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Il ruolo del laboratorio clinico nella diagnosi precoce di preeclampsia
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ABSTRACT

The role of the clinical laboratory in the early diagnosis of preeclampsia.

Hypertensive pregnancy disorders include a large spectrum of conditions, including pre-existing chronic
hypertension, gestational hypertension, preeclampsia (PE) and eclampsia. In particular, PE is one of the most
important causes of maternal morbidity and mortality and perinatal death, preterm birth, and delayed intrauterine
growth. The studies support a pathogenetic model of insufficient placentation which results in a vicious circle clinically
dominated by an increase in blood pressure and proteinuria in the first phase, and by the involvement of the central
nervous system up to convulsions in the more advanced stages. A crucial aspect of patient management is therefore
represented by the identification of biological markers measurable in maternal blood (circulating) useful in the
diagnosis, prognostic stratification and monitoring. In particular, in recent years many resources have been used to
identify a biophysical and biochemical screening test aimed at identifying women at greater risk of PE, but none of
these tools when used alone has demonstrated a significant predictive value. Few biomarkers are currently used in
clinical practice. The analysis of the literature suggests that angiogenic and anti-angiogenic molecules, in particular
the fms-like-tyrosine-kinase receptor 1 and placental growth factor (sFlt-1/PIGF) ratio, can be considered the
biomarkers with the best diagnostic performance in the second trimester of pregnancy. However, doubts remain about
their use in clinical practice before the 20th gestational week.

CLASSIFICAZIONE E DEFINIZIONE DEI
DISTURBI IPERTENSIVI DELLA GRAVIDANZA

| disturbi ipertensivi della gravidanza [ipertensione
preesistente, ipertensione gestazionale, preeclampsia
(PE) ed eclampsia] (1) complicano il 10-20% delle
gravidanze, sono implicati nel 20% delle morti materne
e causano circa il 10% delle nascite premature (2).

Lipertensione preesistente si riscontra in circa I'1%
delle gravide e viene diagnosticata con il riscontro di
pressione sistolica 2140 mmHg e/o pressione diastolica
290 mmHg prima della 20" settimana gestazionale o
persistente dopo la 12* settimana dal parto.
Lipertensione gestazionale, che si manifesta in circa il
3% delle gravidanze, viene definita coma la comparsa
de novo di ipertensione dopo la 20" settimana
gestazionale in assenza degli altri criteri di PE. La PE,
che puo complicare un’ipertensione gestazionale,
un’ipertensione preesistente cronica o fare la sua

comparsa in una gravida in precedenza normotesa,
interessa a livello mondiale il 2-8% delle donne gravide,
rappresentando una delle principali cause di morbidita
e mortalita sia materna sia neonatale (3).

Nel 2010, il National Institute for Health and Care
Excellence (NICE) ha rilasciato una definizione di PE
basata sulla presenza, dopo la 20" settimana
gestazionale, di una pressione sistolica 2140 mmHg o
diastolica 290 mmHg in due diverse occasioni
accompagnata da proteinuria (=300 mg di proteine
nella raccolta urinaria delle 24 ore oppure una
concentrazione proteica 21+ nel dipstick urinario) (4). In
seguito I’American College of Obstetricians and
Gynecologists (ACOG) ha emanato nuove linee-guida
che hanno modificato in modo considerevole i criteri
diagnostici (2,5). Secondo queste linee-guida la
diagnosi di PE puo essere posta, anche in assenza di
proteinuria, sulla base della comparsa, in una donna
precedentemente normotesa, di ipertensione dopo la
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20" settimana gestazionale associata a uno dei
seguenti criteri: piastrinopenia (conta piastrinica
<10°L), alterata funzionalita epatica evidenziata dal
raddoppio della concentrazione degli enzimi epatici,
danno renale progressivo (concentrazione della
creatinina sierica >1,1 mg/dL; 98 ymol/L o raddoppio
della concentrazione senza evidenza di altre patologie
renali), nuova insorgenza di disturbi cerebrali, visivi o
edema polmonare (2,5).

Per la definizione e la diagnosi di tutte le condizioni
cliniche precedentemente descritte € fondamentale la
corretta e rigorosa misurazione della pressione
arteriosa sia prima della gravidanza sia durante tutta la
gravidanza, in modo da poter mettere in atto una
corretta diagnosi differenziale (6).

La donna deve essere posta in posizione seduta,
con la schiena aderente allo schienale, gli arti inferiori
non incrociati e con i piedi ben appoggiati sul
pavimento. La posizione distesa potrebbe infatti
determinare una sottostima della pressione (7). Le
donne devono astenersi dal parlare, leggere,
consultare il telefono o guardare la televisione. Il
braccio non dovrebbe essere allungato e deve essere
posto a livello del cuore. In caso contrario, & possibile
utilizzare un cuscino. La prima misurazione deve
essere eseguita dopo almeno 5 minuti di posizione
seduta a riposo. Il bracciale omerale non deve essere
posizionato sopra i vestiti, deve essere di dimensione
appropriata rispetto al diametro dell’arto e dovrebbe
coprire i due terzi della distanza tra la spalla e il gomito.
Il bordo inferiore del bracciale dovrebbe essere 1-2 cm
sopra la piega del gomito. La pressione arteriosa deve
essere misurata piu volte e la prima misurazione va
scartata, andando a registrare il valore medio delle due
misurazioni successive ottenute con lo
sfigmomanometro (6). Con i dispositivi automatici, deve
essere considerata la media di due misurazioni
successive a distanza di un minuto (6).

