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ABSTRACT

Diagnosis of cryoproteinemia: important collaboration between the laboratory and clinicians for the proper
management of a rare disease.

Cryoglobulinemia is a rare pathologic condition that can be difficult to diagnose both clinically and in the laboratory,
which is why close collaboration between the clinic and laboratory is essential. The laboratory needs the skills and
experience to interpret the laboratory tests and the clinician should not hesitate to contact the laboratory when the
result is not supported by the clinical signs. To strengthen this collaboration, the Protein Study Group of the Italian
Society of Clinical Biochemistry (SIBioC) in collaboration with the Italian Association for the Fight against
Cryglobulinemia (ALCRI) under the patronage of the University of Modena and Reggio Emilia, organised a
conference in Modena on September 2021 entitled "Cryoglobulinemia: laboratory and clinic, a virtuous collaboration
for the correct management of a rare pathology". This collective paper is aimed to summarize the topics discussed
during the meeting. The conference consisted of two parts: the first aimed at highlighting the critical components of
the pre-, intra- and post-analytical phases of cryoglobulin investigation. Cryoprotein testing remains totally manual
and operator dependent so it was important to identify areas where best practice guidance or even harmonisation of
the laboratory investigation would be beneficial. The second part of the conference focused on clinical aspects and
the effects of therapies, including antiviral drugs with direct action against HCV. These drugs are able to eradicate the
virus, but the elimination of HCV-related cryoglobulins is seen in only about half of cases. Finally, the clinical
consequences of the diagnosis of cryoglobulinemia and the multidisciplinary implications that this entails were
highlighted, underlining how the continuous dialogue between the laboratory and clinic is crucial for the correct
management of the patient.
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INTRODUZIONE

La crioproteinemia € una patologia rara, dovuta a
proteine che precipitano nel sangue a freddo e che sono
reversibilmente dissolubili a caldo. Quando le proteine
coinvolte sono immunoglobuline si parla di
crioglobulinemia, in caso in cui invece a precipitare siano
il fibrinogeno e suoi derivati, si parla di
criofribrinogenemia.

Le crioproteine sono state descritte per la prima volta
nel 1933 in un paziente con mieloma (1), poi circa 40
anni dopo sono state evidenziate crioglobuline associate
a infezioni virali, in particolare all'epatite C (HCV) (2).

Nel 1974 Brouet et al. (2) hanno proposto una
classificazione delle crioglobuline, ampiamente utilizzata
ancora oggi per la sua correlazione con le presentazioni
cliniche, suddividendole in tipo I, Il e Ill. Il tipo | o
crioglobulinemia semplice (10% circa di tutte le
crioglobuline) & costituito da immunoglobuline
monoclonali di isotipo IgM o 1gG, raramente IgA,
associate a disordini immunoproliferativi. | tipi 1l e IlI
sono crioglobulinemie miste, e rappresentano la maggior
parte di tutte le crioglobulinemie. Il tipo Il & costituito
dall’associazione di una immunoglobulina monoclonale
con immunoglobuline policlonali, mentre il tipo Il &
formato da immunocomplessi di Ig policlonali. La
crioglobulinemia mista si manifesta prevalentemente in
pazienti affetti da patologie infettive, spesso HCV-
correlate, reumatologiche e autoimmuni.

La crioproteinemia & una patologia difficile da
diagnosticare sia dal punto di vista clinico che da quello
laboratoristico e proprio per questo € indispensabile una
stretta collaborazione tra clinica e laboratorio. Questo
deve avere a disposizione la diagnosi clinica, o 'ipotesi
diagnostica, che consenta di valutare la coerenza con i
risultati ottenuti, mentre il clinico non deve esitare a
contattare il laboratorio quando il risultato ottenuto dal
laboratorio non € supportato dalla clinica.

Per rafforzare la collaborazione laboratorio-clinica, il
Gruppo di Studio Proteine di SIBioC in collaborazione
con [I'Associazione lItaliana Lotta contro Ile
Criglobulinemie (ALCRI) con il patrocinio dell’Universita
di Modena e Reggio Emilia, ha organizzato un convegno
a Modena il 28/09/2021 dal titolo “Crioglobulinemia:
laboratorio e clinica, una collaborazione virtuosa per la
corretta gestione di una patologia rara”. Scopo di questo
Documento & di riassumere il contenuto degli interventi
tenuti durante 'incontro multidisciplinare.

Il convegno si & composto di due momenti: il primo
rivolto ad evidenziare le criticita legate alle fasi pre- intra
e post-analitica della determinazione della crioglobulina,
fornendo elementi per 'armonizzazione di una analisi
ancora oggi totalmente manuale e quindi soggetta a
variabili operatore-dipendente.

La seconda parte del convegno ha invece
maggiormente trattato gli aspetti clinici e gli effetti delle
terapie, tra cui anche i farmaci antivirali ad azione diretta
contro 'HCV. Tali farmaci sono in grado di eradicare il
virus, ma solo in circa la meta dei casi questo si

accompagna all’eliminazione delle crioglobuline HCV-
relate.

Si sono infine messe in luce le ricadute cliniche della
diagnosi di crioglobulinemia e le implicazioni
multidisciplinari che questo comporta, facendo risaltare
come il continuo dialogo tra laboratorio e clinica sia
cruciale per la corretta gestione del paziente.

IL RUOLO DEL LABORATORIO

Il laboratorio ha un ruolo centrale nel rilevare una
crioglobulinemia, caratterizzarla e quantificarla (3-5). A
fronte dellimportanza di questo processo nella gestione
clinica del paziente, I'analisi delle crioglobuline presenta
tuttavia criticita a diversi livelli e richiede I'adozione di
specifiche precauzioni per evitare la perdita di analita e
garantire una corretta interpretazione dei risultati.

Fase pre-analitica

La fase preanalitica rappresenta un elemento di
criticita per la difficolta di mantenere il campione alla
temperatura di 37 °C dal momento del prelievo fino
allarrivo in laboratorio, per evitare la precipitazione di
crioglobuline che in taluni casi pud iniziare gia a
temperatura ambiente. Tale rischio € piu elevato per le
crioglobuline di tipo | che per le crioglobulinemie miste
dei tipi Il e lll. Per questo motivo & opportuno utilizzare
provette preriscaldate, senza gel separatore, e
trasportare il campione in contenitori che evitino la
dispersione di calore (contenitori riempiti di
acqua/sabbia/biglie calde, contenitori isotermici),
mantenendo la temperatura a 37 °C. Il volume di
campione deve essere sufficiente per consentire il rilievo
di precipitati anche se presenti in piccole quantita; si
raccomanda di prelevare 10-15 mL di sangue, per
ottenere almeno 4-5 mL siero.

