclampsia 
severa

Controllo Preeclampsia 
severa

Leucociti (x109/L) 11,5  (3,7) 10,2 (2,9) ** 12,7  (3,8) 11,1  (1,2) * 13,5  (3,9) 11,3  (2,6) *

Neutrofili (x109/L) 8,7  (3,8) 6,9  (2,6) * 10,2 (4,0) 8,2  (2,7) * 11,8  (3,9) 8,5  (2,6) *

Linfociti (x109/L) 1,9  (0,6) 2,3  (0,8) * 1,8 ± 0,6 2,2  (0,7) * 1,9  (0,6) 2,4  (1,4) * 

NLR 5,2  (3,2) 3,5  (2,1) * 6,8 ± 4,5 4,3  (2,8) * 7,0  (3,2) 4,4  (2,9) *

NLR, Rapporto Neutrofili/Linfociti.
p <0,001; ** p <0,005
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diversa e principalmente attribuiti a fattori genetici, in 
gran parte sconosciuti (23).  

Sebbene i dati della letteratura indichino chiaramente 
che l’intervallo di riferimento  attualmente in uso non 
sia del tutto appropriato, non sono stati ancora proposti 
intervalli di riferimento della cPLT che tengano conto del 
sesso e dell’età, nonché dell’etnia delle , presumibilmente 
perchè puesto richiederebbe l’indagine di decine di 
migliaia di persone (22). 

Diversi studi hanno documentato che il 5-10% di 
donne che hanno una gravidanza senza complicazioni, 
ha una cPLT al momento del parto <150 x 109/L; 
questa viene definita trombocitopenia gestazionale o 
“incidentale” (15-17). Alcune complicanze legate alla 
gravidanza, come la preeclampsia, possono causare 
trombocitopenia, in questo caso la cPTL è inferiore 
rispetto alle donne che hanno gravidanze non complicate 
(18). Inoltre, la trombocitopenia nelle donne che hanno 
disturbi preesistenti, come la trombocitopenia immunitaria 
primaria (ITP), può aggravarsi durante gravidanza (19). 
Nella Tabella 3 sono riportate le cause di trombocitopenia 
in gravidanza (20). La trombocitopenia gestazionale (TG) 
spiega circa il 70-80% di tutti i casi di trombocitopenia 
in gravidanza, i disturbi ipertensivi rappresentano circa 
il 25-20% e la porpora trombocitopenica immunitaria 
circa il 3-4%; altre eziologie sono considerate rare in 
gravidanza (20). 

Nelle donne in gravidanza è normale riscontrare 
una bassa cPLT, che inizia nel primo trimestre e 
diminuisce gradualmente durante la gestazione, con 
nadir al parto (17); i molteplici cambiamenti fisiologici, 
soprattutto l’emodiluizione possono contribuire a ridurre 
ulteriormente la cPLT (17).  

In condizioni normali, il 30% delle PLT circolanti è 

sequestrato nella milza; un aumento delle dimensioni 
della milza determina un maggiore sequestro delle 
PLT dal 50 al 90% e una cPLT inferiore (21).  Pertanto, 
l’aumento del 50% delle dimensioni della milza che si 
verifica durante la gravidanza contribuirebbe ad un calo 
della cPLT e inoltre, dato che la circolazione placentare è 
simile a quella splenica, anche la placenta contribuisce al 
sequestro piastrinico nello spazio intervilloso (22,23). Di 
conseguenza la maggior riduzione della cPLT osservata 
nelle donne con gravidanze gemellari rispetto alle donne 
con gravidanze singole potrebbe essere correlata alla 
maggiore dimensione placentare o alla presenza di due 
placente (24). 

In una rassegna, Reese e al. riportano che la cPLT 
media combinata di tutti gli studi supporta il concetto che 
le PLT diminuiscono durante la gravidanza e aumentano 
dopo il parto, in particolare: nel primo trimestre la cPLT 
media è 251 x 109/L [intervallo di confidenza al 95% 
(95%IC) 238-264]; nel secondo trimestre, 238 x 109/L 
(95%IC 222-253); nel terzo trimestre, 224 x 109/L (95%IC 
95% 213-235 ); al parto, 237 x 109/L (95%IC 209-264); 
4-8 settimane dopo il parto, 247 x 109/L (95%IC 207-287) 
(16). 

Gli stessi autori, in uno studio retrospettivo (17) hanno 
valutato il decorso della cPLT su 4 568 donne durante 
gravidanze non complicate. Confrontando la cPLT media 
nelle donne non gravide 273 x 109/L (95%IC 269-276), 
le donne in gravidanza avevano una cPLT diminuita sin 
dal primo trimestre, diminuzione che aumentava durante 
la gestazione. Come evidenziato nella Tabella 4, la cPLT 
media è stata di 251 x 109/L (95%IC 249-253) nel primo 
trimestre di gravidanza (tempo medio di gestazione: 8,7 
settimane), 230 x 109/L (95%IC 228-232) nel secondo 
trimestre (tempo medio di gestazione: 22,0 settimane), 225 

Tabella 3
Cause di trombocitopenia in gravidanza (modificata da 20)

Specifiche della gravidanza Non specifiche della gravidanza, ma 
aggravate dalla gravidanza

Non specifiche della gravidanza

Trombocitopenia “incidentale” o gestazionale

Pre-eclampsia/Eclampsia

Sindrome di HELLP

Fegato grasso acuto della gravidanza

Porpora immune trombocitopenica

Microangiopatia trombotica

Malattia di Von Willebrand tipo IIB 

Deficit nutrizionali (Vitamina B12, folati)

Porpora trombotica 
trombocitopenica

Sindrome uremico-emolitica

Lupus eritematoso sistemico

Infezione da HIV, CMV, EBV

Sindrome da anticorpi 
antifosfolipidi

Coagulazione vasale disseminata 

Trombocitopenia indotta da farmaci

Ipersplenismo

Disfunzioni del midollo osseo

Pseudotrombocitopenia

HELLP, sindrome da emolisi, alteratii enzimi epatici, basso conteggio piastrinico; HIV, virus dell’immunodeficienza acquisita; CMV, 
citomegalovirus; EBV, Epstein-barr virus.
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x 109/L (95%IC 223-226) nel terzo trimestre (tempo medio 
di gestazione: 32,1 settimane), 217 x 109/L (95%IC 215-
219) al momento del parto (tempo medio di gestazione: 
39,0 settimane) e 264 x 109/L (95%IC 254-274) durante 
il periodo postpartum (tempo medio dopo il parto: 7,1 
settimane). Le donne in gravidanza avevano una cPLT 
media significativamente più bassa rispetto alle donne 
non gravide durante ogni trimestre e al momento del parto 
(17). Le gravidanze gemellari avevano una cPLT inferiore 
durante la gravidanza e al parto rispetto alle gravidanze 
singole, probabilmente a causa del volume plasmatico 
maggiore o delle dimensioni della placenta maggiori (17).

PATOLOGIE ASSOCIATE ALLA GRAVIDANZA

Leucociti e preeclampsia

Il passaggio più importante nello sviluppo della 
placenta per garantire la circolazione feto-materna è 
il rimodellamento dell’arteria spirale e l’invasione del 
trofoblasto extravilloso, che inizia alla fine del primo 
trimestre e si completa prima della fine del secondo 
trimestre. Il non corretto svolgimento di questa fase 
provoca ischemia placentare, stress ossidativo, 
vasocostrizione, ipertensione, attivazione piastrinica e 
disfunzione endoteliale. Lo stato infiammatorio che ne 
deriva provoca il passaggio di neutrofili, attivati nel letto 
placentare, alla circolazione materna e questo causa 

microangiopatia sistemica, che costituisce la base della 
clinica della preeclampsia. La PE colpisce in media il 5% 
di tutte le gravidanze ed è una delle più importanti cause 
di morte materna (25).

La microangiopatia provoca modificazioni nelle cellule 
circolanti quali neutrofili, linfociti e PLT, ben documentati 
e descritti nel lavoro del 2021 di Bulbul et al. (Tabella 2) 
(26).

Nelle gravidanze normali si osserva, come 
precedentemente descritto, un aumento fisiologico del 
numero di leucociti a causa della neutrofilia. Bulbul et 
al. (26) hanno riportato che il numero dei leucociti e dei 
neutrofili è significativamente più alto nelle donne gravide 
senza complicanze (gruppo di controllo), in tutti e tre i 
trimestri, mentre la conta dei linfociti è significativamente 
più alta nel gruppo di donne in gravidanza che sviluppano 
preeclampsia. Il rapporto Neutrofili/Linfociti (NLR) è 
significativamente più basso nel gruppo con PE rispetto al 
gruppo di controllo, a causa di un basso numero di neutrofili 
e di un alto numero di linfociti nel gruppo PE (Tabella 2) 
(26). L’NLR potrebbe essere quindi un utile marcatore 
biochimico per la previsione clinica e la valutazione della 
gravità della malattia. Tuttavia, dato che le prove disponibili 
sono principalmente tratte da studi caso-controllo, sono 
necessari futuri studi per determinare con precisione i 
tempi ottimali e i valori decisionali che possano essere 
utilizzati in ambito clinico (27). 

Tabella 4 
Conteggio  piastrinico (x 109/L, media e IC95%)  in gravidanza e nelle donne non gravide (modificata da 17)

Donne con gravidanza singola non complicata Donne non gravide *

1° Trimestre 2° Trimestre 3° Trimestre Parto Periodo  
post-parto

Tutte le età 251
(249-253)

230 
(228-232)

225
(223-226)

217
(215-219)

264
(254-274)

272
(269-276)

15-19 anni 256 
(249-263)

238 
(232-243)

235
(228-242)

223
(218-219)

280
(274-285)

20-34 anni 251 
(248-253)

229 
(227-231)

224
(222-226)

217
(215-219)

272
(268-277)

35-44 anni 247 
(241-253)

229 
(223-235)

222
(214-2227)

211
(206-216)

273
(267-278)

Donne con gravidanza gemellare non complicata

240 
(220-259)

221 
(206-237)

217
(190-244)

202
(183-221)

*Data del National Health and Nutrition Survey (NHANES).
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L’anemia in gravidanza

L’aumento del volume plasmatico (circa il 50%), 
la ritardata produzione di eritrociti (18-25%) e la 
riduzione della durata della vita dei globuli rossi per 
“emopoiesi di emergenza”, in risposta agli elevati livelli di 
eritropoietina, causano nella gravidanza la diminuzione 
fisiologica dell’emoglobina (HB) e dell’ematocrito (HCT), 
determinando quella che è conosciuta come “anemia 
fisiologica” o “anemia da diluizione” (12,13). I livelli di HB 
materna diminuiscono progressivamente dalla 6a alla 35a 
settimana di gestazione (Figura 1) per poi aumentare nel 
mese prima del parto (3) e ritornare a livelli di normalità 
entro la sesta settimana dopo il parto. Il livello medio 
di HB della donna a termine dovrebbe essere di circa  
125 g/L, mentre l’HCT post-partum entro 7 giorni 
dal parto è solitamente simile all’HCT pre-travaglio 
in assenza di eccessiva perdita di sangue o di stati 
patologici come la PE (2). Per il Centers for Diseases 
Control and Prevention (CDC) degli Stati Uniti, i livelli di 
HB ed HCT nel definire l’anemia sono rispettivamente di 
110 g/L e 33% nel primo e terzo trimestre; HB 105 g/L ed 
HCT 32% nel secondo trimestre (3,28). L’Organizzazione 
Mondiale della Sanità (OMS) e le linee guida del British 
Committee for Standards in Hematology definiscono 
l’anemia quando il livello di HB è <110 g/L nel primo 
trimestre, <105 g/L nel secondo-terzo trimestre e  
<100 g/L nel periodo postpartum (29,30). L’anemia può 
essere classificata come grave quando l’emoglobina 
risulta <70 g/L e molto grave quando il livello di HB 
emoglobina è <40 g/L e richiede un trattamento urgente 
per prevenire lo sviluppo di insufficienza cardiaca 
congestizia (2). 

L’anemia materna è un importante problema sanitario 
globale che interessa circa 500 milioni di donne in età 
riproduttiva. I dati più recenti dell’OMS dimostrano che la 
prevalenza delle donne in gravidanza è al 41,8% e le aree a 

più alta prevalenza includono il Sud-Est asiatico (48,7%), 
l’Africa (46,3%) e il Mediterraneo orientale (40,91%); 
la prevalenza più bassa si registra nel continente 
Americano e in Europa (25,8%) (12,31). L’anemia in 
gravidanza è stata associata a esiti avversi sia per la 
madre, per i rischi di complicanze cardio-circolatorie ed 
emorragiche durante e dopo il parto, sia per il prodotto 
del concepimento, per rischi fetali, neonatali e infantili 
di prematurità e basso peso alla nascita (4), Daru et al., 
in uno studio che include i dati del Multicounty Survey 
dell’OMS di 29 paesi, hanno concluso che l’anemia grave 
(definita come concentrazioni di emoglobina <70 g/L) 
durante la gravidanza o dopo il parto ha raddoppiato il 
rischio di morte materna nel campione studiato (32). Gli 
obiettivi globali dell’OMS, infatti, richiedono una riduzione 
del 50% dell’anemia nelle donne in età riproduttiva entro 
il 2025 rispetto alla prevalenza del 2010 attraverso 
interventi efficaci, come l’integrazione di ferro e acido 
folico. Individuare l’eziologia dell’anemia attuando 
uno screening diagnostico efficace insieme ad una 
profilassi diffusa e un monitoraggio continuo, attraverso 
l’attuazione di programmi integrati per le donne prima del 
concepimento e durante la gravidanza, risultano strategie 
basilari per ridurre questa problematica a livello globale. 

L’anemia da carenza di ferro

La causa più comune di anemia in gravidanza, 
che rappresenta quasi il 75% dei casi, è la carenza 
nutrizionale di ferro (28). La richiesta fisiologica di ferro 
nelle donne in gravidanza corrisponde all’incirca a 1 000-
1 200 mg per un peso medio corporeo della gestante di 
55 kg, equivalente a 6,3 mg al giorno. Il fabbisogno di 
ferro, che aumenta durante la gravidanza, soprattutto 
nel terzo trimestre (3,0-7,5 mg/die), non supportato da 
un’adeguata assunzione di ferro (o condizioni intestinale 
di malassorbimento o lesioni gastrointestinali benigne 

Figura 1
Espansione del volume plasmatico in relazione a quello eritrocitario e all’ematocrito durante la gravidanza (modificato da  Vricella 
LK. Am J Clin Nutr 2017;106:1620S-25S).
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e maligne) può causare conseguenze materno-fetali 
avverse (28,31).

Le riserve di ferro richieste per il fabbisogno devono 
essere sufficienti: per il compenso dell’espansione del 
volume plasmatico con l’incremento della massa dei 
globuli rossi (450-500 mg), per la crescita fetale (225-350 
mg), per lo sviluppo della placenta (80 mg) e infine per le 
perdite di sangue durante parto (250 mg) (4,12,31).

La carenza cronica di ferro può influire sul benessere 
generale della madre per riduzione della termoregolazione, 
affaticamento, e maggiore suscettibilità alle infezioni, 
insufficienza cardiovascolare, eclampsia, maggior rischio 
di emorragie, shock o necessità di trasfusione di sangue 
peripartum in caso di forti perdite di sangue (31). 

L’anemia da altre carenze e deficit eritrocitari

Le altre cause che possono provocare l’anemia 
nella donna in gravidanza sono: la carenza di acido 
folico e vitamina B12, la presenza di varianti dell’HB, 
disturbi infiammatori, emolisi e perdita di sangue (14). La 
carenza di folati e vitamina B12, che determina anemia 
macrocitica megaloblastica può essere confermata dalla 
misurazione dei livelli sierici di acido folico e vitamina 
B12 (28). Durante la gravidanza, il fabbisogno di acido 
folico aumenta da 50 a 400 μg al giorno e le riserve 
corporee sono appena sufficienti per quattro mesi 
prima di manifestare segni e sintomi della carenza. La 
carenza di folati, spesso è complicata dall’interazione 
con la carenza di ferro, che maschera i cambiamenti 
macrocitici megaloblastici. Quindi, la carenza di folati 
dovrebbe essere sempre sospettata quando la donna 
risponde solo parzialmente alla terapia marziale (33). 
L’acido folico per essere assorbito a livello del digiuno 
prossimale deve essere convertito dagli enzimi intestinali 
dalla forma poliglutammata a quella monoglutammata, 
che è presente nel plasma come 5-metiltetraidrofolato 
(5-metil THFA). Questa forma viene convertita in THFA, 
che prende parte alle reazioni enzimatiche folato-
dipendenti. Tale conversione nella forma attiva richiede 
vitamina B12 (cobalamina), vitamina idrosolubile, 
essenziale per la corretta formazione dei globuli rossi, 
la funzione neurologica e la sintesi del DNA. Durante la 
gravidanza, c’è una graduale diminuzione dei livelli sierici 
di vitamina B12, indipendente dall’assunzione con la 
dieta, che raggiungono il livello più basso al termine della 
gravidanza. Infatti, a causa dell’aumento del fabbisogno 
metabolico, la FAO/OMS raccomanda un aumento 
del 40% dell’assunzione di vitamina B12 con la dieta 
(34). A parte la carenza di ferro, altre forme di anemia 
microcitica possono essere causate da difetti ereditari 
come quelli delle catene emoglobiniche nelle talassemie 
o emoglobinopatie (28). Altre forme di anemia, quelle 
emolitiche in gravidanza come HELLP (H, hemolysis; 
EL, elevate liver enzymes; LP, low platelet count) e PIHA 
(Pregnancy-Induced Hemolytic Anemia), possono essere 
associate a PE (7). 

DIAGNOSI DI LABORATORIO 

Anemia

L’American College of Obstetrics and Gynecologists 
(ACOG), il CDC e le linee guida del Regno Unito 
raccomandano lo screening per l’anemia con un esame 
emocromocitometrico al primo appuntamento o entro il 
primo trimestre, alla 28a-32a settimane di gestazione e 
alla 35a-37a settimana (4,5), soprattutto per individuare la 
comune carenza di ferro nelle donne in gravidanza e per 
il monitoraggio durante la gestazione (28). All’emocromo, 
i primi parametri che vengono valutati per identificare 
l’anemia in gravidanza (2,37), sono l’HB e l’HCT, 
Sempre durante la gravidanza è da evidenziare l’effetto 
dell’aumento dell’eritropoiesi che porta a una maggiore 
percentuale di giovani eritrociti con dimensioni più grandi 
(normale MCV), che possono mascherare la microcitosi 
da carenza marziale (12). 

Trombocitopenie relative a condizioni specifiche 
della gravidanza

Trombocitopenia gestazionale o “incidentale”

La trombocitopenia “incidentale” (TG) è l’eziologia più 
comune di trombocitopenia durante la gestazione e si 
verifica nel 5-11% delle gravidanze (18). È responsabile 
del 70-80% di tutte le trombocitopenie nelle donne in 
gravidanza e la sua patogenesi è molto probabilmente 
dovuta all’emodiluizione, ad una insufficiente risposta alla 
trombopoietina, a modifiche nell’espressione e emivita 
del fattore di von Willebrand, a modifiche nell’attività 
dell’ADAMTS 13 e ad una clearance piastrinica 
accelerata nel circolo placentare (20,23,35,36). Non 
esiste una storia personale di trombocitopenia al di fuori 
della gravidanza, ma il rischio di recidiva è 14,2 volte 
maggiore per le donne con precedente TG (35). La TG 
può verificarsi in qualsiasi momento della gravidanza, ma 
è più frequente tra la metà e la fine del secondo o del 
terzo trimestre (37).  

Una cPLT stabile >100 x 109/L nelle donne in 
gravidanza asintomatiche è dovuta a TG, non richiede 
ulteriori approfondimenti, né interventi specifici diversi 
dal monitoraggio periodico (27,29). Non ci sono evidenze 
sulla ideale frequenza del monitoraggio, ma si suggerisce 
un controllo mensile delle PLT (18,35). 

Se la cPLT è <100 x 109/L devono essere prese in 
considerazione altre cause poiché solo tra l’1 e il 5% 
dei casi TG presenta una conta piastrinica al di sotto di 
questo valore; alcuni autori suggeriscano di indagare 
solo se la conta piastrinica è <70 x 109/L (17,38). 

Il ripristino della normale conta piastrinica avviene tra 
1 e 2 mesi dal parto, quindi si consiglia di controllare la 
cPLT circa 6 settimane dopo il parto (20,35). 

Piastrine e preeclampsia

I disturbi ipertensivi della gravidanza sono responsabili 
dal 5 al 20% della trombocitopenia materna (18,20,35). 

La PE è caratterizzata da ipertensione di nuova 
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insorgenza, in genere dopo 20 settimane di gestazione ed 
è associata ad almeno una delle seguenti caratteristiche: 
proteinuria, trombocitopenia (<100 x 109/L), insufficienza 
renale, danno epatico, edema polmonare e/o cefalea di 
nuova insorgenza che non risponde al paracetamolo e 
non è giustificata da diagnosi alternative (38-40). 

Quasi il 50% dei casi di PE sviluppa trombocitopenia 
che si può manifestare come uno dei primi segni e 
precedere l’ipertensione (35,41). 

La patogenesi della trombocitopenia nei pazienti con 
PE pur non essendo del tutto chiara, può dipendere da 
una aumentata clearance piastrinica dovuta all’adesione 
delle PLT circolanti a cellule danneggiate o attivate 
dell’endotelio, accelerata attivazione delle PLT dovuta 
all’attività del sistema emostatico e alla generazione di 
trombina e/o clearance delle PLT rivestite di IgG da parte 
del sistema reticoloendoteliale (41). 

Sindrome da emolisi, enzimi epatici elevati e 
piastrine basse 

La sindrome HELLP si verifica in circa lo 0,5-0,9% 
di tutte le gravidanze e nel 10-20% dei casi con PE 
grave (42). In circa il 70% dei casi, la sindrome HELLP si 
sviluppa prima del parto (35) con un picco di frequenza 
tra la 27a e la 37a settimana gestazionale; il 10% si verifica 
prima della 27a settimana e il 20% oltre la 37a settimana 
gestazionale (35). L’età media delle donne in gravidanza 
con sindrome HELLP è solitamente più alta rispetto alle 
donne con PE (42). 

La sindrome è caratterizzata da cPLT <100 x 109/L, 
esami di danno cellulare epatico elevati e anemia 
emolitica microangiopatica (MHA), correlata a danno 
endoteliale e attivazione della coagulazione (35). 
Emolisi, enzimi epatici elevati e conta piastrinica bassa 
possono derivare da un continuum di PE nel 10% dei 
casi, o potrebbe manifestarsi senza caratteristiche pre-
eclamptiche, come ipertensione e proteinuria, fino al 15% 
dei casi (35). 

La trombocitopenia è la conseguenza di un deficit di 
prostaciclina responsabile dell’aggregazione piastrinica e 
di un eccesso di trombossano A2 che causa la distruzione 
delle PLT. Allo stesso modo, l’attivazione dell’endotelio 
vascolare gioca un ruolo nel rilascio dei multimeri di von 
Willebrand (VW) che reagiscono con le PLT e partecipano 
alla microangiopatia trombotica osservata (42,43). 

La conta piastrinica <100 × 109/L è relativamente 
rara nella PE e nella TG, ma è frequente nella porpora 
trombocitopenica immune (PTI) e obbligatoria nella 
sindrome HELLP (43). 

Fegato grasso acuto in gravidanza 

Il fegato grasso acuto in gravidanza (AFLP) è una rara 
condizione (6-14 casi per 100 000 gravidanze) pericolosa 
per la vita, si verifica tipicamente nel terzo trimestre e 
sembra essere correlata all’aumento degli estrogeni nella 
tarda gravidanza, ad un  disturbo del metabolismo degli 
acidi grassi e alla disfunzione mitocondriale (35,44). 

La placenta scompone i trigliceridi in acidi grassi liberi 
che fluiscono nel compartimento fetale. I difetti nella via 

di ossidazione degli acidi grassi dell’unità feto-placentare 
provocano un accumulo di prodotti intermedi degli acidi 
grassi e dei loro metaboliti nella circolazione materna. 
Questi vengono assorbiti dal fegato materno insieme 
a specie reattive dell’ossigeno che attivano processi 
infiammatori e necrosi epatica cellulare (44). 

I dati iniziali di laboratorio che dipendono dal grado 
di disfunzione epatica sono caratterizzati da elevati 
livelli sierici di transaminasi epatiche, creatinina, 
bilirubina, ammoniaca e acido urico con ipoglicemia. La 
trombocitopenia dei pazienti con AFLP, presente in meno 
del 50% dei casi, è tipicamente lieve, con una cPLT 
media al nadir di 88 x 109/L, sebbene la cPTL possa 
occasionalmente scendere a livelli fino a 20 x 109/L (45). 

La coagulopatia associata può essere grave a causa 
della combinazione di disfunzione epatica e coagulazione 
intravascolare disseminata (44). 

La diagnosi differenziale principale è nei confronti 
della sindrome HELLP grave, ma l’ipoglicemia e la 
coagulopatia sono caratteristiche fondamentali dell’AFLP 
(44). 

Trombocitopenie relative a condizioni non 
specifiche della gravidanza

Trombocitopenia immunitaria primaria 

La trombocitopenia immunitaria primaria  (ITP), è 
una malattia autoimmune acquisita caratterizzata dalla 
produzione di anticorpi antipiastrinici che causano 
trombocitopenia isolata; rappresenta tra l’1 e il 4% delle 
trombocitopenie in gravidanza (18,35). 

La cPLT pre-concepimento o all’inizio della gravidanza 
è importante per distinguere la ITP dalla TG poiché la 
ITP si può presentare sia prima della gravidanza che 
durante il primo trimestre ed è la più comune causa di 
trombocitopenia isolata che si verifica all’inizio della 
gravidanza, in particolare nel primo trimestre (45). 

La ITP è dovuta ad anticorpi anti-glicoproteina 
piastrinica che causano una clearance accelerata 
delle PLT da parte del sistema reticoloendoteliale, 
principalmente nella milza; in alcuni pazienti, questi 
anticorpi colpiscono anche i megacariociti, inibendo la 
produzione di PLT (45). 

Non ci sono esami di laboratori “gold standard” per la 
diagnosi; in Tabella 5 sono riportati gli esami raccomandati. 
Secondo un gruppo di lavoro internazionale, la 
determinazione degli anticorpi antiantipiastrine non ha 
alcun valore nella diagnosi di routine della ITP durante la 
gravidanza (45,46).  

La diagnosi di questa condizione rimane pertanto una 
diagnosi di esclusione. La trombocitopenia <100 x 109/L 
è indicativa di ITP e se <50 x 109/L è quasi sicuramente 
correlata a questa condizione; tutte le donne in gravidanza 
con una cPLT <80 x 109/L dovrebbero essere studiate per 
una possibile ITP (18,35,45,46).  

Microangiopatie trombotiche 

La microangiopatia trombotica (TMA) può essere 
correlata alla gravidanza, come nel caso della PE e 
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della sindrome HELLP, o raramente non correlata alla 
gravidanza (per la quale la gravidanza funge da fattore 
scatenante), come la porpora trombotica trombocitopenia 
(TTP) e la sindrome emolitico uremica (HUS) (Tabella 6).

Entrambe sono caratterizzate da danno endoteliale, 
trombosi microvascolare, trombocitopenia da consumo e 
anemia emolitica intravascolare (35,47). 

Il momento della manifestazione non è particolarmente 
utile dal punto di vista diagnostico, anche se la TTP è la 
diagnosi più probabile di una TMA che si manifesta nel 
primo trimestre e la HUS si presenta principalmente dopo 
il parto (35,47). 

Sia TTP che HUS possono avere conseguenze 
fetali e materne immediate in assenza di trattamento, 
quindi stabilire una diagnosi precoce è molto importante. 
Pertanto, ogni gravida con trombocitopenia e anemia 
emolitica microangiopatica dovrebbe essere considerata 
sospetta per TTP o HUS fino a prova contraria (20,47). 
A livello globale, il tasso di mortalità fetale, associato 
a TTP è di circa il 40%, principalmente a causa della 
morte fetale intrauterina, aborti spontanei e prematurità. I 
principali meccanismi fisiopatologici per la riduzione della 
crescita fetale intrauterina e la morte possono essere 
l’ischemia placentare, trombosi del microcircolo, infarto 

placentare (20,47). 

Trombocitopenia immunitaria secondaria e 
condizioni sistemiche

Infezioni

L’infezione da virus dell’immunodeficienza umana 
(HIV) può indurre trombocitopenia potenziando la 
distruzione periferica delle PLT attraverso gli effetti di 
anticorpi anti glicoproteina IIIa (GPIIIa), proteina che 
imita un epitopo della proteina dell’HIV (45). 

Questi anticorpi possono anche alterare la 
differenziazione dei megacariociti, e il virus stesso 
può infettare direttamente i megacariociti, alterando la 
trombopoiesi.

I pazienti con infezione da HIV sviluppano TTP con 
maggiore frequenza durante la gravidanza (35,45). 

L’epatite C è un’altra causa infettiva sempre più 
comune di trombocitopenia immunitaria secondaria 
(35,45). Anche l’infezione da citomegalovirus (CMV) 
può provocare trombocitopenia a causa di anticorpi che 
reagiscono in modo crociato con antigeni piastrinici (35). 

Tabella 5
Esami raccomandati nella sospetta trombocitopenia in gravidanza (modificata da 35,46)

Esami raccomandati Condizioni associate e note

Esame emocromocitometrico Pseudotrombocitopenia
Pancitopenia
Gli schistociti possono suggerire microangiopatia in caso di emolisi e nei disturbi 
ipertensivi

Conta reticolocitaria  Elevata nei casi di emolisi e disturbi ipertensivi

PT, PTT, fibrinogeno 
 

Il PTT può essere prolungato in pazienti con una storia di trombosi o interruzione 
della gravidanza. Prendere in considerazione gli esami per la determinazione degli 
anticorpi antifosfolipidi

Esami di danno cellulare epatico Se alterati, possibile infezione virale 
Verificare la presenza di emolisi se enzimi epatici elevati e piastrine basse (Sindrome 
HELLP) 

Lattato deidrogenasi Emolisi

Esami per funzionalità tiroidea  Disordini della tiroide

Sierologia per infezioni virali (HIV, HCV)  Infezioni virale

Funzionalità renale  HUS e TTP possono manifestarsi per la prima volta in gravidanza. Considerare la 
determinazione dell’ ADAMTS-13

Opzionali 

ANA/APS  Lupus eritematoso sistemico, sindrome da anticorpi antifosfolipidi

Helicobacter pylori  In pazienti con anamnesi di trombocitopenia prima della gravidanza devono essere 
eseguiti il test dell’antigene dell’Helicobacter pylori nelle feci 

Determinazione Immunoglobuline  Immunodeficienze 

Non raccomandati 

Anticorpi antipiastrine  Non predittivo di conta piastrinica neonatale

Esame del midollo osseo 

ANA, anticorpi antinucleo; APS, anticorpi antifosfolipidi; HUS, sindrome uremico emolitica; PT, tempo di protrombina; PTT, tempo 
di tromboplastina parziale; TTP, porpora trombotica trombocitopenica; LDH, lattato deidrogenasi; HIV, virus dell’immunodeficienza 
acquisita; HCV, virus dell’epatite C; ADAMTS-13: una disintegrina e metalloproteinasi con motivo trombospondina di tipo 1, membro 
13°; HELLP: emolisi, enzimi epatici alterati, conteggio piastrinico basso.
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Farmaci

Diversi farmaci possono causare trombocitopenia 
farmaco-indotta, tra cui l’eparina non frazionata (incidenza 
compresa tra 3 e 6%), penicillina, cefalosporine e 
antinfiammatori non steroidei (FANS). Un’attenta 
anamnesi farmacologica è fondamentale per la diagnosi 
(19,35). 

Altre condizioni sistemiche

La trombocitopenia può complicare fino al 25% dei 
casi di lupus eritematoso sistemico (LES) e più della metà 
dei pazienti con LES può manifestare esacerbazione 
della malattia durante la gravidanza (45). 

Deficit nutrizionali

La carenze di nutrienti come la vitamina B12 e l’acido 
folico possono portare a trombocitopenia e/o pancitopenia 
nelle pazienti in gravidanza (20,45). La vitamina B12 
svolge un ruolo vitale nella sintesi del DNA e le cellule 
ematopoietiche immature sono estremamente sensibili 
alla carenza di B12. La carenza di B12 dovrebbe essere 

sospettata soprattutto in un contesto di una precedente 
chirurgia bariatrica o di malattie infiammatorie intestinali 
(45). 

Malattia di von Willebrand di tipo IIB

La malattia di von Willebrand di tipo IIB è una rara 
causa di trombocitopenia in gravidanza.

E’ dovuta ad un difetto qualitativo del fattore di von 
Willebrand che induce un’elevata affinità con il recettore 
della glicoproteina Ib delle PLT. La trombocitopenia 
si spiega con una aggregazione delle PLT e una 
aumentata clearance. Le donne con questa condizione 
possono presentare trombocitopenia per la prima volta in 
gravidanza e le PLT possono scendere a valori <20-30 x 
109/L (35,45).

Disturbi piastrinici ereditari

Tromboastenia di Glanzmann

E’ caratterizzata da difetti qualitativi e quantitativi del 
complesso glicoproteina di membrana piastrinica Ib-IX-V. 
Le manifestazioni cliniche includono trombocitopenia, 

Tabella 6
Diagnosi differenziale tra  trombocitopenia e  emolisi microangiopatica in gravidanza (modificata da 45)

HELLP TTP HUS

Incidenza 0,5%-0,9% <1% <1%

Patogenesi Anomalie della placentazione 
e angiogenesi
complemento mediata in 
alcuni casi

Deficit di ADAMTS13 mediato da 
autoanticorpi (TTP acquisita) o 
mutazione di ADAMTS13 che causa 
deficit congenito (TTP congenita)

Attivazione del complemento 
secondaria alla mutazione dei 
geni per le proteine regolatrici del 
complemento

Epoca di 
gravidanza

Fine secondo o inizio terzo 
trimestre (70%)
Dopo il parto (30%)

Secondo o terzo trimestre Comunemente dopo il parto

Principali 
manifestazioni 
cliniche

Dolore al quadrante 
superiore destro, 
insufficienza epatica

Le caratteristiche neurologiche 
possono essere preminenti, 
l’insufficienza renale si osserva meno 
frequentemente rispetto alla HUS, la 
trombocitopenia è generalmente grave

L’insufficienza renale è comune, 
la trombocitopenia è meno grave 
della TTP

Conta piastrinica 
x 109/L

<100 <150, può essere <20 <150, generalmente più alta 
rispetto alla TTP: > 30-40

Principali risultati 
di laboratorio

Schistociti >1%, anemia 
con aumento reticolociti, 
aumento LDH e bilirubina 
indiretta, AST, diminuzione 
aptoblobina 

Schistociti >1%, anemia con aumento 
reticolociti, aumento LDH e bilirubina 
indiretta, diminuzione aptoblobina, 
ADAMTS13 <10%

Schistociti >1%, anemia con 
aumento reticolociti, aumento 
LDH, ADAMTS13 >20%-30%

HELLP, emolisi, enzimi epatici alterati, conteggio piastrinico basso; TTP, porpora trombotica trombocitopenica; HUS, sindrome 
uremico emolitica;  LDH, lattato deidrogenasi; AST, aspartato aminotransferasi; ADAMTS13, una
disintegrina e metalloproteinasi con motivo trombospondina di tipo 1, membro 13°.
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tempo di sanguinamento prolungato e presenza di PLT 
giganti.

Il decorso della gravidanza può essere normale, ma 
potrebbe presentarsi un grave sanguinamento durante il 
periodo peripartum. Complicazioni emorragiche neonatali 
come sanguinamento intracranico possono verificarsi a 
causa della trombocitopenia alloimmune (35). 

Sindrome di Bernard-Soulier

E’ caratterizzata da una deficienza o disfunzione dei 
recettori piastrinici della glicoproteina IIb-IIIa, che è un 
recettore del fibrinogeno; questa disfunzione interferisce 
con l’aggregazione piastrinica, portando a un tempo 
di sanguinamento prolungato. La cPLT e la morfologia 
sono normali, ma non vi è aggregazione piastrinica. È 
associato a sanguinamento durante la gravidanza e il 
periodo peripartum (35). 

Pseudopiastrinopenia

La pseudotrombocitopenia è un artefatto in vitro 
caratterizzata da un’agglutinazione causata da EDTA, pH, 
temperatura e tempo-dipendente. È dovuto ad anticorpi 
rivolti contro antigeni della membrana piastrinica. Gli 
anticorpi antipiastrinici, possono essere trasferiti dalla 
madre al feto tramite passaggio transplacentare (48). 

CONCLUSIONI

Gli adattamenti fisiologici dell’ematopoiesi in 
gravidanza si riflettono nei parametri dell’esame 
emocromocitometrico, che deve essere valutato fin dal 
primo trimestre di gestazione, per il riconoscimento, 
la diagnosi e il trattamento precoce di condizioni 
ematologiche associate alla gravidanza come l’anemia 
da carenze nutrizionali e la trombocitopenia, che nella 
paziente in gravidanza può avere molte eziologie. La più 
comune è la TG, seguita dai disturbi ipertensivi e dalla 
sindrome HELLP. L’ITP è meno comune, mentre TTP e 
HUS sono rare. La diagnosi differenziale non è sempre 
facile, tuttavia è molto importante perché la gestione del 
paziente varia a seconda della condizione, anche se le 
manifestazioni cliniche sono simili.
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ABSTRACT

Laboratory tests in assisted reproductive technologies
Infertility is defined as the failure to achieve pregnancy after 12/24 months of regular unprotected sexual intercourse. 
Clinical and laboratory evaluations are required to find out the apparent determinants of infertility problem. Accurate 
diagnosis and effective therapy can facilitate achievement of fertility goals in many couples treated for infertility. 
Laboratory monitoring of the infertile couple include the female endocrinological assessment to evaluate the ovarian 
cycle physiology, the ovarian reserve, the thyroid function and others.Assisted reproductive technologies have become 
a common and accepted form of clinical care benefiting people of reproductive age who are subfertile or infertile. 
Traditional monitoring of ovarian hyperstimulation during assisted reproductive technologies treatment has included 
transvaginal ultrasonography plus the measurement of serum estradiol and progesterone levels to ensure safe practice 
by reducing the incidence and severity of ovarian hyperstimulation syndrome whilst achieving the good ovarian 
response needed for assisted reproduction treatment. The need for combined monitoring (using ultrasonography and 
serum hormone determination) during ovarian stimulation in assisted reproduction is controversial.
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INTRODUZIONE

L’indicazione all’accesso ad un centro di Procreazione 
Medicalmente Assistita (PMA) deriva da una diagnosi 
di infertilità, definita dall’Organizzazione Mondiale della 
Sanità (OMS) come l’assenza di concepimento dopo 
12/24 mesi di rapporti sessuali non protetti avvenuti in 
fase ovulatoria (1,2). L’infertilità in Italia riguarda circa il 
15% delle coppie mentre, nel mondo, circa il 10-12% (1).  
In particolare, secondo i dati forniti dall’Istituto Superiore 
di Sanità, nel 35% dei casi risulta preponderante il fattore 
maschile, nel 35% dei casi è principalmente coinvolto il 
fattore femminile, nel 15% vi è un fattore di coppia, ossia 
una condizione in cui coesistono una subfertilità maschile 
e femminile, e nel restante 15% l’eziologia rimane 

sine causa (3). Ad accentuare il problema concorrono 
sicuramente, almeno nel mondo occidentale, fattori 
socio-economici che ritardano la pianificazione familiare 
verso fasce di età in cui la fertilità tende a essere 
fisiologicamente ridotta.

Per potere accedere ad un percorso di PMA è 
necessario che la coppia esegua una serie di esami 
preliminari, utili per il medico esperto nella riproduzione 
umana, per chiarire l’opportunità e i vantaggi di ricorrere 
alla fecondazione assistita, e per meglio approfondire 
ogni aspetto finalizzato alla diagnosi e alla terapia. 

LA VALUTAZIONE DELLA RISERVA OVARICA

Il concetto biologico di riserva ovarica si basa sul fatto 
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che il numero di ovociti all’interno dell’ovaio di una donna 
è predeterminato alla nascita e diminuisce nel corso della 
vita. Questo declino naturale è influenzato da una serie di 
diversi fattori tra cui età, fattori genetici e ambientali (4,5). 

La valutazione della riserva ovarica nella pratica 
clinica è fondamentale, non solo perché riflette la 
probabilità di ottenere una gravidanza, ma anche perché 
è un indice predittivo della qualità della risposta ovarica 
alla terapia di stimolazione ormonale. 

Esistono diversi metodi per la determinazione della 
riserva ovarica, sia biochimici che basati su tecniche di 
imaging. Aldilà di quelle che sono state le prime indagini 
che storicamente sono state considerate per indagare 
la riserva ovarica, oggi le valutazioni laboratoristiche 
includono la misurazione serica dell’ormone antimulleriano 
(AMH) e dell’ormone follicolo stimolante (FSH).

La misurazione dei livelli di FSH in fase follicolare 
precoce (2°-3° giorno del ciclo), quando è minimo 
l’effetto del feedback negativo esercitato da estradiolo 
(E2) e inibina B sull’ipotalamo, in combinazione con la 
misurazione dell’E2, è stata utilizzata per più di 30 anni 
come indice indiretto della riserva ovarica. Le donne con 
riserva ovarica normale producono quantità sufficienti 
di E2 e inibina B dalle cellule follicolari della granulosa 
durante la fase iniziale del ciclo per mantenere bassi i 
livelli di FSH. Tuttavia, la diminuzione del pool ovocitario 
indebolisce l’effetto del feedback negativo, causando un 
aumento di FSH in fase follicolare iniziale (5-7). Pertanto, 
un livello elevato di FSH nella fase follicolare iniziale 
rappresenta un indice di una ridotta riserva ovarica.

L’aumento dei valori di FSH (>10 mUI/mL) in fase 

follicolare precoce è indicativo di scarso outcome 
riproduttivo ed identifica le donne che rispondono poco 
(poor-responders) alle terapie di stimolazione (8). Livelli di 
FSH al 3° giorno del ciclo >25 mUI/mL, e un’età superiore 
o uguale a 44 anni, sono entrambi, indipendentemente, 
associati ad una scarsissima possibilità di gravidanza 
durante l’induzione dell’ovulazione o con tecniche di 
riproduzione assistita. I valori di riferimento possono 
variare in modo significativo tra i laboratori, a causa delle 
differenze negli anticorpi e negli standard di calibrazione 
utilizzati per la misurazione dei livelli di gonadotropine 
(9). 

L’ormone antimulleriano (AMH) è un ormone 
glicoproteico che appartiene alla superfamiglia del fattore 
di crescita trasformante beta. Nelle donne adulte, è 
prodotto dalle cellule della granulosa nei follicoli preantrali 
e antrali dell’ovaio. Questi follicoli e la loro produzione 
di AMH sono indipendenti dalle gonadotropine, il che, in 
generale, mantiene l’AMH relativamente stabile durante il 
ciclo ovarico (10,11). Nei follicoli fino a 6 mm di diametro, 
l’AMH agisce come un regolatore paracrino negativo, 
inibendo il reclutamento dei follicoli all’inizio della 
follicologenesi, impedendo la selezione dei follicoli da 
parte dell’FSH ed inibendo l’espressione dell’aromatasi 
stimolata dall’FSH. I livelli di AMH diminuiscono con 
l’aumentare dell’età di una donna e sono fortemente 
correlati al numero di follicoli antrali residui, il che lo 
rende un biomarcatore  utile della riserva ovarica (12,13) 
(Figura 1). 

Negli ultimi 20 anni, l’AMH è diventato uno dei 
più comuni esami di  riserva ovarica ed è ora parte 

Figura 1 
Espressione e concentrazione dell’ormone antimulleriano (AMH) in relazione alla follicologenesi e alla riserva ovarica. 
L’espressione dell’AMH aumenta dallo stadio di follicolo secondario in poi, fino allo stadio del follicolo antrale. Nei follicoli 
preovulatori, l’AMH è espresso solo nelle cellule del cumulo granulosa che circondano l’ovocita (A).
Con l’aumentare dell’età, la riserva ovarica funzionale diminuisce a causa dell’esaurimento del pool follicolare primordiale (B). 
Ciò porta ad una diminuzione del numero dei follicoli antrali e di conseguenza ad una diminuzione dei livelli sierici di AMH, 
raggiungendo livelli non rilevabili in menopausa (16). Modificata da Margherita Ceccobelli.
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integrante nel percorso diagnostico e terapeutico della 
coppia sterile nella maggior parte dei Centri di PMA. 
L’AMH ha una forte capacità di predire la risposta alla 
terapia di stimolazione, sia in termini di uno scarso 
sviluppo follicolare, che di uno eccessivo con il rischio di 
sindrome da iperstimolazione ovarica (OHSS) (5,14,15) 
e sembra avere un significativo valore predittivo per 
l’outcome di gravidanza in associazione con altre variabili 
(7,14). L’importanza clinica della misurazione dell’AMH 
ha portato allo sviluppo di diversi metodi di misura. 
Attualmente, i saggi manuali più frequentemente utilizzati 
includono il Saggio Gen II modificato (Beckman Coulter) 
e il saggio di immunoassorbimento enzimatico (ELISA) e 
picoAMH (entrambi Ansh Labs), che utilizzano anticorpi 
diversi rispetto al test Gen II.

Inoltre, attualmente sono disponibili due test 
automatizzati, Access AMH (Beckman Coulter) ed 
Elecsys AMH (Roche). La comparazione dei valori di 
AMH ottenuta con diversi metodi di misurazione risulta 
ancora problematica. Le differenze nei valori ottenuti 
potrebbero essere spiegate dall’uso di differenti coppie 
di anticorpi (per i saggi manuali), che potrebbero portare 
al rilevamento di diverse isoforme di AMH. Lo sviluppo 
dei saggi automatizzati ha aumentato la precisione, la 
riproducibilità e la velocità di misura, e si ritiene quindi 
che presentino caratteristiche analitiche superiori ai test 
manuali (16).

D’altronde, l’AMH ha un’elevata variabilità 
interindividuale a causa dell’ampia variabilità della riserva 
ovarica, caratteristica che lo rende un biomarcatore utile 
in un contesto clinico per  discriminare le pazienti da un 

punto di vista diagnostico e prognostico (17).

LA VALUTAZIONE DEL CICLO OVARICO E 
L’ACCERTAMENTO DELL’OVULAZIONE

La sterilità da anovulazione è responsabile di circa 
il 25% di tutte le forme di sterilità femminile (18). La 
presenza di cicli mestruali regolari generalmente implica 
anche la presenza dell’ovulazione, anche se non è una 
prova definitiva che essa avvenga effettivamente. Oltre 
al dato clinico e a quello ecografico, l’accertamento 
dell’ovulazione si basa sulla determinazione del 
progesterone in media fase luteale. Prima dell’ovulazione 
la concentrazione serica di progesterone è <3 ng/mL. 
Dopo l’ovulazione, essa sarà >3 ng/mL, spesso salendo 
fino a 15 ng/mL o più, durante la metà della fase luteale 
del ciclo, attesa circa 7 giorni prima della prevista 
mestruazione (19). 

La presenza dell’ovulazione è garantita dalla 
maturazione follicolare indotta dall’ormone follicolo 
stimolante (FSH) e dall’ormone luteotropo (LH). L’LH 
gioca un ruolo fondamentale nella steroidogenesi ovarica, 
nell’induzione dell’ovulazione e nel mantenimento della 
funzione del corpo luteo, garantendo un’adeguata 
secrezione progestinica (20) (Figura 2). 

Lo studio della fisiologia del ciclo ovarico deve 
includere la misura di FSH, E2, LH, prolattina (PRL), ormoni 
androgeni e tiroidei. Condizioni di iperprolattinemia, 
disfunzioni tiroidee, sindrome dell’ovaio policistico e 
iperandrogenismo rappresentano le cause principali di 
anovulazione cronica. 

Figura 2 
Sintesi dell’estradiolo nell’unità funzionale ovarica. Dapprima l’LH si lega ai relativi recettori delle cellule della teca stimolando 
la via dell’adenilato ciclasi e determinando l’attivazione della via biosintetica steroidea a partire dal colesterolo: si formano 
dapprima il progesterone e in seguito gli androgeni ovarici. Gli androgeni ovarici migrano nelle cellule della granulosa 
adiacenti, ove diventano substrato dell’aromatasi, che li trasforma in estrogeni. L’azione dell’aromatasi è stimolata dall’FSH, 
i cui recettori sono presenti nelle cellule della granulosa (20). Modificata da Margherita Ceccobelli.

*Biochimica clinica, 2022, vol. 46.indd   33*Biochimica clinica, 2022, vol. 46.indd   33 12/09/22   08:4612/09/22   08:46



S34           biochimica clinica, 2022, vol. 46 SS1

RASSEGNE REVIEWS

PROLATTINA E FUNZIONE TIROIDEA

La PRL è un ormone proteico polipeptidico prodotto 
dalle cellule lattotrope dell’ipofisi anteriore. La PRL viene 
secreta in modo pulsatile secondo un ritmo circadiano 
sincrono con quello dell’LH. I più alti livelli di PRL si 
rilevano durante le ore notturne di sonno, quelli più bassi 
durante le ore di veglia; il picco massimo si verifica tra le 
ore 4 e le 6 del mattino, nell’ora successiva al risveglio 
i valori dell’ormone scendono per raggiungere il picco 
minimo verso le ore 10. Oltre al ritmo circadiano è stata 
osservata una ciclicità mensile con un picco durante la 
tarda fase follicolare quando i livelli di estrogeni sono più 
elevati. Anche l’ormone di rilascio delle gonadotropine 
(GnRH, Gonadotropin releasing hormone) può svolgere 
un ruolo nella regolazione della secrezione della PRL 
durante il ciclo mestruale. Differenti momenti della 
giornata, così come diverse abitudini di vita, possono 
influenzare l’andamento circadiano dei livelli di PRL 
plasmatica: il sonno, il pasto, il tipo di dieta e, soprattutto, 
le situazioni di stress (8). 

Alcuni fattori esercitano un ruolo stimolante sulla 
secrezione della PRL, in particolare l’ormone di rilascio 
della tireotropina (TRH, thyrotropin releasing hormone) 
e gli stessi estrogeni. Il principale fattore inibitorio della 
prolattina è la dopamina (DA). 

Il ruolo fisiologico della PRL sulla funzione riproduttiva 
è particolarmente  discusso nell’uomo. Le alterazioni 
riscontrate nel corso di stati iperprolattinemici dimostrano 
con certezza che la PRL svolge un ruolo importante 
nella fisiologia della riproduzione. L’aumento dei livelli di 
PRL inibisce la secrezione pulsatile delle gonadotropine; 
sembra inoltre che nella donna si associ alla perdita 
dell’effetto di feedback positivo degli estrogeni sulle cellule 
gonadotrope ipofisarie. Per quanto riguarda l’azione 
della PRL nella steroidogenesi ovarica, sembra che 
minime quantità di questo ormone siano indispensabili 
per assicurare la maturazione follicolare e, soprattutto, 
la formazione ed il mantenimento del corpo luteo (8,20). 

Per minimizzare l’effetto di possibili eventi stressanti 
sulla determinazione dei livelli sierici di PRL, oltre al 
prelievo singolo, si può eseguire la curva basale della 
PRL, per mezzo della quale si misurano le concentrazioni 
a intervalli di circa 30 minuti nell’arco di 90 minuti, 
mantenendo una condizione di riposo. Infatti, bisogna 
considerare che la misura tra differenti laboratori mostra 
una variabilità non trascurabile, che alcune variabili 
fisiologiche possono influenzare la concentrazione (uso 
di farmaci o droghe, pasto, sonno, paura del prelievo) 
e che pertanto prima di arrivare ad una diagnosi di 
iperprolattinemia bisogna rilevarne ripetutamente i 
livelli (21). Valori di PRL >200 ng/mL sono diagnostici di 
iperprolattinemia secretoria e spesso di macroadenoma; 
valori inferiori non possono escludere la presenza di 
adenomi PRL-secernenti a bassa espressione ormonale 
o cause di iperprolattinemia iatrogena (22).

Parallelamente, anche disfunzioni della ghiandola 
tiroidea possono condurre ad alterazioni mestruali ed 
infertilità attraverso interazioni dirette ed indirette con 
l’asse ipotalamo-ipofisi-ovaio. In particolare, gli ormoni 
tiroidei sembrano svolgere un’azione sinergica con 

l’FSH nella promozione della proliferazione delle cellule 
della granulosa, del potenziale invasivo del trofoblasto 
extravilloso attraverso effetti sull’espressione della 
metalloproteinasi della matrice e nel miglioramento della 
ricettività endometriale durante la finestra di impianto 
(23). Alterazioni della funzione tiroidea sono piuttosto 
frequenti nelle donne in età riproduttiva: circa l’11% 
hanno disturbi autoimmuni tiroidei, il 2-3% ipotiroidismo 
e 1-2% ipertiroidismo (24). Per questo motivo, tra gli 
esami preliminari, nello studio dell’infertilità femminile, è 
opportuno indagare i livelli degli ormoni tireostimolante 
(TSH), triiodotironina libera (fT3) e tiroxina libera (fT4). 

In donne in cerca di gravidanza, le linee guida 
raccomandano il trattamento con levotiroxina in 
caso di ipotiroidismo subclinico, definito con livelli di  
TSH >2,5 mIU/L (25). Inoltre, negli ultimi anni, alcuni 
studi hanno dimostrato un’associazione tra autoimmunità 
tiroidea con infertilità femminile e bassa riserva ovarica 
(26). Recenti studi hanno dimostrato come ci sia 
un’associazione tra i disordini autoimmuni tiroidei, in 
particolare tiroidite di Hashimoto e Morbo di Basedow-
Graves, ed infertilità (27-29). La diagnosi di tali forme 
autoimmuni si basa sulla ricerca laboratoristica di 
anticorpi anti-tiroide, ossia gli anticorpi anti-perossidasi 
tiroidea (Ab anti-TPO), la cui presenza può essere 
riscontrata sia nel morbo di Graves che nella tiroidite di 
Hashimoto, gli anticorpi anti-tireoglobulina (Ab anti-TG), 
caratteristici della tiroidite di Hashimoto e gli anticorpi anti 
recettore dell’ormone stimolante la tiroide (Ab anti-TSHR 
o TrAb) caratteristici del morbo di Graves.

LA SINDROME DELL’OVAIO POLICISTICO E 
GLI IPERANDROGENISMI

La sindrome dell’ovaio policistico (PCOS) è 
una patologia endocrina tipica dell’età fertile ed è 
caratterizzata da alterazioni del ciclo mestruale (oligo-
amenorrea, conseguenza di una anomala funzione 
ovulatoria), da una eccessiva presenza di ormoni maschili 
(iperandrogenismo) e da un elevato numero di follicoli 
antrali, visualizzati ecograficamente (30). Colpisce tra 
l’8% e il 20% delle donne e rappresenta una delle cause 
più comuni di infertilità (31). 

Sotto l’aspetto ormonale e laboratoristico, la PCOS 
è caratterizzata da un’aumentata produzione giornaliera 
di androgeni ed estrogeni e dalla dissociazione dei tassi 
plasmatici delle gonadotropine con LH generalmente 
elevato ed FSH normale o basso, con un rapporto  
LH/FSH >2,5. 

L’aumento della secrezione di LH potrebbe essere 
legato all’aumentata sensibilità dell’ipofisi al GnRH 
oppure ad un’alterata secrezione ipotalamica di GnRH, in 
particolare all’aumento dell’ampiezza delle sue pulsazioni 
(8). 

L’incremento della pulsatilità del GnRH sembra 
essere maggiormente legato all’iperinsulinemia, a sua 
volta dipendente sia dall’aumentata resistenza periferica, 
che dalla diminuita clearance epatica. L’incidenza della 
resistenza insulinica in queste pazienti oscillerebbe tra 
il 25% e il 70% (32). Sarebbe quindi l’iperinsulinemia, 
tramite l’incremento del GnRH e dell’LH, a provocare 
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iperandrogenismo . Infatti, l’insulina stimola la secrezione 
androgenica in cellule tecali in coltura di soggetti fertili, 
secrezione che risulta aumentata nelle pazienti con PCOS. 
Inoltre, anche la produzione surrenalica androgenica 
risulta rafforzata in uno stato di iperinsulinemia. La 
valutazione e la quantificazione dello stato di insulino-
resistenza può essere eseguita mediante il test con carico 
orale del glucosio (OGTT), che si basa su misurazioni 
ripetute di glucosio e insulina, di cui la prima a digiuno 
(basale) e le altre a intervalli regolari (120 e 180 minuti) 
dopo l’assunzione per bocca di una soluzione acquosa 
contenente 75 grammi di glucosio. Sono considerati 
normali valori di glicemia <100 mg/dL e <140 mg/dL e di 
insulinemia tra 5 e 25 mUI/mL e tra 18 e 56 mUI/mL (al 
tempo 0 e dopo 120 minuti rispettivamente). La necessità 
di estendere l’OGTT come test di screening per l’insulino-
resistenza a tutte le pazienti affette da PCOS o riservarlo 
solamente a quelle che presentano fattori di rischio 
(obesità, iperandrogenismo, età >40 anni, storia familiare 
di diabete, pregresso diabete mellito gestazionale) è 
ancora oggetto di dibattito. Le più recenti linee guida 
in materia raccomandano di porre diagnosi di insulino-
resistenza mediante la determinazione della glicemia 
a digiuno, dell’emoglobina glicosilata o dell’OGTT (33). 
La maggior parte dei più recenti studi è però concorde 
nell’affermare che l’algoritmo diagnostico con OGTT 
(glicemia basale e determinazione dopo 120 minuti) 
mostra maggiore accuratezza rispetto alla sola glicemia 

a digiuno nella determinazione dell’insulino-resistenza, 
indipendentemente dalla presenza di fattori di rischio 
specifici (34-39).

