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ABSTRACT

The role of laboratory monitoring in heparin treatment of COVID-19 patients.

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) can be associated with serious clinical complications such as acute
respiratory distress syndrome (ARDS), sepsis and multiple organ failure (MOF). A key event in the pathophysiology
of ARDS is immunothrombosis, a process initiated by the innate immune system that provides a first line of defense
for local control of infection. In its physiological form, immunothrombosis is intended to facilitate the recognition,
containment and destruction of pathogens, thus protecting the integrity of the host without inducing significant
collateral damage. The cytokine storm that occurs during COVID-19 induces often venous and arterial thrombotic
events affecting different organs, not limited to the respiratory system. It is therefore necessary to introduce an
anticoagulant treatment in patients with COVID-19 to prevent the onset and the extension of thrombotic events. The
low molecular weight heparin (LMWH) is the first-choice drug recommended by the main international scientific
societies; alternatively, unfractionated heparin (UFH) or fondaparinux can be used. The dosage of these drugs in
patients with COVID-19 is still under discussion. The coagulation testing plays an important role in monitoring the
efficacy and safety of UFH treatment; in the case of LMWHSs, these usually do not require monitoring but, if
alterations of renal function occur, it is important to perform the chromogenic determinations of the anti-Xa activity,
paying a particular attention to the timing of sampling, the pre-analytical variables, calibration of the test and
reference ranges.

INTRODUZIONE

La malattia da coronavirus 2019 (COVID-19) &
causata dal virus SARS-CoV2, un patogeno
appartenente alla famiglia dei coronavirus (CoV), virus
respiratori responsabili di malattie con forme
sintomatiche che possono variare da lievi (come il
comune raffreddore) a moderate, fino a sindromi
respiratorie gravi come la sindrome respiratoria
mediorientale (MERS) e la sindrome respiratoria acuta
grave (SARS) (1-3).

La maggior parte dei pazienti affetti da COVID-19
presenta sintomi da lievi a moderati come febbre, tosse
secca, affaticamento, mal di testa e dolore muscolare;
meno frequentemente presenta mal di gola, naso che

cola, diarrea, emottisi e brividi. Tuttavia, il 15% di essi
progredisce verso una forma grave di polmonite
interstiziale, che richiede ospedalizzazione e supporto
d’ossigeno, e circa il 5% alla fine sviluppa una sindrome
da distress respiratorio acuto (ARDS), sepsi e shock
settico e/o insufficienza multipla d’'organo (MOF), a tal
punto da richiedere cure intensive. L’'acidosi metabolica
e la presenza di coagulopatia, inclusa la coagulazione
disseminata intravascolare (CID), si associano a queste
forme gravi di infezione (1). Gli adulti piu anziani, quelli
con disturbi immunitari e comorbilita, rappresentano i
soggetti piu a rischio di sviluppare ARDS, cosi come le
altre complicanze potenzialmente fatali; tuttavia anche i
pazienti giovani e altrimenti sani non ne sono
completamente esenti.
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Anche il sistema cardiovascolare viene interessato
dall'infezione virale, con complicanze quali miocardite,
infarto acuto del miocardio, insufficienza cardiaca,
disritmia ed eventi tromboembolici venosi (2,3). Il rischio
di eventi trombotici € particolarmente elevato nei pazienti
COVID-19 ricoverati in terapia intensiva, con stime che
vanno dal 25% delle casistiche cinesi, al 31% di un
recente studio olandese, in pazienti gia in profilassi
eparinica (4). L'attivazione della coagulazione e/o della
fibrinolisi si verificano come parte della risposta
inflammatoria acuta ad una infezione, e la forma grave di
COVID-19 & comunemente complicata da una grave
coagulopatia, nella quale livelli di D-dimero
marcatamente elevati si associano ad una prognosi
infausta (5).

L'ARDS & caratterizzata da una interruzione
dell'integrita della barriera endoteliale e da danno
polmonare diffuso. Lo squilibrio tra coagulazione e
inflammazione & una caratteristica predominante
dellARDS, che porta ad un'estrema risposta
infammatoria e alla deposizione diffusa di fibrina nel
letto capillare vascolare e negli alveoli. E stato osservato
che la maggior parte dei pazienti affetti da una forma
grave di COVID-19 presentano livelli sierici
particolarmente elevati di citochine pro-infammatorie tra
cui IL-6 e IL-1B, nonché di IL-2, IL-8, IL-17, Granulocyte
Colony Stimulating Factor (G-CSF), Granulocyte
Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF),
Tumor Necrosis Factor a (TNF a) ed altre (6,7).

Questa & una fase molto critica della malattia,
caratterizzata da una “tempesta citochinica”, ovvero da
una infiammazione fuori controllo indotta dal sistema
immunitario disregolato (7-9). Alti livelli di citochine pro-
inflammatorie possono causare shock e danni ai tessuti
nel cuore, nel fegato e nei reni, nonché insufficienza
respiratoria e MOF; inoltre, stimolano una massiccia
infiltrazione di neutrofili e macrofagi nei polmoni,
causando danno alveolare e formazione di membrane
ialine ed ispessimento della parete alveolare.

PATOGENESI DELLA IMMUNOTROMBOSI
NEL PAZIENTE COVID-19

Un evento chiave nella fisiopatologia dellARDS &
'immunotrombosi, un processo avviato dal sistema
immunitario innato che fornisce una prima linea di
difesa per il controllo localizzato dell'infezione (10). La
fibrina costituisce la base strutturale, I'impalcatura
(scaffold) dei coaguli immunotrombotici e il suo
assemblaggio prevede l'azione concertata di fattori
della coagulazione, piastrine e leucociti, all'interno dei
vasi sanguigni e in particolare nei microvasi.