La temperatura deve essere mantenuta a 37 °C
anche durante la fase di separazione, che deve avvenire
in incubatore per almeno 30 minuti, preferibilmente 2-3
ore. Ove possibile, anche la centrifugazione dovrebbe
essere effettuata in centrifuga termostatata.

Fase analitica

Dopo la separazione, il siero deve essere trasferito in
una nuova provetta, e la precipitazione delle
crioglobuline si ottiene a freddo, mantenendo il
campione a 4 °C per 5-7 giorni, con controllo giornaliero.
Parte del campione deve essere trasferito anche in tubo
di Wintrobe per la successiva quantificazione del
criocrito. Il processo di precipitazione si manifesta in
modo variabile e dipende dalla concentrazione e dal tipo
di crioglobulina. La presenza/assenza di crioprecipitato &
valutata mediante ispezione visiva. |l crioprecipitato puo
presentarsi con struttura diversa: amorfo, criogel,
cristallina, dipende dall'isotipo delle immunoglobuline
coinvolte, dalla concentrazione e dalla temperatura di
precipitazione. La natura del precipitato pud essere
confermata riscaldando il campione a 37 °C: la
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precipitazione delle crioglobuline & reversibile ed |l
precipitato si dissolve a caldo.

La caratterizzazione del crioprecipitato permette poi
di caratterizzare le immunoglobuline presenti e deve
essere preceduta da accurato lavaggio mediante
tampone fosfato o fisiologica, per rimuovere le proteine
sieriche residue con almeno 3 lavaggi a freddo. La
caratterizzazione del crioprecipitato dissolto &
comunemente effettuata mediante elettroforesi ed
immunofissazione (IFE) su gel di agarosio. La
quantificazione del precipitato & in genere espressa
mediante valutazione quantitativa del criocrito, inteso
come percentuale di crioprecipitato rispetto al volume
totale, dopo centrifugazione del tubo di Wintrobe.

Fase post-analitica

La classificazione delle crioglobuline €& piu
comunemente effettuata seguendo la classificazione
proposta da Brouet (2), che ne distingue tre tipi: tipi I-lI-
Ill. Gli isotipi piu frequenti nelle crioglobulinemie miste
sono IgM ed IgG, ma possono associarsi a queste forme
anche IgA mono o policlonali. Le crioglobuline sono
tuttavia analiti complessi, la cui microeterogeneita rende
spesso difficile aderire alla classificazione sopra riportata.
Nel corso degli anni sono state proposte classificazioni
integrative quali le classificazioni di Tissot, Pontet,
Musset, Passerini-Basile (4).

L'indagine completa per la crioproteinemia richiede
almeno 7 giorni, un impegno manuale significativo e la
necessita di attrezzature come incubatori e centrifughe a
temperatura controllata. Si tratta di indagini di
approfondimento la cui gestione richiede competenze
tecniche e professionali specialistiche, che necessitano
di tempi di esecuzione e di interpretazione non
compatibili con quanto consolidato in attivita analitiche di
alta produttivita.

Tabella 1

Criofibrinogeno

Il criofibrinogeno & una crioproteina che precipita nel
plasma e non nel siero, alla temperatura di 4 °C e si
discioglie alla temperatura di 37 °C. Il prelievo deve
avvenire utilizzando una provetta con anticoagulante
diverso dall’eparina per evitare la formazione della
frazione eparino-precipitabile che potrebbe essere
confondente. Il criofibrinogeno & costituito principalmente
da fibrinogeno, fibronectina, fibrina, ma pud contenere
anche altre proteine. Per la determinazione del
criofibrinogeno € necessario avere a disposizione sia la
provetta di plasma che di siero a 4 °C: se il precipitato si
forma solo nella provetta di plasma si € in presenza di
criofibrinogeno, se si forma sia nella provetta di plasma
che nel siero, & possibile il riscontro di criofibrinogeno e/o
crioglobuline. In questi casi € necessario effettuare una
IFE con antisiero anti fibrinogeno per confermarne la
presenza (6).

Il criofibrinogeno, ricercato in pochi laboratori, & un
parametro non inserito nei livelli essenziali di assistenza
(LEA) quindi raramente richiesto dai clinici. La
criofibrinogenemia  presenta  situazioni  cliniche
sovrapponibili alla crioglobulinemia e pertanto & un
parametro utile, ma poco indagato, nella diagnosi di
vasculite, specialmente quando la ricerca di crioglobuline
risulti negativa.

Studi preliminari mostrerebbero una correlazione tra
criofibrinogenemia e sclerosi sistemica (dati presentati al
convegno di Modena il 28/09/2021, non pubblicati).

Le fasi del processo di laboratorio per la
determinazione della crioglobulinemia sono riassunte
nella Tabella 1.

Determinazione e caratterizzazione delle crioproteine (crioglobuline e criofibrinogeno)

Fase preanalitica
Prelievo:

- prelevare 10-15 mL di sangue in provetta senza gel separatore (siero) per la ricerca delle crioglobuline e 10-15 mL di
sangue in provetta con EDTA (plasma) per la ricerca del criofibrinogeno;

- riporre immediatamente a 37 °C;

- lasciar coagulare il sangue a 37 °C (almeno 30 minuti); centrifugare a 37 °C; separare immediatamente il siero/plasma in
tubo di Wintrobe e incubare a 4 °C (siero/plasma) per almeno 5-7 giorni.

Fase analitica
Valutazione del crioprecipitato:

- osservare I'eventuale presenza nel siero/plasma di precipitati, flocculati o gel dopo 5-7 giorni di incubazione a 4 °C;
- verificare la reversibilita della crioprecipitazione ponendo il siero/plasma a 37 °C.