La determinazione degli androgeni comprende il 
testosterone (totale e quota libera), l’androstenedione, 
il deidroepiandrosterone solfato (DHEA-S) e il 
17-idrossiprogesterone (17-OHP). L’eccesso di androgeni 
può essere indotto da insulino-resistenza e iperinsulinemia, 
poiché questi ultimi due fattori causano una riduzione 
della globulina legante gli ormoni sessuali o Sex Hormone 
Binding Globulin (SHBG)  con successivo aumento degli 
androgeni liberi (40) (Figura 3). L’SHBG  in questi casi 
presenta una riduzione di circa il 50% dei suoi livelli. Un 
dato di estremo interesse diagnostico è rappresentato dal 
Free Androgen Index (FAI): questo proviene dal rapporto 
tra testosterone totale e SHBG ed è aumentato nella 
PCOS. 

Altro dato di laboratorio caratteristico della paziente 
con PCOS è l’aumento sierico dell’AMH, legato non solo 
all’aumentato numero dei follicoli antrali e preantrali, 
ma anche alla maggiore produzione di AMH da parte 
delle singole cellule della granulosa di tali follicoli (41).  
Diversi studi hanno dimostrato che l’AMH è correlato 
alla gravità delle manifestazioni della PCOS, tra cui 
oligo/amenorrea, iperandrogenismo e caratteristiche 
morfologiche ecografiche di ovaio policistico, a sostegno 
dell’ipotesi che l’AMH non sia solo un biomarcatore di 
malattia, ma in realtà contribuisca alla sua patogenesi 

Figura 3 
Meccanismi  recettoriali dell’iperandrogenismo nello sviluppo della PCOS. Si illustrano i due assi proposti coinvolti nello 
sviluppo delle caratteristiche riproduttive e metaboliche della PCOS risultanti dall’eccesso di androgeni e i conseguenti tratti 
della PCOS sviluppati (40). Modificata da Margherita Ceccobelli.
PCOS, sindrome dell’ovaio policistico.
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(42-47) (Figura 4).
Oltre ad essere causa di infertilità, la PCOS 

rappresenta un fattore di rischio per abortività ad epoche 
precoci di gravidanza, evento che sarebbe attribuito 
a livelli aumentati di LH, iperandrogenismo, insulino 
resistenza e obesità (19, 48).

GLI ESAMI DI LABORATORIO NEL MONITORAGGIO 
DELLA STIMOLAZIONE OVARICA E DEL RI-
SCHIO DI SINDROME DA IPERSTIMOLAZIONE 
OVARICA

Le tecniche di PMA comprendono tutti quei 
procedimenti che comportano il trattamento laboratoristico 
di ovociti umani, di spermatozoi o embrioni nell’ambito di 
un progetto finalizzato a realizzare una gravidanza. 

La più nota ed utilizzata tra queste tecniche è 
denominata “Intracytoplasmic sperm injection” ovvero 
microiniezione intracitoplasmatica dello spermatozoo (ICSI) 
ed è stata proposta per la prima volta nel 1993. Consiste 
nell’inserimento, con tecniche di micromanipolazione, 
di uno spermatozoo nel citoplasma di un ovocita. La 
prima fase della ICSI è rappresentata dall’induzione 
farmacologica della crescita follicolare (controlled 
ovarian hyperstimulation, COH), con maturazione di più 
ovociti,  mediante la somministrazione di farmaci induttori 
dell’ovulazione. Tale trattamento prevede il controllo della 
risposta ovarica a tale terapia, mediante monitoraggio 
ecografico e/o determinazione di E2 e progesterone. Gli 
ovociti recuperati con prelievo ecoguidato per via trans-

vaginale vengono inseminati mediante ICSI, al fine di 
ottenere embrioni che sono poi trasferiti in cavità uterina.

L’induzione della crescita follicolare multipla è 
praticata in quasi tutti i cicli di PMA e il motivo risiede 
nella possibilità di ottenere più follicoli, e quindi più 
ovociti, rispetto ad un ciclo spontaneo ovulatorio nel 
quale si origina fisiologicamente un solo ovocita maturo, 
migliorando così i tassi di gravidanza relativi. 

Durante la COH è necessario effettuare un attento 
monitoraggio ecografico e laboratoristico della crescita 
dei follicoli, per stabilire l’esatto momento in cui effettuare 
il prelievo ovocitario e scongiurare risposte eccessive, o 
cercare di correggere la stimolazione in caso di risposte 
insufficienti. Il monitoraggio laboratoristico prevede la 
determinazione di E2 e di progesterone nel siero. 

I livelli di E2 correlano con la crescita follicolare 
mentre quelli di progesterone mostrano un’eventuale 
luteinizzazione precoce (49). 

In un ciclo naturale, i livelli di E2 raggiungono un picco 
di 200-400 pg/mL soltanto prima del picco di LH; simili 
livelli in un ciclo stimolato sono da attendersi per ogni 
follicolo maturo. In un ciclo stimolato i migliori risultati 
sono ottenuti con concentrazioni comprese tra 500 e  
1 500 pg/mL; con valori di E2 <200 pg/mL, una gravidanza 
è improbabile (50,51). 

Al contrario è auspicabile che i livelli di progesterone 
rimangano bassi. In vari studi è stato osservato che 
livelli di progesterone >1,5 ng/mL nel giorno del trigger 
dell’induzione della maturazione ovocitaria mediante 
somministrazione di hCG, correlavano con peggiori 

Figura 4 
Fattori coinvolti nell’incremento dell’AMH e suoi effetti  in pazienti con PCOS. L’iperproduzione dell’AMH sarebbe legata 
all’aumento anomalo di vari mediatori (LH, androgeni, insulina, prodotti ossidativi), alla riduzione di fattori anti-ossidanti e a 
fattori genetici. L’anomalo incremento di AMH causa una riduzione dell’espressione dell’aromatasi e della sensibilità dell’unità 
follicolare all’FSH, portando a anovulazione e iperandrogenismo. La relazione tra AMH e resistenza insulinica non è ancora 
stata chiarita (41). Modificata da Margherita Ceccobelli.
PCOS, sindrome dell’ovaio policistico; LH, ormone luteo stimolante; AMH, ormone anti-mulleriano; FSH, ormone follicolo 
stimolante
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risultati del ciclo di trattamento, in particolare con minor 
tasso di gravidanza (52,53). E’ possibile che tale effetto 
negativo dell’aumento del progesterone sui risultati della 
fecondazione in vitro possa dipendere dalle modifiche 
indotte sulla recettività endometriale (54).

Secondo le ultime linee guida della European Society 
of Human Reproduction and Embriology  (ESHRE) del 
2019, stando alle evidenze attualmente pubblicate, il 
monitoraggio combinato ecografico e laboratoristico della 
COH  non sarebbe superiore al monitoraggio mediante 
la sola ecografia in termini di efficacia e sicurezza. 
L’aggiunta della determinazione di E2  nel monitoraggio 
non sembra aumentare la probabilità di gravidanza, il 
numero di ovociti recuperati o diminuire la probabilità di 
OHSS (55).

In ogni caso, lo scopo del monitoraggio durante 
la COH è rilevare il momento ottimale per indurre 
l’ovulazione (mediante la somministrazione di hCG o LH) 
e determinare una risposta adeguata alla stimolazione 
ovarica per consentire il prelievo degli ovociti, ma 
soprattutto per identificare le donne a rischio di OHSS 
(56). 

Il disturbo alla base dell’OHSS è uno spostamento 
dei liquidi dallo spazio intravascolare al compartimento 
extravascolare e dunque alla cavità addominale, creando 
un enorme terzo spazio. La conseguente ipovolemia 
porta a problemi circolatori ed escretori. L’elevata 
secrezione di estrogeni da parte delle ovaie può essere 
il primum movens, inducendo una maggiore permeabilità 
capillare locale e perdita di liquidi dai capillari peritoneali. 
Secondo un’altra ipotesi la sindrome può derivare 
dalla sovrapproduzione di fattori autocrini/paracrini che 
influenzano la permeabilità vascolare locale (9). Un 
numero crescente di prove coinvolge il fattore di crescita 
endoteliale vascolare (VEGF) nella fisiopatologia della 
OHSS. Si presume il VEGF origini dal follicolo ovarico; 
l’aumento della permeabilità capillare e la gravità della 
sindrome sono strettamente correlati ai livelli circolanti 
di VEGF (57-59). Si ritiene che anche altre citochine, in 
particolare la famiglia delle interleuchine, siano coinvolte 
nei cambiamenti di permeabilità vascolare; si ipotizza che 
questi agenti influenzino il sistema dell’ossido nitrico (60, 
61). La perdita di liquidi e proteine nella cavità addominale 
spiega l’ipovolemia e l’emoconcentrazione. Questo 
a sua volta si traduce in bassa pressione sanguigna 
e diminuzione della pressione venosa centrale. Le 
principali complicanze cliniche sono l’aumento della 
coagulabilità e la diminuzione della perfusione renale. 
La ridotta perfusione renale porta ad un aumento del 
riassorbimento di sodio e acqua nel tubulo prossimale, 
che produce oliguria, iperazotemia e iperkaliemia (62). 
Nei casi più gravi, può verificarsi una sindrome da distress 
respiratorio dell’adulto (ARDS), versamento pleurico, 
versamento pericardico, incremento degli enzimi epatici, 
insufficienza renale acuta, tromboembolie. 

Tutte le donne che si sottopongono a stimolazione 
ovarica possono sviluppare tale sindrome. È stata 
comunque individuata una classe di pazienti definite 
“high responders” che, reagendo in modo eccessivo a 
dosi standard di stimolazione, sono a maggior rischio 
di sviluppo di OHSS. I fattori di rischio individuati finora 

sono: età <30 anni; micropolicistosi ovarica; Body Mass 
Index ridotto; valori elevati di AMH (>3,4 ng/mL); elevata 
Conta Follicoli Antrali (AFC >24); elevati valori di E2 alla 
somministrazione di hCG (>3500-4000 pg/mL); elevato 
numero di follicoli sviluppati (>35) dopo somministrazione 
di hCG (8, 63-73). 

ACCERTAMENTO DEI REQUISITI PER L’ACCESSO 
ALLE TECNICHE 

Screening per patologie infettive

I soggetti che si rivolgono ad un centro PMA devono 
aver effettuato gli accertamenti previsti dal D.M. 
10/09/1998 in funzione preconcezionale per la donna, 
l’uomo e la coppia (2).

Secondo l’Accordo Stato Regioni del 15 marzo 2012, le 
coppie che si rivolgono ad un Centro di PMA devono aver 
effettuato, prima di iniziare il trattamento, gli esami per la 
ricerca di anticorpi anti HIV (Virus dell’Immunodeficienza 
Umana), antigene Australia del virus dell’epatite B 
(HBsAg), anticorpi anti-core del virus dell’epatite B (anti-
Hbc), anticorpi anti epatite C (anti-HCV). I campioni 
di sangue vanno prelevati non oltre 90 giorni prima 
dell’inizio del trattamento e ripetuti ogni 6 mesi durante 
il trattamento (74). Quando vi siano coppie o pazienti 
positivi per HIV, virus dell’epatite B o virus dell’epatite 
C che vogliano intraprendere un trattamento di PMA, 
deve essere prevista una condizione di conservazione e 
trattamento separati, nonché devono essere considerate 
le implicazioni di queste patologie infettive per i potenziali 
figli (2,74). In particolare, i campioni di soggetti risultati 
negativi per epatite B, epatite C o per HIV devono essere 
conservati in contenitori differenti da quelli contenenti 
campioni positivi o di cui manchi la documentazione di 
negatività (74).

In considerazione dell’epoca preconcezionale, è 
consigliabile effettuare anche lo screening per le seguenti 
infezioni: Toxoplasmosi, Rosolia, Citomegalovirus e 
Lue. Di questi però, solamente la sierologia per rosolia 
e per il Treponema pallidum rientrano tra le prestazioni 
preconcezionali elencate nel DPCM sui nuovi livelli 
essenziali di assistenza del 2017 (75).

Screening per le principali patologie genetiche

I test genetici di screening sono quelli che vengono 
proposti quando la condizione di infertilità è accertata e 
la coppia sceglie di intraprendere la PMA. Si pone allora 
la necessità di conoscere il rischio riproduttivo: si tratta 
quindi di test che hanno per oggetto la salute della prole 
della coppia (76).

Nei Centri di PMA quelli più frequentemente proposti 
sono: 
-	 cariotipo, per la ricerca di anomalie cromosomiche sia 

di tipo numerico (cromosomi sessuali) che strutturale 
(traslocazioni bilanciate o altre anomalie che non 
comportano perdita o guadagno del materiale 
genetico);

-	 ricerca delle mutazioni del gene CFTR (Cystic 
Fibrosis Transmembrane Regulator), per la diagnosi 

*Biochimica clinica, 2022, vol. 46.indd   37*Biochimica clinica, 2022, vol. 46.indd   37 12/09/22   08:4612/09/22   08:46



S38           biochimica clinica, 2022, vol. 46 SS1

RASSEGNE REVIEWS

di malattia o di portatore sano della fibrosi cistica; 
-	 elettroforesi delle emoglobine, per la ricerca di 

emoglobine anomale;
-	 attività dell’enzima glucosio 6-fosfato deidrogenasi 

(G6PDH) eritrocitario, la cui carenza è causa di 
favismo e conseguenti possibili crisi di emolisi; 

-	 microdelezioni del cromosoma Y, per la ricerca della 
diagnosi su base genetica di infertilità maschile (da 
effettuare solo in caso di infertilità maschile).

La consulenza genetica preconcenzionale si rivolge alla 
coppia per fornire informazioni circa i possibili rischi di 
ricorrenza e le possibilità diagnostiche e preventive di 
patologie gravi e invalidanti.

Ulteriori indagini diagnostiche

Come previsto dal DPCM (Decreto del Presidente 
del Consiglio dei Ministri) sui nuovi Livelli essenziali di 
assistenza del 2017 (75), dopo due aborti consecutivi 
o pregresse patologie della gravidanza con morte 
perinatale, o  anamnesi familiare positiva per patologie 
ereditarie, è adeguato prescrivere in fase preconcezionale 
ulteriori esami di laboratorio a scopo diagnostico, per 
lo screening di patologie autoimmuni o trombofiliche 
ereditarie e/o acquisite.

Gli autoanticorpi ricercati in tale ambito comprendono: 
anticorpi antinucleari (ANA), per valutare la presenza o 
il decorso di alcune malattie autoimmuni quali il Lupus 
Eritematoso Sistemico (LES), la sclerosi sistemica, la 
sindrome di Sjögren, la connettivite mista, le epatiti 
autoimmuni e così via; anticorpi anti-proteine estraibili 
nucleari (ENA), importante per diagnosi di lupus 
eritematoso sistemico, patologie autoimmuni connettivali, 
polimiosite, sindrome da anticorpi antifosfolipidi, 
sindrome di Sjögren, artrite reumatoide; anticorpi anti-
DNA a doppio filamento (anti-dsDNA), presenti nell’80-
90% dei pazienti colpiti da LES (77).

Per lo screening trombofilico è indicato richiedere 
i seguenti esami di laboratorio: mutazione G20210A 
del gene della protrombina, del Fattore V Leiden, la 
determinazione di  omocisteina, antitrombina III, proteina 
C, proteina S ed infine la ricerca di anticorpi antifosfolipidi 
tipo Lupus Anticoagulant (LAC), anticorpi anti-Beta 2 
glicoproteina I, anticorpi anticardiolipina.

La Tabella 1 riassume gli esami di laboratorio 
consigliati nel percorso di PMA.

CONCLUSIONI
In conclusione, nell’ambito della PMA,  il dato di 

Tabella 1 
Esami di laboratorio nel percorso di Procreazione Medicalmente Assistita (PMA)

Ormoni Screening infettivologico Screening genetico Altre indagini 
diagnostiche

Riserva ovarica:
AMH, FSH¹

Ab anti-HIV, HBsAg, 
Ab anti-Hbc, Ab anti-HCV, 
Toxoplasma IgG e IgM, 
Rosolia IgG e IgM, 
Citomegalovirus IgG e IgM, 
TPHA/TPPA

Cariotipo: 
Ricerca delle mutazioni del 
gene CFTR, elettroforesi 
delle emoglobine, attività 
dell’enzima G6PDH 
eritrocitario, microdelezioni 
del cromosoma Y

Autoimmunità:
ANA, ENA, Ab anti-dsDNA

Trombofilia:
Mutazione G20210A del 
gene della protrombina, 
Fattore V Leiden, 
omocisteinemia, 
antitrombina III, proteina C, 
proteina S, LAC, anticorpi 
anti-Beta 2 glicoproteina I, 
Anticorpi anti-cardiolipina

Ciclo ovarico:
LH, FSH, E2, progesterone² 

Prolattina e funzione tiroidea:
PRL, TSH, FT3, FT4, Ab 
anti-TPO, Ab anti-TG, TrAb

PCOS:
AMH, LH/FSH, OGTT, 
testosterone, testosterone 
libero, androstenedione, 
DHEA-S, 17-OHP, SHBG, 
FAI

Monitoraggio stimolazione 
ovarica:
E2, progesterone

AMH, ormone antimulleriano; FSH, ormone follicolostimolante; LH, ormone luteotropo; E2, estradiolo; PRL, prolattina; TSH, 
ormone tireostimolante; fT3, triiodotirnonina libera; fT4, tiroxina libera; Ab anti-TPO, anticorpi anti-perossidasi tiroidea; Ab 
anti-TG, anticorpi anti-tireoglobulina; TrAb, anticorpi anti recettore dell’ormone stimolante la tiroide; OGTT, test con carico 
orale del glucosio; DHEA-S, deidroepiandrosterone solfato; 17-OHP, 17-idrossiprogesterone; SHBG, Sex Hormone Binding 
Globulin; FAI, Free Androgen Index; Ab anti-HIV: anticorpi anti-Virus dell’Immunodeficienza Umana; HBsAg, antigene Australia 
del virus dell’epatite B; Ab anti-Hbc, anticorpi anti-core del virus dell’epatite B; Ab anti-HCV, anticorpi anti epatite C; IgG, 
immunoglobuline G; IgM, imunoglobuline M; TPHA/TPPA, test treponemici per Lue; CFTR, Cystic Fibrosis Transmembrane 
Regulator; G6PDH, glucosio 6-fosfato deidrogenasi; ANA: anticorpi anti-nucleari; ENA, anticorpi anti-proteine estraibili 
nucleari; Ab anti-dsDNA, anticorpi anti-DNA a doppio filamento; LAC, anticorpi antifosfolipidi tipo Lupus Anticoagulant.
¹ FSH misurato in fase follicolare precoce (2° o 3° giorno del ciclo). ² Progesterone misurato in media fase luteale (21° giorno 
del ciclo).

*Biochimica clinica, 2022, vol. 46.indd   38*Biochimica clinica, 2022, vol. 46.indd   38 12/09/22   08:4612/09/22   08:46



biochimica clinica, 2022, vol. 46 SS1          S39

RASSEGNE REVIEWS

laboratorio risulta di fondamentale importanza, sia 
nel percorso diagnostico maschile e femminile, come  
inquadramento della possibile causa dell’infertilità di 
coppia, sia nel percorso terapeutico e prognostico 
dei trattamenti di stimolazione ovarica controllata. 
Occorre sempre ricordare, infine, che il risultato 
positivo dei trattamenti di PMA, che è rappresentato dal 
raggiungimento della gravidanza evolutiva, non deve 
mai porre in secondo piano la sicurezza dei pazienti, e la 
medicina di laboratorio è il principale alleato in grado di 
garantire ognuno di questi obiettivi.   
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ABSTRACT

Laboratory medicine for the assessment of kidney function during pregnancy
The early identification of kidney function impairment during pregnancy is crucial to prevent the onset of severe 
maternal diseases, such as hypertension, diabetic nephropathy, preeclampsia, urinary tract infections, and neonatal 
adverse outcomes, such as prematurity and intrauterine growth restriction. In pregnant women who developed chronic 
kidney disease before gestation, the weekly monitoring of serum/plasma creatinine and albuminuria allows the timely 
identification of kidney function worsening, considerably reducing the risk of an abrupt onset of acute kidney injury. 
Serum creatinine remains the most popular and used biomarker for assessing kidney function worldwide. However, 
during pregnancy the physiological hyperfiltration significantly influences plasma creatinine concentration, especially 
during the first trimester; even the physiological hemodilution, originating from the maternal plasma volume expansion, 
significantly contributes to the reduction of creatinine plasma levels. Creatinine clearance is considered the standard 
method for assessing glomerular filtration during pregnancy; however, creatinine tubular secretion and the inaccuracy 
in 24-h urine collection considerably affect results reliability. In addition, to avoid the urine retention in the dilated 
collecting system due to the physiological hydronephrosis during pregnancy, women should rest theoretically on their 
left side for one hour before starting and completing the 24-h urine collection. As a result, creatinine clearance is 
cumbersome and time-consuming, and can be performed only in selected, critical cases. The utilization of serum 
biomarkers-based equations for the estimation of glomerular filtration rate is strongly discouraged during pregnancy. 
Cystatin C is an effective biomarker for predicting gestational diabetes mellitus and preeclampsia but less effective 
for mirroring kidney function, being affected by extra-renal factors especially during the third trimester. Albuminuria is 
crucial for the early diagnosis and monitoring of gestational diabetes and hypertension. The measurement of urine  
albumin is by far more desirable than that of urine  total proteins, being the latter affected by various analytical 
drawbacks; the first morning void urine specimen is recommended for the accurate measurement of albuminuria, 
and results should be expressed as albuminuria to creatininuria ratio, to minimize the intra-individual variability. In 
conclusion, plasma creatinine and albuminuria should be considered the most appropriate laboratory tests for the early 
identification and monitoring of kidney dysfunction during pregnancy.
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INTRODUZIONE

La gravidanza è una condizione fisiologica 
caratterizzata da numerosi cambiamenti anatomici e 
funzionali temporanei, prevalentemente a carico del 
sistema vascolare emodinamico (1) e anche di singoli 
organi. In particolare, i reni aumentano di 1-1,5 cm in 
lunghezza e di oltre il 30% in volume, per poi diminuire 
progressivamente nei 6 mesi successivi al parto. A 
queste modifiche parenchimali corrispondono modifiche 
funzionali che sono ben rappresentate da alterazioni 
delle concentrazioni plasmatiche e urinarie di alcuni 
biomarcatori; inoltre, l’approccio multiomico, che consiste 
nello studio del proteoma, metaboloma e immunoma 
materni, consente una previsione precoce sull’evoluzione 

della gravidanza e del  momento del parto, descrivendo 
il fenotipo molecolare e immunitario associato alla 
rimodulazione endocrina per tutta la durata della gravidanza 
(2). Il rene è un organo particolarmente esposto ad effetti 
tossici causati da complicanze correlate alla gravidanza, 
tra cui l’ipertensione gravidica, la preeclampsia, la 
placenta accreta, le infezioni del tratto urinario, le uropatie 
ostruttive, la malattia renale acuta (AKD, acute kidney 
disease), l’ematuria e proteinuria asintomatiche (3-7). 
Inoltre, la gravidanza può aggravare alcune malattie pre-
esistenti, tra cui la malattia renale cronica (CKD, chronic 
kidney disease), la nefropatia diabetica, la nefrite da lupus, 
la sindrome da anticorpi antifosfolipidi, la glomerulosclerosi 
focale segmentaria, la glomerulopatia a lesioni minime, la 
nefropatia membranosa idiopatica, la nefropatia da IgA, 
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la sindrome emolitico uremica atipica e la sclerodermia 
(8). Infine, la gravidanza causa la dilatazione fisiologica 
del tratto urinario che comporta l’idronefrosi in oltre l’80% 
delle gestanti (9). La dilatazione può ospitare ~200-300 
mL di urina, con conseguente stasi urinaria e aumento del 
40% del rischio di pielonefrite con batteriuria asintomatica 
(10). In questa rassegna, illustreremo l’approccio clinico-
laboratoristico nella valutazione ed nel monitoraggio della 
funzionalità renale nel corso della gravidanza fisiologica 
e di quella complicata da patologie associate al periodo 
gestazionale.

LA FUNZIONE RENALE IN GRAVIDANZA: 
CLINICA E LABORATORIO

Filtrazione glomerulare 

La velocità di filtrazione glomerulare (GFR, 
glomerular filtration rate), comunemente identificata 
e chiamata “filtrato”, corrisponde al volume di plasma 
filtrato dai capillari glomerulari del rene nella capsula di 
Bowman nell’unità di tempo e si esprime in mL/minuto. 
Il GFR è quindi un parametro che definisce la capacità e 
l’efficienza del glomerulo nella produzione di ultrafiltrato 
(10), ed è considerato il migliore indicatore di funzione 
renale per due principali ragioni: in primo luogo perché 
quasi tutte le altre funzioni renali sono influenzate 
dal GFR; secondariamente perché la riduzione del 
GFR è spesso associata al danno del parenchima 
renale e ad alterazioni del letto microvascolare. In 
definitiva, la filtrazione glomerulare corrisponde ad un 
processo passivo dipendente dal bilanciamento tra la 
le forze idrostatiche e osmotiche; pertanto, la pressione 
idrostatica intra-glomerulare influenza fortemente la 
filtrazione plasmatica. 

Nel 1951, è stato dimostrato per la prima volta 
l’aumento del GFR e del flusso plasmatico renale 
(FPR) durante la gravidanza, attraverso rispettivamente 
la clearance dell’inulina e quella dell’acido para-
amminoippurico (PAI) (11). In seguito, ulteriori studi 
hanno confermato questi dati, dimostrando che l’aumento 
del FPR supera quello del GFR nelle fasi precoci 
della gravidanza (rispettivamente 60-80% e 40-60%), 
mentre poi diminuisce velocemente nel terzo trimestre 
(12). L’aumento del GFR raggiunge il picco nella fase 
intermedia (4°-5° mese) della gravidanza (13); questo 
fenomeno di adattamento emodinamico viene chiamato 
“iperfiltrazione renale di medio termine” (MRH, midterm 
renal hyperfiltration) e corrisponde ad un valore di GFR 
>120 mL/min/1,73m2 (14). Studi recenti hanno evidenziato 
che in questa fase intermedia valori di GFR>150 o <120 
mL/min/1,73m2, si associano ad una maggiore probabilità 
di esiti sfavorevoli (15); inoltre, è stata dimostrata una 
correlazione positiva tra GFR e crescita fetale, anche nei 
casi di gravidanze non complicate da preeclampsia (16). 
Il sistema renina-aldosterone-angiotensina e la via della 
relaxina, sono potenziali induttori dell’MRH. In sintesi, 
durante la gravidanza l’aumento del GFR è strettamente 
correlato a:  l’aumento effettivo del flusso plasmatico 
renale;  l’aumento dei gradienti di pressione transcapillare;  
l’aumento del coefficiente di ultrafiltrazione (17).

Creatinina plasmatica  

Nel 1955, Homer W. Smith descrisse per la prima 
volta le caratteristiche che un biomarcatore dovrebbe 
possedere per la stima accurata del GFR (18); 
sfortunatamente, questo biomarcatore non esiste e a 
tutt’oggi è considerato “ideale”. Sostanze come l’inulina 
e lo ioexolo si avvicinano molto a questo concetto di 
biomarcatore “ideale”, ma non possono essere usati nella 
pratica routinaria e soprattutto in urgenza/emergenza, 
a causa della complessità della loro determinazione 
e dei lunghi tempi di risposta non compatibili con la 
routine assistenziale. Nonostante gli sforzi compiuti nei 
successivi 50 anni alla ricerca di biomarcatori endogeni ed 
esogeni affidabili per la stima del GFR nell’adulto, nell’età 
pediatrica e anche in gravidanza, la creatinina plasmatica 
rimane il biomarcatore di funzionalità renale più usato in 
tutto il mondo (19). Il maggior limite della creatinina non 
sono i metodi di determinazione, come comunemente 
si ritiene, ma la mancanza di una relazione lineare con 
il GFR e la secrezione tubulare, che è inversamente 
proporzionale al GFR.

Durante la gravidanza fisiologica, non complicata da 
patologie associate, la creatinina plasmatica diminuisce 
di ~0,40-0,60 mg/dL (35-55 mmol/L) rispetto ai valori 
pregravidici (20); questa alterazione riflette non solo 
l’aumento del GFR, ma anche l’emodiluizione derivante 
dall’espansione del volume plasmatico di circa il  
30-50%, necessaria all’aumentato fabbisogno di 
irrorazione sanguigna degli organi materni (21). Vari studi 
hanno tentato di definire le variazioni della creatinina 
alle diverse età gestazionali; purtroppo i livelli decisionali 
e gli intervalli di riferimento risultano eterogenei tra i 
vari studi (22-25). Ad esempio, si riscontrano diversi 
limiti superiori dell’intervallo di riferimento: 1,00 mg/dL  
(89 mmol/L) (23), 0,81 mg/dL (72 mmol/L) (24), e 0,90 mg/
dL (80 mmol/L) (25). Uno degli studi più citati in letteratura 
ha arruolato soltanto 29 gestanti sane con gravidanze 
prive di complicanze, riportando come limite superiore 
dell’intervallo di riferimento 1,07 mg/dL (95 mmol/L) (26). 
Un certo numero di variabili analitiche e cliniche influenza 
l’elevata eterogeneità di questi risultati, come la scelta del 
metodo (colorimetrico Jaffe, enzimatico, in chimica secca), 
risultati ottenuti con metodi non riferibili, il tipo di campione 
(plasma, siero, sangue intero) e, non meno importante, la 
postura delle donne in gravidanza, considerato il suo effetto 
sul FPR e sul GFR (27). Inoltre, un’analisi sistematica della 
letteratura ha evidenziato come numerosi autori abbiano 
omesso di indicare il metodo analitico utilizzato, i criteri di 
scelta dell’intervallo di riferimento e se quest’ultimo fosse 
specifico per il genere femminile nel gruppo di controllo. 
Le discrepanze sono esacerbate dall’uso di intervalli di 
riferimento e livelli decisionali per la creatinina plasmatica 
scelti empiricamente sulla base dell’esperienza personale, 
piuttosto che basati su dati sperimentali ottenuti con metodi 
riferibili su ampie coorti di donne in gravidanza. Due lavori 
hanno identificato rispettivamente l’intervallo di riferimento 
(0,40-0,80 mg/dL; 35-71 mmol/L) (28) ed un non meglio 
definito “valore medio di creatinina in gravidanza” pari a 
0,60 mg/dL (53 mmol/L) (29). Nel corso della gravidanza, 
valori di creatinina plasmatica >1,0 mg/dL (>88 mmol/L) 
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sono stati considerati suggestivi di alterata funzione renale 
(30); successivamente, valori >0,85 mg/dL (75 mmol/L) 
sono stati considerati indici di sospetto danno renale 
precoce in gravidanza (31). Una recente meta-analisi ha 
confrontato gli intervalli di riferimento relativi alla creatinina 
plasmatica ed alla clearance della creatinina in donne sane 
non gravide e in donne sane con gravidanza fisiologica 
non complicata (32). La meta-analisi ha incluso 29 studi 
(globalmente: 376 donne non in gravidanza e 1 037 donne 
sane in gravidanza). Entro la 14a settimana di gravidanza, la 
differenza relativa media degli intervalli di riferimento della 
creatinina sierica tra le gestanti e le donne in età fertile non 
gravide è pari a -16,5%; tra le 15 e 21 settimane è -23,2%, 
raggiungendo un plateau intorno alle settimane 22-28 
(-22,8%). Verso il termine della gravidanza, tra la 29a e la 
35a settimana, la differenza diminuisce drasticamente fino 
a -15,5% per poi risalire fino al termine della gravidanza 
intorno al 17,7%. Un’altra revisione sistematica ha 
analizzato i valori di creatinina plasmatica in donne sane 
gravide, includendo solo studi che avevano confrontato i 
livelli plasmatici di creatinina in gravidanza con quelli di 
donne sane non in gravidanza o con intervalli di riferimento 
extra-gravidanza definiti dai rispettivi laboratori clinici (33). 
In questa rassegna sistematica sono stati inclusi 49 studi, 
di cui 22 con 1 699 misure di creatinina nel primo trimestre, 
28 con 2 982 misure di creatinina nel secondo trimestre 
e 40 con 3 978 misure di creatinina nel terzo trimestre 
(Tabella 1). Gli autori di questa revisione sistematica 
hanno concluso che, in base a intervalli di riferimento della 
creatinina precedentemente ottenuti in una popolazione di 
269 donne non gravide di età compresa tra 18 e 70 anni 
(34), concentrazioni di creatinina sierica >0,87 mg/dL (77 
mmol/L) suggeriscono la presenza di CKD. Purtroppo, 
la diversità dei metodi usati per la determinazione della 
creatinina (24 studi hanno usato il metodo colorimetrico 
Jaffe, 11 quello enzimatico e 14 non hanno indicato il 
metodo) e la mancanza di informazioni in tutti i 49 studi 
sulla riferibilità del metodo, rendono limitato il valore dei 
risultati di questa rassegna sistematica. In un ampio studio 
canadese svoltosi tra aprile 2006 e marzo 2015 su 243 534 
gestanti di età compresa tra i 16 ed i 50 anni, la creatinina 
è stata misurata prima, durante e dopo la gravidanza (35). 

Nelle settimane che precedono l’inizio della gravidanza, 
il valore medio di creatinina era di 0,68 mg/dL (60 
mmol/L); dopo le prime 4 settimane di gravidanza, questa 
concentrazione diminuiva velocemente e tra la 16a e 32a 
settimana si assestava intorno a 0,53 mg/dL (47 mmol/L), 
per poi risalire lentamente a 0,72 mg/dL (64 mmol/L) 
qualche settimana dopo il parto. Infine, a 18 settimane 
dal parto, è stato osservato un graduale ritorno ai valori 
pre-gravidici (Tabella 2). Purtroppo, nonostante l’ampia 
casistica, lo studio presenta alcune limitazioni, inclusa 
la totale mancanza di informazioni relative al sistema 
analitico e al metodo usati dagli autori e ad eventuali 
modifiche analitiche nel corso dei 9 anni dello studio.

Clearance della creatinina 

La clearance della creatinina è un esame storicamente 
tradizionale, economico e largamente diffuso in tutto il 
mondo (36); tuttavia, il suo impiego in gravidanza è stato 
per molto tempo oggetto di dibattito. Da una parte, alcuni 
ricercatori considerano la clearance della creatinina il 
metodo di riferimento per la valutazione della funzionalità 
glomerulare anche in gravidanza (37). Dall’altra parte, molti 
altri autori ritengono che questa prova funzionale sia poco 
aderente agli standard di accuratezza e precisione richiesti 
per definire affidabile un risultato di laboratorio (38). La 
clearance della creatinina è molto diffusa per almeno 4 
ragioni:  
-	 in una gravidanza non complicata, la massa 

muscolare è stabile e non influenza l’escrezione 
urinaria di creatinina (39);  

-	 il metabolismo della creatinina e la sua eliminazione 
sono alterate solo da malattie renali o sistemiche 
come il cancro;  

-	 il contributo della creatinina di origine fetale è irrisorio 
(40);  

-	 i farmaci in grado di alterare significativamente 
l’escrezione tubulare (ad esempio, cimetidina e 
trimetoprim-sulfametazolo) non sono comunemente 
usati in gravidanza. 

Tabella 1
Risultati di meta-analisi riportanti i livelli plasmatici di creatinina in gravidanza espressi come percentuale rispetto a quelli 
extra-gravidanza (modificata da Rif. 33)

Settimane di gravidanza

<13 13-26 >26

Studi inclusi nella meta-analisi (n) 19 22 30

Determinazioni della creatinina (n) 816 1183 2422

Concentrazione media di creatinina rispetto a quella media al di fuori 
della gravidanza (IC95%)

84%
(76-90%)

77%
(72-83%)

80%
(77-84%)

97,5 Percentile di creatinina rispetto al 97,5 percentile di creatinina 
extra-gravidanza (IC95%)

85%
(76-93%)

80%
(73-89%)

86%
(83-89%)

Concentrazione di creatinina al di fuori del limite superiore 
dell’intervallo di riferimento in gravidanza

0,86 mg/dL 
(76 mmol/L)

0,81 mg/dL 
(72 mmol/L)

0,87 mg/dL 
(77 mmol/L)

IC95%: intervallo di confidenza del 95%.
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Tabella 2
Variazione dei livelli plasmatici di creatinina prima, durante e dopo la gravidanza (dati ricavati da Rif. 35)

Tempo di prelievo (settimana) Mediana, mg/dL 
(mmol/L)

75° %ile, mg/dL 
(mmol/L)

95° %ile, mg/dL 
(mmol/L)

-6 settimane pre-gravidanza 0,68
(60)

0,74
(66)

0,88
(78)

Settimana di inizio gravidanza (0, basale) 0,67
(59)

0,75
(66)

0,87
(77)

4
a
 settimana 0,66

(58)
0,72
(64)

0,85
(75)

8
a
 settimana 0,56

(50)
0,63
(56)

0,73
(65)

12
a
 settimana 0,53

(47)
0,59
(52)

0,69
(61)

16
a
 settimana 0,51

(45)
0,56
(50)

0,67
(59)

20
a
 settimana 0,51

(45)
0,56
(50)

0,67
(59)

24
a
 settimana 0,51

(45)
0,55
(49)

0,67
(59)

28
a
 settimana 0,50

(44)
0,56
(50)

0,67
(59)

32
a
 settimana 0,51

(45)
0,56
(50)

0,68
(60)

36
a
 settimana 0,54

(48)
0,61
(54)

0,74
(66)

40
a
 settimana 0,60

(53)
0,69
(61)

0,86
(76)

42
a
 settimana 0,62

(55)
0,71
(63)

0,91
(81)

+2 Post-partum 0,69
(61)

0,79
(70)

0,94
(83)

+4 Post-partum 0,74
(63)

0,79
(70)

0,94
(83)

+8 Postpartum 0,70
(62)

0,78
(69)

0,93
(82)

+12 Post-partum 0,68
(60)

0,77
(68)

0,89
(79)

+16 Post-partum 0,67
(59)

0,76
(67)

0,89
(79)
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Le limitazioni maggiori all’uso routinario della 
clearance della creatinina riguardano almeno tre rilevanti 
problematiche: la raccolta dell’urina temporizzata, le 
variabili biologiche, la standardizzazione dei metodi 
analitici. In generale, la raccolta temporizzata dell’urina 
(di solito 24 ore) è inaccurata, in particolare in ambito 
ambulatoriale (41). La raccolta dell’urina temporizzata è 
particolarmente critica nelle donne in gravidanza a causa 
della ritenzione dovuta all’idronefrosi fisiologica. Infatti, 
una certa quantità di urina rimane nella pelvi e nelle alte 
vie urinarie; per ridurre questo tipo di errore, le donne in 
gravidanza dovrebbero essere ben idratate e dovrebbero 
rimanere distese sul lato sinistro per circa un’ora prima 
di completare la raccolta delle 24 ore (27). È evidente 
quanto sia improbabile poter applicare questa procedura 
nella pratica routinaria. Variabili biologiche come la dieta, 
la massa muscolare, l’esercizio fisico e la secrezione 
tubulare di creatinina possono significativamente 
aumentare la variabilità della clearance della creatinina; 
in particolare, la secrezione tubulare della creatinina è 
il fattore che maggiormente incide sull’inaccuratezza 
dell’esame, perché causa una sovrastima approssimativa 
del 10-20%. Inoltre, un eventuale peggioramento della 
funzionalità renale causa un ulteriore aumento della 
secrezione tubulare di creatinina, mascherando la 
diminuzione della clearance. Vale la pena di sottolineare 
che la clearance della creatinina non è equiparabile 
alla stima del GFR ottenuta con le equazioni basate sui 
parametri biochimici e antropometrici e pertanto non si 
identifica come stima del GFR, ma più semplicemente 
come valutazione della funzione di filtrazione. Sebbene 
la maggioranza dei metodi di determinazione della 
creatinina plasmatica siano riferibili (42), le interferenze 
presenti nei metodi colorimetrici Jaffe e in minor misura 

anche in quelli enzimatici, possono influenzare i risultati. 
D’altra parte, i metodi per la creatininuria non sono 
ancora riferibili e possono risentire significativamente 
di interferenze da sostanze spesso presenti nell’urina 
(quali farmaci, metaboliti, xenobiotici, e così via) di 
conseguenza, riproducibilità ed accuratezza non sono 
attualmente ideali, e possono influenzare negativamente 
l’accuratezza della clearance della creatinina (43).

Alla luce di queste evidenze, non sorprende che i 
risultati presenti in letteratura riguardanti la clearance 
della creatinina in gravidanza siano molto eterogenei. I 
primi studi pionieristici risultano largamente incompleti 
(contengono ad esempio misure effettuate solo in un 
trimestre) e difficilmente confrontabili a causa della modalità 
di espressione dei risultati (media e 2 deviazioni standard; 
media e 2 errori standard; mediana e intervalli interquartili) 
(13,44-47). In un lavoro pubblicato nel 1990, la clearance 
della creatinina, è stata determinata in due campioni  
interquartili dopo intervalli temporizzati di urina, il primo 
comprendeva la raccolta di  2 ore la mattina e il secondo 2 
ore il pomeriggio; gli autori hanno poi calcolato la clearance 
della creatinina facendo la media dei due risultati ottenuti 
durante il giorno (22). Anche studi successivi più recenti 
(48-51) non rispondono pienamente ai criteri necessari per 
stabilire gli intervalli di riferimento e risultano, a loro volta, 
incompleti (Tabella 3). In alcuni casi, i valori della clearance 
della creatinina sono stati estrapolati dai dati grezzi e dai 
grafici relativi ai risultati. Una recente meta-analisi, ha 
aggregato i dati disponibili dalla letteratura, dimostrato la loro 
elevata eterogeneità (32); sono stati estrapolati gli intervalli 
di riferimento della clearance della creatinina alla 4°, 18a 
e 36a settimana di gravidanza, che sono, rispettivamente 
(mediana e 5°-95° percentile): 124 mL/min (106-142); 132 
mL/min (112-151); 90 mL/min (101-115). Tuttavia, gli 

Tabella 3
Clearance della creatinina in gravidanza. I dati relativi al lavoro di Davidson JM (13) sono ricavati dalla figura 2 di quel lavoro; 
i dati relativi al lavoro di Logoglu G (22) si riferiscono alla media tra la clearance della creatinina eseguita su raccolta di 2 ore 
al mattino e quella eseguita su raccolta di 2 ore al pomeriggio.

(Riferimento) Casistica 
(n)

Clearance della creatinina (mL/min)

1° Trimestre 2° Trimestre 3° Trimestre

Sims EA, et al., 1958 (44) 
a

13 NR 168
(117-203)

152 (109-206)

Davidson JM, et al., 1980 (13) 
b

8 119-134 NR NR

Davidson JM, et al., 1980 (45) 
c

10 NR 144 (9,8) NR

Davidson JM, et al., 1981 (46) 
d

9 118±17 NR NR

Ronco C, et al., 1988 (47) 
a

11, 8, 10 115
(77-153)

135
(107-148)

143
(106-195)

Logoglu G, et al., 1990 (22) 
d

11, 17, 27 125 (10) 122 (10) 118 (10)

Akbari A, et al., 2005 (48) 
a

68, 64 NR 145
(92-220)

141
(84-207)

Williams D, et al., 2008 (49) 
d

NR 151 (11) 154 (15) 129 (10)

Ahmed SB, et al., 2009 (50) 
c

12 NR 129 (1,0) 100 (7,0)

Abbassi-Ghanavati M, et al., 2009 (25) 
e

NR 69-140 55-136 50-166

a mediana (intervalli interquartili); b valore medio in quarta e dodicesima settimana; c media (errore standard); d media ± DS; 
e intervallo di riferimento
NR, non riportato.
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autori hanno concluso che i dati aggregati non erano 
idonei a creare una curva completa di riferimento della 
clearance della creatinina durante la gravidanza. Inoltre, 
hanno osservato una differenza significativa tra la misura 
del GFR basata sulla clearance dell’inulina e quella 
ottenuta dalla clearance della creatinina (p <0,001); 
questa differenza è inconciliabile con le precedenti 
conclusioni che affermavano che nelle gestanti sane, la 
clearance della creatinina delle 24 ore era largamente 
confrontabile con la clearance dell’inulina (52). In realtà, 
la clearance della creatinina sovrastima il GFR del  
10-15% se confrontata con la clearance dell’inulina e con 
un errore più grande per valori bassi di GFR (51); tuttavia, 
questa discrepanza deriva solo in parte dalla secrezione 
tubulare della creatinina, che aumenta nell’insufficienza 
renale, ma potrebbe in parte dipendere da un fenomeno 
statistico denominato regressione verso la media (53). 
Nonostante questi problemi non trascurabili, la clearance 
della creatinina continua ad essere molto usata nella 
valutazione della funzione renale in gravidanza.

Equazioni per la stima del GFR 

I vari limiti associati alla misura della creatinina sierica 
e della clearance della creatinina hanno indotto i nefrologi 
a sviluppare equazioni per la stima del GFR basate sulla 
combinazione tra concentrazione sierica di biomarcatori 
renali (creatinina) e altre variabili individuali come età, 
sesso, etnia, o misure antropometriche nell’età pediatrica, 
come altezza e peso (54). Per molto tempo nel calcolo di 
queste equazioni è stata usata la creatinina plasmatica e 
solo nell’ultimo decennio sono state proposte equazioni 
che includono anche altri biomarcatori, come ad esempio 
la cistatina C (55,56). Fatta eccezione per la formula di 
Cockcroft-Gault, creata per stimare la clearance della 
creatinina (mL/min) ma non il GFR (57), le equazioni 
per l’adulto forniscono il GFR stimato (estimated 
GFR, eGFR), espresso in mL/min/1,73m2 di superficie 
corporea. Lo scopo delle equazioni è quello di ridurre al 
minimo l'influenza dei fattori extra-renali e della variabilità 
biologica della creatinina, mimando uno stato metabolico 
stabile. Sebbene ormai esistano molte equazioni, 
nessuna è in grado di stimare in modo accurato e 
ripetibile il GFR in gravidanza. Vari studi hanno correlato 
l’eGFR (calcolato con diverse equazioni) e il GFR 
misurato mediante la clearance dell’inulina o altri metodi 
di riferimento (clearance plasmatica di 125I-iotalamato, 
o iotalamato non radioattivo, iohexolo, 51Cr-EDTA, 
99Tc-DPTA) sia durante la gravidanza fisiologica che in 
quelle complicate da diabete gestazionale, ipertensione 
gravidica, pre-eclampsia, eclampsia (58-60). La maggior 
parte degli studi conclude che i risultati ottenuti dalle 
equazioni sono meno accurati di quelli ottenuti con la 
clearance della creatinina e anche di quelli ottenuti dalla 
misura della creatinina plasmatica. In particolare, si 
riscontra uno scostamento significativo di circa 10-40% 
tra eGFR ottenuto con le equazioni Modification of Diet 
in Renal Disease (MDRD) o Chronic Kidney Disease 
Epidemiology Collaboration  (CKD-EPI) e le clearance 
dell’inulina e della creatinina (61). Risulta evidente che 
le numerose variabili associate alla gravidanza come 

l’instabilità emodinamica e metabolica, la costante 
variazione della superficie corporea e l’iperfiltrazione 
glomerulare influiscono significativamente sul risultato 
delle equazioni che in questo caso non riescono a 
rappresentare una condizione stabile. Per questi motivi, 
gli attuali documenti di consenso ufficiali e le linee-guida 
raccomandano di non usare le equazioni in gravidanza, 
incoraggiando l’uso della creatinina plasmatica ed 
eventualmente della sua clearance (62,63).

Cistatina C 

La cistatina C è una proteina di basso peso molecolare 
(circa 13 kDa) costituita da 120 aminoacidi e sintetizzata 
da tutte le cellule dell’organismo ad un tasso costante di 
rilascio (64). A partire dal 1994, sono stati messi a punto 
e ottimizzati vari metodi per la determinazione routinaria 
della cistatina C nel laboratorio clinico e in tempi 
recenti è stata raggiunta la loro standardizzazione con 
l’introduzione di uno standard calibratore internazionale 
che ha permesso di rendere riferibili i metodi commerciali, 
ridefinendo gli intervalli di riferimento e le specifiche di 
qualità analitiche (65,66). Per tali motivi, è fondamentale 
usare nel proprio laboratorio intervalli di riferimento 
ricavati da lavori della letteratura pubblicati dopo la 
standardizzazione del metodo e che hanno usato un 
metodo riferibile (67). La cistatina C è un biomarcatore 
affidabile di funzionalità renale: molti studi clinici effettuati 
su adulti, bambini e neonati hanno definitivamente 
confermato la sua elevata sensibilità che risulta superiore 
a quella della creatinina (68). Alcuni fattori extrarenali noti 
per influenzare la concentrazione della creatinina (quali 
una dieta iperproteica, la massa muscolare, l’esercizio 
fisico, la malnutrizione), non interferiscono sui livelli 
plasmatici di cistatina C e per tale motivo molti gruppi di 
ricerca hanno suggerito di introdurre la determinazione 
routinaria della cistatina C nella valutazione della 
funzione renale. Tuttavia, altre variabili extrarenali, come 
età,  etnia, sesso, obesità, fumo, ipertiroidismo, cancro, 
terapie con steroidi, infiammazione, diabete possono 
influenzare significativamente i livelli di cistatina C  
(69-71). Nella gravidanza fisiologica, i livelli plasmatici 
di cistatina C variano al variare dell’età gestazionale; 
nell’ultimo periodo e prima del parto la concentrazione 
di cistatina C è significativamente superiore a quella 
riscontrabile in donne sane in età fertile non gravide (72). 
Nelle gravidanze gemellari, la cistatina C è più elevata 
che nelle gravidanze singole, sia nel primo trimestre: 
0,84 (0,10) mg/L rispetto a 0,66 (0,008) mg/L che nel 
secondo 0,86 (0,15) rispetto a 0,67 (0,08) che nel terzo 
1,68 (0,45) mg/L rispetto a 1,16 (0,26) mg/L [valori 
espressi come media (DS)]. Tuttavia, l’entità di queste 
differenze non riflette differenze corrispondenti nel 
GFR, specialmente nel secondo e terzo trimestre (73). 
Curiosamente, nel terzo trimestre i livelli di cistatina C 
nelle gravidanze gemellari sono più alti anche rispetto a 
quelli nelle gravidanze complicate da preeclampsia (73). 
In una recente meta-analisi che ha incluso 27 studi, è 
stato dimostrato che la determinazione della cistatina C 
nel terzo trimestre di gravidanza è un esame sensibile e 
specifico per la diagnosi precoce di preeclampsia (74). 
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Inoltre, la determinazione della cistatina C nel terzo 
trimestre è un indice predittivo di parto pretermine in 
donne con grave preeclampsia; uno studio preliminare 
condotto su 26 donne preeclamptiche ha riportato un 
livello decisionale di 1,48 mg/L che con 80% di sensibilità 
e 75% di specificità stima il rischio di parto prematuro 
(75). Queste conclusioni dovrebbero essere confermate 
da studi clinici con casistiche più ampie. La base 
fisiopatologica di queste osservazioni risiede nel fatto 
che l’aumento di cistatina C riflette i processi infiammatori 
associati alla preeclampsia che contribuiscono in modo 
sostanziale al parto pretermine. Inoltre, la ben nota elevata 
attività della catepsina B nel terzo trimestre di gravidanza 
è controbilanciata da un aumento della cistatina C, che 
esercita un ruolo fondamentale e protettivo come inibitore 
degli enzimi proteolitici, promuovendo la separazione 
della placenta nel periodo antecedente al parto (76). In 
definitiva, è ragionevole concludere che nella seconda 
parte del terzo trimestre i livelli plasmatici di cistatina 
C non dipendano esclusivamente dalla funzionalità 
renale. Questa ipotesi è in parte supportata dall’assenza 
di correlazione tra cistatina C e clearance dell’inulina 
durante il secondo e terzo trimestre, come riscontrato 
in una piccola casistica (77). Un ulteriore fattore  
extra-renale che influenza i livelli plasmatici di cistatina C 
è il diabete gestazionale. In un confronto tra un gruppo 
di 111 gestanti cinesi con diabete gestazionale e 289 
gestanti con normale tolleranza al glucosio, si è osservato 
che tra la 24a e la 28a settimana la concentrazione di 
cistatina C è significativamente più alta nel gruppo con 
diabete gestazionale (valore mediano 1,0 mg/L) rispetto 
al gruppo con normale tolleranza al glucosio (valore 
mediano 0,70 mg/L) (78); concentrazioni >1,0 mg/L 
sono associate ad un rischio cinque volte maggiore di 
diabete gestazionale, anche dopo normalizzazione per 
massa corporea, età, emoglobina glicata e valutazione 
del modello di omeostasi della resistenza all’insulina 
(HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin 
resistance). Questo risultato conferma la relazione tra 
cistatina C e resistenza all’insulina. L’aumento della 
cistatina C nel primo trimestre di gravidanza è pertanto 
clinicamente utile nell’individuazione di gestanti a 
rischio di sviluppo di preeclampsia (79,80); nel secondo 
trimestre è utile nella diagnosi e nel monitoraggio del 
diabete gestazionale (81). In base alle evidenze citate, 
si può concludere che in gravidanza la cistatina C è più 
un biomarcatore di funzione placentare piuttosto che un 
indice di filtrazione glomerulare renale (82).

Proteinuria e albuminuria

Molto tempo fa, Arturo Borsatti, nefrologo patavino 
di fama internazionale, scrisse che “la proteinuria è 
un riscontro sempre critico sia per il medico che per il 
paziente” (83), sottolineando in tal modo la necessità di 
non trascurare in alcun caso la perdita di proteine con 
l’urina perché rappresenta inequivocabilmente un danno 
renale. La proteinuria è stata definita come "l’impronta 
clinica del danno morfologico dei podociti”, essendo 
causata principalmente da difetti glomerulari di selettività 
dimensionale e di carica (84). Tuttavia, la proteinuria è 

anche associata a lesioni tubulo-interstiziali dovute a 
varie cause come la necrosi tubulare acuta, la nefrite, la 
febbre, l’assunzione di sostanze e farmaci nefrotossici, il 
cancro e qualsiasi altra condizione associata a ipossia, 
ischemia, infiammazione e infezione. La proteinuria 
cronica causa gravi alterazioni del parenchima renale, tra 
cui l’apoptosi delle cellule epiteliali tubulari e il fenomeno 
della transizione epitelio-mesenchimale. I due principali 
meccanismi che causano la proteinuria sono l’aumento 
della filtrazione glomerulare delle proteine plasmatiche, 
quasi completamente trattenute all’interno del sistema 
circolatorio sanguigno in condizioni fisiologiche, e 
l’alterato o mancato riassorbimento delle proteine che 
hanno superato il filtro glomerulare da parte delle cellule 
tubulari prossimali. Ovviamente, a seconda del tipo di 
malattia renale e delle sue complicanze i due fenomeni 
non solo sono correlati tra loro, ma possono coesistere, 
aggravando la perdita. La proteinuria è un fattore 
patogenetico nella progressione della disfunzione renale. 
In particolare, la proteinuria è strettamente associata al 
rischio di progressione della CKD ed è il più importante 
indice predittivo del rischio di malattia renale terminale 
(ESKD, end-stage kidney disease) (85). Il significato 
clinico della proteinuria e dell’albuminuria in gravidanza 
è di estrema importanza; entrambe sono potenziali fattori 
di rischio di prognosi sfavorevole, sia per la madre che 
per il neonato (86). La proteinuria è un segno distintivo 
di preeclampsia, nonostante possa essere assente 
nel 10% delle gestanti preeclamptiche nelle fasi iniziali 
della malattia e nel 20% di quelle con eclampsia (87). 
D’altra parte, l’albuminuria è un marcatore di disfunzione 
endoteliale del microcircolo (88) e per tale motivo riflette 
accuratamente la gravità e la prognosi del diabete 
gestazionale. Un aumento progressivo dell’escrezione 
urinaria di proteine totali è considerato fisiologico nel 
corso di una gravidanza, soprattutto dopo le 20 settimane. 
Le gestanti sane possono raddoppiare il limite superiore 
dell’intervallo di riferimento degli adulti sani, con un 
aumento più pronunciato nelle gravidanze gemellari. 
L’ultrafiltrazione è il principale fattore associato a questo 
aumento fisiologico. Nella gravidanza non complicata, i 
valori medi di proteinuria e albuminuria corrispondono 
rispettivamente a 116,9 mg/24 ore e 11,8 mg/24 ore 
(89). La Task Force sull’ipertensione in gravidanza 
dell’American College of Obstetrics and Gynecology ha 
stabilito che la proteinuria in gravidanza corrisponde a 
“comparsa di proteine nell’urina in quantità >300 mg/24 
ore, a un rapporto proteinuria/creatininuria >0,3 mg/mg, 
o a una misura semiquantitativa >2+ eseguita su striscia 
reattiva in chimica secca” (90).

La proteinuria in gravidanza è stata provvisoriamente 
classificata in quattro classi (91): 
- proteinuria primitiva isolata;  
- proteinuria primitiva associata a preeclampsia; 
- proteinuria secondaria a CKD; 
- proteinuria transitoria in corso di infezione delle vie 

urinarie. 
La proteinuria isolata è definita come la comparsa 
di proteinuria >300 mg/g creatinina in assenza di 
ipertensione nell’arco di tutta la gravidanza. Si verifica 
nel 13% delle gravidanze normotese ed è associata al 
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possibile sviluppo successivo di ipertensione; infatti, 
non oltre il 50% delle gestanti con proteinuria isolata 
sviluppa in seguito preeclampsia, anche in assenza di 
ipertensione al momento del riscontro di proteinuria (91). 
Il principale fattore che causa proteinuria in assenza di 
ipertensione rimane ancora incerto: sono stati valutati 
sia un elevato indice di massa corporea che bassi livelli 
di fattori angiogenici circolanti, come il fattore di crescita 
placentare, ma rimane la necessità di conferma da parte 
di studi con ampie e selezionate casistiche (92,93). 
L’esordio della proteinuria nelle prime 20 settimane 
di gravidanza è principalmente associato a malattie 
preesistenti come CKD, ipertensione cronica, diabete; 
in tal caso, la proteinuria è identificata come proteinuria 
cronica. Se la proteinuria compare dopo le 20 settimane, 
si ritiene che sia di origine gestazionale  o associata a 
preeclampsia (93).