L'immunotrombosi nella sua forma fisiologica &
deputata a facilitare il riconoscimento, il contenimento
e la distruzione dei patogeni, proteggendo cosi
l'integrita dell'ospite senza indurre danni collaterali
importanti all'ospite. Tuttavia, se non controllata,
I'immunotrombosi & un processo biologico che
favorisce le patologie associate alla trombosi.

Sebbene la capacita di formare trombi di fronte a
una lesione dei vasi sia nota da tempo come
essenziale per il mantenimento dell'emostasi, fino a
poco tempo fa non era stata riconosciuta come un
meccanismo intravascolare di difesa immunitaria. Il
termine immunotrombosi & stato coniato da
Engelmann e Massberg, che lo hanno descritto come
un potenziale ausilio biologico per contenere la
diffusione dell'infezione (11).

Le tappe fondamentali attraverso le quali
I'immunotrombosi previene la diffusione dell'infezione
sono quattro ed includono:

- la cattura dei patogeni nel microcircolo e il blocco
della loro diffusione
- il blocco dell'invasione dei tessuti anche lontani
attraverso la formazione di microtrombi
- la concentrazione di battericidi per I'eliminazione
dei patogeni da parte delle cellule immunitarie
innate
- il reclutamento di altre cellule immunitarie nel sito
dell'infiammazione per eliminare i restanti patoge-
ni.
In questo processo un ruolo fondamentale & svolto dai
“Neutrophil Extracellular Traps” (NETs). | NETs sono
costituiti da reti extracellulari di cromatina, proteine
microbicide ed enzimi ossidanti rilasciati dai neutrofili
attivati per contenere le infezioni (12). Tuttavia, se
non adeguatamente regolati, i NETs hanno il
potenziale di propagare linflammazione e indurre
trombosi microvascolare (13). E infatti stato
dimostrato che i vari costituenti dei NETs sono in
grado di agire sul processo coagulativo mediante
attivazione della via da contatto, contribuire
all'attivazione piastrinica, modulare la fibrinolisi e
indurre I'espressione di Fattore Tissutale (14) (Figura
1). Il ruolo dei NETs in pazienti con COVID-19 & stato
recentemente esplorato da Zuo et al. (15). In
particolare, gli autori hanno osservato che i sieri di
pazienti con COVID-19 (50 pazienti, 84 campioni)
presentano elevati livelli di DNA libero (cell-free DNA,
cfDNA), mieloperossidasi associata a DNA (MPO-
DNA) e di istone citrullinato H3 (Cit-H3); gli ultimi due
sono marcatori altamente specifici dei NET. | livelli di
cfDNA correlavano con le molecole di fase acuta tra
cui la proteina C-reattiva, il D-dimero e la lattato
deidrogenasi (LDH), nonché con la conta assoluta dei
neutrofili. Gli autori hanno mostrato inoltre che sia i
livelli di cfDNA che di MPO-DNA sono piu elevati nei
pazienti ospedalizzati che ricevevano ventilazione
meccanica rispetto ai pazienti ospedalizzati che
respiravano aria nella stanza.

Non solo i NETs hanno un ruolo nel processo
dell'immunotrombosi. Un altro attore molto importante
in questo fenomeno & I'endotelio vascolare (16).
Nell'emostasi fisiologica, la coagulazione e la
fibrinolisi sono strettamente regolate e mantenute in
equilibrio dall'endotelio, in modo tale da consentire al
sangue di fluire liberamente senza sanguinamento
sistemico o coagulazione. Il TF & una glicoproteina
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Figura 1

Meccanismi patogenetici della immunotrombosi.
vWEF, von Willebrand Factor; TF, Tissue Factor; PAI-1, Inibitore 1 de

transmembrana procoagulante sintetizzata
dall'endotelio e dai leucociti, che, in complesso con il
FVlla, attiva i FIX e FX, porta alla fine alla formazione
del coagulo. L'endotelio regola [lattivita del TF
producendo il suo inibitore (Tissue Factor Pathway
Inhibitor o TFPI), che limita la deposizione di fibrina
legandosi al FXa e inibendo il complesso FVIla/TF.
Inoltre, I'endotelio regola ulteriormente
I'anticoagulazione attivando la proteina C tramite la
trombomodulina e il recettore della proteina C
endoteliale (EPCR), che inibisce il FV, il FVII e
I'inibitore dell’attivatore del plasminogeno di tipo 1
(PAI-1). 1l PAI-1, un'altra glicoproteina sintetizzata
dall’endotelio e dal fegato, regola la fibrinolisi
inibendo l'attivatore del plasminogeno tissutale (tPA)
in condizioni fisiologiche, ma viene rilasciato
progressivamente durante l'infiammazione. In
condizioni di inflammazione e sepsi, le citochine e le
specie reattive inducono uno stato protrombotico,
antifibrinolitico. Le stesse sostanze pro-inflammatorie
rendono I’endotelio proadesivo, inducendone
I’esposizione di molecole di adesione [P-selettina,
Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1),
InterCellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1)] che
iniziano l'adesione dei leucociti, portando alla loro
trasmigrazione ai tessuti, in un processo chiamato
diapedesi. Nei tessuti, i leucociti possono rilasciare
mediatori inflammatori e molecole reattive per
distruggere i patogeni, ma allo stesso tempo possono
potenzialmente causare danni ai tessuti stessi.
Sappiamo che il SARS-Cov2, per infettare le
cellule dell'ospite, utilizza il recettore dell'enzima di
conversione dell'angiotensina (ACE2) espresso dagli
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Il'attivatore del Plasminogeno.

pneumociti del rivestimento alveolare epiteliale,
causando cosi lesioni ai polmoni. Tuttavia, il recettore
ACE2 & anche ampiamente espresso sulle cellule
endoteliali, che sono presenti in numerosi organi
(miocardio, tratto gastrointestinale, midollo osseo,
reni e milza), potenziale spiegazione della lesione
multiorgano osservata nei pazienti con infezione da
SARS-CoV2.