Misurazione del criocrito:

- rapporto percentuale tra volume di crioprecipitato e volume di siero/plasma dopo centrifugazione del tubo di Wintrobe a

2000 rpm per 15’
Caratterizzazione del crioprecipitato:

- 3 cicli di lavaggio a 4 °C con soluzione fisiologica o tampone fosfato, centrifugazione a 2000 rpm per 15 min a 4 °C;
- dissolvere il precipitato mediante incubazione a 37 °C (solo per le crioglobuline trattare con sostanze riducenti).
- tipizzazzare mediante immunofissazione su gel d’agarosio utilizzando antisieri anti IgG, IgA, IgM, k totali, A totali (per le

crioglobiline) e anti fibrinogeno (per criofibrinogeno).
Fase post-analitica
Valutazione del risultato:
- interpretazione delle immunofissazioni;

- utilizzare la classificazione secondo Brouet (quella maggiormente utilizzata) per le crioglobuline e verificare la presenza
della banda in corrispondenza dell’antisiero anti-fibrinogeno per il criofibrinogeno
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Criticita dell’interpretazione dei risultati

L’ interpretazione delle IFE rappresenta una criticita:
richiede un’elevata esperienza, € operatore dipendente
ed & fondamentale per garantire la riproducibilita dei
risultati.

Nell’ambito di un progetto pilota per la valutazione
della variabilita inter- e intra-laboratorio nella refertazione
delle crioglobuline, condotto in Emilia Romagna a cui
hanno partecipato 8 laboratori e 13 operatori, sono stati
inviate 30 immagini di IFE di crioglobuline, ogni operatore
ha fornito il proprio risultato e i dati sono stati
successivamente elaborati (7). Per misurare la
concordanza tra le letture di IFE dei diversi operatori, si &
arbitrariamente determinata una scala di valutazione
definendo “ottima” una concordanza del 100%, cioe
quando tutti gli operatori fornivano un’unica definizione
per lo stesso gel, “buona” una concordanza compresa tra
75 e 99%, cioé quando la stessa risposta era fornita dal
75-99% degli operatori, “sufficiente” tra 50 e 74% e
“scarsa” se <50%. La definizione di IFE non valutabile
stata riscontrata in 35 risposte su 390 (9,0%)
relativamente a 12 gel su 30. Delle 30 IFE sottoposte a
valutazione, solamente 3 (10%) sono state classificate
nello stesso modo da tutti e 13 gli operatori con una
concordanza ottima dei risultati pari al 100%; 10 (33%)
presentavano una concordanza buona, 14 (47%)
sufficiente, mentre 3 (10%) scarsa.

Per quanto riguarda la concordanza tra i 13 operatori
partecipanti, si & assunto in modo arbitrario che questa
possa essere considerata accettabile quando almeno il
75% degli operatori concorda sul tipo di crioglobulina da
attribuire allo stesso campione; i risultati ottenuti
mostrano come solo nel 43% dei casi venga raggiunto il
requisito di accettabilita. Dalla casistica valutata &
emerso in particolare un campione a cui sono stati
attribuiti 5 differenti tipi di risposta: crioglobulinemia di tipo |,
tipo Il, tipo lll, non valutabile, negativo a seconda
dell'operatore che lo aveva visionato.

In questo studio si & in particolare focalizzata
I'attenzione sull'incidenza della fase post-analitica sulla
variabilita del dato. | risultati evidenziano come anche la
sola lettura dellIFE rappresenti, nella valutazione della
crioglobulina, un elemento di elevata criticita altamente
operatore-dipendente.

E importante portare alla luce le complessita
riscontrate dal laboratorista in ogni fase nella
determinazione delle crioglobuline, affinché anche il
clinico ne sia consapevole e porti il proprio contributo
nella diagnosi di crioglobulinemia stringendo una forte
collaborazione con il laboratorio.

In seguito ai risultati dello studio pilota eseguito in
Emilia Romagna (7), SIBioC ha promosso un sondaggio
inviato ai laboratori italiani. | laboratori che hanno risposto
al questionario sono stati 66 e dai dati ottenuti emerge
come la qualita del processo analitico sia critica. Le
condizioni preanalitiche ed analitiche, gli approcci per
l'identificazione ed i criteri per la quantificazione spesso
differiscono da laboratorio a laboratorio, limitando
accuratezza e riproducibilita dell’analisi. Le problematicita

maggiori sono rappresentate dalla difficolta del
mantenimento della catena del caldo dal prelievo alla
presa in carico del laboratorio, dalla diversa dotazione
tecnologica tra laboratori, dall’alto livello di manualita
dell'intero processo ampiamente operatore-dipendente,
dallassenza di una metodica e di riferimenti univoci e
armonizzati, e dalla diversita di criteri adottati per
riportare il risultato.

Il controllo di qualita

Considerando l'importanza clinica delle indagini sulle
crioproteine, sorprende come questi esami siano ad oggi
eseguiti senza linee guida e protocolli condivisi e, fino al
2017, senza alcuna valutazione esterna di qualita (VEQ).
Non ci sono prove solide che esista una problematicita
relativamente alla determinazione delle crioproteine,
tuttavia, talvolta emergono incongruenze tra le indagini di
laboratorio e la clinica di alcuni pazienti.

L'UK National External Quality Assurance Scheme
(UK-NEQAS) per l'immunologia, l'immunochimica e
I'allergologia (IIA) ha istituito una VEQ anche per I'analisi
delle crioproteine. Questo schema permette di
raccogliere dati sulle modalita operative adottate nei
laboratori relativamente all'analisi delle crioproteine,
valutare la loro competenza, educare i partecipanti alle
buone pratiche e, in definitiva, migliorare la ricaduta del
risultato fornito dai laboratori sui pazienti.

La VEQ pilota é stata introdotta nel 2017 (8); ogni
anno vengono distribuite 4 immagini di IFE ottenute da
reali richieste di crioproteine. Ogni distribuzione include
un'‘anamnesi del paziente con immagini di siero e plasma
incubati a 37 °C e 4 °C (Figura 1), la misurazione delle
immunoglobuline, del complemento C3 e C4, del fattore
reumatoide (FR) e I'elettroforesi delle proteine sieriche. Il
partecipante deve quindi valutare se & presente una
crioproteina e se sono necessarie ulteriori indagini. Infine
viene chiesto di commentare il tipo di crioproteina
valutata. La VEQ include campioni provenienti da
soggetti sani e campioni positivi per le crioproteine di tipo
I, Il e criofibrinogeno.

| risultati iniziali, poco soddisfacenti, hanno destato
qualche timore sulla qualita delle immagini inviate. Nei
campioni con una crioglobulina di tipo | &€ stata osservata
la percentuale piu elevata di identificazione (79%) mentre
il criofibrinogeno & stato individuato solo dal 28% dei
partecipanti. E preoccupante come il 18% dei partecipanti
abbia identificato una crioproteina in un campione
completamente negativo. | rapporti della VEQ includono
commenti dettagliati che evidenziano i risultati ottenuti.