Recentemente [I'International Federation of
Gynecology and Obstetrics (FIGO) ha validato un
punteggio di rischio per lo screening della PE (8) che
prevede la misurazione della pressione arteriosa
contemporaneamente su entrambi gli arti, mediante
dispositivi automatici o semi-automatici validati (9) e
con manicotti di dimensioni appropriate, durante il
primo trimestre di gravidanza (tra I'11" e la 13%
settimana di gestazione) in posizione seduta, con gli
arti superiori posti a livello del cuore, dopo 5 minuti di
riposo. Secondo questo protocollo devono essere
eseguite due serie di misurazioni a intervalli di un
minuto (10) e le quattro misure cosi ottenute vanno
inserite in un calcolatore del rischio. Il calcolatore
permette di ottenere automaticamente la misurazione
della pressione arteriosa media finale (media di quattro
serie di misurazioni) ed il calcolo del rischio specifico
della paziente (10).

Scopo della presente rassegna ¢ di descrivere lo
stato dell’arte dell’utilizzo di biomarcatori circolanti per
la diagnosi precoce di PE, alla luce dei risultati ottenuti
nei principali studi condotti negli ultimi anni.
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IL POSSIBILE RUOLO DEL LABORATORIO
NELLO SCREENING DELLA PREECLAMPSIA

Lo screening della PE, cioé l'identificazione nelle
prime settimane di gravidanza delle donne a rischio di
sviluppare successivamente la malattia, € un aspetto
cruciale per prevenire le conseguenze acute e croniche
sia per la madre sia per il feto (11). L'identificazione di un
biomarcatore, o di un pannello di biomarcatori circolanti,
con elevate sensibilita e specificita, rappresenta una
sfida per molti gruppi di ricerca a livello nazionale ed
internazionale (12).

La PE & una patologia progressiva multi-sistemica
caratterizzata da una placentazione anomala (13,14),
disfunzione endoteliale, uno stato infiammatorio
esagerato e un’alterata risposta immunitaria (11,15). E
stato inoltre dimostrato che esiste una predisposizione
genetica allo sviluppo di tutti i disturbi ipertensivi della
gravidanza (16).

Molti sono i biomarcatori candidati e la maggior parte
di questi risultano implicati nella patogenesi della PE. Si
tratta di fattori angiogenici, anti-angiogenici, marcatori
inflammatori, immunologici, endocrini ed epigenetici
(11,17-19) (Tabella 1). Tuttavia, il limitato valore
predittivo, i costi talvolta troppo elevati e la necessita di
validazione in popolazioni molto ampie ne ha reso
difficile I'introduzione nella pratica clinica (20,21).

Nei prossimi paragrafi verranno descritti i principali
biomarcatori circolanti la cui misura effettuata prima della
20" settimana gestazionale potrebbe trovare
applicazione nella diagnosi precoce della PE.

Biomarcatori angiogenici ed anti-angiogenici

E stato ampiamente dimostrato che nella patogenesi
della PE & implicata un’anomala angiogenesi placentare
che causa un alterato rimodellamento delle arterie spirali
materne, disfunzione placentare e ridotta perfusione
(14,22). In particolare, alcuni membri della famiglia dei
fattori di crescita dell’endotelio vascolare (VEGF), tra i
quali VEGF-A ed i suoi recettori, quali il recettore solubile
FMS-simile della tirosina chinasi-1 (sFlt-1), oltre al
fattore di crescita placentare (PIGF), rappresentano
fattori regolatori importanti sia dello sviluppo
angiogenico fetale sia di quello placentare (22).

Mentre VEGF e PIGF, secreti dalla placenta
prevalentemente in risposta ad ipossia tessutale o ad un
danno cellulare endoteliale, agiscono come modulatori
angiogenici, sFlt-1 agisce principalmente come fattore
anti-angiogenico  (23). sFlt-1 & prodotto dal
sinciziotrofoblasto e nella gravidanza fisiologica la sua
concentrazione & di poco superiore a quella di PIGF (24).
Tuttavia, nelle condizioni di ipossia con conseguente
ipoperfusione della placenta, il trofoblasto produce
quantita importanti di sFlt-1 e le concentrazioni che si
possono riscontrare nel circolo materno sono
notevolmente aumentate (25) assumendo un ruolo attivo
nella patogenesi delle alterazioni caratteristiche della PE
(26). PIGF esercita invece un effetto positivo sulla
funzione placentare, ma con la progressione del danno
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Tabella 1

Principali biomarcatori circolanti utilizzabili per la diagnosi precoce di preeclampsia.

Biomarcatori circolanti

Angiogenici ed anti-angiogenici

VEGF-A, sFlt-1, PIGF, sFit-1/PIGF

Endocrini ed immunologici

PAPP-A, PP13, hCG, AFP, activina-A, inibina-A, corina, copeptina

Infiammatori e anti-infiammatori

PCR, pentraxina-3, TNF-a, IL-1 beta, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, omentina-1,

nesfatina-1, lipossina A4, sVCAM, sICAM, TNF-a

Acidi nucleici circolanti e microRNA

cfDNA, cffDNA, microRNA (miR-210, miR-152, miR-183, miR-210, miR-516-5p,

miR-517*, miR-518b, miR-520a*, miR-520h, miR-525, miR-526a, miR-1233,
miR-206, miR-23a*, miR-125b)

VEGF-A, fattore di crescita dell’endotelio vascolare-A; sFlt-1, recettore solubile FMS-simile della tirosina chinasi-1; PIGF, fattore di
crescita placentare; PAPP-A, Proteina Plasmatica A associata alla gravidanza; PP13, Proteina Placentare 13; hCG, gonadotropina
corionica umana; AFP, alfa feto proteina; PCR, proteina C reattiva; TNF-a, fattore di necrosi tumorale alfa; IL, interleuchina; sVCAM,
molecola di adesione cellulare vascolare solubile; sSICAM, molecola di adesione cellulare intercellulare solubile; cfDNA, DNA libero
da cellule materne; cffDNA, DNA fetale libero circolante; miR, microRNA.

sulle strutture trofoblastiche indotto da sFit-1, la sua
concentrazione diminuisce.