Nonostante l’importanza clinica della proteinuria, 
i metodi analitici per la misura delle proteine totali 
urinarie presentano varie criticità a tutt’oggi non risolte 
(94). Anzitutto manca un metodo di riferimento definitivo 
e non esiste uno standard calibratore universale, 
anche per la difficoltà di rappresentare in un unico 
materiale molte proteine diverse spesso riscontrabili in 
proporzioni estremamente variabili tra loro. Come diretta 
conseguenza, non c’è armonizzazione tra i risultati 
ottenuti tra i vari laboratori (95). La maggioranza dei 
metodi per la proteinuria si basa su reazioni colorimetriche 
(come il blue di Coomassie, o il rosso Pirogallolo) e 
questo può essere un ulteriore fattore di inaccurateza e 
di imprecisione, perché non tutte le proteine posseggono 
la medesima affinità di legame per i coloranti e pertanto è 
possibile riscontrare sottostime o sovrastime in presenza 
del medesimo contenuto di proteine totali. L’aggiunta di 
sodio dodecil solfato migliora l’uniformità del legame tra il 
colorante e le diverse specie proteiche presenti nell’urina 
(96), ma può peggiorare l’interferenza di varie sostanze, 
come ad esempio le fenotiazine, gli aminoglicosidi, 
l’acido citrico, il glicerolo, l’acido oxalico e altri composti 
organici (97). Molte altre sostanze non proteiche 
possono causare interferenze nei metodi colorimetrici, 
come ad esempio cataboliti derivanti dalla dieta, 
xenobiotici, farmaci e loro cataboliti. I risultati quantitativi 
possono essere influenzati dall’elevata concentrazione 
dell’urina, per esempio negli stati di disidratazione, o, 
al contrario, da una sua forte diluizione. Anche i metodi 
di precipitazione (come cloruro di benzetonio, acido 
tricloroacetico) con lettura in turbidimetria o nefelometria 
posseggono limitazioni analoghe. La determinazione 
dell’albuminuria presenta migliori prestazioni rispetto a 
quella della proteinuria; l’albuminuria può essere misurata 
accuratamente con metodi immunologici in turbidimetria 
o in nefelometria, o con metodi colorimetrici mediante 
coloranti con affinità specifica per l’albumina, come il 
verde di bromocresolo (98). Le specifiche di qualità 
dei metodi per l’albuminuria sono significativamente 
migliori di quelle per la proteinuria e, dettaglio non 
trascurabile, i metodi immunologici consentono la 
determinazione accurata di basse concentrazioni di 
albuminuria in un ambito di concentrazione di 5-30 mg/L. 
In definitiva, i metodi di determinazione dell’albuminuria 

offrono garanzie di affidabilità superiori ai metodi per la 
proteinuria totale, anche se non è ancora disponibile 
uno standard calibratore primario universale in grado di 
rendere disponibili sul mercato metodi riferibili.

I metodi in chimica secca su striscia reattiva, i 
cosiddetti “dipstick”, sono di larghissima diffusione sia per 
lo screening della proteinuria che per l’autovalutazione 
casalinga delle gestanti nel monitoraggio ambulatoriale 
dell’ipertensione gravidica, del diabete gestazionale 
e di complicanze della gravidanza caratterizzate 
da proteinuria. Benché la striscia reattiva offra una 
valutazione pratica, semplice e poco costosa, i risultati 
devono essere valutati con attenzione e cautela (99). I 
principali motivi sono:
- il carattere semiquantitativo del metodo, che spesso 
porta ad esprimere i risultati positivi con 1+, 2+, 3+;
- la capacità di riconoscere principalmente l’albumina ma 
non molte altre specie proteiche presenti nell’urina; 
- l’incapacità di rilevare concentrazioni molto basse 
comprese in un ambito di misura tra 5 e 30 mg/L (100). 

Nei laboratori clinici questi metodi sono automatizzati 
e parzialmente standardizzati e possono offrire risultati 
semiquantitativi più affidabili con il vantaggio di valutare 
anche la creatininuria e quindi poter esprimere il rapporto 
proteinuria (o albuminuria)/creatininuria (101). Nella 
valutazione della proteinuria in gravidanza, i metodi su 
striscia reattiva sono validi nello screening, ma i risultati 
devono essere confermati da metodi quantitativi in base al 
quadro clinico e ai dati anamnestici, come raccomandato 
da documenti di consenso e linee-guida (102).

È opinione ancora largamente diffusa che la 
raccolta delle 24 ore sia il campione di riferimento per 
la determinazione della proteinuria e dell’albuminuria; 
tuttavia, la frequente inaccuratezza della raccolta delle 
24 ore in gravidanza (dal 13% al 68%), che si riflette sulla 
sovrastima o sottostima dei risultati, associata ad altre 
problematiche come la non tempestività di risposta e la 
scorretta conservazione del campione durante le 24 ore, 
hanno indotto già da tempo la comunità dei ginecologi 
a rivedere e mettere in discussione questa procedura, 
tenendo conto anche delle analoghe raccomandazioni 
del National Kidney Foundation (103). Emerge sempre 
più diffusa la raccomandazione di usare il campione 
estemporaneo, associando alla determinazione della 
proteinuria o dell’albuminuria quella della creatininuria 
ed esprimendo il risultato come rapporto proteinuria/
creatininuria o albuminuria/creatininuria (104). È 
importante evidenziare che la prima minzione del mattino 
è il campione di scelta e raccomandato, a causa delle 
variazioni diurne dell’escrezione urinaria di proteine e 
creatinina (105). Il valore soglia del rapporto proteinuria 
o albuminuria/creatininuria >0,3 mg/mg identifica 
la presenza di proteinuria clinicamente significativa 
durante l’arco della gravidanza (106). In una datata ma 
significativa meta-analisi, che ha incluso 13 studi per 
un totale di 1 214 gestanti con ipertensione, un rapporto 
proteinuria/creatininuria >0,3 mg/mg si è associato ad 
una sensibilità del 91% e una specificità del 90% (107). 
Successivamente, un’altra meta-analisi, effettuata 
includendo 20 studi per un totale di 2 978 gestanti con 
sospetta preeclampsia, ha trovato valori di sensibilità 
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e specificità non superiori all’80% per un rapporto 
proteinuria o albuminuria/creatininuria compreso tra  
0,30-0,35 mg/mg (108). In definitiva, l’indicazione 
corrente è che il limite >0,3 mg/mg può essere un valore 
soglia usato ragionevolmente per escludere, ma non 
includere, la presenza di proteinuria in gravidanza (106).

MALATTIA RENALE CRONICA IN GRAVIDANZA 

La diagnosi e la gestione della CKD nelle donne in 
gravidanza è estremamente impegnativa. In primo luogo, 
la presenza di insufficienza renale non è rivelata da 
alcun segno clinico precoce e specifico; inoltre, nessun 
esame biochimico è in grado di diagnosticare in maniera 
specifica e precoce la malattia renale. In secondo luogo, 
durante la gravidanza le equazioni sviluppate per stimare 
il GFR non sono applicabili. Come precedentemente 
evidenziato, in gravidanza nessuna equazione per la 
stima del GFR è stata convalidata e pertanto, lo schema 
di valutazione per la stadiazione della CKD basato sulla 
combinazione dei valori di eGFR e albuminuria (109) è di 
difficile applicazione, anche per la presenza del ben noto 
fenomeno dell’iperfiltrazione (110). Purtroppo, la CKD in 
gravidanza rappresenta un grave fattore di rischio per 
gli esiti negativi materno-fetali, tra cui la preeclampsia, 
l’ipertensione gravidica, l’anemia e la proteinuria, nonché 
il parto pre-termine, il ritardo di crescita fetale, il basso 
peso alla nascita e la necessità di ricovero in unità di 
terapia intensiva neonatale alla nascita (111). Le gestanti 
con anamnesi remota positiva per CKD hanno molte 
meno probabilità di avere una gravidanza fisiologica e 
priva di complicanze. Infine, le terapie comunemente 
usate negli adulti e negli adolescenti con CKD sono 
controindicate in gravidanza, e nessun trattamento 
specifico per la CKD in gravidanza è indicato (112). La 
CKD in gravidanza potrebbe essere assimilata più ad 
un’espressione idiomatica che ad una malattia sistemica: 
in realtà, una vasta gamma di patologie può essere 
causa o peggiorare la riduzione della massa renale e 
la perdita di riserva renale durante la gravidanza, come 
preesistente CKD, glomerulonefrite primaria (sindrome 
nefrosica, nefropatia membranosa idiopatica, nefropatia 
a lesioni minime, glomerulosclerosi segmentale focale), 
nefropatia diabetica, nefropatia IgA, pielonefrite, 
malformazioni renali, ipertensione, lupus eritematoso 
sistemico (LES), malattia policistica renale autosomica 
dominante (ADPKD). Nonostante ciò, le ricadute negative 
della CKD sull’unità feto-placentare, sulla madre e sul 
neonato non dipendono dall’eziologia della malattia, 
ma dalla sua gravità, fatta eccezione per la nefrite del 
LES, specialmente quando associata ad anticorpi anti-
fosfolipidi (113). L’unica malattia renale associata ad un 
alto rischio di malformazioni extra-renali è la nefropatia 
diabetica (114). Sono stati pubblicati pochi dati robusti 
sulla prevalenza della CKD in gravidanza, anche a causa 
della difficoltà d’identificazione e definizione dello stadio 
iniziale della malattia. La prevalenza cumulativa della CKD 
in gravidanza è stata stimata al 3,3% in una popolazione 
norvegese, con il 2,4%, 0,8% e 0,1% rispettivamente 
negli stadi 1, 2 e 3 (115). Gli stadi 3-5 della CKD sono 
stimati con prevalenza 1 su 750 (48). Circa il 20% delle 

donne gravide che sviluppa preeclampsia prima delle 30 
settimane di gestazione ha una CKD precedentemente 
non diagnosticata, specialmente se con proteinuria grave 
(48). Le gestanti con CKD dovrebbero essere monitorate 
per tutta la durata della gravidanza da un gruppo 
multidisciplinare formato da specialisti in ostetricia, 
nefrologia, urologia, medicina fetale e neonatologia per 
minimizzare il rischio di eventi avversi. La frequenza del 
monitoraggio deve essere proporzionale alla gravità della 
malattia per assicurare in ogni caso la diagnosi precoce 
ed il trattamento delle complicanze, tra cui proteinuria, 
anemia, disturbi della coagulazione, ipertensione 
e malattie sistemiche. Durante il terzo trimestre di 
gravidanza, l’esordio della proteinuria può essere 
causato da malattie glomerulari o da preeclampsia; risulta 
pertanto fondamentale la diagnosi differenziale, basata 
sulla valutazione dell’equilibrio tra modelli angiogenici-
antiangiogenici (tirosina chinasi solubile Fms-like, fattore 
di crescita placentare) nonché sull’alterazione dei flussi 
Doppler uteroplacentari. La proteinuria deve essere 
attentamente monitorata nel corso della gravidanza, 
soprattutto in donne affette da CKD; essa è infatti più 
frequente nelle donne proteinuriche già all’inizio della 
gravidanza e aumenta progressivamente nella nefropatia 
diabetica. In gravidanza non è invece raccomandata la 
biopsia renale, soprattutto per i rischi associati a gravi 
complicanze emorragiche (116). Tuttavia, in presenza 
di una progressiva diminuzione della funzionalità renale 
durante il primo trimestre di gravidanza, è necessario 
valutare attentamente il rapporto rischi/benefici della 
biopsia renale rispetto alla terapia empirica. Nel terzo 
trimestre invece, è necessario considerare l’equilibrio 
tra il vantaggio della biopsia renale e il rischio di parto 
pretermine e di eventi avversi per il neonato.

CONCLUSIONI 

Il ruolo della medicina di laboratorio nella 
gestione della CKD materna durante la gravidanza 
è fondamentale, soprattutto nella fase iniziale della 
malattia, quando i segni e sintomi risultano subdoli e 
non essere facilmente riconoscibili. La gestione ottimale 
della CKD durante la gravidanza dipende dalla scelta 
dell’esame appropriato eseguito nella donna giusta 
al momento giusto, interpretando i risultati sulla base 
delle prestazioni analitiche dell’esame e del quadro 
clinico. Alla luce di quanto emerge dalla letteratura 
corrente, la determinazione della creatinina plasmatica 
e quella dell’albuminuria sono gli esami più appropriati 
sia per la diagnosi che per il monitoraggio delle donne 
in gravidanza e affette da CKD. Per ovviare, almeno 
parzialmente, al problema dell’ampio intervallo di 
riferimento della creatinina plasmatica in gravidanza, è 
auspicabile eseguire i controlli del monitoraggio nello 
stesso laboratorio; ciò consente al laboratorio di riportare 
nel referto il delta check, uno strumento utile da associare 
agli intervalli di riferimento per meglio interpretare le 
variazioni di concentrazione intra-individuali nel corso 
della gravidanza (117). Poiché la stima del GFR mediante 
equazioni non è applicabile durante la gravidanza, la 
clearance della creatinina può avere un valore clinico 
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importante in casi selezionati; tuttavia, per ottenere un 
risultato affidabile la raccolta delle urine nelle 24 ore deve 
essere rigorosa. L’albuminuria può essere monitorata con 
i metodi semiquantitativi su striscia reattiva, ma qualsiasi 
risultato positivo deve essere confermato da una misura 
quantitativa su un campione della prima minzione del 
mattino, esprimendo i risultati come rapporto albuminuria/
creatininuria. Qualsiasi risultato negativo ottenuto con le 
strisce reattive deve essere valutato attentamente sulla 
base dell’anamnesi e dei segni clinici, tenendo conto 
di possibili risultati falsi negativi dovuti a proteinuria 
costituita da basse concentrazioni di albumina associate 
a presenza di proteine globulari, come ad esempio la 
transferrina, le immunoglobuline, l’a2-macroglobulina. La 
cistatina C va usata nel primo trimestre per prevedere il 
rischio di preeclampsia e diabete gestazionale, nonché 
nel terzo trimestre per prevedere il rischio di complicanze 
materne e parto prematuro. Infine, le donne gravide con 
proteinuria devono essere controllate per la presenza di 
eventuali infezioni del tratto urinario due volte al mese, 
o settimanalmente se necessario, mediante urocoltura 
(117). Questa raccomandazione è particolarmente 
importante nelle gravidanze complicate da ADPKD, 
pielonefrite e malformazioni renali. Il riconoscimento 
precoce delle infezioni del tratto urinario è fondamentale 
per evitare l’evoluzione in infezione cronica o ricorrente 
che potrebbe indurre un ulteriore aumento della 
proteinuria nonché un aumento del rischio di infezioni 
placentari e fetali (6).
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ABSTRACT

Interpretation of hemostasis tests during physiological pregnancy
Pregnancy is associated with significant modifications of the hemostatic system (endothelium, platelets, coagulation 
and fibrinolysis) resulting in a prothrombotic state. This is mainly due to an increase in the activity of some procoagulant 
factors and to the decrease of some physiological inhibitors. The plasma concentrations of these hemostatic system 
components therefore show important modifications during the three trimesters of pregnancy; as a consequence, 
the clinical laboratory should report specific reference intervals for the three trimesters of pregnancy or at least 
add a comment to the laboratory report. The screening tests (although very differently) are also influenced by this 
hypercoagulability condition and therefore also for PT, APTT, fibrinogen, antithrombin and D-dimer, different reference 
intervals for the three trimesters of pregnancy should be considered. Global tests have been used (viscoelastometric 
techniques and thrombin generation test) for monitoring the hemostatic imbalance that occurs during pregnancy; these 
techniques are very promising but, except for the use of viscoelastometry in monitoring post-partum hemorrhagic risk, 
they are still far from clinical practice.
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INTRODUZIONE

L’emostasi è un sistema in costante e delicato 
equilibrio dinamico tra il sistema della coagulazione e 
il sistema della fibrinolisi: nel corso della gravidanza 
normale compaiono significative variazioni di tutte le 
componenti del sistema emostatico (endotelio, piastrine, 
coagulazione, fibrinolisi) (Figura 1). In particolare, 
durante la gravidanza normale, si riscontra un aumento 
dell’attività della maggior parte dei fattori procoagulanti, 
una diminuzione dell’attività di alcuni inibitori fisiologici  
ed una diminuzione dell’attività fibrinolitica, che determinano 
nel loro insieme una condizione di ipercoagulabilità  
(1-4). Questa condizione, legata soprattutto a cambiamenti 
ormonali, protegge la donna dall’emorragia fatale durante 
il parto ma, nello stesso tempo, la espone al rischio 

di manifestazioni tromboemboliche. La condizione di 
ipercoagulabilità è più marcata intorno al termine della 
gravidanza e nell’immediato periodo post-partum. Tuttavia, 
anche se molto più raramente, possono verificarsi 
complicanze emorragiche lungo tutto il decorso della 
gravidanza, durante il parto o nel periodo post-partum. Le 
modificazioni nel sistema della coagulazione nel corso di 
una gravidanza normale sono coerenti con un continuo 
processo di basso grado di attivazione della coagulazione 
plasmatica, che genera uno stato di coagulazione 
intravascolare disseminata (CID) di lieve entità (5). Tutti 
i cambiamenti che si verificano nel sistema emostatico 
durante la gravidanza fisiologica possono comportare 
variazioni significative dei valori di riferimento degli esami 
di indagine del sistema coagulativo, a partire dai test di 
screening sino alla determinazione della attività o della 
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concentrazione dei vari componenti dell’emostasi: ciò 
rende necessaria una approfondita conoscenza dei valori 
degli esami di primo e di secondo livello relativi all’emostasi 
durante la gravidanza fisiologica e soprattutto una stretta 
interazione tra laboratorio e clinica per una corretta 
interpretazione di questi parametri quando determinati 
durante il periodo gestazionale e nel post-partum (6-10).

In questa rassegna verranno esaminati innanzitutto 
gli esami di screening, che rappresentano non solo gli 
esami più frequentemente richiesti in corso di gravidanza 
[conta piastrinica, tempo di protrombina (PT), tempo di 
tromboplastina parziale attivato (APTT), fibrinogeno, 
D-dimero ed antitrombina], ma anche la determinazione  
dei fattori procoagulanti e degli inibitori fisiologici. Saranno 
descritti, infine altri esami specificamente utilizzati per le 
indagini sul sistema emostatico durante la gravidanza.

PIASTRINE

Uno degli esami più frequentemente richiesti in 
corso di gravidanza è rappresentato dall’emocromo, 
che include vari parametri, tra cui le piastrine che 
rappresentano una delle quattro componenti del sistema 
emostatico. Molti studi sono stati pubblicati sulla conta 
piastrinica in gravidanza, incluse le gravidanze gemellari 
(11-16); tra gli studi più recenti e più importanti riveste 
un ruolo rilevante la metanalisi di Reese et al. (17) che 
ha analizzato i risultati di 3 039 studi sulle variazioni della 
conta piastrinica in gravidanza e nel periodo post-partum. 
I valori medi ricavabili dalla metanalisi sono: 251 x 109/L 
([intervallo di confidenza al 95% (IC95%): 238-264] nel 
primo trimestre; 238 x 109/L (IC95%: 222-253) nel secondo 
trimestre; 224 x 109/L (IC95%: 213-235) nel terzo trimestre;  
237 x 109/L (IC95%: 209-264) al momento del parto;  
247 x 109/L (IC95%: 207-287) tra la 4a e l’8a settimana 

dopo il parto. Il valore medio all’interno dei 5 periodi 
presi in considerazione tende gradualmente a diminuire 
rispetto ad un valore medio al di fuori della gravidanza di  
275 x 109/L (i.r.150-400) sino al terzo trimestre per poi 
risalire dal momento del parto ed ulteriormente aumentare 
tra la 4a e l’8a settimana dopo il parto. Degli 11 studi 
longitudinali (le stesse donne monitorate nei diversi 
periodi della gravidanza) presi in esame nella metanalisi, 
7 riportavano una diminuzione della conta piastrinica, gli 
altri 4 non osservavano variazioni. 

La maggior parte degli studi pubblicati sino ad 
ora suggerisce una lieve diminuzione della conta 
piastrinica già a partire dal primo trimestre di gravidanza; 
in effetti, il riscontro di una lieve piastrinopenia è la 
seconda complicanza più comune della gravidanza 
dopo l’anemia. Al momento del parto, solo il 9,9% delle 
donne con gravidanza senza complicanze presenta 
piastrinopenia, cioè un conteggio piastrinico <150 x 109/L  
(18-19). La piastrinopenia può presentarsi in forma isolata 
e spesso clinicamente benigna o associata a disordini 
sistemici, sia specifici della gravidanza [preeclampsia, 
Hemolysis, Elevated Liver enzymes and Low Platelets 
syndrome (HELLP)] che non specifici [microangiopatie 
trombotiche, Lupus Eritematoso Sistemico (LES), CID, 
Sindrome da Anticorpi Antifosfolipidi (APS), infezioni 
virali].

La forma più comune è la piastrinopenia gestazionale 
o incidentale, forma benigna con valori piastrinici 
solitamente non <100 x 109/L, che va differenziata dalla 
porpora trombocitopenica immune e dalla fisiologica e 
modesta riduzione del conteggio piastrinico che si verifica 
con maggiore frequenza nel terzo trimestre di gravidanza. 
Valori <100 x 109/L si possono riscontrare nell’1% di 
gravidanze senza complicanze; ancora più rari sono i 
conteggi piastrinici <80 x 109/L (0,1%). 

Figura 1
Meccanismi di formazione della fibrina e sua dissoluzione.
TFPI, Tissue Factor Pathway Inhibitor
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In estrema sintesi, la conta piastrinica tende a 
diminuire nel corso delle gravidanze fisiologiche, a 
partire dal primo trimestre e la diminuzione si accentua 
nel terzo trimestre per l’aumento della emodiluizione 
fisiologica della gravidanza. Solo raramente le piastrine 
scendono al disotto delle 150 x 109/L (~10%) e ancora 
più eccezionalmente al disotto delle 100 X 109/L (<1%); in 
entrambi i casi è opportuno un monitoraggio più frequente 
ed un approfondimento diagnostico (20-22). 

TEMPO DI PROTROMBINA E TEMPO DI 
TROMBOPLASTINA PARZIALE ATTIVATO

PT e APTT, gli esami di screening della coagulazione, 
sono esami globali deputati all’esplorazione della fase 
coagulativa dell’emostasi ed utili a identificare eventuali 
difetti dell’emostasi in soggetti asintomatici che debbano 
essere sottoposti ad intervento chirurgico, o a stabilire 
quale è la fase della coagulazione responsabile del difetto 
nei pazienti che hanno una storia emorragica (23,24). 

Il PT è definito come il tempo, espresso in secondi, 
necessario affinché un’aliquota di plasma povero di 
piastrine, coaguli in seguito all’aggiunta di un estratto 
tissutale di origine umana o animale (tromboplastina) 
e ioni calcio a 37°C; esso si allunga in caso di carenza 
del fattore della via estrinseca (VII), di carenza dei fattori 
della via comune (X, V, II) e di carenza di fibrinogeno. 
È fondamentale per valutare la sintesi epatica dei fattori 
della coagulazione ed i deficit di vitamina K; è utilizzato 
per monitorare la terapia anticoagulante orale condotta 
con antagonisti della vitamina K (AVK) e può essere 
prolungato in corso di terapia con anticoagulanti orali 
diretti (DOAC) (23,24). 

L’APTT è definito come il tempo, espresso in secondi, 
necessario affinché un’aliquota di plasma povero di 
piastrine coaguli in seguito all’aggiunta di un attivatore 
della fase di contatto (caolino, acido ellagico, silice), di 
fosfolipidi in funzione di sostituto piastrinico e di ioni calcio 
a 37°C; esso si allunga in caso di carenza dei fattori della 
via intrinseca (VIII, IX, XI e XII) e della via comune (II, V, X) 
e di carenza dei fattori della fase di contatto (precallicreina 
e chininogeno ad alto peso molecolare); il deficit di 
quest’ultimi non si associa a problemi emorragici. L’APTT 
viene utilizzato per monitorare la terapia con eparina non 
frazionata ed il suo allungamento può essere provocato, 
oltre che da una carenza di uno o più fattori della via 
intrinseca, anche dalla presenza in circolo di anticorpi 
antifosfolipidi (APL), tipo Lupus Anticoagulant (LA) o in 
corso di terapia anticoagulante con AVK e DOAC (23,24). 

Il PT e l’APTT sono misurati in secondi e sono 
comparati ad un intervallo di riferimento che riflette i 
valori riscontrati negli individui sani. Poiché i reagenti 
usati per effettuare entrambi gli esami variano in funzione 
del sistema reagente-strumento e del lotto dei reagenti in 
uso, gli intervalli di riferimento possono variare non solo 
da laboratorio a laboratorio, ma anche all’interno dello 
stesso laboratorio, quindi, per armonizzare l’espressione 

1Il rapporto è il calcolo tra il tempo impiegato a coagulare del campione del paziente e il tempo di coagulazione dell’NPP 
(Normal Pool Plasma); l’INR è il rapporto elevato all’ISI (International Sensitivity Index), cioè al valore che esprime la sensibilità 
della tromboplastina in uso rispetto all’IRP (International Reference Preparation).

dei risultati, viene raccomandato per il PT e per l’APTT 
l’uso del rapporto (25); nel caso di pazienti in trattamento 
con AVK è raccomandato esprimere il risultato del PT in 
INR (International Normalized Ratio) in sostituzione del 
rapporto1. 

Durante la gravidanza si verificano importanti 
modificazioni del sistema coagulativo: come già 
detto, la gravidanza è infatti correlata ad uno stato 
di ipercoagulabilità, dovuto ai fisiologici cambiamenti 
ormonali che determinano l’aumento dei livelli plasmatici 
della maggior parte dei fattori procoagulanti (6,7,10). Tali 
aumenti evolvono nei diversi trimestri della gravidanza e 
si traducono in un accorciamento, anche se di modesta 
entità, di entrambi gli esami globali PT ed APTT (26).

Gli intervalli di riferimento dei secondi e della ratio del 
PT si accorciano progressivamente nei tre trimestri della 
gravidanza fisiologica, gli intervalli del secondo e terzo 
trimestre in maniera maggiore rispetto al primo trimestre 
(9,27-30). 

Anche gli intervalli di riferimento dei secondi e del 
rapporto dell’APTT si accorciano progressivamente nei 
tre trimestri della gravidanza, anche se in maniera più 
contenuta nel secondo e terzo trimestre (9,27-30). 

I valori di riferimento per trimestre di gravidanza di 
PT ed APTT, espressi in ratio, ricavati dalla letteratura e 
riportati nella Tabella 1, forniscono solo una indicazione 
generale ma comunque costituiscono una modalità di 
espressione dei risultati più appropriata rispetto all’utilizzo 
dei secondi, in quanto i tempi di coagulazione dei due 
esami di screening sono reagente e strumento specifici 
(9,26-30).

FIBRINOGENO E TEMPO DI TROMBINA

Il fibrinogeno è una globulina con PM di 340 kD, 
sintetizzata negli epatociti e presente nel plasma con un 
intervallo di riferimento  tra 2,0 e 4,5 g/L. 

La molecola è trascritta da 3 geni FGB, FGA e FGG 
situati in una regione di ~50 kb del cromosoma 4 (31); ogni 
gene è trascritto singolarmente. I tre polipeptidi sintetizzati 
(Aα, Bβ e γ) sono poi assemblati nel reticolo endoplasmatico; 
a questa fase seguono modifiche post-traslazionali a livello 
dell’apparato di Golgi che danno origine alla molecola 
matura. La molecola di fibrinogeno viene rilasciata in circolo 
e presenta una emivita di 120 ore. 

Il fibrinogeno è una proteina che gioca un ruolo 
fondamentale nel mantenimento di una normale 
emostasi: è il precursore solubile della fibrina ed inoltre 
fornisce un supporto per la generazione della trombina 
e per l’aggregazione piastrinica. Le patologie in grado 
di modificare il fibrinogeno possono essere acquisite o 
ereditarie.

I disordini ereditari del fibrinogeno sono rari e 
possono essere suddivisi in disordini di tipo quantitativo 
(Tipo I) e disordini di tipo qualitativo (Tipo II). I disordini di 
Tipo I (afibrinogenemia ed ipofibrinogenemia) modificano 
la quantità di fibrinogeno in circolo, i livelli circolanti 
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sono ridotti (<1,5 g/L) o assenti. I disordini di Tipo II 
(disfibrinogenemia ed ipodisfibrinogenemia) influenzano 
la qualità del fibrinogeno circolante (32).

I difetti acquisiti del fibrinogeno possono presentarsi a 
causa di una coagulopatia da consumo, ad esempio CID, 
in concomitanza di un trauma maggiore (coagulopatia 
indotta da trauma), di una malattia epatica o neoplastica 
ed in seguito a complicanze ostetriche (33).  

Il fibrinogeno è inoltre una proteina di fase acuta che 
aumenta in corso di infiammazione e/o infezione.

La gravidanza rappresenta invece, una condizione 
fisiologica che determina un aumento dei livelli di 
fibrinogeno, essendo associata a cambiamenti significativi 
nell’emostasi, necessari sia per lo sviluppo placentare sia 
per affrontare lo sforzo emostatico del parto. 

Durante la gravidanza si assiste infatti ad un significativo 
e progressivo aumento della concentrazione del fibrinogeno, 
che parte da valori di circa 3 g/L del primo trimestre fino ad 
arrivare a valori di circa 6 g/L del terzo trimestre, ritornando 
poi a livelli di normalità nel post-partum (10). Questo 
andamento dei valori del fibrinogeno in gravidanza è ormai 
documentato da numerosi autori in diversi studi condotti 
su numerosità variabile di popolazione (10,29,30,34,35). 

Pertanto, nel caso si rilevi un aumento del fibrinogeno 
in gravidanza, il clinico non deve richiedere ulteriori 
approfondimenti in quanto questo si colloca all’interno 
dello stato di ipercoagulabilità fisiologica del periodo 
gestazionale. Sarebbe dunque auspicabile che i 
laboratori introducessero nei referti i valori plasmatici del 
fibrinogeno suddivisi per trimestri di gravidanza. È invece 
importante valutare bassi livelli di fibrinogeno in quanto 
è stato documentato. che un valore basso di fibrinogeno 
registrato nella 35°-37° settimana potrebbe essere un 
predittore indipendente di emorragia post-partum (PPH) 
(36). 

Sono invece minori le evidenze delle variazioni a 
carico del Tempo di Trombina (TT) in gravidanza. 

Il tempo di trombina valuta quella parte del processo 
emostatico in cui il fibrinogeno solubile si trasforma in 
filamenti di fibrina: è quindi influenzato dal livello e/o 
dalla funzionalità del fibrinogeno (ipofibrinogenemia e 
disfibrinogenemia) e dalla presenza di inibitori diretti della 
trombina (eparina, irudina e prodotti di degradazione del 
fibrinogeno). 

Durante la gravidanza fisiologica si assiste ad una 
lieve, ma non sempre significativa, diminuzione dei 
secondi del tempo di trombina. Tuttavia, la scarsità dei dati 
presenti in letteratura che hanno valutato  il TT durante 
la gravidanza, rende difficile una corretta  interpretazione 
delle sue variazioni, per cui  la sua determinazione  non 
ha rilievo nella pratica clinica (29,37-40).

I valori di riferimento del fibrinogeno e del TT inseriti 
nella Tabella I , forniscono solo una indicazione generale: 
ogni laboratorio, a seconda della strumentazione e del 
metodo utilizzato, dovrebbe calcolare i propri valori di 
riferimento suddivisi in trimestri di gravidanza.

D-DIMERO

Con il termine D-dimero ci si riferisce ai frammenti 
polipeptidici derivati dalla degradazione della fibrina ad 
opera della plasmina (41). La loro presenza nel sangue 
riflette quindi l’attivazione sia della coagulazione che 
della fibrinolisi.

Durante la gravidanza fisiologica si instaura uno stato 
di ipercoagulabilità (42) e l’andamento del D-dimero 
riflette proprio questo aspetto: la sua concentrazione 
nel plasma materno aumenta progressivamente dalle 
prime settimane di gravidanza fino al parto (43) per poi 
scendere nei primi tre giorni dopo il parto e ritornare ai 
valori pre-gravidanza entro le 6 settimane dal parto (44).

Sono disponibili diversi studi mirati alla definizione 
degli intervalli di riferimento suddivisi per epoca 
gestazionale. Tralasciando esperienze interessanti ma 
condotte su un esiguo numero di partecipanti (45-47) 
oppure relative ad intervalli di gravidanza diversi dalla 
suddivisione classica nei tre trimestri (48), un interessante 
approccio è la valutazione longitudinale delle gestanti nel 
corso della gravidanza (9,49).

In particolare, lo studio di Hedengran et al. (49) 
ha coinvolto un importante numero di soggetti con 
gravidanza fisiologica, con prelievi seriati dal primo 
trimestre di gravidanza fino ai primi giorni dopo il 
parto (non tutte le pazienti hanno eseguito tutti i 
prelievi previsti, ma la numerosità dei campioni era 
comunque elevata in tutti i trimestri di gravidanza). I 
valori di riferimento dei tre trimestri sono stati calcolati 
considerando i percentili 2,5th e 97,5th della distribuzione 
dei dati, con intervallo di confidenza del 90% (IC90%); 
il dato relativo al limite inferiore dei primi due intervalli 
è legato al limite di misura dello strumento utilizzato. I 
valori ottenuti (espressi come µg/L FEU) nei tre trimestri 
sono risultati compresi tra 200 (IC90%: 200-200) e 
900 (IC90%: 800-900) nel primo trimestre, tra 200 
(IC90%: I) e 1 500 (IC90%: 1 400-1 600) nel secondo 
trimestre (IC90%: 200-200), tra 400 (IC90%: 400-500) e  
2 800 (IC90% 2 600-3 100) nel terzo trimestre; le donne 
esaminate nei tre trimestri sono state rispettivamente 
222, 1 412 e 971 (49). 

Tali risultati sono simili a quanto ottenuto anche 
nello studio di Szecsi et al. (9), simile al precedente sia 
per numerosità che per metodologia, ed in linea anche 
con altri studi basati su casistiche numerose, ma con 
metodologia di tipo trasversale (gestanti arruolate per 
un unico prelievo in diversi momenti della gravidanza)  
(50-52).

Tuttavia, al momento, come sottolinea anche 
Bourjelly G (51), più che l’intervallo di riferimento è 
necessario validare dei valori soglia decisionali, per 
consentire l’utilizzo del D-dimero durante la gravidanza 
nell’esclusione del tromboembolismo venoso (TEV).

Infatti, il ruolo del D-dimero al di fuori della gravidanza 
riguarda l’esclusione di trombosi venosa profonda (TVP) 
ed embolia polmonare (EP) nell’ambito di algoritmi 
decisionali, in associazione alla probabilità clinica pre-test, 
valutata con alcuni score clinici, e all’utilizzo di tecniche 
diagnostiche per immagini (ultrasonografia doppler per 
TVP, angiografia polmonare o scintigrafia polmonare con 
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ventilazione/perfusione TAC per EP) (52,53). 
Il descritto incremento fisiologico del D-dimero 

durante la gravidanza determina secondo alcuni autori 
(54) l’impossibilità di utilizzare questo parametro per 
escludere il TEV: in particolare Hedengran, et al. (49)  
evidenziano come il D-dimero sia al di sopra del valore 
decisionale di 500 µg/L FEU comunemente utilizzato nei 
vari algoritmi diagnostici, nel 25% delle donne nel primo 
trimestre di gravidanza e nel 100% delle donne nell’ultimo 
trimestre.

Per questo motivo molte Linee Guida non 
raccomandano l’utilizzo del D-dimero nelle donne in 
gravidanza (55), ma l’European Society of Cardiology 
(ESC), sulla base di due importanti studi (56,57), 
riconosce invece un ruolo del D-dimero nell’escludere la 
diagnosi di EP nelle pazienti a basso rischio clinico di 
TEV (58).

Quindi il D-dimero potrebbe avere un ruolo nella 
gestione  delle donne in gravidanza con sospetto TEV 
(59), ma sono necessari ulteriori studi per identificare e 
validare specifici valori  decisionali.

FATTORI DELLA COAGULAZIONE

Tra i fattori della coagulazione, il fattore von Willebrand 
(vWF) gioca un ruolo fondamentale sia nell’emostasi 
primaria, in quanto promuove da un lato l’adesione delle 
piastrine alle pareti danneggiate del vaso sanguigno e 
fa da ponte tra una piastrina e l’altra, sia nell’emostasi 
secondaria,  in quanto lega il fattore VIII della coagulazione 
proteggendolo dalla degradazione enzimatica. La carenza 
di questa proteina determina la malattia emorragica 
congenita più frequente (malattia di Willebrand), nella 
quale sono coinvolte sia l’emostasi primaria (endotelio 
e piastrine) che la coagulazione plasmatica. Il vWF 
consiste in una serie eterogenea di multimeri composti 
da subunità glicoproteiche, collegate tra loro da legami 
disolfuro; il vWF viene secreto come multimero di grandi 
dimensioni e viene poi scisso a livello del dominio A2 
dalla metalloproteasi ADAMTS13 (A Disintegrin And 
Metalloproteinase with a ThromboSpondin type 1 motif, 
member 13). Il vWF è una glicoproteina multifunzionale 
con diversi domini contenenti vari siti di legame correlati 
a diverse attività funzionali; pertanto, a differenza della 
diagnostica di altre carenze fattoriali, è necessario più 
di un esame per valutare tutte le funzioni del vWF. La 
diagnostica della malattia di Willebrand è basata anche 
sulla determinazione delle due proprietà fondamentali 
del vWF, la sua concentrazione immunologica espressa 
come vWF:Ag e l’attività funzionale, espressa anche 
come vWF:RCo per la sua capacità di agglutinare 
in presenza dell’antibiotico ristocetina. Entrambi i 
parametri vWF:Ag e vW:RCo aumentano nel corso della 
gravidanza (4,5,7,60-64); il vWF antigene aumenta nei 
tre trimestri in misura maggiore rispetto al vWF:RCo 
(63,64). Anche la valutazione della funzionalità piastrinica 
determinata attraverso l’utilizzo del PFA200 (Platelet 
Function Analyzer) è fortemente inficiata dal progressivo 
incremento del vWF determinando dei Closure Time (CT) 
significativamente più corti. 

L’enzima responsabile del taglio proteolitico dei 

multimeri ultra-larghi del vWF è l’ADAMTS13, una 
metalloproteasi in grado di eliminare i multimeri 
insolitamente grandi del vWF che, altrimenti, potrebbero 
innescare la formazione di trombi piastrinici. La 
concentrazione dell’ADAMTS13 (ADAMTS13 antigene) 
e la sua attività (ADAMTS13 attività) diminuiscono 
in maniera progressiva durante tutta la gravidanza 
(30,63,64). 

I cambiamenti dei livelli di vWF (vWF:Ag e vWF:Rco) 
e dei livelli di ADAMTS13 attività che si osservano in 
corso di gravidanza, suddivisi per trimestre, sono riportati 
nella Tabella 1. 

Oltre al vWF sono coinvolti nella formazione del 
coagulo numerosi altri fattori (dal fibrinogeno al FXIII): 
durante la gravidanza si osservano cambiamenti fisiologici 
che determinano un aumento della concentrazione della 
maggior parte di questi fattori (6,30).          

Il fattore XIII, fattore deputato alla stabilizzazione 
della fibrina mediante la formazione di legami covalenti, 
secondo quanto descritto in letteratura già nei primi 
anni ‘80,  aumenta la sua concentrazione nel primo 
trimestre di gravidanza, per attestarsi su valori simili ai 
valori normali delle donne non gravide nel terzo trimestre 
(5,65). Pubblicazioni più recenti, invece, riportano una 
diminuzione significativa del fattore XIII in tutti e tre i 
trimestri della gravidanza (30,66). 

Il fattore V della coagulazione è stabile durante 
tutta la gravidanza e gli intervalli misurati per trimestre 
sono sovrapponibili ai valori di di riferimento della non 
gravidanza (4,9,30,67-69). 

I fattori II e X sono stabili durante il primo trimestre 
della gravidanza con intervalli per trimestre sovrapponibili 
ai valori riscontrati nelle donne non gravide; nel secondo 
e terzo trimestre, aumentano la loro concentrazione 
secondo alcuni lavori della letteratura (3,9,12,16), mentre 
si mantengono stabili, secondo altri (9,68). 

I fattori della coagulazione VII, VIII, e IX aumentano 
tutti progressivamente il loro livello di concentrazione 
nei tre trimestri della gravidanza fisiologica, anche 
se l’aumento del fattore IX è più contenuto rispetto 
all’aumento dei fattori VII e VIII (4,9,30,50,60,67-69). Il 
fattore VII aumenta gradualmente in gravidanza e può 
arrivare nell’ultimo trimestre a misurare 10 volte i valori di 
riferimento delle non gravide (60). Il fattore VIII aumenta 
in maniera progressiva nel corso della gravidanza con 
aumenti nei primi due trimestri che vanno in parallelo agli 
aumenti del suo carrier, il vWF:Ag; nell’ultimo trimestre i 
valori di fattore VIII e del vWF:Ag divergono: si osserva 
un aumento maggiore del fattore vWF rispetto al fattore 
VIII: questo determina un raddoppio dei valori del 
rapporto vWF:Ag/fattore VIII, che passa da 1 nei primi 
due trimestri a circa 2 nel terzo trimestre (60). 

Il fattore della coagulazione XII secondo la maggior 
parte dei dati riportati in letteratura, aumenta in maniera 
progressiva in tutti e tre i trimestri della gravidanza 
fisiologica (4,30,66,69), secondo altri dati invece, la sua 
concentrazione è stabile durante tutta la gravidanza e 
gli intervalli misurati per trimestre sono sovrapponibili ai 
valori di riferimento delle non gravide (9). 

Anche i dati riguardanti il fattore XI, sono 
contrastanti; secondo alcuni lavori della letteratura la sua 
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concentrazione diminuisce nel corso della gravidanza 
raggiungendo una concentrazione al termine gravidanza 
intorno al 60-70% (2,4,70): Secondo dati della letteratura 
più recenti, i livelli di fattore XI rimangono stabili durante 
tutta la gravidanza fisiologica o aumentano in maniera 
contenuta (3,9,30,68,69). 

Alla luce di quanto sopra esposto, non è appropriato 
richiedere la determinazione di fattori procoagulanti 
nel corso della gravidanza, perché molti di questi fattori 
aumentano in maniera significativa e quindi possono 
mascherare eventuali carenze borderline; per una corretta 
definizione del livello dei fattori procoagulanti è opportuno 
attendere almeno due mesi dopo l’espletamento del parto.

I cambiamenti dei livelli dei fattori della coagulazione 
in corso di gravidanza, suddivisi per trimestre, sono 
riportati nella Tabella 1. 

ANTITROMBINA

L’antitrombina (AT) è il più potente anticoagulante 
naturale (29) ed è una serino-proteasi di 432 aminoacidi 
prodotta nel fegato che inibisce principalmente il fattore 
IIa (trombina) e il FXa, ma anche i fattori VIIa, IXa, XIa, 
XIIa, callicreina e plasmina (71). Il deficit ereditario di 
antitrombina comporta uno stato di ipercoagulabilità con 
un rischio di TEV aumentato da 5 a 50 volte. La carenza 
ereditaria a trasmissione autosomica dominante ha 
un’incidenza di 0,02-0,17% nella popolazione generale e 
tra 1 e 5% nei pazienti con TEV. Il primo episodio trombotico 
compare in genere tra i 10 e i 50 anni ed il rischio di 
trombosi dovuto al deficit di AT è più alto rispetto ai deficit 
di PC o di PS e molto più alto rispetto alla presenza del 
Fattore V Leiden o della mutazione G20210A del Fattore 
II (72). Anche livelli moderatamente bassi di AT sono stati 
associati ad un incremento del rischio di TEV ricorrente da 
1,6 a 3,7 volte a seconda del valore soglia utilizzato (AT 
<87% o <70%) (73). 

Il deficit può essere quantitativo (tipo I) o qualitativo 
(tipo II). In quest’ultimo caso viene prodotta una variante 
proteica con attività ridotta. I due principali metodi di 
determinazione dell’AT misurano o l’attività (esame 
funzionale) o la quantità della proteina (determinazione 
immunologica dell’antigene); solo i primi metodi devono 
essere utilizzati nella pratica clinica in quanto sono gli 
unici metodi in grado di mettere in evidenza la presenza 
di deficit quantitativi e qualitativi (72). I valori di riferimento 
negli adulti variano solitamente tra 80 e 120%, dove 
il 100% corrisponde all’attività antitrombinica di una 
unità di AT in 1 mL di plasma di riferimento, anche se 
si raccomanda che ogni laboratorio stabilisca il proprio 
intervallo di riferimento. Nel deficit congenito del soggetto 
eterozigote i livelli sono generalmente compresi tra il 40 
e il 70%, comportando un aumento del rischio di TEV 
ricorrente (73); ricordiamo che la condizione omozigote 
non è compatibile con la vita, tranne che per il tipo I HBS 
(Heparin Bindng Site), estremamente raro, nel quale le 
manifestazioni trombotiche possono essere anche di tipo 
arterioso.

Nel deficit di tipo I si riscontra una riduzione 
consensuale dell’AT misurata sia con il metodo funzionale 
che col metodo immunologico. Poiché nel deficit di tipo 

qualitativo (tipo II) la misura con metodo immunologico 
può risultare normale, l’esame raccomandato per lo 
studio della carenza di AT è in prima istanza il metodo 
cromogenico (funzionale) dell’attività antitrombinica, con 
eparina e preferibilmente con un tempo di incubazione 
breve (30 secondi). Il metodo cromogenico può essere 
anti-Xa oppure anti-IIa a seconda che venga aggiunto 
al plasma del paziente, insieme all’eparina, un eccesso 
di fattore Xa o di trombina in grado di clivare un 
substrato, rilasciando un composto cromogenico. La 
lettura spettrofotometrica dell’entità del cambiamento 
di assorbanza, in genere a 405 nm, è inversamente 
proporzionale all’attività della AT presente nel campione. 
Le Linee Guida della International Society on Thrombosis 
and Haemostasis (ISTH) suggeriscono in prima battuta 
l’utilizzo del metodo anti-Xa (72) e il corretto uso 
della denominazione dell’esame: AT e non ATIII, dal 
momento che delle 6 molecole di antitrombina presenti 
in natura solo la ATIII è associata ad importanti funzioni 
fisiopatologiche; quindi, nei referti deve sempre comparire 
la corretta denominazione antitrombina (AT). 

Se viene riscontrato un livello di attività inferiore 
rispetto al valore di riferimento è necessario escludere 
prima di tutto una carenza di origine acquisita attribuibile 
a recente trombosi, chirurgia, CID, insufficiente funzione 
epatica, terapia   estroprogestinica, proteinuria. Utile in 
questi casi è valutare altri esami come l’APTT e il PT, che 
possono aiutare a supportare l’eziologia acquisita e/o a 
verificare l’idoneità del campione: se accorciati, possono 
essere un’eventuale spia di un plasma parzialmente 
coagulato. Inoltre, la normalità di PC e PS è generalmente 
più indicativa per deficit ereditario di AT e suggerisce un 
approfondimento con saggio immunologico, mentre PC 
e PS sono più spesso carenti nei deficit secondari di AT. 
Nella determinazione della AT inoltre deve essere esclusa 
la presenza nel campione di farmaci anticoagulanti 
interferenti. Si ricorda in particolare che il Dabigatran 
comporta valori falsamente elevati con il metodo anti-IIa, 
mentre gli Xabani, viceversa, producono lo stesso effetto 
con il metodo anti-Xa; pertanto, in questi casi un deficit 
potrebbe risultare mascherato (72). 

La gravidanza costituisce una particolare situazione 
in cui vi è un aumento generale del rischio di TEV. L’AT 
gioca un ruolo importante nell’eventuale sviluppo di 
TEV in gravidanza, in quanto il deficit ereditario di AT 
comporta un aumento del rischio che è stato quantificato 
in modo variabile in vari studi (74,75), ma è almeno del 
3% (76), che è un rischio considerevolmente più alto 
rispetto al rischio legato alla sola gravidanza che si 
aggira tra lo 0,1 e lo 0,2% (78). Si osservano risultati 
apparentemente discordanti in letteratura riguardo 
all’andamento dell’attività antitrombinica durante la 
gravidanza. Alcuni studi concludono che i livelli di AT non 
sono modificati durante la gravidanza (6,9,10,30,69,78-
82), mentre altri studi indicano una diminuzione dell’AT 
(29,50,83). Tuttavia, questi ultimi in realtà evidenziano 
una significativa ma modesta diminuzione dei livelli di 
AT che tende a diminuire nel corso della gravidanza 
fino al parto. Inoltre, sebbene questi recenti lavori siano 
focalizzati sullo studio delle variazioni fisiologiche degli 
intervalli di riferimento nei parametri dell’emostasi in 
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gravidanza, hanno un disegno non longitudinale e si 
basano solo sulla popolazione cinese, sottolineando la 
necessità di studi multicentrici più ampi che includano 
donne di differente origine geografica (74). 

Pertanto, come evidenziato da uno studio 
longitudinale condotto sulla popolazione caucasica (9) e 
confermato anche da uno studio comparativo (74) e da 
uno studio longitudinale condotto in Svezia (84), i livelli di 
AT in gravidanza, al parto e nel post-partum risultano solo 
leggermente più bassi rispetto all’intervallo di riferimento 
nella donna non gravida (Tabella 1) Tale diminuzione non 
supera il 20% in gravidanza e il 30% al parto, che è il 
momento a maggior rischio di emorragia (74). Solo un 
piccolo numero di donne ha raggiunto concentrazioni 
inferiori al 50% in uno studio danese (9). Tali diminuzioni 
possono essere attribuite maggiormente all’emodiluizione 
della gravidanza, anche se nello studio di James, et 
al. (74) si ipotizza che la diminuzione al momento del 
parto sia legata ad un consumo di AT compatibile con 
un processo trombotico nella pelvi e che altri possibili 
meccanismi implicati siano una ridotta produzione o una 
aumentata perdita urinaria. Tuttavia, lo stesso studio 
sottolinea che nella maggioranza dei casi i valori di 
AT sono rimasti all’interno degli intervalli di riferimento 
(74). Infatti, l’AT è più bassa nella preeclampsia e nella 
sindrome HELLP  rispetto alla gravidanza fisiologica, con 
valori medi che si aggirano tra il 60 e l’85% (85). 

PROTEINA C E PROTEINA S

I sistemi anticoagulanti naturali sono meccanismi atti 
a regolare la generazione di trombina a protezione dagli 
eventi tromboembolici. Il sistema della PC rappresenta 
il più importante sistema anticoagulante naturale dopo 
l’antitrombina; di questo sistema fanno parte, oltre alla 
PC stessa, la PS e la trombomodulina. La PC e la PS 
sono prodotte nel fegato (78).

La PC è rilasciata in circolo in forma inattiva ma, 
in seguito al legame della trombina al suo recettore 
trombomodulina sulle cellule endoteliali, è attivata in 
proteina C attivata (APC). Con la PS come cofattore, la 
APC assume la capacità di degradare proteoliticamente i  
fattori VIIIa e Va, rispettivamente nel complesso tenasico 
e nel complesso protrombinasico, rallentando le reazioni 
della coagulazione plasmatica e spegnendo di fatto la 
produzione di trombina. La PS in circolo è presente per 
circa il 60% associata alla proteina che lega la frazione 
C4b del complemento e per la restante parte in forma 
libera, che è in grado di complessarsi con la APC e di 
favorirne l’azione (78,86). La riduzione o il rallentamento 
dell’inibizione del processo coagulativo è in grado di 
provocare un aumento della formazione di trombina 
e determinare quindi uno stato di ipercoagulabilità. 
Questa situazione può essere associata a fattori 
ereditari, quali la mutazione “gain-of-function” del FV 
Leiden nella Resistenza alla PC attivata (APCR), oppure 
a deficit congeniti di PC e PS. Un analogo effetto può 
essere prodotto da cause acquisite che determinano 
l’aumento dei fattori procoagulanti e la diminuzione degli 
anticoagulanti, come accade in corso di gravidanza 
(5,10), a causa dei cambiamenti ormonali fisiologici. 

La letteratura fornisce informazioni spesso 
contrastanti per quanto riguarda l’andamento di questi 
parametri durante la gestazione.  In alcuni articoli si 
riporta che la PC rimane pressoché invariata, a differenza 
della PS (6,9,60,68); altri autori, invece, affermano che la 
PC incrementa già durante i primi 2 trimestri (30,50,87), 
anche se il valore medio rimane entro i limiti di riferimento  
fino a fine gestazione (50). Il motivo di questo eventuale 
incremento non è chiaro, anche se si è ipotizzato che 
serva a bilanciare la concomitante riduzione della PS, che 
la maggior parte degli autori riconoscono fin dalle prime 
settimane e che diventa via via più marcata nei trimestri 
successivi (9, 30,50,62,69). Secondo altri studi, invece, 
tutti gli anticoagulanti naturali sono destinati a diminuire 
progressivamente dal primo al terzo trimestre (29). La 
variabilità di questi parametri durante la gravidanza 
suggerisce una cauta valutazione dei risultati degli esami 
di laboratorio, soprattutto se le determinazioni sono 
eseguite  per la prima volta durante la gestazione in 
assenza di risultati precedenti. Sarebbe opportuno quindi 
che gli intervalli di riferimento sui referti fossero diversificati 
in base ai trimestri di gravidanza e fossero adattati alla 
realtà locale. In ogni caso anche gli intervalli di riferimento 
al di fuori della gravidanza devono essere accuratamente 
determinati ed espressi diversamente almeno per uomini 
e donne, dal momento che è stato dimostrato che le 
concentrazioni plasmatiche delle proteine anticoagulanti 
naturali variano non solo in funzione di età, sesso e 
stato ormonale (88,89), ma sono anche legate a fattori 
ambientali, quali l’etnia e la provenienza geografica (50). 
In ogni caso il metodo consigliato per la determinazione 
della PC durante lo screening trombofilico è il metodo 
cromogenico, che risulta specifico e poco soggetto 
a interferenze, anche se non è in grado di identificare 
alcune varianti rare (90). Ricordiamo che i metodi 
coagulativi per la determinazione della PC sono in grado 
di rilevare la presenza di tutte e tre i difetti (tipo 1, tipo 
2A e di tipo 2B), ma non sono consigliati dalle Linee 
Guida del Scientific and Standardization Committee della 
ISTH in quanto risentono fortemente di alcune limitazioni 
(90). I metodi basati sull’APTT possono produrre valori 
falsamente diminuiti a causa degli elevati livelli del FVIII 
presenti nel plasma delle donne in gravidanza; anche la 
presenza di APCR, dovuta principalmente alla presenza 
della mutazione FV Leiden, può determinare risultati 
falsamente diminuiti di PC. Al contrario, i metodi basati sul 
dilute Russell Viper Venom Time (dRVVT) non vengono 
influenzati dagli alti livelli del FVIII perché il veleno attiva 
direttamente il FX e sono solo in minima parte inficiati 
dalla presenza del FV Leiden. Infine, la presenza di LAC 
può determinare allungamenti dei tempi di coagulazione 
per l’effetto anticoagulante prodotto dall’anticoagulante 
lupico, in misura diversa a seconda della composizione 
fosfolipidica dei reagenti utilizzati. Riassumendo, con gli 
esami cromogenici le interferenze sono poche e sono 
limitate a campioni attivati o alla presenza di Hemolysis, 
Icterus, Lipemia (HIL) nel campione; molto più numerose 
sono le cause interferenti sulle determinazioni con metodi 
coagulativi (oltre a campioni attivati ed HIL, presenza di 
DOAC, di alte dosi di eparina non frazionata o eparina  
a basso peso molecolare, alti livelli di FVIII, presenza di 
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LAC, presenza di APCR, soprattutto legata alla presenza 
della mutazione FV Leiden). 

Per la determinazione della PS sono consigliati 
invece i saggi immunologici, soprattutto quelli basati  sul 
dosaggio della frazione PS libera, cioè la forma attiva, 
e che rappresentano quindi un surrogato dell’esame 
funzionale. Come per la PC, anche per quanto riguarda 
la PS, i metodi funzionali coagulativi sono ritenuti 
in grado di identificare sia varianti quantitative che 
qualitative, ma sono soggetti a interferenze di vario tipo, 
risultando quindi scarsamente specifici (91). Anche in 
questo caso è opportuno ricordare che entrambi i metodi 
(immunologici e funzionali) risentono della variabilità 
preanalitica (campioni attivati e/o presenza di HIL); le 
metodiche coagulative sono significativamente inficiate 
dalla presenza di elevati livelli del FVIII, di LAC, del FV 
Leiden, di inibitori diretti della trombina e del FXa, di 
eparina (se nei reagenti utilizzati non sono presenti dei 
prodotti neutralizzanti), 

RESISTENZA ALLA PROTEINA C ATTIVATA  

La resistenza all’effetto della APCR è il fenomeno per 
cui in un soggetto si sviluppa la incapacità della proteina 
C di  inattivare  uno o entrambi i suoi substrati, cioè 
le forme attivate dei fattori V e VIII (FVa e FVIIIa). Ciò 
determina una diminuzione della efficacia del sistema 
inibitorio della PC e causa un aumento della generazione 
di trombina, producendo in tal modo una condizione di 
ipercoagulabilità che può sfociare in una manifestazione 
di TEV (92). Nella maggior parte dei soggetti, la APCR è 
dovuta alla presenza del FV Leiden, provocata da una 
mutazione puntiforme nel gene del FV, che comporta la 
sostituzione di un residuo amminoacidico in posizione 506 
all’interno del sito di taglio della molecola (93). Il FVa che 
ne deriva è particolarmente resistente alla degradazione 
da parte della APC, mantenendo quindi efficiente il 
processo coagulativo e producendo un aumento della 
generazione di trombina. Sono state identificate altre 
mutazioni a carico del FV coinvolte nella APCR, ma sono 
decisamente molto più rare (94). La APCR ereditaria è 
stata identificata come un fattore di rischio significativo 
per trombosi venosa (95,96), perdita fetale tardiva (97) e 
preeclampsia (98). 

Negli ultimi anni, è stato riconosciuto il potenziale 
significato della resistenza che si verifica in assenza di 
mutazioni note del gene del fattore V: a questo fenomeno 
è stato dato il nome di APCR acquisita.