UK NEQAS IIA ha inoltre organizzato due sessioni
educative le “Cryoprotein Masterclass”, focalizzando
I'attenzione dei partecipanti sull'importanza clinica di
queste indagini e fornendo informazioni sulle buone
pratiche per I'esecuzione dell’analisi delle crioproteine.
Con il tempo si € rilevato un graduale miglioramento dei
risultati ed un aumento del numero di partecipanti che
identificano correttamente le crioproteine.

UK NEQAS IIA continuera con questo importante
programma di VEQ e sta pianificando ulteriori sessioni di
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Figura 1

Esempio di una immagine usata all'interno del "UK NEQAS Cryoproteins Scheme", pubblicata con l'autorizzazione del UK

NEQAS Immunology, Immunochemistry & Allergy (lIA).

Masterclass per il futuro. Questo € il primo ed unico
programma attualmente in essere di VEQ sul
riconoscimento e la tipizzazione delle crioproteine.
Partecipare a tale programma & essenziale per i
laboratori che eseguono questa tipologia di esami.

| biomarcatori associati a crioglobulinemia

La crioglobulinemia di tipo Il e tipo Il o
crioglobulinemia mista € una malattia multifattoriale in cui
sono implicate diverse cause: genetiche, ambientali e
immunologiche, collegate allo sviluppo di questo
disturbo. In particolare la crioglobulinemia mista &
associata a patologie inflammatorie croniche quali THCV
(5).

Si & dimostrato su modelli murini come dli
immunocomplessi formati da IgG3 siano i precursori dei
fenomeni crioprecipitativi delle crioglobuline miste.
L'lgG3, infatti, esplica una importante funzione di
anticorpo pro-infiammatorio. L'IlgG3 nei crioprecipitati e
negli anticorpi anti nucleo (ANA) potrebbe indicare che il
sistema immunitario & stimolato a un grado di attivazione
piu elevato e questo pud rappresentare un fattore
scatenante nell'attivazione a lungo termine del
meccanismo autoimmune. Un aumento di IgG3 € anche
correlato all’attivita del FR contro il complesso IgG41-HCV.
Pertanto, I'identificazione precoce di IgG3-FR in pazienti
con HCV potrebbe essere utilizzata come un predittore
precoce dello sviluppo di crioglobulinemia mista (9).

Nel caso di pazienti con infezione da HCV, anomalie
nei livelli sierici di catene leggere libere delle
immunoglobuline (FLC) e del loro rapporto suggeriscono
I'attivazione policlonale o monoclonale delle cellule B
indotta dal virus. Elevate concentrazioni di FLC-k sono
state trovate in pazienti HCV-positivi con crioglobulinemia
di tipo Il, caratterizzati da una componente monoclonale
FLC-k il cui livello sierico & stato recentemente utilizzato
per monitorare manifestazioni extraepatiche causate da
HCV. La quantificazione delle FLC potrebbe essere
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utilizzata sia come marcatore diagnostico di
vasculite/sindrome da crioglobulinemia mista, sia come
nuovo indicatore per identificare i pazienti che
necessitano di un accesso urgente al trattamento
antivirale. L'alterazione del rapporto FLC- k/A & correlato
alla gravita delle condizioni cliniche associate ai disturbi
linfoproliferativi a seguito di infezione da HCV, dalla
vasculite al linfoma non Hodgkin (NHL). Le FLC
potrebbero segnalare l'attivitd di cloni di cellule B
"dormienti" ed essere utili per identificare la malattia
minima residua, indicativa di una possibile recidiva o
peggioramento in pazienti con crioglobulinemia mista
HCV relata dopo il trattamento con rituximab (RTX). Nei
campioni di pazienti con crioglobulinemia di tipo Il HCV-
relata, si possono osservare livelli aumentati di IgM-k che
tendendo a sopprimere lisotipo IgM-A non coinvolto.
Rapporti IgM-k/IgM-A anomali sono stati segnalati come
associati a esiti negativi in pazienti con NHL a cellule B
(10).

Nei soggetti asintomatici, i biomarcatori suindicati
consentono il rilevamento delle fasi iniziali di una
criglobulinemia mista,e sono utili nelle fasi di
monitoraggio per confermare I'eventuale evoluzione
verso una patologia maligna o benigna. Nella diagnosi
del NHL correlato all'HCV, i biomarcatori possono avere
un ruolo predittivo prognostico ed essere utili nella scelta
di strategie di trattamento mirate. La presenza di bassi
livelli di crioglobuline (~0,05 g/L) in pazienti non HCV si &
dimostrata essere un possibile indicatore di complicanze
renali e neurologiche, con valori significativi di morbilita e
mortalita. Le manifestazioni cliniche e la presenza di
autoanticorpi nell'infezione cronica da HCV possono
facilmente indurre erroneamente a diagnosticare malattie
autoimmuni classiche; la possibilita di utilizzare
biomarcatori sierologici precoci di crioglobulinemia mista
potrebbe essere cruciale per segnalare e controllare in
modo efficace le manifestazioni extraepatiche (11).

| disordini del sistema immunitario sono
indubbiamente coinvolti nel processo patogenetico della
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crioglobulinemia mista, mostrando un aspetto
dicotomico: si pud osservare un viraggio verso una
malattia linfoproliferativa o una patologia autoimmune, e
la crioglobulinemia mista pud essere considerata il
risultato della risposta immunitaria adattativa, indotta
dalla persistenza di stimoli endogeni (malattie
autoimmuni) o esogeni (virus). Poiché la loro presenza
aumenta le co-morbilita e riduce la sopravvivenza, &
importante rilevare la presenza di crioglobuline nei
pazienti con alterazioni immunologiche. La diagnosi
precoce di una crioglobulinemia pud evitare |l
peggioramento dell'evoluzione da una forma lieve di
vasculite a una malattia piu grave che talora pud avere
esiti infausti (10).

