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INTRODUZIONE

Le vasculiti ANCA (anticorpi anti-citoplasma dei neutrofili) associate (AAV).

Le vasculiti ANCA associate (AAV) comprendono tre patologie autoimmuni eterogenee: la
poliangioite microscopica (MPA), la Granulomatosi di Wegener (GW), e la sindrome di Churg-
Strauss (CHS). La caratteristica istologica principale delle AAV ¢ una vasculite necrotizzante dei
vasi di piccolo calibro prevalentemente a livello dei reni, dei polmoni e del sistema nervoso
periferico. La glomerulonefrite necrotizzante extracapillare pauci-immune ¢ una delle
manifestazioni pit comunemente osservate. La GW ¢ una vasculite necrotizzante che colpisce i
vasi di piccolo e medio calibro caratterizzata nelle prime fasi della patologia da una
inflammazione necrotizzante granulomatosa del tratto respiratorio superiore ed inferiore; con la
progressione della malattia spesso si rende evidente una vasculite disseminata con
glomerulonefrite necrotizzante pauci-immune (figura 1).

La MPA ¢ una vasculite dei piccoli e medi vasi che presenta parecchie similitudini cliniche
e patologiche con la GW (figura 2). La glomerulonefrite extracapillare pauci-immune ¢ piu
frequente nella MPA (90%). Entrambe queste patologie sono associate con la presenza nel siero
di autoanticorpi che reagiscono contro specifici enzimi contenuti all'interno dei granuli
azzurrofili dei neutrofili e nei lisosomi dei monociti. La maggioranza dei pazienti con GW
presenta autoanticorpi che reagiscono contro la proteinasi 3 (PR3), quelli con MPA presentano
invece anticorpi che reagiscono contro la mieloperossidasi (MPO) (1).

L'infiammazione granulomatosa cronica delle alte e basse vie respiratorie € comunque una
caratteristica peculiare della GW che probabilmente proprio per questo presenta una maggior
tendenza alle recidive (2). Le lesioni granulomatose possono rappresentare per anni l'unica
manifestazione di malattia ma la maggior parte dei pazienti successivamente sviluppa una

vasculite sistemica. La persistenza o la riattivazione di queste lesioni infiammatorie nelle vie



aeree sarebbero in grado di scatenare le recidive di malattia anche dopo molti anni di remissione
clinica (3). La CHS ¢ la piu rara delle AAV e si presenta con una fase iniziale caratterizzata da
manifestazioni atopiche (rinite, poliposi nasale, asma) che possono durare anche mesi o anni,
successiva comparsa di eosinofilia ematica e tissutale (infiltrati polmonari migranti) ed infine
con una vasculite necrotizzante a livello di vari organi (polmone, cuore, reni, cute, nervi
periferici) (1).

L’incidenza delle vasculiti sistemiche primitive ¢ circa 40/milione/anno, quella delle AAV ¢
circa 15-20/milione/anno. La prevalenza ¢ variabile fra 1 90 ed 1 400/milione. L’incidenza delle
AAV aumenta con I’eta, ma mentre 1’incidenza della GW si stabilizza oltre i 50-60 anni,
I’incidenza della MPA continua ad aumentare. Questa associazione implica un possibile
coinvolgimento eziologico dell’invecchiamento del sisttema immunitario ed un possibile
coinvolgimento di fattori ambientali. L’esposizione alla silice ¢ associata ad una maggiore
incidenza di MPA (1).

Se non trattate le AAV evolvono rapidamente. Una serie storica mostra una sopravvivenza
media di cinque mesi ed una mortalita maggiore del 90% a due anni senza trattamento (4). Dalla
fine degli anni 60 venne introdotto da Fauci e Wolff un protocollo basato sull'utilizzo di
ciclofosfamide per via orale e cortisone: visto l'elevato tasso di remissione e di sopravvivenza
ottenuto (maggiore dell’80% a 5 anni) divenne presto la terapia standard (2, 5).

Purtroppo l'elevata frequenza di recidive (in particolare della GW) determina 1'utilizzo di
ripetuti cicli di ciclofosfamide esponendo i pazienti all'importante tossicita di questo farmaco:
infezioni maggiori, infertilita, disordini mieloproliferativi, cistiti emorragiche, neoplasie

vescicali (2, 6).



Pto si palpebrale Granulomi SNC

Ofite Epizsclerite
Ingrossamento parotide Rinite, crusting
Sinusite Ulcerazioni

Stenosi subglottica

Moduli polmonsri
Tracheobroncostenosi

ed emorragia

Glaomerulonefrite
rapidamente
progressiva

Mialgia, miosite

Artralgia

Vasculite leucacitoclasica

Polineuropatia

Figura 1. Principali manifestazioni cliniche della Granulomatosi di Wegener (GW).

Circa il 25% dei pazienti trattati con ciclofosfamide presenta effetti collaterali severi legati alla

terapia (7). Fino al 50% dei pazienti con GW in remissione avra una recidiva entro 5 anni e

dovra quindi essere ritrattato. Considerando la sua tossicita si dovrebbe cercare di limitare

l'utilizzo di ciclofosfamide soprattutto in una patologia cronica e recidivante quale ¢ la GW.

Negli ultimi anni 1'adozione di uno schema terapeutico basato sull'uso della ciclofosfamide

per via endovenosa come farmaco induttore della remissione sostituto da farmaci meno tossici
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nella successiva fase di mantenimento (azatioprina o methotrexate), ha permesso di ridurne le
dosi utilizzate e quindi limitare gli effetti tossici senza aumentare il rischio di recidive. Tuttavia
anche questo schema terapeutico ¢ associato ad una elevata tossicita soprattutto nei pazienti
pluri-trattati e non ¢ in grado di prevenire completamente le recidive (8-11).

Si stanno percid sperimentando nuovi farmaci biologici con specifici target terapeutici con

lo scopo di ottenere il controllo della malattia riducendo la tossicita del trattamento.
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Figura 2. Principali manifestazioni cliniche della micropoliangioite (MPA).



RITUXIMAB

Rituximab (RTX) ¢ un anticorpo monoclonale chimerico murino/umano specifico per 1'antigene
umano CD20 espresso sui linfociti B. L' immunoglobulina G (IgG) ¢ composta da due catene
pesanti e due catene leggere unite da ponti disolfuro. La struttura immunoglobulinica presenta
una regione variabile che determina la specificita del legame con 1'antigene CD20 ed una regione
costante che ¢ altamente conservata fra i diversi anticorpi ed ¢ importante per le funzioni
effettrici dell'anticorpo all'interno dell'organismo. Essendo gli anticorpi murini responsabili di
severe reazioni allergiche, attraverso tecniche di ingegneria genetica la struttura costante
dell'anticorpo murino ¢ stata sostituita con sequenze proteiche umane in grado di limitarne
I'immunogenicita: la regione variabile murina anti-CD20 umano ¢ stata fusa con le regioni
costanti di una IgG e della catena leggera k umane (12, figura 3).

CD 20 ¢ una fosfoproteina espressa sulla superficie dei pre-linfociti B e sui linfociti B
maturi sia quiescenti che attivati; non ¢ espressa sulle cellule staminali, sui pro-linfociti B, sulle
plasmacellule e in altri tessuti. Variabile e dibattuta ¢ la sua espressione sulla superficie dei
linfociti B memoria (figura 4). Questo tipo di distribuzione permette al RTX la specifica
eliminazione dei linfociti B senza comprometterne la rigenerazione dalle cellule staminali e dai
pro linfociti B e senza alterare la produzione delle immunoglobuline dalle plasmacellule. Infatti
brevi trattamenti con RTX non determinano una significativa riduzione dei livelli di
immunoglobuline, cicli pit prolungati sono in grado invece di indurre una significativa
deplezione immunoglobulinica soprattutto nei bambini.

La ridotta incidenza di gravi infezioni registrate in corso di trattamento potrebbe essere
spiegata proprio della continua produzione di immunoglobuline da parte delle plasmacellule

CD20 negative (13, 14).



Regione variabile
Catena pesante

Regione
variabile
Catena
leggera

Frammento
variabile murino

Frammento costante — = |
della [gGk umana

Anticorpo IgG chimerico
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CD20. Modificata (12).
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Figura 4. Espressione di CD20 sui linfociti B nel midollo osseo ed in periferia. Controversa ¢

la sua espressione sulle cellule B memoria. Modificata (27).

CD20 ha un peso molecolare di circa 33-37 KD e presenta quattro regioni transmembrana,

un loop extracellulare di 44 aminoacidi ed 1 terminali amino e carobossilico intracitoplasmatici

(15).

Ad oggi il suo ruolo sulla fisiologia dei linfociti B non & ancora chiaro: non esistono

ligandi naturali e ratti CD20-knockout non presentano nessun deficit immunologico (14).

Basandosi su omologie strutturali € modelli murini ¢ stato postulato che CD20 possa
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funzionare come sub-unita di un canale del calcio: questo spiegherebbe perché il legame di
CD20 con RTX puo influenzare l'attivazione cellulare, la differenziazione e la progressione del
ciclo cellulare dalla fase G1 alla fase S (16-18).
Il legame del CD20 non modula la sua espressione e non ne determina una internalizzazione.
CD20 non viene secreto € non si conoscono analoghi di membrana che possano interferire
con una terapia specifica anti-CD20 (19). Il potenziale di questa terapia deriva dall'osservazione
che il trattamento con anticorpi anti-CD20 induce la morte dei linfociti B anche senza la
necessita di coniugare 1'anticorpo con una tossina (12). L'eliminazione dei linfociti B da parte del
RTX ¢ determinata attraverso quattro meccanismi principali (figura 5) che hanno probabilmente
un ruolo differente nel killing linfocitario in diversi microambienti:

1. dopo il legame con un dominio extracellulare di CD20 RTX ¢ in grado di attivare il
complemento con formazione del complesso terminale e conseguente lisi cellulare
complemento-mediata.

2. Tramite una citotossicita cellulo-mediata anticorpo-dipendente indotta dal legame della
porzione Fc dell'anticorpo con i rispettivi recettori (FcyR in particolare di tipo II1a) sulle
cellule citotossiche (macrofagi, cellule Natural Killer, linfociti T CD4/CDS).

3. Alterando la possibilita delle cellule B di rispondere ad altri segnali stimolatori.

4. Attivando le vie intracellulari che determinano I'apoptosi (20-23).

Il ruolo di questi differenti meccanismi varierebbe secondo il pool di linfociti considerato, per
esempio la citotossicita cellulo-mediata tramite interazione con il recettore Fc sarebbe il
meccanismo predominante attivo sui linfociti B presenti nel sangue periferico, mentre
l'attivazione complementare giocherebbe un ruolo primario nel killing linfocitario all'interno
degli organi linfoidi (24). Polimorfismi dei recettori Fcyllla ed Fcylla sono stati associati con

l'efficacia antitumorale e nel trattamento del lupus eritematoso sistemico (LES) (25).
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Figura 5. Meccanismi d'azione del RTX: induzione dell'apoptosi (1), citotossicita
complemento mediata (2 e 3), citotossicita cellulo-mediata (2 e 4). Modificata (26).

Il RTX ¢ stato estensivamente utilizzato in ambito ematologico in differenti tipi di linfomi
B CD20+ ma anche per trattare patologie autoimmuni quali la porpora trombocitopenica
idiopatica, 'anemia emolitica autoimmune, l'artrite reumatoide (AR), il LES, le vasculiti ANCA
positive e la crioglobulinemia mista HCV correlata (25,27).

La dose appropriata di RTX ed il numero delle somministrazioni dipenderebbero dalla
patologia da trattare: nella maggior parte dei casi di patologia linfomatosa lo schema base

iniziale prevede la somministrazione di 375 mg/m? a cadenza settimanale per 4 settimane,
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schema che ¢ stato applicato anche al trattamento delle vasculiti ANCA positive. Nel LES e
nell'AR lo schema consiste in 1 gr di RTX somministrato a cadenza bisettimanale in due sole
dosi. Molto variabili risultano le associazioni farmacologiche utilizzate come anche i diversi
stadi delle singole patologie nei quali ¢ stato utilizzato. Nell'ambito dell'autoimmunita
l'indicazione all'utilizzo approvata dalla Food and Drug Administration (FDA) ¢ per I'AR in
associazione con il methotrexate per le forme resistenti a farmaci bloccanti il Tumor Necrosis
Factior a (TNFa) e recentemente per le forme severe di AAV.

La farmacodinamica e farmacocinetica del RTX sono condizionate da svariati fattori non
precisamente prevedibili e studiati: le dosi, la tempistica di somministrazione, la massa di
linfociti B sia circolanti sia residenti negli organi linfoidi, la capacita di clearance del sistema
reticoloendoteliale che puo essere influenzata da patologie epatiche, da diversi polimorfismi dei
recettori y per il frammento costante delle immunoglobuline, dal sistema del complemento con 1
rispettivi recettori e dalla funzionalita renale.

Con lo schema utilizzato convenzionalmente delle 4 somministrazioni settimanali il
farmaco puo essere rilevato nel siero anche dopo mesi dall'ultima somministrazione, ma esiste
una notevole variabilita inter-individuale (28-34).

Dati ottenuti su topi transgenici che esprimono l'antigene umano CD20 sui linfociti B
suggeriscono che la sensibilita delle cellule B CD20+ dipenderebbe dal microambiente
circostante, dall'omeostasi regolata da molecole integriniche e dalle dinamiche circolatorie nei
diversi compartimenti corporei dove esistono differenti tipi di interazione cellula-cellula e
cellula-matrice extracellulare. Tutti questi segnali sarebbero in grado di attivare una serie di
secondi messaggeri intracellulari condizionanti in ultima analisi la sensibilita delle cellule B al
RTX. Ad esempio in questi ratti transgenici i linfociti B della zona marginale dei linfonodi
(considerati essere coinvolti nei normali processi di risposta anticorpale) non sono
completamente eliminati dal RTX come avviene invece per i linfociti B CD20+ periferici, inoltre

la loro eliminazione risulta essere prevalentemente complemento mediata (mentre per 1 linfociti
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periferici prevale un processo di citotossicita anticorpo dipendente). Le cellule marginali
venivano eliminate radicalmente dopo essere state mobilizzate con l'utilizzo di anticorpi anti-
integrine al ed o4: questo effetto sinergico potrebbe essere la base scientifica per l'utilizzo di
nuove terapie di associazione (24).

Non esistono molti dati sull'uomo riguardanti la sensibilita delle diverse sotto-popolazioni
di linfociti CD20+. Dati su animali indicano che RTX induce la deplezione del 98% dei linfociti
B periferici ma solo il 40-70% dei linfociti B linfonodali con notevole variabilita inter-
individuale (12). Questi ed altri risultati suggeriscono quindi che la completa deplezione dei
linfociiti B periferici che si ottiene dopo la somministrazione di RTX non rispecchia una
deplezione completa linfocitaria nei follicoli linfoidi localizzati in stazioni linfonodali ed in siti
extranodali (come ad esempio 1 follicoli linfoidi individuati nelle lesioni granulomatose
endonasali in pazienti con GW o localizzati nelle sinovie di pazienti con AR) .

In sostanza potrebbero esistere dei siti protetti responsabili della resistenza al farmaco e
della continua produzione anticorpale nonostante la prolungata deplezione linfocitaria periferica
e quindi della persistenza della patologia e delle recidive.