Il metodo originale per la ricerca della APCR basato 
sulla esecuzione di due APTT eseguiti su plasma non 
diluito (con e senza aggiunta di PC attivata) (92), è soggetto 
a numerose interferenze per cui è stata successivamente 
proposta una modifica che ha migliorato la sensibilità e 
la specificità dell’esame per la ricerca della mutazione 
Leiden mediante la diluizione del campione con un plasma 
carente di FV. Il metodo originale di Dahlback (metodo 
classico) ha scarsa sensibilità per la mutazione Leiden 
(tra il 50 e l’86% secondo quanto riportato in letteratura) in 
quanto è influenzato da carenze fattoriali, da attività della 
PS libera <30%, dallo stato gravidico, da elevati livelli di 
FVIII, dalla assunzione di estroprogestinici, da terapie 

anticoagulanti diretti contro il FIIa e il FXa. Al contrario, 
i metodi (modificati) che, prevedono la prediluizione del 
campione con plasma depleto di FV hanno sensibilità e 
specificità vicine al 100% ma sono insensibili alla maggior 
parte delle forme di APCR acquisite. Un altro approccio 
metodologico per la ricerca della APCR prevede 
l’attivazione diretta del FXa con il veleno di vipera Russell 
utilizzato nel dRVVT: anche in questo caso sono utilizzati 
esami che prevedono o escludono la prediluizione con 
plasma depleto di FV, determinando valori di sensibilità e 
specificità paragonabili a quelli ottenuti con l’APTT (99).  

Nel corso della gravidanza, l’APCR eseguita con 
entrambi i metodi (APTT e dRVVT), con e senza 
prediluizione con plasma depleto di FV, presenta valori 
medi progressivamente decrescenti dal primo trimestre 
sino al termine della gravidanza per poi normalizzarsi una 
settimana dopo il parto (100). Gli intervalli di riferimento 
non differiscono invece rispetto ai valori pre-gravidanza 
ad eccezione dei valori determinati con l’esame classico 
nel terzo trimestre.

Alla luce di quanto sopra esposto si consiglia durante 
la gravidanza la ricerca della mutazione Leiden con 
metodo di biologia molecolare in analogia alla ricerca 
della mutazione G20210A del Fattore II; la ricerca della 
APCR, eseguita con entrambi i metodi sopra descritti, 
produce valori inferiori all’intervallo di riferimento non 
facilmente interpretabili.

ALTRI PARAMETRI DI STUDIO DELL’EMOSTASI

Altri parametri di studio dell’emostasi sono stati 
utilizzati nel corso della gravidanza normale, tra questi 
alcuni marcatori di attivazione della coagulazione come 
il frammento protrombinico 1+2 (F1+2) e i complessi 
trombina-antitrombina (TAT), il test di generazione della 
trombina (TGT) e le tecniche di viscoelastometria, cioè 
la tromboelastografia (TEG) e la tromboelastometria 
rotazionale (ROTEM). Tutti gli studi che hanno indagato 
l’F1+2 nel corso delle gravidanze normali hanno 
evidenziato valori significativamente aumentati rispetto ai 
valori antecedenti la gravidanza, con valori crescenti dal 
primo al terzo trimestre. Uno degli articoli più interessanti 
in merito a questo parametro è quello di Bremme, et al. 
(6) nel quale viene fatta la distinzione in 6 periodi, 4 
all’interno della gravidanza (tra la 10a e la 15a settimana, 
tra la 23a e la 25a, tra la 32a e la 35a, tra la 38 a e la 40 a),  
e due nel post-partum (1 settimana dopo, 8 settimane 
dopo). I valori che sono stati riscontrati nei 6 periodi 
suindicati sono stati rispettivamente: [nmol/L; media 
(DS)] 0,97(0,38); 1,63 (0,58); 2,57 (0,82); 3,14 (1,24); 
2,51 (1,71); 0,84 (0,24). Ad eccezione dell’ultimo periodo 
preso in considerazione (8 settimane dopo il parto), tutti 
i periodi sono caratterizzati da valori significativamente 
più alti rispetto all’intervallo di riferimento (al di fuori della 
gravidanza i valori dell’F1+2 sono compresi tra 0,44 e 
1,1 nmol/L). In un lavoro più recente di Tang, et al.(101) 
è stata eseguita una metanalisi sui valori ottenuti da 6 
studi, con un totale di 667 donne in gravidanza normale. 
All’inizio della gravidanza il valore medio dell’F1+2 è 
risultato 1,49 nmol/L (IC95%: 1,19-1,80), leggermente 
più alto rispetto ai valori antecedenti la gravidanza (1,19 
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nmol/L; IC95%: 0,95-1,32). I livelli dell’F1+2 aumentano 
col progredire della gravidanza, raggiungono un picco 
tra la 29 a e la 36 a settimana con un valore medio di 
3,05 nmol/L (IC95%: 2,41-3,70) e quindi gradualmente 
diminuiscono verso la fine della gravidanza; i livelli 
dell’F1+2 si assestano infine su valori simili a quelli pre-
gravidanza verso la 18a settimana dopo il parto (valore 
medio 1,92 nmol/L; IC95%: 0,58-3,27). In un altro lavoro 
di Joly et al. (102) è stata eseguita la ricerca dell’F1+2 nel 
tre trimestri e i valori ottenuti (espressi in questo contesto 
in pM) (102) sono stati rispettivamente [media (DS)]: 
206 (50), 422 (146) e 576 (162) a dimostrazione di una 
progressiva crescente attivazione della coagulazione, 
con un p<0,0001 nel confronto tra i tre trimestri. Anche 
i complessi TAT sono stati oggetto di alcuni studi ed 
anch’essi mostrano un aumento progressivo della loro 
concentrazione nel corso di gravidanze non complicate. 
Nel lavoro di Bremme KA (6) sono riportati valori di 
TAT ([µg/L, media (DS)]: 3,1 (1,4); 5,9 (2,6); 7,1 (2,4); 
8,2 (2,5); 1,9 (0,5); 2,1 (0,7), <2,7 rispettivamente nei 
seguenti periodi: tra la 12a e la 15a settimana, alla 24a, 
alla 35 a, al momento del parto, 5 settimane dopo il parto, 
dopo allattamento, al di fuori della gravidanza. Joly et 
al. (102) hanno misurato i complessi TAT su 101 donne 
in gravidanze non complicate ed hanno riscontrato nel 
corso dei tre trimestri i seguenti valori [µg/L, media (DS)]: 
4,13 (1,05); 6,79 (1,65); 8,19 (1,39) con un p <0,0001 
rispetto ai valori pre-gravidanza. In un lavoro di Bombeli 
et al. (103) sono stati misurati i TAT nel corso della 
gravidanza di 261 donne suddivise in due gruppi: donne 
a basso ed alto rischio per eventi tromboembolici per 
storia personale o familiare di trombosi e presenza di una 
condizione trombofilica ereditaria o acquisita. Non è stata 
riscontrata differenza nei valori di TAT (e di D-dimero) tra 
il gruppo a basso rischio e quello ad alto rischio. Solo 
nelle donne che hanno sviluppato trombosi durante la 
gravidanza si sono riscontrati valori significativamente 
più elevati di TAT e di D-dimero, indipendentemente dalla 
profilassi eparinica. Molte donne a basso rischio clinico 
avevano valori di TAT e D-dimero elevati, e viceversa 
molte donne a rischio clinico molto alto presentavano 
valori di TAT e di D-dimero normali.

La TEG e la ROTEM sono tecniche di viscoelastometria 
utilizzate prevalentemente in modalità POCT che 
utilizzano campioni di sangue intero per valutare la 
coagulazione e la fibrinolisi. Questi dispositivi vengono 
ampiamente utilizzati in cardiochirurgia, mentre il loro 
utilizzo in ostetricia ha al momento limitate prove solide 
a sostegno del loro uso. Le perplessità verso il loro uso 
routinario in ostetricia possono essere dovute all’attuale 
mancanza di studi randomizzati controllati e di ampi studi 
osservazionali. In una recente metanalisi di Amgalan et 
al. (104) sono stati inclusi 93 studi, espletati dal 1989 al 
2020, che hanno arruolato un totale di 32 817 partecipanti. 
Sessantadue (66,7%) di questi studi hanno utilizzato 
TEG e 31 (33,3%) hanno utilizzato ROTEM. Ad oggi, ci 
sono solo due studi randomizzati controllati sull’uso di  
TEG/ROTEM in ostetricia. ROTEM può essere utilizzato 
per guidare la terapia trasfusionale nella  PPH. TEG e 
ROTEM possono rilevare la condizione di ipercoagulabilità 
associata alla gravidanza. La variabilità tra protocolli di 

studio e risultati suggerisce la necessità di futuri ampi 
studi prospettici di alta qualità con protocolli armonizzati 
per studiare l’utilità di TEG/ROTEM nella valutazione del 
rischio di trombosi ed emorragia, nonché nel guidare 
la profilassi e il trattamento delle pazienti gravide. 
Dall’articolo sopra citato emerge la considerazione che la 
viscoelastometria può essere utilizzata soprattutto per il 
monitoraggio della PPH, mentre il suo potenziale utilizzo 
nella gestione delle condizioni di ipercoagulabilità è 
relativamente poco studiato. Sulla base di questo studio, 
l’uso della viscoelastometria dovrebbe essere indirizzato 
al monitoraggio della terapia trasfusionale in ostetricia 
e alla identificazione delle pazienti a rischio di grave 
emorragia. Sono necessari ulteriori studi, idealmente 
ampi studi clinici multicentrici controllati, per ampliare 
l’applicabilità di TEG/ROTEM in ostetricia, convalidare 
approcci guidati da TEG/ROTEM, progettare protocolli 
ospedalieri e determinare i loro effetti sui risultati clinici 
per ridurre morbilità e mortalità in ostetricia. I parametri 
che si possono evincere dai tracciati elaborati dal TEG 
e dal ROTEM sono molteplici: R (Reaction time), K 
(Kinetics), α (angolo), MA (Maximum Amplitude), Ly30 
e Ly60 (% di Lisi del coagulo a 30’ e a 60’) per il TEG; 
CT (Clotting Time), CFT (Clot Formation Time), α, MCF 
(Maximum Clot Firmness), CL30 e CL60 per il ROTEM 
correlati rispettivamente al tempo di coagulazione, 
alla cinetica del coagulo, all’angolo alfa, alla forza del 
coagulo, alla percentuale di lisi del coagulo a 30’ e 
a 60’. Numerosi sono i test che vengono eseguiti su 
entrambi gli strumenti; attraverso l’uso delle metodiche 
viscoelastometriche si possono avere informazioni sulla 
via estrinseca e sulla via intrinseca della coagulazione, 
sull’effetto della terapia eparinica, sulla efficienza del 
sistema fibrinolitico, sulla funzionalità piastrinica e sulla 
efficacia di alcuni agenti antiaggreganti.  Nel lavoro di 
Della Rocca et al. (105) è stata messa in evidenza una 
differenza significativa (p<0,001) nella maggior parte dei 
parametri del tracciato tromboelastografico tra donne 
gravide e donne non gravide: [media (DS)] R= 6,1  
(1,8); K = 1,4 (0,5); α = 70,6  (6,5); MA = 71 (3,8); (in 
gravidanza); R = 7,8 (2,5); K = 2,7 (2,3); α = 57,7 (11,6);  
MA = 61 (5,9) (non gravidanza). Anche con il ROTEM 
si ottengono nelle donne in gravidanza valori diversi da 
quelli ottenuti al di fuori della gravidanza con significatività 
statistica maggiore per l’MCF e per il CFT, con differenze 
ancora più marcate nel secondo e nel terzo trimestre di 
gravidanza, che si protraggono sino alla terza settimana 
dopo il parto (106-108).

Il test di generazione della trombina (TGT) è un 
metodo introdotto da Hemker et al. (109) già diversi anni 
fa per valutare l’efficienza globale del sistema emostatico 
in diverse condizioni fisiologiche, parafisiologiche e 
patologiche nel corso delle quali si possono instaurare 
condizioni di ipercoagulabilità o di ipocoagulabilità. La 
coagulazione del sangue intero, indotta da diversi agenti 
scatenanti (fattore tissutale, fosfolipidi, trombomodulina, 
a diverse concentrazioni) e con l’ausilio di substrati 
fluorogenici viene monitorata nel tempo permettendo di 
elaborare un tracciato (trombogramma) caratterizzato 
da alcuni parametri: Lag time, che è il tempo necessario 
affinché inizi la formazione di trombina, il Peak height 
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che rappresenta la massima concentrazione di trombina, 
il Time to peak, cioè il  tempo necessario per raggiungere 
il picco di trombina, il Velocity index, cioè la pendenza 
della parte iniziale della curva che riflette la velocità 
con cui viene generata la trombina, l’ETP (Potenziale 
Endogeno di Trombina) o area sotto la curva che riflette 
la quantità totale di trombina generata e lo Start tail, cioè 
il tempo necessario affinché la generazione di trombina 
scenda a zero. Questo test è stato utilizzato anche nelle 
donne in gravidanza ed ha messo in evidenza variazioni 
significative di alcuni parametri, in particolare dell’ETP 
e del Velocity index a dimostrazione di uno stato di 
ipercoagulabilità che si manifesta anche in maniera 
precoce, cioè sin dal primo trimestre e persiste, senza 
variazioni significative, sino al puerperio (110-113). 

CONCLUSIONI

Dai dati esposti nella rassegna si può constatare che 
molti parametri del sistema emostatico vanno incontro a 
variazioni nel corso della gravidanza; alcune di queste 
variazioni sono significativamente importanti, altre lo sono 
meno, altri parametri ancora non risentono in maniera 
significativa della gravidanza. Tra gli esami di screening 
il parametro che varia in maniera più importante durante 
la gravidanza è sicuramente il D-dimero, per il quale 
ancora oggi si è alla ricerca di un valore decisionale da 
utilizzare per la diagnosi di esclusione di complicanze 
tromboemboliche venose; anche per il fibrinogeno vi è un 
incremento progressivo della sua concentrazione sin dal 
primo trimestre; variazioni minori si registrano invece per 
il PT, l’APTT e l’antitrombina. 

Tra gli esami di approfondimento diagnostico per la 
valutazione del rischio emorragico (determinazione dei 
fattori procoagulanti) è la valutazione del FVIII quella  
che presenta le variazioni più importanti; anche il vWF, 
determinato sia con metodica immunologica (vWF:Ag) 
che funzionale (vWF:RCo), aumenta in maniera 
importante, seguito dal FVII e dal FIX; lievi aumenti o 
minime variazioni si hanno a carico del FII, FX, FXI e 
FXII; solo il FXIII diminuisce. 

L’aumento significativo del FVIII condiziona fortemente 
e rende quindi non correttamente interpretabili i test 
basati sull’APTT che risentono in maniera importante 
dei livelli del FVIII; di conseguenza la ricerca dei LAC 
con test basati sull’APTT o APTT modificati può risultare 
falsamente negativa ed anche la ricerca della APCR con 
metodo APTT può fornire risultati falsamente positivi. 

Anche la misura degli inibitori fisiologici (PC e PS) 
in gravidanza può portare a conclusioni errate, come ad 
esempio falsa positività, cioè condizione di trombofilia, 
in donne con valori di PS <50% o a falsa negatività 
(assenza di condizione trombofilica) quando la misura 
della PC viene eseguita nel terzo trimestre di gravidanza. 

Sulla base dei dati presentati in questa rassegna si 
suggerisce:
-	 in caso di sospetta trombofilia primaria, eseguire gli 

esami per la trombofilia (AT, PC, PS, APCR, APL) prima 
della gravidanza o, in alternativa, eseguirli a distanza di 
almeno due mesi dal parto;

-	 le Linee Guida delle Società di Ostetricia-Ginecologia 

e le Società nel campo dell’Emostasi  (SISET ed ISTH) 
nelle donne con anamnesi negativa per complicanze 
trombotiche e gravidanza fisiologica non suggeriscono 
l’esecuzione di nessun esame di indagine dell’emostasi 
con l’eccezione dell’emocromo (in occasione della 
prima visita, a partire dalla 7a settimana e da ripetere tra 
la 35a e la 37a settimana) e della misura del fibrinogeno 
anch’esso tra la 35a e la 37a settimana; gli altri esami di 
screening dell’emostasi vengono richiesti come buona 
pratica quotidiana (quindi al di fuori delle indicazioni 
delle Linee Guida); 

-	 riportare sul referto degli esami richiesti in corso di 
gravidanza commenti che aiutino i clinici ad interpretare 
in maniera corretta i risultati, alla luce anche di quanto 
proposto dal Gruppo di Studio Emostasi e Trombosi di 
SIBioC (vedi Tabella 1).
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Il D-dimero nell’esclusione del tromboembolismo venoso nella donna in 
gravidanza: stato dell’arte
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ABSTRACT 

D-dimer in the exclusion of venous thromboembolism in pregnant women: state of the art
The diagnosis of pulmonary embolism (PE) in non-pregnant patients with suspected PE, relies on diagnostic strategies
based on sequential assessment of clinical pre-test probability (PTP), determination of plasma D-dimer (DD) levels
and diagnostic management: computed tomographic pulmonary angiography (CTPA), pulmonary ventilation/perfusion
(V/Q SCAN) and compression ultrasonography (CUS). In pregnant women the use of conventional algorithms for PE is
limited by several factors: pregnant women were not included in the studies that derived models assessing PPT of PE,
normal pregnancy causes a progressive increase in circulating DD and finally DD levels often exceed non pregnant- 
validated cut-off points, being likely to produce more false positive results. Therefore, guidelines advice against the use
of DD determination in pregnancy and recommend to proceed directly to diagnostic imaging. Nevertheless, the clinical
presentation of PE can be confused with features of a healthy pregnancy and the prevalence of PE is lower than in
non-pregnant population. This leads to a high proportion of negative diagnostic imaging findings. The most recent
European Society of Cardiology guidelines, on the basis of two important studies (CT-PE-Pregnancy, ARTEMIS),
recognize a possible role of the DD to rule out PE during pregnancy with stratification according PTP and a negative
DD result. In the two studies, however, different clinical algorithms and different cut-offs for the DD are used. DD may
be a useful diagnostic tool in the management of pregnant women with suspected PE, but further trials are needed to
derive and validate models assessing PTP and to identify the optimal DD cut offs during pregnancy.
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PREMESSA

Con il termine D-dimero (DD) ci si riferisce ai frammenti 
derivati dalla degradazione della fibrina stabilizzata ad 
opera della plasmina (1).

La loro presenza nel sangue riflette l’attivazione sia 
della coagulazione che della fibrinolisi: il primo evento 
riguarda la trasformazione del fibrinogeno in monomeri di 
fibrina ad opera della trombina; successivamente il fattore 
XIII attivato (XIIIa) stabilizza il legame tra i monomeri 
grazie alla formazione di legami tra i residui di lisina e 
glutammina che determinano la formazione di un coagulo 
stabile. In seguito, viene attivato il sistema fibrinolitico 
attraverso la trasformazione del plasminogeno in plasmina 
che dà luogo alla digestione della fibrina stabilizzata 
con la produzione di una serie di frammenti di peso 

molecolare diverso denominati Prodotti di Degradazione 
del Fibrinogeno (FDP): nella prima parte della reazione 
si formano composti ad alto Peso Molecolare (PM) che 
poi via via vengono scissi in frammenti a PM inferiore 
fino alla formazione del frammento dato dal complesso 
DD-frammento E (DD/E). Quindi il plasma alla fine del
processo di fibrinolisi conterrà una miscela di frammenti
con PM variabile (Figura 1).

Inizialmente con il termine DD si intendeva il prodotto 
finale della digestione della plasmina cioè il frammento 
DD/E (2). Attualmente, con il termine DD ci si riferisce 
all’insieme dei prodotti di degradazione della fibrina con 
PM variabile da 190 a più di 10 000 kDa (3) che hanno 
come comune elemento la presenza di due domini 
D dimerizzati, contro i quali sono diretti gli anticorpi 
monoclonali utilizzati nei metodi di determinazione (4).
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Questa eterogeneità del bersaglio rappresenta un 
grosso ostacolo nel processo di standardizzazione 
poiché viene a mancare uno standard di riferimento e 
quindi i calibratori dei diversi metodi (prevalentemente 
metodi ELISA o immunoturbodimetrici) ed i materiali di 
controllo differiscono in maniera considerevole, al punto 
da rendere scarsamente confrontabili i risultati ottenuti 
con metodi commerciali diversi (5).

L’utilizzo di differenti sistemi metrologici [unità 
fibrinogeno equivalenti (FEU) o DD equivalenti (DDU)] 
ha ulteriormente complicato lo scenario: nonostante la 
Società Internazionale di Trombosi ed Emostasi (ISTH) 
abbia cercato di armonizzare la determinazione del 
fibrinogeno e dei suoi prodotti di degradazione, tuttavia 
non sono state prodotte raccomandazioni specifiche 
sull’unità di misura da utilizzare ed il DD viene espresso 
sia in FEU che in DDU a seconda dei calibratori utilizzati,  
ma anche con diverse unità di misura (ug/L, ng/mL, g/L 
e così via) dando in questo modo origine a numerose 
combinazioni possibili. Il Documento di Consenso Italiano 
(4) ha già da qualche anno dato precise indicazioni per 
esprimere il DD in μg/L FEU ma, una indagine conoscitiva 
di qualche anno fa ha potuto constatare che in realtà 
i laboratori che utilizzano le unità FEU sono di poco 
superiori a quelli che non le utilizzano (6). Dal momento 
che i calibratori per FEU mettono in correlazione il DD 
con la massa del fibrinogeno (340 kDa), mentre quelli per 
DDU si basano sulla massa del DD (195 kDa), misurare 
un campione con i due metodi porta ad una differenza di 
circa 2 volte, cosa che potrebbe causare fraintendimenti 
per il clinico (1,7-8).

A complicare ulteriormente la fase post-analitica non 
vi è accordo neppure sui valori decisionali: bassi livelli 
di DD sono misurabili anche negli individui sani, poiché 
piccole quantità di fibrinogeno vengono fisiologicamente 
convertite in fibrina. La concentrazione di DD però negli 
individui sani aumenta con l’età, probabilmente per un 

fisiologico invecchiamento del sistema emostatico nel 
suo complesso (9): analizzando la curva di distribuzione 
del DD nei pazienti sani, il 95th percentile nei pazienti 
sopra i 70 anni è 2,5 volte superiore rispetto alle persone 
di 50 anni (10).

Questo porta ad un forte calo della specificità 
dell’esame nei pazienti anziani e quindi numerosi 
studi ed anche il Documento di Consenso Italiano (4), 
incoraggiano l’utilizzo di un valore decisionale aggiustato 
per età sopra i 50 anni (11-12).

Da un punto di vista biochimico, mentre la presenza 
in circolo di FDP riflette un processo di degradazione 
del fibrinogeno e della fibrina, un aumento della 
concentrazione di DD riflette sia l’attivazione della 
cascata coagulativa che della fibrinolisi e quindi può 
riflettere la presenza di un evento trombotico (13). 

Tuttavia, tutti i fenomeni che comportano un incremento 
della produzione di fibrina e della sua successiva digestione 
porteranno comunque ad un incremento dei livelli di DD 
e questo è quanto avviene in diverse situazioni come le 
infiammazioni, le neoplasie, gli interventi chirurgici, la 
sindrome coronarica acuta, patologie renali ed epatiche e 
nella gravidanza (Tabella 1).

Elevati valori di DD si possono quindi trovare anche 
in situazioni non trombotiche. Di conseguenza, l’aumento 
della concentrazione di DD non è necessariamente un 
indice di trombosi. Si tratta quindi di un esame poco 
specifico per la trombosi ma in realtà dotato di elevato 
valore predittivo negativo. 

Arteriopatie periferiche
Cancro

Cardiopatia ischemica

Coagulazione intravascolare disseminata

Crisi emolitiche in anemia falciforme

Emorragie subaracnoidee ed ematomi sottodurali Terapia 
trombolitica
Epoca neonatale

Età avanzata

Fibrillazione atriale

Gravidanza o puerperio

Ictus

Infezioni localizzate o sistemiche

Infiammazione cronica

Malattie epatiche

Malattie renali

Recente trauma o intervento chirurgico

Sindrome da distress respiratorio acuto Aneurismi

Trombosi arteriosa o venosa
Ustioni estese

Tabella 1
Condizioni associate ad un aumento di D-dimero.

Figura 1
La formazione dei D-dimeri

Modificata da Rif 1.
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Bounameaux, et al. (14) già nel 1991, riuscirono a 
dimostrare che, mentre la misura del DD da sola è di scarsa 
utilità nel confermare la diagnosi di embolia polmonare 
(EP) a causa della sua aspecificità, al contrario è molto 
utile nell’escluderla. Tale osservazione fu poi estesa anche 
alla trombosi venosa profonda (TVP) (15).

Il DD quindi è un marcatore fondamentale per la diagnosi 
di esclusione dei processi tromboembolici localizzati o 
sistemici. In particolare, viene utilizzato nell’ambito di 
alcuni algoritmi diagnostici accanto a score clinici, per la 
determinazione della probabilità di malattia pre-test (PPT), 
e alla diagnostica per immagini nella diagnosi di TVP ed 
EP, nella Coagulazione Intravascolare Disseminata (CID), 
nelle trombosi retiniche. È stato anche proposto per la 
valutazione del rischio di recidiva tromboembolica, nella 
stratificazione del rischio nei pazienti con fibrillazione 
atriale, nella diagnostica della dissezione aortica e nel 
determinare l’ottimale durata della terapia anticoagulante 
in pazienti con TVP/EP, anche se il suo ruolo per queste 
indicazioni rimane ancora incerto (16).

LA GRAVIDANZA: UNO STATO 
PRO-TROMBOTICO

Classicamente la gravidanza rappresenta uno stato di 
ipercoagulabilità: la generazione di fibrina è aumentata, 
l’attività fibrinolitica è diminuita, i livelli dei fattori II, VII, 
VIII, IX, X, XII, von Willebrand sono aumentati, la proteina 
S è diminuita ed è comune una resistenza acquisita alla 
Proteina C attivata (17,18).

Questo stato trombofilico, dovuto prevalentemente 
a modificazioni ormonali, ha la finalità di proteggere la 
donna dal severo sanguinamento legato al parto (19) ma, 
al contempo, può esporre la donna ad un maggior rischio 
tromboembolico.

Infatti, se nei Paesi in via di sviluppo la principale 
causa di morte materna al momento del parto, o 
nell’immediato post-partum, è ancora l’emorragia, nei 
Paesi industrializzati la prima causa di morte materna è 
l’embolia polmonare (20).

Inoltre, nel terzo trimestre di gravidanza la compressione 
della vena cava inferiore e delle vene pelviche causata 
dall’utero ingrandito, porta ad una stasi venosa (la velocità 
del flusso venoso negli arti inferiori è ridotta del 50% per 
tornare poi ai valori normali circa 6 settimane dopo il parto) 
(21) che, aggiunta alla diminuita mobilità, contribuisce a 
determinare uno stato protrombotico.

Il rischio di sviluppare un evento tromboembolico è 
quindi aumentato nella donna in gravidanza di circa 2-4 
volte rispetto alle donne di pari età non in gravidanza, 
ed aumenta ulteriormente in presenza di fattori di 
rischio (fattori trombofilici, un precedente episodio 
tromboembolico, ipertensione, obesità, familiarità). Anche 
la probabilità di sviluppare un fenomeno tromboembolico 
venoso (TEV) dopo il taglio cesareo aumenta (20,22).

La diagnosi di tromboembolismo venoso in 
gravidanza

La diagnosi di TVP ed EP, al di fuori della gravidanza, 
si basa sulla determinazione del DD in combinazione con 

la PPT di TEV. Tale probabilità viene definita sulla base 
di alcuni score clinici (Wells per TVP e Wells e Ginevra 
per TVP e EP) (15-23). In base alla presenza di segni 
clinici, fattori di rischio e sintomi di TVP/EP e diagnosi 
alternative, la probabilità pre-test viene distinta in bassa, 
intermedia e alta: se la probabilità pre-test è alta, il DD 
è di limitata utilità (il valore predittivo del test è azzerato 
dall’elevata probabilità pre-test) e quindi il paziente va 
direttamente indirizzato all’approfondimento diagnostico 
strumentale senza dover eseguire la misura del DD.

Se invece la probabilità pre- test è bassa o intermedia, 
allora si procede alla determinazione del DD: se inferiore 
del valore decisionale (fisso o modificato in base all’età), 
la diagnosi di TVP/EP può essere esclusa, altrimenti si 
rimanda all’approfondimento diagnostico. 

Le Linee Guida raccomandano comunque di utilizzare 
solo metodiche per la determinazione del DD ad elevata 
sensibilità (24) e per le quali il valore decisionale per 
l’esclusione del TEV sia stato determinato mediante 
studi clinici che includano pazienti con sospetto di TEV 
sui quali la diagnostica sia stata confermata/negata 
mediante immagini.

Durante la gravidanza però la diagnosi di TVE è 
più complicata: sintomi come edemi agli arti inferiori, 
tachicardia, tachipnea, dispnea, sono presenti anche 
nelle gravidanze normali e quindi la valutazione della 
probabilità pre-clinica della malattia utilizzata negli 
algoritmi diagnostici manca di sensibilità e specificità 
(25).

Inoltre, il DD aumenta parallelamente all’epoca 
gestazionale anche nelle gravidanze normali (26), 
riflettendo lo stato ipercoagulabile e può aumentare 
ulteriormente in presenza di condizioni come la 
preeclampsia (27).

In particolare, Kline, et al. evidenziano come il DD 
sia al di sotto del valore decisionale di 500 μg/L FEU, 
comunemente utilizzato nei vari algoritmi diagnostici, nel 
50% delle donne nel primo trimestre di gravidanza, nel 
22,6% delle donne nel secondo trimestre e in nessuna 
delle donne nellultimo trimestre (28). 

Altri autori hanno cercato di definire dei valori 
decisionali specifici per la gravidanza anche in base 
all’epoca gestazionale (22), ma i valori proposti sono 
basati su studi poco numerosi e non validati in studi di 
gestione di pazienti con sospetto TEV (29).

Quindi, la maggior parte delle Linee Guida (30) 
raccomanda che tutte le gravide con sospetto TEV 
vengano sottoposte a tecniche di diagnostica per immagine 
(ultrasonografia doppler con manovra di compressione 
(CUS) per TVP e scintigrafia con ventilazione/perfusione 
(V/Q) o angiografia polmonare (CTPA - Computed 
Tomography Pulmonary Angiography) per EP.

Tuttavia, questa non sembra essere la soluzione 
ottimale in particolare per quel che riguarda la diagnosi 
di EP, poiché, proprio a causa di una sintomatologia 
clinica confondente, la prevalenza della malattia è bassa 
(2-7% versus 15-20% nelle donne non in gravidanza) 
e la diagnosi di EP viene confermata solo su in una 
minoranza dei casi portando quindi all’esecuzione di una 
gran quantità di esami che risulteranno negativi (31-32). 

Sembra quindi auspicabile un algoritmo diagnostico 
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che possa guidare i clinici nel selezionare le pazienti da 
inviare all’accertamento diagnostico strumentale, anche 
per limitare l’esposizione alle radiazioni e/o all’utilizzo di 
mezzi di contrasto.

Recentemente, due importanti studi (33-34) hanno 
riconosciuto un potenziale ruolo per il DD nell’escludere 
la diagnosi di EP nelle gestanti con una probabilità bassa/
media di embolia polmonare EP, determinata sulla base 
di due diversi score clinici.

Lo studio CT-PE Pregnancy (33) è basato su un 
algoritmo decisionale in cui la valutazione pre-test del 
rischio di EP è basata sui criteri di Ginevra modificati 
(Tabella 2), validati nel sospetto di EP in studi precedenti 
(35) in cui le gravide erano però escluse. Non tutti i criteri 
sono coerenti con lo stato delle gravide (ad esempio 
l’età >65 anni o i dati relativi alla frequenza cardiaca) 
e quindi lo stesso gruppo (36) ha poi modificato, in 
un lavoro successivo, tali criteri (Pregnancy-Adapted 
Geneve Score), che però devono ancora essere validati 
in uno studio prospettico (Tabella 2). Le gestanti con 
sospetta EP e probabilità bassa/intermedia eseguivano 
la determinazione del DD ultrasensibile e la negatività del 
test (valore decisionale fisso <500 μg/L FEU) escludeva 
la diagnosi di EP senza necessità di ricorrere a tecniche 
diagnostiche ulteriori. In caso invece di positività del 
DD, l’iter diagnostico proseguiva con Ecodoppler agli 
arti inferiori ed eventualmente (in caso di negatività di 
quest’ultimo) angiografia e, nei casi dubbi, scintigrafia 
polmonare (Figura 2). 

In questo algoritmo quindi il ruolo del DD è quello 
di escludere la diagnosi di EP senza dover ricorrere ad 

Score di Ginevra rivisto PAG score

Criteri punteggio Criteri punteggio

Precedente TVP/EP 3 Precedente TVP/EP 3

Frequenza cardiaca 75-94 bpm 3 / /

Frequenza cardiaca ≥95 bpm 5 Frequenza cardiaca > 110 bpm 5

Recente intervento chirurgico o frattura 2 Recente intervento chirurgico o frattura 2

Emottisi 2 Emottisi 2
Cancro in fase attiva 2 Cancro in fase attiva

Dolore arto inferiore 3 Dolore arto inferiore 3

Edema arto inferiore e dolore alla 
palpazione profonda

4 Edema arto inferiore e dolore alla 
palpazione profonda

4

Età >65 anni 1 Età >40 anni 1
totale totale

Bassa probabilità di EP 0-3 Bassa probabilità di EP 0-1 

Intermedia probabilità di EP 4-10 Intermedia probabilità di EP 2-6

Elevata probabilità di EP ≥11 Elevata probabilità di EP ≥7 

Tabella 2
Score di Ginevra rivisto e Score di Ginevra adattato alla gravidanza (PAG score) per la definizione della probabilità clinica 
pre-test di Embolia Polmonare. 

Figura 2
Algoritmo decisionale utilizzato nello studio CT-PE 
Pregnancy (33).
CTPA, angiografia polmonare computerizzata; CUS, 
ultrasonografia a compressione; EP, embolia polmonare; 
V/Q scan, scintigrafia di ventilazione/perfusione; valore 
decisionale per D-Dimero, 500µg/L FEU; Modificata da rif. 
33.

TVP, Trombosi venosa profonda; EP, embolia polmonare; bpm, battiti al minuto.
Modificato da rif. 35-36
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altre indagini nelle pazienti definite a basso/intermedio 
rischio e con un DD <500 μg/L FEU. Le pazienti a rischio 
basso/intermedio erano 392 su 395 (99%), ma il DD, 
come atteso, è risultato negativo solo in 46 pazienti 
su 392 (11,7%). La percentuale di DD inferiore al 
valore decisionale diminuisce con l’aumento dell’epoca 
gestionale. Tra le pazienti con DD negativo non vi sono 
stati casi di EP nel monitoraggio a 3 mesi. Gli autori 
concludono che comunque almeno per il primo ed il 
secondo trimestre, il ruolo del DD rimane significativo e 
consente di evitare rispettivamente nel 25% delle donne 
nel primo trimestre e nell’11% nel secondo trimestre il 
ricorso a tecniche invasive (33).

Lo studio ARTEMIS (34) invece ha valutato la 
probabilità pre-test di EP sulla base dei tre criteri 
YEARS (segni di TVP, emottisi ed EP come diagnosi 
più probabile) derivati da uno studio prospettico ma 
che non comprendeva donne in gravidanza (37): un DD  
<500 μg/L FEU escludeva la diagnosi di EP anche in 
presenza dei criteri YEARS ed un DD <1 000 μg/L FEU 
escludeva la diagnosi in assenza dei criteri YEARS (con 
ecodoppler agli arti inferiori negativo) (Figura 3).

Questo algoritmo riconosce un ruolo più determinante 
al DD, perché alzando il valore decisionale a 1 000 μg/L 
FEU, le gravide che, in assenza dei criteri YEARS, 
possono evitare il ricorso alle tecniche più invasive sono, 
come atteso, più numerose (164 su 498): aggiungendo 
anche le gravide con i criteri YEARS ma il DD  

<500 μg/L FEU, 195 gestanti su 498 (39%) hanno evitato 
l’angiografia polmonare. Tra le pazienti con DD al di 
sotto del valore decisionale, 1 ha sviluppato una TVP 
al monitoraggio (1/312; 0,32%) e le Linee Guida ISTH 
raccomandano che il rischio al monitoraggio a 3 mesi sia 
<2% per TVE (38).

Anche in questo studio l’efficacia dello screening 
era migliore nel primo trimestre, mentre diminuisce nel 
secondo e terzo trimestre: 65% delle pazienti hanno 
potuto evitare l’angiografia nel primo trimestre, 46% nel 
secondo e 32% nel terzo trimestre. Gli autori dello studio 
CT-PE Pregnancy (33) hanno ripreso l’algoritmo proposto 
da van Der Pol, et al. (34) e l’hanno applicato, in modo 
retrospettivo alla loro casistica precedente: l’adozione di 
un valore decisionale più elevato per il DD, nell’ambito 
dell’algoritmo già descritto, avrebbe consentito di 
escludere, in modo sicuro, la diagnosi di EP in 77 gravide 
su 371 (21%).

Le Linee Guida della European Society of Cardiology 
(ESC) pubblicate nel 2019 (39), in base ai risultati di 
questi due studi, riconoscono quindi il possibile ruolo 
del DD nell’escludere la diagnosi di EP nelle gravide a 
bassa/media PPT.

CONCLUSIONI

Il ruolo del DD nella diagnosi di EP nelle donne in 
gravidanza rimane controverso: recenti evidenze (33-34) 

Figura 3
Algoritmo decisionale utilizzato nello studio ARTEMIS.
CTPA, angiografia polmonare computerizzata; CUS, ultrasonografia a compressione; EP, embolia polmonare; TVP, 
Trombosi Venosa Profonda. Modificata da Rif. 34
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e metanalisi (31) indicano che il DD potenzialmente è 
in grado di escludere la diagnosi di embolia polmonare 
nelle gestanti a basso rischio, soprattutto nel primo 
trimestre di gravidanza. Al contrario un DD negativo non 
può escludere la diagnosi di EP se la probabilità clinica 
è rilevante.

Tuttavia, sono necessari ulteriori studi per derivare/
validare score clinici specifici per le donne in gravidanza, 
per valutare nel modo più obiettivo possibile la probabilità 
pre-test di EP e per identificare il valore decisionale 
ottimale per il DD nei diversi trimestri di gravidanza.

CONFLITTO DI INTERESSI

Nessuno
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Il laboratorio nello screening del diabete gestazionale 
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ABSTRACT

Laboratory screening of gestational diabetes.
Gestational diabetes mellitus (GDM) is defined by glucose intolerance first documented during pregnancy. The oral 
glucose tolerance test (OGTT) is currently the gold standard for the diagnosis of gestational diabetes mellitus, but 
many variables can affect its reproducibility and accuracy.
An important source of pre-analytical variation affecting the glucose values is the type of tube employed for blood 
collection. Experts recommend immediately separation of the plasma from the cells by centrifugation, or to place the 
sample tube in an ice-water slurry and separate the plasma from the cells within 30 minutes from blood drawing. Being 
this approach impractical in daily practice, the use of a blood collection tube containing effective glycolysis inhibitors is 
a good alternative to avoid the decrease of plasma glucose concentration after blood drawing.
Considering that the GDM diagnosis is based on cut off values, the use of tubes for blood collection that limit the in 
vitro glycolysis, could lead to an increase of the GDM prevalence. The impact of the increase is potentially of clinical 
significance: it is therefore fundamental that clinicians are aware of the main causes of preanalytical variability and how 
these variables can affect the patients’ outcome. A strict collaboration between the clinical laboratories and clinicians 
should therefore be started and maintained.  
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PREMESSA

Il diabete mellito gestazionale (GDM) è la più 
comune alterazione metabolica riscontrata in gravidanza 
e affligge circa il 18-20% di tutte le gravidanze con 
importanti ripercussioni sulla salute materna e fetale. 
In particolare, un cattivo controllo glicemico durante 
la gravidanza è associato ad un aumentato rischio 
della donna di sviluppare diabete di tipo 2 nel periodo 
successivo al parto (1) e ad eventi avversi neonatali 
come macrosomia, taglio cesareo, iperinsulinismo fetale 
e ipoglicemia neonatale (2).

Inizialmente ogni forma di intolleranza glicemica 
diagnosticata durante la gravidanza era definita come 
diabete mellito gestazionale. Tuttavia il diabete poteva 
essere preesistente e non diagnosticato, mentre 

classicamente il GDM ha il suo esordio in gravidanza (3).
Per cercare di risolvere il problema, l’American 

Diabetes Association (ADA) distingue appunto tra diabete 
manifesto in gravidanza (diagnosticato in gravidanza 
ma preesistente) e diabete gestazionale (esordio in 
gravidanza) (4).

La diagnosi di GDM è importante perché il rischio di 
eventi avversi si riduce con opportuno trattamento (5,6).

Screening e diagnosi di GDM sono stati per molti 
anni argomenti controversi, sia riguardo alla sostenibilità 
di proporre uno screening universale, che per quanto 
riguarda la tipologia di screening da suggerire: anche 
se altri parametri potrebbero avere in futuro un ruolo 
in questo ambito come l’emoglobina glicata (HbA1c) [il 
suo utilizzo potrebbe evitare l’esecuzione della curva 
da carico orale di glucosio (OGTT) in una percentuale 
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di gestanti variabile dal 15 al 26% a seconda del valore 
soglia utilizzato (7)] o l’albumina glicata (AG) il cui utilizzo 
in gravidanza, in ambiti diversi dallo screening del GDM 
(8), è ormai ben consolidato (9-11), tuttavia l’indagine 
fondamentale per lo screening del GDM rimane, ad 
oggi, la determinazione della glicemia prima e dopo la 
somministrazione di un carico orale di glucosio.

Fino a 10 anni fa le modalità di esecuzione della prova 
da carico, per la quantità di glucosio somministrata, la 
tempistica dei prelievi e i  valori soglia decisionali, non 
erano standardizzate. 

Nel 2010,  un importante studio internazionale 
(Hyperglycemia and Adverse Pregnacy Outcome Study, 
HAPO) e la successiva Consensus Internazionale di 
esperti (International Association of the Diabetes and 
Pregnancy Study Groups , IADPSG) (12) hanno proposto 
un approccio unitario al problema.

LE RACCOMANDAZIONI IN ITALIA

Oggi in realtà l’ADA propone ancora due possibili 
approcci diversi. Il primo è anche la strategia più datata,  
in due tappe successive, con un iniziale minicarico di 
glucosio (50 g) seguito da un prelievo dopo 60 minuti 
e, nei casi positivi, una ulteriore esecuzione di OGTT 
con carico di 100 g di glucosio, prelievi dopo 60, 120 
e 180 minuti ed interpretazione secondo i criteri di 
O’Sullivan et al. (13). Il secondo è un approccio in una 
unica fase, derivato dai criteri dello IADPSG (5) con la 
somministrazione di 75 g di glucosio e prelievo basale, 

dopo 60 e 120 minuti. Secondo l’ADA non vi sono dati 
sufficienti per dimostrare la superiorità di un approccio 
rispetto all’altro (2).

Nel nostro Paese, le raccomandazioni dell’IADPGS 
sono state recepite integralmente da una Consensus 
Conference italiana e su queste basi, con l’integrazione 
di alcuni criteri della Organizzazione Mondiale della 
Sanità (OMS), un gruppo di esperti dell’Istituto Superiore 
di Sanità in collaborazione con una agenzia specializzata 
in linee guida (CeVeAS) ha redatto il documento “Linee 
guida gravidanza fisiologica” (14), condiviso dagli 
Standard Italiani per la cura del Diabete Mellito (15) e 
divulgato anche nell’ambito della Medicina di Laboratorio 
(16).

Lo screening per il GDM si svolge in più fasi: una 
prima visita, nel 1° trimestre di gravidanza, in cui 
diagnosticare l’eventuale presenza di diabete manifesto 
con i criteri utilizzati per la diagnosi di diabete dell’adulto 
(2) e valutazione del rischio della donna di sviluppare la 
malattia sulla base alla presenza di uno o più fattori di 
rischio (Tabella 1). 

Se la paziente presenta uno o più fattori di rischio 
viene inviata all’esecuzione della curva da carico con 75 
g di glucosio ed interpretazione secondo i criteri IADPSG 
in un periodo compreso tra le settimane 24 e 28 di 
gestazione. Tuttavia, se la paziente risulta ad alto rischio 
per insorgenza di GDM allora sarà necessario anticipare 
la curva (16-18 settimane) con eventuale ripetizione nel 
periodo compreso tra le settimane 24 e 28 (Tabella 1).

La diagnosi di diabete mellito gestazionale viene 
posta secondo i criteri elencati in Tabella 2.

Tabella 1 
Fattori di rischio per diabete gestazionale (GDM) e periodo raccomandato per lo screening.

Screening a 16-18 settimane (se negativo ripetere a 24-28 settimane) se: 

− Diabete gestazionale in una gravidanza precedente

− BMI pre-gravidico ≥30 kg/m2

− Glicemia precedente compresa tra 100 e 125 mg/dL (5,6-6,9 mmol/L)

Screening a 24-28 settimane se:

− Età ≥35 anni

− Sovrappeso e/o obesità prima della gravidanza (BMI ≥25 kg/m2)

− GDM in precedente gravidanza

− Feto macrosomico in un parto precedente  (≥4500 g)

− Familiarità di primo grado per diabete tipo 2

− Etnia a rischio (Asia meridionale, Caraibi, Medio Oriente)
BMI, indice di massa corporea.

Tabella 2
Criteri per la diagnosi di diabete gestazionale (GDM) secondo International Association of the Diabetes and Pregnancy Study 
Groups (IADPSGC) (rif n 12).

Glicemia plasmatica mg/dL mmol/L

Basale ≥92 ≥5,1

Dopo 1 h ≥180 ≥10

Dopo 2 h ≥153 ≥8,5
I valori si riferiscono al carico orale di glucosio; è sufficiente 1 solo valore patologico 
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Nel documento italiano, a differenza di quanto 
riportato dall’ADA, la strategia in una fase unica non 
è invece raccomandata, così come non lo sono altri 
approcci utilizzati in passato (curva con 100 g di glucosio, 
glicemia a digiuno e così via).

L’esame fondamentale rimane comunque l’ OGTT, un 
esame che pur essendo molto utilizzato in laboratorio è 
tuttavia gravato da modesta riproducibilità (17,18).

LA CURVA DA CARICO ORALE DI GLUCOSIO

Aspetti pre-analitici ed analitici di rilievo

Le cause della non perfetta affidabilità del test da 
carico sono numerose e riguardano principalmente la fase 
pre-analitica: oltre alla variabilità biologica intraindividuale 
giocano un ruolo importante altre variabili come stress, 
infezioni, febbre, recenti ospedalizzazioni, assunzione 
di determinati farmaci, fumo di sigaretta, alcool, sforzi 
fisici eccessivi ed in particolare lo stato di idratazione del 
paziente e la dieta dei giorni precedenti (19). Importante 
risulta anche la modalità di esecuzione del test: la 
preparazione della soluzione glucosata, la quantità di 
acqua bevuta dalla paziente ed il tempo necessario per 
bere la soluzione sono tutti fattori che possono alterare 
lo svuotamento gastrico. Per questo motivo il Gruppo 
di Studio Intersocietario SiBioC-SIPMeL ha negli anni 
elaborato due diverse Raccomandazioni (20,21) rivolte 
specificamente alle procedure di esecuzione dell’OGTT, 
per cercare di standardizzare la metodica e armonizzare 
le procedure dei diversi laboratori. Effettivamente la 
stretta osservazione della procedura raccomandata ha 
portato ad un miglioramento della ripetibilità della prova 
(22). 

Tuttavia, il problema fondamentale della diagnosi di 
GDM, come sottolineato in un recente editoriale da Bruns 
et al. (23), riguarda la fase analitica, e precisamente 
la misura della glicemia. Assicurare un dato analitico 
corretto è particolarmente importante nella diagnosi di 
GDM, poichè questa si basa su una singola misura di 
concentrazione di glucosio, che verrà confrontata con un 
determinato valore soglia.

Al contrario, al di fuori della gravidanza, la diagnosi di 
diabete richiede in assenza dei sintomi tipici, il riscontro 
di iperglicemia tramite glicemia o anche la misura di 
emoglobina glicata (HbA1c) ripetute in più di un’occasione 
(2).

L’utilizzo di HbA1c in gravidanza non è tuttavia 
consigliato a causa di modificazioni fisiologiche o 
parafisiologiche che inducono una diminuzione di HbA1c 
nella prima parte della gravidanza ed un incremento 
nella seconda parte (24). La determinazione della 
concentrazione  glicemica rimane quindi un parametro 
fondamentale e la sua misura deve essere particolarmente 
accurata.

Esistono diverse specifiche di qualità per la glicemia: 
la National Academy of Clinical Biochemsitry (NACB) 
raccomanda una imprecisione (CV) <2,9%, una 
inesattezza (bias) <2,2% e un  errore totale (TEa) <6,9% 
(25); Westgard JO (26) raccomanda un CV <2,3%, 
bias <1,8% e TEa <5,5%.  Secondo il EFLM Biological 
Variation Database (27), CV <2,4%, bias <2,5% e TEa 

<6,5%.  
Tuttavia, la variabilità della misura del glucosio, seppur 

nell’ambito del TEa, può impattare in modo importante 
nello screening del GDM. Argawal al. (28) in particolare 
sottolineano come anche in un laboratorio in grado di 
assicurare il TEa desiderabile, se vengono utilizzate  le 
misure di glucosio ottenute agli estremi dell’intervallo 
di confidenza del 95% (95%CI) la prevalenza del GDM 
può variare in modo importante;  tale riscontro è stato 
confermato anche da recenti esperienze italiane (29,30).

In sintesi, quindi imprecisione e inesattezza 
producono un possibile errore totale comunque 
significativo in particolare per uno screening basato su un 
valore soglia netto come quello suggerito dalla IASDGP 
e che può determinare diverse prevalenze di GDM nella 
popolazione studiata, anche garantendo le specifiche di 
qualità suggerite per la glicemia.

Le variabili analitiche possono e devono essere 
controllate il più possibile, ma non possono essere 
azzerate. Per questo motivo è necessario considerare 
con attenzione un’altra importante fonte di variabilità della 
misura della glicemia, ovvero il possibile decremento 
della glicemia, che è stimato essere pari al 5-7% all’ora 
ed è legato alla mancata inibizione della glicolisi in vitro 
(31). Da notare che tale errore di per sé stesso supera 
già l’errore totale consentito dalle principali Linee Guida. 

Per prevenire la glicolisi in vitro, la NACB raccomanda 
di centrifugare immediatamente e separare la parte 
corpuscolata del sangue dal plasma, oppure di immergere 
la provetta in ghiaccio fondente e separare il plasma 
entro 30 minuti  dal prelievo (25). Tale approccio tuttavia 
può essere di difficile attuazione nella realtà quotidiana.

In alternativa, si possono utilizzare provette contenenti 
inibitori della glicolisi ma, come è stato documentato in 
una recente indagine conoscitiva condotta dai Gruppi 
di Studio SIBioC (GdS) Diabete e Variabilità Extra-
analitica (32), è ancora molto diffuso l’impiego di provette 
contenenti il solo fluoruro di sodio (NaF).  In realtà è noto 
ormai da tempo come il NaF non sia in grado di bloccare 
immediatamente la glicolisi in quanto agisce su un 
enzima, l’enolasi, posto distalmente nella via glicolitica, 
mentre non ha alcun effetto sugli enzimi iniziali della 
stessa via. In questo modo, nei primi 90-120 minuti dopo 
la raccolta del sangue si ha in vitro un decremento del 
glucosio simile a quello che si osserva in provette senza 
NaF (33).

Oggi le linee guida (2) raccomandano l’impiego di 
provette contenti oltre a NaF anche citrato ed EDTA  
(NaF/Na2EDTA/citrato). Tale miscela, disponibile sia in 
forma liofila che granulare, consente un rapido blocco 
della glicolisi (34).

Naturalmente seguire le raccomandazioni e attuare 
una pronta inibizione della glicolisi, non può che portare 
ad un incremento della diagnosi di GDM:  Daly N et 
al. (35) hanno dimostrato che la pronta refrigerazione 
e separazione del plasma dalla parte corpuscolata 
determina concentrazioni glicemiche mediamente più 
elevate e quindi un incremento della diagnosi di GDM di 
2,7 volte rispetto alla pratica ospedaliera comune.
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LA NOSTRA ESPERIENZA

Anche nella nostra esperienza l’OGTT eseguito su 
83 gravide ha portato ad un incremento della diagnosi di 
GDM se eseguito su provetta contenente la miscela NaF/
Na2EDTA/citrato (cosiddetta miscela ternaria) rispetto 
all’utilizzo di provetta con NaF (21,6% versus 9,64%) 
(36).

Tale riscontro è stato confermato anche da una verifica 
della prevalenza di GDM nel Laboratorio di Vicenza, 
dopo 1 anno di utilizzo delle provette con miscela ternaria 
confrontato con l’attività dell’anno precedente dove erano 
state utilizzate le provette con solo NaF: mentre l’utilizzo 
di provette con NaF aveva portato alla diagnosi di GDM 
per 274 donne su 2058 (13,3%) dopo l’introduzione delle 
provette con miscela ternaria, la diagnosi di GDM è stata 
posta in 325 casi su 1 876 pazienti (17,3%), p<0,0001 
(37). 

Interessante notare come il principale incremento di 
positività avvenga nel prelievo basale (T0), osservazione 
condivisa anche da altri autori (38). A T0, la differenza 
di positività per GDM (glicemia >92 mg/dL) era di 
7,7% delle donne testate con provette NaF, rispetto al 
12,2% (p<0,0001) testato utilizzando le provette con 
miscela ternaria. Dopo il carico di glucosio, non vi era 
alcuna differenza significativa nella percentuale di 
donne positive per GDM a 60 minuti (6,3% versus 6,1%; 
p>0,05), mentre, a 120 minuti, le proporzioni erano 4,4% 
versus 6,3% (p<0,05). Probabilmente ciò avviene per un 
effetto metabolico di saturazione di glucosio, subito dopo 
l’assunzione del carico orale di glucosio (39).

Anche l’HAPO Study (4) ha dimostrato che la maggior 
parte delle gestanti viene identificata come affetta da 
GDM sulla base dei valori riscontrati nel primo punto 
della curva, la glicemia basale, che quindi richiede un 
attento controllo della qualità della misura.

Analizzando l’andamento della glicemie durante 
l’ OGTT, si nota che le glicemie basali, nella casistica 
delle OGTT eseguite nel Laboratorio di Vicenza, sono 
comprese tra 68 e 108 mg/dL, mentre le glicemie dopo 
60 minuti dal carico orale si distribuiscono in un intervallo 
più ampio (70-219 mg/dL), proprio a causa della diversa 
risposta metabolica individuale al carico orale. Anche le 
glicemie del terzo punto (dopo 120 minuti) mostrano un 
intervallo di concentrazioni ampio, che va da 50 mg/dL a 
190 mg/dL (Figura 1).

Come osservato anche da altri autori (40), in 
presenza di un valore soglia fisso, posto al centro di una 
distribuzione di concentrazioni molto stretta, variazioni 
anche piccole del valore della  glicemia possono avere 
ripercussioni importanti sulla diagnosi e quindi sulla 
prevalenza di GDM: in pratica un “errore” del 2% (quindi 
1-2 mg/dL) potrebbe comportare una perdita di diagnosi 
del 4,2% o una sovradiagnosi del 5,4%. L’impatto invece 
di analoghe variazioni sugli altri due  valori soglia della 
prova da carico è molto meno significativo. Limitare 
quindi il decremento della glicemia attuando il blocco 
della glicolisi sembra necessario, anche se questo può 
determinare un incremento dei casi diagnosticati come 
GDM.

L’aumento della prevalenza di GDM determinato 
dal miglioramento della qualità pre-analitica è motivo di 

Figura 1: 
Rappresentazione delle distribuzioni delle concentrazioni di 
glucosio plasmatico ai tempi T0 (pannello A), T60 (pannello 
B) e T120 (pannello C) del carico orale di glucosio, nella 
popolazione delle donne in gravidanza studiate. La freccia 
e il corrispettivo istogramma rosso, indicano i valori 
decisionali T0 = 92 mg/dL, T60 = 180 mg/dL, T120 = 154 
mg/dL. Minime variazioni analitiche attorno ai  valori soglia 
di T0, determinano un numero elevato di mis-classificazioni, 
mentre la stessa variabilità ai valori decisionali di T60 e 
T120 hanno effetti molti minori sul numero di diagnosi poste. 
Modificata dal riferimento 4. 
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preoccupazione, al punto da mettere in discussione la 
correttezza dei valori soglia suggeriti. Song et al. (41) 
hanno infatti ipotizzato che sia necessario una modifica 
dei valori soglia definiti per lo screening.

In realtà l’HAPO Study ha evidenziato una relazione 
lineare tra i livelli di glicemia a digiuno e dopo 1 e 2 ore 
dal carico orale di glucosio e l’aumento della frequenza 
di eventi avversi neonatali; partendo da questi dati la 
IADPSG ha poi ricavato i valori soglia. Tuttavia, nello 
studio HAPO la fase pre-analitica/analitica era stata ben 
controllata, bloccando la glicolisi posizionando le provette 
in acqua ghiacciata e poi centrifugando rapidamente le 
provette; le misure delle concentrazioni di glucosio inoltre 
erano state centralizzate per azzerare l’eventuale bias 
(42).

Appare quindi difficile voler applicare valori soglia 
stabiliti nell’ambito di un processo dove la variabilità 
era stata ben controllata, mentre non risulta praticabile 
comportarsi in maniera analoga nella pratica quotidiana.

Molto interessante il recente studio di Szoke D et al. 
(38) che ha messo in relazione il diverso approccio di uno 
screening con solo NaF e screening con provette in grado 
di inibire prontamente la glicolisi, diagnosi di GDM ed 
outcomes perinatali: come atteso, l’utilizzo delle provette 
che bloccano la glicolisi comporta un incremento della 
diagnosi di GDM (27,5% versus 11,9%). L’addizionale 
quota di donne con GDM diagnosticato sulla base 
dello screening eseguito con citrato mostra comunque 
una incidenza maggiore, statisticamente significativa, 
di macrosomia fetale rispetto alle donne senza GDM 
(17,2% versus 6,8%), anche se non vi sono differenze 
statisticamente significative per altri outcomes avversi,  
come il parto pre-termine o il taglio cesareo. 