IL RUOLO DEL CLINICO

Crioglobulinemia di Il e lll tipo o crioglobulinemia
mista

La crioglobulinemia mista & quella maggiormente
diffusa rappresentando circa 1'85%-90% di tutte le
crioglobulinemie rilevate. La principale manifestazione
della crioglobulinemia mista & costituita dalla vasculite
crioglobulinemica che si caratterizza dal punto di vista
clinico da una triade sintomatologica, denominata triade
di Meltzer-Franklin, costituita da porpora, astenia ed
artralgia (12). Nonostante questa triade si manifesti nella
maggior parte dei pazienti, in realtd lo spettro
sintomatologico della vasculite crioglobulinemica e molto
pil ampio e vede la presenza di diversi sintomi con una
frequenza estremamente variabile (13).

Per quanto riguarda la crioglobulinemia mista non
HCV-correlata, il quadro sintomatologico € pressoché
analogo, nonostante lo scenario clinico rispecchi
soprattutto la diagnosi principale, in particolare per
quanto riguarda la crioglobulinemia mista che si
manifesta in corso di connettivite (14). E importante
considerare che esistono anche pazienti con
crioglobulinemia mista totalmente asintomatici e pazienti
con vasculite crioglobulinemica franca senza
crioglobuline rilevabili nel siero; quest'ultimo caso si
pensa possa essere legato al fatto che la precipitabilita
degli immunocomplessi pud dipendere da diversi fattori,
per cui durante la determinazione laboratoristica,
nonostante la presenza di crioglobuline, la precipitazione
non avvenga. In alternativa, la difficolta pre-analitiche e
post-analitiche legate alla metodica di laboratorio
potrebbero alterare i risultati. In questi casi, se il clinico ha
un forte sospetto di sindrome crioglobulinemica, & molto
importante eseguire determinazioni multiple e seriate nel
tempo in modo da caratterizzare al meglio il quadro
sierologico del paziente, considerando anche il fatto che
la presenza di criofibrinogeno puo provocare quadri clinici
simili alla sindrome crioglobulinemica (15). Il motivo per
cui alcuni pazienti con crioglobulinemia mista non hanno
alcuna manifestazione clinica e da rifarsi al fatto che
sicuramente sono coinvolti fattori ambientali e/o genetici
non del tutto noti (12).

La manifestazione cutanea piu frequente & la porpora
palpabile agli arti inferiori, generalmente ortostatica ed

intermittente. Come conseguenza dei ripetuti fenomeni di
porpora, 'emosiderina si accumula a livello sottocutaneo
conferendo alla cute un’iperpigmentazione brunastra,
reperto che € considerato diagnostico anche in assenza
di porpora in atto (12). L'estensione e I'entita delle lesioni
possono dipendere anche dalla presenza di cofattori
quali linsufficienza venosa cronica, lo stress fisico, la
postura seduta protratta e il clima afoso (13).

Il fenomeno di Raynaud € un’altra manifestazione
cutanea relativamente frequente a cui si associa, nel 50-
60% dei casi un pattern videocapillaroscopico
caratterizzato da un aumento del numero di capillari ed
un aumento della loro tortuosita (12).

La xerostomia e la xeroftalmia si manifestano circa nel
50% dei pazienti, ma solo la meta di questi riesce a
raggiungere la diagnosi di sindrome di Sjogren. Da non
dimenticare che classicamente questo tipo di
manifestazioni & correlato all'infezione cronica da HCV (16).

Altre manifestazioni cutanee degne di nota sono le
ulcere cutanee, che tendono difficilmente alla guarigione,
la livedo reticularis, l'orticaria da freddo e la gangrena
digitale (12).

Le due manifestazioni muscolo-scheletriche piu
frequenti sono l'astenia e l'artralgia. Al quadro clinico del
paziente pud sovrapporsi anche un quadro di artrite non
erosiva generalmente oligoarticolare, di tipo lieve, spesso
migrante. In una quota minore di pazienti e stata identificata
la presenza di mialgie o di fibromialgia franca (13).

Circa nel 60% dei pazienti con vasculite
crioglobulinemica si manifesta un quadro di neuropatia
assonale sensitivo-motoria che provoca dal punto di vista
sintomatologico parestesie e sensazione di bruciore,
soprattutto a carico degli arti inferiori, con tipica
distribuzione a calza, ma anche agli arti superiori con
distribuzione a guanto (12). Sono state rilevate, inoltre,
alterazioni di tipo neurocognitivo e neuropsichiatrico:
nell’86% dei pazienti esaminati si aveva un deficit a
carico di uno o piu dei dieci domini cognitivi (17). Sono
state rilevate anche disfunzione sessuale, stress
emotivo, un aumentato rischio di depressione, ansia,
somatizzazione e insicurezza, cosi come stanchezza e
disturbi del sonno (17).

Circa la meta dei pazienti sviluppa un coinvolgimento
renale durante la malattia, che varia da una sindrome
nefrosica e una glomerulonefrite membrano-proliferativa
a manifestazioni meno frequenti quali Ia
glomerulosclerosi e linsufficienza renale terminale.
Come conseguenza del danno renale si possono rilevare
ipertensione arteriosa, proteinuria di grado variabile,
microematuria, cilindri granulari e/o eritrocitari e aumento
dei livelli di creatinina. Il danno renale, quando manifesto,
€ un fattore che puo peggiorare la prognosi della malattia
(13).

Visto che nella stragrande maggioranza dei casi di
crioglobulinemia mista & coinvolta l'infezione da HCV ,
molto spesso coesiste una epatite cronica evidente
generalmente di grado lieve-moderato. L'epatite cronica
pud assumere un aspetto tale da mettere a rischio la vita
del paziente, soprattutto quando si associa al
coinvolgimento renale; in generale il suo decorso e meno
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grave rispetto a quello della popolazione generale HCV
positiva e si associa anche meno frequentemente
all’evoluzione verso un carcinoma epatocellulare (HCC)
(15).

| pazienti con crioglobulinemia mista HCV-correlata
con o senza vasculite, tra le manifestazioni
extraepatiche, presentano con una frequenza relativa,
disordini tiroidei e diabete mellito di tipo 2. L'infezione da
parte di HCV dei tireociti e delle cellule B pancreatiche
provoca una up-regolazione della secrezione di CXCL10
e il reclutamento di linfociti Th1 che, in soggetti
geneticamente predisposti, rispondono con un aumento
della produzione di interferone y e di TNFa che a loro
volta sostengono e stimolano la secrezione di CXCL10
da parte delle cellule bersaglio; questo meccanismo
autoperpetua un circolo vizioso che alla fine provoca la
comparsa di tiroidite autoimmune e diabete mellito di tipo
2 (15).