Nei pazienti con linfoma (ma anche con patologie autoimmuni) i linfociti B CD20+
circolanti vengono eliminati entro le prime 3 settimane di trattamento e ricompaiono solo dopo
6-9 mesi, recuperando valori normali mediamente dopo un anno. Dopo il recupero numerico si
evidenzia un cambio fenotipico dei linfociti B che risultano avere un deficit relativo di CD27, un
marker dei linfociti B memoria, suggerendo che i linfociti B che ricompaiono sarebbero di tipo
naive. Questa riorganizzazione fenotipica del comparto B potrebbe essere fondamentale per il
recupero della tolleranza immunitaria, in quanto le cellule B naive piu facilmente rispetto alle
cellule memoria vanno incontro a fenomeni di tolleranza quando vengono esposte agli antigeni
(35). I pazienti che dopo aver recuperato la popolazione B linfocitaria rimangono a lungo
sierologicamente ANCA negativi e clinicamente in remissione, potrebbero essere quelli che

hanno recuperato una tolleranza immunologica grazie alla distruzione dei cloni autoreattivi.
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Va qui sottolineato il possibile ruolo dei linfociti B memoria autoreattivi CD20 negativi
(quindi teoricamente non colpiti dal RTX) nel perpetuare o riattivare anche a distanza di mesi o
anni la patologia autoimmune riattivandosi quando esposti all'autoantigene. Sarebbe quindi
importante una terapia di associazione in grado di colpire anche queste cellule memoria

autoreattive.

RAZIONALE DELL'UTILIZO DEL RTX NELLE VASCULITI ANCA POSITIVE
Il razionale dell'utilizzo del RTX nelle AAV ed in particolare nella GW risiede
nell'importante ruolo patogenetico che hanno i linfociti B in questa patologia (tabella I).
In generale le cellule B possono contribuire ai meccanismi patogenetici dell'autoimmunita
nelle diverse patologie attraverso vari meccanismi:
1) 1a produzione di autoanticorpi patogeni come il fattore reumatoide, gli ANCA e gli anticorpi
cationici anti-DNA.
2) La produzione di citochine (ad esempio interleuchina 6 e 10) che possono alterare la funzione
di altre cellule incluse le cellule del sistema immunitario (ad esempio i sinoviociti nell'AR e le
cellule mesangiali).
3) Funzionando come cellule presentanti l'antigene altamente competenti e presentando
autoantigeni alle cellule T inducendone I'attivazione.
Studi su ratti evidenziano la capacita delle cellule B di indurre nefrite indipendentemente

dalla loro abilita nel produrre autoanticorpi (27).
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Tabella I. Funzioni fisiologiche e patologiche dei linfociti B (27).

Funzioni immunobiologiche dei Funzioni immunobiologiche dei linfociti B in
linfociti B corso di patologia autoimmune

Funzione di cellule presentanti I'antigene per| | Funzione di cellule presentanti l'antigene per i linfociti
ilinfociti T T autoreattivi

Producono citochine che Producono citochine che stimolano/modulano le
stimolano/modulano le cellule mononucleate cellule mononucleate

Uptake degli antigeni tramite le Ig di Uptake degli autoantigeni tramite le Ig di superfice per
superfice per la processazione e la processazione e presentazione
presentazione

Producono autoanticorpi dopo stimolazione di un
autoantigene che possono essere direttamente o
indirettamente patogeni (formazione di
immunocomplessi)

Producono anticorpi dopo stimolazione
antigenica

Produzione costitutiva di Ig da parte delle

plasamacellule Produzione costitutiva di autoanticorpi da parte delle

plsamacellule

Cellule memoria in attesa di riesposizione

— Cellule memoria autoreattive in attesa di riesposizione
all'antigene

all'autoantigene

Proliferazione clonale incontrollata o prolungata

sopravv ivenza

Infiltrazione diretta di organi (ad esempio le vie aeree
nella GW, il rene nel LES, le articolazioni nell'AR, il
fegato nella crioglobulinemia mista essenziale)

I quesiti cardine nella comprensione fisiopatologica delle patologie autoimmuni sono: dove,
perché e come avviene e si mantiene l'attivazione autoimmunitaria e la produzione degli
autoanticorpi.

Recenti modelli animali hanno evidenziato I'importanza dell'infiammazione degli organi
target e della persistente presentazione degli autoantigeni in tessuti linfoidi organizzati.

Lesioni infiammatorie presenti in varie patologie autoimmuni come I'AR, la sindrome di

Sjogren e la tiroidite di Hashimoto contengono distinte aree ricche di cellule B.
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La GW puo essere studiata come modello di patologia autoimmune: in una prima fase di malattia
si sviluppano delle lesioni granulomatose localizzate nella alte e basse vie aeree (fase
localizzata), in un secondo momento si puo avere un coinvolgimento sistemico vasculitico
strettamente associato alla formazione di anticorpi ANCA verso 1' antigene chiave PR3 (36).

Se la patogenicita degli ANCA nell'indurre la vasculite sembra ormai accertata (esistono a
riguardo numerosi modelli in vitro ed in vivo) non ¢ noto il “primum movens” che ne induce la
formazione. Vi sono attualmente due teorie pill accreditate:

1) una suggerisce che la genesi dei PR3-ANCA sia da attribuire al fenomeno della
“complementarieta autoantigenica” (37) gia ipotizzata per altre malattie autoimmuni. La prima
risposta immune si svilupperebbe verso il prodotto proteico sintetizzato dall’anticodone di DNA
dell’antigene PR3 o verso un suo omologo di origine infettiva. Questo “anti”’prodotto proteico
indurrebbe la produzione di anticorpi che poi si rivolgerebbero contro PR3 data la sua maggiore
disponibilita. Sono stati creati modelli animali immunizzati con il prodotto proteico antisenso
della PR3 in grado di sviluppare PR3-ANCA ed in pazienti con GW sono stati individuati
anticorpi verso il prodotto proteico antisenso della PR3. Esiste inoltre una certa
complementarieta di alcune sequenze di DNA dello Stafilococco Aureo (spesso associato alla
produzione di PR3-ANCA nell’uomo e alle riattivazioni della GW) con il gene della PR3.

2) La seconda teoria attribuisce la genesi degli ANCA ad una disfunzioni nei processi
apoptotici dei neutrofili (38, 39). In modelli animali (40, 41) la somministrazione di neutrofili in
apoptosi ha determinato la sintesi di ANCA (solo verso PR3 ed MPO).

Ma quale nesso esiste fra lesioni granulomatose e PR3- ANCA ?

Si ipotizza che un agente esogeno possa indurre un'infiammazione cronica delle vie aeree; gli
studi del gruppo di Groningen hanno dimostrato 1’importante ruolo della colonizzazione nasale
da Stafilococco Aureo nella GW:

1. la mucosa nasale ¢ la “riserva naturale” dello Stafilococco Aureo.

2. 11 100% dei pazienti con GW versus il 25% della popolazione generale sono portatori
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cronici nasali di Stafilococco Aureo.

3. Le riacutizzazioni di malattia sono associate alla presenza del germe.

4. Le misure di eradicazione della colonizzazione si mostrano efficaci nel prevenire le
riacutizzazioni della malattia (per questo motivo i1 pazienti affetti da GW devono essere
sorvegliati rispetto alla presenza di Stafilococco Aureo mediante 1'esecuzione periodica di
tamponi nasali e se colonizzati deve essere attuata una terapia antibiotica generale e
locale).

In soggetti predisposti un meccanismo immunitario complesso porterebbe dalla colonizzazione-
infezione cronica a carico della mucosa nasale alla formazione del granuloma e successivamente
alla generazione di una malattia autoimmunitaria ad espressione generalizzata (42).

Numerosi dati sperimentali hanno individuato nella PR3 l'elemento chiave nello
scatenamento dell'autoimmunita nei soggetti predisposti. La PR3 ¢ una serin-proteasi che viene
rilasciata ed esposta sulla superficie cellulare dopo l'attivazione dei polimorfonucleati e dei
monociti. E' stato dimostrato che in soggetti con GW la PR3 ¢ in grado di attivare le cellule
dendritiche tramite uno specifico recettore (PAR2-R) (figura 6). Le cellule dendritiche attivate
funzionando come cellule presentanti l'antigene PR3 inducono l'attivazione di cellule T
CD4+CD28- altamente differenziate anti-PR3 (cellule effettrici/memoria) in grado di
determinare la formazione di granulomi nelle alte e basse vie aeree. Il granuloma risulta
costituito per il 50/70% da celle T CD4+CD28- e per il 30-50% da cellule di derivazione
monocitica (macrofagi, cellule giganti multinucleate, fibroblasti) e da granulociti
polimorfonucleati. All'interno dei granulomi si verrebbero poi a formare delle aree ricche di
linfociti B (limphoid-like) dove a seguito dell'interazione con 1 linfociti T e con altre cellule
presentanti l'antigene 1 linfociti B andrebbero incontro ad una maturazione antigene guidata,
trasformandosi in plasmacellule capaci di produrre anticorpi diretti contro la PR3 (43-47).

In un interessante lavoro Gross e colleghi hanno individuato clusters di cellule B all'interno

di lesioni granulomatose endonasali di pazienti con GW (36) ed hanno ipotizzato che la
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formazione degli ANCA anti-PR3 origini in questi granulomi nella prima fase della patologia,
quando i pazienti sono spesso ancora ANCA negativi; successivamente la patologia evolverebbe
verso una forma generalizzata vasculitica PR3-ANCA positiva.

Le biopsie nasali di tutti 1 pazienti con GW analizzati da Gross hanno evidenziato
granulomi con follicoli linfoidi adiacenti ricchi di cellule mononucleate delle quali circa il 30%
erano linfociti B CD20+. Venivano inoltre individuati neutrofili e monociti esprimenti
l'autoantigene PR3, plasmacellule CD38+ e linfociti T CD4+ tipo Thl. Il tessuto della paziente
di controllo non evidenziava cellule B né plasmacellule. Questa vicinanza strutturale suggerisce
un processo locale di selezione e maturazione di affinita B cellulare antigene guidato.

Successivamente Gross e colleghi hanno analizzato il repertorio genetico codificante per le
catene pesanti anticorpali isolate dalle biopsie endonasali di sei differenti pazienti con GW
confrontandolo con quello di pazienti sani. L'analisi effettuata ha mostrato un tasso di mutazione
molto piu elevato nei pazienti affetti, tipico di un processo di selezione guidato da un antigene
con caratteristiche compatibili con PR3.

Un processo di selezione B cellulare simile ¢ stato rilevato all'interno dei follicoli linfoidi
delle membrane sinoviali di pazienti affetti da AR nei quali viene prodotto I' autoanticorpo tipico
della patologia (il fattore reumatoide).

In conclusione anche se l'eziologia della GW non ¢ nota questi lavori suggeriscono un
ruolo determinante dei linfociti B nella fisiopatologia della GW e quindi risulta evidente il
razionale dell'utilizzo del RTX. Resta da chiarire il “primum movens” responsabile della
formazione delle lesioni granulomatose e 1'eventuale ruolo dei linfociti B nella costituzione e nel

mantenimento della struttura granulomatosa.
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Figura 6. Eziofisiopatologia della GW. Un agente esogeno determina un'infiammazione a
livello delle vie respiratorie, liberazione della proteinasi 3 (PR3) e attivazione delle
cellule dendritiche (DC) tramite il recettore attivato dalle proteasi 2 (PAR-2). Le
cellule dendritiche inducono una risposta tipo Thl specifica per PR3 con
formazione di un granuloma ricco di aree lymphoid-like. Nel granuloma le cellule B
CD20+ subiscono un processo di maturazione antigene dipendente trasformandosi in
plasmacellule produttrici di PR3-ANCA che scatenano una vasculite del
microcircolo. PMN: polimorfonucleati; Tem: cellule T effettrici/memoria; IFNy:
interferone y; TNFa: tumor necrosis factor a. Modificata (47).
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REVISIONE DELLA LETTERATURA

Sono stati pubblicati recentemente due trials randomizzati e controllati che hanno studiato
I’utilizzo del RTX come farmaco di induzione della remissione delle AAV in alternativa al
protocollo standard con ciclofostamide (CYC) (48, 49).

‘Rituximab versus Cyclophosphamide for ANCA-associated Vasculitis’ (RAVE) (49) ¢ un trial
multicentrico, randomizzato, doppio ceco condotto per valutare 1’efficacia e la sicurezza del
RTX vs la CYC nell’indurre la remissione in pazienti con AAV di nuova diagnosi o con recidive
severe. 197 pazienti affetti da forme severe di GW o MPA (3:1) sono stati inclusi nello studio e
randomizzati a ricevere RTX (375 mg/mz, 4 somministrazioni a cadenza settimanale) o CYC
(2mg/kg/die per via orale) associati a glucocorticoidi. Lo schema della terapia steroidea era
uguale in entrambi i gruppi e consisteva in 3 boli endovenosi di metilprednisone da 1 gr a
cadenza giornaliera per 3 giorni consecutivi, seguiti da prednisone per via orale con riduzione
progressiva dei dosaggi fino alla completa sospensione al termine del quinto mese. Ottenuta la
remissione fra il terzo ed il sesto mese 1 pazienti trattati con CYC proseguivano con azatioprina
(AZA) come terapia di mantenimento, mentre i pazienti del gruppo RTX sospendevano ogni
terapia. Nei due gruppi vi era un egual numero di pazienti con nuova diagnosi e di pazienti con
recidive. Nel gruppo di pazienti trattati con RTX 63 (64%) ottenevano 1’endpoint primario
(BVAS/WG uguale a 0 in assenza di terapia steroidea a 6 mesi) vs 52 (53%) nel gruppo di quelli
trattati con CYC. Questo risultato evidenziava la non inferiorita del RTX (P<0.0001) e sfiorava
la significativita statistica per superiorita (P 0.09). Non si osservava una differenza nella risposta
al trattamento nel sottogruppo di pazienti con coinvolgimento maggiore renale (99 pazienti) od
emorragia alveolare (50 pazienti). Lo studio non evidenziava differenze significative nella
risposta alla terapia nei pazienti con nuova diagnosi, ma nel sottogruppo di pazienti trattati per

recidiva maggiore il RTX si dimostrava superiore alla CYC.
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Non vi era differenza nell’incidenza di eventi avversi minori o maggiori nei due gruppi di
trattamento. Sulla base dei risultati di questo trial la FDA ha approvato I'utilizzo del RTX per
I’induzione della remissione in pazienti con GW o MPA severe.
L’altro trial randomizzato e controllato chiamato ‘Rituximab versus Cyclophosphamide in
ANCA Associated Renal Vasculitis’ (RITUXVAS) includeva 44 pazienti con AAV severa di
nuova diagnosi (GW o MPA) ed interessamento renale (48). I pazienti venivano randomizzati
3:1 a ricevere (oltre al prednisone) RTX (375 mg/m2 in 4 dosi a cedenza settimanale) piu due
dosi endovenose di CYC somministrate contemporaneamente alla prima ed alla terza infusione
di RTX (33 pazienti) o boli di CYC per via endovenosa per 3—6 mesi seguiti da AZA per via
orale (11 pazienti). Contrariamente ai pazienti arruolati nel trial RAVE, tutti 1 pazienti del trial
RITUXVAS venivano mantenuti in terapia anche con basse dosi di steroide. La remissione
completa veniva ottenuta nell’ 82% dei pazienti trattati con RTX e nel 91% di quelli del gruppo
CYC. A 12 mesi non vi era una differenza significativa nel mantenimento della remissione
(BVAS di 0 per almeno 6 mesi) fra i due bracci (76% vs 82%). Anche la percentuale di eventi
avversi registrati non differiva fra i due gruppi (18% di decessi).