CONCLUSIONI

Il laboratorio deve garantire una corretta esecuzione 
dell’esame fondamentale per lo screening del GDM, 
l’OGTT, in tutte le sue fasi, pre-analitica, analitica e post 
analitica. Deve quindi seguire con attenzione le procedure 
per una corretta esecuzione del test, dalla adeguata 
preparazione del paziente alla corretta preparazione 
e somministrazione della soluzione glucosata; 
fondamentale è anche la pronta inibizione della glicolisi. 
Inevitabilmente questo porterà ad un incremento della 
diagnosi di GDM, ma forse questo aspetto deve essere 
valutato in modo diverso. 

Se modificare i valori soglia decisi nell’ambito di uno 
studio così importante e condotto in modo rigoroso come 
l’HAPO study sembra poco realizzabile, eseguire il test 
rendendolo meno sensibile grazie all’effetto della glicolisi 
sembra davvero discutibile. Quello che dovrebbe essere 
discusso è come valutare dal punto di vista clinico le 
informazioni ottenute durante l’OGTT. Al di là dell’etichetta 
di DMG, forse andrebbe interpretato in modo diverso un 
OGTT in cui la paziente presenta il solo valore basale 
poco alterato, rispetto ad un OGTT con valori alterati in 
più punti o comunque una valore basale decisamente al 
di sopra del valore soglia. 

In pratica, forse l’introduzione di una sorta di area 
grigia intorno al famoso valore soglia di 92 mg/dL, da 
interpretare poi dal clinico in base anche alle condizioni 

cliniche della paziente e all’analisi di altri fattori di rischio, 
potrebbe essere la soluzione a questo importante 
problema e, probabilmente, questo è quanto già viene 
fatto nella pratica clinica dai colleghi diabetologi.

Fondamentale, a nostro parere, è la stretta 
collaborazione con i diabetologi per condividere una 
situazione altrimenti di difficile soluzione.
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ABSTRACT

Prenatal screening of the main chromosomal abnormalities: the experience of the Piemonte region (Italy). 
Introduction: the purpose of prenatal diagnosis is the identification of the 3% of fetuses with chromosomal abnormalities. 
Prenatal testing relies on ultrasound measurements and biochemical markers, but in recent years it has been moving 
towards Non-Invasive Prenatal Testing (NIPT) to determine the fetal risk for genetic disorders. The aim of this study is 
to provide an assessment of the implementation of cell-free DNA (cfDNA) screening for the three main aneuploidies 
[Down (T21), Edwards (T18), and Patau (T13) syndromes] using a Contingent approach in the Piedmont region in Italy, 
where currently Combined, Wald and Integrated tests are offered by the National Health System.
Methods: a prospective NIPT study was carried out among women referred for invasive prenatal diagnosis in Città 
della Salute e della Scienza in Turin, Italy. The plasma fraction was extracted, stored at −20°C and cfDNA measured 
using an automated system based on rolling circle replication.
Results: a total of 805 women were recruited including 48 T21, 25 T18, and 3 T13 affected pregnancies. The detection 
rates (DRs) were 100% (93%-100%), 96% (80%-100%), 67% (9.4%-99%), and the false-positive rates (FPRs) 
were 0.14% (0.00%-0.79%), 0.78% (0.29%-1.7%), and 0.26% (0.03%-0.95%) for T21, T18, and T13 syndromes, 
respectevely.
Conclusion: the screening performance of cfDNA is substantially higher than the Combined or Integrated tests. 
Considering the offering a Contingent cfDNA screening policy, it is relevant to assess the test performance in samples 
in the “grey zone” conventional screening results (i.e., risk 1 in 100 - 2 500 for T21 syndrome ) compared with the 
previous one  (risk higher than 1 in 100 or lower than 1 in 2 500).
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INTRODUZIONE

La gravidanza è un evento fisiologico nella vita 
riproduttiva della donna che, nella maggior parte dei casi, 
termina con il parto di un neonato in buona salute. L’intera 
famiglia dovrebbe vivere con serenità questo periodo, 
nella certezza che i professionisti sanitari dispongono di 
numerosi strumenti per verificare la salute della madre 
e il regolare sviluppo del nascituro. L’Organizzazione 
Mondiale della Sanità (OMS) raccomanda “una mamma 
e un bambino in perfetta salute con il livello di cure più 
basso compatibile con la sicurezza” (1).

Anche in Italia promuovere e validare percorsi di 
buone pratiche per l’assistenza prenatale, intra-partum 
e post-natale è una priorità di salute pubblica (2); la 

nascita è il motivo più frequente di ricovero nelle strutture 
sanitarie ed esiste da anni una legislazione a tutela e 
sostegno della maternità e della paternità (1).

In alcuni casi (circa il 3% delle nascite) il feto può 
presentare anomalie cromosomiche, principalmente 
la sindrome di Down, o alcune anomalie strutturali 
(malformazioni maggiori) (3).  

La normativa italiana classifica i rischi riproduttivi in 
due categorie principali: prevedibili a priori, in base all’età 
materna e all’anamnesi personale e familiare dei genitori, 
e rilevabili in corso di gravidanza attraverso programmi di 
screening prenatale (4). 

Wilson et al. nel 1968 hanno definito i criteri degli 
screening e le condizioni che presentano le caratteristiche 
per esservi sottoposte, in base alla possibilità di essere 
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riconosciute in una fase precoce e alla disponibilità di un 
trattamento accettabile (5).

I programmi di screening, in particolare quelli in 
ambito prenatale,  consentono di selezionare, nella 
popolazione generale, un ristretto gruppo di gravidanze 
ad alto rischio per una determinata malattia alle quali 
riservare l’offerta di esami diagnostici. Questi programmi 
sono particolarmente utili quando l’esecuzione delle 
procedure diagnostiche risulta complessa, costosa o 
potenziale causa di conseguenze indesiderate. 

La diagnosi delle aneuploidie in epoca prenatale è 
effettuata attraverso lo studio del cariotipo fetale (esame 
citogenetico) ottenuto da cellule fetali prelevate mediante 
le metodiche di Diagnosi Prenatale Invasiva (DPI). Le 
strategie di screening prenatale attualmente utilizzate 
per la sindrome di Down, che danno informazioni 
anche su altre patologie e anomalie cromosomiche, 
sono: il test Combinato (eseguibile a 11-13 settimane 
di età gestazionale), il test di Wald o Tritest (15-18 
settimane di età gestazionale) e  il test Integrato (2 
prelievi, a 11-13 settimane e a 15-18 settimane) (3). 
La concentrazione dei marcatori biochimici è peculiare: 
ad esclusione dell’alfafetoproteina (AFP), i parametri 
determinati  sono specificamente prodotti  solo nel corso 
della gravidanza e subiscono continue modificazioni nel 
sangue materno a seconda non solo della diversa età 
gestazionale, ma anche della differente permeabilità 
ed estensione delle superfici di scambio tra il comparto 
fetale e quello materno. Il razionale della valutazione 
biochimica prevede la determinazione quantitativa 
di marcatori la cui concentrazione nel siero materno 
risulta significativamente diversa nelle gravidanze con 
feto affetto da sindrome di Down rispetto a quelle con 
feto normale (6). Gli screening biochimici raggiungono 
una sensibilità del 90-95%, con una percentuale di falsi 
positivi del 5%.

Una scoperta rivoluzionaria, nell’ambito degli 
screening prenatali, è stata la dimostrazione della 
presenza nel sangue materno, a partire dal primo trimestre 
di gravidanza (10 settimane compiute di età gestazionale), 
di DNA libero di origine placentare citotrofoblastica (cell 
free fetal DNA, cffDNA). Il cffDNA può quindi essere 
analizzato per indagare alcune patologie genetiche del 
feto e in particolare per determinare il rischio che il feto 
sia affetto da un’aneuploidia (5) mediante due differenti 
approcci analitici: il sequenziamento targeted, cioè mirato, 
di specifiche regioni cromosomiche e il sequenziamento 
massivo di tutto il cffDNA (whole genome), cioè esteso, 
che analizza sequenze distribuite sull’intero genoma (7). 

Le analisi del DNA fetale possono essere eseguite 
utilizzando il sequenziamento di nuova generazione 
(NGS), i microarray, piastre per il nanofiltraggio con 
scansione delle fluorescenze, Droplet Digital PCR 
(ddPCR) e altre tecniche (5). Questi metodi richiedono 
personale specializzato e laboratori adeguati per 
l’esecuzione di procedure di amplificazione del DNA 
(reazione polimerasica a catena, Polymerase Chain 
Reaction, PCR) e il sequenziamento massivo parallelo (o 
di nuova generazione) (8). 

Il test prenatale non invasivo (Non-Invasive Prenatal 
Testing, NIPT) è uno screening genetico e pertanto la sua 

introduzione in ambito clinico si inserisce nel contesto di 
questo tipo di analisi. Esso ha prestazioni migliori dello 
screening biochimico e va inteso come uno strumento 
finalizzato a fornire un rischio personalizzato di patologia 
che, in caso di positività, deve essere confermata dalla 
diagnostica invasiva (5). 

Lo scopo di questo lavoro è valutare  la fattibilità 
dello screening del DNA fetale per le tre trisomie 
principali, sindrome di Down (trisomia 21, T21), sindrome 
di Edwards (trisomia 18, T18) e sindrome di Patau 
(trisomia 13, T13), in un gruppo di donne ad alto rischio 
per diverse indicazioni. Si è inoltre valutato l’impatto 
dell’implementazione del NIPT con approccio contingente 
nel centro di riferimento per lo screening biochimico della 
regione Piemonte, dove il percorso assistenziale dello 
screening prenatale è attivo da diversi anni e consente a 
tutte le gestanti di accedere ai Test Combinato, Integrato 
e di Wald, in convenzione con il Sistema Sanitario 
Nazionale (SSN) 

METODI

Tra giugno 2018 e dicembre 2019 è stato condotto 
presso l’Azienda Ospedaliera Universitaria Città della 
Salute e della Scienza di Torino, uno studio con il 
sistema Vanadis® NIPT (PerkinElmer Inc, Sollentuna, 
Svezia), che ha avuto l’approvazione del comitato etico 
aziendale (Prot. n° 0010199 del 30 gennaio 2018) e che 
è avvenuta in conformità alla dichiarazione di Helsinki, 
come emendata nel 2013. Questo studio prospettico 
è stato condotto su gestanti, che, precedentemente 
informate, hanno espresso un consenso all’effettuazione 
del prelievo NIPT, di età compresa tra 18 e 55 anni e di 
età gestazionale superiore alle 10 settimane, in procinto 
di sottoporsi a DPI sulla base di diverse indicazioni 
cliniche, presso la Struttura Semplice Dipartimentale 
Ecografia ostetrica/ginecologica e diagnosi prenatale. 
Dal momento che la ragione principale per sottoporsi alla 
DPI risulta essere la positività allo screening biochimico, 
nel 65,7% delle donne arruolate è stato riscontrato un 
esito ad alto rischio al test Combinato o Integrato; a 438 
gestanti (54%) è stato richiesto di sottoporsi almeno 
all’esecuzione del test Combinato contemporaneamente 
al NIPT (Figura 1); in nessun caso è stato comunicato 
l’esito dello screening biochimico e del NIPT, in quanto 
le gestanti avrebbero ricevuto il risultato delle analisi 
genetiche dei campioni ottenuti mediante amniocentesi e 
villocentesi, eseguite dalla Struttura Complessa Genetica 
Medica. La diagnosi è stata fatta nel 94,5% dei casi sulla 
base del cariotipo, mentre solo nel 4,8% e nello 0,1% dei 
casi è stato necessario eseguire, rispettivamente, l’Array-
based Comparative Genomic Hybridization (Array-CGH) 
e la Quantitative Fluorescent PCR (QF-PCR) per le 
trisomie. In 5 gravidanze (0,6%) il materiale fetale era 
insufficiente per effettuare l’analisi del cariotipo e lo 
stato di normalità (diploidia) è stato valutato sulla base 
dell’outcome clinico.

Ai fini dello studio, i risultati dello screening biochimico, 
del NIPT e delle analisi genetiche sono stati confrontati 
tra loro.
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Screening biochimico

Le determinazioni su siero materno sono state 
effettuate dalla Struttura Semplice Screening Prenatale e 
Neonatale della Struttura Complessa Biochimica Clinica. 
L’analisi dei marcatori biochimici del test Combinato, 
che consiste nella combinazione della misura su siero 
materno della proteina plasmatica A associata alla 
gravidanza (Pregnancy-Associated Plasma Protein A, 
PAPP-A) e della frazione libera della subunità β della 
Gonadotropina Corionica umana (free β-subunit of 
human Chorionic Gonadotropin, free-βhCG), prodotti dal 
trofoblasto, è stata eseguita utilizzando Delfia Xpress 
(PerkinElmer Inc, Sollentuna, Svezia), che utilizza il 
principio dell’immunofluorescenza a tempo risolto.

L’analisi dei marcatori biochimici del test Integrato, 
che consiste nella misura su siero materno della PAPP-A 
e di tre prodotti del metabolismo feto-placentare, l’AFP, 
l’estriolo libero o non coniugato (unconjugated estriol, 
uE3) e la gonadotropina corionica umana (human 
Chorionic Gonadotropin, hCG), è stata eseguita 
utilizzando AutoDELFIA (PerkinElmer Inc, Sollentuna, 
Svezia), basato sul  medesimo principio.

I livelli di questi marcatori, insieme ad altre informazioni, 
quali la misura ecografica della translucenza nucale 
fetale (Nuchal Translucency, NT), l’età materna, l’età 
gestazionale, il peso materno, lo status di fumatrice, la 
presenza di diabete insulino-dipendente e di gravidanza 
medicalmente assistita, sono stati utilizzati per calcolare 
il rischio di sindrome di Down e di Edwards mediante 
il Software Alpha (Logical Medical System, Londra, 
Inghilterra), rispettivamente applicando un valore soglia 
di 1 su 350 e di 1 su 300, calcolati a termine della 
gravidanza.

Per le 199 donne che avevano già effettuato il test 
Integrato, il campione di sangue conservato a -30°C è 
stato utilizzato per la determinazione di free-βhCG in 
modo da completare il test Combinato.

Test prenatale non invasivo

I campioni di sangue per l’analisi del NIPT sono 
stati raccolti in volume pari a 10 mL in provette di tipo 
Streck® (Streck, Omaha, NE, USA), inviati al Laboratorio 
di Screening Prenatale e conservati a temperatura 
ambiente e al riparo dalla luce per un massimo di 5 
giorni; a seguito dell’estrazione del plasma sono stati, 
in  31 casi, immediatamente processati e, in  774 casi, 
congelati a -20° C per eseguire l’analisi del DNA libero 
circolante (cell free DNA, cfDNA) successivamente. 

L’analisi del cfDNA nel plasma materno è stata 
eseguita in 20 sedute analitiche utilizzando il sistema 
automatizzato Vanadis® (PerkinElmer Inc, Sollentuna, 
Svezia), un metodo analitico per NIPT per la valutazione 
delle trisomie dei cromosomi 21, 18 e 13, basato sulla 
rilevazione quantitativa di regioni target dei tre cromosomi 
di interesse, senza il ricorso al sequenziamento massivo 
parallelo.

La frazione di plasma è stata estratta utilizzando un 
protocollo che prevedeva due centrifugazioni (la prima 
a 1 300 g per 30 minuti e la seconda a 2 400 g per 20 
minuti) e un successivo trasferimento in una provetta di 
tipo Sarstedt (PerkinElmer Inc, Sollentuna, Svezia). 

Il sistema Vanadis® estrae e seleziona migliaia di 
frammenti di DNA dai cromosomi target e li converte 
in oggetti sferici marcati con fluorofori, i quali vengono 
contati singolarmente da un sistema di lettura digitale 
utilizzando uno scanner per micropiastra (9). 

Figura 1
Disegno sperimentale dello studio Non-Invasive Prenatal Testing (NIPT).
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A differenza delle altre tecnologie (5), il metodo 
Vanadis® non misura la Frazione Fetale (FF). Questo è 
possibile grazie a una ridotta variabilità dell’esame, dovuta 
all’assenza di una fase di amplificazione del DNA, che 
permette un’elevata precisione anche a FF sotto il 2%.

Questa tecnologia ha una discreta automazione, è 
del tipo “walkaway”, cioè concentra le operazioni manuali 
da parte del personale tecnico all’inizio e alla fine delle tre 
fasi operative definite come segue: 
-	 extraction, separazione del plasma, estrazione e 

purificazione del cfDNA; 
-	 core, conversione dei frammenti di cfDNA in DNA 

circolare, marcatura con fluorofori specifici per 
ciascun cromosoma e deposizione in una piastra di 
microfiltrazione;

-	 viewer, conteggio delle molecole di DNA fluorescenti 
Le tre fasi si articolano in tre giornate lavorative. 

Un applicativo informatico gestisce e traccia i campioni 
attraverso il loro codice a barre, la cui ricerca rende 
disponibile le informazioni su tutte le fasi operative 
effettuate sul campione.

Per ogni campione e categoria di trisomia è stato 
calcolato il punteggio normalizzato dei cromosomi 
(z-score) che descrive lo scarto tra la misura del rapporto 
normalizzato dei cromosomi per il campione e la media 
del rapporto normalizzato dei cromosomi in campioni 
della stessa seduta, espresso con il numero di deviazioni 
standard.

RISULTATI

Per lo studio prospettico sono state arruolate 854 
gestanti (Figura 2): per il 5,7% non è stato possibile 
ottenere z-score per scarsa quantità di plasma o problemi 
meccanici del prototipo strumentale, mentre per le altre 
805 (94,3%) i campioni sono risultati adeguati e sottoposti 
correttamente alla procedura analitica (8).

Queste 805 gravidanze possono essere così 
suddivise: 778 gravidanze singole e 27 gravidanze 
gemellari, di cui 9 monocoriali, 10 dicoriali, 3 con 
corionicità sconosciuta e 5 gravidanze con gemelli 
“vanishing” (cioè una gravidanza che inizialmente si 
presenta come gemellare, ma che fondamentalmente, 
non prosegue come tale, a causa dell’ aborto di uno dei 
feti).

Le prestazioni dello screening con cfDNA sono state 
valutate in termini di sensibilità (Detection Rate, DR) e di 
aspecificità (False Positive Rate, FPR) per ogni sindrome 
indagata e in termini di percentuale di “no call”  (campioni 
con risultati qualitativamente inadeguati a seguito di 
una procedura analitica corretta). La DR è data dalla 
percentuale delle gravidanze affette con un risultato ad 
alto rischio per la corrispondente aneuploidia, mentre il 
FPR è la percentuale delle gravidanze con un risultato 
di alto rischio che non sono affette dalla corrispondente 
patologia, includendo anche le gravidanze con altre 
aneuploidie. 

L’analisi del cariotipo ha evidenziato la presenza di 

Figura 2
Suddivisione della popolazione arruolata e risultati dello studio Non-Invasive Prenatal Testing (NIPT). 
T21, Trisomia 21(sindrome di Down); T18, Trisomia 18 (sindrome di Edwards); T13, Trisomia 13 (sindrome di Patau).
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48 feti con T21 (di cui 1 da gravidanza gemellare), 25 feti 
con T18 e 3 feti con T13. 

La classificazione NIPT dei campioni ad alto o basso 
rischio è stata effettuata attraverso un approccio z-score 
basato sui rapporti normalizzati fra il segnale di ciascun 
cromosoma rispetto agli altri due e sulla deviazione 
standard specifica di ciascun campione. In particolare, i 
risultati sono stati classificati ad alto rischio se il valore di 
z-score era superiore a 3,50 per la T21 e superiore a 3,15 
per le T18 e T13.

Le prestazioni del Vanadis® NIPT per il riconoscimento 
delle trisomie più frequenti appaiono ottimali (Tabella 1) 
e in linea con gli studi pubblicati sul medesimo metodo 
analitico o con altri metodi, che hanno riportato una 
sensibilità nelle gravidanze singole superiore al 99% 
per T21, [intervallo di confidenza al 95% (95%CI), 99,1-
99,9%], del 98% per T18 (95%CI, 94,9-99,1%) e del 99% 
per T13 (95%CI, 65,8-100%) con una falsa positività 
globale dello 0,13% (8,10-13). 

Durante lo studio sono stati rilevati: 1 caso falso positivo 
per trisomia 21 con rischio stimato al test Combinato di 1:4 
300, 6 casi falsi positivi per T18 di cui 3 con rischio stimato 
al test Combinato inferiore a 1:2 500, 2 casi falsi positivi 
per T13 di cui uno con rischio stimato al test Combinato 
inferiore a 1:3 600. Per contro, gli unici 2 casi falsi negativi 
per T18 e T13 avevano rispettivamente una stima di rischio 
di 1:30 e una NT di 7,8 mm. 

La percentuale di no call è risultata globalmente 
del 2,6% (20/778 gravidanze singole, di cui 3 T21), 
con significativo miglioramento (da 4,7% a 1,1%) 
dopo lo spostamento dell’apparecchiatura in un locale 

con climatizzazione ad hoc per il mantenimento della 
temperatura ambientale al di sotto dei 25°C (8); in 
letteratura la percentuale dei casi no call varia dallo 0% 
al 12,2% (11). 

Il confronto tra le prestazioni si è limitato alle 
aspecificità ottenute per la T21; le differenze tra i casi i 
cui rischi del test Combinato o del test Integrato rientrano 
o no nelle “zone grigie” (tra 1:101 e 1:2 500) sono risultate 
non statisticamente significative (Tabella 1) (8).

DISCUSSIONE

Nell’ultima decade si è osservato un rapido 
progresso delle strategie di screening prenatale per le 
più comuni aneuploidie. Il NIPT ha rivelato prestazioni 
migliori rispetto agli screening biochimici tradizionali ed 
è sufficientemente validato per le tre trisomie principali 
(5). In particolare l’ottimizzazione della sensibilità 
consente di rilevare la quasi totalità dei casi affetti e il 
miglioramento dell’aspecificità riduce drasticamente il 
numero di  gravidanze per le quali è indicata la diagnosi 
invasiva, alla quale è pur sempre associata una piccola 
percentuale di perdite fetali (3).

Una criticità nell’utilizzo del NIPT è la percentuale 
di no call. Questi casi senza risultato possono essere 
causati da una bassa frazione di DNA fetale (di solito 
sotto il 4%) o da problemi analitici, quali il fallimento 
dell’estrazione del DNA libero, dell’amplificazione o 
del sequenziamento. La bassa frazione del DNA fetale 
ha tra le cause principali la piccola massa placentare, 
correlabile a un’età gestazionale precoce, e l’elevato 

Tabella 1 
Prestazioni NIPT sulle gravidanze singole, esclusi i campioni con risultati qualitativamente inadeguati a seguito di una procedura 
analitica corretta (no call)

Sindrome di Down Sindrome di Edwards Sindrome di Patau

DR FPR DR FPR DR FPR

Campioni con risultato 
al NIPT

44/44 
(100%)

1/714 
(0,14%)

24/25 
(96%)

6/733 
(0,78%)

2/3 
(67%)

2/755 
(0,26%)

Test Combinato a 

Rischio 
in zona grigia b  

10/10
(100%)

0/366
(0,00%) c

5/6 
(83%)

3/370 
(0,81%)

1/1 
(100%)

1/375
(0,27%)

Altro 33/33 
(100%)

1/329
(0,30%) c

19/19 
(100%)

3/343 
(0,87%)

1/2 
(50%)

1/360
(0,28%)

Test Integrato a  

Rischio
in zona grigia b 

2/2 
(100%)

0/218
(0,00%) d

3/3 
(100%)

1/217
(0,46%)

0/0 
(-)

1/220
(0,45%)

Altro 2/2 
(100%)

1/257
(0,39%) d

4/4 
(100%)

4/255 
(1,60%)

0/0 
(-)

0/259
(0,00%)

 
a Per 9 casi non è disponibile né il Test Combinato né il Test Integrato (2 gravidanze con Sindrome di Down e 7 gravidanze non affette) 
b compreso tra 1:101 e 1:2 500 per T21 e tra 1:101 e 1:1 000 per T18 
c differenza non statisticamente significativa (p=0,69, test del Chi-quadrato) 
d differenza non statisticamente significativa (p=0,62, test del Chi-quadrato) 
DR, Detection Rate (sensibilità); FPR, False Positive Rate (percentuale di falsi positivi).
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peso materno, che può causare un effetto di diluizione. 
Ripetere l’analisi su un nuovo campione dopo il fallimento 
del primo esame fornisce un risultato in una percentuale 
molto alta di casi (50-75%), sia nelle gravidanze singole 
che nelle gravidanze gemellari, se non derivanti da 
fecondazione in vitro (14). 

Studi recenti effettuati con la tecnologia Vanadis® 
suggeriscono che la ripetizione del campione può 
minimizzare i fallimenti del NIPT e migliorarne le 
prestazioni, che insieme al numero di no call sono 
associabili anche a variabili legate a condizioni biologiche 
particolari, quali diabete gestazionale, preeclampsia, 
mosaicismi confinati alla placenta o neoplasia materna 
(13-15).

Lo studio aveva come scopo primario quello di 
indagare l’efficienza dello screening del cfDNA in un 
gruppo di donne ad alto rischio per diverse indicazioni, 
comparandone i risultati con il cariotipo fetale; le 
prestazioni osservate  sono promettenti e ottenibili con 
un  tempo di risposta   di tre giorni. Il sistema per il 
NIPT studiato, non utilizzando PCR, presenta un rischio 
di contaminazioni ridotto rispetto ad altri disponibili 
sul mercato e risulta praticabile anche nei laboratori 
che effettuano lo screening prenatale biochimico, 
generalmente dotati di personale privo di competenze su 
analisi genetiche.

I limiti del presente studio riguardano da un lato 
l’esiguità del numero di gravidanze gemellari  e dall’altro 
l’applicazione su una popolazione a rischio più elevato di 
quella interessata dall’introduzione del NIPT. 

Il protocollo sperimentale prevedeva un solo 
campione per il NIPT, perché l’arruolamento avveniva 
in concomitanza con il prelievo per la DPI, che 
rappresenta un momento critico per le gestanti, ma 
soprattutto perché l’elevato volume di sangue (10 mL) 
ha indotto a escludere l’opzione della doppia provetta. 
Considerata la percentuale di no call osservata e quella 
dei successi ottenibili dopo la ripetizione dell’analisi, nel 
percorso di implementazione del NIPT andrebbe valutata 
l’opportunità di introdurre un secondo prelievo dopo un 
eventuale fallimento.

L’introduzione del NIPT nei percorsi assistenziali può 
avvenire con tre diversi protocolli: con l’approccio definito 
primario o universale si ha la completa sostituzione dello 
screening biochimico; con l’approccio secondario, il 
NIPT è riservato alle donne ad alto rischio allo screening 
convenzionale; con l’approccio contingente si offre il 
NIPT alle gestanti con un risultato in zona grigia e la 
DPI alle donne con un rischio molto alto allo screening 
biochimico. Il primo approccio è il più oneroso, il secondo 
ha un impatto economico di poco rilievo, invece l’ultimo 
è il più conveniente (8) e riduce sia i costi che l’impatto 
organizzativo.

Negli ultimi anni l’offerta di questa nuova e interessante 
tecnologia si è inserita nella diagnosi prenatale 
più rapidamente dei relativi percorsi assistenziali, 
conducendo in alcuni contesti a un drastico declino 
dell’accesso allo screening biochimico, come riportato 
anche da un recente studio negli Stati Uniti (riduzione 
media del 62%). Il minor ricorso agli screening tipici del 
primo trimestre è stato meno consistente rispetto a quello 

relativo al secondo trimestre (nello specifico -27% di test 
Combinato e -72% di test Integrato) ed è correlabile 
allo spostamento dell’assistenza prenatale verso una 
precocità di azione (16). 

Anche in Italia, le Linee Guida del Ministero della 
Salute consigliano di utilizzare il NIPT come screening 
contingente per le trisomie 13, 18 e 21, inserendolo 
nei Livelli Essenziali di Assistenza (LEA) e/o nei 
percorsi regionali della gravidanza fisiologica, dopo il 
test Combinato (5), che consente in qualsiasi caso di 
esprimere un rischio, integrando anche il contributo dato 
da un’eventuale inspessimento della NT. 

L’approccio contingente al NIPT è preferibile, ma 
richiede di stabilire valori decisionali per l’offerta della 
DPI e del NIPT, in funzione dei quali si avrà una riduzione 
delle percentuali dei risultati falsi positivi e falsi negativi 
del test Combinato. Proprio a questo scopo sono stati 
valutati gli outcome dei test Combinati e Integrati e i 
risultati degli screening prenatali di oltre 274 000 gestanti 
di Piemonte e Valle d’Aosta, dai quali emerge che negli 
ultimi 12 anni sono stati identificati 558 feti affetti da 
sindrome di Down su un totale di 621, con una sensibilità 
pari a circa il 90% e un’aspecificità di circa il 5%. Il 76% 
di tutti i casi di T21 si concentra nel 2% delle gravidanze 
con rischio più alto (>1:100) e il 22% dei casi ricade nel 
gruppo di gravidanze con rischio in zona grigia (tra 1:101 
e 1:2 500). Nel restante 68% delle gravidanze, il cui 
rischio era inferiore a 1 su 2 500, si sono verificati solo 13 
casi di sindrome di Down (2%). 

L’elevato numero di casi di sindrome di Down nella 
fascia di rischio di T21 >1 su 100 e il riscontro sperimentale 
in questa fascia di diversi test Combinati predittivi di 
anomalie cromosomiche diverse dalle tre trisomie principali 
e non evidenziabili con le tecniche NIPT targeted, cioè 
mirate avvalora la scelta della soglia decisionale di 1 su 
100 per l’accesso diretto alla DPI, indicazione utile anche 
in caso di NT inspessita (>3,5 mm). 

La scelta del valore decisionale di 1 su 2 500 per 
l’offerta del NIPT deriva, invece, dal numero ridotto di T21 
riscontrate nella fascia di rischio più bassa, per la quale 
sono indicati i soli controlli previsti per la gravidanza 
fisiologica.

CONCLUSIONI

I dati sperimentali confermano l’ipotesi che la 
tecnologia studiata sia adeguata all’introduzione nel 
percorso di screening prenatale; ulteriori valutazioni 
dovrebbero confermare che le prestazioni osservate sono 
analoghe a quelle riscontrabili nella popolazione generale. 
L’implementazione del NIPT con approccio contingente 
richiederebbe in Piemonte circa 7 000 NIPT/anno e 
comporterebbe una riduzione del 30-40% delle attuali 
diagnosi prenatali invasive e delle eventuali perdite fetali. 

Il metodo NIPT studiato è applicabile su ampia 
scala grazie al suo elevato livello di automazione ed è 
utilizzabile in laboratori di screening in ambito biochimico 
clinico, quindi anche da personale privo di competenze 
nel sequenziamento di nuova generazione. L’esecuzione 
nello stesso laboratorio che analizza gli screening 
tradizionali potrebbe portare un ulteriore vantaggio 
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economico e pratico.
In conclusione, lo screening prenatale delle 

aneuploidie potrà esprimere a pieno la sua efficacia se 
utilizzerà esami con prestazioni di sensibilità e specificità 
ottimali e se il percorso sarà codificato in modo tale 
da coordinare con efficienza le diverse professionalità 
coinvolte, per consentire alle gestanti, opportunamente 
informate, di fare consapevolmente la scelta migliore.
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ABSTRACT 
Molecular diagnostics in the prenatal age: technological evolution and ethical implications in reproductive 
medicine.
Congenital anomalies have a birth rate of 3-5% in the general population. The ability to identify genetic alterations in 
the prenatal age is noticeably increased with the advancement of molecular diagnostic techniques, which are included 
today in clinical practice. Nowadays, we have several non-invasive and invasive testing options and it is relevant to 
consider that some of them have a screening value while others have a proper diagnostic role. Based on that, when 
we are approaching prenatal molecular tests, it is crucial to weigh the multiple ethical implications, related to specific 
single testing or shared by more of them. Indeed, the interpretation of the testing results may be straightforward 
especially when the test aims to assess a known familial alteration, while it is more challenging when a genetic 
variation of unknown significance has to be reported. Thus, prenatal genetic counselling, pre and post-test, is essential 
to drive the couples to balance the desire to acquire as much information as possible and the real clinical utility of 
prenatal genetic investigations. 
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INTRODUZIONE

Le anomalie congenite hanno una frequenza alla 
nascita del 3-5% nella popolazione generale (1). La loro 
eziologia riconosce nel 25% dei casi un’aberrazione 
cromosomica e nel 30% un’alterazione genica, mentre 
nei restanti casi l’origine è sconosciuta o multifattoriale 
(ambientale, infettiva o iatrogena) (2). La possibilità 
di identificare malattie genetiche in epoca prenatale è 
aumentata notevolmente con l’ulteriore sviluppo delle 
tecniche di diagnostica molecolare (3-5), ormai diventate 
parte integrante della pratica clinica.

Le indagini molecolari in epoca prenatale sono quindi 
raccomandate in differenti contesti, quali l’anamnesi 
familiare positiva per malattia genetica (6,7), l’età materna 
e/o paterna avanzata, l’identificazione di aneuploidie di 
coppia emerse durante un percorso di screening pre-
concezionale (8) o la diagnosi di conferma di un’anomalia 
riscontrata durante un controllo ecografico di routine. 
Inoltre negli anni è aumentato il numero di coppie che, 

anche in assenza di indicazioni specifiche, si sottopone 
o richiede di sottoporsi ad un’indagine genetica.
L’identificazione infatti di specifiche alterazioni geniche
nel feto in epoca prenatale permette di pianificare
interventi terapeutici specifici, nonché di valutare una
eventuale interruzione di gravidanza.

Va  sottolineato tuttavia che l’interpretazione delle 
varianti genetiche identificate nel periodo prenatale pone 
diverse sfide mediche, spesso dovute alla mancanza 
in molti casi della corrispondenza genotipo-fenotipo 
(9). Pertanto è bene che tutte le coppie che scelgono 
di avvalersi della diagnosi prenatale ricevano una 
consulenza in merito a rischi, benefici e limiti dell’esame 
indicato dal ginecologo o dal genetista (1).

In diagnostica prenatale possono essere distinti test 
di screening e test diagnostici che si differenziano per 
motivazione della richiesta, epoca gestazionale in cui 
vengono eseguiti, modalità di prelievo (invasivo o non 
invasivo), materiale biologico prelevato e analizzato e 
metodica analitica utilizzata (Tabella 1).
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I test di screening permettono di effettuare una 
valutazione su larga scala al fine di individuare le coppie 
potenzialmente a rischio di generare prole affetta da 
malattia genetica (8,10); in caso di alto rischio stimato, 
alla coppia viene indicata la possibilità di sottoporsi ad 
esami diagnostici per confermare o escludere l’anomalia 
sospettata e poterne conoscere il tipo, comprenderne 
l’entità, le eventuali possibilità terapeutiche pre e/o 
postnatali e la probabilità del rischio di ricorrenza della 
stessa anomalia in gravidanze successive (2).

In questa rassegna, sono descritti i diversi approcci 
e le differenti tecniche attualmente disponibili e 
comunemente utilizzate per la diagnostica molecolare 
in epoca prenatale, ponendo l’attenzione sui possibili 
approcci di analisi, l’interpretazione dei risultati e le 
implicazioni etiche correlate.

METODOLOGIA 

Per questa rassegna è stata effettuata la ricerca sul 
database PubMed di articoli in lingua inglese indicizzati 
riguardanti la diagnostica in epoca prenatale. In 
particolare, sono state utilizzate le seguenti parole chiave: 
“diagnosi prenatale” (prenatal diagnosis), “amniocentesi 
e villocentesi” (amniocentesis and chorionic villus 
sampling), “screening prenatale” (prenatal screening), 
“malattie late onset” (prenatal testing for Adult-Onset 
Conditions), “NIPT” (Non Invasive Prenatal Test), 
“considerazioni etiche nella diagnosi prenatale” (ethical 
consideration in prenatal testing). La ricerca ha prodotto 
circa 1 200 risultati.

Al fine di focalizzarsi sulle più recenti e rilevanti 
pubblicazioni in materia, è stata definita poi una finestra 
temporale per la ricerca dal 2015 al maggio 2022; si è 
scelto di consultare articoli pubblicati su giornali con 
impact factor (IF) ≥3. Tuttavia, quando appropriato, è 
stata effettuata anche una valutazione di pubblicazioni 
significative, anche se antecedenti o con minore IF, citate 
negli articoli precedentemente selezionati. Sono stati 
escluse le pubblicazioni puramente metodologiche. 

LO STATO DELL’ARTE NELLA DIAGNOSTICA 
PRENATALE 

Le informazioni genetiche derivanti dagli esami 
prenatali possono guidare diverse decisioni circa la 
gestione della gravidanza, orientando gli operatori 
sanitari verso la scelta terapeutica più appropriata e 
“caso-specifica”. Esse consentono infatti, di programmare 
interventi terapeutici in alcune condizioni, come ad 
esempio alcuni difetti del tubo neurale candidabili al 
trattamento prenatale, con conseguente miglioramento 
degli esiti neonatali (11) o, al contrario, consentono 
di evitare interventi non necessari in un neonato 
potenzialmente a rischio per una patologia genetica (ad 
esempio, restrizione proteica empirica per prevenire 
eventuali crisi metaboliche nel sospetto di un disturbo del 
ciclo dell’urea) (12).

Nel contempo, essere a conoscenza di informazioni 
genetiche riguardanti il nascituro può influenzare la 
coppia nella scelta di un’eventuale interruzione della 
gravidanza, sebbene questa decisione sia indirizzata 
anche, e forse soprattutto, da fattori soggettivi come 
convinzioni personali, religiose, esperienze precedenti e 
aspettative future. 

L’identificazione di anomalie genetiche in un’età 
gestazionale abbastanza precoce offre la possibilità di 
scegliere l’interruzione della gravidanza ma anche di poter 
effettuare ulteriori indagini prenatali, di poter elaborare la 
diagnosi, documentarsi con consulenze specialistiche, 
prepararsi all’accoglienza di un neonato affetto e alle 
cure eventualmente necessarie dopo il parto. Tutte le 
coppie che scelgono di avvalersi della diagnosi prenatale 
dovrebbero ricevere una consulenza in merito a rischi, 
benefici e limiti dell’esame a cui si sottopongono (1).

Nel corso del primo trimestre, il test di screening 
comunemente utilizzato è il Duo Test. Esso stima il 
rischio di trisomie compatibili con la vita grazie ad un 
algoritmo che combina la misurazione della traslucenza 
nucale e la visualizzazione/assenza dell’osso nasale 

Approcci diagnostici utilizzati in epoca prenatale
Tabella 1

Motivazione
della richiesta

Settimana 
gestazionale

Metodo di 
campionamento

Campione 
biologico

Metodica

Screening 
prenatale

età materna avanzata

precedenti aborti

anamnesi familiare o 
anamnesi patologica positiva 
per malattie genetiche

9ª-12ª venopuntura sangue 
periferico

diagnostica per immagini 
combinata a esami biochimici

tecniche di diagnostica 
molecolare

Diagnosi 
prenatale

rischio procreativo noto

rischio procreativo 
evidenziato durante la 
gravidanza

10ª-14ª villocentesi villi coriali tecniche di diagnostica 
molecolare

dalla 15ª amniocentesi liquido 
amniotico
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all’ecografia con il valore di due marcatori sierici materni 
(free-βhCG e PAPP-A) e dati materni quali l’età, il peso, 
l’etnia, l’anamnesi ostetrica remota e il numero di feti 
nella gestazione in corso. Il tasso di rilevamento per la 
trisomia 21 (sindrome di Down) varia dall’82% all’87% a 
seconda del laboratorio, utilizzando un tasso di positività 
allo screening del 5% (1).

Attualmente, l’esecuzione dello screening nel 
primo trimestre è prevista dalle linee guida delle 
gravidanze fisiologiche per tutte le donne, ottenendo una 
stratificazione in gruppi ad alto, medio e basso rischio. 
Al gruppo a basso rischio non vengono proposti ulteriori 
esami; il gruppo ad alto rischio viene indirizzato verso 
un esame diagnostico invasivo di conferma; al gruppo a 
medio rischio può essere proposto il quadruplo esame, 
un ulteriore test di screening non routinario (eseguibile tra 
la 15a e la 22a  settimana di gestazione), che comprende 
la misura di α-feto proteina, gonadotropina corionica, 
estriolo libero ed inibina A (1).

Test prenatale molecolare non invasivo

Tra le analisi di screening prenatale, il Non-Invasive 
Prenatal Test (NIPT) si basa sull’analisi del DNA libero 
circolante nel plasma materno. Dal momento che la 
tecnica di campionamento richiede un prelievo di sangue 
venoso periferico materno, il NIPT ha il vantaggio di non 
porre alcun rischio di aborto. 

L’identificazione della presenza di DNA fetale libero 
(cffDNA) nel plasma materno risale al 1997 e da subito 
si intuirono le possibilità che questa scoperta avrebbe 
potuto offrire nel contesto della diagnostica prenatale 
(13). La presenza di cellule di origine fetale nel sangue 
materno era già nota, ma a causa della possibile 
persistenza nel torrente ematico materno di progenitori 
ematopoietici fetali anche decenni dopo il parto, il loro 
impiego in ambito diagnostico è rimasto limitato (14). 

Al contrario, il DNA fetale circolante risulta rilevabile 
nel plasma materno già a partire dalla 5a-7a settimana di 
gestazione con un progressivo aumento nelle settimane 
successive (15) ma già poche ore dopo il termine della 
gravidanza non risulta più rilevabile (16). La possibilità 
di differenziare il DNA circolante di origine materna da 
quello fetale è legata al diverso peso molecolare tra i due 
(17).

L’analisi del cffDNA viene condotta attraverso diverse 
tecniche [sequenziamento parallelo massivo o analisi dei 
Polimorfismi a Singolo Nucleotide (SNP) per valutare la 
distribuzione relativa degli alleli materni e fetali] [15], ormai 
comunemente utilizzate ma gravate dalla probabilità di 
incorrere in risultati falsi positivi (FP) in casi di mosaicismo 
placentare confinato (CMP) (il cffDNA proviene, in realtà, 
dal citotrofoblasto) (18), gravidanze gemellari, vanishing 
twin (cioè una gravidanza che inizialmente si presenta 
come gemellare, ma che, non prosegue come tale, a 
causa dell’ aborto di uno dei feti), malattia neoplastica o 
aberrazione cromosomica materne sconosciute (15). È 
noto anche il rischio di un risultato falso negativo (FN) o 
risultato inconclusivo che può dipendere da una frazione 
di DNA fetale troppo scarsa (15). Si cerca di ovviare a tale 

circostanza eseguendo il NIPT intorno alla 10a settimana 
di gestazione, ma l’evenienza di scarso materiale 
valutabile pone la necessità di considerare la ripetizione 
dell’esame in un’epoca gestazionale più avanzata o la 
possibilità di eseguire un esame diagnostico invasivo.

Inoltre è bene anche considerare che il NIPT, basato 
sull’analisi del cffDNA, è tutt’oggi caratterizzato da 
problemi tecnici relativi alle caratteristiche del cffDNA, 
legate all’impossibilità di identificare tutti i tipi di mutazioni 
legate a malattie ereditarie, in particolare le mutazioni da 
espansione di triplette, che invece sono spesso richieste 
in diagnosi prenatale. 

Sono stati quindi sviluppati degli approcci che 
permettessero di isolare e analizzare le cellule fetali 
trofoblastiche circolanti (CFTC) per la NIPT di malattie 
monogeniche causate dall’espansione ripetuta di triplette 
o da mutazioni (19).

È importante sottolineare che il NIPT è considerato 
un esame di screening, pertanto in caso di positività è 
necessaria l’esecuzione di un esame diagnostico di 
conferma. 

Nelle gravidanze considerate ad alto rischio per 
malattie rare, così come per anomalie fetali identificate 
all’ecografia, il NIPT potrebbe non modificare il percorso 
diagnostico: un risultato positivo necessita di un test 
diagnostico di conferma, a causa del basso valore 
predittivo positivo (PPV) del test su cffDNA per malattie 
rare. Un risultato negativo indirizza, comunque, a 
considerare l’opzione di un test diagnostico, visto il 
rischio residuo significativo (20).

Ad oggi in Italia il NIPT non è inserito nei Livelli 
Essenziali di Assistenza (anche se una possibile 
revisione sembra prevista per questo stesso anno) (21), 
eccetto che per la regione Toscana in cui dal 2019 è stato 
inserito nel percorso di assistenza sanitaria pubblica 
regionale (22). Rientra, pertanto, nelle prestazioni 
a pagamento, con gli interessi economici e la scarsità di 
regolamentazione che ne derivano. 

La Società Italiana di Genetica Umana (SIGU) già nel 
2016 si è espressa positivamente sull’utilizzo  del NIPT in 
determinati contesti quali:  

	- l’identificazione delle principali trisomie compatibili 
con la vita (T21,sindrome di Down; T18, sindrome di 
Edwards; e T13, sindrome di Patau) (23);  

	- la determinazione del sesso fetale nelle gravidanze a 
rischio per malattie genetiche X-linked e per iperplasia 
surrenale congenita (CAH) a fini terapeutici; 

	- la determinazione del genotipo fetale RDH in 
donne Rh D-negative a rischio di malattia emolitica 
neonatale;  

	- in presenza di alcune malattie autosomiche dominanti 
di origine paterne e in quelle de novo, il cui sospetto 
clinico sia posto in sede ecografica (24). 

Non essendo ritenuto validato a livello diagnostico 
nella pratica clinica, anche per le limitazioni tecniche 
menzionate, il NIPT non è ad oggi utilizzabile per le 
malattie monogeniche autosomiche recessive, X-linked 
e dominanti di origine materna (24), sebbene siano 
disponibili sul mercato kit specifici per l’indagine di 
queste patologie. Per le malattie autosomiche recessive 
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infatti, per esempio, il NIPT potrebbe essere utile nel 
determinare l’assenza o la presenza dell’allele paterno 
(25-27) .

Per ciò che riguarda T21, T18 e T13, il NIPT risulta 
essere il test di screening con i maggiori valori di sensibilità 
e specificità (23): in donne a rischio aumentato per T21 
vengono riportati  valori di sensibilità e specificità >99%; 
per T18, la sensibilità risulta del 97,4% e la specificità del 
99,8; per T13, queste risultano rispettivamente del 91,4% 
e del 99,8% (24).

La SIGU raccomanda che gli esami prenatali non 
invasivi siano eseguiti in laboratori selezionati, certificati 
ed accreditati per le attività di Genetica Medica e 
qualificati a svolgere tali indagini.

Il NIPT è scelto spesso dalle donne in gravidanza 
per evitare di sottoporsi a procedure invasive, ma 
potrebbe non essere realmente dirimente in presenza di 
alterazioni genetiche sconosciute o di significato incerto 
o con presentazione fenotipica variabile: in caso di esiti 
inaspettati e/o di significato incerto, si dovrà comunque 
prendere in considerazione la successiva esecuzione 
di un esame diagnostico invasivo, con il conseguente 
carico psicologico negativo per la coppia (20). 

Per quanto riguarda le potenzialità delle cellule fetali 
presenti nel sangue materno nell’ambito della diagnosi 
prenatale, sono stati pubblicati recenti studi sul possibile 
utilizzo delle fnRBC (Fetal Nucleated Red Blood Cells) e 
dei trofoblasti. Tuttavia svantaggi quali l’esigua quantità 
di DNA estraibile  per il Whole Genome Analysis (WGA), 
i costi dell’analisi e un tempo di risposta (TAT) maggiore 
di quello del NIPT, hanno limitato la loro applicazione nel 
NIPT. L’analisi del trofoblasto presenta inoltre il rischio di 
falsi positivi dovuti ad un possibile mosaicismo placentare 
confinato (28).

Villocentesi e amniocentesi

Gli esami diagnostici prenatali vengono eseguiti a 
seguito di procedure invasive quali l’amniocentesi e il 
prelievo dei villi coriali (CVS) le cui principali indicazioni 
sono un rischio procreativo noto, come ad esempio un 
genitore portatore di anomalie cromosomiche o mutazioni 
geniche, ed un rischio fetale evidenziato nel corso 
della gestazione, legato a malformazioni evidenziate al 
controllo ecografico, malattie infettive contratte durante la 
gravidanza o positività ai test di screening. Diversi fattori, 
come il tipo e la quantità di campione biologico necessari, 
l’epoca della gravidanza ed il rischio per il feto, guidano 
nella scelta di quale delle due procedure effettuare.

L’analisi dei villi coriali rimane l’unico esame 
diagnostico disponibile nel primo trimestre di gravidanza 
(1). Attraverso un approccio trans-addominale o 
trans-cervicale ecoguidato viene raggiunto il tessuto 
placentare senza entrare nel sacco amniotico e 
permettendo il prelievo dei villi coriali, contenenti 
tessuto trofoblastico, per la valutazione genetica. I tempi 
necessari per l’indagine, mediamente 14 giorni, possono 
rappresentare un limite, ma il CVS ha il grande vantaggio 
della precocità dell’epoca gestazionale di esecuzione. 
Raramente sono descritti FN da un campione CVS 
(29). Uno svantaggio di tale procedura diagnostica è 

rappresentato dall’1-2% dei risultati patologici legati 
ad un CMP (mosaicismo placentare confinato) e non a 
vere anomalie cromosomiche fetali (1). La perdita della 
gravidanza stimata, attribuita alla procedura, è di circa 
1 su 455 (1). Eseguire la CVS prima della 10a settimana 
gestazionale può risultare tecnicamente più impegnativo 
nell’accesso al tessuto placentare che risulta più sottile 
e meno sviluppato. Sono inoltre segnalate possibili 
associazioni tra CVS e rottura oromandibolare o difetti 
di riduzione degli arti a seguito di procedure eseguite 
tra la 8a e la 9a settimana di gestazione, (parzialmente 
confutate) sebbene la maggior parte delle procedure 
vengano eseguite dopo 10a settimana (30,31).

La valutazione del liquido amniotico attraverso 
l’amniocentesi rimane l’unico esame diagnostico 
disponibile nel secondo e nel terzo trimestre di 
gravidanza. Viene eseguita tra la 15a e la 18a settimana 
gestazionale nelle gravidanze con un rischio noto o 
evidenziato da un test di screening, ma può essere 
eseguita anche tardivamente, se necessario, per 
confermare un sospetto sorto da esami di controllo o 
per monitoraggio della gravidanza. Oltre all’esecuzione 
di esami genetici, l’esame del liquido amniotico permette 
di valutare la presenza di un’infezione intra-amniotica o 
fetale e di misurare l’α-fetoproteina nel liquido amniotico 
per la diagnosi di spina bifida. La perdita della gravidanza 
attribuita alla procedura è di circa 1 su 900 (1). Le 
complicanze dovute al prelievo sono più comuni quando 
questo è effettuato in epoche gestazionali precoci. 
L’amniocentesi eseguita precocemente, ovvero prima 
della 15a settimana gestazionale,  incorre in un aumentato 
rischio di interruzione della gravidanza e in un maggior 
rischio di sviluppo del piede torto, oltre a implicazioni 
citogenetiche, quali aumento del rischio di coltura fallita e 
possibilità di FN (32,33). 

I tempi di risposta per le analisi genetiche sono 
paragonabili al CVS ma in questo caso rappresentano 
un importante limite soprattutto quando l’analisi si rende 
necessaria a seguito di un riscontro ecografico in epoca 
gestazionale avanzata. Rispetto al NIPT e al CVS, non 
risente dei CMP. 

L’amniocentesi può essere indicata come esame di 
conferma a seguito dell’analisi del cffDNA, in particolare 
quando sorge il dubbio di un FP per la discrepanza tra 
un risultato di screening molecolare ad alto rischio e i 
reperti ecografici che non evidenziano anomalie fetali. 
Inoltre, può anche essere utile per la diagnosi di alcune 
condizioni che presentano mosaicismo fetale, con 
varianti causative assenti nel sangue ma presenti in altri 
tessuti (ad esempio. Sindrome di Pallister-Killian, per la 
quale in epoca postnatale si richiede una biopsia cutanea 
e il cariotipo) (34). 

Gli esami di diagnosi invasiva possono essere 
gravati da complicanze legate alla procedura, quali 
infezioni derivanti da organismi presenti sulla cute, 
sonda ecografica e gel o tramite puntura accidentale 
dell’intestino, anche se la sepsi materna grave è una 
complicanza molto rara. Tale rischio può essere diminuito 
con la decontaminazione cutanea e con l’uso di materiali 
sterili che avvolgano la sonda e il gel ma è noto come 
i rischi strettamente legati alla manovra tendono ad 
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aumentare quando essa viene eseguita da operatori meno 
qualificati. Esiste un’associazione inversa tra perdita 
di gravidanza correlata alla procedura ed esperienza 
dell’operatore basata sul numero di procedure eseguite. 
Non esistono però prove che indichino il numero ottimale 
di procedure da eseguire per garantire il mantenimento 
delle competenze per gli operatori addestrati (32). 

A tal riguardo, va anche considerato che il 
numero di amniocentesi e villocentesi è diminuito con 
l’implementazione dello screening prenatale grazie 
al cffDNA (1). Tuttavia, dato che le complicanze degli 
esami invasivi di diagnosi prenatale sono inversamente 
proporzionali all’esperienza dell’operatore, la diminuzione 
del numero di procedure eseguite a favore del NIPT 
potrebbe causare una carenza di ginecologi esperti 
in queste tecniche invasive, con il rischio di vedere un 
aumento delle suddette complicanze.

CONSIDERAZIONI GENERALI DI CARATTERE 
ETICO

La maggior parte delle coppie che si approccia alla 
diagnosi prenatale si aspetta un esame diagnostico che 
fornisca chiarezza e dia rassicurazione. In realtà i test 
di screening e di diagnosi prenatale possono sì fornire 
un risultato certo e di chiara prognosi in taluni casi ma 
possono anche portare a situazioni di incertezza e di 
dubbio in altri. I risultati inaspettati, non correlati e/o non 
risolventi il quesito clinico, l’identificazione di una variante 
genetica di significato incerto oppure un risultato non 
conclusivo in presenza di un’anomalia fetale possono 
infatti portare a situazioni delicate da gestire.

Un importante aspetto da considerare è la differenza 
tra il proporre un esame genetico per ricercare una 
determinata mutazione suggerita dall’anamnesi familiare 
o da specifici reperti ecografici patologici e sequenziare 
l’intero genoma, ancor più se utilizzando il cffDNA. Nel 
primo caso, la richiesta mirata dovrebbe esitare in un 
risultato preciso, nel secondo scenario invece vi è il 
rischio di ottenere un risultato difficilmente interpretabile 
e con una scarsa utilità diagnostica e clinica. Un esempio 
può essere l’identificazione di “copy number variants” 
(CNV) di significato incerto, che possono non manifestarsi 
clinicamente o avere una variabilità di presentazione 
fenotipica. Simile problema si pone con la diagnosi di 
malattie a penetranza incompleta (35,36).

Spesso l’indagine genetica è richiesta come 
approfondimento dopo il riscontro di un’anomalia 
all’imaging fetale. Tuttavia quest’ultimo ha sensibilità 
e specificità variabili, strettamente dipendenti sia 
dall’esperienza dell’operatore che esegue o interpreta 
l’esame, sia dalla tecnologia utilizzata. Inoltre, la maggior 
parte delle condizioni diagnosticabili in utero include 
presentazioni fenotipiche a differente gravità, per le quali 
è difficile fornire una prognosi accurata prima del parto ed 
in molti casi anche dopo (37).

L’interesse delle coppie a sottoporsi a esami prenatali 
estesi spesso è basato sull’idea che questi possano 
restituire un numero maggior di informazioni tali da 
rendere più semplice la decisione circa la prosecuzione 

o l’interruzione della gravidanza (37). Purtroppo la reale 
possibilità, spesso non preventivata, di ricevere risultati 
di non facile interpretazione può risultare una spiacevole 
sorpresa. Le risposte emotive rilevate di fronte alla 
comunicazione di risultati positivi o incerti possono essere 
diverse in relazione al personale senso di ottimismo e 
alle personali esperienze ma nella maggior parte dei 
casi includono shock, ansia, confusione riguardo la 
mancanza di informazioni e/o le informazioni non certe 
(38). Inoltre, la percezione di avere a disposizione un 
tempo limitato per prendere una decisione diventa 
emotivamente stressante, soprattutto quando si avverte 
il bisogno della coppia e degli operatori sanitari di 
ulteriore tempo per interpretare i risultati inattesi e/o 
incerti. La necessità di ricorrere all’esecuzione di ulteriori 
esami di approfondimento pone la possibilità di chiarire 
l’incertezza ma anche di sollevare nuovi dubbi, tanto 
che le coppie che decidono per la prosecuzione della 
gravidanza si sentono meno coinvolte negli aspetti 
emotivi della genitorialità e la sensazione di incertezza 
e preoccupazione può persistere per l’intera durata della 
gravidanza (38). Inoltre, nei casi in cui uno o entrambi 
i componenti della coppia scopra di essere portatore di 
una variante genetica, vi può essere una ripercussione 
psicologica importante sulla sfera intima e personale 
(39).

La decisione in seguito ai risultati di un test di screening 
o diagnosi prenatale rappresenta un aspetto peculiare. In 
ambito pediatrico infatti i genitori decidono per i loro figli 
massimizzando i benefici e riducendo al minimo i danni, 
bilanciando gli interessi del piccolo paziente e della 
famiglia (40) mentre le decisioni in ambito prenatale sono 
una scelta autonoma da parte delle coppie. 

Le attuali tecnologie dei test di screening molecolare 
sono vantaggiose poiché forniscono informazioni 
clinicamente rilevanti con un rischio di aborto spontaneo 
inferiore rispetto ad esami invasivi. Tuttavia, l’incertezza 
che deriva da alcuni risultati può creare ansia oltre al 
potenziale rischio di interruzione di una gravidanza di 
un feto che potrebbe essere sano (39). In particolare, i 
dati relativi alle varianti di significato incerto sono limitati 
allo stato attuale delle conoscenze e di conseguenza il 
processo diagnostico per le malattie genetiche, in assenza 
di studi di storia naturale prospettici e longitudinali, 
potrebbe talvolta sovrastimarne sia l’incidenza che  la 
gravità (37).