L'interessamento che la malattia pud avere a livello
polmonare €& dovuta probabilmente allo sviluppo di
fenomeni vasculitici a livello dei piccoli vasi polmonari e
pud manifestarsi in diversi modi con una dispnea da
sforzo, tosse secca o produttiva, alveolite emorragica,
fibrosi polmonare interstiziale con o senza effusione
pleurica e sono stati descritti anche casi di polmonite
interstiziale criptogenica (12).

La vasculite gastrointestinale si manifesta per
l'interessamento dei piccoli e medi vasi e provoca dal
punto di vista sintomatologico dolore addominale e feci
striate di sangue, mimando un addome acuto, oppure
franchi quadri di perforazione intestinale; spesso questi
pazienti subiscono erroneamente la diagnosi di
pancreatite acuta e colecistite (15).

La sindrome da iperviscosita € una manifestazione
che colpisce principalmente gli individui affetti da
crioglobulinemia di tipo |, piuttosto che quelli di tipo Il e
tipo 11l (12). Il quadro sintomatologico della sindrome da
iperviscosita si caratterizza per visione offuscata,
epistassi ricorrente, cefalea, tinniti, vertigini e capogiri. Se
il quadro diventa severo i pazienti possono accusare
confusione, atassia e insufficienza cardiaca (12).

L'interessamento dell’apparato cardiovascolare e
I'osteosclerosi sono stati riportati occasionalmente (12).

Crioglobulinemia di | tipo o crioglobulinemia
semplice

Le crioglobulinemie di tipo | che rappresentano il 10-
15% del totale, sono costituite da una immunoglobulina
monoclonale (MIg), generalmente IgG o IgM, raramente
IgA o catene leggere. Sono solitamente associate a
neoplasie linfoproliferative a cellule B con secrezione
proteica prevalente, quali mieloma multiplo (MM),
macroglobulinemia di Waldenstrom (MW), leucemia
linfatica cronica (LLC) ma anche LNH o condizioni
benigne/pre-neoplastiche come gammopatia
monoclonale di significato indeterminato (MGUS) e non
strettamente correlate a infezioni da virus HCV.
Diversamente da quelle di tipo Il e 1ll, le crioglobuline tipo
| in genere non hanno attivita di FR e non provocano
consumo del complemento (C4); possono pero
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provocare iperviscosita plasmatica per gli alti livelli di Mlg
circolante e conseguente ostruzione fisica dei piccoli vasi
con la formazione di trombi. Quantitativamente la
concentrazione della crioglobulina tipo | &€ maggiore
rispetto alla crioglobulina di Il e Il tipo. Un criocrito
elevato perd non sempre sottende un quadro patologico
o con sintomatologia severa, seppure sia piu frequente
nella malattia sintomatica. La formazione del
crioprecipitato di crioglobuline tipo | solitamente avviene
entro poche ore dall'esposizione a basse temperature,
quindi rispetto al tipo Il e Ill precipita piu rapidamente ed
a temperatura piu alta quanto piu alta & Ia
concentrazione. L’aggregazione non & dovuta alla
formazione di immunocomplessi (diversamente dagli altri
due tipi) ma alla ridotta solubilita a basse temperature.

In vivo le crioglobuline monoclonali possono
associarsi reversibilmente tra loro, quando in alta
concentrazione e contribuire alla patologia. In seguito al
riscontro della presenza di crioglobuline tipo | la
tipizzazione del crioprecipitato permette di ipotizzare la
patologia linfoproliferativa sottostante e la quantificazione
consente di valutare il rischio di danno d’organo,
I'evoluzione e la eventuale risposta al trattamento. I
sospetto di una neoplasia ematologica di tipo
linfoproliferativo, permane anche in presenza di una
crioglobulina tipo Il in cui la IgM monoclonale abbia
un’attivita di FR, condizione piu spesso rilevabile nella
MW (18).

La crioglobulinemia di | tipo pud essere asintomatica
(19), ma quando sono presenti segni e sintomi, questi
sono la conseguenza dell'occlusione vascolare dovuta
alla formazione del crioprecipitato, ma la presentazione
clinica pud assumere anche le caratteristiche tipiche della
vasculite dei piccoli vasi. Prevalgono le manifestazioni
cutanee (69-86%) a localizzazione acrale (estremita
inferiori, naso, orecchie) come porpora, livedo reticularis,
fenomeno di Raynaud, acrocianosi, necrosi cutanea,
ulcere. Puo esservi coinvolgimento renale (30%) come
proteinuria, ematuria microscopica, insufficienza renale,
glomerulonefrite  membranoproliferativa, sindrome
nefrosica, o manifestazioni neurologiche (19-44%) quali
neuropatia periferica (anche dolorosa) prevalentemente
sensitiva ma anche motoria. Talvolta sono presenti
artralgie (28%) o sindrome da iperviscosita (epistassi,
blurred vision, ipoacusia improvvisa, cefalea, confusione)
(18).