Alcuni studi hanno dimostrato che i valori circolanti
dei fattori angiogenici sono significativamente piu bassi
nelle pazienti con PE rispetto alle gravide sane,
suggerendo che una bassa concentrazione di VEGF
possa essere utilizzata per identificare le gravidanze con
un rischio piu elevato di sviluppare PE (27-29).

In accordo, Levine et al. (30), in uno studio caso-
controllo condotto misurando le concentrazioni sieriche
di sFIt-1, PIGF e VEGF durante il corso della gravidanza
in 120 donne nullipare sane ed in 120 donne affette da
PE, hanno osservato che i livelli di PIGF misurati tra la
13" e la 16" settimana gestazionale risultavano
significativamente piu bassi nelle donne che avevano
sviluppato PE rispetto alle donne con decorso fisiologico
della gravidanza. Al contrario, differenze significative
nelle concentrazioni di sFlt-1 erano presenti solo dopo la
33" settimana gestazionale e VEGF rimaneva a basse
concentrazioni durante tutta la gravidanza, senza
mostrare differenze statisticamente significative tra casi
e controlli.

Nonostante questi modulatori angiogenici e anti-
angiogenici possano essere facilmente misurati
utilizzando metodi immunometrici automatizzati (31,32),
la loro reale utilita clinica per 'identificazione delle donne
a rischio di sviluppare PE rimane ancora oggetto di
dibattito (25).

Dati sicuramente interessanti sono emersi
dall'utilizzo del rapporto sierico sFlt-1/PIGF, che ha
mostrato un'accuratezza diagnostica (valutata come
area sotto la curva, AUC) superiore a 0,90 in diversi studi
osservazionali condotti su gravide nel secondo o terzo
trimestre di gravidanza (33,34) o su popolazioni
selezionate ad elevato rischio di PE (35-37).

Un aspetto interessante legato al rapporto sFlt-
1/PIGF & il suo elevato valore predittivo negativo (PPV)
e quindi una buona capacita di escludere la malattia. In

particolare, nellampio studio multicentrico di Zeisler et
al. (33) un risultato del rapporto <38 ha permesso di
escludere con elevata sensibilita (0,80) e specificita
(0,78) il verificarsi di una PE nella settimana successiva
(AUC 0,90) con un PPV dello 0,99. Grazie alle elevate
proprieta predittive negative del marcatore & quindi
possibile escludere con grande certezza lo sviluppo di
una PE nelle successive 1-2 settimane.

| pochi studi prospettici che hanno esaminato il ruolo
predittivo dei fattori angiogenici misurati prima della 20*
settimana gestazionale hanno prodotto risultati
contraddittori (38,39).

Crovetto et al. (40), in uno studio condotto su 9 462
donne nel primo trimestre di gravidanza, hanno
osservato che includendo la misurazione della
concentrazione di PIGF e sFlt-1 misurati tra I'8* e I'11
settimana gestazionale, in algoritmi in cui erano presenti
anche parametri biofisici e caratteristiche materne,
'accuratezza diagnostica migliorava. In particolare,
I’AUC era 0,98 [intervallo di confidenza al 95% (95% ClI)
0,97-0,99] nella diagnosi di PE precoce (prima della 32/-
34" settimana di gestazione) e 0,87 (95% CI 0,84-0,90)
nella diagnosi di PE a comparsa tardiva.

In una meta-analisi condotta su 20 studi primari che
hanno valutato il rapporto sFIt-1/PIGF, Liu et al hanno
ottenuto una sensibilita ed una specificita diagnostica
rispettivamente di 0,78 e 0,84, con una AUC di 0,88. Nel
sottogruppo con PE a comparsa precoce, I'accuratezza
diagnostica é risultata migliore, raggiungendo una AUC
di 0,98 (41). E importante sottolineare che la meta-
analisi & stata condotta su studi che avevano incluso
donne con eta gestazionali diverse e non solo gravide in
cui il calcolo del rapporto sFlt-1/PIGF era stato eseguito
nel primo trimestre di gravidanza. Successivamente,
Andersen et al, studiando in modo prospettico una
coorte non selezionata di 1909 gravide, hanno mostrato
che PIGF e il rapporto sFlit-1/PIGF misurati tra la 20" e la
34/ settimana hanno un buon valore predittivo per PE
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(AUC 0,70 e 0,76, rispettivamente) e questo valore
aumenta a 0,90 e 0,88 nei casi di PE grave ad esordio
precoce (42). E importante anche sottolineare che sia
PIGF sia il rapporto sFlt-1/PIGF non si sono dimostrati
predittori significativi di PE se misurati molto
precocemente, tra I'8" e la 14" settimana. Come
evidenziato dai risultati di questi studi, i valori dei
biomarcatori angiogenici sembrano non variare in modo
sufficientemente precoce nelle donne con PE, per cui la
loro valutazione come singoli marcatori nella prima meta
della gravidanza non ha prestazioni diagnostiche
accettabili per predire lo sviluppo di PE (39).