L’aumento della richiesta di screening prenatale, unito 
alla concomitante attuale carenza di consulenti e genetisti 
medici (41), rischia di creare una pressione significativa 
sui  ginecologi, che si trovano a richiedere esami genetici 
prenatali e interpretare in autonomia i risultati. Al fine di 
soddisfare l’aumentata richiesta, sarebbe necessario 
fornire agli specialisti medici non genetisti un’adeguata 
formazione, tale da migliorare la qualità della consulenza 
pre e post-test genetico, fornendo alla coppia un 
adeguato supporto. 

Tra le malattie potenzialmente diagnosticabili in epoca 
prenatale rientrano anche quelle con esordio tardivo 
e questo pone ulteriori problematiche. Le linee guida 
concordano sul non testare i minori, lasciando loro il diritto 
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di scelta una volta raggiunta la maggiore età, a meno che 
non esistano interventi di screening o terapeutici in grado 
di modificare positivamente la naturale evoluzione della 
patologia; la diagnosi prenatale nega al futuro adulto la 
possibilità di decidere se e quando effettuare l’esame 
genetico. Pertanto in assenza di studi sistematici che 
valutino l’impatto psicosociale dell’esecuzione di test 
genetici sui bambini, si raccomanda di evitarli in epoca 
prenatale qualora vi sia la convinzione di voler comunque 
portare avanti la gravidanza (42). 

Per la malattia di Huntington (HD), una fra le più 
conosciute malattie con esordio tardivo, le prime linee 
guida circa il test predittivo risalgono al 1994 e sono 
state usate come modello per altre patologie di questo 
tipo, quali la demenza frontotemporale familiare, 
atassia spinocerebellare e tumori ereditari. Tali linee 
guida, aggiornate quasi vent’anni dopo, attestano che 
la decisione di sottoporsi all’esame debba essere del 
singolo individuo e riportano l’estrema necessità di 
un’attenta consulenza genetica pre e post-test. 

CONCLUSIONI

Le opportunità offerte dalla diagnostica molecolare 
prenatale seguono la rapida evoluzione delle tecnologie 
di sequenziamento genomico e di interpretazione dei dati 
così ottenuti. 

Ad oggi, la diagnostica in epoca prenatale è preziosa 
per la gestione della gravidanza e fondamentale per 
la gestione del neonato. In futuro, l’evoluzione degli 
interventi terapeutici fetali e neonatali permetterà di 
sfruttare appieno le opportunità offerte dalla diagnostica 
prenatale. 

È necessario tuttavia considerare le molteplici 
problematiche etiche collegate a questo tipo di indagini 
e come tali aspetti siano amplificati dalla disponibilità di 
metodologie di analisi molecolare, che permettono di 
effettuare esami sempre più estesi e con conseguente 
maggior rischio di risultati inattesi o dubbi. Questi ultimi 
risultano difficili da gestire sia da parte degli operatori 
sanitari che della coppia, complicando la possibilità di 
prendere decisioni informate relativamente alla gestione 
della gravidanza. 

Di certo l’implementazione nonchè l’aggiornamento 
delle linee guida, associata ad una maggiore formazione 
relativa alla consulenza pre e post-test, permetterà di 
migliorare ulteriormente il percorso diagnostico delle 
coppie in epoca prenatale.
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External quality assessment of maternal serum screening schemes. A view from 
UK NEQAS
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ABSTRACT 
Maternal serum screening schemes for prenatal detection of conditions including Trisomy 21 (Down syndrome) and 
neural tube defects (spina bifida) are now well-established worldwide. These programs rely on biochemical testing 
with the aim of identifying pregnancies that may be at risk of these conditions prior to undertaking more complex and 
definitive investigations. This places major responsibility on laboratories to ensure that analytical results are accurate. 
Well-designed external quality assessment (EQA) schemes provide a means of assessing how well analytical results 
compare with those of other laboratories using the same methods as well as assessing how well methods agree 
when used in routine laboratories. EQA schemes can also provide an indication of interpretation of the outcome of 
biochemical screening tests, which are generally reported to clinicians in terms of risk rather than analytical results. 
These risks are calculated using method-specific algorithms which require input of the analytical results and other 
parameters including maternal age and weight, length of gestation and ultrasound measurements of the foetus. 
Providing these clinical details with specimens issued and requesting that EQA participants submit their calculated 
risks and recommendations for action for each specimen, enables assessment of interpretative as well as analytical 
aspects of service provision for individual participants. Here we report on how the UK National External Quality 
Assessment Service (UK NEQAS) monitors such performance.
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INTRODUCTION

Maternal serum screening programs for the prenatal 
detection of several foetal conditions became available in 
the 1980s, with the first involving a single measurement 
of serum α-fetoprotein (AFP) at about 14 weeks’ gestation 
for the detection of neural tube defects (spina bifida) 
(1). Second trimester screening for Trisomy 21 (Down 
syndrome) followed, initially with measurement of three 
biochemical markers [AFP, human chorionic gonadotropin 
(hCG) or its beta-subunit (hCGβ) and unconjugated 
oestriol (uE3)] (the “triple test”) with later optional addition 
of inhibin A (the “quad” test). First trimester screening at 
11 to 14 weeks subsequently became available, involving 
determination of nuchal translucency by ultrasonography 
together with measurement of hCG or hCGβ and 
pregnancy-associated plasma protein A (PAPP-A). Some 
centres subsequently added measurement of placental 
growth factor (PlGF) to their assessment of risk. More 
recently PlGF, with or without assessment of soluble fms-
like tyrosine kinase-1 (sFlt-1), is being used in some centres 
to estimate the risk of developing pre-eclampsia (2). 

Non-invasive prenatal testing (NIPT), in which cell-
free fetal DNA derived from the placenta is determined 
in maternal serum, can detect about 99% of Trisomy 
21 pregnancies. Although it has not yet been widely 
adopted for screening all pregnant women due to cost, it 
is currently used in many centres to screen women who 
have already been identified as being at high risk by first or 
second trimester serum screening (3). The relative merits 
of these strategies have recently been briefly reviewed, 
emphasising the importance of informing patients of 
the benefits and limitations of available screening and 
diagnostic tests (4).

Algorithms developed for interpretation of biochemical 
screening test results are based on statistical modelling 
and require input of information about gestational 
age, maternal age, maternal weight and/or nuchal 
translucency.

As the results of the individual tests are highly 
variable, each is expressed in terms of a multiple of the 
median (MoM). These provide a measure of how far 
the individual test result deviates from the median of 
results as determined in a large number of unaffected 
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pregnancies in a similar population of women. The 
greater the deviation, the higher the risk of an affected 
pregnancy.

Screening tests are not diagnostic tests and their 
purpose is to identify the proportion of a large screened 
population requiring further investigations, which may 
be more invasive and more expensive. In the context of 
maternal serum screening, being identified as at higher 
risk and being referred for further tests is likely to cause 
some psychological distress pending the outcome of 
such testing. It is therefore critical that analytical results 
are accurate and interpretation appropriate. Ensuring 
that robust internal quality control procedures are in place 
and that information is acted upon in a timely manner is 
an essential priority in any laboratory, as Internal Quality 
Control (IQC) data provide real time indication that an 
assay may be going out of control. External quality 
assessment (EQA), which is also known as proficiency 
testing, enables retrospective comparison of results 
obtained in one’s own laboratory with those obtained 
by other laboratories for the same samples which is 
especially valuable for screening programmes.

This requirement for stringent analytical quality 
prompted establishment of the UK National External 
Quality Assessment Service (UK NEQAS) proficiency 
testing scheme for maternal serum screening with AFP 
in 1981. This was followed by establishment of schemes 
for second trimester screening for Trisomy 21 in 1991, for 
first trimester screening in 2000 and for markers of pre-
eclampsia in 2015. Here we consider trends in laboratory 
practice over several decades, briefly review current 
performance and discuss future challenges identified 
from scheme data. 

METHODS

Scheme operation

The UK NEQAS centre in Edinburgh provides EQA 
for a number of analytes including those for maternal 
serum screening, which are listed in Table 1. The 
schemes have an educational as well as regulatory remit, 
and welcome collaborative interaction with participants, 
the diagnostics industry and other interested parties. 
Methods have previously been described (5, 6) and are 
briefly summarised here.

Participation

Participants are primarily clinical laboratories, with 
diagnostic companies also welcome to participate. 
Laboratories in 39 countries worldwide currently 
participate in one or more of the maternal serum 
screening schemes.

Specimen preparation 

Specimens are prepared in-house from normal 
serum from pregnant and/or non-pregnant subjects. 
Normal human sera is purchased (TCS Biosciences 
Ltd) while pregnancy samples are specimens left-over 
from routine clinical testing, as is permitted in the United 

Kingdom (7). These are combined and tested for HIV, 
hepatitis B surface antigen and hepatitis C before use 
and any samples found to be positive are discarded (6). 
Specimens for the 1st trimester scheme may contain 
added hCGβ [International Reference Preparation (IRP) 
75/551] kindly gifted by the National Institute for Biological 
Standards and Control (NIBSC). 

Pools of serum for issue through the scheme are 
prepared from these samples and contain added 
preservative [ProClin 200 (0.5% v/v), Sigma-Aldrich]. 
Each pool is assigned a pool number. Where possible, 
the volume of pool prepared is sufficient to enable its 
issue more than once, with a different specimen number 
assigned on each occasion it is distributed.

Specimen distribution

Three liquid specimens (0.5 mL each) are sent at 
ambient temperature to participants once a month. Each 
month’s set of specimens is assigned a Distribution 
Number to identify it. Specimens are accompanied by 
a results sheet including details of specimen numbers, 
methods used and units for reporting. Brief clinical details 
are provided for participants submitting estimates of risk 
and any action to be taken.

Results submission

Participants are requested to analyse the specimens 
as they would patient samples and to submit their results 
on-line on the UK NEQAS results website within three 
weeks of specimen dispatch. Results sheets include 
brief clinical details which enable participants also to 
submit for each specimen an estimate of risk and a 
recommendation as to whether or not further action (e.g., 
NIPT) is required.

Analysis of results, target values and report 
preparation

Results are downloaded and analysed using 
dedicated Wolfson EQA software (Birmingham, UK). 
Results are converted automatically where necessary 
into the defined “scheme units” for each analyte to 
enable meaningful comparison of results and are also log 
transformed before analysis as results for these relatively 
complex analytes may not be normally distributed. 
Since reference methods are not available for these 
analytes, the target values for most analytes in these 
UK NEQAS schemes are the all laboratory consensus 
means, trimmed by the method of Healy (8). While MoM 
results are compared to the all laboratory consensus 
means, due to significant differences in method results, 
it is necessary to use grouped method trimmed means 
for analytical results for hCGβ and PAPP-A (1st trimester 
scheme), for hCG and uE3 (2nd trimester scheme) and 
for PlGF (pre-eclampsia scheme). In the absence of 
more objective criteria, methods are grouped empirically 
according to the similarity of results typically obtained. 
Personalised computerised reports compare the results 
submitted with those of the consensus mean target values 
and include additional data summaries and a survey of 
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recent relevant publications. Reports are uploaded to a 
password-protected results website where participants 
can conveniently access them.

Assessment of performance 

Performance is assessed for both analytical and MoM 
results in terms of two parameters: 

	- the average deviation of results from the target values 
over a four to six-month window (BIAS);  

	- the average variation of BIAS over the same time 
window (VAR). 
Limits of acceptable BIAS and VAR applied in these 

UK NEQAS schemes reflect the current state of the art, 
are reviewed annually and approved by the Specialist 
Advisory Group for these schemes and are then ratified 
by the UK National Quality Assurance Advisory Panel for 
Chemical Pathology (9). Current performance limits are 
shown in Table 1.

RESULTS 

Screening practice and performance as 
reflected in EQA scheme data

EQA data provide unique insight into test use and 
performance in routine clinical practice, i.e., “in the field”. 
This includes trends in service provision and method use, 
overall between-laboratory between-method agreement, 
causes of method-related differences and individual 
laboratory performance.

Trends in service provision

Participation data can provide interesting insight into 
changes in service provision, as is readily apparent from 
Figure 1, where the changes in participation observed in 
these schemes are likely to reflect changes in practice 
more widely, i.e., also among maternal screening 
laboratories that do not participate in the UK NEQAS 
schemes. First trimester screening is gradually replacing 
2nd trimester screening for Trisomy 21. In 2001 there 
were 155 participants in the 2nd trimester scheme and 
only 60 in the 1st trimester scheme, while in 2021, 156 
participants provided 2nd trimester screening and 462 
provided 1st trimester screening. 

2nd trimester screening in many centres now provides 
a safety net for those not screened earlier in their 
pregnancy. Increasing availability of high-resolution 
ultrasonography techniques is a major factor likely to 
have contributed to this trend and also to the decrease 
in biochemical screening for neural tube defects. 
EQA providers need to respond to developments in 
clinical practice with introduction of schemes for new 
tests only when their validity and relevance to clinical 
practice has been demonstrated, as evidenced from 
results of randomised clinical trials (2) or guideline 
recommendations (10). This was the case in 2000, when 
the 1st trimester scheme was initiated, and again in 2015 
when the pre-eclampsia scheme was first established as 
a pilot scheme. 

Appropriateness of specimens issued

It is important that target values in EQA schemes 
are reliable and reproducible. For this it is critical that 
specimens are commutable, i.e., that they resemble as 
closely as possible the clinical samples being tested, 
because results for non-commutable EQA specimens may 
give misleading information about method performance 
(11). Ideally specimens for maternal serum screening 
would be prepared from a single serum donation from 
one pregnant woman but this is clearly both ethically and 
practically impossible. Use of pooled pregnancy sera is 

Table 1
Analytes and current limits of acceptable performance in 
the UK NEQAS schemes for maternal serum screening. 
Performance criteria in the 1st and 2nd trimester schemes 
are the same for concentration results and multiple of the 
median (MoM) results. 

Scheme Analytes BIAS
(+/- %)

VAR
(%)

Maternal serum 
screening in the 
first trimester

hCG β subunit
PAPP-A

20
10

15
15

Maternal serum 
screening in the 
second trimester

AFP
Total hCG
hCG β subunit
uE3
Inhibin-A

10
10
10
20
n.a.

10
10
10
15
n.a.

Pre-eclampsia PlGF
sFlt-1

25
25

15
15

hCG, human chorionic gonadotropin; PAPP-A, pregnancy 
associated plasma protein A; AFP, alpha-fetoprotein; 
uE3, unconjugated oestriol; PIGF, placental growth factor; 
sFlt-1, soluble fms-like tyrosine kinase-1; BIAS, average 
deviation of results from the target values; VAR, average 
variation of BIAS.

Figure 1
Trends in participation in the UK NEQAS schemes for 
maternal serum screening from 1990 to 2021. The number of 
participants in the UK NEQAS for Neural Tube Defects (l), 
Maternal Serum Screening in the 1st Trimester (l) and 2nd 
Trimester (l) and Pre-eclampsia (l) schemes are shown.
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therefore the only realistic option. While the commutability 
of the UK NEQAS maternal serum samples has not 
yet been formally assessed, the pooled sera used to 
prepare them is subjected to minimal manipulation and 
the specimens resemble clinical samples as closely as is 
practically and ethically feasible.

For EQA data to be meaningful, it is also essential 
that specimens issued are similar to those likely to be 
encountered in clinical practice. In the maternal serum 
screening schemes, this is best assessed by considering 
the proportion of specimens issued with MoMs within 
different risk categories. Figure 2 shows the hCGβ MoM 
target values for all specimens issued in each year from 
2017 through 2021. Indicative cut-off MoM values for 
assessment of Trisomy 21 are shown, together with those 
of Trisomies 13 (Patau symdrome) and 18 (Edwards 
syndrome) which are also assessed in this scheme. The 
range of MoMs issued covers the clinical range reasonably 
well. Ranges of MoM results are reviewed similarly for other 
analytes within the maternal serum screening schemes.

Validity of the target values

Some assurance of the validity of the consensus mean 
target values can be obtained by regularly assessing their 
linearity. This can be achieved by issuing linearly related 
mixtures of two different pools, as shown in Figure 3 for 
analytes in the 2nd trimester scheme. Good stability of both 
concentration and MoM target values provides further 
assurance of target value validity and can be assessed 
by distributing specimens prepared from the same pool 
on different occasions, as illustrated in Figure 4 with data 
from the 1st trimester scheme.

Mean within-pool, between-distribution CVs for the 
target values of pools are calculated annually for all pools 
distributed more than once and have consistently been 
<0.5% for many years (12). 

Figure 2
All laboratory consensus mean hCGβ MoM results for 
specimens issued each year from 2017 to 2021. Indicative 
MoM cut-offs are shown for Trisomies 21 (T21), 13 (T13) and 
18 (T18).
hCGβ, human chorionic gonadotrohin beta-subunit; MoM 
multiple of the median

Recovery experiments, in which specimens issued 
contain known amounts of relevant International 
Standards (IS) or International Reference Preparations 
(IRP), also provide some assurance of target value 
validity, with quantitative (100%) recoveries expected. The 
consensus mean recovery of AFP IS 72/225 as assessed 
in the UK NEQAS for Neural Tube Defects has been 
close to quantitative (100.6 ± 0.9%) for many years. It is 
not feasible to assess recovery of the current hCG IS in 
the 2nd trimester scheme due to the number of ampoules 
that would be required to achieve hCG concentrations 
similar to those seen in maternal serum. However, these 
recoveries are regularly assessed in the UK NEQAS for 
hCG at lower hCG concentrations. Regrettably as there 
currently are no International Reference Standards 
available for PAPP-A or PlGF, assessments of recovery 
and the accuracy of calibration are not currently possible 
for these analytes.

Overall within-method, between-laboratory 
agreement

Within-method between-laboratory agreement 
comparable to that which would be regarded as 
acceptable within a single laboratory is achievable for 
some methods, as is readily apparent for hCGβ and 
PAPP-A concentration results (Figures 5a and 5b). hCGβ 
geometric coefficients of variation (GCVs) are <5% for 
Methods A, B and C across most of the concentration 
range tested, although agreement is less good for 
Method D. However much higher GCVs are observed 
for between-method agreement, reflecting the significant 
method-related differences observed for these analytes. 
Encouragingly, however, conversion of concentration 
to MoM results improves between-method agreement 
(Figures 5a and 5b). This of course depends on individual 
laboratories deriving MoMs appropriately, both for the 
method they use and for the population they serve. The 
picture is similar for PAPP-A, with somewhat greater 
improvement in agreement on converting to MoMs. 
Encouragingly, agreement for MoM results has remained 
reasonably stable, with mean GCVs observed in 2010 
and 2020 approximately 12% and 15% respectively for 
hCGβ and 15% and 15% for PAPP-A.

Between-method differences

In the maternal serum screening schemes, the 
significant method-related differences in results observed 
for hCGβ, PAPP-A, uE3 and PlGF require use of grouped 
method mean target values as described above.

Factors likely to contribute to the differences observed 
include absence of an appropriate International Standard 
(PAPP-A and PlGF), inaccurate calibration against 
an existing IS (hCGβ), method design (e.g. antibody 
choice) and method robustness (e.g. against clinically 
relevant interferences such as biotin). Antibody choice 
is likely to be a major factor when measuring complex 
heterogeneous analytes such as those used for maternal 
serum screening.
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Figure 3
Linearity of the all-laboratory consensus mean target values in the 2nd trimester scheme.
All laboratory trimmed consensus means shown for AFP, hCG, hCGβ and uE3; grouped method trimmed means for high and 
low reading methods also shown for uE3). 95% confidence limits shown.
Panel a, alpha-fetoprotein; Panel b. Human chorionic gonadotropin beta-subunit; Panel c. “Total” human chorionic 
gonadotropin; Panel d, unconjugated oestriol.

a

c

b

d

“Penalty box” plots of BIAS versus VAR provide a 
helpful means of assessing the extent of method-related 
differences, with results for positively biased methods 
clustered above the target (“zero”) line and those for 
negatively biased methods below it. Figure 6a illustrates 
how there are significant method-related differences in 
BIAS for PlGF methods, a relatively complex analyte 
for which there is currently no IS. Results suggest that 
Methods A and B are calibrated differently from Methods 
C and E and/or are recognising different forms of PlGF. A 
decision was therefore taken to separate methods into two 
groups based on the magnitude of results obtained and to 
implement grouped method mean targets. The effect of 
doing so is readily seen in Figure 6b which shows the 
same plot after the change from all laboratory consensus 
mean to method mean targets for PlGF.

Use of grouped method target values is undesirable, 
particularly as the grouping of these methods is usually 
pragmatic, and their use should ideally be regarded as 
an interim solution pending improvement in method 
comparability, which generally requires collaborative 
international standardisation initiatives. For example, a 
Working Group of the International Federation of Clinical 
Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC) is currently 
developing an International Standard for PAPP-A (13). 

Figure 4
Stability of hCGβ and MoM, results for Method A over periods 
of up to five months. Results paired by colour: concentration 
results , MoM results ¡.
hCGβ, human chorionic gonadotropin beta-subunit; MoM, 
multiple of the median.
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Characteristics of PAPP-A, which exists in free and bound 
forms, present major challenges. However, provided these 
can be overcome and the standard that is developed is 
adopted and used by diagnostics companies to calibrate 
their assays accurately, this initiative should help improve 
comparability of methods for PAPP-A.

Fortunately, in the context of maternal serum 
screening, normalisation of concentration results to 
MoM results mitigates the effect of these method-
related differences provided MoMs have been derived in 
appropriate populations using the same method that is 
being used in clinical practice.

Assessment of analytical performance of individual 
laboratories

“Penalty box” plots of BIAS against VAR also provide 
helpful information about how well results submitted 
by users of the same method agree as each symbol 
represents one laboratory. In Figure 6b the tight clustering 
of Method B (green diamonds) reflects very good 
between-laboratory agreement for the method, while 
poorer agreement is evident from the spread of results 
observed for Method C. 

Monthly EQA reports received by participants 

Figure 5
Between- and within-method agreement for hCGβ and PAPP-A. [All methods concentration (l); All method MoMs (n), Method 
A (), Method B (), Method C () and Method D ()].
Panel a, hCGβ; Panel b, PAPP-A.
MoM, multiple of the median; human chorionic gonadotrophin beta-subunit; PAPP-A, pregnancybassociated plasma 
protein A, GCV, geometric coefficient of variation.

Figure 6
“Penalty box” graph of BIAS versus VAR in the PlGF scheme showing the effect of choice of target value. Symbol colours 
represent different methods and each symbol represents an individual laboratory’s result. Method A (); Method B (); 
Method C (); Method E (). Dotted lines show the limits of acceptable performance as defined for these analytes by the UK 
National Quality Assurance Advisory Panel.
Panel a, PlGF – BIAS vs VAR for all laboratory consensus mean target values; Panel b, PlGF – BIAS versus VAR for grouped 
method consensus mean target values.
PlGF, placental growth factor; BIAS, the average deviation of results from the target values; VAR, the average variation of BIAS.

a

a

b

b
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provide similar information in different formats and 
also enable participants to compare their results more 
directly with those of others, with histograms showing 
the distribution of results for each specimen issued (14). 
Charts summarising results over a six-month window are 
particularly helpful in identifying changes in individual 
assay performance and are provided for all analytes and 
for both concentration and MoM results. Figure 7 shows 
an example from a monthly participant report in the UK 
NEQAS scheme for neural tube defects. 

Using the charts, participants can readily compare the 
result they submitted for each specimen with the target 
values each month. Identification of dose-related bias can 
be readily assessed as results are shown in ascending 
numerical value down the page. There is a suggestion 
of dose-related Bias for this laboratory at Distribution 
267, with decreasing % deviation from the target as 
specimen concentration increases. Stability of results 
is especially important for maternal serum screening. 
Pool S379 has been distributed in four out of the six 
months shown on the chart, with the example laboratory 
reporting very satisfactory results between 34 and 36 U/L 
on each occasion. The % bias figures at Distribution 264 
immediately indicate that there has been a major problem 
with the laboratory’s EQA results, which in this case was 
because results had either been submitted or booked-in 
in reverse order. 

These charts document the lot numbers used, as 
recorded by participants when submitting their results on-

line. Lot numbers can be helpful for individual laboratories 
when trouble-shooting unexpected changes in results 
(assay “drift”) or when investigating issues observed 
for more than one participant that may be related to 
characteristics of a specific lot number (15). Participants 
are always encouraged to contact the UK NEQAS centre 
if they have any concerns about their own results.

Assessment of interpretative performance of  
individual laboratories

As results are reported in terms of risk, usually 
accompanied by advice as to whether further action is 
recommended, it is desirable for EQA schemes to assess 
the agreement of advice provided. Clinical details such 
as the following, from the second trimester scheme, are 
therefore provided with each specimen:

Clinical details: Non-diabetic, non-smoking Caucasian 
mother weighing 67 kg. Singleton pregnancy. No 
history of Down syndrome. Date of birth: 25th October 
1987. Specimen and scan date: 10th May 2022. Head 
circumference: 122 mm. Biparietal diameter: 33 mm. 
Last menstrual period: 18th January 2022. Estimated date 
of delivery: 25th October 2022. Dates by ultrasound: 16 
weeks + 0 days.

Table 2 shows recommendations made by 
participants in the UK NEQAS for Neural Tube defects 
scheme over a period of months, ranked according to 
the AFP MoM. At the low and high ends of the ranges, 
almost all participants are in agreement, respectively 

Figure 7
Extract of participant report summarising results over a six-month period. The consensus mean target values are shown in 
bold in the middle column for each month. The laboratory’s results are in the columns on the left and the % deviations of 
those results from the targets are on the right. The green line highlights the stability of target and participant results for a pool 
distributed on four occasions. An error was made by this participant at Distribution 264 and can be readily identified, with 
results submitted in reverse order. Lot numbers are recorded, as shown with the blue line.
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recommending no further action or further action, while 
there is considerable variation near typically used cut-off 
AFP MoMs for which the recommended range is from 
2.0 to 2.5 in singleton pregnancies. (16). The variation 
observed may reflect analytical differences or may relate 
to use of different software versions in which algorithms 
may vary slightly. In the UK NEQAS for Second Trimester 
Down Syndrome screening, eleven different software 
packages are available, with different versions of most 
of these, e.g., 43 versions of the 11 different software 
packages are currently in use. 

Risks and recommendations for further action made 
by individual participants are listed in Appendices to each 
monthly report, with consensus defined as agreement 
of ≥80% of respondents. The laboratory numbers of 
participants who have submitted out-of-consensus 
interpretations are listed in the monthly reports.

CONCLUSIONS AND FUTURE CHALLENGES

Data from the UK NEQAS schemes for Maternal Serum 
Screening are encouraging, and suggest that laboratories 
that provide this important range of tests generally perform 
well. A major priority for the future includes improving 
between-method agreement for analytes hCGβ, PAPP-A 
and PlGF through international standardisation initiatives. 
Assessment of the effect of variation in lot numbers on 
analytical results and use of different software packages 
on risk estimates and recommendations for further action 
would also be highly desirable.
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Table 2
Recommendations for action or no further action made by 
participants in the UK NEQAS for Neural Tube defects over 
a period of months, ranked according to the AFP MoM. 
Data from January 2021 to April 2022.

AFP
(kU/L)

AFP MoM Recommendation
(% of laboratories)

No further action Further action

15.0 0.5 98.6 1.4

29.9 1.0 100.0 0.0

44.8 1.5 100.0 0.0

65.1 2.2 72.6 27.4

72.2 2.5 38.9 61.1

83.7 2.9 1.5 98.5

115.9 3.9 1.4 98.6

AFP, α-fetoprotein; MoM, multiple of the median 
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ABSTRACT 
Nutrigenomics and epigenetics in pregnancy
Gestational Diabetes Mellitus (GDM), the most common metabolic condition during pregnancy, is the result of complex 
interactions among the genetic susceptibility, lifestyle, and clinical factors. Epigenetic alterations can occur by adverse 
environmental exposure in utero, thus playing a significant role in this condition and predisposing the offspring to 
develop metabolic disease later in life. In this narrative review, we will focus on the most recent discoveries in the 
field of nutrigenetics and epigenetics in GDM. We will describe the effects of nutrigenetic variants and epigenetic 
modifications, related to nutritional and environmental factors, as well as maternal hyperglycemia in pregnancy and 
fetal metabolic programming. Nutrigenetic and nutrigenomic studies can offer significant opportunities to improve the 
prevention of maternal metabolic disorders and the adverse health effects of future generations.
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INTRODUZIONE

Recentemente, vi è stato un incremento di studi nel 
campo della scienza della nutrizione al fine di acquisire 
una migliore consapevolezza del profondo rapporto tra 
salute e alimentazione (1). L’alimentazione, peraltro, sta 
sempre più assumendo un ruolo chiave come strumento 
di prevenzione per le patologie croniche non trasmissibili. 
Senza escludere i fattori ambientali e comportamentali 
propri dello stile di vita del singolo individuo, oggi, 
attraverso studi di associazione sull’intero genoma 
(GWAS) sono state identificate varianti genetiche, 
denominate SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms 
- Polimorfismi a singolo nucleotide), coinvolte, nel 
metabolismo dei carboidrati e dei lipidi, nella regolazione 
del colesterolo e nell’appetito che sembrano giocare un 
ruolo chiave nella patogenesi di malattie metaboliche 
come diabete, obesità, infarto e ictus (2-7).

Tuttavia, le varianti geniche, sotto forma di SNPs o 
varianti del numero di copie (CNV), spiegano solo una 
piccola parte del rischio genetico individuale. Nella 
complessità degli esiti fenotipici giocano un importante 
ruolo i meccanismi epigenetici (8-10). L’epigenetica 
può essere definita come lo studio dei meccanismi di 
regolazione che inducono cambiamenti ereditabili 

nell’espressione genica senza apportare modifiche alla 
sequenza nucleotidica primaria del DNA (11).

Le modifiche dell’ambiente metabolico intrauterino 
e postnatale precoce hanno un fondamentale impatto 
sulla determinazione dei processi vitali e sul rischio di 
sviluppo di malattie a lungo termine (12,13). Sono ancora 
da chiarire i meccanismi molecolari attraverso i quali 
l’esposizione ad un ambiente intrauterino sfavorevole si 
traduca nello sviluppo di complicanze nella vita adulta.

Durante alcuni periodi cruciali (prima del concepimento, 
durante la fecondazione, la gestazione e nei primi anni di 
vita), i tessuti e gli organi sono particolarmente sensibili 
a numerosi insulti ambientali e ai fattori legati allo stile 
di vita che condizionano l’organismo modellando la 
suscettibilità alle malattie nel corso della vita (14-16). 
Si è ipotizzato che diversi fattori quali la dieta, lo stile di 
vita, l’obesità materna e l’esposizione ad un ambiente 
intrauterino sfavorevole come nel Diabete Gestazionale 
(GDM), possano modificare lo stato epigenetico, 
modulando l’espressione dei geni e di conseguenza il “fetal 
programming” senza alterare la sequenza nucleotidica dei 
geni interessati (Figura 1). Queste alterazioni epigenetiche 
sono relativamente stabili nel tempo, suggerendo che se 
acquisite all’inizio della vita possono avere conseguenze 
negative sui tratti fenotipici con un impatto anche a 
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distanza di anni (17). Pertanto, la comprensione delle 
modifiche epigenetiche che si verificano durante la 
gravidanza rappresenta un campo interessante per lo 
studio dell’influenza dei fattori ambientali e dello stile di 
vita sulla programmazione metabolica fetale.

 Diversi studi hanno mostrato come i cambiamenti 
epigenetici possano indurre conseguenze per tutta 
la vita nella prole esposta ad uno stile di vita materno 
non salutare, all’obesità materna e al GDM (18-21). La 
letteratura scientifica mostra il crescente interesse verso 
la comprensione dei meccanismi eziopatogenetici relativi 
al GDM e verso quelle che sono le conseguenze sulla 
salute materna e del nascituro anche nel lungo periodo. 
A questo proposito, il presente contributo fornisce 
una revisione narrativa sul ruolo svolto dalle varianti 
genetiche e dalle modifiche epigenetiche nelle donne 
affette da GDM e da altre condizioni metaboliche. Inoltre, 
saranno esaminati i potenziali interventi preventivi per 
ridurre il rischio di malattie metaboliche sia nella madre 
che nel nascituro.

NUTRIGENETICA E DIABETE GESTAZIONALE

Il GDM ha una prevalenza compresa tra l’1 e il 
28% e viene definito come “diabete diagnosticato nel 
secondo o terzo trimestre di gravidanza che non è un 
diabete manifesto” (22-24). Di fatto il GDM può essere 
considerato uno smascheratore di un rischio sottostante 
e silente; è stata dimostrata, infatti, un’associazione 
tra GDM e successivo sviluppo di diabete di tipo 2 
(T2DM), ipertensione, dislipidemia, disfunzione vascolare, 

aterosclerosi e patologia cardiovascolare (25,26). Il GDM 
può determinare complicanze anche nel figlio, con effetti 
a breve termine (27), e, in linea con l’ipotesi di Freinkel 
N. (28), a lungo termine influenzando la composizione 
corporea e le funzioni metaboliche (27,29). Numerose 
evidenze dimostrano come in figli di donne con GDM non 
diagnosticato e/o non correttamente trattato sia presente 
un maggior rischio di sviluppare obesità, sindrome 
metabolica, T2DM e malattie cardiovascolari nella vita 
adulta (30).

Un dato significativo è che la prevalenza del GDM 
è aumentata di oltre il 30% negli ultimi due decenni, 
anche nei paesi in via di sviluppo (31). Una delle possibili 
cause di questa aumentata prevalenza potrebbe essere 
ascritta all’età avanzata delle gestanti, correlata alla 
presenza di fattori di rischio, quali obesità e sovrappeso, 
che le rendono più suscettibili ad iperglicemia durante la 
gravidanza (23,32). 

Tuttavia, è da sottolineare come alcune donne che 
sviluppano GDM non siano obese, suggerendo che altri 
fattori, come una alimentazione non salutare ed uno 
stile di vita sedentario prima e/o durante la gravidanza 
possono rappresentare possibili fattori di rischio di GDM 
(21,33). In questo scenario, alcuni tipi specifici di diabete 
come il diabete monogenico da deficit di glucochinasi 
(GCK), definito MODY2 (Maturity-Onset Diabetes 
of the Young) ed il GDM autoimmune (presenza di 
autoanticorpi DRAs, Diabetes-Related Auto-antibodies) 
possono manifestarsi durante la gravidanza ed essere 
classificati come GDM (34,35). La prevalenza del 
MODY 2, il più frequente tra i 13 diversi sottotipi di 
MODY, è compresa tra 0-6% tra le donne con GDM, ed è 
importante sottolineare che, in esse, l’iperglicemia viene 
riscontrata per la prima volta in gravidanza, nonostante 
sia presente fin dalla nascita (36).

Come dimostrato dai recenti progressi della 
tecnologia in ambito molecolare, un ruolo cruciale 
nello sviluppo, nelle complicanze e/o nella risposta al 
trattamento del GDM è svolto anche dai fattori genetici. 
In una revisione sistematica, Zhang et al. (37) hanno 
mostrato come varianti genetiche, precedentemente 
correlate al T2DM (38, 39), siano significativamente 
associate al rischio di GDM (Odds ratio -OR- compreso tra 
1,15 e 1,46); tali varianti sono coinvolte nei meccanismi 
di secrezione di insulina  e sono legate all’insulino- 
resistenza, suggerendo come le alterazioni della funzione 
delle cellule β pancreatiche possano essere implicate 
nell’eziologia del GDM.

Alcune metanalisi condotte su studi relativi a geni 
candidati e GWAS hanno identificato altre varianti 
genetiche, correlate in precedenza al T2DM, associate 
alla suscettibilità per GDM (7,40), confermando una base 
genetica, almeno in parte condivisa, tra GDM e T2DM 
(Tabella 1). 

A tal proposito si sottolinea come una maggiore 
comprensione del ruolo di alcune varianti, associate tra 
loro o combinate con specifiche componenti ambientali, 
possa rappresentare uno strumento innovativo per 
ottimizzare la valutazione del rischio di sviluppare 
patologie complesse legate anche ad una alimentazione 
ed uno stile di vita non salutari (41). Ed è proprio in 

Figura 1
Lo stile di vita materno può modificare lo stato epigenetico 
modulando il “fetal programming” e la suscettibilità alle malattie 
nel corso della vita.
ED, interferenti endocrini (Endocrine Disruptors); CVD, malattia 
cardiovascolare; T2DM, diabete di tipo 2.
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Riferimento Disegno 
dello studio

N° 
Partecipanti

Varianti genetiche associate al rischio di GDM 
e caratteristiche metaboliche

Commento

Zhang et al. 
2013 (37)

Revisione 
sistematica

- rs7903146 (TCF7L2), rs12255372 (TCF7L2), 
rs1799884 (-30G/A, GCK), rs5219 (E23K, 
KCNJ11), rs7754840 (CDKAL1), rs4402960 
(IGF2BP2), rs10830963 (MTNR1B), 
rs1387153 (MTNR1B) e rs1801278 
(Gly972Arg, IRS1)
Le varianti nel gene TCF7L2 mostravano la 
più forte associazione con il rischio di GDM 
(ORs (95%CIs) di 1,44 (1,29-1,60, p<0,001) 
per l’allele T di rs7903146 e 1,46 (1,15-1,84, 
p=0,002) per l’allele T di rs12255372).

Le varianti identificate
sono coinvolte
nei meccanismi
di secrezione
di insulina e legate
all’insulino- resistenza

Ding et al.
2018 (7)

Caso 
controllo

2 636 GDM
6 086 controlli

rs7957197 (HNF1A), rs10814916 (GLIS3), 
rs3802177 (SLC30A8), rs9379084 (RREB1), 
rs34872471 (TCF7L2), rs7903146 (TCF7L2), 
rs11787792 (GPSM1) e rs7041847 (GLIS3).
Confermate 3 varianti precedentemente 
identificate associate al GDM: rs10830963 
(MTNR1B), rs1387153 (MTNR1B) e 
rs4506565 (TCF7L2)

Per la prima volta 
identificati 8 SNPs associati 
al rischio GDM
Il più alto GRS basato su 
11 SNPs era associato con 
alto rischio di GDM

Lowe et al.
2016 (40)

Revisione - Geni associati al GDM: TCF7L2, GCK, 
KCNJ11, KCNQ1, CDKAL1, IGF2BP2, 
MTNR1B e IRS1
BACE2 e HKDC1 associati 
ai tratti metabolici materni.

Studi GWAS hanno 
identificato varianti 
genetiche, correlate in 
precedenza al T2DM, 
associate alla suscettibilità 
per GDM

Franzago et al. 
2017 (56)

Caso 
controllo

102 GDM
66 controlli

Correlazione tra genotipo TT in TCF7L2 e 
rischio di GDM (OR 5,4 [95%CI 1,5-19,3]).
Correlazione tra assetto lipidico 
e varianti in PPARG2 (p=0,02), APOA5
(p=0,02), MC4R (p=0,03), LDLR (p=0,01), e 
FTO (p=0,02).

Relazione tra SNPs di geni 
coinvolti nella nutrizione e 
nel metabolismo, e rischio 
cardio metabolico nel GDM 

Franzago et al. 
2018 (57)

Caso 
controllo 

104 GDM
124 controlli

Correlazione tra rs7903146 
in TCF7L2 e rischio GDM
(OR: 2,56; 95%CI: [1,24–5,29]).
Correlazione tra assetto lipidico 
e varianti nei geni PPARG2
(p=0,03), APOA5 (p=0,02), MC4R 
(p=0,03), LDLR (p=0,04) e FTO (p=0,03).
Associazione tra rs17782313 ed il BMI prima 
(p=0,02) e alla fine della gravidanza
(p=0,03) nel gruppo GDM

Relazione tra SNPs di geni 
coinvolti nella nutrizione e 
nel metabolismo, rischio 
di GDM e fattori di rischio 
cardio metabolico

Franzago et al. 
2018 (58)

Follow-up 28 GDM Associazione tra i livelli di TGs nel 3a trimestre 
di gravidanza e cIMT (p=0,014).
Associazione tra il genotipo APOA5 CC
e cIMT (p=0,045) e tra l’interazione CC 
APOA5/CC LDLR e cIMT (p=0,010).

Associazione
tra SNPs e cIMT
Associazione
tra TGs e cIMT
GDM come finestra clinica 
per identificare
una “vulnerabilità
cardio-metabolica”

SNPs, Single Nucleotide Polymorphisms; T2DM, Diabete Mellito di tipo 2; GWAs, studi di associazione sull’intero genoma; 
GRS, score di rischio genetico; cIMT, spessore dell’intima media dell’arteria carotide; TGs, trigliceridi; OR, Odd Ratio.

Tabella 1
Studi genetici che evidenziano SNPs associati con il rischio di Diabete Mellito Gestazionale (GDM)
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quest’ottica che la genomica nutrizionale, che comprende 
la nutrigenomica e la nutrigenetica, studia i meccanismi 
di interazione dei nutrienti con il DNA. Con lo sviluppo 
della nutrigenetica (scienza che studia gli effetti dei 
geni e delle loro varianti sulla risposta nutrizionale), 
la genetica è stata quindi applicata alla nutrizione ed i 
progressi compiuti hanno permesso di condurre una 
ricerca nutrizionale strettamente correlata alle necessità 
dell’organismo (42). La nutrigenomica indaga le modalità 
mediante le quali i nutrienti ed i composti bioattivi degli 
alimenti influenzano le funzioni dei geni attraverso 
le modifiche epigenetiche (42). Può quindi essere 
fondamentale conoscere le varianti genetiche ed il loro 
effetto sul metabolismo per programmare interventi 
nutrizionali più efficaci ed individuare le predisposizioni 
individuali e di suscettibilità precoce, al fine di mantenere 
e migliorare lo stato di benessere (43-45). Attraverso 
studi di associazione di geni candidati e studi GWAS, 
sono stati identificati polimorfismi in geni coinvolti nel ​​
metabolismo dei carboidrati e dei lipidi, nel controllo 
dell’appetito, e nel dispendio energetico, suggerendo 
la possibile relazione tra dieta, espressione genica e 
omeostasi del glucosio. Gli studi nutrigenetici forniscono 
la prova di come la variabilità interindividuale in risposta 
alle modifiche dietetiche possa essere determinata da 
fattori genetici (46-55) e, in questo contesto, l’approccio 
nutrigenetico potrebbe essere utile per definire i fattori 
genetici che influenzano il metabolismo materno 
durante il GDM. Recentemente, è stata identificata 
una relazione tra SNPs di geni coinvolti nella nutrizione 
e nel metabolismo, rischio di GDM e fattori di rischio 
cardio-metabolico (56,57), evidenziando in particolare, in 
donne con GDM una associazione tra assetto lipidico e 
varianti nei geni PPARγ, APOA5, MC4R, LDLR e FTO. 
Alla luce di questi risultati, Franzago et al. (58) hanno 
evidenziato, in una coorte di donne studiate dopo tre 
anni dalla diagnosi di GDM, un’associazione dei valori 
dei trigliceridi nel 3o trimestre e lo spessore dell’intima 
media dell’arteria carotide (cIMT), nonché associazioni 
tra la variante nel gene APOA5 e cIMT. Questo studio ha 
consentito di valutare, quindi, il ruolo predittivo di malattia 
cardiovascolare (CVD) del profilo lipidico nel 3o trimestre 
di gravidanza associato ai marcatori di aterosclerosi 
subclinica (58).

La combinazione di varianti nutrigeniche e di 
semplici marcatori di routine (come il profilo lipidico 
durante la gravidanza) potrebbe fornire l’opportunità di 
avvalersi nella pratica clinica di dati per predire la CVD 
precoce nelle donne con precedente GDM. Sebbene 
i risultati ottenuti in questi studi debbano essere 
convalidati su un numero maggiore di pazienti, 
questi dati confermano come il GDM possa 
rappresentare una importante finestra clinica per 
identificare una vulnerabilità cardio-metabolica, ed una 
opportunità, quindi, di pianificare interventi post partum 
precoci e mirati (57). Tuttavia, non solo le varianti 
nutrigenetiche influenzano l’interazione tra geni e 
nutrizione. Grazie alle nuove tecnologie omiche ad 
alto rendimento, è oggi possibile studiare il genoma, 
l’epigenoma, il metaboloma, e i possibili pathways 
molecolari coinvolti nelle malattie metaboliche (59). 

Un chiaro esempio è fornito da alcuni studi a livello 
dell’epigenoma volti ad identificare, in seguito 
all’esposizione intrauterina al diabete, le regioni 
differenzialmente metilate (DMR) nei figli (60-
62). Del Rosario et al. (60) pur non indentificando 
inizialmente specifiche regioni promotrici 
differenzialmente metilate nel DNA del sangue 
periferico umano di 28 indiani Pima non diabetici, nati 
da madri con e senza T2DM durante la gravidanza, 
successivamente, aumentando la dimensione del 
campione hanno identificato 39 DMR (61). Questi risultati, 
pur nel grande interesse, suggeriscono la necessità di 
ulteriori studi sui meccanismi epigenetici e sul loro effetto 
sia nella madre che nel nascituro.

MECCANISMI EPIGENETICI

I principali meccanismi epigenetici coinvolti nella 
regolazione dell’espressione genica sono: la metilazione 
del DNA, le modificazioni a carico degli istoni (come 
acetilazione, metilazione, fosforilazione) e la produzione 
di microRNA (miRNA), piccole molecole endogene di RNA 
non codificante. Queste particolari modifiche svolgono un 
ruolo importante in numerosi processi biologici a livello 
della struttura e dell’organizzazione della cromatina 
(63). I cambiamenti epigenetici possono dare origine ad 
eredità transgenerazionale che può essere trasmessa 
sia attraverso la linea germinale maschile che femminile. 
La metilazione del DNA è uno dei principali e riconosciuti 
meccanismi epigenetici e consiste nel trasferimento 
di un gruppo metilico al carbonio C5 dei residui di 
citosina, principalmente all’interno dei dinucleotidi CpG 
(citosina-fosfato-guanina), di cui 60-80% sono 
normalmente metilati. Nella maggior parte dei casi, 
una estesa metilazione del promotore comporta il 
silenziamento del gene e quando questo accade durante 
il periodo di differenziazione precoce è possibile che si 
verifichino alterazioni nella corretta programmazione 
genetica dello sviluppo embrionale (64).

La maggior parte degli stati di metilazione del DNA 
sono mantenuti stabilmente ed ereditati durante la 
divisione cellulare dalle metiltransferasi di mantenimento 
(DNMT1). Questi marcatori epigenetici sono fondamentali 
per il mantenimento degli stati fisiologici differenziati di 
tessuti e organi. Inoltre, DNMT3A, DNMT3B e il cofattore 
DNMT3L sono DNA metiltransferasi de novo (DNMT) che 
metilano il DNA durante l’embriogenesi e nelle cellule 
differenziate. La metilazione del DNA ha un ruolo chiave 
in diversi processi, tra cui l’inattivazione del cromosoma 
X e l’imprinting genomico.

Esistono altri meccanismi in grado di influenzare la 
metilazione del DNA. Infatti, il gruppo metilico sul quinto 
carbonio del residuo di citosina all’interno dei CpGs 
può essere ossidato dalla famiglia delle diossigenasi 
di traslocazione dieci-undici (TET), creando la “sesta 
base” definita come 5-idrossimetilcitosina (5hmC) (63). 
Le 5hmC si trovano generalmente vicino ai siti di inizio 
della trascrizione, il che li rende essenziali per importanti 
funzioni regolatorie (65).

Il secondo meccanismo di regolazione epigenetica 
dell’attività genica è rappresentato dalle modificazioni 
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delle code istoniche. I segni istonici sono processi 
dinamici (66) infatti possono essere facilmente indotti e 
rimossi da vari enzimi. Le modifiche dell’istone possono 
aumentare l’esposizione del DNA ai fattori trascrizionali 
nella regolazione dell’espressione genica (67). Infine,  
i miRNA sono piccoli RNA non codificanti lunghi 18-
22 nucleotidi che svolgono un ruolo importante nella 
modulazione dell’espressione genica in molti processi 
biologici, tra cui lo sviluppo, la differenziazione e la 
regolazione del ciclo cellulare (68) e l’omeostasi del sistema 
immunitario (69). Diversi studi hanno anche dimostrato 
che i miRNA sono coinvolti in molteplici aspetti della 
funzione e differenziazione delle cellule β, contribuendo 
alla regolazione della secrezione di insulina e dell’identità 
delle cellule β (68,70). Nonostante la presenza di dati 
discordanti, prove crescenti suggeriscono che i miRNA 
circolanti possono potenzialmente rappresentare nuovi 
biomarcatori di diverse patologie evocando importanti 
meccanismi patogenetici (71,72).

EPIGENETICA E NUTRIZIONE MATERNA

Evidenze attuali

L’alimentazione è fondamentale per la cosiddetta 
memoria metabolica (73), ma ad oggi i meccanismi che 
si verificano durante le prime fasi di sviluppo fetale che 
possono influenzare il metabolismo e la suscettibilità di 
malattia in età avanzata non sono del tutto compresi 
(74). La nutrizione materna è uno dei più importanti 
fattori coinvolti nella programmazione metabolica fetale: 
in linea con l “ipotesi di Barker” (75,76), un cattivo stato di 
nutrizione materno, in eccesso o in difetto, è in grado di 
indurre alterazioni endocrino-metaboliche nel nascituro. 
I nutrienti ed i composti bioattivi influenzano i tratti 
metabolici mediante modifiche epigenetiche, portando 
cambiamenti nei livelli di espressione genica e nella 
stabilità del genoma. Godfrey  et al (77) hanno mostrato 
come nel DNA estratto da cordone ombelicale, i livelli 
di metilazione all’interno del promotore del recettore 
X del retinoide-a (RXRA) che codifica per un fattore di 
trascrizione implicato nel metabolismo dei grassi e nella 
sensibilità all’insulina, erano correlati con l’adiposità 
all’età di 6 o 9 anni in due coorti indipendenti. Inoltre, 
la metilazione in questa regione genica era fortemente 
associata all’assunzione di carboidrati da parte della 
madre durante la gravidanza.

Studi su modelli animali
Recenti evidenze hanno mostrato che la 

predisposizione all’obesità o il successo nella perdita di peso 
sono correlati anche ai cambiamenti epigenetici. I nutrienti 
e i relativi metaboliti possono modificare direttamente la 
struttura della cromatina. Ad esempio, diversi risultati 
di studi condotti su modelli animali suggeriscono che 
la dieta materna ad alto contenuto di grassi (HF) possa 
alterare la struttura della cromatina fetale attraverso 
modificazione covalente delle proteine  istoniche 
(Tabella 2) (78,80). L’apporto di colina materna durante 
la gestazione regola la metilazione dell’istone H3, 
l’espressione delle metiltransferasi dell’istone G9a 

(Kmt1c) e Suv39h1 (Kmt1a) e la metilazione del DNA 
dei rispettivi geni nel fegato e cervello di feti di ratto 
(78). Tosh et al. (79) hanno osservato che l’espressione 
di somatomedina (IFG1) nei ratti, dopo un periodo 
di restrizione alimentare durante la gestazione, era 
correlato a demetilazione dell’istone H3 al residuo di 
lisina 4 (H3K4Me2). Strakovskij et al. (80) hanno studiato 
la dieta HF nel periodo gestazionale, mostrando, per la 
prima volta, un aumento dell’espressione di diversi geni 
coinvolti nella gluconeogenesi epatica, con un aumento 
dei valori di glucosio nella prole al momento del parto 
indipendentemente dall’obesità e dal diabete materni, 
Inoltre, gli autori hanno anche evidenziato come la dieta 
HF durante la gestazione fosse in grado di influenzare 
l’espressione della fosfoenolpiruvato carbossichinasi 
(Pck1) nel fegato della prole mediante modificazioni 
istoniche con aumento della produzione epatica di 
glucosio inevitabilmente correlata ad un aumento della 
suscettibilità del T2DM nell’età adulta (80).

Diversi studi su modelli animali hanno dimostrato 
come la dieta materna possa influenzare il metabolismo 
nella prole attraverso la metilazione del DNA in linea con 
l’ipotesi secondo la quale la programmazione metabolica 
in utero coinvolge cambiamenti epigenetici (81-86). In 
particolare, Borengasser et al. (81) hanno dimostrato 
che l’obesità materna promuove la differenziazione del 
tessuto adiposo bianco e altera la metilazione del DNA 
nella prole di ratto maschio. Studi molecolari mediante 
combinazione di immunoprecipitazione del DNA metilato 
(MeDIP) e sequenziamento mediante enzimi di restrizione 
metilazione-sensibile (MRE-seq), hanno dimostrato che 
la dieta HF influenza anche la metilazione del DNA in geni 
coinvolti nella regolazione epatica (82). Un altro studio ha 
segnalato che l’obesità materna durante la gestazione e 
l’allattamento altera le vie epigenetiche e del microbioma 
intestinale favorendo lo sviluppo di steatosi epatica ed 
infiammazione nella prole (83). Moody et al. (84) hanno 
studiato la relazione tra la metilazione del DNA ed esiti 
metabolici in risposta ad una dieta postnatale a seguito 
di una dieta HF materna durante la gravidanza. Sebbene 
la dieta HF materna ponga una impronta epigenetica 
specifica, gli autori hanno dimostrato che la dieta 
post-svezzamento determina un cambiamento nella 
metilazione del DNA nel fegato di ratto, specialmente 
all’interno dei geni coinvolti nelle vie metaboliche. 
Questi dati forniscono la prova che la metilazione del 
DNA è un meccanismo altamente dinamico e risponde 
ai cambiamenti dietetici postnatali, sottolineando 
l’importanza delle scelte dietetiche dopo la nascita e 
per tutta la durata della vita. Recentemente, Keleher et 
al. (85) hanno identificato diversi geni differenzialmente 
espressi sulla base della dieta materna, insieme a 
decine di migliaia di regioni differenzialmente metilate 
(DMR) nella prole. Nelle figlie, gli effetti epigenetici sono 
accompagnati anche da cambiamenti fenotipici seguiti 
da sviluppo di obesità e diabete. Si sottolinea come le 
precedenti indagini di Khan et al. (86), pur sottolineando 
l’influenza della dieta materna sulla regolazione del 
tessuto adulto, hanno suggerito che i cambiamenti 
trascrizionali non erano determinati da cambiamenti nella 
metilazione del DNA nel fegato adulto.
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Tabella 2
Studi su modelli animali per valutare l’effetto della nutrizione materna sulle modifiche epigenetiche nella prole

Riferimento Modello
Animale

Intervento materno Tessuto analizzato 
nella prole

Principali risultati nella prole

Khan et al.
2004
(86)

Topo 
C57BL/6J

HF
LF

Fegato Nessuna differenza nei livelli di metilazione del DNA
Upregolazione dei geni coinvolti nell’infiammazione, 
nella sintesi del colesterolo e nell’attivazione di RXR

Davison et al.
2009 (78)

Ratti 
Sprague-
Dawley 

Supplementazione 
o carenza di colina

Fegato
Corteccia Frontale

Aumento dei livelli di metilazione del DNA nei geni 
G9a e Suv39h1 in seguito a dieta carente di colina
Upregolazione di H3K9Me2 e H3K27Me3 in seguito 
a supplementazione di colina

Tosh et al.
2010 (79)

Ratto 
Sprague 
Dawley 

RA Fegato
Plasma

Diminuzione della demetilazione in H3K4
nella regione Igf1 nella prole IUGR
Aumento della trimetilazione di H3K4 nella regione 
di Igf1 e aumento dell’espressione epatica di Igf1 
nella prole di maschi adulti obesi

Strakovsky et al. 
2011 (80)

Ratto 
Sprague-
Dawley

HF Fegato
Plasma
Serio

Maggiore espressione di geni coinvolti nella 
gluconeogenesi epatica
Aumento dei livelli di glucosio plasmatico
Modifiche istoniche con effetti sull’espressione di 
Pck1 nel fegato

Garbory et al.
2012 (142)

Topo 
C57BL/6J

HF Placenta Deregolazione di 7 geni in relazione alla dieta e al 
sesso

Borengasser et al. 
2013 (81)

Ratto 
Sprague 
Dawley

Sovra-nutrizione WAT Alterazioni nella metilazione del DNA
in geni importanti per lo sviluppo
Sovraregolazione dei geni lipogenici 

Zhang et al.
2015 (82)

Ratto 
Sprague-
Dawley 
rat

HF Fegato Ipometilazione di 12 494 DMR

Ipermetilazione di 6 404 DMR

Identificazione di geni differenzialmente 
metilati coinvolti nella funzione epatica

Petropoulos et al. 
2015 (112)

Ratto 
Cohen 
diabetico

HS Placenta
Fegato

Differenti livelli di metilazione in geni nella placenta 
e nel fegato con una significativa sovrapposizione

Wankhade et al. 
2017 (83)

Topo 
C57BL6/J 

HF Fegato Maggiore risposta immunitaria ed espressione
genica pro-fibrogenica
Identificazione di 82 DMR nella dieta
carente di metionina-colina

Moody et al.
2017 (84)

Ratto 
Sprague–
Dawley 

HF Fegato Identificazione di geni differenzialmente metilati 
coinvolti nel T2DM e nelle vie di segnalazione delle 
adipocitochine
Alterazione dell’espressione di diversi geni coinvolti 
nel metabolismo dei lipidi e nell’infiammazione 

Keleher et al.
2018 (85)

Topo 
SM/J 

HF Fegato
Cuore

Identificazione di decine di migliaia di DMR
Alterazione dell’espressione di diversi geni nel 
tessuto epatico e cardiaco

Jiang et al.
2018 (103)

Topo 
ICR 

STZ Placenta Upregolazione di 35 geni imprintati
Down-regolazione di 10 geni imprintati
Down-regolazione di Dlk1 e upregolazione di Gtl2 

HF, dieta ad alto contenuto di grassi; LF, dieta a basso contenuto di grassi; RXR, Recettore X del retinoide; RA, Restrizione 
alimentare; Igf1, somatomedina; IUGR, ritardo di crescita intrauterino; Pck1, fosfoenolpiruvato carbossichinasi 1; DMR, regioni 
differenzialmente metilate; HS, dieta ricca di saccarosio e povera di rame; STZ, streptozotocina.
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La teoria della Risposta Predittiva-Adattativa (PAR) 
evidenzia come il feto risponda attivamente operando 
adattamenti in utero in preparazione al suo ambiente 
postnatale di tipo predittivo (87,88). Si noti che quando 
la PAR è appropriata, il fenotipo della prole risulterà 
normale, ma se l’ambiente previsto e quello reale non 
coincidono (come, per esempio, denutrizione prenatale 
seguita da abbondanza nutrizionale postnatale), allora, 
si realizzerà lo sviluppo di una malattia metabolica. 
Questa teoria è ampiamente convalidata da studi su 
modelli animali, mentre i dati sull’uomo sono controversi. 
Tuttavia, l’ipotesi PAR ha ricevuto notevoli consensi (89), 
ma nel complesso è stata criticata per alcune limitazioni: 
infatti si basa su studi che hanno valutato il basso peso 
alla nascita come indicatore della nutrizione materna e 
non chiariscono adeguatamente l’aumento del rischio 
di Malattie Croniche Non Trasmissibili (NCD) nella prole 
esposta ad eccesso di nutrizione sia nell’ambiente 
prenatale che postnatale (21). 