In entrambi i trials la frequenza delle recidive era un importante endpoint secondario.
Nel RITUXIVAS il 15% dei pazienti trattati con RTX vs il 10% di quelli trattati con CYC
avevano una recidiva nel corso di 12 mesi di follow-up. A distanza di 2 anni nel gruppo trattato
con RTX solo 7/33 (21%) pazienti recidivavano nonostante non assumessero nessuna terapia di
mantenimento; nel gruppo di pazienti trattati con CYC che assumevano AZA come terapia di
mantenimento le recidive registrate erano comparabili (2/11, 18%).

Anche nel RAVE le recidive registrate a 6 mesi erano comparabili fra 1 due gruppi.
Ad un follow-up di 18 mesi il 36% dei pazienti trattati con RTX (senza terapia di mantenimento)
vs il 31% di quelli trattati con CYC (che assumevano AZA come mantenimento) erano ancora in
remissione (50).

Un altro autore ha trattato 23 pazienti con severa AAV di nuova diagnosi o ad una recidiva
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maggiore con due dosi di RTX a distanza di 2 settimane e 6 dosi endovenose di CYC ogni 15
giorni (piu steroide per os). Come terapia di mantenimento veniva utilizzata I’AZA e basse dosi
di steroide. Tutti 1 pazienti ottenevano una remissione clinica entro 6 settimane. Ad un follow-up
medio di 39 mesi venivano registrate 3 recidive maggiori e 2 recidive minori in 5 pazienti
rilevate mediamente a distanza di 30 mesi dal trattamento (51).

Anche la maggior parte delle altre piccole casistiche pubblicate concludono che il RTX ¢
efficace e sicuro con una risposta in quasi il 90% dei pazienti trattati (52-73).

La maggior parte di questi studi includevano pazienti pluri-trattati che avevano una
recidiva di vasculite ed erano intolleranti o refrattari al trattamento standard (steroide e CYC).
Considerando le principali casistiche pubblicate sono stati descritti 245 pazienti trattati con RTX
per recidiva di AAV o per malattia resistente al trattamento standard dei quali 210 erano affetti
da GW, 30 da MPA e 5 da CHS. 179/245 pazienti (73%) hanno ottenuto una remissione
completa, 45/245 (18%) una remissione parziale e 21/245 (9%) non hanno risposto al RTX
(Tabella II). Diversi erano i criteri utilizzati per definire la remissione (52-73).

Tutti gli autori hanno riportato una rapida regressione delle manifestazioni di tipo
vasculitico (entro giorni o settimane) mentre piu dibattuta ¢ risulta essere l'efficacia verso le
manifestazioni granulomatose.

Complessivamente sui 146 pazienti descritti con GW che presentavano una recidiva di tipo
granulomatoso 107/146 (73%) hanno ottenuto una risposta completa, 18/146 (12%) una risposta
parziale e 21/146 (14%) non hanno risposto al trattamento. In sostanza tutti i fallimenti e quasi
meta delle risposte parziali riportate nella valutazione complessiva di tutte le recidive (sia
vasculitiche che granulomatose) sono riferibili a recidive di tipo granulomatoso.

Tre casistiche hanno evidenziato una particolare refrattarieta di alcune manifestazioni
granulomatose, soprattutto dei granulomi retro-orbitari (56-58).

Aries (57) e colleghi hanno trattato con RTX otto pazienti con GW refrattari sia alla CYC

che a farmaci bloccanti il TNFa (Infliximab ed Etanercept) che presentavano manifestazioni
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prevalentemente granulomatose. Tutti 1 pazienti avevano un interessamento delle alte vie
respiratorie, cinque un granuloma retro-orbitario, due una stenosi subglottica ed uno dei noduli
polmonari. A distanza di quattro settimane dall'ultima dose di RTX (quattro somministrazioni
mensili da 375 mg/m2) 2/8 (25%) avevano ottenuto una remissione completa, uno otteneva una
risposta parziale e 5/8 (63%) non avevano risposto. Tre dei pazienti refrattari al RTX
presentavano un peggioramento dei granulomi retro-orbitari anche ad un follow-up piu
prolungato. Come terapia di associazione oltre allo steroide a basso dosaggio cinque pazienti
proseguivano la CYC, due utilizzavano il methotrexate (MTX) ed uno il micofenolato mofetile

(MYC). Questi risultati negativi si prestano a diverse interpretazioni considerando alcune

particolarita della casistica:

- lo schema di somministrazione del RTX era differente rispetto a quello adottato degli altri
autori, con intervalli di somministrazione delle quattro dosi di RTX mensili invece che
settimanali (considerando 1'estrema variabilita farmacocinetica e farmacodinamica inter-
individuale non si puo escludere che alcuni pazienti siano stati sotto-trattati).

- 1 follow-up di sole quattro settimane dall'ultima dose & probabilmente troppo breve per
cogliere il pieno effetto farmacologico del RTX, in particolare verso le manifestazioni
granulomatose.

- I pazienti trattati erano tutti veri refrattari sia alla CYC che a plurimi altri trattamenti
precedenti (anche con Infliximab ed Etanercept) rappresentando forse un subset di malattia
estremamente resistente.

I linfociti B periferici erano a livelli bassi gia prima del trattamento nella maggior parte dei

pazienti. Tutti 1 pazienti hanno evidenziato dopo RTX una deplezione completa dei linfociti B

periferici ma solo in uno gli ANCA si riducevano.

L'autore ha successivamente segnalato la remissione completa dei cinque pazienti refrattari
dopo trattamento con boli endovenosi di AZA: ¢ possibile che il RTX abbia avuto un ruolo

(perlomeno sinergico) nella remissione, considerando che la sua piena efficacia terapeutica puo
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richiedere mesi per evidenziarsi (58).

Le conclusioni dell'autore erano che alcune manifestazioni granulomatose ed in particolare
1 granulomi retro-orbitari, in virtu della loro struttura costitutiva (linfociti T, macrofagi, cellule
giganti, neutrofili e follicoli linfoidi “protetti”), possano essere naturalmente resistenti al RTX.
Omdal ha trattato tre pazienti con manifestazioni granulomatose senza successo (56).

Brihaye nella sua casistica di otto pazienti (58) ha segnalato due pazienti con granuloma
retro-orbitario definiti refrattari al RTX che ottenevano perd un miglioramento clinico con
scomparsa del dolore ed una lieve riduzione dimensionale delle lesioni valutate alla risonanza
magnetica nucleare (interpretabili probabilmente come una risposta positiva). Due pazienti che
presentavano noduli polmonari a lenta risoluzione venivano considerati come remissioni parziali:
a distanza di 15 mesi un paziente presentava la scomparsa dei noduli e dopo 24 mesi anche
l'altro paziente mostrava una riduzione delle dimensioni dell'unico nodulo rimasto. Questi due
casi sottolineano la necessita di un lungo follow-up per valutare la completa risposta al farmaco
(oltre che la possibile permanenza di lesioni fibrotiche/cicatriziali).

Le altre principali casistiche riportano invece ottimi risultati anche verso le manifestazioni
granulomatose con una tempistica di risposta ritardata rispetto alle manifestazioni vasculitiche.

Keong e colleghi (53) hanno trattato con RTX 10 pazienti con recidiva di GW refrattari o
intolleranti alla CYC nel corso di un trial pilota prospettico. Le manifestazioni erano sia di tipo
vasculitico che granulomatoso. Lo schema di RTX utilizzato era quello convenzionale di quattro
infusioni da 375 mg/m? a cadenza settimanale associato a prednisolone per via orale ad un
dosaggio iniziale di 1 mg/kg/die. Tutti 1 pazienti hanno ottenuto la remissione clinica completa
con un BVAS/GW (Birmingham Activity Vasculitis Score modificato per la GW) di O entro tre
mesi dal trattamento, lo steroide ¢ stato scalato in sei mesi. Cinque pazienti (50%) sono stati
ritrattati con RTX secondo protocollo per ricomparsa degli ANCA mediamente dopo 9 mesi di
follow-up. In tutti i pazienti trattati la remissione ¢ stata preceduta dalla rapida deplezione dei

linfociti B CD20+ circolanti e gli ANCA sono calati significativamente (in molti negativizzati)
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dopo RTX.

Stasi (60) ha trattato con RTX secondo lo schema convenzionale 10 pazienti con vasculite
ANCA positiva (otto GW e due MPA) refrattari alla CYC. Le recidive erano prevalentemente di
tipo vasculitico. In associazione al RTX veniva somministrato prednisone per via orale (fino a 2
mg/kg/die) scalato poi in corso di miglioramento clinico. Nove pazienti (90%) hanno ottenuto
una rapida e completa risposta, tre pazienti (30%) hanno recidivato a distanza di 12, 16 e 24 mesi
dal trattamento ed hanno ottenuto una nuova remissione dopo un secondo ciclo di RTX. Gli
ANCA si sono negativizzati in 8 pazienti su 10 (80%).

Eriksson (54) ha trattato sette pazienti con GW e due con MPA resistenti alla CYC con
RTX ad una dose di 500 mg a settimana per quattro settimane, prednisone alla dose media di
17,5 mg/die, scalato progressivamente e svariati altri immunosoppressori in associazione (MYC,
CYC, AZA). Ad un follow-up di sei mesi ha osservato una remissione completa in otto pazienti
e parziale in uno. Gli ANCA non sono variati significativamente dopo trattamento. Due pazienti
hanno avuto una recidiva a 12 e 13 mesi di osservazione.

Smith (59) ha trattato 11 pazienti con vasculite (5 con GW) associando al RTX un pre-
trattamento con 500 mg di CYC per via endovenosa ed ottenendo una remissione completa in
9/11 (82%) pazienti. La terapia in corso prima del RTX veniva proseguita (AZA o MYC) ed
associata a prednisone ad un dosaggio iniziale di 1 mg/kg/die scalato nell’arco di sei mesi. Gli
ANCA si riducevano in tutti 1 pazienti ma non si osservava una correlazione temporale fra la
riduzione dei livelli anticorpali e la remissione clinica che in alcuni casi risultava essere
precedente, inoltre alcuni pazienti recidivavano senza che prima fossero ricomparsi gli ANCA.
In tutti i casi (sei) la ricomparsa dei linfociti B CD20+ periferici precedeva le recidive. Il tempo
medio di remissione prima delle recidive era 16,5 mesi.

Henes (61) ha trattato con RTX sei pazienti con recidiva di GW utilizzando la leflunomide
come farmaco di mantenimento ed ottenendo 5/6 (83%) risposte complete ed una parziale

(sinusite persistente).

-25 -



Sanchez-Cano (62) ha trattato quattro pazienti con GW ad estrinsecazione prevalentemente
granulomatosa utilizzando come terapia di mantenimento basse dosi di steroide associate a MTX
(in tre pazienti) o CYC (in un paziente), ottenendo in tutti una remissione completa.

Lovric (64) ha trattato 15 pazienti (13 con GW) che presentavano manifestazioni sia
vasculitiche che granulomatose resistenti alla CYC associando un immunosopressore (AZA,
MTX, CYC, MYC o ciclosporina) e basse dosi di steroide come terapia di mantenimento. Sei
pazienti (6/15, 40%) hanno ottenuto una remissione completa ed otto (8/15, 53%) una remissione
parziale (definita come una riduzione del BVAS di almeno il 50%). L'unica paziente che non
aveva risposto al RTX presentava persistenza di malattia a livello oculare e delle alte vie aeree
ed ¢ stata in seguito trattata con successo associando Infliximab e MTX. Quest'ultimo caso
evidenzia il possibile ruolo sinergico dell'associazione (anche in tempi successivi) di farmaci che
agiscono pill 0 meno selettivamente su diversi steps del processo autoimmunitario. Gli ANCA
sono calati in tutti i pazienti eccetto che nella paziente resistente, tre pazienti sono stati
successivamente ritrattati con RTX per recidiva con esito positivo.

Taylor (65) ha trattato con 2 dosi di RTX da 1 gr 10 pazienti con manifestazioni
granulomatose (7 con granulomi retro-orbitari, 6 con sclerite posteriore) resistenti alle terapie
convenzionali (CYC, MYC, anti-TNF, MTX) ottenendo in tutti una remissione completa.
Martinez (66) ha valutato la risposta al RTX di 34 pazienti con GW con coinvolgimento
granulomatoso delle alte vie aeree (naso, orecchie e gola, regione ENT) ed oculare refrattari alla
terapia standard. A distanza di 6 mesi venivano registrate 23 remissioni complete (62%), 9
parziali (26%), 4 pazienti non ottenevano la remissione (12%) ma rispondevano positivamente
ad un secondo ciclo di RTX. Quattro su 5 pazienti con granuloma retro-orbitario ottenevano la
remissione. Due pazienti presentavano una successiva recidiva trattata con altri farmaci.

In una studio retrospettivo di 65 pazienti con GW e manifestazioni prevalentemente
granulomatose (granulomi retro-orbitari, ENT, noduli polmonari) refrattarie trattati con RTX

veniva riportato il 75% (49/65 pazienti) di remissioni complete ed il 23% di remissioni parziali,
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un solo paziente non otteneva la remissione. In tutti veniva ottenuta la deplezione dei linfociti B
CD20+ periferici (67).

SEO ha trattato con successo 8 pazienti con manifestazioni granulomatose di GW (fra cui 3
granulomi retro-orbitari) ottenendo in tutti una remissione completa (68).

Menthon ha trattato 17 pazienti con manifestazioni granulomatose di GW refrattari od

intolleranti a diversi farmaci immunosoppressori: 8 venivano trattati con RTX, 9 con Infliximab.
Solo 2 dei pazienti trattati con RTX non ottenevano la remissione (uno con una stenosi
bronchiale ed uno con un granuloma retro-orbitario), il RTX induceva un numero di remissioni
superiore rispetto all’Infliximab (69).
Complessivamente nelle casistiche principali sono stati descritti 28 casi di granuloma retro-
orbitario (53, 56-59, 63, 65-69) trattati con RTX: diciotto (18/28, 64%) hanno risposto
positivamente mentre dieci (10/28, 36%) non hanno risposto (variabili erano comunque i criteri
utilizzati per definire la risposta).

In tutte le casistiche viene riportato che dopo RTX le cellule B CD20+ rapidamente
scompaiono dalla circolazione sistemica e si ricostituiscono gradualmente dopo circa 6 mesi. Al
contrario la riduzione/scomparsa degli ANCA non ¢ uniforme e non ¢ sempre predittiva
dell'ottenimento della remissione. Alcuni studi hanno evidenziato una correlazione fra scomparsa
dei linfociti B periferici, riduzione degli ANCA e remissione clinica, cosi come fra ricostituzione
del pool periferico delle cellule B, ricomparsa degli ANCA e recidive (52, 53, 60). Altri autori
non hanno invece ottenuto un calo significativo degli ANCA dopo RTX (54, 57) e non hanno
riscontrato una correlazione fra ANCA e livello di attivita di malattia. Alcuni pazienti hanno
ottenuto una remissione stabile nonostante elevati livelli sierici di ANCA (54). Sono stati
descritti anche pazienti negativizzati sierologicamente che hanno recidivato senza la ricomparsa

degli ANCA (59, 64).