Nel 2017 sono stati pubblicati diversi studi nei quali il
rapporto sFlt-1/PIGF & stato incluso in algoritmi per la
predizione dello sviluppo di PE. E stato dimostrato che &
possibile classificare le pazienti in base al loro rischio di
sviluppare PE gia all'eta gestazionale di 19-24 settimane
(43), e poi di confrontare i risultati a 30-34 (44) e a 35-37
settimane gestazionali (45).

In uno studio prospettico di recente pubblicazione, in
cui i livelli plasmatici di PIGF sono stati misurati a partire
dal secondo ftrimestre di gravidanza, PIGF ¢ stato
proposto come biomarcatore non solo di PE [sensibilita
(Sn) 100%, specificita (Sp) 44%, PPV 39%, valore
predittivo negativo (NPV) 100%] ma anche di
disfunzione endoteliale, risultando patologicamente
diminuito in 10 su 11 donne con gravidanze complicate
(Sn 90%, PPV 100%) (46).

Il rapporto sFIt-1/PIGF misurato all'ingresso, € stato
anche proposto come uno strumento utile (AUC, 0,82;
95% CI, 0,73-0,88) per predire gli eventi avversi
materno-fetali (emolisi, aumento delle transaminasi,
piastrinopenia, aritmie fetali) nelle PE ad insorgenza
prima della 34" settimana (47). Nello studio pubblicato
quest’anno da Tasta et al, un rapporto sFlt-1/PIGF >293
allingresso era associato ad un aumentato rischio di
complicanze [hazard ratio (HR), 3,61; 95% ClI, 2,13-6,10;
p<0,001) e mostrava un’associazione significativa con il
tempo compreso tra la diagnosi ed il parto (HR, 2,49;
95% ClI, 1,56-3,96; p<0,001) (47).

Biomarcatori endocrini ed immunologici

Durante la gravidanza fisiologica la produzione e
secrezione placentare di diversi ormoni € coordinata e
regolata finemente, tanto che diversi studi hanno
dimostrato che bassi livelli di proteina plasmatica A
associata alla gravidanza (PAPP-A) e proteina
placentare 13 (PP13), cosi come elevati livelli di a-
fetoproteina (AFP), gonadotropina corionica human
(hCQG), activina-A e inibina-A, misurati nel primo trimestre
di gravidanza, si associano allo sviluppo di PE (48-53).
Tuttavia, I'analisi meta-analitica dei dati di otto studi, per
un totale di 115 290 gravidanze, non ha permesso di
identificare combinazioni di questi biomarcatori sierici
con prestazioni tali da poterli suggerire come test di
screening accettabile per la diagnosi precoce di PE (54).
Risultati comparabili sono stati riportati da una
successiva meta-analisi condotta su 103 studi che ha
valutato I'accuratezza di PAPP-A, hCG, PIGF e PP13
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misurati durante il primo trimestre allo scopo di predire lo
sviluppo di PE e di eventi secondari quali il ritardo di
crescita ed il parto pretermine (55). PIGF si & dimostrato
il miglior predittore di PE, anche se con un'utilita clinica
limitata.

Allen et al. hanno condotto una meta-analisi su 30
studi per un totale di 65 538 donne, con l'obiettivo di
definire il ruolo diagnostico nella PE di alcuni
biomarcatori (PAPP-A, PIGF, PP13, B-hCG, endoglina
solubile, inibina-A, sFlt-1, p-selectina, pentraxina e
VEGF) misurati nel primo trimestre di gravidanza (56).
Alcuni di questi si sono dimostrati predittori significativi di
PE: PAPP-A [(odds ratio (OR), 2,1; 95% CI, 1,6-2,6)],
PP13 (OR, 4,4; 95% CI, 2,9-6.8), sFit-1 (OR, 1,3; 95%
Cl, 2,9-6,8), pentraxina (OR, 5,3; 95% CI, 1,9-15,0) e
inibina-A (OR, 3,6; 95% CI, 1,7-7,6) (56).

Un certo numero di studi caso-controllo con
misurazione di PP13 tra la 5 e la 7" settimana
gestazionale ha dimostrato che la concentrazione di
questo biomarcatore pud essere ridotta in modo
significativo nelle donne con PE, per poi aumentare
considerevolmente in parallelo alla gravita della PE (57-
59). Tuttavia, in uno studio pubblicato nel 2014,
Schneuer et al. hanno valutato la concentrazione di
PP13 del primo trimestre in una coorte non selezionata di
2989 gravide, concludendo che le prestazioni
diagnostiche di questo biomarcatore sono solo
marginalmente utili (AUC, 0,73; 95% CI, 0,69-0,77) ai fini
dello screening o della stratificazione del rischio di PE
(60).