Il reclutamento delle cellule immunitarie, sia da
parte dell’endotelio infettato o immunomediato, pud
provocare una disfunzione endoteliale sistemica che
puo portare all’apoptosi. L'endotelio vascolare € un
organo paracrino, endocrino e autocrino attivo che ¢
indispensabile per la regolazione del tono vascolare e
il mantenimento dell'omeostasi vascolare.

La disfunzione endoteliale & un determinante
principale della disfunzione microvascolare spostando
I'equilibrio  vascolare verso una maggiore
vasocostrizione con successiva ischemia d'organo,
infiammazione con edema tissutale associato e stato
procoagulante. Uno studio su preparati autoptici
effettuato da Varga Z et al. (17) in una serie di pazienti
deceduti per COVID19, ha evidenziato la presenza di
elementi virali all'interno delle cellule endoteliali da
distretti vascolari di vari organi, cosi come la presenza
di una infliammazione endoteliale diffusa. Questi
risultati suggeriscono che l'infezione da SARS-CoV-2
facilita I'induzione di una endotelite in diversi organi
come conseguenza diretta del coinvolgimento virale
(come notato dalla presenza di corpi virali) e della
risposta infammatoria dell'ospite. Inoltre, I'induzione
dell'apoptosi e della pirotosi (una forma altamente
inflammatoria di morte cellulare programmata che si
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verifica piu frequentemente in seguito a infezione da
agenti patogeni) potrebbe avere un ruolo importante
nella lesione delle cellule endoteliali nei pazienti con
COVID-19.

Non bisogna dimenticare che all'interno delle
cellule endoteliali si trovano dei granuli, i cosiddetti
Weibel Palade Bodies (WPB), contenenti sostanze
proinflammatorie e procoagulanti, come il fattore di
von Willebrand (VWF), la P-selettina e I'angiotensina
2, che hanno il potenziale di regolare
I'immunotrombosi. E stato infatti dimostrato da vari
studi in vitro ed in vivo che gli istoni associati ai NETs
sono in grado di stimolare attivamente la secrezione
dei WPB dalle cellule endoteliali, con liberazione dei
multimeri ad altissimo peso molecolare di vVWF sulla
superficie endoteliale, che possono cosi legare le
piastrine in condizioni di flusso (18).

L'endotelite COVID-19 potrebbe spiegare la
funzione microcircolatoria compromessa sistemica in
diversi letti vascolari nonché le sequele cliniche in
questi pazienti. Questa ipotesi fornisce una logica per
le terapie mirate a stabilizzare I'endotelio mentre si
affronta la replicazione virale, in particolare con
farmaci anti-infiammatori anti-citochine, ACE-inibitori
e statine. Questa strategia potrebbe essere
particolarmente rilevante per i pazienti vulnerabili con
disfunzione endoteliale preesistente, che & associata
a sesso maschile, abitudine al fumo, ipertensione,
diabete, obesita e malattie cardiovascolari accertate,
tutte associate a esiti avversi nel COVID-19.

In  conclusione, [|'attivazione incontrollata
dell'infiammazione e la concomitante attivazione della
coagulazione e dell’endotelio vascolare possono
esitare nel fenomeno patologico dell'immunotrombosi
anche nei pazienti con COVID-19. A causa delle
chiare somiglianze tra la presentazione clinica di
COVID-19 grave e le NETopatie note - ARDS e
microtrombosi — & verosimile che un eccesso di NETs
possa svolgere un ruolo importante nella malattia, e
I'obiettivo terapeutico diretto e / o indiretto verso i
NETs con i farmaci disponibili potrebbe rappresentare
un presidio importante per ridurre la grave
sintomatologia clinica di COVID-19 (19).

LE TERAPIE ANTICOAGULANTI NEL
PAZIENTE CON COVID-19

Pur essendo disponibili studi preliminari e
raccomandazioni da parte di gruppi di lavoro e
Societa Scientifiche, ad oggi non esistono lavori
scientifici né linee guida che abbiano dimostrato
efficacia nel trattamento della coagulopatia da
COVID-2019 (COVID Associated Coagulopathy,
CAC). Non sono ancora disponibili, in quanto ancora
in corso, i risultati di studi clinici adeguati (prospettici,
randomizzati) che possano definire chiare strategie
terapeutiche. Sono state pubblicate serie di casi clinici
o riscontri aneddotici su numeri esigui di pazienti. Cio
e dovuto al fatto che la pandemia da COVID-19 ha
costituito, per la prima volta nella storia moderna, una

terribile emergenza che nei drammatici momenti
iniziali ha travolto i Sistemi Sanitari Nazionali, non
consentendo una immediata programmazione di studi
clinici.

In questa fase iniziale della pandemia sono state
segnalate ed utilizzate numerose strategie
terapeutiche, basate sull' utilizzo di farmaci attivi
sull'emostasi e di farmaci di altra natura, in grado di
generare un miglioramento della mortalita o della
sintomatologia della sindrome associata a COVID-19
ed alla CAC, complicanza avanzata della sindrome
stessa, descritta nelle fasi 3-4 della malattia (Figura
2).