-27 -



La frequenza di recidive riportata nei diversi studi ¢ molto variabile essendo condizionata dalla
durata del follow-up, dalle terapie di mantenimento utilizzate e dagli schemi di ritrattamento
profilattici utilizzati da alcuni autori dopo la ricomparsa degli ANCA.

A complicare l'interpretazione dei risultati si aggiunge l'estrema variabilita dei trattamenti
intrapresi prima, durante e dopo i cicli di RTX. In alcuni studi il RTX ¢ stato associato alle
terapie convenzionali (di induzione o mantenimento) quali CYC, AZA, MTX, leflunomide o
MYC (54, 56-59, 61, 62, 64). Una parte dei pazienti sono stati trattati con plasmaferesi e boli di
steroide secondo le indicazioni cliniche. Altri autori hanno utilizzato il RTX unicamente in
associazione con steroide sospendendo le altre terapie in corso (52, 53, 60, 63).

L'utilizzo del RTX come farmaco di mantenimento della remissione non ¢ codificato: in
alcune casistiche 1 pazienti sono stati ritrattati unicamente sulla base della ricomparsa degli
ANCA senza che mostrassero alcun segno clinico di recidiva (52, 53). A 12 mesi di folow-up
tutti questi pazienti ritrattati sono rimasti in remissione ed il titolo degli ANCA si ¢ ridotto
(anche se non negativizzato) in tutti. Un altro autore ha somministrato dosi supplementari di
RTX a distanza di 4-6 mesi dal primo ciclo (58).

Un recente studio retrospettivo ha riportato i risultati di 39 pazienti con AAV in remissione
completa o parziale trattati con RTX come terapia di mantenimento. Inizialmente 35 su 39
pazienti ricevevano due dosi di RTX da 1 gr a distanza di 2 settimane, 4 pazienti ricevevano 4
dosi a cadenza settimanale di RTX da 375 mg/m” Successivamente tutti i pazienti ricevevano 1
gr di RTX ogni 4 mesi. Tutti 1 pazienti avevano un follow-up di almeno un anno e 20 avevano un
follow-up di 2 anni. Solo 3 pazienti presentavano una recidiva minore. La percentuale di pazienti
che assumevano un altro farmaco immunosoppressivo si riduceva dall’87% al 41% a 12 mesi (P
<0.001) ed al 30% a 24 mesi (70).

Un altro studio retrospettivo (Roubaud-Baudron) ha valutato 28 pazienti con AAV (24
GW, 4 MPA) che hanno ricevuto una media di 4 dosi di RTX come terapia di mantenimento

dopo aver ottenuto la remissione. A 38 mesi di follow-up solo 2 hanno presentato una recidiva
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polmonare poco prima della dose programmata di RTX (71).

Tabella II.  Principali casistiche della letteratura sull'uso del RTX nelle AAV.
Casistiche | N°pz./ |Manifestazioni |Dosi di Terapie Terapie Risultati | Follow-| N° | ANCA
Diagnosi | granulomatose | RTX precedenti concomitanti up | recidi | trend
(mesi) = -ve
Keogh 11GW  4ENT, 4x375 8 CYC, I MTX 3PE 11CR 14 2 }in
2005 (52) 2P mg/m¥W |1 MYC,1PD |11MPDevlgrx3 tutti
11 PD 1 mg/kg
Eriksson |7GW 4P, 6x4x500mg CYC + various SMYC,2CYC 8§CR 6-25 2 | No|
2005 (54) 2MPA  7ENT 2x2x500mg 1AZA, 1 PR
W +PD
1x4x375mg
fm?/W
Smith SGW  |2SB, 1P, 4x375 Vari AZAMYC 9CR 23 6 }in
2006 (59) |SMPA | 1ROG, mg/m¥W | AZAMYC +PD 1 PR tutti
ICHS  3ENT +PD 1F
Keogh 10GW  7TENT,3P, 4x375 3CYC,3 AZA | PD 1 mg/kg 10CR >5 | }in
2006 (53) 2SNC, mg/m¥W | 2MYC, 2 ETC | scalato in 5 tutti
1 ROG +PD mesi
3 MPD ivlgrx3
Arise §GW | 8ENT, 4x375 8CYC,6IFX |5CYC,2MTX 2CR | linl
2006 (57) SROG, 1P, mg/m¥4 W 2ETC,1 MTX 1MYC 1 PR
28S 1 LEN, 1 MYC +PD SF
Omdal 3GW 1 ROG, 4x375 I MTX, 1 AZA 3F 12
2006 (56) 1SS, 1P mg/m?W 2MPD iv, +PD
Tamura 2GW  |2ROG, 2M,2 4x375 2CYC IMPD3griv. 2CR 10 | lin
2006 (63) ENT, 1 P, mg/m¥W 1 MTX +PD tutti
1 BS
Stasi §GW  3ENT 4x375 4CYC,2CS PDfinoa 9CR 33,5 3 8/10
2006 (60) |2 MPA mg/m¥W | 4solo TMP- |2 mg/kg 1 PR neg
SMX 2/10 |
Brihaye 8GW  6ENT,4P, 4x375 4 CYC, 3MTX,3MYC 3CR 12,5 | !
2007 (58) 2ROG mg/m¥W | 2MYC, 1 AZA,1LFN 3PR RTX
2 MTX, +PD 2F()  mant
1 AZA
Henes 6GW  SENT,6P, 4x375 CYC SLFN 5CR 16 | !
2007 (61) 1SS, 1M mg/m%W +PDalmgkg 1PR
Sanchez- 4GW  4ENT, 3P, 4x375 3CYC,2MTX 1CYC 4CR 15 2 !
Cano 2008 28S,1CNS  mgm¥W |1AZA, 1 ETC 3MTX
(62) +PD
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Tabella I1.

Principali casistiche della letteratura sull'uso del RTX nelle AAV (continua).

Casistiche |N°pz./ |Manifestazioni |Dosi di Terapie Terapie Risultati | Follow-| N° | ANCA
Diagnosi | granulomatose | RTX precedenti concomitanti up |recidi | trend
(mesi) | -ve
Lovric 13GW |9 ENT, 4x375 CYC 6 AZA/MYC |6CR 3-39 3 !
2008 (64) |1MPA 3P mg/m?W 1CYC,1CS |8PR
1 CHS IMTX, 1IFX |1F
Seo 8 GW 7ENT, 3 ROG, |4x375 6 refrattari a PD, CYC 8 CR 5 !
2008 (68) 5P, 18S mg/m¥W | CYC, MTX,
AZA,MYC
Roccatello |2 GW 2 ENT 4x375 Rescue PD 7CR 12 0 !
2008 (72) | 4MPA |2P mg/m¥W | therapy,
1 CHS intolleranti o
refratt. a CYC
Taylor 10GW |9 ENT, 2x1 gr2W+|9 CYC, 2MTX, 5 MYC |10CR 12 0 !
2009 (65) 7ROG, CYC (6 4 anti-TNF, 3CYC RTX
6 EPI boli) 10 AZA +PD mante-
niment.
Martinez |34 GW  |ENT 26, SS 11, |14 pts Refrattari PD 23CR 25 2 !
Del Pero SROG,3EPI |4x375 CYC,MTX, 9 PR
2009 (66) mg/m¥W | AZA, INF 2F
20 pts 2x1 (1ROG)
gr/2W
Jones 46 GW |ENT, P, 4x375 MTX, AZA, [28pzCYCev | 75%CR| 20 28 !
2009 (67) |10MPA |ROG mg/m¥W | anti TNF, PD 23% PR | 3-55
5 CHS 2x1 gr2W |MYC, Ig, CYC IF
4NC
Ramos- 17GW |6 ENT, 4x375 PD 10CR 31 9
Casals 2MPA |14P mg/m?W Altri 3PR
2010 (73) 2x1 gr2W 6F
Mansfield |13 GW | Solo renale 2x1 grl2W+ PD + AZA 22CR 39 5 !
2011 (51) |10 MPA CYC (6 IF
bolus)
Menthon |8 GW SENT, 4P 4x375 Refrattari alla | PD, CYC, 4 CR 12 !
2011 (69) 1 ROG, mg/m¥W | CYC AZA, MTX, 2PR
288 2x1 gr2W MYC 2F(SS,
ROG)
1Dec.

GW: granulomatosi di Wegener; MPA: micropoliarterite; CHS: Churg-Strauss; CYC: ciclofosfamide;
MTX: methotrexate; AZA: azatioprina; CS: ciclosporina; MYC: micofenolato; PD: prednisone; MPD:
metilprednisone; IFX: Infliximab; ETC: Etanercept; TMP-SMX: trimethoprim/sulfamethoxazolo;
LFN: leflunomide; PE: plasma-exchange; Ig: immunoglobuline; ANCA: anticorpi anticitoplasma dei
neutrofili; ROG: granuloma retro-orbitario; P: noduli polmonari; SB: stenosi di un bronco; SS: stenosi
subglottica; ENT: rinite crostosa (regione orecchie-naso-gola); EPI: episclerite; M: meningite; SNC:
sistema nervoso centrale; CR: remissione completa; PR: remissione parziale; F: fallimento.
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SCOPO DELLO STUDIO

1) Valutare 1'efficacia del RTX nel trattamento delle manifestazioni vasculitiche e granulomatose
delle vasculiti ANCA associate (AAYV) sia all’esordio che in corso di recidiva.

2) Valutare le complicanze correlate all'utilizzo del RTX nei pazienti con AAV
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PAZIENTI E METODI

A partire da Gennaio 2006 a Dicembre 2011 presso il reparto di nefrologia degli Spedali Civili di

Brescia 51 pazienti con AAV in fase attiva sia all’esordio che in corso di recidiva sono stati

trattati con RTX. Trentasette pazienti erano affetti da GW, 13 da MPA ed uno da CHS.

La diagnosi di AAV era stata formulata secondo i criteri clinici dell'American College of

Rheumatology e la definizione data dalla conferenza di Chapel Hill (78, 79). Per tutti i pazienti

la diagnosi era sierologicamente e/o biopticamente confermata.

La decisione di trattare questi pazienti con RTX rispetto alla terapia convenzionale (che nella

maggior parte della situazioni avrebbe richiesto l'utilizzo della CYC) era basata su alcune

considerazioni:

il RTX ¢ un farmaco estensivamente utilizzato con successo in campo ematologico e vi sono
ormai in letteratura molte segnalazioni sulla sua efficacia anche in ambito autoimmunitario.
Sono descritti solamente rarissimi casi di effetti collaterali severi associati al suo utilizzo e
quasi sempre quando utilizzato in associazione con altre terapie citolitiche o
immunosoppressive.

Molti pazienti erano stati esposti precedentemente a ripetuti cicli di CYC con dosi
cumulative elevate ed alcuni di essi avevano gia manifestato effetti collaterali severi (cistite
emorragica, gravi infezioni, leucopenia).

Alcuni pazienti erano risultati refrattari al trattamento con CYC.

La giovane eta di alcuni di essi li avrebbe esposti a possibili effetti collaterali supplementari
(infertilita, rischio neoplastico); proprio i pazienti piu giovani, avendo mediamente la storia
patologica piu lunga, richiederanno molto probabilmente altri trattamenti per successive
recidive.

Abbiamo valutata accuratamente tutta la documentazione clinica e laboratoristica dei 51
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pazienti descrivendone le caratteristiche demografiche (eta, sesso, razza) e ricostruendone la
storia clinica passata, 'esordio della malattia e le terapie precedenti effettuate.
Abbiamo quindi descritto i tipi di recidive che hanno portato all'utilizzo del RTX.

Per valutare lo stato di attivita della malattia abbiamo utilizzato il BVAS (Birmingham
Vasculitis Activity Score) versione 2003 (figura 7), score ideato per misurare il livello di attivita
delle vasculiti identificandone tutte le possibili manifestazioni d'organo (80). Le vasculiti sono
patologie clinicamente estremamente eterogenee che possono interessare praticamente ogni
organo ed apparato del nostro corpo, risulta pertanto difficile descrivere in maniera omogenea i
singoli pazienti e “quantificare” la severita e I’estensione della malattia, elementi indispensabili
per confrontare casistiche e valutare I’efficacia delle terapie.

Diversi autori hanno cercato nel tempo di costruire degli score in grado di esprimere
numericamente il grado di coinvolgimento multisistemico delle vasculiti. Il sistema attualmente
piu validato e condiviso e rappresentato dal BVAS (67).

Il principio che sta alla base di questo score-system ¢ che le manifestazioni patologiche
vengono valutate solo se esprimono una fase di attivita della vasculite. Abbinato al BVAS ¢ stato
creato anche un glossario (figura 8) in cui viene data una precisa definizione di ogni
manifestazione patologica che deve essere soddisfatta per attribuire la manifestazione stessa alla
vasculite. Questo glossario distingue nettamente le manifestazioni patologiche espressione di
malattia attiva e come tali suscettibili di miglioramento con la terapia da quelle che
rappresentano esiti cicatriziali di pregresse fasi di attivita e quindi non pill suscettibili di
miglioramento.

Lo ”score-system” ¢ ideato per poter essere agevolmente completato al momento della
valutazione clinica, essendo gli “item” valutati ricavabili dall’anamnesi o dall’esame obiettivo e
da essenziali dati di laboratorio. Pochi “item” richiedono una verifica strumentale o una
valutazione specialistica.

Nel BVAS sono state considerate complessivamente 66 caratteristiche cliniche divise per 9
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diversi organi ed apparati. In base al loro peso clinico ed al grado di severita, ad ogni
manifestazione ed ad ogni apparato ¢ stato attribuito un diverso punteggio.

I BVAS ¢ stato applicato in oltre 10 trials terapeutici sulle vasculiti pubblicati da vari
autori negli ultimi 5 anni (82) ed ¢ considerato la misura standard di attivita di malattia nei trials
su varie patologie vasculitiche.