Per quanto riguarda altri biomarcatori endocrini,
lllingworth et al. (61) hanno misurato i livelli circolanti
materni di inibina-A, attivina-A e inibina B in tre diversi
contesti clinici (donne in fase iniziale di gravidanza, dopo
stimolazione del corpo luteo da hCG esogeno e in donne
con gravidanza patologica e abortiva) osservando che
solo l'inibina-A e l'attivina-A venivano effettivamente
prodotte dal trofoblasto placentare. Al contrario, il corpo
luteo ed il trofoblasto non secernono inibina B nel circolo
materno. Allo scopo di valutare il ruolo diagnostico di
questi biomarcatori, Muttukrishna ha condotto uno studio
retrospettivo in cui la concentrazione sierica di inibina-A,
inibina B, pro alfa C e attivina A & stata misurata in 20
donne con PE e in 20 donne in gravidanza fisiologica
accoppiate per eta, periodo gestazionale e parita (62). E
interessante notare che i valori sierici di inibina A, attivina
A e pro alfa C sono risultati significativamente piu alti
nelle donne con PE rispetto alle donne sane, mentre non
¢ stata osservata nessuna variazione dell'inibina B. In
contrasto con questi dati, Spencer et al. hanno osservato
che i valori sierici di questi biomarcatori misurati in 64
donne tra I'1* e la 14" settimana non erano utili per
I'identificazione precoce delle gravide a rischio di
sviluppare PE (63). In particolare, 'AUC era 0.64 (95%
Cl, 0,55-0,72) per l'inibina A e 0.59 (95% ClI, 0,51-0,67)
per l'attivina A, ottenendo un'efficienza diagnostica al
valore soglia del 90° percentile del 20% e del 35%,
rispettivamente per attivina A ed inibina A.

La corina € un enzima di conversione del peptide
natriuretico atriale che promuove l'invasione da parte del
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trofoblasto ed il rimodellamento dell'arteria spirale uterina
(64). Dallo studio di Cui et al. sono emerse interessanti
evidenze sul potenziale ruolo della corina nella
patogenesi della PE (65). In particolare, & stato
dimostrato che i topi gravidi carenti di corina sono inclini
a sviluppare alcune caratteristiche tipiche della PE, come
l'ipertensione e la proteinuria (66). Un altro aspetto
importante & stata l'osservazione che i livelli sierici di
mRNA della corina e le concentrazioni di proteina sono
significativamente inferiori nei pazienti con PE rispetto
alle gravidanze fisiologiche (65). Risultati opposti sono
stati ottenuti in uno studio successivo pubblicato da Zaki
et al. (67), in cui & stato dimostrato che i livelli plasmatici
di corina erano significativamente piu alti nelle pazienti
con ipertensione indotta dalla gravidanza rispetto alle
gravide sane. Ulteriori dubbi sulla potenziale utilita della
corina nella PE sono emersi da uno studio nel quale le
concentrazioni del marcatore sono state misurate ogni 4
settimane fino al parto in 122 donne, delle quali 85 hanno
portato a termine una gravidanza fisiologica, 12 hanno
sviluppato una ipertensone gestazionale, 13 una PE in
fase tardiva e 12 una PE precoce (68). A differenza dei
due studi precedenti, non sono state osservate
differenze significative nei livelli sierici di corina tra il
gruppo normoteso, le donne che hanno sviluppato
ipertenzione gestazionale o gli altri gruppi di donne con
PE.

Piu recentemente Degrelle et al. hanno dimostrato in
una casistica di 181 pazienti con PE e 194 controlli, che
le pazienti con PE presentano valori di corina circolante
significativamente piu elevati delle donne con gravidanza
fisiologica e che queste concentrazioni aumentate sono
dovute sia ad un aumento della produzione sia ad un
aumento della secrezione da parte della placenta (69).

Analogamente alla corina, sono emersi dati
controversi anche da studi che hanno misurato la
copeptina, la frazione C-terminale di 39 aminoacidi della
prepro-vasopressina (70). Yeung et al. hanno misurato i
valori della copeptina sierica in campioni prelevati
longitudinalmente durante la gravidanza in 136 controlli
sani, 169 donne preeclamptiche, 92 donne con diabete
mellito gestazionale, 101 con ipertensione gestazionale
e 86 con parto pretermine (71), osservando che i valori di
copeptina misurati alla 16” settimana gestazionale erano
associati in modo significativo al rischio di PE (OR, 1,55;
95% ClI, 1,03-2,31). Tale associazione ¢ piu forte nei casi
di PE diagnosticata prima della 37 settimana (OR, 1,86;
95% ClI, 1,08-3,20). Al contrario, Birdir et al. non hanno
trovato alcuna differenza significativa tra i livelli di
copeptina sierica misurati tra I'11* e la 13" settimana
gestazionale in 35 donne con PE e quelli osservati in 100
gravidanze fisiologiche (72). Come per la corina, I'utilita
clinica della misurazione della copeptina
nell'identificazione precoce della PE rimane quindi
piuttosto discutibile.

Biomarcatori inflammatori

E stato suggerito che uno dei fattori patogenetici
considerati all’origine della PE possa essere

un’esagerata risposta inflammatoria materna,
conseguenza di un’inadeguata invasione trofoblastica
probabilmente mediata dall'interazione tra la risposta
infiammatoria e [l'attivazione dell’endotelio materno
(73,74). In diversi studi & stato descritto come la
concentrazione di un numero elevato di biomarcatori
inflammatori vascolari risulti aumentata o diminuita nelle
pazienti preeclamptiche rispetto alle gravide sane. Tra
questi i marcatori piu studiati sono stati la proteina C-
reattiva (PCR), i leucociti, i neutrofili, la pentraxina-3, il
fattore  di  necrosi  tumorale-alpha  (TNF-a),
l'interleuchina-1 beta (IL-1 beta), 'interleuchina-6 (IL-6)
e linterleuchina-8 (IL-8), oltre a biomarcatori anti-
inflammatori quali 'omentina-1, la nesfatina-1 e la
lipossina A4 (18,73,75-82). Nonostante sia disponibile
un’ampia letteratura sull’argomento, solo pochi studi si
sono occupati di valutare I'accuratezza predittiva di
queste molecole nel contesto della PE con misurazioni
effettuate nel primo trimestre di gravidanza.