E’ opportuno ricordare anche il ricorso ad alcune
molecole in grado di evitare o ridurre la "tempesta
citochinica", correlata all'enorme aumento dei livelli
circolanti di IL-1, IL-6 ed IL-8, TNF-alfa ed altre, virus-
indotte, che precedono e possono indurre la CAC.

Clorochina ed idrossiclorochina sono farmaci
antimalarici ed antireumatici, che hanno dimostrato
avere in vitro attivita anti SARS-CoV2, ritardando o
impedendo al virus la penetrazione attraverso la
membrana cellulare; se somministrati in fase precoce,
sono in grado di migliorare la prognosi e spesso di
evitare la necessita del trattamento in terapia
intensiva (ventilazione assistita). E’ stato anche
riportato che alcuni antivirali (lopinavir/ritonavir,
darunavir/ritonavir, darunavir/cabicistat, remdesivir)
gia utilizzati per il virus ebola o per altri coronavirus
mostrano una scarsa attivita nel frenare il COVID-19
(20). La validita dei corticosteroidi € ancora discussa
in tale contesto, mentre pare favorevole I'azione di un
antibiotico, I'azitromicina, in associazione con
I'idrossiclorochina;  tolicizumab, sarilumab e
saltixumab sono anticorpi monoclonali anti-IL-6.
Baricitinib, ruxolitinib ed imatinib sono molecole
utilizzate nelle forme mieloproliferative croniche, ed
hanno una attivita anti JAK1/JAK2. Anakinra ha
attivita anti IL-1, mentre eculizumab agisce contro la
cascata complementare, in particolare contro la C5-
convertasi. Questi farmaci, da soli o in associazione,
sono stati utilizzati con risultati non sempre univoci, e
non sono privi di effetti collaterali. Una caratteristica
comune a molte di queste molecole &€ comunque
quella di contenere la “tempesta citochinica”, di fatto
riducendo la possibilita di evoluzione clinica verso una
fase piu grave di malattia, e verso una CAC. Bisogna
ricordare che nei protocolli terapeutici e negli studi
clinici queste molecole sono state utilizzate con
modalita "off-label", cioé al di fuori dell'indicazione
ministeriale contenuta nella scheda tecnica.

La recentissima letteratura scientifica inoltre ha
cercato di definire la CAC da un punto di vista
fisiopatologico e laboratoristico, differenziandola dalla
CID e dalla coagulopatia indotta da sepsi (SIC) (21).
Per quanto queste ultime due entita nosologiche
siano note da tempo, non esiste un trattamento
consolidato e sicuramente efficace se non il
rimuovere la causa scatenante; la stessa definizione
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Algoritmo per la diagnosi e I'evoluzione clinica della malattia da COVID-19.

Modificata dal sito: http://www.rheumapainacademy.com/wp-content/uploads/2020/03/algoritmo-28.03.pdf.
EGA, emogasanalisi; PT, Tempo di protrombina; LDH, Lattico Deidrogenasi; PCR, Proteina C reattiva; IL6, Intereleuchina 6; ETG,
Ecografia toracica polmonare; CT-SCAN, Tomografia computerizzata.

di CID/SIC vede differenze fra diverse Societa
Scientifiche (22). Dal punto di vista delle analisi di
laboratorio le caratteristiche differenziali sono
riportate nella Tabella 1.

| parametri di laboratorio utilizzati nella diagnosi
differenziale sono: conteggio piastrinico, FDP o D-
dimero, fibrinogeno e tempo di protrombina. Che si
tratti di CID o di SIC, le indicazioni terapeutiche e i
risultati di studi clinici non sono concordanti. Mentre vi
€ un certo consenso nell'utilizzo di eparine a basso
peso molecolare (EBPM) a dosi di profilassi (4 000
U/die), come suggerito dalle principali Societa
Scientifiche del settore [la International Society of
Thrombosis and Haemostasis (ISTH), la Societa
Italiana per lo Studio del’Emostasi e della Trombosi
(SISET), Federazione dei Centri per la Diagnosi della
Trombosi e la Sorveglianza delle terapie
Antitrombotiche (FCSA)], I'antitrombina (AT), la
trombomodulina, e la proteina S sono state utilizzate
negli studi clinici che hanno incluso un limitato
numero di pazienti e non hanno fornito risultati
univoci. Di fatto questi farmaci non sono ancora
entrati a far parte della comune terapia in tale
contesto. Vi & pero un certo accordo nell'utilizzo di AT
se i valori circolanti di AT sono inferiori al 70%, ed e
stata proposto un trattamento con AT ad alte dosi
nelle CID/SIC ad elevato rischio emorragico, nelle
quali si preferisce evitare I'uso delle EBPM.

Pur non essendo facile distinguere la CID o SIC
dalla CAC, alcune caratteristiche peculiari sono
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emerse dai primi resoconti sulla CAC,
prevalentemente dall'esperienza cinese di Wuhan.
Nella CAC, il D-dimero & generalmente molto elevato,
ed i suoi livelli correlano con aumentata mortalita (23).
AT e piastrine sono raramente ridotte in modo
significativo ed il tempo di protrombina (PT) € di poco
alterato. Il fibrinogeno € normale, elevato o molto
elevato, la proteina C reattiva (PCR) e I'lL-6 sono
molto elevati. A fronte di una non risposta alla terapia,
questi parametri possono poi peggiorare evolvendo
verso una forma di CID conclamata, con
allungamento di PT e tempo di tromboplastina
parziale attivato (APTT), riduzione significativa del
numero delle piastrine e del fibrinogeno (fase 4 della
Tabella 1).