Non & semplice individuare un dato di incidenza delle
crioglobuline tipo | nelle neoplasie ematologiche. In una
pubblicazione del gruppo di Rochester (18) & riportata
una delle piu recenti e ampie casistiche retrospettive di
pazienti con crioglobulinemia, con 486 pazienti
crioglobuline positive in 26 anni (1990-2015) di cui 102
con crioglobuline tipo | (22%), criocrito mediano alla
diagnosi di 7,5% (0-96), 53% IgG, 39% IgM. In uno studio
di Muchtar et al., (20) sulla MW, malattia linfoproliferativa
caratterizzata dalla presenza di linfoplasmociti clonali che
producono IgM monoclonale, viene riportato come in una
popolazione di 595 MW le crioglobuline sieriche siano
presenti nel 5,5% dei casi, seppure non viene
chiaramente specificato il tipo di crioglobuline (21).
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Altra patologia oncoematologica che pud presentarsi
associata a crioglobuline & il MM, ma anche in questo
caso non emerge chiaramente quale sia il reale
peso/incidenza delle crioglobuline, la cui presenza pero
pud determinare, ad esempio, lesioni cutanee, non
facenti parte del corteo sintomatologico del MM (18). Nei
pazienti affetti da LLC a cellule B non infrequente & il
riscontro di una Mig (20% dei casi) che € correlata ad una
sopravvivenza significativamente inferiore rispetto ai casi
senza Mlg, ma non €& nota quale sia lincidenza di
crioglobuline e in particolare se di tipo | (18). Interessante
sarebbe potere valutare la presenza di crioglobuline, in
particolare di tipo I, nei soggetti con MGUS, di
occasionale riscontro nella maggior parte dei casi, e
asintomatica, ma che risulta essere presente nel 3,2%
della popolazione oltre i 50 anni e 5,3% dei pazienti con
pit di 70 anni secondo uno studio della Mayo Clinic (22).
Non emerge tuttavia quale sia la prevalenza della
crioglobulinemia.

In sintesi non & chiaramente riportato in letteratura
quale sia la reale incidenza delle crioglobuline tipo | nelle
neoplasie ematologiche, né esistono inequivocabili
indicazioni di ricerca di crioglobuline in questo tipo di
pazienti. Dal punto di vista clinico & quindi necessario
definire I'opportunita di richiedere la ricerca di
crioproteine ed eventuale tipizzazione in soggetti con CM
che presentano manifestazioni cutanee, neuropatie,
artralgie, tipiche della crioglobulinemia, oppure
richiederla solo a quei pazienti con CM e neoplasia
ematologica anche se senza sintomi relati a
crioglobulinemia, o ancora richiedere la ricerca delle
crioglobuline a tutti i pazienti in cui si riscontri una CM.

Il decorso clinico, il trattamento e la prognosi della
crioglobulinemia di tipo | dipendono dalla malattia di base
che sottende alla crioglobulinemia (18).

Strategie terapeutiche

Non esistono farmaci di fondo per la sindrome
crioglobulinemica. E necessario stratificare i pazienti in
base alle loro caratteristiche cliniche ed alla gravita del
loro quadro, inoltre per la complessita e la variabilita delle
decisioni terapeutiche €& estremamente importante un
rapporto di stretta collaborazione e fiducia tra il medico
ed il paziente. La prima terapia € quella della malattia di
base, pertanto, se la crioglobulinemia & correlata
allinfezione da HCV, & necessario intraprendere
rapidamente un trattamento antivirale.

Per pazienti con malattia lieve caratterizzata dalla
classica triade di astenia, saltuarie artralgie o artrite,
episodi di porpora agli arti inferiori, il primo approccio
terapeutico da intraprendere € una dieta a basso
contenuto antigenico che pud migliorare l'attivita dei
fagociti e modificare la composizione degli
immunocomplessi. Durante il trattamento dietetico (circa
10 giorni consecutivi al mese) il paziente pud mangiare
esclusivamente riso, tacchino, coniglio, agnello, verdura
e frutta fresca, condire con olio di oliva, bere acqua o te.
Un esempio di tale dieta si pud scaricare dal sito
www.alcri.it. | pazienti che seguono rigorosamente tale

dieta sperimentano una significativa riduzione dei sintomi
entro 4-8 settimane. La dieta cronica ha un effetto di
risparmio di steroidi, riduce la porpora e il dolore, non &
costosa e non provoca effetti negativi; tuttavia, alcuni
pazienti non riescono a seguire scrupolosamente la dieta
poiché é difficile modificare le proprie abitudini alimentari
(23).

In caso di artralgie & possibile utilizzare
antiinfiammatori a cicli. Se i sintomi comunque tendono a
persistere, si puo inserire nel trattamento la colchicina, un
alcaloide originariamente estratto dalle piante del genere
Colchicum. Comunemente usata nelle fasi acute delle
artropatie microcristalline in quanto in grado di inibire il
metabolismo, la motilita e la chemiotassi dei
polimorfonucleati e/o altre funzioni leucocitarie, &
utilizzata nella nel trattamento della crioglobulinemia
mista per le sue proprieta antiinfiammatorie e
antiproliferative. In uno studio aperto, non controllato, la
colchicina, alla dose di 1 mg/die, ha determinato
miglioramenti clinici e laboratoristici, soprattutto nei primi
6-12 mesi di trattamento. E generalmente ben tollerata.
Gli effetti collaterali piu frequenti sono a carico
dell'apparato gastroenterico e della crasi ematica. E
considerata utile come trattamento per risparmiare
steroidi.

Basse dosi di corticosteroidi (metilprednisolone 0,1-
0,3 mg/kg) potrebbero essere impiegate per la terapia
sintomatica della porpora e delle artralgie, ma devono
essere tenuti presenti gli importanti effetti collaterali del
trattamento e, nei pazienti HCV positivi, il rischio di
aumento della viremia. Si scoraggia l'utilizzo dello
steroide per i trattamenti cronici mentre tali dosaggi
potrebbero essere considerati solo per controllare flares
vasculitici in pazienti che non rispondono o che sono
refrattari ad altri trattamenti. Se il trattamento steroideo &
somministrato piu a lungo dovrebbe essere attentamente
monitorato (23).

Nelle manifestazioni moderato-severe di malattia
quali linsufficienza renale e/o sindrome nefritica o
nefrosica, interstiziopatia polmonare, dolore addominale
ricorrente severo, ulcere cutanee, neuropatia motoria
progressiva, i farmaci immunosoppressori sono il cardine
del trattamento.

| corticosteroidi come il prednisone e dli
immunosoppressori soprattutto azatioprina e
ciclofosfamide sono ampiamente utilizzati.