In molti studi riguardanti 'utilizzo del RTX nelle AAV ¢ stata utilizzata una variante del
BVAS modificata per la GW (83). Tuttavia questo score, come anche il BVAS 2003, ¢ un ottimo
indicatore dell'attivita di malattia di tipo vasculitico ma risulta essere meno sensibile e di piu
complessa interpretazione quando applicato alle forme prevalentemente granulomatose, che
dopo trattamento possono permanere evidenti radiologicamente per mesi o anni anche con un
punteggio di 0 al BVAS. Non ¢ quindi facile né univoco interpretare l'evoluzione delle
manifestazioni granulomatose dopo una terapia: a nostro giudizio uno score BVAS uguale a 0
non ¢ sempre corrispondente ad una situazione di remissione clinica completa. E' necessario
integrare il BVAS con delle valutazioni radiologiche specifiche ripetute nel corso del follow-up
post-terapia per interpretare l'evoluzione e quindi il significato clinico delle lesioni

granulomatose a lenta ed incompleta risoluzione.
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VASCULITIS ACTIVITY SCORE 2003
O Tick box only if abnormality represents active C If all the abnormaliies recorded represent
disease (use the Vasculitis Damage Index, ¥DI to score  smouldering/low grade/ grumbling disease, and
items of damage). If there are no abnormalities in a there are no new/worse features, please remember
system, please tick the "Mone” box to tick the box at the bottom right corner
Mone  Active None Active
disease disease

1. General o 6. Cardiovascular O
Myalgia o Loss of pulses o
Arthralgia or arthritis o] Valvular heart disease o
Feverz38.0 C o Pericarditis o
Weight Loss 2 2 kg o Ischaemic cardiac pain o

Cardiomyopathy o
2. Cutaneous © Congestive cardiac failure o
infarct © 7. Abdominal o
Purpura o
Ulcer O Peritonitis Qo
Gangrene o Bloody diarrhoea o
Other skin vasculitis @] Ischaemic abdominal pain Q
3. Mucous membranes/eyes © 8. Renal O
Mouth ulcers/granulomata o Hypertension o
Genital ulcers o Proteinuria =1+ o
Adnexal inflammation o Haematuria =10 rbe/hpf Q
Significant proptosis o] Creatinine 125-249 pmol/l o
Red eye (Epi)scleritis o Creatinine 250-499 pmol/l o
Red eye conjunctivitis/ o Creatinine = 500 pmol/l o
blepharitis/keratitis Rise in creatining > 30% or
Blurred vision o] Creatinine clearance fall = 25% o]
35_:?:;” visual loss g 9. Nervous system o
Retinal vasculitisiretinal vessel Headache o
Thrombosis/retinal exudates/ Meningitis o
Retinal haemorrhages o Organic confusion o

Seizures (not hypertensive) o
4.ENT © Stroke o
Bloody nasal discharge/nasal Cord lesion o
Crusts/ulcers and/or granulomata o Cranial nerve palsy o
Paranasal sinus involvement o] Sensory peripheral neuropathy <
Subglottic stenosis o] Motor mononeuritis multiplex Q
Caonductive hearing loss o
Sensorineural hearing loss o] 10. OTHER o

o

5. Chest o o
Wheeze o o
Nodules or cavities o o
Pleural effusion/pleurisy o
Infiltrate o PERSISTENT DISEASE ONLY:
Endobrenchial invalvement o
Massive haemoptysis/Alveclar o Tick here if all the above abnormalities
haemorrhage are due to low grade grumbling diseass
Respiratary failure o] and not due to new/ worse disease

Figura 7. Modulo di valutazione del BVAS 2003 (80).
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Glossary and scoring for

tis scored in the boxes.

[is=ases |
further tests) is required if a
lcomplets the whole record
=ome items. Flease lzave §

0D MOT tick the "Persistent Disease” box. For some features, further information (from specialist opinion o

BVAS 2003 GEMERAL RULE: dissase features are scorsd only when they are due

lactive vasculitis, after excluding other causes (2.9. infection, hypertension, etz If the feature is due to active dissase,

It is essential to apply these principles to each item below. Scores have been weighte

laccording to the severity which 2ach symptom or sign is thought to represent. Tick "Persistent Disease" box if all th
labnormalities are dus to active (out not new or warse) vasculitis.

If any of the abnormalities are dus to newiwar

brnormality is newly present or worse, Remember that in mast instances, you will be able tof
when you see the patient. Howewver, you may need further information before entzring
hase items blank, until the information is availablz, and then fill them in. For example, if the

patient has new onset of stridor, you would usually ask an EMT colleagus fo investigate this further to determing BWVAS BVAS new/
[whether or not it is due o active Wegener's granulomatosis. persistent WOrse
1. General Maximum scores 3
Iiyalgia Fain in the muscles 1
larthiralgia or arthntis Fain in the jomnts or joint inflammation 1 1
Fever=35.0°C Cocumented oraliaxillary temperature elevation. Rectal temps are 0.5 °C higher . 2
\WWeight Loss |t least 2kg loss of body weight {nof fluid) having occurred since last assessment or 2 2
in the 4 weeks not as a consequence of diefing
2. Cutaneous Maximum scores 3 6
Infarct Area of tizsue necrosis or splinter hasmomhages 1 2
Furpura Petechiae (small red spots), palpable purpura, or ecchymoses (large plaques) in skin 1 2
or oozing (in the aksencs of tfrauma) in the mucous membranes.
Lllcer Cpen sare ina skin suface. 1 4
Gangrens Extensive tissue necrosis (e.g. digit) 3 [
Other skin vasculitis Livedo reficularis, subcutansous nodules, erythema nodosum, efc 1 2
3. Mucous Maximum scores 3 G
membranes/eyes
IMouth ulcersfgranulomata |Aphthous stomatitis, desp ulcers andlor “strawbemy” gingival hyperplasia, excluding 2
lupus erythematosus, and infection
Genital ulcers Licers localized in the genitalia or perineum, excluding infections. 1 1
|t dnexal inflammation Salivany (diffuse, tender swelling unrelated to meals) or lacrimal gland inflammation. 2 4
Excluds other causas (infection). Specialist opinion preferably reguired.
Significant proptosis Frotrusion of the eveball due to significant amounts of inflammatory in the orbit; if 2 4
unilateral, there should be a difference of 2 mm between one eye and the other.
This may be associated with diplopia due to infiltration of exira-ocular muscles.
Developing myopia (measured on best visual acuity, see later) can also be a
mianifestation of proplozis
Red eye (Epilscleritis Inflarmmation of the scleras (specialist opinion usually reguired). Can be heralded by 1 2
photophobia.
Red eye conjunctivitiz Inflarmation of the conjuctivas (exclude infectious causes and excluding uveitis as
cause of red eye, also exclude conjunclivitis sicca which should not be scored as thig
iz not a feature of active vasculitis); (specialist opinion not usually required). 1 1
Blepharitis Inflammation of eyelids. Exclude other causes (trauma, infection). Usually no
specialist opinion is required
[eratitis Inflarmation of central or peripheral comea as evaluated by specialist
Blurred vision |altered measurement of best visual acuity from previous or baseline, requiring 2 3
specialist opinion for further evaluation.
Sudden visual loss Sudden loss of vision reguiring ophthalmological assessment. [
Lhyeitis Inflammation of the uvea (iris, ciliary body, choroid) confirmed by ophthalmologist. 2 [
Retinal vasculitis Retinal vessel sheathing on examination by specialist or confirmed by retinal
flucroscein angiograghy
Retinal vesza! thrombosiz [Arierial or venous retinal blood vessel cccluzion N 5
Refinal exudates Ay area of soft retinal exudates (exclude hard exudates) seen on cphthalmoscopic -
sxamination.
Retinal hasmorrhages l&my area of retinal hasmorrhage seen on ophthalmoscopic examinaton.
4. EMT Maximum scores 3 [
Bloody nasal dischargs/  |[Bloody, mucopurulent, nasal secrefion, light or dark brown crusts frequently 3 [
naszal crustzfulcers andfor |obstructing the nose, nasal ulcers andlor granulomatous lesions observed by
lgranulomata rhinoscopy
Paranasal sinus Tendernesas or pain over paranasal sinuses usually with pathologic imaging (CT, MR, 1 2
imolvermnent w-ray, ultrasound)
Subglottic stenosis Stridor and hoarseness dus to inflammation and narrowing of the subglottic area 3 [
obaeerved by laryngoscopy
Conductive hearing loss  [Hearing loas due to middle ear involvement confirmed by otoscopy andfor funing fork 1 3
examination and'or audiometry
Sensorineural hearing Hearing loss due to auditory nerve or cochlear damage confirmed by audiomestry 2 [
lose
5. Chest Maximum scores 3
Wheeze Whesze on clinical examination 1 2
Modules or cavities MNew lesions, detected Ly TR 3
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BVAS BVAS new’
persistent [worse
Fleural effusionigleunsy  [Pleural pain andfor frichon rub on clinical asssssment or new onzet of radiclogically 2 4
confirmed pleural effusion. Other causes (2.g. infection, malignancy) should be
excluded
Infiltrate Cietected by CXR or CT scan. Other causes (infecton) should ke excluded 2 4
Endalxronchial Endobronchial pseudotumor or ulceratve lesions. Other causes such as infection or 2 4
involvement malignancy should be excluded. NB- amooth stenofic lesions to be included in VDI,
subglofiic lesions to be recorded in the ENT section.
Maszive MMajor pulmonary bleeding, with shifting pulmonary infiltrates; other causes of 4 L
haemoptysis/alveolar bleeding should ke excluded if possible
haemomhage
Fespiratory failure Cryspnoea which is sufficiently severe as fo reguire artificial ventilation 4 [
G. Cardiovascular Maximum scores 3 G
Loss of pulses Loss of pulses in any vessel detected clinically; this may include loss of pulses 1 4
leading to threatened loss of limk
‘Valvular heart disease Significant valve abnormalities in the acric mitral or pulmenary valves detected 2 4
clinically or echocardiograghically.
Pericarditis Pencardial pain &for friction rub on clinical assessment. 1 3
lzchaemic cardiac pain Typical clinical history of cardiac pain leading to myocardial infarction or angina. 2 4
Consider the possibility of more common causes (eg atherosclerosis)
Cardiomyopathy Significant impairment of cardiac function due to poor ventricular wall motion 3 6
confirmed on echocardiography
Congestive cardiac faillure [Heart failure by history or clinical examination 6
7. Abdominal Maximum scores 4 ]
Peritonism Acute abdominal pain with peritonismiperitonitis due fo perforation/infarction of small 3 9
bowel, appendix or gallbladder efc., or acute pancreatitis confirmed |y
radiclogy/surgeryielevated amylass
Bloody diarhosa Of recent onset; inflammatory bowel disease and infectious causes excluded. 3 9
lzchasmic abdominal pain [Severs abdominal pain with typical features of izchasmia confirmed by imaging or at 2 [
surgery, with typical appearances of aneursyms or abnormal vasculature
charactenstic of vasculitis.
5. Renal Maximum scores i1 12
Hypertension Ciastolic BP=35, accelerated or not, with or without retinal changes. 1 4
Froteinuria =1+ an urinalyzig; =0.29/24 hours Infection should be excluded. 2 4
Hasmaturia 10 or more RBC per hpf { high power fisld ), excluding urinary infection and urinary
lithigsis (stone) 3 L]
Creatining 125-249 Serum creatinine values 125-249 pmaol at first assessment only. 2 4
Creatining 250-499 Serum creatinine values 250-459 umold at first assessment only. 3 [
Creatining = 500 Serum creatining values 500 pmiolll or greater at first assessment only. 4 8
Rige in creatinine = 30%  |Significant detericration in renal functicn attributable to active vasculitis. [
or creafining clearance fall
= 25%
9. Nervous system Maximum scores [5 9
Headache Mew, unaccustomsed & persistent headache 1 1
MMeningitis Severe headache with neck stifiness ascribed to inflammatory meningitis after 1 3
excluding infecton/blesding
Organic confusion Imipaired orientation, memary or other intellectual function in the absence of 1 3
metabolic, peychiatric, pharmacological or toxic causes.
Seizures (not Parciysmal electrical discharges in the brain & producing characteristic physical 3 9
hypertensive) changes including tonic & clenic movemeants & certain behavioural changes.
Stroke Cerebrovascular accident resulting in focal neurclogical signs such as parssis, 3 ]
weakness, etc. A stroke due to other cauzes (eq atherosclercsiz) should be
considered & appropriate neurological advice is recommended
Cord lesion Transwverse myelitis with lower extremity weakness or sensory loss (usually with a 3 g
detectable sensory level) with loss of sphincter control {rectal & urinary bladder).
Cranial nerve palsy Facial nerve palsy, recurrent nerve palsy, oculomotor nerve palsy etc. excluding 3 [
senzorineural hearing loss and ophthalmic symptoms due to inflammation
Senzory peripheral Sensory neuropathy resulting in glove &for stocking distribution of sensory loss. 3 6
neurcgathy Other causes should be excluded (2.q. idiopathic, metabolic, vitamin deficiencies,
infecticus, toxic, hereditary).
MMotor mononeuritis Simultan=sous neuritis of =ingle or many peripheral nerves, only scored if molor 3 g

multiplex involvement. Other causes should be excluded (diabetes, sarcoidosis, carcinoma,
anmyloidosis).
10. OTHER Other feature of active vasculitis-please describe
Figura 8. Glossario del BVAS 2003 (80).
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Prima del trattamento con RTX era stata accuratamente esclusa la presenza di patologie
infettive in atto tramite:

- esami ematochimici generali ed esami colturali specifici di vari liquidi biologici.

- Esami strumentali eseguiti secondo le indicazioni cliniche (radiografia del torace, ecografia
addominale/pelvica, broncoscopia, ecocardiogramma trans-toracico e/o trans-esofageo,
tomografia assiale compiuterizzata e/o risonanza magnetica nucleare delle specifiche sedi
coinvolte quali addome, torace, massiccio facciale ed encefalo).

Lo schema di trattamento adottato ¢ stato quello utilizzato comunemente in ambito ematologico

e gia applicato nelle piccole casistiche di pazienti con AAV ed in due trials randomizzati e

controllati (48, 49).

La maggior parte dei pazienti sono stati trattati con 4 somministrazioni endovenose di RTX
alla dose di 375 mg/m? di superficie corporea con cadenza settimanale. L'infusione veniva
effettuata in ambiente ospedaliero tramite un accesso venoso periferico ed aveva una durata di
quattro ore per la prima somministrazione e di tre ore per le successive. Durante la
somministrazione del RTX 1 pazienti erano allettati e venivano rilevate ogni 30 minuti la
pressione arteriosa, la frequenza cardiaca e la temperatura corporea. Un'ora prima dell'infusione i
pazienti venivano pre-medicati con 10 mg di clorfenamina ed 1 gr di paracetamolo per via
endovenosa.

In considerazione dell’esperienza maturata dal 2006 e dell’analisi dei nuovi dati presenti in
letteratura dal 2011 si decideva di non adottare uno schema rigido di somministrazione del RTX
nei pazienti con recidiva ma di somministrare una o due dosi secondo la gravita della recidiva, la
risposta clinico/laboratoristica ed il rischio infettivo del singolo paziente.

Nella maggior parte dei pazienti trattati per recidiva veniva proseguita la terapia
immunosoppresiva in atto precedentemente come terapia di mantenimento (MTX o AZA), con
lieve aumento dei dosaggi solo in alcuni casi. La maggior parte dei pazienti trattati all’esordio di

malattia assumeva invece solo PD come terapia di mantenimento post-RTX.
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Dopo il trattamento con RTX i pazienti continuavano i controlli ambulatoriali inizialmente a
cadenza settimanale poi secondo le esigenze cliniche. Ad ogni controllo 1 pazienti venivano
valutati con attento esame clinico e venivano esaminati i1 principali dati ematochimici, in
particolare il titolo degli ANCA con metodica ad immunofluorescenza ed immunoenzimatica
(ELISA), gli indici infiammatori (proteina C reattiva, fibrinogeno, a2-globuline, piastrine,
leucociti), I'esame emocromocitometrico con formula, gli indici di funzionalita epatica e renale,
la protidemia e foresi, l'esame delle urine con valutazione del sedimento urinario, gli indici di
citolisi (LDH, AST, ALT) e l'assetto lipidico.

Sulla base dei dati presenti in letteratura che evidenziano un azzeramento dei linfociti B
CD20+ in tutti 1 pazienti dopo la somministrazione di RTX, ed una loro successiva ricomparsa
dopo circa 6 mesi, dal 2011 veniva effettuato un monitoraggio dei livelli di linfociti B CD20+
tramite la tipizzazione linfocitaria su sangue periferico per valutarne la ricomparsa post-RTX.

Gli esami strumentali di controllo venivano effettuati secondo le specifiche situazioni

cliniche.