L'ISTH ha prodotto una "Interim Guidance"
definendo alcune caratteristiche della CAC, gia
riscontrate nell'esperienza cinese (24). Il D-dimero
elevato, il PT solo lievemente allungato e le piastrine
nella norma o lievemente ridotte costituivano la
caratteristica comune alla maggior parte dei pazienti
con sindrome COVD-19 correlata (25). In particolare,
per quanto riguarda il D-dimero, Tang et al. (26)
hanno osservato che gli elevati livelli (>3,0 mg/L)
correlavano direttamente con una cattiva prognosi.
Questa linea guida raccomanda la terapia con EBPM
in tutti i pazienti sintomatici ricoverati, a dosi
profilattiche, escludendo solo i pazienti con grave
piastrinopenia (<25 x 10°L) o con sanguinamenti in
atto.
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Tabella 1

Diagnosi differenziale della Coagulazione Intravascolare Disseminata (DIC) e della Coagulopatia Indotta da Sepsi (SIC).

Sintomi clinici Patologia sottostante: 1 p

Sanguinamento: 1 p Op
Insufficienza d’argano: 1 p Op

Conta Piastrinica 80-120:1 p 50-100:1 p
50-<80:2p <50:2 p
<50:3 p

Markers associati alla FDP FDP, D-Dimero, SF

Fibrina 10-20:1 p Aumento moderato:2 p
20-40:2 p Aumento forte: 3 p
>403 p

Fibrinogeno (mg/dL) 100-150:1 p <100:1 p
<100:2 p

PT PT ratio PT prolungato (s)
1.25-1.67:1 p 3-6:lp
>1.67:2p >6:2 p

Diagnosi di CID >7p >5p

Op SIRS score »3:1 p Op

0p Op SOFA 4 elementi*:
11p
>2:2p

50-100:1 p 80-120 0 | >30% 24h: 1 p 100-150: 1 p

<50:2p 50-<80 o ,50% 24h :2 p <100:2 p

FDP, D-Dimero, SF FDP Nessuno

Aumento moderato: 2 p  10-25:1 p

Aumento forte: 3 p >25:3p

Nessuno Nessuno Nessuno

PT prolungato (s) PT ratio PT ratio

3-6:1p 12:1p 1.2-14:1p

>6:2 p >14:2p

>4p >4 p >4 p (coagulopatia)

JMHW, Japanese Ministry of Health and Wellfare; ISTH, International Society of Thrombosis and Haemostasis; JAAM, Japanese
Association for Acute Medicine; SIRS, Systemic Inflammatory Response Syndrome; SOFA, Sequential Organ Failure Assessement;
FDP, Prodotti di Degradazione e della Fibrina; SF, Fibrina Solubile; PT, Tempo di Protrombina.

*SOFA 4 elementi include valutazione cardiovascolare, respiratoria, epatica e renale.

Modificata da “Haemostasis disseminated intravascular coagulation score in critically ill patients with sepsis 3.0: a retrospective

study.” Ding R, et al (22).

| pazienti ricoverati per polmonite COVID-19
correlata hanno generalmente una degenza di circa 4-
6 settimane, in condizioni spesso febbrili, con ridotta
mobilita o immobilita, che richiederebbe comunque
una rigorosa prevenzione antitrombotica. Inoltre &
stato dimostrato che la "tempesta citochinica"
riscontrata nei pazienti piu gravi induce una
condizione importante di ipercoagulabilita (26).
L'evidenza che elevati livelli di D-dimero in pazienti
con COVID-19 correlano con la mortalita indica un
ruolo preminente della trombosi nella morbilita e
mortalita di tali pazienti. Gli eventi trombotici sono
generalmente rappresentati da trombosi venose
profonde o embolie polmonari, ma anche da eventi
arteriosi come stroke o infarto miocardico acuto.
Inoltre, un’analisi di sottogruppo condotta in uno
studio osservazionale a Wuhan (25,26) ha dimostrato
una miglior prognosi nei pazienti piu gravi se trattati
con una EBPM (enoxaparina). Referti autoptici hanno
poi evidenziato un quadro di trombosi del microcircolo
polmonare (non embolia polmonare) in numerosi
pazienti studiati.

L'insieme di queste osservazioni ha indotto ad
utilizzare EBPM in tutti questi pazienti. Non & ancora
ben definita la dose di EBPM da utilizzare, anche se
questa generalmente varia a seconda che vi sia
indicazione a prevenzione (profilassi) o terapia del
tromboembolismo venoso.

biochimica clinica, 2020, vol. 44 SS3

Il protocollo proposto dal Policlinico di Milano -
Regione Lombardia (27) stratifica i pazienti COVID-19
in 3 fasce basate sulla criticita clinica. L'aumento del
numero di complicanze trombotiche osservato in
pazienti COVID-19 e alla base della scelta di
incrementare le dosi di EBPM, rispetto a schemi
precedentemente pubblicati.

- bassa intensita di cura: enoxaparina 100 U/kg/die.
Se il paziente & obeso o € a rischio trombotico ele-
vato: dosaggio sub-terapeutico di 70 U/kg x 2/die

- intensita intermedia-alta: enoxaparina 70 U/kg x
2/die

- terapia intensiva: enoxaparina 100 U/kg x 2/die

Per quanto riguarda la bassa intensita di cura, la

scelta fra le due opzioni pud essere guidata dallo

score Sequential Organ Failure Score (SOFA) (28),

utilizzando la dose piu elevata se lo score € >6.

La terapia con EBPM deve essere effettuata per
tutto il periodo del ricovero ed essere continuata
anche dopo la dimissione, per altre 2 settimane.