La plasmaferesi (PE) € stata confermata in uno studio
di coorte retrospettivo su 159 pazienti con vasculite
crioglobulinemica (CV) che frequentano 22 Centri italiani,
quale procedura sicura nei pazienti con CV. La PE
precoce dovrebbe essere presa in considerazione nei
pazienti con CV grave, specialmente nei casi con
imminente coinvolgimento renale, al fine di prevenire un
danno renale irreversibile. Sebbene la sua efficacia nei
pazienti con insufficienza multiorgano sia limitata, la PE &
I'unico trattamento in grado di rimuovere rapidamente le
crioglobuline circolanti e dovrebbe essere considerato un
trattamento di emergenza (24).

Il farmaco biologico rituximab (RTX) € un'opzione di
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trattamento comune per questa condizione soprattutto
nei pazienti con ulcere cutanee, neuropatia periferica o
glomerulonefrite e nei pazienti con CV persistente dopo
PE. La monoterapia con RTX rappresenta un'ottima
opzione per CV grave e pud essere mantenuta a lungo
termine nella maggior parte dei pazienti (25).

Ulteriori opzioni allo studio sono la combinazione RTX
e belimumab che ha mostrato risultati promettenti nei
pazienti refrattari con CV, mostrando una rapida risposta
clinica.

Obinutuzumab €& un nuovo anticorpo monoclonale
umanizzato di tipo Il anti-CD20 con capacita superiori di
deplezione delle cellule B, mediate da una maggiore
morte cellulare diretta tramite I'attivazione del
complemento e la fagocitosi anticorpo-dipendente che ha
documentato un salvataggio nella CV resistente al RTX in
recente caso clinico (26) .

L'uso combinato di ciclofosfamide e PE é stato
considerato limitato e inconcludente.

La terapia con glucocorticoidi pulsati ad alte dosi pud
essere considerata il trattamento di prima linea delle
forme gravi, generalmente in associazione con la PE
(27).

Da considerare inoltre I'importanza di una corretta
gestione locale dell'ulcera vasculitica che si basa su
un'attenta valutazione delle caratteristiche della singola
lesione: dimensione, profondita, condizioni del letto della
ferita e presenza di granulazione, essudati, necrosi e/o
infezioni. Pertanto, un accurato “debridment” rappresenta
il passo piu importante della gestione locale, con |l
supporto di farmaci attivi e nei casi piu gravi di fattori di
crescita e/o di innesto cutaneo. La gestione locale
richiede l'uso di farmaci analgesici per controllare il dolore
procedurale (28).

La terapia del dolore che si correla alla neuropatia
sensitiva, puod essere trattata con antidepressivi triciclici,
gabapentin, pregabalin, anestetici locali o, in seconda
linea, analgesici oppiacei.

Le strategie terapeutiche fin qui descritte sono
riassunte nella Tabella 2.

| farmaci antivirali diretti introdotti in Italia a fine 2014
mostrano un’elevata efficacia (95-100%)
nell’eradicazione del virus HCV. L'ultima generazione di
questi farmaci & estremamente maneggevole ed efficace
nella quasi totalita dei pazienti, compresi quelli anziani e
con danno renale, il che li rende particolarmente utili nei
soggetti con crioglobulinemia che possono avere una
condizione renale gia di attenzione per la patologia di

Tabella 2
Le strategie terapeutiche

base.

Purtroppo, non sempre la risposta virale sostenuta si
mantiene (permane un 10-15% di pazienti in cui si
registra una recidiva), non sempre coincide con la
scomparsa della crioglobulinemia che continua ad
osservarsi in circa la meta dei pazienti, né corrisponde
sempre alla remissione della sintomatologia. La porpora
si pud infatti osservare dal 3 al 15% dei soggetti trattati,
la neuropatia dal 6 al 50%, il coinvolgimento renale dal
10 al 70% e le artralgie dallo 0 al 60%. Qualora i sintomi
persistano  occorre procedere  con terapie
immunosoppressive (29). Le motivazioni che sottendono
al permanere della sintomatologia non sono ancora state
chiarite, anche per la scarsita di dati ancora a
disposizione: si rendono pertanto necessari ulteriori
studi. Nel complesso, tuttavia, I'opzione della terapia
contro HCV con gli antivirali diretti rappresenta una
possibilita terapeutica estremamente importante, che
pud e deve essere tentata ogni volta che sia possibile.

CONCLUSIONI

| pazienti con crioproteine non trattate possono subire
danni significativi ai tessuti fino all'amputazione degli arti
o addirittura alla morte, pertanto I'importanza dell'analisi
delle crioproteine non pud essere sottovalutata. La
crioproteinemia ¢ infatti una condizione patologica la cui
diagnosi non pud prescindere dal riscontro
laboratoristico. E tuttavia innegabile che la ricerca delle
crioproteine risenta di numerose insidie che coinvolgono
tutte le fasi del processo pre- post- e intranalitico. Queste
criticita sono acuite dalla forte eterogeneita inter-
laboratorio spesso condizionata dalle risorse tecnico-
organizzativo locali. Diviene quindi cruciale sollecitare la
partecipazione dei laboratori ai programmi di VEQ per le
crioproteine tenendo in considerazione che, attualmente,
I'unico disponibile € quello proposto da UK-NEQAS.

Ancora poco diffusa & la ricerca del criofibrinogeno, la
cui determinazione sarebbe complementare a quella
delle crioglobuline anche per la sovrapposizione dei
sintomi tra crioglobulinemia e criofibrinogenemia. Questo
parametro, tuttavia, non inserito nei LEA, & poco o per
niente richiesto dai clinici e conseguentemente
raramente i laboratori si attrezzano per tale
determinazione, dissuadendone cosi a loro volta la
richiesta.

In sintesi, si avverte la necessita di avviare un
processo di armonizzazione delle procedure analitiche

- Se la sindrome crioglobulinemica € correlata al’lHCV & necessario intraprendere rapidamente il trattamento antivirale.

- Nelle forme lievi pud essere usata la dieta e la colchicina.
- Lo steroide & poco efficace.
- Nelle forme piu severe trova indicazione il rituximab (RTX).

- Possono essere utili la plasmaferesi e altri farmaci citotossici per il trattamento delle forme gravi e della glomerulonefrite.
Alcune condizioni, essenzialmente I'interessamento renale, quello nervoso severo, le riacutizzazioni generali gravi, vanno

trattate intensivamente.

- Le ulcere severe necessitano di accurata valutazione e trattamento locale.
- Nelle forme resistenti al RTX sono in corso studi di combinazione RTX e belimumab oppure obinutuzumab
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