METODI DI DOSAGGIO DEGLI ANCA UTILIZZATI

Esistono due metodi per evidenziare gli ANCA: il test di immunofluorescenza indiretta
(IFT) e la ricerca degli anticorpi diretti contro la PR3 e la MPO attraverso test in fase solida come
la tecnica immunoenzimatica (ELISA).

1) 11 test di immunofluorescenza indiretta.

Il siero del paziente opportunamente diluito viene incubato con un preparato di leucociti
(ottenuti da sangue di donatori sani attraverso citocentrifugazione) disposti su un vetrino e fissati
con etanolo al 99%. Dopo l'incubazione i vetrini vengono lavati per rimuovere le proteine del
siero e tutti gli anticorpi non complessati con 1’antigene. Viene successivamente seminato
I’antisiero fluorescinato specifico verso le IgG umane che si leghera agli ANCA adesi ai

neutrofili sviluppando una fluorescenza visibile con uno specifico microscopio (a fluorescenza).
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Figura 9. Immunofluorescenza di tipo C ANCA (figura a sinistra) e di tipo P ANCA (figura a

destra) degli anticorpi anti-citoplasma dei neutrofili.

La lettura viene effettuata confrontando il campione in esame con un controllo positivo ed uno
negativo. La positivita viene espressa in modo semiquantitativo (negativo, +1, +2, +3, +4).
Con la metodica a immunofluorescenza sono evidenziabili due pattern di positivita: uno

granulare citoplasmatico diffuso (C-ANCA) ed uno perinucleare (P-ANCA) (Figura 9).

2) I test in fase solida

Eseguito con tecniche immunoenzimatiche (ELISA). Si utilizzano come antigeni la MPO o
la PR3. L’antigene viene adsorbito alle cellette di plastica di una piastra. I sieri dei pazienti
vengono diluiti 1:100 e incubati nella celletta con 1’antigene legato alla piastra. Viene
successivamente seminato 1’antisiero: una specifica immunoglobulina anti-IgG umana marcata
con I’enzima fosfatasi alcalina. L’antisiero si lega con l'anticorpo fissato all’antigene. Viene
aggiunto poi il substrato specifico per la fosfatasi legata all’antisiero determinando lo sviluppo
del colore. L'intensita della colorazione ¢ proporzionale al livello di anticorpi presenti nel siero in
esame. Vengono successivamente costruite delle curve di calibrazione che consentono una

valutazione numerica della reazione colorimetrica. Quindi a differenza dell’IFI in cui la
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positivita viene espressa con metodo semiquantitativo e con un certo grado di operatore
dipendenza, la metodica ELISA esprime la positivita con metodo quantitativo ed oggettivo.

La ricerca degli ANCA con ELISA ha un importante ruolo sia diagnostico che nel follow-
up dei pazienti vasculitici. Non vi ¢ ancora una standardizzazione delle metodiche e quindi le
unita di misura sono differenti tra 1 diversi laboratori: cio rende difficile ed impreciso il
confronto dei livelli di ANCA ottenuti da diversi centri.

Solitamente la positivita in IFI con pattern C-ANCA ¢ associata ad una positivita al test
ELISA per anticorpi anti-PR3, mentre il pattern P-ANCA si associa con una positivita per
anticorpi anti- MPO.

Le linee guida internazionali (84) suggeriscono uno screening del siero dei pazienti
utilizzando la metodica dell’IFI e solo in caso di positivita ¢ consigliata la successiva conferma
con il test immunoenzimatico ELISA specifico per anticorpi anti-PR3 ed anti-MPO.

Considerando pero che circa il 5% di sieri di pazienti con vasculite ¢ positivo solo
all’ELISA, in caso di fondato sospetto clinico potrebbe essere opportuno utilizzare comunque
entrambe le metodiche (anche con IFI negativa). Un siero ¢ definito positivo per ANCA solo in
caso di positivita all'lFI confermata da positivita al test ELISA per uno dei due antigeni. E'

necessario inoltre che vi sia concordanza fra le due metodiche: C-ANCA positivo/anti-PR3

positivo e P-ANCA positivo/anti-MPO positivo.
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ANALISI STATISTICA

I dati sono stati raccolti su un data base in Microsoft Office Excel 2007®. Le analisi
statistiche sono state condotte con Statgraphics Plus 5.0. E’ stata eseguita 1’analisi descrittiva
delle variabili esaminate che comprendeva media, deviazione standard, valori massimo e
minimo. I confronti statistici fra medie sono stati eseguiti con il test t di Student. Sono stati

accettati, come livelli di probabilita significativi, valori di p<0,05.
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RISULTATI

A partire da Gennaio 2006 fino a Dicembre 2011 presso il reparto di nefrologia degli Spedali
Civili di Brescia sono stati trattati con RTX 51 pazienti affetti da AAV in fase attiva. Trentasette
pazienti erano affetti da GW, 13 da MPA ed uno da CHS.

Erano tutti pazienti di razza bianca con un'eta media di 5319 anni (range 14-85), 25

maschi e 26 femmine. Quindici pazienti (15/51, 29%) venivano trattati all’esordio della malattia
vasculitica (9 MPA, 5 GW, 1 CHS), 36 (36/51, 71%) ad una recidiva (32 GW, 4 MPA).
La maggior parte dei 36 pazienti trattati con RTX per recidiva di malattia presentavano una
lunga storia precedente di malattia vasculitica, il tempo medio dalla prima diagnosi di malattia
era 91,9461 mesi, (range 9-228), tutti avevano avuto altre recidive prima del trattamento con
RTX e molti di essi erano stati gia precedentemente trattati con CYC (26/36, 72%). Cinque
(5/36, 14%) erano stati recentemente trattati senza successo con CYC per la recidiva di malattia
che richiedeva successivamente l'utilizzo del RTX (pazienti considerati resistenti alla CYC)
(Tabella III).

Le manifestazioni di malattia pre-RTX erano di tipo vasculitico in 22 pazienti (22/51,
43%), granulomatoso in 21 (21/51, 41%) e sia di tipo vasculitco che granulomatoso in 8
pazienti (8/51, 16%). Complessivamente 30 pazienti (30/51, 59%) presentavano almeno una
manifestazione vasculitica e 29 pazienti (29/51, 57%) almeno una manifestazione di tipo
granulomatoso (figura 10).

Fra le manifestazioni vasculitiche 20 pazienti (20/51, 39%)  presentavano una
glomerulonefrite rapidamente progressiva (GNRP), di questi 5 richiedevano 1’inizio del
trattamento emodialitico (HD) all’esordio di malattia che poteva essere successivamente sospeso
in due pazienti (2/5, 40%); 7 pazienti (7/51, 14%) avevano una microematuria di tipo

glomerulare con funzione renale conservata; 20 pazienti (20/51, 39%) presentavano una
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sintomatologia infiammatoria sistemica (febbricola, artro-mialgie, calo ponderale); 6 (6/51,
12%) manifestavano una porpora cutanea (in uno di essi era di tipo granulomatoso) e due
avevano delle ulcere cutanee (2/51, 4%) . Un solo paziente con MPA all’esordio presentava una
emorragia polmonare associata a GNRP. Una paziente presentava un interessamento vasculitico
del sistema nervoso centrale che causava una emorragia midollare con residua paraplegia (figura
12).

La manifestazione granulomatosa piu frequente erano i noduli polmonari diagnosticati in
18 pazienti (18/51, 35%), I’'interessamento delle alte vie respiratorie (ENT, regione orecchio,
naso, gola) si registrava in 10 pazienti (10/51, 20%), il coinvolgimento delle orbite e della
laringe/bronchi (prevalentemente stenosi sub-glottica) era presente in un egual numero di
pazienti (6/51, 12%); 3 pazienti presentavano una episclerite (3/51, 6%); una paziente presentava

un quadro di pachimeningite (figura 11) .

Tipo di manifestazioni

d Vasculitiche 22/51 Pz (43%)
H Granulomatose 21/51 Pz (41%)

i Entrambe 8/51 Pz (16%)

Figura 10. Tipo di manifestazioni di AAV (Pz: pazienti).
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Figura 11. Numero e tipo di manifestazioni granulomatose dei pazienti con AAV trattati con
RTX all’esordio o ad una recidiva (ROG: granuloma retro-orbitario, ENT:
coinvolgimento della regione orecchio-naso-gola).

Vasculite del SNC

Emorragia polmonare

Ulcere cutanee

B Pz all'esordio (15/51, 29%)
Porpora cutanea

M Pz trattati ad una recidiva
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Figura 12. Numero e tipo di manifestazioni vasculitiche dei pazienti con AAV
trattati con RTX all’esordio e ad una recidiva.
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Lo score BVAS 2003 medio pre-RTX era di 10,9 (£5,2).

I 15 pazienti trattati all’esordio di malattia erano in maggioranza pazienti affetti da MPA
(9/15, 60%), tutti presentavano una manifestazione vasculitica e solo tre (3/15, 20%) affetti da
GW avevano una concomitante manifestazione granulomatosa (che risultava prevalente in due
pazienti con noduli polmonari multipli e coinvolgimento del massiccio facciale).

La manifestazione vasculitica pill frequente nei pazienti trattati all’esordio di malattia era

la GNRP (13/15, 87%), 5 pazienti (5/15, 33%) dovevano iniziare il trattamento HD che poteva
poi essere sospeso in 2. Lo score BVAS 2003 medio dei 15 pazienti trattati all’esordio di
malattia era 14,6 (24,6), significativamente maggiore rispetto al BVAS 2003 medio registrato nei
36 pazienti trattati ad una recidiva (9,4 £ 4,8) (p<0,05).
I 36 pazienti trattati ad una recidiva erano invece in maggioranza pazienti affetti da GW (32/36,
89%) con recidive di tipo esclusivamente granulomatoso (21/36, 58%) o sia di tipo vasculitico
che granulomatoso (5/36, 14%). Meno di un terzo di essi presentava una recidiva esclusivamente
di tipo vasculitico (10/36, 28%).

Al primo trattamento il numero medio di somministrazioni di RTX era 3 (range 1-4), la
dose media per somministrazione era 765 mg (175, range 400-1000). Venivano utilizzati due
schemi principali di trattamento iniziale: 375 mg/m” a cadenza settimanale per 4 settimane (nella
maggior parte dei casi) o 1 gr a cadenza bisettimanale per 2 somministrazioni complessive. Nel
trattamento delle recidive veniva utilizzato lo schema di 375 mg/m? a cadenza settimanale per 4
settimane fino al 2011 quando, sulla base dell’esperienza maturata e dei dati presenti in
letteratura si decideva di non adottare uno schema fisso, ma veniva preferita la somministrazione
di una o due dosi di RTX stabilite secondo la gravita della recidiva e la risposta individuale.

Dei 15 pazienti trattati all’esordio di malattia 7 (7/15, 47%) ricevevano una media di 6
sedute di plasmaferesi (range 5-7) per GNRP (un paziente presentava una concomitante

emorragia polmonare), 3 (3/15, 20%) ricevevano tre boli endovenosi di metilprednisone
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all’inizio del ciclo con RTX.

Nessun paziente presentava segni di attivita di malattia a sei mesi dal trattamento con RTX.
(score BVAS 2003 uguale a 0). Si osservava quindi una riduzione significativa del punteggio
BVAS 2003 post-RTX (P<0,01). Le manifestazioni di tipo vasculitico regredivano in tutti i casi
entro un mese dal termine del ciclo di RTX, le forme granulomatose rispondevano invece pil
lentamente richiedendo fino a sei mesi per la negativizzazione del BVAS 2003 e in alcuni casi
con incompleta risoluzione radiologica delle lesioni (considerati esiti fibro-cicatriziali non
riferibili a malattia attiva). La creatininemia media pre-RTX nei pazienti con GNRP era 5,1
mg/dl (range 1,7-HD), dopo RTX la creatininemia media era 3,2 mg/dl (range 0,9-HD).

Complessivamente il follow-up medio post-RTX era di 20,1 mesi (£18,7). Nove pazienti
(9/51, 18%) presentavano un totale di 11 recidive post-RTX, due pazienti venivano ritrattati due
volte con RTX per recidiva. Una paziente veniva ritrattata con una dose di RTX senza recidiva in
atto per permettere la riduzione della posologia del prednisone (PD) per una grave forma di
osteoporosi. Sei recidive (6/11, 55%) erano di tipo solo vasculitico: 3 sindromi nefritiche, 2
caratterizzate da comparsa di petecchie cutanee e mucose, artro-mialgie ed aumento degli indici
infiammatori (entrambe nello stesso paziente), una paziente veniva ritrattata per artro-mialgie,
calo ponderale ed aumento degli indici infiammatori. Tre recidive (3/11, 27%) erano di tipo
esclusivamente granulomatoso: una riattivazione di un granuloma retro-orbitario, una rinite
crostosa ed in una paziente una riattivazione sia a livello nasale che polmonare (noduli). Due
(2/11, 18%) pazienti presentavano una recidiva sia vasculitica che granulomatosa: una paziente
presentava febbricola, artro-mialgie e rinite crostosa attiva; un paziente presentava
microematuria, artralgie ed una riattivazione endobronchiale.

Tutti 1 pazienti ritrattati per recidiva post-RTX ottenevano nuovamente la remissione dopo
1’ulteriore ciclo di trattamento.

Il tempo medio alla prima recidiva era 24,3 (£12,3) mesi, il tempo medio ad una recidiva (prima

o seconda) era 23,1 (£11.6) mesi.
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Nel gruppo dei 15 pazienti trattati all’esordio di malattia il follow-up medio era 8,5 (+6,3)
mesi, un solo paziente (1/15, 7%) con GW presentava una recidiva di tipo granulomatoso
(granuloma retro-orbitario) a 14 mesi dal primo trattamento e rispondeva nuovamente al RTX.

Nel gruppo di 36 pazienti inizialmente trattati per recidiva il follow-up medio era 24,9 (x
20) mesi, 8 pazienti presentavano almeno una recidiva (8/36, 22%), 2 pazienti (2/36, 6%)
presentavano due recidive post-RTX. (tabella III). Tutte le recidive si verificavano in pazienti
con GW, nessun paziente con MPA presentava recidiva di malattia (figura 17).

All’ultimo follow-up venivano registrati 4 decessi (4/51, 8%), 3 fra 1 pazienti trattati
all’esordio di malattia (3/15, 20%) ed uno nei pazienti trattati ad una recidiva di malattia (1/36,
3%) (figure 15 e 16). I tre decessi registrati fra i pazienti trattati all’esordio si verificavano tutti
entro 5 mesi dal ciclo con RTX. Un paziente di 85 anni con MPA di nuova diagnosi moriva circa
un mese dopo la somministrazione di una unica dose di RTX da 600 mg a causa di uno stato
settico in corso di colecistite e pancreatite. Questo paziente aveva presentato all’esordio una
GNRP con necessita temporanea di trattamento HD ed aveva ricevuto inizialmente anche 3
somministrazioni endovenose di metrilprednisone da 500 mg. Un’altra paziente di 78 anni affetta
da MPA esordita con una GNRP in completa remissione dopo un ciclo di 3 dosi di RTX da 600
mg moriva a distanza di circa 5 mesi per un linfoma cerebrale. Questa paziente aveva presentato
anche una micobatteriosi polmonare atipica dopo l’inizio della terapia con RTX ed aveva
pertanto ricevuto solamente 3 della 4 dosi previste, era in terapia di mantenimento con basse dosi
di PD. Un paziente di 79 anni con MPA esordita con GNRP di diagnosi tardiva doveva iniziare il
trattamento HD cronico e moriva 2 mesi dopo un ciclo di trattamento con 2 dosi di RTX da 1 gr
a causa di una sepsi a partenza da una ferita cutanea. Era in terapia di mantenimento con AZA e
basse dosi di PD. Il quarto paziente deceduto aveva 81 anni ed era affetto da GW di lunga durata.
Il decesso avveniva a causa di un infarto miocardico acuto (STEMI) 8 mesi dopo un
ritrattamento con una dose unica di RTX per recidiva di sindrome nefritica (figura 13, tabella

).
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Venivano registrate 4 complicanze infettive che condizionavano la sospensione del
trattamento con RTX: una infezione da CMV, una infezione da HSV, una infezione da
Clostridium Difficile ed una micobatteriosi atipica polmonare. Una paziente presentava una
neutropenia transitoria riscontrata circa 3 mesi dopo la prima dose di RTX, la neutropenia si
risolveva dopo la somministrazione del fattore stimolante le colonie di granulociti € monociti
(GM-CSF).