E' evidente che non tutti i protocolli raccomandano
le stesse modalita terapeutiche con I'eparina; ad oggi
non esiste una chiara evidenza di quale possa essere
il miglior schema terapeutico, in termini di ridotti
eventi trombotici, controllo della CAC e ridotti eventi
emorragici, oltre all'outcome globale.

Il monitoraggio dell'attivita anti-Xa & indicato in
condizioni particolari (insufficienza renale, sovra-
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sottopeso, complicanze emorragiche, etc). La terapia
con EBPM ¢ sconsigliata se linsufficienza renale &
grave (eGFR <30 mL/min/1,73m? ) e nel paziente a
rischio emorragico o con emorragia in atto; in tali
situazioni & indicata la elastocompressione o
compressione pneumatica intermittente.

Riassumendo, l'unico  farmaco utilizzato,
raccomandato e verosimilmente attivo, con azione
diretta sull'emostasi nella sindrome COVID-19
correlata e nella CAC e risultata essere 'EBPM. In
sostanza la CAC deve essere soprattutto prevenuta,
quando possibile, con una terapia basata su
associazione di farmaci antivirali, idrossiclorochina,
anti IL-1, IL-6, anti JAK 1 ed anti JAK2 in grado di
ridurre la tempesta citochinica, mentre 'EBPM deve
essere somministrata a tutti i pazienti con COVID-19
ospedalizzati.

IL TRATTAMENTO EPARINICO IN CORSO DI
COVID-19

Mentre le scelte terapeutiche delle prime fasi
dell'infezione devono mirare al contenimento della
crescita virale, nelle fasi avanzate I'obiettivo & il
contenimento dell’iperinflammazione e delle sue
conseguenze, utilizzando farmaci che bloccano la
cascata citochinica e l'attivazione della coagulazione
ricorrendo alle EBPM o all’eparina non frazionata a
dosi terapeutiche, come da raccomandazioni
dell’Agenzia Italiana del Farmaco (AIFA) dell’11 aprile
2020 (29), della FCSA (30) e della SISET (31).

Le EBPM sono glicosaminoglicani che derivano
dalla eparina non frazionata (ENF) dopo trattamento
con depolimerizzazione chimica o enzimatica; hanno
un peso molecolare medio tra 4000 e 5000 daltons
con un intervallo compreso tra 2000 e 9000 daltons.
La depolimerizzazione dell'lENF produce frammenti a
basso peso molecolare che presentano un legame
ridotto con le proteine plasmatiche e con le cellule. La
ridotta affinita per le proteine plasmatiche e le cellule
spiega le differenze anticoagulanti, farmacocinetiche
ed altre differenze biologiche tra ENF e EBPM.
Pertanto, rispetto all'lENF, le EBPM hanno una ridotta
capacita di inattivare la trombina perché i frammenti
piu piccoli non possono legarsi contemporaneamente
all'AT e alla trombina. Il legame ridotto alle proteine
plasmatiche diverse dal’AT & responsabile della
relazione dose-risposta piu prevedibile delle EBPM.
La diminuzione del legame con i macrofagi e con le
cellule endoteliali spiega la maggiore emivita
plasmatica delle EBPM rispetto all'ENF, mentre il
legame ridotto con le piastrine e il fattore piastrinico 4
(PF4) spiega la minore incidenza di trombocitopenia
indotta da eparina (HIT).

Come I'ENF, anche le EBPM producono il loro
principale effetto anticoagulante catalizzando
I'inibizione dei fattori attivati della coagulazione
attraverso la mediazione dell’AT. Analogamente alla
ENF, anche per il legame delle EBPM all’AT &

richiesta una sequenza pentasaccaridica; questa
sequenza si trova su meno di un terzo delle molecole
di EBPM. Poiché solo le catene di eparina contenenti
pentasaccaridi, composte da almeno 18 unita
saccaridiche, sono di lunghezza sufficiente per
collegare I'AT alla trombina, molte molecole di EBPM
(dal 50% al 75%) hanno catene troppo corte per
catalizzare l'inibizione della trombina (Figura 3).
Tuttavia, queste catene sono in grado di promuovere
I'inattivazione del fattore Xa da parte dell’AT perché
questa reazione non richiede un legame tra 'eparina
e il fattore attivato. Poiché praticamente tutte le
molecole di ENF contengono almeno 18 unita di
saccaride, I'eparina non frazionata ha, per definizione,
un rapporto anti-Xa/anti-lla di 1:1. Al contrario, le
EBPM hanno rapporti anti-Xa / anti-lla tra 2:1 e 4:1 a
seconda delle loro dimensioni molecolari (32,33).

Ad oggi sono ormai numerose le societa
scientifiche che hanno raccomandato la
stratificazione del rischio e I|'adozione della
tromboprofilassi in tutti i pazienti ricoverati con
COVID-19 con EBPM, ma anche con ENF o con
fondaparinux (farmaco analogo sintetico della catena
pentasaccaridica dell'eparina) alle dosi previste nelle
rispettive schede tecniche, salvo controindicazioni,
come un sanguinamento in atto, insufficienza renale,
precedente storia di HIT o un conteggio piastrinico
<25 x 10°L (34,35). La SISET, nel raccomandare
fortemente la tromboprofilassi, ha preso in
considerazione anche la possibilita di una profilassi a
dosi intermedie (ad esempio enoxaparina 4.000 U
ogni 12 ore) in base alla valutazione individuale, nel
caso di coesistenza di multipli fattori di rischio,
sottolineando la mancanza di dati a supporto
dell’utilizzo di anticoagulanti a dosi terapeutiche (35).
In questo ambito, infatti, sono dibattuti possibili effetti
benefici dell’eparina, per la sua azione
antinfiammatoria (38,39) e, secondo alcuni modelli
sperimentali, anche antivirali (40,41).