Hamai et al. hanno misurato i livelli di IL-2 e TNF-a in
32 donne tra I'11” e la 13" settimana di gravidanza (75)
osservando che i valori di entrambe le citochine erano
significativamente piu alti nelle donne che avevano
sviluppato una PE rispetto a quelle che avevano avuto
una gravidanza fisiologica. Utilizzando un valore soglia
per IL-2 di 0,4 U/mL I'accuratezza diagnostica era 81%,
mentre era del 75% al valore soglia di 7 pg/mL per il
TNF-a. Nello studio di Freeman et al., in cui sono state
arruolate 34 donne che hanno sviluppato una PE e 34
controlli senza complicanze accoppiati per eta e parita,
le concentrazioni di IL-6 non sono risultate
significativamente maggiori nelle donne con PE rispetto
ai controlli sani (1,58 versus 1,19 pg/mL, p=0,051) (76).
Nello stesso studio, le concentrazioni di altri biomarcatori
infammatori (CRP, IL-10, sVCAM, sICAM e TNF-a) sono
risultate essenzialmente sovrapponibili tra casi e
controlli.

Siliee et al. utilizzando un approccio proteomico
basato su un immunodosaggio multiplo per la
misurazione contemporanea della concentrazione di 41
molecole, all'inizio e al termine della gravidanza, hanno
osservato che solo I'lL-1 beta risultava associata in
modo significativo allo sviluppo di PE (77). Diversamente
dal precedente studio, in quello di Tangeras et al. (83)
condotto su 548 gravide con precedenti di ipertensione
gestazionale o PE, gli autori hanno dimostrato che le
donne con ipertensione gestazionale avevano
concentrazioni sieriche di IL-13, IL-5, IL-7, IL-8, IL-13,
fattore di crescita dei fibroblasti (FGF) e VEGF piu alte di
quelle affette da PE. Inoltre, confrontate alle gravidanze
fisiologiche, le donne con PE presentavano livelli
significativamente aumentati di IL-5 e IL-12 (83).

La chemerina, nota anche come responder del
recettore dell'acido retinoico 2 (RARRES2), & una
adipochina pro-infammatoria che agisce reclutando ed
attivando le cellule immunitarie (84). Xu et al. (85),
misurando questa molecola in 518 gravide, hanno
dimostrato che i livelli sierici di questo marcatore erano
predittori indipendenti di PE.

Anche dopo aver escluso la presenza di patologie

biochimica clinica, 2021, vol. 45, n. 1

19




_________________________________________________________________________]
REVIEWS

RASSEGNE

20

infettive, la PCR misurata con metoodi ad elevata
sensibilita (hs-PCR) risulta aumentata nelle pazienti con
PE, ed & stato dimostrato che la sua concentrazione
aumenta parallelamente alla gravita della malattia (78).
La PCR viene attivamente prodotta dalla placenta e
rilasciata nel circolo materno (86). Kashanian et al.
hanno misurato la hs-PCR tra I'8" e la 13" settimana
gestazionale in 394 gravide (87), e hanno osservato che
la concentrazione di questo biomarcatore era piu alta nel
gruppo di gravide con successivo sviluppo di PE (n=42)
rispetto a quelle con decorso fisiologico della gravidanza
(7,1£2,6 mg/L versus 3,612,3 mg/L, p=0,001). Sn, Sp,
PPV, NPV e accuratezza diagnostica al valore soglia di
4 mg/L sono risultate rispettivamente 0,78, 0,72, 0,25,
0,96 e 0,73. L'utilizzo di un valore di valore soglia piu alto
(7 mg/L) permetteva di diagnosticare il 74% dei casi con
PE severa [rischio relativo (RR), 9,3; 95% CI, 4,5-19,5].
Diversamente da questo studio, nello studio di Karinen
et al. (88) non si sono osservate differenze
statisticamente significative nei valori di hs-PCR
misurate nel primo trimestre tra donne con PE e donne
con gravidanza fisiologica.

Acidi nucleici circolanti e microRNA

Tra i nuovi approcci non invasivi per lo screening
della PE, due hanno destato particolare interesse negli
ultimi anni. Il primo prevede la misurazione di acidi
nucleici circolanti, sia in forma di DNA libero da cellule
(cfDNA), di origine materna, che DNA libero da cellule
(cffDNA), di origine fetale. Il secondo approccio si basa
sulla valutazione di biomarcatori epigenetici,
rappresentati essenzialmente dalla misurazione
dell'espressione dei microRNA (miRNA) (89-93).

Nonostante il cffDNA rappresenti solo il 2-6% del
DNA circolante nel sangue materno durante la
gravidanza fisiologica (94), nelle donne con PE si
osserva un incremento importante che riflette
probabilmente alterazioni placentari o un danno da
ipoperfusione, eventi che portano ad apoptosi e necrosi
delle cellule placentari (89,90). Un'altra potenziale causa
di incremento dei livelli di cffDNA nel sangue materno &
rappresentato da una ridotta eliminazione dal plasma
materno (95).