Questi studi hanno permesso lo sviluppo della teoria 
delle origini dello sviluppo della salute e della malattia 
(Developmental Origins of Health and Disease- DOHaD), 
che sta richiamando molta attenzione da parte della 
comunità scientifica.  Essa teorizza che la salute e la 
malattia di un individuo in età adulta siano influenzati 
dall’ambiente prima e dopo la nascita ponendo, 
quindi, in evidenza l’importanza di alcuni periodi 
estremamente sensibili dello sviluppo (90).

Studi umani

La carestia olandese del 1944-1945 ha fornito 
un’opportunità unica per studiare gli effetti sul nascituro 
della grave malnutrizione materna durante le diverse fasi 
della gestazione (91,92).

Nel periodo della carestia, le razioni di cibo diminuirono 
gradualmente da circa 1 800 calorie (dicembre 1943) a 
meno di 800 calorie (aprile 1945); non era consentita la 
fornitura di razioni extra alle donne in gravidanza o in 
allattamento e ai bambini molto piccoli. Studi effettuati 
sui figli di queste donne (91,92) hanno dimostrato come 
le malattie croniche nella vita adulta erano fortemente 
correlate all’esposizione della malnutrizione materna 
durante la gestazione. Heijmans et al. (93) hanno 
dimostrato una riduzione dei livelli di metilazione del 
gene imprinted IGF2 (coinvolto nella crescita e nel 
metabolismo) in individui esposti alla carestia olandese 
rispetto ai loro fratelli dello stesso sesso non esposti, 
sei decenni dopo. Gli autori hanno dimostrato come lo 
squilibrio nutrizionale materno durante un periodo critico 
dello sviluppo come la gestazione, abbia influenzato la 
salute del nascituro. Studi epidemiologici e su modelli 
animali hanno dimostrato il legame tra malnutrizione 
materna e scarsa crescita in utero, con un aumentato 
rischio di ipercolesterolemia, ipertensione, T2DM e 
obesità in età adulta (94,95). In uno studio pilota, 
Quilter et al. (96) hanno esaminato gli effetti di ambienti 
intrauterini avversi sulla metilazione del DNA alla nascita, 
studiando bambini esposti al GDM o caratterizzati da 
restrizione della crescita intrauterina. L’analisi di 14 000 

geni ha rivelato che molti loci sono associati a CpGs 
differenzialmente metilati, suggerendo che le diverse 
traiettorie di sviluppo possono condividere meccanismi 
biologici comuni. Inoltre, la maggior parte dei geni 
differenzialmente metilati in studio erano coinvolti nella 
crescita e nello sviluppo, suggerendo un possibile loro 
ruolo nella programmazione del rischio di malattia 
metabolica nell’adulto.

EPIGENETICA E DIABETE GESTAZIONALE

La ricerca attuale su GDM è fortemente protesa allo 
studio della relazione con le complicanze del figlio ed 
in particolare con i neonati grandi per età gestazionale 
(Large for Gestational Age - LGA; peso alla nascita 
superiore al 90° percentile per età gestazionale e sesso)  
o macrosomici (peso alla nascita superiore a 4 kg) (97). 
Grande interesse è rivolto allo studio dell’influenza 
dell’obesità e dell’iperglicemia materna durante la 
gravidanza sulla salute metabolica del nascituro. Il GDM 
rappresenta un chiaro esempio dell’ipotesi di Barker (98) 
e, come supportato dalla letteratura scientifica, si adatta 
bene all’ipotesi della programmazione metabolica fetale 
e alla DOHaD, poiché l’esposizione fetale al diabete 
e agli squilibri metabolici correlati al diabete possono 
alterare lo sviluppo funzionale degli organi e quindi 
potenzialmente aumentare la suscettibilità alle malattie 
croniche (99,100). Boney et al. (99) hanno dimostrato che 
bambini LGA, esposti a diabete o obesità materna, sono 
maggiormente a rischio di sviluppare sindrome 
metabolica in età adulta. Successivamente, sulla base 
dei dati raccolti dallo studio multietnico (bianchi non 
ispanici, afroamericani e ispanici), Dabelea et al. (100) 
hanno osservato che le esposizioni intrauterine a diabete 
materno e obesità rappresentavano il 47% dei casi di 
T2DM diagnosticati a 22 anni nella prole, probabilmente 
come conseguenza dell’esposizione intrauterina 
all’iperglicemia. Nonostante queste evidenze, ad oggi 
la letteratura mostra notevoli lacune sulla relazione tra 
epigenetica e GDM. Tuttavia, è stata suggerita l’ipotesi 
che il GDM possa innescare alcuni cambiamenti nelle 
firme epigenetiche, vedendo questi ultimi come possibili 
biomarcatori.

Alterazioni epigenetiche nella placenta

La placenta, costituita da una parte materna ed 
una fetale, è un organo cruciale per la crescita fetale 
e lo sviluppo ed è considerato un regolatore chiave 
dello scambio materno-fetale dei nutrienti (101). La 
placenta è anche l’organo in cui si manifesta in modo 
più diretto il fenomeno del genomic imprinting, ossia 
l’espressione di alcuni geni solo nell’allele materno 
(associato a ridotto trasferimento di nutrienti al feto) o in 
quello paterno (associato ad aumentato trasferimento di 
nutrienti al feto). Condizioni avverse nell’utero, come il 
GDM, sono state correlate con alterazioni dell’anatomia 
e della fisiologia della placenta, inducendo alterazioni 
nell’apporto di nutrienti alla placenta e, di conseguenza, 
nella crescita e nello sviluppo fetale. Gli studi mostrano in 
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maniera sempre più chiara che una corretta regolazione 
epigenetica è significativa di un corretto sviluppo e 
funzionalità della placenta (102).

Studi su modelli animali

Jiang et al. (103) hanno mostrato su modelli 
animali, come l’esposizione ad un ambiente intrauterino 
iperglicemico colpisca la placenta sia nella prima che 
nella seconda generazione filiale. Gli autori hanno 
rivelato con analisi dei microarray su RNA placentare, 
35 geni up-regolati e 10 down-regolati. In particolare, 
Dlk1 si è dimostrato down-regolato e Gtl2 up-regolato, 
in conseguenza di un’alterata metilazione nella prima e 
nella seconda generazione. In dettaglio, Dlk1 promuove 
l’attivazione della via di segnalazione insulina/IGF-I e 
l’inibizione dell’adipogenesi, mentre Gtl2 è un regolatore 
della segnalazione di TGF-β e notch. Gli autori hanno 
mostrato che l’iperglicemia intrauterina è correlata ad 
una diminuzione del peso placentare sia nella prima (F1) 
che nella seconda (F2) generazione filiale.

Studi sull’uomo

Diversi studi sono stati condotti sull’uomo e hanno 
supportato il ruolo dei meccanismi epigenetici nella 
programmazione metabolica fetale del nascituro esposto 
ad iperglicemia materna durante la gravidanza (Tabella 
3) (87,104-113). Reichetzeder et al. (104) sono stati i 
primi a eseguire un’analisi della metilazione globale del 
DNA placentare in oltre mille biopsie, dimostrando che 
l’ipermetilazione globale del DNA placentare è associata 
al GDM, indipendentemente dai fattori di rischio. 

Bouchard et al. (105,106) hanno dimostrato che 
l’iperglicemia materna è associata ad alterazioni della 
metilazione nei geni leptina (LEP) e adiponectina 
(ADIPOQ).  Gli autori hanno dimostrato una correlazione 
significativa tra il valore glicemico alla 2a ora post OGTT 
(Oral Glucose Tolerance Test) ed il grado di metilazione 
del DNA del gene LEP nella placenta sia sul lato fetale 
che materno nelle donne affette da GDM. Valori di 
glucosio più elevati sono stati correlati con un minor 
livello di metilazione sul lato fetale, ma più elevato sul 
lato materno (105). Per quanto riguarda ADIPOQ, 
gli autori hanno riferito che un alto livello di insulino- 
resistenza materna nel secondo e terzo trimestre era 
associato ad una minore metilazione del DNA di questo 
gene sul lato materno. Poiché ADIPOQ e LEP sono 
coinvolti nel metabolismo energetico e nel controllo della 
sensibilità all’insulina, gli adattamenti epigenetici descritti 
potrebbero avere il potenziale di indurre cambiamenti del 
metabolismo del glucosio nella madre e nel nascituro più 
avanti nella vita. García-Cardona et al hanno confermato 
la correlazione tra alterazioni epigenetiche di LEP e 
ADIPOQ e sensibilità all’insulina (114) analizzando i 
livelli di metilazione dei promotori di questi due geni nel 
DNA del sangue periferico in adolescenti. Questo studio 
ha dimostrato che i bambini obesi con insulino-resistenza 
presentano livelli di metilazione del DNA nel gene 
ADIPOQ significativamente ridotti, associati in maniera 
diretta ai livelli sierici di adiponectina. 

E’ stato inoltre dimostrato che i livelli di metilazione 
del DNA nel gene MEST, gene sottoposto ad imprinting, 
erano significativamente ridotti nella placenta e nel 
cordone ombelicale di donne affette da GDM rispetto alle 
donne non affette (113). Inoltre, gli adulti obesi hanno 
mostrato ipometilazione di MEST nel sangue periferico 
rispetto ai controlli di peso normale (corrispondenti 
per sesso ed età). Questi risultati supportano l’ipotesi 
che, nei neonati di madri affette da GDM, un’alterata 
programmazione epigenetica del gene MEST possa 
contribuire alla predisposizione all’obesità per tutta la 
vita.

Houde et al. (107) hanno valutato le possibili 
associazioni tra il profilo metabolico materno ed i livelli 
di metilazione del gene ABCA1 (ATP-binding cassette 
A1) nella placenta e nel cordone ombelicale. Gli autori 
hanno dimostrato che i livelli di metilazione di ABCA1 sul 
lato materno della placenta sono correlati con livelli di 
colesterolo HDL materni e livelli di glucosio alla 2a ora post 
OGTT. Dal lato fetale della placenta, i livelli di metilazione 
di ABCA1 sono stati associati a livelli di trigliceridi nel 
sangue cordonale mentre erano inversamente correlati 
con quelli di glucosio materno alla 2a ora post OGTT.

Houde et al. (108) hanno riportato per la prima volta 
un’associazione tra livelli di metilazione del DNA della 
lipoproteina lipasi (LPL) in campioni di placenta ed i valori 
di glucosio materno e dei profili lipidici in donne affette 
da GDM. Gli stessi autori hanno dimostrato che i livelli 
di metilazione del DNA placentare fetale nel gene LPL 
erano positivamente associati ai parametri antropometrici 
e alla composizione corporea nei bambini di 5 anni di età. 
Nel complesso, questi risultati suggeriscono la presenza 
di epi-variazioni placentari LPL indotte dall’esposizione 
al GDM e supportano l’evidenza della programmazione 
metabolica fetale dell’obesità infantile attraverso 
alterazioni epigenetiche, sottolineando le conseguenze 
dannose di alcune esposizioni in utero (19).

Un altro contributo rilevante è stato fornito da Côté 
et al. (115), che hanno dimostrato come la glicemia 
materna sia associata a variazioni della metilazione del 
DNA fetale nella placenta nel dominio PR contenente 
la proteina 16 (PRDM16), la proteina morfogenetica 
ossea 7 (BMP7) ed i geni del recettore γ attivato dal 
proliferatore del perossisoma-1α (PPARGC1α), coinvolti 
nella regolazione del tessuto adiposo bruno (BAT) e degli 
adipociti beige (wBAT) dei neonati. Gli autori suggeriscono 
che la programmazione epigenetica in questi loci 
risponde alle variazioni metaboliche legate all’omeostasi 
del glucosio durante la gravidanza, influenzando quindi 
l’attivazione di BAT/wBAT e lo sviluppo dell’obesità e 
del T2DM più avanti nella vita. Petropoulos et al. (112) 
hanno dimostrato che il diabete durante la gravidanza 
nei ratti e il GDM alterano il metiloma nella placenta di 
entrambe le specie, così come nel fegato della prole 
del ratto. Questo studio ha dimostrato come un profilo 
di metilazione del DNA dell’intero genoma nella placenta 
si sovrapponga in modo significativo a quello nel fegato 
della prole, supportando la necessità di studiare il tessuto 
placentare per l’identificazione di biomarcatori correlati 
ad outcomes fetali. Questi dati sono coerenti con uno 
studio precedente di Ruchat et al. (110) che hanno 
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Tabella 3
Studi umani che mostrano alterazioni epigenetiche nelle donne con iperglicemia in gravidanza e nella prole

Riferimento Disegno 
dello Studio

Dimensione 
del campione

Criteri Iperglicemia Tessuto 
analizzato

Principali Risultati 

Bouchard et al. 
2010 (105)

Caso-
controllo

48 
(23 IGT)

2 ore 75 g OGTT, 
IGT glucosio 
≥140 mg/dL a 2 ore

Placenta
(lato fetale e
materno)
Sangue del 
cordone 
ombelicale

Correlazione tra la metilazione 
del DNA nel gene LEP e i livelli di 
glucosio a 2 ore nelle donne con 
IGT

Bouchard et al. 
2012 (106)

Studio di 
Coorte

98 
(31 IGT)

2 ore 75 g OGTT, 
IGT livelli glucosio
≥140 mg/dL a 2 ore 
in accordo ai criteri 
WHO 

Placenta
(lato fetale e
materno)
Sangue del 
cordone 
ombelicale
Sangue periferico 
materno

Correlazione inversa tra la 
metilazione del gene ADIPOQ sul 
lato fetale e i livelli di glucosio a 2 
ore nelle donne IGT 

Houde et al.
2013 (107)

Studio di 
Coorte

100
(26 IGT)

2 ore 75 g OGTT, 
IGT livelli glucosio
≥140 mg/dL
a 2 ore in accordo 
ai criteri WHO

Placenta 
(lato fetale e
materno)
Sangue del 
cordone 
ombelicale
Sangue periferico 
materno

Correlazione positiva tra la 
metilazione del gene ABCA1 sul 
lato materno e i livelli di HDL-C e 
glicemia a 2 ore nelle donne IGT
Correlazione tra metilazione 
del DNA sul lato fetale e TG nel 
sangue del cordone ombelicale
Correlazione inversa tra i livelli di 
metilazione del gene ABCA1 nel 
sangue del cordone ombelicale e 
livelli di glucosio a 2 ore

El Hajj et al.
2013 (113)

Studio di 
Coorte

251 nati
(88 nati da 
madre affetti 
da GDM 
trattate con la 
dieta
98 nati da 
madre affetti 
da GDM 
trattate con 
insulina
65 nati da 
madre 
non-GDM)

2 ore 75 g OGTT, 
GDM livelli 
glucosio 
>180 mg/dL a 
1 ora e/o 
>155 mg/dL 
a 2 ore

Placenta
Sangue del 
cordone 
ombelicale

Riduzione dei livelli di metilazione 
di MEST,
NR3C1, and ALUs nella prole di 
donne affetti da GDM

Ruchat et al.
2013 (110)

Caso-
controllo

44 nati
(30 da madri 
affette da 
GDM)

2 ore 75 g OGTT, 
GDM livelli 
glucosio
≥140 mg/dL a 2 ore 
in accordo con i 
criteri WHO

Placenta
(lato fetale) 
Sangue del 
cordone 
ombelicale

Geni metilati in modo differenziale 
nella placenta e nel sangue 
cordonale di donne affette da 
GDM

Quilter et al.
2014 (96)

Studio di 
Coorte

C-HAPO 
coorte (n=36)
I-CBGS coorte 
[n=96
(16 GDM)]

Criteri WHO Sangue del 
cordone 
ombelicale

Diversa metilazione di alcuni loci 
coinvolti nella crescita e nello 
sviluppo del diabete
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Tabella 3
Continua

Riferimento Disegno 
dello 
Studio

Dimensione 
del campione

Criteri Iperglicemia Tessuto 
analizzato

Principali Risultati 

Houde et al.
2014 (108)

Studio di 
Coorte

126
(27 GDM)

2 ore 75 g OGTT, 
GDM livelli 
glucosio
≥140 mg/dL
In accordo con i 
criteri WHO 

Placenta 
(lato fetale)

Livelli di metilazione del gene LPL 
inferiori nelle donne GDM.
Correlazione inversa tra i livelli di 
metilazione del gene LPL nelle 
donne GDM e i livelli materni di 
glucosio a 2 ore e i livelli HDL-C

Desgagne et al.
2014 (111)

Studio di 
Coorte

140
(IGT 34)

2 ore 75 g OGTT, 
IGT livelli di 
glucosio
≥140 mg/dL a 2 ore
In accordo con i 
criteri WHO

Placenta
(lato fetale)

Riduzione dei livelli di metilazione 
del gene IGF1R e IGFBP3 e 
correlazione con i livelli di glucosio 
materni a 2 ore
Associazione tra i livelli di mRNA di 
IGF1R e i marcatori di crescita dei 
neonati

Petropoulos et al. 
2015 (112)

Caso- 
controllo

14
(7 lieve 
iperglicemia)

GCT o OGTT
(1 settimana dopo 
GCT)

Placenta Diversa metilazione di alcuni loci 
coinvolti nella funzione endocrina, 
nel metabolismo e nelle risposte 
all’insulina

Reichetzeder et al.
2016 (104)

Studio di 
Coorte

1030 
(56 GDM)

GDA and DGGG 
2014

Placenta 
(lato materno)

Aumento dei livelli di metilazione 
globali nelle donne affette da GDM

Côté et al.
2016 (115)

Studio di 
Coorte

E-21 
Coorte 
(n=133,33 
GDM)

Gen3G 
Coorte 
(n=172,
controlli)

E-21: 2 ore 
OGTT, GDM livelli 
glucosio
≥140 mg/dL
In accordo con i 
criteri WHO 
Gen3G: 2 ore 
OGTT in accordo 
con i criteri 
IADPSG 2010

Placenta 
(lato fetale)

Correlazione inversa tra i livelli 
di metilazione dei geni PRDM16, 
BMP7 e PPARGC1A e la glicemia 
materna al 2° e 3° trimestre

Gagné-Ouellet et al.
2017 (19)

Coorte 
prospettiva

66 bambini
(24 nati da 
madri affetti 
da GDM)

2 ore 75 g OGTT, 
GDM livelli di 
glucosio
≥140 mg/dL
In accordo con i 
criteri WHO 

Placenta 
(lato fetale)
Sangue dei 
bambini a 5 
anni

Correlazione negativa tra la 
metilazione del gene LPL e livelli di 
mRNA nella placenta
Correlazione positiva tra i livelli di 
metilazione del gene LPL e il profilo 
antropometrico a 5 anni di età

Chen et al.
2017 (61)

Studio di 
Coorte

388 nati 
Indiani Pima 
(187 nati da 
donne affette 
da T2DM,
201 
popolazione 
generale)

2 ore 75 g OGTT, 
T2DM
FBG ≥126 mg/dL
o 2 ore livelli
di glucosio
≥200 mg/dL in 
accordo con i 
criteri WHO

Sangue 
perifeico

Differenti livelli di metilazione in 
multipli siti genomici 

Houshmand-
Oeregaard et al.
2017 (116)

Studio di 
Coorte

206 nati
(82 nati da 
madri affetti da 
GDM, 
67 nati da 
madri affette 
da T1DM,
57 
popolazione 
generale)

Madre = 3 ore 
50g OGTT nelle 
donne con uno o 
più fattori di rischio 
e con un valore di 
glicemia a digiuno 
≥74 mg/dL

Bambino = 2 ore  
75g OGTT in 
accord ai criteri 
WHO 2006 

SAT
plasma

Aumento dei livelli di metilazione di 
ADIPOQ
e riduzione dell’espressione di 
ADIPOQ e RETN in SAT di nati da 
madri affette da GDM

*Biochimica clinica, 2022, vol. 46.indd   113*Biochimica clinica, 2022, vol. 46.indd   113 12/09/22   08:4612/09/22   08:46



S114           biochimica clinica, 2022, vol. 46 SS1

RASSEGNE REVIEWS

Tabella 3
Continua

Riferimento Disegno 
dello Studio

Dimensione 
del campione

Criteri Iperglicemia Tessuto 
analizzato

Principali Risultati 

Ott et al.
2018 (117)

Coorte 
prospettico 
osserva-
zionale 

55 coppie 
madre-
bambino 
(25 GDM)

Linee guida 
Nazionali tedesche  

SAT
VAT
Sangue del 
cordone 
ombelicale
Sangue periferico

Alterazione dei profili di metilazione 
del gene ADIPOQ nei nati da madri 
affette da GDM
Riduzione dei livelli di mRNA 
dell’ADIPOQ in SAT e VAT nelle 
donne GDM

Ott et al.
2019 (118)

prospettico 
osserva-
zionale 

55 coppie 
madre-
bambino
(25 GDM)

Linee guida 
Nazionali tedesche  

SAT
VAT
Sangue del 
cordone 
ombelicale
Sangue periferico

Simili livelli di metilazione tra i 
diversi tessuti analizzati 
Riduzione dei livelli di espressione 
del recettore dell’insulina in SAT e 
VAT nelle donne affette da GDM 

Franzago et al. 
2021 (152)

Caso-
controllo

33 GDM 
27 controlli

2 ore OGTT in 
accordo con i criteri 
IADPSG 2010

Placenta 
(lato materno 
e fetale)

Non è stata trovata associazione 
tra la metilazione del gene FTO e 
GDM.
Associazione tra metilazione del 
gene FTO sul lato materno e fumo 
di sigaretta (CpG1 e CpG3).
Correlazione positiva tra i livelli di 
TGs e 
metilazione del gene FTO (CpG2) 
(p=0,036) nel gruppo GDM.
Associazione inversa tra i livelli 
di HDL-C e metilazione sul lato 
materno (CpG3)
nei controlli (p=0,045). 
Associazione tra FTO rs9939609 e 
peso alla nascita neonatale
(p=0,033) 

Franzago et al. 
2022 (154)

Caso-
controllo

33 GDM 
27 controlli

2 ore OGTT in 
accordo con i criteri 
IADPSG 2010

Placenta 
(lato materno 
e fetale)

Inferiori livelli di metilazione del 
gene MC4R (CpG1 e CpG2) 
sul lato fetale nelle donne GDM 
(p=0,033)
Correlazione tra i livelli di 
metilazione MC4R sul lato materno 
e la concentrazione di glucosio 
durante OGTT
Associazione tra il livello di 
metilazione del gene MC4R sul lato 
materno (CpG2) e i livelli di LDL-C 
al terzo trimestre di gravidanza
(rho=0,340, p<0,05)
Associazione tra la metilazione 
di MC4R sul lato materno e il 
profilo lipidico al terzo trimestre di 
gravidanza nelle donne fumatrici

IGT, ridotta tolleranza al glucosio, Impaired Glucose Tolerance; OGTT, oral glucose tolerance test; TGs, trigliceridi; C-HAPO, 
Children from Hyperglicemia and Adverse Pregnancy Outcome; I-CBGS, infants from Cambridge Baby Growth Study; WHO, 
Organizzazione Mondiale della Sanità, World Health Organization; GCT, curva da carico orale con 50 gr. di glucosio x os, Glucose 
Challenge Test; GDA, German Diabetes Association; DGGG, German Association for Gynaecology and Obstetrics; E-21, ECO-
GENE-21; Gen3G, Genetics of Glucose regulation in Gestation and Growth; IADPSG, International Association of the Diabetes 
and Pregnancy Study Groups; SAT, tessuto adiposo sottocutaneo; VAT, tessuto adipose viscerale; CpG, dinucleotidi CpG (citosi-
na-fosfato-guanina).
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mostrato alterazioni della metilazione del DNA nei geni 
correlati al metabolismo  nel cordone ombelicale e nella 
placenta di donne affette da GDM. 

Alterazioni epigenetiche in altri tessuti

La placenta non sembra rappresentare l’unico tessuto 
rilevante per lo studio delle modifiche epigenetiche nel 
GDM. È interessante notare che i livelli di metilazione 
possono essere tessuto-specifici, oppure essere simili 
in alcuni tessuti. Ad esempio, i nati da madri affette da 
GDM che avevano ricevuto specifici consigli nutrizionali 
hanno mostrato un aumentata metilazione nel gene 
ADIPOQ e una riduzione dell’espressione dell’mRNA dei 
geni ADIPOQ e RETN nel tessuto adiposo sottocutaneo 
(subcutaneous adipose tissue-SAT); tuttavia, livelli alterati 
di metilazione ed espressione non si riflettevano nei livelli 
di proteine ​​plasmatiche (116). Vale la pena notare che 
Ott et al. (117) hanno analizzato SAT, tessuto adiposo 
viscerale (visceral adipose tissue- VAT) e campioni di 
sangue periferico in 25 donne affette da GDM e 30 controlli 
e rispettivi bambini. Le donne affette da GDM erano 
caratterizzate da ipoadiponectinemia e presentavano 
ridotti livelli di mRNA sia nel tessuto SAT che nel tessuto 
VAT, indipendentemente dall’indice di massa corporea 
(BMI). Sono state osservate relazioni inverse tra 
adiponectina materna e glucosio, peptide C, insulina 
e valutazione del modello omeostatico dell’insulino- 
resistenza (HOMA-IR). I livelli di metilazione del DNA 
erano significativamente alterati nei nati da madri affette 
da GDM. Inoltre, i livelli di adiponectina plasmatica 
erano analoghi nei nati da madri con o senza GDM. 
Successivamente, alcuni autori (118) hanno riportato 
che, sia nel tessuto SAT che nel tessuto VAT, vi era 
una riduzione del livello di espressione del recettore 
dell’insulina (IR) ​​nelle donne con GDM, e la riduzione 
era aumentata nel tessuto VAT ed era indipendente dal 
BMI materno. Inoltre, i livelli di espressione del recettore 
dell’insulina nel tessuto VAT erano inversamente 
correlati ai parametri antropometrici/metabolici materni 
e neonatali. Infine, i livelli di metilazione del DNA erano 
comparabili nel tessuto VAT e nel sangue periferico 
nelle madri e nella prole (111). Questi studi sottolineano 
l’importanza di analizzare diversi tessuti per comprendere 
l’intera portata degli effetti dell’iperglicemia materna nel 
nascituro.

miRNAs e diabete gestazionale

Le vescicole extracellulari (EV) stanno emergendo 
quali potenziali mediatori della comunicazione 
intercellulare, veicolando diverse molecole-segnale, tra 
cui proteine, lipidi, DNA, miRNA, mRNA, e metaboliti. 
Numerosi studi hanno ipotizzato il coinvolgimento 
delle EV nell’obesità, nel T2DM e nell’insorgenza di 
complicanze cardiovascolari. Il potenziale ruolo delle EV 
nel GDM  non è completamente compreso (119), ma in 
questo contesto, lo studio dei miRNA presenti nelle EV 
circolanti nel sangue periferico può essere una strada 
promettente per studiare l’effetto precoce di malattia 

metabolica (120).
La metilazione del DNA non è l’unico meccanismo 

epigenetico coinvolto nel GDM. Recentemente, anche 
i miRNA sono stati studiati come possibili biomarcatori 
epigenetici nel GDM (Tabella 4) (121). 

Zhao et al. (122) hanno mostrato che miR-132, miR-
29a e miR-222 sono espressi in modo differenziale 
tra donne affette da GDM  e controlli nel siero tra la 
16a-19a settimana gestazionale. Contrariamente a Zhao 
et al. (110), Tagoma et al. (123) hanno mostrato come 
l’espressione di miR-222 e miR-195-5p fosse più elevata 
nel plasma di donne affette da GDM  rispetto ai controlli.

Zhu et al. (124) hanno dimostrato che cinque miRNAs 
(hsa-miR-16-5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-19a-3p, 
hsa-miR-19b-3p e hsa-miR-20a-5p) erano up-regolati 
in donne con iperglicemia in gravidanza rispetto ai 
controlli. Shi et al. (125) hanno determinato livelli diversi 
di espressione di miRNAs nel grasso omentale prelevato 
al momento del parto cesareo di pazienti con e senza 
GDM, suggerendo miR-222 come potenziale regolatore 
dell’espressione del recettore degli estrogeni: e 
pertanto è stato definito biomarcatore candidato nonché 
potenziale bersaglio terapeutico per il GDM. Cao et al. 
(126) hanno esaminato la relazione tra il GDM e miR-98. 
Gli autori hanno riscontrato una ridotta espressione della 
proteina MECP2 e il membro 3 della sottofamiglia C del 
canale cationico del potenziale transitorio del recettore 
(TRPC3) nei tessuti placentari di donne con GDM, come 
conseguenza dell’aumento di miR-98, soprattutto nelle 
donne con GDM  di età superiore ai 35 anni. Inoltre, è stato 
riscontrato come l’aumentata espressione di miR-
98 fosse associata ad un aumento dei livelli globali di 
metilazione del DNA. Pertanto, questo studio ha 
dimostrato che miR-98 non solo influisce direttamente su 
MECP2, ma regola anche indirettamente i geni bersaglio 
di MECP2. Questi risultati mostrano che l’espressione 
di miR-98 potrebbe suggerire un nuovo meccanismo di 
regolazione nel GDM tramite MECP2-TRPC3. Degno 
di nota lo studio di Houshmand-Oeregaard et al. (127): 
essi furono i primi a dimostrare che l’esposizione 
all’iperglicemia intrauterina era associata ad un’aumentata 
espressione di miR-15a e miR-15b nelle cellule muscolari 
scheletriche in soggetti di età compresa tra 26 e 35 anni.

È stato suggerito che l’obesità, il diabete, l’ipertensione 
ed il rischio di CVD nella prole possano essere influenzati 
da modifiche epigenetiche che si verificano a livello degli 
ovociti (128) e, in tal senso, alcuni studi sull’uomo hanno 
valutato gli effetti dell’iperglicemia sulla metilazione 
del DNA negli ovociti. Wang et al. (129), utilizzando un 
modello di maturazione in vitro, hanno mostrato gli effetti 
dell’elevata concentrazione di glucosio sulla metilazione 
del DNA degli ovociti umani. 

MODIFICAZIONI EPIGENETICHE INDOTTE 
DALLO STILE DI VITA

Negli ultimi anni, studi su modelli animali e 
sull’uomo hanno dimostrato una correlazione tra i 
fattori legati allo stile di vita e le modifiche epigenetiche, 
identificando come le diverse esposizioni nella prima 
infanzia possano influenzare gli outcomes del nascituro. 

*Biochimica clinica, 2022, vol. 46.indd   115*Biochimica clinica, 2022, vol. 46.indd   115 12/09/22   08:4612/09/22   08:46



S116           biochimica clinica, 2022, vol. 46 SS1

RASSEGNE REVIEWS

A questo proposito, le gestanti sono inevitabilmente 
esposte a diversi insulti ambientali di natura eterogenea: 
l’alimentazione, l’attività fisica, il fumo di tabacco, il 
consumo di alcol, gli inquinanti ambientali, lo stress 
sono tutti fattori in grado di influenzare i meccanismi 
epigenetici (130-138).

EFFETTI SESSO-SPECIFICI NEL NASCITURO 

Vari studi su modelli animali hanno dimostrato che 
i figli maschi e le figlie femmine presentano risposte 
diverse in seguito alla stessa esposizione nella prima 
infanzia (85,86,139,140). Alcuni studi hanno mostrato 
che il sesso del nascituro può  influenzare la risposta alla 
dieta materna; infatti, le figlie di madri alimentate con un 
alto contenuto di grassi mostravano livelli plasmatici di 
leptina più elevati (141), pressione arteriosa più elevata 

(86) ed il fegato di più piccole dimensioni rispetto a 
quello della controparte maschile (139), mentre i figli 
maschi presentavano differenze nel loro trascrittoma 
(140). Gabory ​​et al. (142) studiando la placenta di topo, 
hanno osservato differenze funzionali specifiche per 
sesso basate sia su dati epigenetici che di trascrittomica 
in risposta alla dieta. In dettaglio, gli autori hanno 
riportato che maschi e femmine differivano per alcuni 
patways genici correlati al metabolismo degli aminoacidi, 
allo sviluppo e alla funzione del sistema vascolare e 
al metabolismo del glucosio e dei grassi acidi. Questa 
specificità legata al sesso porta a considerare l’impatto del 
sesso del nascituro anche sui modelli epigenetici indotti 
dall’esposizione al GDM. Nell’uomo, una metanalisi 
condotta su 20 studi ha mostrato un aumento del rischio 
di GDM nella madre se il feto è di sesso maschile (143). 
Inoltre, il sesso maschile vedeva disfunzioni delle cellule 

Tabella 4
Studi sui miRNAs nelle donne affette da GDM e nella prole

Riferimento Disegno dello 
studio

N° Partecipanti Criteri GDM Tessuto
(settimana 
gestazionale)

Principali Risultati 

Zhao et al.
2011 (122)

Caso-controllo 48
(24 GDM)

50 g GCT se positivo 
seguito da 3 ore 75 g 
OGTT in accordo ai criteri 
ADA 2003

Siero Materno
(16a-19a)

Down regolazione di 
miR-132
miR-29a
miR-222 

Shi et al.
2014 (125)

Caso-controllo 26
(13 GDM)

ADA 2006 Tessuto adiposo 
omentale materno 
(parto cesareo 
38a-39a)

Up regolazione 
di miR-222 e 
correlazione inversa 
con i livelli di proteine 
ERα e GLUT4

Zhu et al.
2015 (124)

Caso-controllo 20
(10 GDM)

50 g GCT se positivo 
seguito da 3 ore 75 g 
OGTT ADA 2011 

Plasma Materno
(16a-19a)

Up regolazione di 
hsa-miR-16-5p
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-19a-3p
hsa-miR-19b-3p
hsa-miR-20a-5p

Cao et al.
2016 (126)

Caso-controllo 395
(193 GDM)

IADPSG 2010 Placenta
(37a-40a)

Up regolazione di 
miR-98 associata 
ad una globale 
metilazione del DNA

Tagoma et al.
2018 (123)

Caso-controllo 22
(13 GDM)

IADPSG 2010 Plasma Materno
(23a-31a)

Up regolazione di 
miR-195-5p 

Houshmand-
Oeregaard et al. 
2018 (127)

monitoraggio
osservazionale

206 nati
(82 da madri 
affette da 
GDM
67 da madri 
affette da T1D
57 controlli)

Madri = OGTT nelle donne 
a rischio con due valori 
di glicemia a digiuno 
consecutivi ≥4,1 mmol/L

Prole = 2 ore 75 g OGTT 
secondo i criteri WHO 2006 

tessuto muscolare 
scheletrico 
(26-35 anni)

Up regolazione di 
miR-15a,
miR-15b nei nati da 
madri affetti da GDM 
e T1D

GDM, Diabete Mellito Gestazionale; GCT, Glucose Challenge Test; OGTT, oral glucose tolerance test; ADA, American Dia-
betes Association; IADPSG, International Association of the Diabetes and Pregnancy Study Groups; TD1, Diabete di Tipo 1; 
WHO, Organizzazione Mondiale della Sanità, World Health Organization. 
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β e una glicemia postprandiale più elevata suggerendo 
una probabile influenza sul metabolismo del glucosio 
materno durante la gravidanza (144). Il GDM, se il feto 
è di sesso femminile, ha dimostrato essere correlato ad 
un rischio futuro complessivo di progressione precoce 
di T2DM (145). O’Neill et al. (146) caratterizzando il 
metaboloma del liquido amniotico del 2° trimestre di 
gravidanza, hanno identificato 44 e 58 metaboliti alterati 
in seguito all’esposizione al GDM  rispettivamente nella 
prole di sesso maschile e femminile. I cambiamenti 
significativi coinvolgevano il metabolismo del glucosio, il 
glutatione, gli acidi grassi, gli sfingolipidi e gli acidi biliari, 
con cambiamenti specifici identificati in base al sesso 
del nascituro. Questi risultati evidenziano la necessità 
di eseguire studi più ampi sull’uomo che possano 
confrontare più dettagliatamente gli effetti del GDM sulla 
prole in entrambi i sessi.

CONTRIBUTO PATERNO

Va sottolineato che, sebbene la letteratura si 
concentri principalmente sugli effetti materni, anche il 
ruolo del contributo paterno nel modulare la salute del 
futuro nascituro merita attenzione (147). Infatti, diversi 
studi hanno dimostrato alterazioni epigenetiche del 
DNA spermatico correlate all’esposizione paterna a vari 
contaminanti, alimentazione e stile di vita (148,149).

Il nuovo e crescente campo dell’epigenetica 
transgenerazionale ha introdotto il paradigma “paterno 
delle origini della salute e delle malattie (POHaD)” (150).

CONCLUSIONI E PROSPETTIVE FUTURE

L’iperglicemia in gravidanza ha effetti sul nascituro 
che vanno oltre la gravidanza stessa, esponendo il figlio 
al rischio di sviluppare T2DM, sindrome metabolica e 
malattie cardiovascolari. Sebbene alcuni autori forniscano 
intuizioni interessanti su possibili meccanismi epigenetici 
che possano contribuire alla programmazione a lungo 
termine delle malattie croniche, sono necessari ulteriori 
studi di grandi dimensioni per meglio comprendere il 
contributo di essi. Ricerche recenti si sono concentrate 
rispettivamente sui periodi peri-concezionale, intrauterino 
e postnatale come i più influenti nella programmazione 
fetale. Il periodo peri-concezionale può rappresentare 
la migliore finestra di opportunità per prevenire la 
programmazione fetale delle NCD. Yajnik et al. (151) 
hanno definito la gametogenesi, la fecondazione, 
l’impianto, l’embriogenesi e la placentazione come 
periodi di prevenzione “primordiale”. Questi autori hanno 
suggerito che non solo l’eredità genetica modella il futuro 
del feto in crescita, ma anche le influenze epigenetiche, 
definite “malleabili”, giocano un ruolo importante (151). In 
effetti, le alterazioni epigenetiche sono una componente 
modificabile della trasmissione inter-generazionale dei 
tratti fenotipici e quindi possono fornire nuove prospettive 
interessanti di prevenzione e trattamento verso diverse 
patologie come obesità, diabete, malattie cardiovascolari, 
disturbi neuropsichiatrici e tumori. Recenti studi 
epidemiologici e sperimentali hanno dimostrato 

l’importanza e l’efficacia di possibili future analisi 
epigenetiche prognostiche in ambito sanitario. A 
questo proposito, è stato dimostrato che il GDM 
interferisce con i sistemi cellulari e lo sviluppo degli 
organi influenzando la salute nei primi anni di vita del 
nascituro. In effetti, un numero crescente di studi ha 
identificato varianti nutrigeniche di suscettibilità al GDM  
(9,56,57) e alterazioni epigenetiche (110,152,153,154) 
che partecipano alla complessità dello stato metabolico 
sia delle madri affette da GDM  che del nascituro. 
Nell’ultimo decennio, il concetto di microbioma è stato 
oggetto di un crescente interesse e la conoscenza in 
questo settore è in continua espansione, suggerendo 
potenziali meccanismi che sono in grado di correlare 
la salute materna al microbiota neonatale (155,156). Si 
sottolinea anche che entrambi, microbioma materno e 
fetale, potrebbero essere influenzati dal GDM (155) e la 
comprensione degli effetti della trasmissione microbica 
materno-fetale e della colonizzazione durante la prima 
infanzia potrebbe chiarire l’impatto a lungo termine sulla 
salute del nascituro e sviluppare strategie di intervento 
in modo tempestivo. La conoscenza dei meccanismi 
molecolari che sono alla base delle conseguenze 
sulla salute in seguito ad una esposizione sfavorevole 
nell’utero, come nel GDM, aiuterà a sviluppare strategie 
preventive prenatali efficaci per limitare il circolo vizioso 
nelle future generazioni. È fondamentale stabilire come 
i modelli alimentari, i nutrienti, i composti bioattivi e 
l’esercizio fisico possano influenzare l’epigenoma 
modulando lo sviluppo dei disturbi metabolici. Sarà 
necessario, quindi, un approccio multidisciplinare 
combinando, studi clinici, biologici, e tutte le “omiche” 
(includendo dati nutrigenetici, epigenomici e 
metagenomici) ed in cui la nutrigenetica e l’epigenetica 
nel GDM  possano fornire spunti e approfondimenti per la 
prevenzione delle malattie croniche non trasmissibili sin 
dalla vita intrauterina.
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ABSTRACT

Obesity is exponentially increasing worldwide, especially in women of reproductive age. Maternal obesity (MO) 
during pregnancy represents a significant risk for both the mother and the fetus, with short and long-term health 
consequences. The most prevalent maternal complication is Gestational Diabetes Mellitus (GDM), affecting almost 
50% of obese pregnant women. Offspring of obese and/or GDM mothers is at higher risk to develop metabolic and 
cardiovascular diseases during infancy and also later in adulthood. The placenta plays a key role during pregnancy, 
ensuring appropriate maternal-fetal crosstalk and exchange of nutrients, gases, hormones and waste products. MO 
and GDM, which are characterized by systemic low-grade inflammation, hyperglycemia and lipotoxicity, are known to 
impact the intrauterine environment and the placenta, possibly leading to placental dysfunction. Indeed, alterations of 
placental structure, nutrient transport, mitochondrial features and other placental functions have been reported in MO 
and GDM. Autophagy is a lysosome-dependent mechanism consisting in the degradation of superfluous or damaged 
cellular components, including macromolecules (e.g. proteins, lipids) and organelles (e.g. mitochondria, ribosomes) 
to maintain cell homeostasis. Currently, the importance of autophagy is emerging in mammalian pregnancy, also in 
the context of MO and GDM. Increasing evidences from murine models showed that autophagy appears to sustain 
the gestation in many phases, such as zygote formation, blastocyst implantation and placentation. Few studies have 
reported preliminary data focusing on autophagy in human placentas, highlighting that placental autophagy needs to 
be a finely regulated process in order to ensure the balanced homeostasis of this unique organ.
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BACKGROUND

Maternal obesity during pregnancy: a leading 
health issue

Overweight and obesity are defined as abnormal or 
excessive fat accumulation. According to data from the 
World Health Organization (WHO), in 2016 more than 
1.9 billion adults weighted more than normal (Body Mass 
Index, BMI >25). Among them, over 650 million were 
obese (BMI >30), with higher rates of obesity in women 
than men (1,2).

Therefore, the number of overweight and obese women 
of reproductive age is also increasing. The incidence 
of maternal obesity, in particular, is now estimated at  

18.5-38.3% (3) but it is expected to get worse in the next 
years (4). This condition represents a significant risk 
factor for both the mother and the fetus, with short- and 
long-term consequences. An elevated pre-pregnancy BMI 
paves the way for pregnancy and labor complications, 
including a higher risk for Gestational Diabetes Mellitus 
(GDM), hypertension, pre-eclampsia (PE), preterm 
birth and caesarean delivery (3,5,6). Among the major 
consequences for the obese mother and her fetus, the 
most prevalent is GDM, defined as a glucose intolerance 
that begins or is first recognized during pregnancy. The 
risk of developing GDM is about two, four and eight times 
higher among overweight, obese and severely obese 
women, respectively, compared with normal-weight 
women (7). In particular, GDM affects up to 14% of all 
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pregnant women and, unsurprisingly, nearly half of these 
mothers are obese (8). In addition, it is estimated that 
approximately 50% of women with GDM during pregnancy 
will develop type 2 diabetes within 10 years (9). Moreover, 
in utero exposure to maternal adverse conditions, such 
as obesity and GDM, can harm not only maternal health 
and ongoing fetal development, but also the future health 
status of the newborn, leading to higher risk of obesity, 
type 2 diabetes, metabolic syndrome, hypertension and 
cardiovascular diseases, during infancy and then later 
in adulthood, according to the “fetal programming” or 
“Developmental Origins of Health and Disease” (DOHaD) 
hypothesis (10,11). This strongly suggests that maternal 
obesity and poor gestational health may have also trans-
generational effects (12).

Maternal obesity and GDM effects on placenta

The placenta is a temporary pregnancy-specific organ, 
of fetal origin, which unique and multifaceted function 
is the sustenance of the growing conceptus, through 
several competences including nutrients transport, gases 
and waste products exchange, hormones production and 
endocrine modulation, immunologic surveillance and 
anti-pathogen barrier. Indeed, by keeping the mother and 
the fetus always in close contact, the placenta is crucial 
for appropriate fetal growth and development (13). 

Placentation takes place during the first weeks of 
gestation, immediately after the implantation of the 
blastocyst. While primary placental villi are forming, 
extravillous trophoblasts (EVTs) start to migrate and 
invade the maternal spiral arteries within the decidua. By 
EVTs remodeling of the maternal vasculature, maternal 
blood fills the intervillous space and placental villi come in 
contact with maternal blood flow. This direct connection is 
what defines the human hemochorial placenta (14).

During its short life-span, this organ consumes 
energy not only to support the gestation but also for 
its own metabolism, which is estimated to utilize up to 
40% of the oxygen supplied to the fetal-placental unit 
(13). Pregnancy can be defined as a three-compartment 
model in which the mother, the fetus and the placenta 
are in an active crosstalk, in continuous communication 
with each other. Each part has its own characteristics that 
can influence pregnancy outcome and, in physiological 
conditions, these cooperating compartments allow a 
healthy gestation by cross-adapting and interacting 
(5,15). In this sophisticated system, maternal obesity 
is deleterious not only for the mother herself and her 
baby, but also for the placenta. Pregnant murine models 
affected by obesity show dysregulated, inadequate 
and excessive placental nutrient transport and this is in 
line with the fact that obese mothers often give birth to 
large for gestational age (LGA) infants, characterized by 
tissues and organs over-growth (5). On the other hand, 
gestational obesity has also been associated to higher 
incidence of fetal growth restriction, because of the 
improperness of the fetal-placental dialogue caused by 
the obesogenic and/or hyperglycemic intrauterine milieu. 
Therefore, recent evidences suggest that fetal over- and 
under-growth could be considered two sides of the same 

problem (16,17).
Obesity is a complex condition in which external 

and internal factors, such as environmental stimuli and 
genetics, social and psychological discomfort, lifestyle 
and dietary routine concur. Indeed, considering nutritional 
habits, it is now well-accepted that obese patients not 
only suffer from over nutrition, but more properly from 
malnutrition (18). During pregnancy, maternal metabolic 
impairment can cause systemic low-grade inflammation, 
which may also impact the intrauterine environment and 
placenta. Specifically, excessive dietary sugars and lipids 
bring to systemic hyperglycemia and lipotoxicity, which 
are also reflected in uterus (5,19). Altogether these 
alterations result in a perturbed status affecting placental 
structure and function (e.g. higher placental weight and 
thickness, lower placental efficiency, altered nutrient 
transport and energy modulation), and consequently 
fetal development and health programming (20,21). 
Pregnancy itself is known to be associated with low-
grade inflammation and mild oxidative stress, but there 
is increasing evidence that both maternal obesity and 
GDM are characterized by excessive reactive oxygen 
species (ROS) production from placental mitochondria, 
exacerbating the oxidative stress status (12,22). On 
the other hand, poor nutritional antioxidants intake 
and strained cellular antioxidant defense mechanisms 
contribute to the loss of control on ROS deactivation 
(23). The unbowed free radicals can attack cells and 
cause chronic inflammation, inducing oxidative damage 
to DNA, structural carbohydrates, proteins, lipids and 
entire organelles such as mitochondria, with consequent 
mitochondrial dysfunctions (24). Surprisingly, higher 
mitochondrial content has been reported in placental cells 
of normoglycaemic obese pregnant women, compared 
to healthy lean mothers, possibly due to an adaptive 
response to the unhealthy intrauterine environment. 
On the contrary, obese women with GDM have similar 
placental mitochondrial content compared to normal-
weight, but an abnormal mitochondrial morphology. In 
particular, mitochondria from diabetic placentas show loss 
of matrix density and disorganization of inner membrane 
cristae, standing for altered mitochondrial function (15).

Interestingly, male fetuses seem to be more sensible 
to obesity- and GDM-associated placental dysfunctions. In 
particular, while female placentas from obese mothers with 
or without GDM show less changes compared to normal-
weight in terms of oxidative stress and antioxidant defense 
markers, male placentas from obese women with or 
without GDM are generally more susceptible to oxidative 
attack and present more severe signs of placental harm 
(25). Due to the intrinsic differences in gonadal steroids 
production in females (estrogens) and males (androgens), 
it is well-known that fetal sex impacts on the formation and 
function of placenta, but much remains to be clarified about 
the sex-specific placental responses to different stimuli. In 
general, females seem to be more skilled to respond to 
insults and/or have compensatory mechanisms leading 
to a more rapid and efficient restoration of the perturbed 
environment (26). Nevertheless, sexual dimorphism in 
terms of molecular differences (e.g. inflammatory/oxidative 
markers, mitochondria parameters, autophagy pathways) 
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is still largely uncharted and represents a research field 
in growing progress, possibly including sexually dimorphic 
placental epigenetic modifications (27).

AUTOPHAGY

Definition and molecular mechanisms 

Autophagy, also known as autophagocytosis, is 
an evolutionarily conserved process and dynamic 
mechanism employed by eukaryotic cells to get rid 
of altered or defective proteins, macromolecules or 
organelles, in order to guarantee the cell homeostasis 
(28). Importantly, autophagy is triggered by an initial 
detrimental stimulus such as starvation/over nutrition, 
hypoxia, oxidative damage and infections. Because of 
that, it is also considered one of the three types of cellular 
death. Indeed, damaged cells can undergo necrosis, 
consisting in un-programmed cellular death with immune 
response activation and very high levels of inflammation; 
on the other hand, they can be addressed to programmed 
cell death type I (apoptosis) or type II (autophagy), both 
consisting in a “clean” and well-ordered elimination of 
entire cells or their components. Because of this role 
of cell scavengers, apoptosis and autophagy are both 
considered pathways of cell survival and equilibrium 
maintenance (29).

The key actor in autophagy is the lysosome. This 
organelle has been firstly described by the Belgian 
biologist  Christian de Duve in 1966 (30), when it was 
firstly recognized as the “waste container” of the cell. 
For their discoveries about the structural and functional 
organization of the cell, Duve and colleagues won 
the Nobel Prize in Physiology or Medicine in 1974. Since 
then, the lysosome’s multiple functions and complex 
pathways have continued to emerge. In the last 15-20 
years several pathways of autophagic process have 
been partly dissected (31).

Autophagy includes macroautophagy and 
microautophagy, involved in the non-specific degradation 
of cellular components, and Chaperone-Mediated 
Autophagy (CMA), responsible for the degradation of 
specific cytosolic proteins inside lysosomes (32,33). 
Moreover, some super-specific autophagic mechanisms 
have recently been recognized: mitophagy for selective 
degradation of mitochondria, pexophagy for peroxisomes, 
ribophagy for ribosomes, lipophagy for intracellular lipid 
droplets, xenophagy for bacteria, viruses and other 
foreign microbes. These alternative autophagy routes 
seem particularly important in the context of neurologic 
disorders, to clean up neuronal cells from dysfunctional 
and superfluous organelles, and in infectious diseases 
for the elimination of defective cellular elements 
compromised by pathogens (34).

In macroautophagy, the substrates (i.e. defective 
and damaged organelles and protein aggregates) 
are identified by soluble proteins and sequestered 
within cytosolic double-membrane vesicles termed 
autophagosomes, which are formed through a protein 
complex orchestrated by Beclin 1 (BECN1). Lysosomal 
delivery occurs through direct fusion of autophagosomes 

with lysosomes (35).
In contrast, in microautophagy the cytosolic cargos 

are sequestered by direct invagination of the lysosomal 
membrane; this creates small vesicles that are delivered 
directly to the lysosome lumen, where they undergo 
degradation along with their content (32); however, 
in mammalian cells microautophagy has been poorly 
investigated and precise molecular mechanisms remain 
to be understood (34,35).

CMA is responsible for the degradation and recycling 
of single protein molecules and it specifically involves 
proteins presenting the penta-peptide motif KFERQ. 
The presence of this tag, in an accessible and unfolded 
portion, has been demonstrated to be necessary and 
sufficient for the lysosomal degradation by CMA (36). 
The waste proteins with accessible KFERQ consensus 
motif are directly recognized by 70 kD Heat shock 
proteins (Hsp70) and cross the lysosomal membrane 
through a protein-translocation complex formed by the 
multimerization of Lysosome-Associated Membrane 
Protein Type 2a (LAMP2a). In the meantime, lysosomal 
degradation through CMA is specifically activated by PH-
domain and Leucine-rich-repeat Protein Phosphatase 1 
(PHLPP1) (29,37).

Placental autophagy: evidences in healthy pre-
gnancy and in obesity-related gestational com-
plications

In mammalian early pregnancy, autophagy appears 
to aid the development of zygotes, by clearing from 
unnecessary maternal factors and eliminating the 
sperm mitochondria after fertilization. Moreover, further 
autophagy activation in the blastocyst, mediated by 
17-β-Estradiol, contributes to its survival and implantation 
(28,38).

During placentation, autophagy needs to be finely 
regulated, because both abnormal reduction and excess 
can lead to unfavorable outcomes. Physiologically, 
autophagy is activated in EVTs prior to implantation at 7 
days of gestation, and this seems of critical importance 
for the proper invasion of maternal decidua. In both 
mouse and humans, autophagy is modulated by the 
physiological intrauterine hypoxia occurring during early 
pregnancy. In particular, low oxygen tension mimicking 
the early gestation intrauterine hypoxia was shown 
to induce autophagy in primary human trophoblasts. 
Moreover, Hypoxia-Inducible Factor 1-alpha (HIF1-α), a 
key regulator of hypoxia, is reported to be crucial during 
EVTs invasion. This factor is finely tuned by autophagic 
pathways, especially CMA, and when overexpressed it 
leads to invasion failure. Therefore, CMA is important for 
EVT invasion via modulating HIF1-α expression levels 
(28,39). 

In this process, the family of Autophagy-related genes 
(Atg), encoding for proteins involved in macroautophagy 
activation and progress, plays a pivotal role. Atg7 is one 
of the most important members of this group, being an 
effector enzyme of autophagy specifically associated 
with cytoplasm-to-lysosome autophagosome transport 
and to mitophagy in different human tissues and organs, 
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including adipose tissue and liver (40). In a mouse model 
with conditional Atg7-knockout specifically in trophoblast, 
the placenta does not reach appropriate dimensions and 
has features of poor placentation, including inefficient 
EVTs invasion and unsuccessful vascular remodeling 
(41,28). In the same model, maternal hypertension 
was reported, and, because of this, a role of Atg7 in PE 
was postulated. However, in these mice the absence 
of additional signs and symptoms of the disease 
(e.g. proteinuria) raises questions about a probable 
combination with other genes (41). Nevertheless, the full 
Atg7-knockout mouse model results in fetal death just 
after delivery, demonstrating the critical role of this factor 
in development and survival (42).

On the contrary, an increase in Atg protein levels and 
in autophagy flux was reported in the whole placental 
tissue of intrauterine growth restriction (IUGR) human 
pregnancies, although the mechanisms and the specific 
cells responsible for these results are still unclear (43).

The metabolic impairment characterizing obesity and 
diabetes has been linked to changes in autophagy. In 
particular, alterations of Atg members have been reported 
in the human adipose tissue of non-pregnant subjects. 
Xu et al. reported upregulated mRNA levels of a few 
members of the Atg family, including Atg7, in the adipose 
tissue of both overweight and obese subjects, and this is 
suggestive of increased autophagy. The same group also 
proposed Atg proteins as regulators of autophagy in the 
transition from brown to white adipocytes, by remodeling 
cellular membranes and eliminating the excessive 
mitochondria in brown adipocytes (44). Specifically, 
in adipocytes of obese patients with or without type 2 
diabetes, electron microscopy revealed the presence 
of numerous autophagosomes, immunofluorescence 
showed increased autophagic markers such as LC3 and 
Real-time PCR and experiments found out overexpressed 
Atg5 mRNA levels in visceral adipose tissue of the same 
subjects. These evidences demonstrate a significant 
activation of autophagy in the adipose tissue of obese 
patients, with or without diabetes (45).