Le EBPM hanno dimostrato di possedere anche
proprieta antinflammatorie: infatti la frazione non
anticoagulante della enoxaparina ha anche mostrato
soppressione in vitro del rilascio di IL-6 e IL-8 da parte
di cellule epiteliali polmonari umane (42). L'eparina
possiede infatti, oltre all’azione anticoagulante,
numerose funzioni immunomodulanti:
~ inibizione dell’inflammazione
inibizione del reclutamento dei granulociti neutrofili
inibizione dei mediatori infiammatori indotti dai lipo-
polisaccaridi (LPS)
inibizione della migrazione dei granulociti eosinofili.
Inoltre, studi sperimentali in vitro ed in vivo hanno
dimostrato che i coronavirus umani utilizzano
proteoglicani con eparansolfato per legarsi alle cellule
bersaglio (43). In effetti, € stata recentemente
dimostrata l'interazione tra il dominio di legame del
recettore della proteina Spike S1 SARS-CoV-2
(SARS-CoV-2 S1 RBD) e l'eparina suggerendo un
ulteriore ruolo per l'eparina nell'armamentario
terapeutico contro il COVID-19 (41).
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Figura 3

Attivita farmacologica dell’eparina non frazionata, dell’eparina a basso peso molecolare e del fondaparinux.

A: Eparina non frazionata
B: Eparina a basso peso molecolare
C: Fondaparinux.

Modificata da: Cronenwett JL Jonsthon KW. Antithrombotic therapy. In: Rutherfords Vascular Surgery. ed. Saunders Elsevier, 2014:

capitolo 35.

Va inoltre ricordato che particolare attenzione va
posta nei confronti dei pazienti con COVID-19 che al
momento dell'infezione erano gia in terapia
anticoagulante per varie indicazioni, con farmaci
anticoagulanti di tipo anti-vitamina K (AVK, coumadin
o sintrom) o con i Direct Oral AntiCoagulant (DOAC).
In tali casi, l'uso di terapie con antibiotici o con
antivirali, interferisce con l'azione anticoagulante di
questi farmaci; in questi pazienti & stato quindi
suggerito di sospendere i DOAC e gli AVK e di
adottare una terapia con eparina (29).

IL RUOLO DEL LABORATORIO DI
COAGULAZIONE NEL MONITROAGGIO DEL
TRATTAMENTO EPARINICO

Metodi Cromogenici per il dosaggio dell’atti-
vita anti X attivato

Principio del metodo

Il metodo cromogenico per la determinazione
dell’attivita anti-X attivato nel plasma (attivita anti-Xa)
introdotto alla fine degli anni 1970 & il metodo di
riferimento per la determinazione dellEBPM e del
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fondaparinux e per il controllo degli anticoagulanti
orali diretti contro il FXa (denominati cumulativamente
xabani) (32,44). Questo metodo misura in maniera
indiretta la quantita di EBPM presente nel plasma del
paziente attraverso la misura dell’inibizione
dell'attivita del fattore X attivato della coagulazione.

Ci sono diverse tipologie di metodi cromogenici
che misurano I'attivita anti-Xa: questi includono i test
“one-stage”, i test “two-stage” ed i test “ibridi”.

| test di tipo “one-stage” e di tipo “two-stage”
possono misurare sia 'EBPM che [I’eparina non
frazionata (ENF) attraverso I'uso di una calibrazione
appropriata. Esistono inoltre, dei test definiti “ibridi”
che utilizzano un’unica curva di calibrazione valida
per entrambe le eparine EBPM ed ENF.

Il principio su cui si basano questi metodi € stato
descritto da Teien et al. nel 1977: 'EBPM si lega all’AT
formando complessi eparina-AT. Questi inibiscono il
fattore Xa che viene aggiunto in eccesso. L'attivita
residua del fattore Xa & misurata attraverso la sua
azione su un substrato altamente specifico che
determina il rilascio di paranitroanilina (pNA). La pNA
rilasciata viene monitorata cineticamente a 405 nm ed
€ inversamente proporzionale al livello di EBPM nel
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campione (Figura 4) (44-47).
In sintesi:

EBPM + AT (plasmatica e esogena) —» [EBPM-AT]
[EBPM-AT] + [FXa (eccesso)] —»{Xa-AT-EBPM] + [FXa
(residuo)]

[FXa (residuo)] + Substrato —» pNA

Le differenze fra i metodi disponibili in commercio
sono riferibili ai tempi di incubazione della reazione, al
tampone usato per diluire il plasma, al substrato e
all’addizione di AT esogena. La presenza di
destransolfato nel tampone riduce linfluenza degli
antagonisti dell’eparina come il fattore piastrinico 4
(PF4) (44).

| metodi “one-stage” non prevedono I'aggiunta di
AT esogena e sono stati sviluppati per semplificare il
metodo e ridurre il tempo di risposta. Questo metodo
si basa sul principio competitivo di inibizione. Il fattore
Xa viene aggiunto alla miscela plasma-substrato
portando a due reazioni simultanee: lidrolisi del
substrato da parte del fattore Xa e linibizione del
fattore Xa dal complesso EBPM-AT endogena. Una
volta che la reazione raggiunge I’equilibrio, la quantita

di pNA rilasciata dal substrato & inversamente
proporzionale alla concentrazione di EBPM nel
plasma.