Durante le somministrazioni di RTX in alcuni pazienti si ¢ registrato un transitorio calo
della pressione arteriosa che non ha richiesto nessun intervento terapeutico specifico se non il
temporaneo rallentamento della velocita di infusione del farmaco. Un paziente ha manifestato
una risposta infiammatoria sistemica alla fine dell’infusione del RTX con febbre elevata (39°C) e
brivido scuotente. La febbre si risolveva dopo circa 12 ore, gli esami ematochimici successivi
mostravano un transitorio incremento della proteina C reattiva (PCR) ed un importante aumento
della procalcitonina. Le emocolture eseguite risultavano negative, i successivi controlli
ematochimici evidenziavano una normalizzazione della PCR e della procalcitonina senza alcuna
terapia aggiuntiva. E probabile che questa reazione sia stata determinata da una contaminazione
batterica del preparato per infusione.

Dei 36 pazienti trattati con RTX per una recidiva 25 erano in terapia con MTX+PD (un
paziente trapiantato di rene assumeva sia MTX che ciclosporina), 6 con AZA+ PD, 4 solo con
PD, 1 paziente era in terapia con CYC. Il dosaggio del PD pre-RTX era in tutti 1 casi inferiore a
0,5 mg/kg. Dopo la terapia con RTX la maggior parte dei paziente manteneva
I’immunosoppressore precedentemente assunto, in particolare 25 pazienti proseguivano il MTX,
3 ’AZA, 3 pazienti sospendevano I’AZA e proseguivano con solo PD, complessivamente 8
pazienti assumevano solo PD dopo RTX. Il dosaggio del PD era mantenuto invariato od
aumentato fino ad un massimo di 0,5 mg/kg rispetto al dosaggio pre-RTX (figura 14).

Dei 15 pazienti trattati con RTX all’esordio di malattia 2 iniziavano successivamente una terapia

di mantenimento con MTX (+PD), due con AZA (+PD), 11 proseguivano solamente con PD.
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Tabella III. Caratteristiche e risultati dei pazienti con AAV trattati con Rituximab (RTX).

Tutti i pazienti

Pazienti trattati
all’esordio

Pazienti trattati
ad una recidiva

Numero (%) 51 15/51 (29) 36/51 (71)
Maschi 25/51 7/15 18/36
Femmine 26/51 8/15 18/36
Eta (anni) 53 62 50

Ds (£) 19 19,2 18
Range 14-85 19-85 14-81
Tipo di vasculite (%)

GW 37 (73) 5(33) 32 (89)
MPA 13 (25) 9 (60) 4(11)
CHS 1(Q2) 1(7) 0 (0)
Durata della malattia pre RTX (mesi) NA NA 91,9 (£61)
Range 9-228
Tipo di manifestazione

Vasculitica (%) 22 (43) 12 (80) 10 (28)
Granulomatosa (%) 21 (41) 0 (0) 21 (58)
Entrambe (%) 8 (16) 3(20) 5(14)
Manifestazioni vasculitiche (%) 30/51 (59) 15 (100) 15 (42)
GNRP/HD 20 (39)/5 13 (87)/5 (33) | 7(19)/0 (0)
Artro-mialgie/calo ponderale 20 (39) 4 (27) 16 (44)
Microematuria 7 (14) 0 (0) 7 (19)
Porpora cutanea 6 (12) 1(7) 5(14)
Ulcere cutanee 2@ 0 (0) 2 (6)
Emorragia polmonare 1(2) 1(7) 00
Vasculite del SNC 1(2) 1(7) 0(0)
Manifestazioni granulomatose (%) 29/51 (57) 3(20) 26 (72)
Noduli polmonari 18 (35) 2 (13) 16 (44)
ENT 10 (20) 2 (13) 8 (22)
ROG 6(12) 1(7) 5(14)
Stenosi subglottica/endobronchiale 6(12) 1(7) 5(14)
Episclerite 3(6) 0 (0) 3(8)
Pachimeningite 1(2) 0 (0) 1(3)
Porpora cutanea granulomatosa 1(2) 0 (0) 13)
Creatinina in 20 pz con GNRP (mg/dl)

Pre RTX (Range)/HD pz 5,1 (1,7-HD)/5

Post RTX (range)/HD pz 3,2 (0,9-HD)/3

BVAS 2003 pre RTX 10,9 14,6 94

DS 5,2 4,6 4,8
Range 5-25 9-25 5-19
Tipo di ANCA (%)

cANCA PR3 29/44 (66)

pANCA MPO 11/44 (25)

Negativi 4/44 (9)

hPCR mg/L(+Ds) pre-RTX 42,2 (+44.,8)
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Tabella III. Caratteristiche e risultati dei pazienti con AAV trattati con RTX (II parte).

Tutti i pazienti

Pazienti trattati
all’esordio

Pazienti trattati
ad una recidiva

Precedente esposizione a CYC (%) NA NA 26/36 (72)
Recidiva dopo CYC (%) 5/36 (14)
Terapia pre/post RTX (%) NA
MTX +PD NA/2 (13) 25 (69)/25 (69)
AZA+PD NA/2 (13) 6 (17)/3 (8)
Solo PD NA/11 (74) 4 (11)/8 (22)
CYC+PD 1.(3)/0(0)
N° dosi di RTX/pts (Range) 3(1-4)
Dosaggio medio (Ds)/Range (mg) 765 (£165)/400-

1000
N° pz trattati con plasmaferesi (%) 7(14) 747) 00
N° di plasmaferesi/pz (range) 6 (5-7)
Follow-up (mesi) 20,1 8,5 249
DS 18,7 6,3 20
Range 1-71 1-24 3-71
BVAS 2003 6 mesi post RTX 0 0 0
Numero di recidive (per pz) 11 (0,2) 1(0,1) 10 (0,3)
Pz con 1 o pit recidive (%) 9 (18) 1(7) 8(22)
Pz con 2 o piu recidive (%) 2@ 0 (0) 2 (6)
Tipo di recidive:
Vasculitiche 6 0 6
Granulomatose 3 1 2
Vasculitiche + granulomatose 2 0 2
Tempo alla prima recidiva (Ds) Mesi 24,3 (£12,3)
Range 7-42
Tempo a qualsiasi recidiva (Ds) Mesi 23,1 (x11,6)
Range 7-42
Decessi (%) 4 (8) 3 (20) 1(3)

GW: Granuloamtosi di Wegener; MPA: micropoliarterite; CHS: Churg-Strauss; BVAS:
Birmingham Vasculitis Activity Score; ANCA: anticorpi anticitoplasma dei neutrofili; hPCR:
proteina C reattiva; ROG: granuloma retro-orbitario; ENT: coinvolgimento regione orecchie,
naso, gola; PD: prednisone; CYC: ciclofosfamide; AZA: azatioprina; MTX: methotrexate.
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51 AAV-Pz
trattati con RTX

36 ad unarecidiva
FU 24,9 mesi (3-71)

15 con nuova diagnosi
FU 8,5 mesi (1-24)

2 con 2 recidive
responsive a RTX

6 conl recidiva
responsiva aRTX

28 inremissione
stabile

1recidiva
responsiva aRTX

14inremissione
stabile

1 decesso per IMA

3 decessi per linfoma
cerebrale, sepsi, colecistite

Figura 13. Schema riassuntivo dei nostri pazienti con AAV trattati con RTX.

CcYc i
i M Terapia post-RTX
AZA+PD % M Terapia pre-RTX
MTX+PD
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Figura 14. Terapia immunosoppressiva di mantenimento pre e post-RTX dei 36 pazienti
trattati ad una recidiva (un paziente assumeva MTX + ciclosporina).
MTX: methotrexate; AZA: azatioprina; PD: prednisone.
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Figura 15. Sopravvivenza globale post-RTX.
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Figura 16. Sopravvivenza nei pazienti trattati all’esordio di malattia o ad una recidiva.
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Figura 17. Tempo alla recidiva o fine follow-up nei pazienti con AAV post-RTX.
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La valutazione degli ANCA era disponibile in 44 pazienti, 29 (29/44, 66%) presentavano
positivita per C-ANCA anti-PR3, 11 (11/44, 25%) per P-ANCA anti-MPO, 4 (4/44, 9%)
risultavano ANCA negativi prima del RTX. 1l livello medio degli ANCA anti-PR3 pre-RTX
misurato con la metodica ELISA era di 110,1+73,3 UA/ml (valori normali minori di 10 UA/ml),
quello degli ANCA anti-MPO 172,2+32 UA/ml (valori normali minori di 10 UA/ml).

Il valore medio della PCR pre-RTX era 42,2+44,8 mg/1 (valori normali minori di 5 mg/1). Otto
pazienti (8/51, 16%) non presentavano un aumento della PCR in corso di recidiva.

Dopo RTX si osservava una riduzione significativa del livello degli ANCA (p<0,01, figura
18 e 19) che si negativizzavano in 16 pazienti (16/40, 40%). 1l livello medio dei C-ANCA anti-
PR3 post-RTX misurato con la metodica ELISA era di 40,0+£60,0 UA/ml (valori normali minori
di 10 UA/ml), quello dei P-ANCA anti-MPO 50,9+72,4 UA/ml (valori normali minori di 10
UA/ml).

Nel corso di tutte le 11 recidive post-RTX gli ANCA risultavano positivi, in 2 casi a basso
titolo. In 8 episodi di recidiva gli ANCA non si erano mai precedentemente negativizzati, in 3
casi gli ANCA negativizzati si ripositivizzavano nuovamente prima della recidiva.

Il valore medio della PCR post-RTX era 5,8+10,6 mg/l (valori normali minori di 5 mg/1): si
osservava quindi una riduzione significativa degli indici infiammatori dopo il trattamento con

RTX (p<0,01, figura 20).
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Riduzione significativa del livello medio degli ANCA dopo RTX (p<0,01).
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Numero di pazienti con livello degli ANCA di 0, fra 10 e 40 e >40 UA/ml
prima e dopo il ciclo di RTX.
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dopo RTX (p<0,01).
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DISCUSSIONE

La nostra casistica di 51 pazienti con AAV in fase attiva ha evidenziato I’efficacia del RTX
nel ridurre il grado di attivita di malattia rilevato dal BVAS 2003 (80). Infatti la maggior parte
dei pazienti trattati presentavano una AAV attiva di grado severo con un BVAS 2003 medio di
10,9 (range 5-25), a distanza di sei mesi dal trattamento tutti erano in remissione con un BVAS
2003 di zero senza segni di malattia attiva rilevabili (p<0,01).

Nella nostra casistica sono stati inclusi sia pazienti trattati all’esordio della vasculite
(15/51, 29%) che pazienti con una lunga storia di malattia vasculitica precedente trattati con
RTX ad una recidiva (36/51, 71%). Nei primi anni (2006-2009) abbiamo utilizzato il RTX
prevalentemente per trattare recidive di tipo granulomatoso in pazienti con GW, successivamente
con ’esperienza maturata ed 1 nuovi dati riportati in letteratura abbiamo deciso di iniziare ad
utilizzare il RTX anche per trattare 1 pazienti all’esordio di malattia con manifestazioni
vasculitiche (GNRP), come farmaco alternativo alla CYC.

I 15 pazienti trattati all’esordio di malattia presentavano tutti una malattia attiva di grado
severo (BVAS 2003 medio di 14,6, range 9-25) e tutti mostravano almeno una manifestazione di
tipo vasculitico. La maggior parte presentava P-ANCA anti-MPO positivi ed era affetto da MPA.
In 13/15 (87%) pazienti la manifestazione piu grave di malattia che richiedeva 1’utilizzo del
RTX era la GNRP, 5 (5/15, 33%) pazienti dovevano iniziare il trattamento emodialitico, una
paziente che iniziava la dialisi presentava successivamente una emorragia midollare secondaria a
vasculite del SNC ed un paziente presentava una sindrome pneumo-renale con emorragia
polmonare. Sette di questi pazienti ricevevano anche una media di 6 plasmaferesi, 3 dei boli di
metilprednisone. Due pazienti con GW all’esordio presentavano invece delle manifestazioni
prevalentemente granulomatose (noduli polmonari, ENT, ROG).

Il RTX si e dimostrato efficace nell’indurre la remissione di malattia in tutti 1 pazienti

trattati, gia ad un mese dal termine del trattamento non erano evidenti manifestazioni
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vasculitiche attive, la funzione renale migliorava significativamente nella maggior parte dei
pazienti, 2/5 pazienti potevano sospendere il trattamento emodialitico. Fra 1 pazienti trattati
all’esordio di malattia ad un follow-up medio di 8,5 mesi (range 1-25) si registrava solo una
recidiva granulomatosa (ROG) che rispondeva ad un nuovo ciclo di RTX.

La maggior parte dei 36 pazienti trattati inizialmente per una recidiva erano invece affetti
da GW (32/36, 89%) e presentavano manifestazioni prevalentemente granulomatose (la piu
frequente era rappresentata da noduli polmonari in un terzo dei casi). Tutti rispondevano al RTX,
ad un follow-up medio di 24,9 mesi (3-71) si registravano un totale di 10 recidive in 8 pazienti
che ottenevano una nuova remissione dopo RTX.

Questi risultati concordano con la maggior parte delle piccole casistiche presenti in
letteratura che hanno riportato remissioni complete o parziali (definite generalmente come un
BVAS di 0 o non superiore ad 1) in quasi il 90% dei pazienti trattati (52-73) e con i risultati di
due recenti trials randomizzati e controllati (48, 49).

‘Rituximab versus Cyclophosphamide for ANCA-associated Vasculitis’ (RAVE) ¢ un trial
multicentrico, randomizzato e controllato disegnato per valutare I’efficacia del RTX nelle forme
severe di AAV all’esordio od a una recidiva in confronto con la terapia standard (CYC). Sono
stati inclusi 197 pazienti con forme severe di GW o MPA (3:1): 63 pazienti (64%) nel braccio
del RTX vs 52 pazienti nel braccio della CYC ottenevano 1’endpoint primario definito come un
BVAS/WG di O in assenza di terapia steroidea a 6 mesi dal trattamento. Il 71% dei pazienti
trattati con RTX vs il 62% di quelli trattati con CYC ottenevano 1’endpoint secondario definito
come una remissione clinica con un dosaggio di PD inferiore a 10 mg a 6 mesi dal trattamento.
L’analisi per sottogruppi mostrava una efficacia superiore del RTX vs CYC nei pazienti trattati
per recidiva (48).