La presenza di cffDNA nel sangue periferico materno
¢ stata scoperta nel 1997 dal gruppo di Lo et al. (96).
Due anni dopo lo stesso gruppo ha condotto uno studio
finalizzato a valutare la concentrazione di cffDNA nel
plasma di donne affette da PE (con eta gestazionale
media di 32 settimane) (97). Il ruolo del cffDNA come
predittore di PE e stato confermato da studi successivi
condotti su donne al secondo trimestre di gravidanza
(98,99).

Nel 2014 Martin et al., analizzando in una revisione
sistematica della letteratura 13 studi finalizzati a valutare
'accuratezza diagnostica del cffDNA nella PE (89),
hanno affermato che la misurazione dei livelli di cffDNA
€ un approccio promettente per predire la PE, soprattutto
delle forme precoci. Successivamente, Vikova et al.
hanno ripetuto una revisione sistematica della letteratura
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includendo 22 lavori (100). Sfortunatamente non pud
essere condotto un lavoro di meta-analisi a causa
dell’ampia eterogeneita degli studi, principalmente
attribuibile alle tempistiche del prelievo (compreso tra la
9" e la 417 settimana) e alle diverse tecniche utilizzate
per la misurazione del cffDNA (101,102).

Rolnik et al. hanno misurato tra I'11* e la 13" e
successivamente tra la 20" e 24" settimana i livelli di
cfDNA in 20 donne con PE precoce con parto indotto
prima della 34*settimana, 20 donne affette da PE
tardiva e 200 donne gravide normotese (103). Le donne
con PE precoce avevano livelli di cfDNA
significativamente piu alti e una diminuita frazione fetale
(6,8% versus 8,7%) rispetto alle donne normotese. In
uno studio caso-controllo condotto da Kim et al. (104) su
17 casi di ipertensione gestazionale, 34 donne
preeclamptiche e 84 controlli, gli autori hanno dimostrato
che il modello migliore per predire la PE (AUC, 0,83;
95% CI 0,69-0,93) é rappresentato dalla combinazione
della determinazionenel primo trimestre di cffDNA e della
PAPP-A.

In accordo a quanto riportato nelle pubblicazioni piu
recenti, meccanismi epigenetici come la modulazione
dell’espressione dei miRNA o processi di metilazione del
DNA possono essere implicati nella transizione della
gravidanza da fisiologica a patologica (105).

I miRNA sono brevi molecole non codificanti (19-24
nucleotidi) che agiscono regolando I'espressione genica
a livello post-trascrizionale. Dal momento che queste
molecole sono stabili e possono essere misurate nei
fluidi extracellulari con metodi relativamente semplici, la
loro misurazione & stata studiata e proposta come
biomarcatore non invasivo per la diagnosi ed il
monitoraggio di molte patologie (106). Alcuni studi
condotti su tessuto placentare hanno permesso di
dimostrare che diversi miRNA sono espressi in modo
differenziale nelle gravidanze fisiologiche e patologiche,
e che geni target di questi miRNA sono implicati
nell’apoptosi e nella risposta immunitaria della patologia
(107). Tra i diversi miRNA studiati e i cui livelli sono
risultati aumentati o diminuiti nel siero o nel plasma delle
donne con PE (91-93), uno di quelli che ha attratto
maggior interesse & il miR-210, la cui espressione &
aumentata sia nel tessuto placentare (108,109) sia nel
siero delle pazienti, con livelli che aumentano
parallelamente alla gravita della malattia (110). Per
questo miR & stato dimostrato anche un ruolo
patogenetico, dal momento che risulta sovra-espresso
nel trofoblasto extravilloso durante il primo trimestre e
sembra determinare una ridotta invasione da parte del
trofoblasto con conseguente ipoperfusione
uteroplacentare (111).

Li et al. hanno misurato in 32 donne con PE e in 32
gravidanze fisiologiche I'espressione sierica di diversi
miRNA (miR-152, miR-182, miR-183, miR-210, miR-1,
miR-328, miR-363, miR-377, miR-500 e miR-584) (112),
la cui espressione tessutale placentare era risultata
aumentata o diminuita in precedente studi (107,113-
116). Nello studio di Li et al. i livelli di espressione di miR-
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152, miR-183 e miR-210 sono risultati aumentati nelle
gravidanze complicate da PE ma solamente a partire dal
secondo trimestre (112). Altri miRNA, in particolare miR-
516-5p, miR-517*, miR-518b, miR-520a*, miR-520h,
miR-525 e miR-526a sono stati riconosciuti come
predittori di PE se misurati tra la 12* e la 16” settimana
(117). MiR-1233 é risultato sovra-espresso tra la 124-14*
settimana di eta gestazionale nello studio caso-controllo
di Ura et al. eseguito su 24 donne che hanno sviluppato
PE e 24 controlli (92). Al contrario, dei 754 miRNA la cui
espressione € stata misurata tra I'11” e la 14” settimana
nello studio di Luque et al., nessuno ha mostrato
differenze nei livelli di espressione tra casi di PE (n=31)
e controlli sani (n=44) (118). Un altro miR che é risultato
espresso in modo differenziale tra casi (n=18) e controlli
(n=18) sia a livello tessutale sia a livello sierico anche se
solo dopo la 28” settimana (119), € miR-206. L'unico miR
espresso in modo significativamente diverso alla 16*
settimana &€ miR-23a*, la cui espressione é& risultata
ridotta nelle PE rispetto ai controlli.