In sintesi:

EBPM + AT (plasma) + Substrato + Xa —» pNA

L’aggiunta di AT esogena corregge i valori ridotti di
AT presenti nei neonati, nei pazienti con carenza
congenita di AT o nei pazienti cardiochirurgici. In tutti
gli altri pazienti I'aggiunta di AT esogena pud portare
ad una sovrastima dell’attivita anticoagulante in vivo
(44).

a ~ @D

EPARINA
EPARINA

Substrato
Xa

Figura 4

Principio del test cromogenico per il dosaggio dell’attivita anti-Xa.

AT, antitrombina; Xa, fattore X attivato; pNA, paranitroanilina

Per la curva di calibrazione, i kit del commercio
utilizzano standard secondari che si riferiscono allo
standard primario internazionale WHO per 'EBPM
(Second International Standard 2003, concentrazione
EBPM 1097 IU/ampolla). Dati della letteratura recenti
hanno dimostrato che non & necessario ottenere
curve specifiche per il tipo di eparina del commercio
utilizzata dal paziente. In due diverse pubblicazioni
viene dimostrato che le pendenze e le intercette delle
curve di calibrazione ottenute con plasma addizionato
con le diverse EBPM utilizzate nei pazienti
presentavano valori simili a quelli ottenuti con i
calibratori del commercio e che le eventuali piccole
differenze riscontrate non erano clinicamente
significative (48,49).

Fase preanalitica: raccolta e processamento
del campione

Per il prelievo € necessario utilizzare provette in
vetro siliconato o polipropilene che contengono sodio
citrato alla concentrazione 0,105 mmol/L come
anticoagulante. Il prelievo deve essere effettuato
mantenendo il laccio emostatico non piu di un minuto
in modo da evitare I'attivazione delle piastrine.
L’attivazione delle piastrine, infatti, determina il
rilascio di PF4 che si lega immediatamente all’eparina
determinando una sottostima della concentrazione del
farmaco presente nel plasma del paziente (50).

Cosi come per tutti gli altri esami di coagulazione
sono accettabili solo i campioni contenenti almeno il
90% del volume previsto (50).

Le provette primarie devono pervenire in
laboratorio ed essere processate entro 4 ore dalla
raccolta (48). Devono essere trasportate senza subire
traumi fisici e conservate a temperatura ambiente (15°
- 25°C) fino al momento dell’esecuzione dell’esame. Il
trasporto mediante posta pneumatica &€ consentito

~« @

EPARINA

pNA
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purché non induca una eccessiva vibrazione (da
verificare sperimentalmente) (50,51).

Allo scopo di assicurare I'eliminazione completa
dal plasma delle piastrine e delle microparticelle (MP)
€ necessario operare una doppia centrifugazione a
1500 g per 15 minuti con decantazione tra una
centrifugazione e l'altra (50,52).

Qualora il campione non possa essere analizzato
immediatamente dopo la doppia centrifugazione, il
plasma deve essere separato e frazionato in aliquote
in contenitori di polipropilene e congelato il piu
velocemente possibile a -70°C; il congelamento e la
conservazione a -20°C non sono altrettanto efficaci e
si associano a stabilita significativamente inferiore
(50-52).

Tempistica di monitoraggio e valori di
riferimento

Grazie al suo effetto anticoagulante altamente

predittivo ed alla sua efficacia e sicurezza in migliaia
di pazienti trattati, 'EBPM € un farmaco che non
richiede un monitoraggio routinario della sua attivita.
Vi sono tuttavia delle situazioni cliniche particolari in
cui & necessario effettuare un controllo della sua
attivita mediante la valutazione dell’attivita anti-Xa:
~ pazienti obesi
pazienti sottopeso
pazienti con insufficienza renale
donne nel terzo trimestre di gravidanza
pazienti pediatrici.
La frequenza e la tempistica dei controlli sono
suggerite dalle condizioni cliniche di questi pazienti.
Nel monitoraggio dell’attivita anti-Xa dellEBPM si &
osservato che le misurazioni e gli aggiustamenti
effettuati al picco correlano meglio del nadir con
I’efficacia e la sicurezza del farmaco (55).

Per ottenere la misurazione al picco dell’attivita
anti-Xa dellEBPM, il prelievo deve essere effettuato 4
ore dopo la somministrazione dell’eparina.

| valori attesi dell’attivita anti-Xa devono essere
compresi tra 0,2 e 0,4 unitd/mL in caso di dose
profilattica, e tra 0,6 e 1,0 unita/mL in caso di dose
terapeutica (56).

CONCLUSIONI

L'altissima incidenza cumulativa di complicanze
trombotiche nei pazienti COVID-19 positivi con
sintomatologia grave suggerisce [I'applicazione
rigorosa di un trattamento anticoagulante con EBPM
per le numerose proprieta non solo anticoagulanti ma
anche anti-inflammatorie utili a contrastare Ia
“tempesta citochinica” che si verifica nel corso
dell’infezione nei pazienti con sintomatologia grave.
La terapia con EBPM viene suggerita dalle principali
Societa Scientifiche nazionali ed internazionali. Il
farmaco non richiede usualmente un monitoraggio di
laboratorio ma, in alcune occasioni (alterazione della
funzionalita renale, pazienti con estremi di peso) e in

alcuni protocolli & prevista la sua determinazione ad
intervalli regolari. E’ quindi importante che il
Laboratorio di Coagulazione implementi il metodo
cromogenico per la determinazione dell’attivita anti-
Xa, seguendo scrupolosamente tutti i suggerimenti
inerenti alla tempistica del prelievo, al rispetto delle
condizioni preanalitiche e alla corretta esecuzione
dell’esame.
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