To our knowledge, Muralimanoharan et al.  investigated 
for the first time Atg dynamics in the human placental 
tissue of pregnancies characterized by maternal obesity 
and/or GDM (46). They found a trend to increase in 
protein levels of placental Atg3 and Atg7 in patients with 
maternal obesity compared to normal-weight. In particular, 
significantly higher levels of Atg7 were found only in 
male placental tissue of overweight and obese women 
compared to normal-weight controls. Male placentas also 
presented decreased autophagosome-related proteins 
degradation and lysosomal biogenesis. This suggests 
that male fetuses may respond to maternal obesity with 
an attempt of increased placental autophagy though 
presenting a disrupted autophagic flux as indicated by 
autophagosome and lysosome alterations. Interestingly, 
the same group also reported decreased gene expression 
of mitochondrial complexes of the respiratory chain and 
antioxidant defenses in the placental tissue of mice with 
a targeted deletion of the key autophagy gene Atg7, 
discussing the similarities between these significant 
placental abnormalities in mice and those observed in 

human placentas with maternal obesity (46). In addition, 
the offspring of these knockout animals showed an 
increased sensitivity to obesity induced by high-fat diet, 
with excessive weight gain and adiposity, hyperglycemia, 
hyperinsulinemia and markers of cardiac remodeling, 
all of which resemble the phenotype of human babies 
from obese and diabetic pregnancies. Despite Atg7 was 
silenced in mouse placenta while it was overexpressed 
in human obese placenta, it is particularly interesting that 
both models are suggestive of placental abnormalities 
and that this placental dysfunction, possibly affected by 
altered autophagy, can impact the newborn’s metabolic 
health (46). Thus, placental autophagy disruption (i.e. 
both excess and deficiency) in this context supports the 
DOHaD hypothesis (10), correlating adverse conditions 
in maternal uterus with metabolic programming of chronic 
diseases in the offspring (46). In addition, Ji et al. reported 
the presence of autophagic vacuoles, autophagosomes 
and partially degraded organelles along with swollen and 
altered mitochondria in syncyziotrophoblasts of GDM 
placentas. Both placental Atg5 mRNA and protein were 
upregulated in these GDM patients compared to healthy 
women. Altogether, these evidences clearly indicate 
abnormal autophagy over-activation in diabetic mothers 
(47).

Another important regulator of intracellular 
homeostasis during trophoblasts proliferation and 
invasion is the serine/threonine protein kinase 
Mammalian Target of Rapamycin (mTOR). The mTOR 
pathway responds to extracellular nutrient, oxygen and 
growth factors availability and consequently regulates 
cell growth, immune responses and autophagy (48). 
In obese pregnant women, high insulin, leptin, and low 
adiponectin activate mTOR signaling in the placenta, 
promoting protein synthesis, mitochondrial function and 
nutrient transport. This pathway increases fetal nutrient 
supply and contributes to fetal overgrowth and excessive 
adiposity in offspring, possibly leading to higher risk to 
develop metabolic disease later in life (12). Moreover, 
mTOR alterations have been found in placenta of 
both undergrowth- and overgrowth-related pregnancy 
pathologies, with opposite trajectory. Indeed, in placental 
tissue, the phosphorylated (i.e. active) form of the protein, 
pmTOR, was reported to be reduced in IUGR and PE 
pregnancies and to be increased in GDM and in mothers 
carrying LGA babies (48,49).

These results probably account for the nutrient-
dependent activity of mTOR. Indeed, nutrients availability, 
as well as expression of mTOR, is generally increased 
in GDM, especially when associated to obesity, while is 
decreased in IUGR and PE (49).

However, mTOR activation is normally associated 
with an inhibition of autophagy through silencing of 
the macroautophagy activator Unc-51 Like autophagy 
activating Kinase 1 (ULK1). Contrarily, as discussed 
above, placental autophagy appears to be increased 
in obesity and GDM (47). These apparently incoherent 
evidences may be due to alternative mechanisms of 
autophagy activation/inhibition in placenta, probably 
different from mTOR signaling. This hypothesis may also 
suggest possible compensatory mechanisms in obese 
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and GDM placentas (49). Nevertheless, the relation 
between mTOR and autophagy in human physiological 
and pathological placentas remains to be elucidated (48).

Recent evidences showed even a more complex and 
articulated pattern of both macroautophagy and CMA 
in placentas of obese women with and without GDM 
compared to normal-weight healthy mothers. In this 
context, Diceglie et al, recently focused on the hypothesis 
that a relationship between autophagy and cell response 
to oxidative stress occurs (23). They found that placentas 
of obese women presented a strong positive correlation 
between the gene expression of BECN1, which is 
a macroautophagy marker of the autophagosome 
formation, and the antioxidant defense enzyme 
Glutathione Synthetase (GSS). Moreover, in placental 
tissue of obese women without comorbidities compared 
to normal-weight controls, they found decreased 
expression of the antioxidant genes GSS, Catalase 
(CAT) and Glutathione Peroxidase 1 (GPX1) and of the 
CMA regulator PHLPP1, as well as upregulated levels of 
the macroautophagy activator ULK1 (23). Interestingly, 
increased placental ULK1 expression associated to GDM 
have also been found by Tsai et al. (49). These results 
suggest altered antioxidant and autophagic dynamics in 
the obese placenta, indicating a higher susceptibility to 
oxidative insults, as well as an increased metabolic stress 
leading to a selective over-activation of macroautophagy 
(23).

On the other hand, PHLPP1, one of the main effectors 
for CMA-driven degradation of HIF1-α, showed higher 
placental expression in obese with GDM compared to 
obese normoglycaemic women. PHLPP1 levels were 
similar between obese GDM women and healthy lean 
controls, suggesting a possible compensatory activation 
of CMA in GDM placentas. However, in a previous 
work, the same researchers also reported mitochondrial 
abnormalities in placental tissue of GDM mothers, 
suggesting that, despite the activation of compensatory 
mechanisms (e.g. CMA) placental function could be 
compromised in these subjects. Importantly, this study 
showed that the autophagy machinery could be affected 
in all obese women, both with and without GDM, 
possibly with different molecular basis (23,15). Finally, 
interesting differences of CMA in relation to fetal sex in 
placentas from obese women with GDM were also found. 
Particularly, the gene expression of Vascular-Endothelial 
Growth Factor (VEGF), that is normally driven by HIF1-α, 
significantly dropped only in males. This provides a clue 
about the dimorphic regulation and effects of CMA in 
male and female fetuses, accounting for the hypothesis 
that males could be more sensible to GDM insults (23).

CONCLUSIONS

Placental autophagy represents an important 
machinery regulating different stages of pregnancy, from 
the first phases to term. Microautophagy is still largely 
uninvestigated in the context of gestation. However, a 
few interesting studies about macroautophagy and CMA 
in pregnancy, specifically in the placental tissue, are 
emerging. Some important advancements have been 

achieved with studies in the mouse model, while there 
is still the need to deepen the knowledge about these 
pathways in the human placenta. Moreover, these first 
evidences may suggest that there is a close relationship 
between autophagy and placental function (12). For this 
reason, autophagy could be addressed as a possible 
treatment target to try to restore compromised placental 
function in pregnancy pathologies. 

Importantly, in the placenta of obese mothers without 
comorbidities and with GDM, which are characterized by 
placental dysfunction, autophagy seems to be altered but 
with possible differential mechanisms between these two 
conditions (23). Autophagy dysregulation in obese and/or 
GDM placentas seems to be a consequence of the altered 
metabolic status of these women. It would be interesting 
to investigate if dietary, lifestyle or pharmacologic 
intervention could ameliorate the autophagic signaling in 
these conditions.  

Also, differential placental autophagic regulation 
according to fetal sex has been preliminary reported, 
opening a new landscape of investigation. Moreover, it is 
now quite well accepted that autophagy closely cooperates 
with many other cellular pathways, including antioxidant 
defenses. For instance, it is tempting to hypothesize 
that supplementation with an antioxidant cocktails could 
positively impact on altered autophagy in obesity and/
or GDM, but this has never been explored. Altogether, 
the evidences currently reported in literature strongly 
suggest that autophagy is a very composite network 
where also metabolic, endocrine and inflammatory/
oxidative aspects are interconnected. Very recently, also 
epigenetic regulation of autophagy has gained some 
attention (50). It would be of particular interest to look 
into placental autophagy modulation by DNA methylation, 
histone modifications and especially microRNA, with 
possible implication in pregnancy diseases and in related 
therapeutic interventions. 

Therefore, the context of maternal obesity and GDM, 
which present alterations in many of the mentioned 
pathways, deserves particular attention in order to 
unravel the autophagic molecular mechanisms underlying 
placental dysfunction and the resulting short- and long- 
term consequences for the offspring. Importantly, this 
could represent an important starting point to unveil new 
possible treatment options. 
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COVID-19 in pregnancy: underestimated risk
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ABSTRACT

The almost relentless worldwide diffusion of severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV-2) is deeply 
engaging the minds of many scientists, clinicians and laboratory professionals, who struggle to identify the possible 
short- and long-term consequences of coronavirus disease 2019 (COVID-19) in the general population, as well as in 
specific cohorts of individuals, who may display peculiar features of infection. Pregnant women represent one of these 
categories, since the biological implications of SARS-CoV-2 infection extend far beyond those caused to the mother, 
involving also the fetus. Several lines of evidence now attest that although mother-to-child SARS-CoV-2 transmission 
is relatively rare (<2% of all pregnancies), the consequences on maternal-fetal-neonatal interface of COVID-19 can 
be very serious. To this end, some important questions raise, such as “is COVID-19 a risk factor for complications in 
pregnancy?”, “which laboratory tests are more predictable of unfavorable pregnancy outcomes?”, “how efficacious 
is COVID-19 vaccination in pregnancy?” and, last but not least, “what evidence supports laboratory monitoring of 
COVID-19 vaccination immunogenicity in pregnancy?”. In this opinion paper, we will attempt to provide an overview 
of the current biological, clinical and laboratory evidence of SARS-CoV-2 infection in pregnancy, trying also to provide 
reliable answers to the aforementioned questions.
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THE FOUR QUESTIONS 

Is covid-19 a risk factor for complications in 
pregnancy?

Although mother-to-child transmission (in utero, 
intrapartum, or early postnatal) of SARS-CoV-2 (severe 
acute respiratory syndrome coronavirus 2) is relatively 
rare, occurring in less than 2% of all pregnancies [1.8%; 
95% confidence interval (95%IC) 1.2-2.5] according to 
data from a recent meta-analysis including 206 cohort 
and 266 case studies, and totaling 28 952 mothers and 
18 237 babies (1), it is clear that the consequences of 
coronavirus disease 2019 (COVID-19) on the maternal-
fetal-neonatal interface even in the absence of mother-

to-child transmission can be very serious, as summarized 
in Figure 1. Since COVID-19 is now widely universally 
recognized as an infective vascular disorder, it is not 
surprising that some specific vascular complications 
may be triggered by SARS-CoV-2 infection. In the 
large INTERCOVID prospective longitudinal study (2), 
including 2 184 pregnant women (33.2% of whom with a 
diagnosis of SARS-CoV-2 infection), the authors found 
that the risk of preeclampsia was nearly 2-fold higher 
in pregnant women with a diagnosis of COVID-19 
compared to those without (risk ratio, 1.77; 95%CI, 1.25-
2.52), and such risk was slightly higher in nulliparous 
women (risk ratio, 1.89; 95%CI, 1.17-3.05). Importantly, 
the risk of preeclampsia was similar between women 
with asymptomatic or symptomatic SARS-CoV-2 
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infection (risk ratio 1.70 versus 1.81). In an even broader 
perspective nationwide US analysis conducted by Regan 
et al. and including 78 283 pregnancies (3), SARS-CoV-2 
infection was associated with a vast array of unfavorable 
outcomes, including abortion hazard ratio (HR), 2.60; 
95%CI, 1.17-5.78), clinician-initiated preterm birth (HR, 
2.88; 95%CI, 1.93-4.30), spontaneous preterm birth (HR, 
1.79; 95%CI, 1.37-2.34), cesarean delivery (HR, 1.99; 
95%CI, 1.71-2.31) as well as fetal growth restriction (HR, 
2.04; 95%CI, 1.72-2.43). These results were confirmed 
by another large multicenter US-based study organized 
by the National Institute of Child Health and Human 
Development Maternal-Fetal Medicine Units Network (4). 
This large retrospective cohort investigation, including 
14 104 pregnant women (16.7% with SARS-CoV-2 
infection), evidenced that COVID-19 was associated with 
a higher risk of a composite endpoint of maternal death, 
morbidity due to hypertensive disorders of pregnancy, or 
postpartum hemorrhage (relative risk, 1.41; 95%CI, 1.23-
1.61). Such risk was magnified in women with moderate 
or severe forms of COVID-19 illness (relative risk, 2.06; 
95%CI, 1.73-2.46). A recent meta-analysis summarized 
the finding of many individual studies which linked SARS-
CoV-2 infection to obstetric and perinatal pregnancy 
outcomes (5). Overall, 17 observational studies totaling 
16 576 pregnancies (16.7% with SARS-CoV-2 infection) 
were included in the final analysis, which confirmed that a 
diagnosis of COVID-19 was associated with higher risk of 
preeclampsia [odds ratio (OR), 1.30; 95%CI 1.09-1.54], 
neonatal intensive care unit (NICU) admission (OR, 2.37; 
95%CI, 1.18-4.76), stillbirth (OR, 2.70; 95%CI, 1.38-5.29) 
and perinatal mortality (OR, 3.23; 95%CI 1.23-8.52).

The main underlying mechanisms of pregnancy 
complications point to a clear vascular basis, as 
demonstrated by a study based on placenta and post-
mortem examinations of fetuses from COVID-19 women 

who developed a pregnancy complication (6). Briefly, 
the main histopathological findings were the presence 
of trophoblast necrosis due to virus penetration, massive 
inflammation in villous chamber, chronic histiocytic 
intervillositis, large intervillous thrombi with massive 
perivillous fibrin deposition, all events associated with 
high SARS-CoV-2 expression in trophoblast and amniotic 
fluid. In another post-mortem study published by Reagan-
Steiner et al. (7), the authors found severe diffuse 
alveolar damage and localized SARS-CoV-2 in neonatal 
pulmonary tissue, along with viral RNA in neonatal heart, 
liver vascular endothelium and placenta, thus indicating 
that in utero SARS-CoV-2 transmission may have 
actively contributed to neonatal death. The association 
between COVID-19 and pregnancy complication finds a 
reasonable biological background in that both angiotensin 
converting enzyme 2 (ACE2; the natural SARS-CoV-2 
receptor at cell surface) and transmembrane serine 
protease 2 (TMPRSS2), key elements driving virus 
entrance in the host cells, are significantly expressed in 
trophoblast cells, thus making this tissue vulnerable to 
SARS-CoV-2 infection (8). This is consistent with the fact 
that placentitis is often associated with maternal viremia, 
as shown by Mithal et al. (9). Interestingly, elevated pro-
inflammatory cytokines have been reported in neonatal 
cord blood, even in the absence of placental infection 
(10). The long-term impact of non-specific imprinting of 
neonatal immune system in those born to SARS-CoV-2-
exposed mothers remains to be elucidated. 

Which laboratory tests are predictable of unfa-
vorable pregnancy outcomes?

A comprehensive meta-analysis of laboratory 
abnormalities encountered in pregnant women with SARS-
CoV-2 infection and their newborns was published by 

Figure 1 
Adverse clinical consequences of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) infection in pregnancy.
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Zhang et al. (11). In summary, the most evident laboratory 
findings encompassed increased neutrophils count and 
IgG (in >50% women and neonates), increased values 
of C reactive protein (CRP) and reduced hemoglobin 
levels (in >50% women). Lymphopenia was also 
relatively frequent in mothers (>30%), whilst increased 
levels of liver enzymes (alanine aminotransferase and/or 
aspartate aminotransferase) were also commonplace in 
neonatal blood (>60%). Thrombocytopenia and increased 
procalcitonin concentration were also found in 20-30% 
of neonates. In a separate meta-analysis conducted 
by Khalil et al. (12), the authors identified additional 
laboratory abnormalities in pregnant women diagnosed 
with SARS-CoV-2 infection, including elevated D-dimer 
values (85%), along with increased concentration of CRP 
or procalcitonin (54%). In keeping with these findings, 
Kalafat et al. carried out a multicenter retrospective 
cohort from 8 different hospitals in 4 distinct countries, 
totaling 793 SARS-CoV-2 positive pregnancy, 5.5% of 
whom admitted to the intensive care unit (ICU) and 1.3% 
who died during hospital stay (13). The model developed 
for predicting adverse pregnancy outcome, which 
included various demographical and clinical variables 
(such as maternal age, body mass index, ethnicity and 
comorbidities among others), symptoms and laboratory 
data (i.e., neutrophil to lymphocyte ratio and CRP) 
displayed a considerable accuracy, with an area under 
the curve (AUC) as high as 0.85.

How efficacious is COVID-19 vaccination in 
pregnancy?

The evidence that COVID-19 vaccination is the most 
effective strategy not only for preventing the unfavorable 
consequences of SAR-CoV-2 infection (14), but also to 
limit virus circulation, is now almost unquestionable (15). 

The largest study to-date on vaccine efficacy in 
pregnancy was published by Dagan et al. (16). The authors 
compared the ratio of SARS-CoV-2 infection, COVID-19-
related hospitalization, severe illness and death in 10 
861 pregnant women who received the mRNA-based 
BNT162b2 vaccine versus 10 861 unvaccinated matched 
pregnant women. Overall, vaccine efficacy between 7-56 
days after completing the primary vaccination cycle 
was estimated at 96% (95%CI, 89-100) for all forms 
of SARS-Cov-2 infection, 97% (95%CI, 91-100) for 
symptomatic infections, and as high as 89% (95%CI, 
43-100) for COVID-19-related hospitalization (no deaths 
occurred in both groups). In another retrospective cohort 
study based on a pregnancy registry in Israel including  
7 530 pregnant women who received the mRNA-based 
BNT162b2 vaccine and 7 530 matched unvaccinated 
controls (17), vaccine efficacy against any type of SARS-
CoV-2 infection 28-70 days after completing primary 
vaccination was 78% (95%CI, 57-89). Similar results 
were obtained in another smaller study (including 407 
pregnant recipients of mRNA-based vaccines and 407 
unvaccinated matched women) (18), vaccine efficacy 
against SARS-CoV-2 infection was 88% (95%CI, 44-97) 
14 days after receiving the second vaccine dose. Such 
remarkable vaccine efficacy is then compounded by very 

high safety profile of mRNA-based vaccination at any 
stage of pregnancy, as recently highlighted by Bookstein 
Peretz et al. (19). 

It is also very important to underline that maternal 
vaccination during pregnancy is also highly effective 
against the risk of COVID-19-related morbidity and 
mortality in infants. Thus, vaccines not only protect the 
mother, but also protect their children. A comprehensive 
study carried out by Halasa et al. in 20 US pediatric 
hospitals (20), evidenced that maternal vaccination was 
effective to reduced COVID-19-related hospitalizations of 
infants aged <6 months by 61% (95%CI, 31-78). It should 
be noted, however, that full data on vaccine efficacy 
following emergence of the high immune escape Omicron 
variant in pregnant women is not yet widely available for 
analysis. Nonetheless, based on observations in the 
overall population, vaccination, especially with booster 
doses, is likely to continue to provide sufficient protection 
against hospitalization and severe illness in pregnant 
women. 

Altogether, the available evidence has persuaded 
the Italian National Institute of Health (Istituto 
Superiore di Sanità; ISS), to endorse some ad interim 
recommendations on pregnancy vaccination (21), which 
basically encompass to offer primary mRNA vaccination 
followed by a booster vaccine dose to all pregnant women 
in the second and third trimester, at least to those willing 
to be vaccinated.

What evidence supports laboratory monitoring 
of COVID-19 vaccination immunogenicity in 
pregnancy?

A recent meta-analysis aimed at summarizing the 
kinetics of anti-SARS-CoV-2 antibodies in pregnancy 
and encompassing 13 observational studies totaling 
48 039 pregnant women who received mRNA-based 
vaccines observed that neutralizing immunoglobulins 
increased rapidly after the primary vaccination cycle (22), 
increasing further after receiving the vaccine booster 
dose and enhancing their transplacental transportation. 
Nonetheless, evidence is emerging that immunogenicity 
of COVID-19 vaccines may be slightly lower in pregnancy. 
In a prospective cohort study including 96 pregnant 
women and 96 matched non-pregnant controls who all 
received the mRNA-based BNT162b2 vaccine (23), the 
pregnant cohort had anti-SARS-CoV-2 IgG antibodies 
levels 21% lower than the non-pregnant cohort (27±11 
versus 34±10 U/L; p<0.001). 

Importantly, evidence has also emerged that pregnant 
women receiving mRNA-based vaccines develop anti-
SARS-CoV-2 Spike IgG antibodies which undergo 
transplacental passage, thus being actively transmitted 
to the fetus, who display values significantly correlated 
with those found in the mother (24). In a prospective 
cohort study including 58 pregnant women who received 
the mRNA-based BNT162b2 vaccine (25), anti-SARS-
CoV-2 IgG antibodies levels in maternal sera and fetal 
cord blood sera were found to be significantly correlated 
(r= 0.857; p<0.001), with a ratio of maternal-to-umbilical 
cord values of approximately 1. Importantly, the presence 
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of anti-SARS-CoV-2 antibodies in fetal serum is most 
likely attributable to maternal delivery, since SARS-CoV-2 
mRNA cannot be detected in the breast milk of COVID-19 
mRNA vaccine recipients (26). Important evidence, which 
emerged from several studies, has also confirmed that 
mRNA COVID-19 vaccines are highly immunogenic 
in pregnancy, and vaccine-elicited antibodies not only 
could be transported to the infant through the cord blood, 
but are also present in breast milk (27). In the study 
by Young et al.  (28), the presence and persistence of 
anti-SARS-CoV-2 neutralizing antibodies in human milk 
was thoroughly investigated. The results showed that 
both anti-SARS-CoV-2 neutralizing IgA and IgG can be 
elicited at sustained levels in milk by administration of 
mRNA-based vaccines, and that IgA antibodies persisted 
almost unvaried in milk for up to 72 days after receiving 
the last vaccine dose. Interestingly, when mRNA-based 
and adenoviral COVID-19 vaccines were compared, the 
former category was found to elicit a considerably higher 
level of anti-SARS-CoV-2 antibodies in human milk (29).

As the kinetics of anti-SARS-CoV-2 serum antibodies 
levels is concerning, a study found that each week 
passed since completing primary COVID-19 vaccination, 
maternal and neonatal antibodies decreased by ~11% 
(95%CI, 4-17) and 12% (95%CI, 4-19), respectively 
(30). These results were confirmed in another study 
(31), which found a trend towards delayed kinetics 
of anti-SARS-CoV-2 Fc receptor (FcR) binding and 
antibody effector functions after receiving mRNA-based 
vaccination in pregnant and lactating women compared 
with nonpregnant controls. 

Overall, COVID-19 vaccination in pregnancy is hence 
associated with development of efficient SARS-CoV-2 
neutralizing antibodies throughout pregnancy up to 
delivery, though some heterogeneous variations across 
pregnant women are consistent with the hypothesis of 
establishing a periodical serological monitoring.

CONCLUSIONS

Several lines of evidence now attest that SARS-CoV-2 
infection may cause severe consequences in pregnancy, 
both to the mother and the fetus, thus paving the way 
to recommend widespread COVID-19 vaccination, since 
current vaccines are effective (Table 1), and have a high 
safety profile in pregnancy, leaving gestation, childbirth 
and perinatal morbidity almost unvaried (32). This is 
consistent with the fact that severe forms of COVID-19 
in pregnancy almost exclusively develop in unvaccinated 
women, or in those with lower vaccine immunogenicity 
(33). Although the kinetics of anti-SARS-CoV-2 antibodies 
in pregnancy seems globally comparable to that observed 
in non-pregnant controls, their serum levels may be 
slightly lower. Heterogeneous immunogenicity, which is 
then correlated with transplacental passage and human 
milk presence has also been observed in pregnant 
and lactating women, which would suggest that anti-
SARS-CoV-2 antibodies monitoring may be advisable 
throughout pregnancy and lactation, to timely identify 
women at higher risk of SARS-CoV-2 infection and 
COVID-19 complications, who may potentially benefit 
more by receiving adjunctive vaccine boosters to protect 
themselves and their children (34,35).  
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Passaggio di venlafaxina nel latte materno durante l’allattamento: rilevanza della 
sua misura in laboratorio.

Sara Baldelli, Dario Cattaneo
Unità di Farmacologia Clinica, ASST Fatebenefratelli Sacco, Milano

ABSTRACT

Venlafaxine excretion in breast milk during 12-months of lactation: the relevance of the laboratory measurement. 
A woman with pre-existing depression on treatment with venlafaxine at 75 mg daily underwent a caesarean section due 
to alteration of the cardiotocography trace. No sign of poor neonatal adaption was observed in the newborn due to the 
antidepressant exposition. The mother was suggested to breast feed the baby and continue with the antidepressant 
therapy. Drug concentrations of venlafaxine in mother and neonate plasma and in mother milk at birth and during 
follow up visits were determined. A significant reduction in the plasma venlafaxine concentrations from the mother was 
observed at birth compared with the 3rd trimester (77 versus 245 ng/mL), with a full recovery at month 2 after delivery 
(226 ng/mL). Plasma venlafaxine concentrations from the newborn were high at birth (185 ng/mL) and progressively 
declined with time, despite the high milk drug concentrations measured throughout the observational period. During 
the one-year follow-up, no symptoms related to venlafaxine-toxicity were observed in the baby-girl. 
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CASO CLINICO

La paziente, gravida di 39 anni, presenta una 
depressione preesistente alla gravidanza ed è 
in trattamento di mantenimento con venlafaxina  
75 mg/die. Viene sottoposta a taglio cesareo per 
alterazione del tracciato cardiotocografico a 38+2 
settimane di età gestazionale. La neonata presenta un 
indice Apgar di 8 e 9, rispettivamente, a 1 e 5 minuti dopo 
la nascita. Il peso alla nascita è di 3 075 g (54° percentile), 
mentre la lunghezza e la circonferenza cranica sono 
rispettivamente di 47 cm (20° percentile) e 33 cm (30° 
percentile). L’adattamento neonatale è buono senza 
alcun sintomo di “poor neonatal adaption” associato 
all’utilizzo di antidepressivi, come tremore, eccitabilità, 
respiro affannoso o tono muscolare alterato.

L’ecografia cerebrale, l’ecocardiogramma, 
l’elettrocardiogramma ecografico addominale e gli esami 
del sangue di routine risultano nella norma per età. 

La neonata viene dimessa al terzo giorno di vita ben 
allattata al seno e con un iniziale aumento di peso; viene 
così deciso di mantenere la terapia alla madre. Durante 
le visite pediatriche di monitoraggio eseguite nei 12 mesi 
successivi non vengono osservati segni di tossicità da 
venlafaxina; lo sviluppo neurologico risulta appropriato 
all’età così come l’aumento del peso e dell’altezza 
(entrambi al 25° percentile).

A partire dal terzo trimestre di gravidanza e nelle 
visite di controllo successive alla nascita sono state 
eseguite determinazione periodiche delle concentrazioni 
di venlafaxina nel plasma materno, nella bambina e nel 
latte materno. Le concentrazioni del farmaco, determinate 
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mediante un metodo validato in cromatografia liquida 
ad alte prestazioni associato a spettrometria di massa 
(1), sono espresse come la somma di venlafaxina più 
desmetilvenlafaxina, metabolita attivo con attività simile 
a quella della venlafaxina in accordo con quanto indicato 
dalla letteratura corrente (2).

Il passaggio di venlafaxina nel latte materno è espresso 
sia come rapporto percentuale delle concentrazioni di 
farmaco di latte su plasma (M/P) sia come dose infantile 
relativa (RID), 

RID [%] =                          x 100

ottenuta dividendo la dose assunta, aggiustata per il peso 
del neonato, (espressa in mg/kg/giorno) attraverso il latte 
(concentrazioni di venlafaxina nel latte Cmilk moltiplicato per il 
volume giornaliero di latte assunto Vmilk) per la dose assunta 
dalla mamma aggiustata per il suo peso (Dmat misurato 
immediatamente dopo il parto) (espressa in mg/kg/d) (3,4). 

Secondo la letteratura disponibile, i farmaci con  
RID <10% sono generalmente considerati “sicuri”. 

Le valutazioni farmacocinetiche evidenziano una 
significativa riduzione delle concentrazioni di venlafaxina 
nel plasma della madre alla nascita rispetto al 3° trimestre di 
gravidanza (77 versus 245 ng/mL; -68%), con un recupero 
al mese 2 dopo il parto (226 ng/mL) a concentrazioni 
ritenute terapeutiche (intervallo terapeutico adottato dal 
nostro laboratorio 100-400 ng/mL). Le concentrazioni 
plasmatiche di venlafaxina della neonata risultano elevate 
alla nascita (185 ng/mL) diminuendo progressivamente 
con il tempo (rispettivamente a 16 e 6 ng/mL al mese 2 
e 12) (Tabella 1). Ad ogni visita, si riscontrano elevate 
concentrazioni di venlafaxina nel latte materno con rapporti 
latte-plasma compresi tra 259 e 600% e, valori di RID, 
rispettivamente, del 9% (alla nascita) e del 23% (mese 2). 

DISCUSSIONE

Gravidanza e post parto sono periodi spesso associati 
ad una maggiore vulnerabilità nella donna, caratterizzati 

da disturbi dell’umore, comprensivi anche di episodi di 
depressione maggiore. Il tasso medio di prevalenza di 
depressione correlata alla gravidanza è del 12-15%, 
raggiungendo il 20% nel primo anno dopo il parto (5,6). 
È importante sottolineare che gli episodi depressivi post-
partum frequentemente associati ad anedonia, ideazione 
suicidaria, preclampsia, sono ora riconosciuti come fattori 
di rischio per la depressione cronica/ricorrente nella 
madre, che potrebbero pregiudicare il benessere futuro 
del bambino. Di conseguenza la terapia antidepressiva 
con inibitori selettivi della ricaptazione della serotonina 
(SSRI) o inibitori combinati della ricaptazione della 
serotonina-norepinefrina (come la venlafaxina) (SNRI) 
viene comunemente suggerita per donne in gravidanza 
o/e in allattamento che soffrono di disturbi psichiatrici 
come depressione e ansia (7,10). Questi farmaci vengono 
tuttavia escreti nel latte materno esponendo i neonati a 
potenziali effetti avversi a breve e lungo termine (2,3).

Dalla letteratura emerge come paroxetina e sertralina 
siano associate ad un profilo di sicurezza migliore durante 
l’allattamento (3,11). Per quanto riguarda la venlafaxina, 
l’esposizione fetale in utero si è dimostrata maggiore 
rispetto ad altri antidepressivi, ma i dati di distribuzione 
nel latte materno e sulla conseguente esposizione del 
bambino al farmaco sono molto limitati. Dalla ricerca 
sulla banca dati Drug and Lactation database (LacMed) 
[https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK501922/] 
emerge come in generale si faccia riferimento a singoli 
casi o comunque a dati riferiti a un numero molto ristretto 
di neonati. 

In questo caso, abbiamo osservato un elevato 
passaggio di venlafaxina nel latte materno dalla nascita 
fino a 12 mesi dopo il parto, con concentrazioni nel 
latte notevolmente superiori alla dose misurata nel 
plasma materno. Questa tendenza si conferma anche 
esaminando il RID, con un valore a due mesi dopo il 
parto che supera il limite di sicurezza del 10% (Tabella 1), 
ponendo alcuni potenziali problemi di sicurezza. Tuttavia 
le visite neurologiche di monitoraggio non hanno mostrato 
nella bambina segni di tossicità legata al farmaco.

Cmilk x Vmilk

Dmat

Tabella 1
Andamento temporale delle concentrazioni di venlafaxina nel plasma e nel latte materno. 
Le concentrazioni di farmaco sono misurate mediante cromatografia liquida associate alla spettrometria di massa (limite di 
quantificazione 5 ng/mL) ed espresse come somma di venlafaxina più desmetilvenlafaxina (i rispettivi valori sono riportati tra 
parentesi). 

Alla nascita +10 giorni +2 mesi +6 mesi +12 mesi

madre neonato madre neonato madre neonato madre neonato madre neonato

Venlafaxinaplasma ng/mL 77
(<5+77)

185
(13+172)

226 
(66+160)

16 
(<5+16)

6 
(<5+6)

Venlafaxinalatte ng/mL 462 
(34+428)

781 
(168+613)

586 
(144+442)

777 
(171+606)

415 
(96+319)

rapporto latte/plasma % 600 259

RID % 9 23
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Ciò potrebbe essere dovuto alla quantità molto 
bassa di venlafaxina plasmatica a cui di fatto è stata 
esposta la neonata. Infatti, nonostante le elevate 
concentrazioni di farmaco nel latte misurate durante il 
periodo di osservazione, le concentrazioni plasmatiche 
di venlafaxina nel neonato si sono progressivamente 
ridotte di 11 e 30 volte dalla nascita al mese 12 post 
parto. Inoltre, tali differenze potrebbero essere legate 
alla diversa composizione del latte umano nei primi 
mesi di vita, alla progressiva riduzione della quantità di 
latte assunta dal bambino e/o alla maturazione correlata 
all’età dei trasportatori di efflusso di farmaci espressi nel 
tratto gastrointestinale (12).

In conclusione, la caratterizzazione dei profili 
farmacocinetici e di sicurezza della venlafaxina durante 
la gravidanza e l’allattamento può contribuire alla scelta 
consapevole di non precludere la possibilità di allattamento 
al seno alle donne in trattamento farmacologico, 
predisponendo al contempo un attento monitoraggio del 
neonato. Il nostro caso clinico ha infatti dimostrato come il 
monitoraggio della concentrazione del farmaco eseguito 
durante le diverse fasi di gravidanza possa permettere 
l’identificazione precoce di un eventuale sotto-dosaggio 
del farmaco (soprattutto nel terzo trimestre) ed un 
conseguente aggiustamento posologico che migliori 
la risposta della donna alla terapia antidepressiva. Al 
contempo, la valutazione contemporanea del passaggio 
di farmaco nel latte materno e della relativa esposizione 
sistemica del neonato nei mesi dell’allattamento fornisce 
un supporto di laboratorio fondamentale nella decisione 
clinica di prosecuzione del trattamento con venlafaxina 
se la madre decide di continuare ad allattare (nel nostro 
caso è stato documentato un passaggio rilevante di 
farmaco nel latte materno senza segni di accumulo a 
livello sistemico). 
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Importanza del monitoraggio terapeutico dei farmaci durante la gravidanza in 
una donna con infezione da HIV di lunga durata in trattamento farmacologico 
multiplo
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ABSTRACT 
The importance of Therapeutic Drug Monitoring during pregnancy in a HIV-positive woman taking lifelong 
antiretroviral therapy.
Providing antiretroviral (ARV) therapy to achieve or maintain complete HIV viral replication control during pregnancy 
is fundamental to prevent mother-to-child-transmission. We describe the case of a woman, HIV positive since birth 
with multiple drug resistance to HIV drugs due to poor life-long adherence to ARV. Once pregnant, the woman showed 
massive viral replication during last days of the third trimester of pregnancy after previous viral undetectability. Given 
drug resistance profile and pregnancy pharmacokinetic changes, therapy choice was limited to a complex 5-7 tablets 
daily regimen  of drugs with potential gastrointestinal side effects (i.e. nausea or vomiting). Therapeutic drug monitoring 
(TDM) revealed sub-optimal ARV exposure potentially related to a selective non-adherence to therapy due to difficult 
swallowing and vomiting. Therapy was modified based on TDM aiming at a rapid HIV viral load decrease in the last 
days before planned cesarean delivery. The newborn was healthy and negative for HIV RNA at delivery and during 
follow-up.
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CASO CLINICO 

Viene riportato il caso di una giovane donna con 
coinfezione HIV/HCV per trasmissione verticale. La 
terapia antiretrovirale (ARV) era stata iniziata all’età di 
tre anni con difficoltà a deglutire tutti i tipi di formulazione 
orale e scarsa aderenza nell’assunzione di farmaci. 
Dall’età di quindici anni, la paziente ha manifestato un 
completo rifiuto della propria condizione e deterioramento 
della compliance che ha portato ad una replicazione 
di HIV incontrollata. L’analisi del profilo genotipico ha 
rivelato mutazioni associate a resistenza agli inibitori 
della transcrittasi inversa nucleosidici e non nucleosidici; 
il tropismo corecettoriale HIV era CCR4.

All’età di 20 anni, è stata ricoverata per disfagia 
ingravescente, astenia intensa e cefalea frontale. Gli esami 
ematologici hanno mostrato HIV-RNA di 86 396 copie/mL 
e 36 linfociti CD4+/mm3 (4%, rapporto CD8/CD4 0,1).  
I test bioumorali e strumentali erano negativi per infezioni 
opportunistiche. Dopo averne discusso con la paziente, 

data la profonda deplezione immunitaria pericolosa per 
la vita, è stato avviato un regime farmacologico multiplo 
con assunzione una volta al giorno (QD) di etravirina 
(ETV) 400 mg (2 compresse 200 mg disciolte in acqua), 
darunavir (DRV) 800 mg 1 compressa, ritonavir (RTV) 
100 mg 1 compressa, dolutegravir (DTG) 50 mg 1 
compressa.

Al monitoraggio dopo 2 mesi, l’HIV-RNA era non 
rilevabile. La paziente riferiva una buona compliance 
e un miglioramento delle condizioni generali. Dopo un 
periodo di sei mesi con HIV-RNA non rilevabile, un test di 
gravidanza è risultato positivo con età gestazionale (GA) 
di 5 settimane. Considerando le linee guida per la terapia 
ARV durante la gravidanza (1), il profilo di resistenza 
ai farmaci, la recente buona tolleranza e aderenza alla 
terapia, abbiamo mantenuto DRV/RTV 800/100 mg, DTG 
50 mg, ETV 400 mg, QD la sera. Data l’attesa diminuzione 
delle concentrazioni di DRV durante la gravidanza rispetto 
ai livelli delle non gravide, specialmente nel primo e terzo 
trimestre, i cambiamenti fisiologici delle caratteristiche 
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farmacocinetiche (2,3) e la storia di scarsa compliance, 
è stato pianificato un monitoraggio terapeutico dei 
farmaci (TDM) mensile. Le concentrazioni dei farmaci 12 
ore dopo l’assunzione sono riportate nella Tabella 1. Il 
confronto delle concentrazioni attese per la paziente a 24 
h con i valori di letteratura evidenziano un’aderenza solo 
parziale alla terapia soprattutto per RTV ed ETV, risultati 
più volte addirittura non determinabili. La paziente ha 
confermato quanto evidenziato dal TDM. Per limitare il 
rischio di rebound virale e conseguente trasmissione di 
HIV al feto, la terapia è stata modificata all’inizio del terzo 
trimestre aumentando la dose di DRV/RTV a 600/100 mg 

due volte al giorno ed ETV è stata suddivisa in 200 mg 
due volte al giorno. A 36 settimane è stato osservato un 
brusco rialzo di HIV-RNA (11 100 copie/mL, Figura 1): la 
paziente ha riferito frequenti episodi di vomito. Poiché 
il parto cesareo programmato era stato anticipato per 
colestasi, la terapia è stata immediatamente modificata, 
tornando alla precedente con DTG 50 mg due volte al 
giorno per ridurre la carica il più rapidamente possibile. 
L’ultimo HIV-RNA disponibile, cinque giorni prima del 
parto, era di 586 copie/mL. 

Il neonato è nato sano e negativo per HIV.

HIV-RNA copie/mL
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Figura 1

HIV-RNA copie/mL di nelle diverse settimane di gestazione.

Andamento temporale delle concentrazioni dei farmaci a 12 ore (C12) e predizione a 24 ore (C24) nella paziente HIV positiva 
durante le settimane di gestazione. Valori espressi in ng/mL

* University of Liverpool, Pharmacokinetics facts sheets. https://www.hiv-druginteractions.org/prescribing_resources
nd, concentrazione del farmaco non determinabile, inferiore al limite di rilevabilità.

Tabella 1

Settimana 11 Settimana 16 Settimana 20 Settimana 23 Settimana 25 *Riferimento 

Farmaci C12 C24 C12 C24 C12 C24 C12 C24 C12 C24 C24h

Darunavir 3 697 2 123 2 840 1 631 330 190 542 311 2 517 2 517 2 282±1 168

Ritonavir 98 25 85 21 nd nd nd nd 142 142 80±40

Etravirine 187 153 175 143 64 52 nd nd nd nd 297±391

Dolutegravir 956 528 1 202 664 46 25 77 43 805 805 1110
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DISCUSSIONE

L’obiettivo principale della terapia ARV durante la 
gravidanza è la prevenzione della trasmissione materno-
fetale (TMF) dell’infezione da HIV tramite un trattamento 
materno ottimale. Gli agenti ARV di scelta raccomandati 
dalle linee guida (1,4) riducono la TMF dal 20-45% senza 
terapia a meno dell’1% con il controllo completo della 
replicazione, per neonati non allattati al seno (5). Poiché 
la trasmissione verticale potrebbe coinvolgere tutte le 
fasi della gravidanza con un rischio massimo al momento 
del parto, una terapia efficace, già in corso prima del 
riscontro della gravidanza, dovrebbe essere proseguita 
indipendentemente dall’età gestazionale, a meno che 
non siano noti potenziali effetti avversi dei farmaci per la 
madre, il feto o successivamente per il nuovo nato (4). 
Sono diversi i fattori legati alla gravidanza, in generale, 
o alle esigenze del singolo paziente che influenzano la 
scelta della terapia adeguata. In particolare, come nel 
nostro caso, abbiamo dovuto considerare le mutazioni 
di resistenza ai farmaci in una paziente già trattata da 
diversi anni e la sua scarsa possibilità di assumere 
schemi terapeutici complessi con un elevato numero di 
pillole, dati i problemi di deglutizione esistenti. Inoltre, 
durante la gravidanza si verificano molti cambiamenti 
fisiologici che potrebbero alterare il livello dei farmaci 
con riduzione dell’esposizione plasmatica, soprattutto 
per la classe degli inibitori delle proteasi, e perdita del 
controllo della replicazione virale. Le concentrazioni dei 
farmaci potrebbero essere influenzate da: pH gastrico 
più elevato, ridotta motilità intestinale, volume plasmatico 
più elevato, diminuzione delle proteine plasmatiche 
e modificazioni della perfusione tissutale (6). Inoltre, 
i cambiamenti ormonali influiscono sull’attività degli 
enzimi cellulari coinvolti nel metabolismo degli ARV con 
un’induzione dell’isoforma 3A4 del citocromo P450 e di 
UGT1A1. Questi cambiamenti possono risultare in una 
ridotta esposizione al farmaco, soprattutto nel secondo 
e terzo trimestre. Inoltre livelli più elevati di progesterone 
modificano il funzionamento di trasportatori di farmaci 
come la brest cancer resistance protein (BCRP) e la 
glicoproteina P (P-gp), entrambi attivi in modo diverso 
a seconda dell’età gestazionale e presenti anche 
nella placenta e in altre strutture fetali (7-9). Infine, la 
simulazione di uno stato infettivo acuto in modelli animali 
ha mostrato una diminuzione dell’espressione dei 
trasportatori dei farmaci (9). Tutti questi elementi possono 
influenzare l’esposizione ai farmaci e il bilancio finale 
è solo parzialmente prevedibile dalle determinazioni  
nel plasma materno e dalla valutazione del passaggio 
transplacentare attraverso la determinazione del 
rapporto plasma cordonale/plasma materno. È 
necessaria una comprensione più approfondita delle 
complesse interazioni tra il metabolismo placentare e 
quello materno per diversi farmaci per ottenere nuove 
informazioni sull’efficacia e la sicurezza sia per la madre, 
specialmente nel secondo e terzo trimestre, sia per il feto 
ed in particolare nel primo trimestre, quando il rischio 
di sviluppo di difetti congeniti dovuto all’ esposizione ai 
farmaci è maggiore.

Nel nostro caso i livelli di farmaci della paziente non 
erano paragonabili ai valori di riferimento, generalmente 
espressi in termini di concentrazioni dopo 24 ore 
dall’assunzione del farmaco, poiché la paziente assumeva 
la terapia la sera; inoltre non è stato possibile raccogliere 
il plasma cordonale al momento del parto per valutare 
l’esposizione fetale. Il problema principale dell’anamnesi 
della nostra paziente era la scarsa compliance; il 
monitoraggio ravvicinato delle concentrazioni dei farmaci 
ci ha permesso di rilevare non solo la diminuzione dei 
valori durante il trascorrere dei trimestri di gravidanza 
ma anche, e questo è l’aspetto peculiare di questo caso, 
la non aderenza selettiva a determinati farmaci come 
mostrato da concentrazione di ETV e RTV inferiore ai 
livelli di rilevabilità in ripetute misurazioni. Abbiamo avuto 
quindi la possibilità di modificare tempestivamente la 
terapia nel momento in cui sono stati osservati bassi 
livelli plasmatici dei farmaci, cercando di prevenire una 
ripresa della replicazione di HIV, aumentando la dose 
di DRV/RTV e dividendo la somministrazione di ETV 
in due volte al giorno. Sfortunatamente, la paziente ha 
manifestato effetti collaterali gastrointestinali, peraltro 
attesi con gli inibitori della proteasi, con vomito ripetuto 
dopo l’assunzione dei farmaci. Nonostante ciò non 
sia stato riferito subito, l’improvviso rialzo di HIV-RNA 
osservato all’ultimo controllo programmato prima del 
parto ci ha dato la possibilità di modificare nuovamente 
la terapia cercando di ridurre la replicazione virale il 
più rapidamente possibile. Abbiamo quindi aumentato 
il dosaggio di DTG a 50 mg due volte al giorno, data 
la proprietà degli inibitori dell’integrasi di ridurre la 
replicazione virale dell’HIV più velocemente rispetto ad 
altre classi di ARV(4); DRV/RTV è stato riportato ad una 
dose giornaliera più bassa (800/100) e ETV a 400 mg 
QD considerata la migliore tolleranza con questo tipo di 
somministrazione.

In conclusione, sebbene non sia stato dimostrato che 
il TDM abbia alcun beneficio aggiuntivo in gravidanza 
e il suo uso routinario non sia raccomandato per 
migliorare il controllo della replicazione di HIV o per 
ridurre la trasmissione materno-fetale (10), il suo utilizzo 
potrebbe essere utile per rilevare variazioni inattese delle 
concentrazioni plasmatiche dei farmaci. In particolare, 
nel caso di pazienti con infezione di lunga durata, in 
trattamento con regimi terapeutici complessi e con gravi 
problemi di aderenza, potrebbe aiutare a prevenire un 
deficit di efficacia causato dalla scarsa esposizione ai 
farmaci con aumento del rischio di trasmissione materno-
fetale.
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A rare case of multiple alloantibody detection in a woman of childbearing age 

Maria Pepe, Elisabetta Crollo, Angelo Ostuni
Immunohematology and Transfusion Medicine Service - Azienda Ospedaliero-Universitaria Consorziale Policlinico di 
Bari, University of Bari “Aldo Moro” 

ABSTRACT 
Anti-G antibodies in alloimmunized woman.
The Rhesus G antigen is expressed on C+ and D+ erythrocytes. As a consequence, anti-G antibodies can mimic the 
presence of anti-C plus anti-D specificity on Indirect Antiglobulin Test . It is not possible to discriminate between the three 
antibodies in routine testing because anti-G can only be highlighted with the adsorption-elution test. During pregnancy, 
it is important to identify anti-G antibodies because their presence has been associated with hemolytic disease of the 
fetus and newborn (HDFN). It is also of fundamental importance to identify the  antibodies really present because when 
anti-D is absent rhesus prophylaxis must be administered.  The present case report describes the findings in a 44-year-
old woman, who was group A Rh negative (phenotype ccdee), weak D negative; antibodies screening by Indirect 
Antigloblin Test (IAT) was positive. Antibody identification by IAT revealed anti-C, anti-D and anti-Jka antibodies. Due to 
the concomitant presence of anti-C and anti-D, the test for anti-G antibody was carried out by using adsorption-elution test.  
The results showed that in the patient’s blood  anti-G, anti-C, anti-D and anti-Jka antibodies were present. This case report 
illustrates the usefulness of using manual methods together with the automated methods in the Immunohematology 
Laboratory. In fact, the simultaneous presence of anti-C and anti-D must always induce to check for the presence of 
anti-G which can be identified only with adsorption-elution methods. 
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CASE PRESENTATION

This case report is about a 44-year-old woman, 
currently not pregnant, with a previous pregnancy that 
led to the birth of a child with health problems, who 
came to our observation in the Immunohematology 
Laboratory of the Policlinic in Bari. There was no 
significant medical history, no past history of blood 
transfusion or transplantation. The patient was undergoing 
medically assisted fertilization for a further pregnancy. 

For this reason, she has been subjected to several 
immunohematological tests that were performed using 
Capture solid phase technology (NEO Iris, Immucor) and 
DG Gel technology (Erytra, Grifols).

The patient’s blood group was A Rh negative 
(phenotype ccdee), weak D negative (NEO Iris, Immucor). 
Monospecific Direct Antiglubulin Test (DAT, anti-IgG 
and anti-C3d) was negative (Erytra, Grifols). Antibody 
Screening by Indirect Antigloblin Test (IAT), using three-cell 
antigen panel (Screen-Cyte 0,8%, Grifols), was positive. 

An antibody identification by IAT using an extended 
15-cell panel (Identisera Diana Extend, Grifols) with
ID-cards at 37 °C was then performed. The pattern of
antibody reactivity  was suggestive of  anti-C, anti-D
and anti-Jka antibodies. This identification was repeated
using ID-cards at 4 °C and showing the same result:
the pattern was suggestive of anti-C, anti-D and anti-Jka
antibodies. A titration test gave the following results:
anti-D/C 1:64, anti-Jka 1:2 by both NEO Iris and Grifols.

The extended red cell antigen phenotype, performed 
by using Capture methods (NEO Iris, Immucor), was: 
K-, Fya+Fyb+, Jka-Jkb+, M+N+, Kpa-Kpb+, P1-, 
Lua+Lub+, Lea-Leb+. 

Further investigations included analysis of the 
husband’s blood and the use of  second-level methods 
(adsorption-elution tests)  on the patient’s samples. 

The husband’s blood group was O Rh positive, 
phenotype CcDee. Extended red cell antigen 
phenotype was: K-, Fya+Fyb+, Jka+Jkb-, M+N-, Kpa-
Kpb+, P1+, Lua-Lub+, Lea-Leb+ (NEO Iris, Immucor). 
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These findings were consistent with the presence of 
the antibodies detected in the serum of the patient: the 
husband was strongly positive for C, D and Jka antigens 
whereas the patient was negative.

 Because of the simultaneous presence of anti-C and 
anti-D, a research for the presence of anti-G antibody 
was carried out performing adsorption-elution tests. 

Second level methods were used to identify the 
different types of antibodies in patient’s plasma.

In particular, adsorption-elution test allows to remove 
the antibodies from the serum or plasma by using red 
cells with the corresponding antigens (Adsorption) and 
to elute the antibodies from red blood cells (Elution). In 
this particular case, the adsorption step was performed 
using O group red blood cells, with a specific phenotype 
useful for our purposes, sorted out from our blood bank. 
Specifically, the plasma + red cells (ccDJka-) at 1:1 ratio 
were incubated for 30 minutes at 37 °C. Subsequently, 
red cells were eluted using rapid acid elution (Elu-kit II, 
Immucor) to reveal any attached antibodies. The antibody  
identification was performed by solid-phase IAT using a 
commercial panel for identification (Capture-R Ready-ID, 
Extend I and II, Immucor) and a gel card system using an 
extended 11-cell panel (Data-Cyte, Grifols): the results 

were suggestive for the presence of anti-G antibodies. 
At the same time, a second adsorption was performed 
using the eluate + red cells (CcdJka-). Also in this case, 
the results (after elution and antibody identification) were 
suggestive for the presence of anti-G antibodies.

In summary, the second level manual methods 
identified anti-G antibodies (Figure  1) and confirmed 
the presence of anti-C, anti-D and anti-Jka antibodies 
(Table 1) as already indicated by the  routine testing using 
automated analyzer (Erytra, Grifols).

DISCUSSION

The “Rhesus G antigen” was first described in 1958 by 
Allen et al (1). It originates by Serine on position 103 of the 
RH polypeptide and is encoded by RHD gene and by the 
RHCE*Ce (C allele of the RHCE gene) (2). The G antigen 
(RH12) is a member of the Rh system of blood group 
antigens. It is expressed on erythrocytes bearing the C and/or 
D antigen. Furthermore, erythrocytes that do not carry either 
of these two antigens, typically do not express the G antigen. 
Nevertheless, rare cases of erythrocytes with rGr (cGe/ce) 
phenotype and G antigen but not D and C antigens (due 
to RHD-RHCE gene conversion) have been reported (3,4). 

Figure  1
Flow chart of sequential adsorption elution tests used to remove anti-G antibodies from the plasma. Identification was 
performed by Capture-R Ready-ID and Capture-R Extend II (Immucor)  for confirmation. The results indicate the presence 
of anti-G antibodies.

ANTI-G IDENTIFICATION

First adsorption

	► Woman’s plasma + Red cells phenotype ccDJka-. 
	► Elution.

Second adsorption

Eluate + Red cells phenotype CcdJka- (this 
phenotype is able to capture only anti-G 
antibodies from eluate).

Elution of Red cells and identification 
(Capture-R Ready-ID). The positive reactions 
were suggestive of anti-G antibodies. Identification was repeated by Capture-R Extend 

II. The result was the same: presence of anti-G 
antibodies.

Antibodies identification in eluate was 
performed by Capture-R Ready-ID. The 
reactions were suggestive of anti-G antibodies. 
In fact, Red cells with ccDJka- phenotype are 
able to capture only anti-D antibodies but the 
picture of identification results was anti-D plus 
anti-C association, the same picture as anti-G 
antibodies.
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    Anti-G is an antibody found in individuals with 
phenotype rr (ccdee) who lack the C and D antigens 
and have been exposed to these antigens because of 
transfusion, pregnancy or transplantation. It appears as 
a blend of anti D plus anti C antibodies on IAT (since it 
is adsorbed by both C-D+ and C+D- erythrocytes), so it 
cannot be serologically differentiated (5). Furthermore, 
anti-D, anti-C and anti-G antibodies can be found alone 
or in various combinations.

Differentiating anti-G from the other two antibodies 
is not important for transfusion practice since D-C-
erythrocytes will be always chosen for transfusion. 
Furthermore, serological cross-match will detect if a 
rare D-C-G+ unit has been selected for transfusion. On 
the opposite, it is important in obstetrics when pregnant 
women express anti-G and not anti-D: they can still 
develop anti-D so they require rhesus prophylaxis. 
Moreover, anti-G can cause mild and, rarely, severe 
hemolytic disease of the fetus and newborn (HDFN) (6,7).

The interest of the present case is due to the rare 
presence of four antibodies at the same time in a 
alloimmunized woman. In particular, the results indicate 
that patient’s antibody profile is anti-C+anti-D+anti-
G+anti-Jka. Palfi et al. (8) evaluated the frequency 
of these antibody combinations in the sera from 
alloimmunized women. The frequency of D+G, D+C and 
D+C+G antibodies occurred in 25.9%, 11.1% and 48.1% 
of the examined women, respectively; overall, anti-G 
was detected in 24/27 samples (88.9%) (8).  Anti-Jka 
is associated with mild anemia in pregnancy although 
rare cases of severe anemia have been reported 
(9,10). Anti-C and anti-D as well as anti-G antibodies 
can lead to HDFN with different degrees of severity 
(11). Unfortunately, in routine testing, anti-G mimics the 
reactivity pattern of anti-C and anti-D antibodies so it is 

not possible to discriminate between the three patterns 
when using automated analyzers. On the other hand, 
in women of childbearing age or pregnant,  it is crucial 
to find out which antibodies are really present because 
when anti-D is absent, rhesus prophylaxis must be 
administered. It is possible to discriminate between anti 
C, anti-D and anti-G only using manual methods as the 
adsorption-elution test, as the present case demonstrates.  

The importance of having available second level 
manual methods along with automated methods in the 
Immunohematology Laboratory is thus confirmed. 

We can conclude that when anti-C + anti-D are 
detected during pregnancy or in alloimmunized women, 
it is appropriate to look for the presence of anti-G, 
considering that it may cause HDNF. Moreover, the 
differentiation of anti-D, anti-C and anti-G is necessary 
and useful in deciding whether, in case of pregnancy, 
RhD prophylaxis should be administered. 
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Table 1
Detection of anti-C, anti-D and anti-Jka by using adsorption elution methods.

ANTI-C ANTIBODIES

Antibodies identification was performed by three consecutive adsorptions for exhaustion anti-D, anti-G and anti-Jka:

	- First adsorption: woman’s plasma + Red cells phenotype ccDJka+;
	- Two following adsorptions: adsorbate + Red cells phenotype ccDJka+;
	- Antibodies identification in adsorbate was performed with 11-cell panel, Data-Cyte (Grifols). The reactions were suggestive of 

anti-C antibodies.

ANTI-D ANTIBODIES

Antibodies identification was performed by four consecutive adsorptions for exhaustion anti-C, anti-G and anti-Jka:

	- First adsorption: woman’s plasma + Red cells phenotype CcdJka+;
	- Three consecutive adsorptions: adsorbate + Red cells phenotype CcdJka+;
	- Antibodies identification in adsorbate was performed with 11-cell panel (Data-Cyte, Grifols), plus Cell 2 of 15-cell panel 

(Identisera, Grifols) to have an extra positive well for anti-C identification. The reactions were suggestive of anti-D antibodies.

ANTI-Jka ANTIBODIES

Antibodies identification was performed by following steps:
	- Adsorption: woman’s plasma + Red cells phenotype ccdJka+;
	- Elution;
	- Antibodies identification in eluate was performed with Capture-R Extend I (Immucor). The reactions were suggestive of anti-Jka 

antibodies.
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www.menarinidiagnostics.it

Analizzatore HPLC automatico per l’analisi 
dell’emoglobina glicata e delle emoglobinopatie

Il partner ideale nello screening 
delle emoglobinopatie 
in epoca preconcezionale e in gravidanza
Hb NEXT è un analizzatore HPLC  completamente automatico progettato per fornire 
valori precisi e accurati di HbA1c, HbA2, HbF e delle principali varianti emoglobiniche.

Riservato ai Professionisti Sanitari

FLESSIBILITÀ, AUTOMAZIONE ED EFFICIENZA
	 Due modalità di analisi: 

	 Variant: Per la determinazione dell’HbA1c e l’individuazione dei campioni con sospetto di emoglobinopatia
	 Talassemia: Per un risultato quantitativo per HbA1c, HbF e HbA2 e la separazione delle varianti HbE, HbD, HbS e HbC.

	 Nessuna sostituzione di colonna ed eluenti passando da una modalità di analisi all’altra 
	 e totale compatibilità tra diversi lotti di eluenti e colonna

	 Intervento dell’operatore ridotto al minimo 
	 Lunga durata della colonna (almeno 6.000 test) e possibilità di caricare due sacche per ogni eluente, 

	 per non dover interrompere la routine per sostituire gli eluenti
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