Il gruppo di Licini (120) ha recentemente dimostrato
un'associazione significativa tra i livelli plasmatici
materni di miR-125b misurato alla 12 settimana di
gestazione e la PE. La misurazione dell’espressione di
questo miR, insieme all'indice di massa corporea
materna prima della gravidanza, hanno fornito un
modello predittivo con un'area sotto la curva di 0,85
(95% CI, 0,70-1,00). Gli autori hanno anche dimostrato
che un bersaglio di miR-125b & rappresentato da Trop-2
che si trova localizzato nella parte basale della
membrana plasmatica sinciziotrofoblastica suggerendo
quindi un suo ruolo nella comparsa precoce di PE (120).

Nonostante la letteratura abbia offerto negli ultimi
due decenni diversi risultati promettenti, altre valutazioni
dovranno essere condotte su casistiche piu ampie per
definire la reale utilita clinica di questi marcatori.

METODI DI MISURA E PROBLEMATICHE
ANALITICHE

Molti dei marcatori biochimici descritti mostrano
problematiche analitiche e organizzative che vale la
pena menzionare in una revisione della letteratura
destinata prevalentemente a professionisti che operano
nell’ambito della Medicina di laboratorio.

Dal momento che la diagnosi o I'esclusione di PE si
puo collocare nell’ambito di una diagnostica d’'urgenza
per la decisione che il clinico deve prendere se
ricoverare la paziente o semplicemente monitorarla piu
strettamente, & necessario che il laboratorista valuti la
possibilita di implementare su piattaforme analitiche
automatizzate la misurazione dei biomarcatori ritenuti
utili in base alle evidenze scientifiche.

Per alcuni dei biomarcatori precedentemente
descritti (ad esempio PIGF e rapporto sFIt/PIGF)
esistono oggi in commercio dei metodi che possono
essere implementati su piattaforme completamente
automatizzate, rendendoli pertanto fruibili anche in
regime di emergenza/urgenza. A questo proposito, studi

di confronto su alcuni dei principali metodi automatizzati
in commercio hanno mostrato caratteristiche pressoche
sovrapponibili (121,122). Nello studio di McCarthy et al.
in cui sono stati confrontati il metodo DELFIA Xpress
PIGF 1-2-3 test, il Triage PIGF test e 'immunodosaggio
Elecsys per la valutazione del rapporto sFlt-1/PIGF, non
sono state osservate differenze statisticamente
significative per AUC, Sn, PPV, NPV, nel predire la
comparsa di PE. Il test Elecsys per la determinazione del
rapporto sFlt-1/PIGF ha perd mostrato una specificita piu
alta rispetto agli altri due metodi (0,93 vs. 0,80; p<0,001)
(122).

Tuttavia per gli stessi biomarcatori esistono ancora in
commercio metodi di misura manuali che forniscono
risultati non confrontabili (123,124) e prestazioni
analitiche che talvolta non raggiungono lo stato dell’arte
necessario per una diagnostica biochimica cosi rilevante
dal punto di vista clinico. Anche la concentrazione di
alcune molecole inflammatorie (ad esempio sICAM e
sVCAM) viene comunemente misurata utilizzando saggi
ELISA non utili all'utilizzo di questi biomarcatori in regime
di urgenza/emergenza in quanto non consentono di
garantire le tempistiche di risposta necessarie in questo
contesto clinico (125)

CONCLUSIONI

| disturbi ipertensivi della gravidanza sono associati a
complicanze a breve e lungo termine sia per la madre
che per il feto. Uno screening clinico e biochimico
efficiente € fondamentale per mettere in atto il
trattamento precoce con farmaci in grado di prevenire o
ritardare la PE (quali I'acido acetilsalicilico) e ridurre
quindi le complicanze materne e fetali.

La prevenzione e la diagnosi precoce della PE,
anche mediante I'utilizzo di nuovi biomarcatori, pur
rappresentando un investimento per il sistema sanitario,
consentono di portare ad una riduzione dei costi
derivanti dalle complicanze materne/fetali e dalla
necessita di ricovero. Nello studio di Schlembach et al. in
cui sono stati analizzati i risultati descritti in 9
pubblicazioni (126), & stata dimostrata una riduzione dei
costi ed una migliore gestione delle risorse derivante
dalluso dei biomarcatori circolanti angiogenici in
aggiunta alle cure standard nelle donne a rischio di
sviluppare preeclampsia. Gli studi inclusi mostrano
risultati simili anche se sussistono alcune differenze
metodologiche.

Alcuni biomarcatori angiogenici e anti-angiogenici, in
particolare il rapporto sFIt/PIGF, hanno quindi dimostrato
buoni risultati per la diagnosi precoce di PE, ma
rimangono ancora dei dubbi sulla possibile
implementazione nella pratica clinica della loro
misurazione prima del 20” settimana gestazionale.

Negli ultimi anni sono stati costruiti e proposti piu di
40 modelli predittivi che includono oltre alla misurazione
della concentrazione di alcuni analiti (PIGF e rapporto
sFIt/PIGF) esami strumentali e fattori di rischio materni,
finalizzati ad identificare le donne ad alto rischio di
ipertensione gestazionale e PE (127).
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Uno dei metodi di screening proposti, basato
sull'algoritmo della Fetal Medicine Foundation (una
combinazione di fattori materni, pressione arteriosa
media, indice di pulsatilita dell'arteria uterina e valori di
PIGF), ha dimostrato la superiorita rispetto ai metodi di
screening precedentemente raccomandati dal National
Institute for Health and Care Excellence e dellACOG
(128), raggiungendo una AUC di 0,94 (0,92-0,97) (129).
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