Il secondo trial randomizzato e controllato, ‘Rituximab versus Cyclophosphamide in
ANCA Associated Renal Vasculitis’ (RITUXVAS) includeva 44 pazienti con AAV di nuova

diagnosi (GW o MPA) ed interessamento vasculitico renale. I pazienti venivano randomizzati
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3:1 a ricevere oltre alla dose standard di steroide il trattamento con RTX (375 mg/m’® ev

settimanalmente per 4 settimane) pitt due boli endovenosi di CYC in concomitanza con la prima
e terza dose di RTX (33 pazienti) o la terapia convenzionale con CYC (boli endovenosi per 3-6
mesi) seguita da una terapia di mantenimento con AZA per via orale (11 pazienti).

La percentuale di remissioni sostenute (definite come un BVAS di 0 per 6 mesi) ad un anno era
simili nei due bracci (76% vs 82%).

Nel RITUXVAS, il 15% dei pazienti del braccio RTX vs il 10% di quelli del braccio CYC

presentava una recidiva durante un follow-up medio di 12 mesi. Ad un follow-up di due anni
solo 7/33 (21%) pazienti del braccio RTX (che non assumevano nessuna terapia
immunosoppressiva di mantenimento) vs 2/11 (18%) di quelli del braccio CYC (che
assumevano AZA come terapia di mantenimento) presentavano una recidiva (49).
Anche nel RAVE le recidive a 6 mesi erano comparabili nei due bracci. A 18 mesi di follow-up
il 36% dei pazienti nel braccio RTX mantenevano la remissione senza alcuna terapia
immunosoppressiva vs il 31% di quelli del braccio CYC che assumevano AZA come terapia di
mantenimento.

Va sottolineato che in entrambi questi trials 1 pazienti assegnati al braccio CYC ricevevano
una terapia immunosoppressiva di mantenimento con AZA, mentre i pazienti del braccio RTX
ricevevano placebo. Essendo 1 risultati fra i due bracci comparabili sembra evidente un
potenziale vantaggio del RTX vs CYC nel mantenere una remissione prolungata in assenza di
altre concomitanti terapie immunosoppressive. Questo vantaggio risulta piu evidente nel
RITUXVAS dove i pazienti (prevalentemente con MPA all’esordio ad interessamento renale)
presentavano un rischio di recidiva minore rispetto alla popolazione inclusa nel RAVE
(prevalentemente pazienti con GW e recidive granulomatose). Infatti nel RITUXVAS a 2 anni di
follow-up il 79% dei pazienti del braccio RTX mantenevano la remissione senza terapia
immunosoppressiva vs il 36% a 18 mesi di follow-up nel RAVE.

Nella nostra casistica di 51 pazienti 1 15 trattati all’esordio di malattia sono comparabili per
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caratteristiche con la popolazione inclusa nel RITUXVAS (pazienti con MPA all’esordio ad
interessamento prevalentemente renale), mentre 1 36 pazienti trattati ad una recidiva sono
comparabili con la popolazione del RAVE (prevalentemente pazienti con GW e recidive
granulomatose) per definizione a maggior rischi di recidiva. A 20,1 mesi di follow-up abbiamo
osservato complessivamente 11 recidive in 9 pazienti con GW (18%): un paziente con recidiva
granulomatosa (1/15, 7%) nel gruppo trattato all’esordio di malattia (follow-up medio di 8,5
mesi) ed 8 pazienti (8/36, 22%) nel gruppo trattato ad una recidiva di malattia (follow-up medio
24.9 mesi). Non abbiamo osservato nessuna recidiva nei pazienti con MPA. Nella maggior parte
dei nostri pazienti trattati all’esordio di malattia veniva mantenuta in terapia solo con basse dosi
di PD dopo il ciclo di RTX (11/15, 74%) mentre la maggior parte dei 36 trattati ad una recidiva
manteneva un altro immunosoppressore (AZA o MTX) oltre al PD dopo il RTX (28/36, 78%).
La diversa scelta nel trattamento immunosoppressivo di mantenimento post-RTX fra i due
gruppi era determinata proprio dal diverso rischio di recidiva dei pazienti (minore per quelli con
MPA). I diversi risultati in termini di remissione senza terapia di mantenimento riportati dai due
trials vanno quindi interpretati considerando le differenti popolazioni incluse. Questi dati
suggeriscono che dopo il trattamento con RTX nei pazienti con GW e manifestazioni
granulomatose  andrebbe probabilmente mantenuto in terapia un altro farmaco
immunosoppressore (MTX o AZA) oltre al PD, considerato 1’elevato rischio di recidiva.

Una questione controversa e discussa ¢ il possibile utilizzo del RTX come terapia di
mantenimento.
Un recente studio retrospettivo ha valutato 39 pazienti con AAV in remissione completa o
parziale trattati con 1 gr di RTX ogni 4 mesi (utilizzato come farmaco di mantenimento), ad un
anno nessun paziente presentava recidive maggiori (70). Un altro autore ha trattato 72 pazienti
con AAYV refrattaria con RTX (1 gr per due somministrazioni a distanza di 2 settimane poi ogni 6
mesi per due anni) ottenendo una remissione completa nel 97%, a 6 mesi solo 4 pazienti

assumevano ancora una concomitante terapia immunosoppressiva (67). Cartin-Ceba ha riportato
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1 dati di 53 pazienti con GW refrattaria di lunga data trattati con RTX come terapia di
mantenimento. Avendo osservando nella sua casistica che tutte le recidive erano precedute da
una ricomparsa dei linfociti B CD20+ periferici e, tutte eccetto una anche dalla ricomparsa degli
ANCA, questo autore ha adottato (con successo) la ricomparsa dei linfociti BCD20+ periferici o
la successiva ricomparsa degli ANCA quali criteri per utilizzare il RTX come terapia di
mantenimento (85).

Nella nostra casistica il 91% dei pazienti presentava degli ANCA positivi pre-RTX ed in
tutte le 11 recidive post-RTX gli ANCA risultavano positivi (in 3 casi a basso titolo): in 8 casi
gli ANCA non si erano mai negativizzati dopo RTX, in 3 casi si erano ripositivizzati a distanza
dal primo trattamento.

Queste casistiche suggeriscono che il RTX ¢ efficace nel prevenire le recidive di malattia anche
se rimangono da chiarire il timing ed i dosaggi ottimali da utilizzare.

Sia nel RAVE che nel RITUXVAS venivano inclusi pazienti con malattia severa ed ANCA
positivi. Vi sono solo poche segnalazioni che suggeriscono che il RTX possa essere efficace
anche nei casi di vasculite ANCA negativi o nelle forme limitate di malattia (68). Sarebbero
quindi necessari ulteriori studi per verificare I’efficacia del RTX in questi pazienti, in particolare
comparato con il MTX.

Nella nostra casistica la maggior parte dei pazienti ricevevano il classico schema di
somministrazione del RTX : 4 somministrazioni da 375 mg/m2 di superficie corporea a cadenza
settimanale (in media 3 dosi, range 1-4), con un dosaggio medio di 765 mg (range 400-1000).
Sia nel RITUXVAS che nel RAVE veniva utilizzato il medesimo schema sulla base dei dati
presenti in letteratura al momento del disegno dei trials. Tuttavia alcuni studi osservazionali
hanno suggerito che risultati simili potrebbero essere ottenuti con due somministrazioni di RTX
da 1 gr a distanza di due settimane (il dosaggio approvato dalla FDA per i1 casi di artrite
reumatoide resistenti ai farmaci anti-TNF) (51, 65, 67).

Ad oggi non ¢ chiaro se questo schema con dose fissa di RTX possa essere considerato
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equivalente alle 4 dosi settimanali nell’indurre la remissione nelle forme severe di AAV, cosi
come non vi ¢ accordo sul dosaggio di RTX da utilizzare nelle recidive meno severe. Sulla base
di queste considerazioni e dell’esperienza maturata nel corso del 2011 abbiamo deciso di non
adottare uno schema rigido nell’utilizzo del RTX per le recidive ma di somministrare una o due
dosi di RTX a seconda della gravita della recidiva e del rischio infettivo del singolo paziente.

Nella nostra casistica ad un follow-up medio di 20,1 mesi abbiamo osservato 4 decessi
(4/51, 8%), 3 (3/15, 20%) nel gruppo di pazienti con nuova diagnosi di malattia (follow-up
medio 8,5 mesi), un solo decesso fra i pazienti trattati ad una recidiva (1/36, 3%, follow-up
medio 24,9 mesi). Questa differenza di mortalita ¢ giustificata probabilmente dalla maggiore
gravita di malattia (vedi BVAS 2003) e dalla maggiore eta media dei pazienti (62 vs 50 anni)
del gruppo con nuova diagnosi. Infatti quasi meta dei pazienti con nuova diagnosi dovevano
essere sottoposti a plasmaferesi (7/15, 47%) e 3 venivano anche trattati con boli di steroide per
via endovenosa. Questi dati di mortalita sono in linea con quelli riportati nel RITUXVAS (18%
di mortalita) e del RAVE (1,5%). Anche nel RITUXVAS rispetto al RAVE 1 pazienti erano
mediamente piu anziani € con malattia pitt grave. Non ¢ comunque escludibile che la differenza
di mortalita registrata nei due trials sia almeno in parte riferibile ad una eccessiva
immunosoppressione indotta nel RITUXIVAS con I’associazione di RTX e CYC.

Diversi altri piccoli studi riportati in letteratura (53, 60, 63) hanno utilizzato il RTX per
trattare recidive di AAV (molte di tipo granulomatoso) associandolo solo con basse dosi di
steroide come farmaco di mantenimento. E' possibile che la migliore percentuale di remissione
rilevata nelle recidive granulomatose (100%) nella nostra casistica rispetto a quelle riportate in
letteratura (circa 86%) possano derivare anche da un sinergismo fra farmaci in grado di
interferire con steps diversi del processo autoimmunitario. Considerando la complessita e la
molteplicita di interazioni cellulari presenti all'interno del granuloma sembrerebbe logico
utilizzare una terapia in grado di bloccare selettivamente diversi segnali di attivazione

autoimmunitaria.
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Il granuloma dei pazienti con GW risulta costituito per il 50/70% da celle T CD4+CD28- e
per il 30-50% da cellule di derivazione monocitica (macrofagi, cellule giganti multinucleate,
fibroblasti) e da granulociti polimorfonucleati. All'interno dei granulomi si formano anche delle
aree ricche di linfociti B CD20+ (limphoid-like) dove a seguito dell'interazione con i linfociti T e
con altre cellule presentanti l'antigene i linfociti B andrebbero incontro ad una maturazione
antigene guidata, trasformandosi in plasmacellule capaci di produrre anticorpi diretti contro la
PR3 (41-45). Oltre alla produzione di autoanticorpi le cellule B CD20+ autoreattive possono
contribuire al mantenimento del processo autoimmunitario attraverso molti altri meccanismi:
funzionando come cellule presentanti l'antigene (altamente specializzate) ai linfociti T,
producendo diversi tipi di citochine in grado di influenzare l'attivazione di varie altre cellule del
sistema immunitario, infiltrando direttamente gli organi target, costituendo una memoria
autoantigenica di lunga durata (cellule memoria autoreattive a prolungata sopravvivenza) in
grado di riattivare il processo autoimmunitario anche dopo una lunga fase di remissione.

I linfociti B CD20+ sarebbero quindi determinanti non solo per il passaggio dalla fase
granulomatosa localizzata alla fase vasculitica sistemica, ma giocherebbero anche un ruolo
centrale nella costituzione e nel mantenimento della struttura granulomatosa.

Utilizzare i1l RTX, che selettivamente blocca uno dei “motori” del processo
autoimmunitario, in associazione con farmaci capaci di interferire con la funzione delle altre
cellule che costituiscono il granuloma dovrebbe garantire quindi i migliori risultati nello
spegnimento dell'infiammazione.

Esistono modelli murini che evidenziano la diversa efficacia del RTX nel determinare la
deplezione dei linfociti B CD20+ periferici (di oltre il 99%) rispetto a quelli residenti negli
organi linfoidi (deplezione del 40-70% con notevole variabilita inter-individuale): in questi
modelli le cellule marginali linfonodali venivano eliminate radicalmente dopo che erano state
mobilizzate con anticorpi anti-integrine ol ed a4 (12, 24). Questo risultato ¢ solo un esempio

dei sinergismi terapeutici che si potrebbero ottenere con diverse terapie di associazione.
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La maggior parte dei nostri pazienti trattati ad una recidiva presentava recidive
granulomatose di GW e dopo trattamento con RTX tutti 1 pazienti ottenevano una remissione di
malattia, remissione definita da un azzeramento dello score BVAS 2003 e da una stabilizzazione
o risoluzione radiologica delle lesioni granulomatose. Il timing di remissione era difficile da
definire con precisione in tutti i pazienti ma a 6 mesi nessun paziente presentava una malattia
attiva. Ad un follow-up medio di 24,9 mesi (range 3-71) 9 pazienti presentavano una recidiva di
malattia che rispondeva ad un nuovo trattamento con RTX, due presentavano una ulteriore
recidiva nuovamente trattata con successo con RTX.

La definizione di remissione risulta abbastanza agevole per le manifestazioni vasculitiche,

pit complessa ¢ invece la valutazione per le forme granulomatose che possono non presentare
una risoluzione radiologica completa per esiti fibro-cicatriziali.
Infatti nella nostra casistica la valutazione radiologica delle lesioni granulomatose non ne ha
evidenziato in tutti i casi una completa risoluzione dopo trattamento. In particolare i1 pazienti con
ROG presentavano una riduzione (a volte lieve) delle lesioni visualizzate alla RMN a fronte di
una miglioramento clinico molto evidente con azzeramento dello score BVAS 2003 (scomparsa
della proptosi, della diplopia e del dolore). Cosi anche alcuni pazienti trattati per noduli
polmonari mostravano un miglioramento radiologico iniziale modesto con ulteriore riduzione
volumetrica o scomparsa completa dei noduli nei mesi successivi.

Il paziente con la porpora cutanea granulomatosa ed 1 tre pazienti con episclerite
ottenevano invece una risoluzione completa delle lesioni granulomatose. Questa discrepanza fra
punteggio del BVAS 2003 e valutazione radiologica esprime la difficolta clinica nel definire lo
stato di remissione di malattia. Remissione significa non attivita di malattia e quindi il BVAS
2003, essendo uno score costruito per assegnare un punteggio solo alle manifestazioni di malattia
attiva, sarebbe teoricamente lo strumento migliore per valutare la remissione. Il BVAS 2003 ¢
stato ideato per essere compilato al letto del malato e solo pochi “item” richiedono una

valutazione radiologica o specialistica: se questo da un lato ¢ di estrema praticita nel follow-up
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dei pazienti dall'altro ne costituisce il pit evidente limite, sopratutto quando viene applicato a
pazienti con forme prevalentemente granulomatose. Molte di queste lesioni vengono considerata
attive dal BVAS 2003 quando sono di primo riscontro (ad esempio i noduli polmonari) o
provocano manifestazioni cliniche (proptosi o diplopia secondari ad un granuloma retro-
orbitario), successivamente (dopo tre mesi) le lesioni granulomatose “sub-cliniche” non vengono
piu valutate in quanto considerate arbitrariamente inattive. Questo tipo di valutazione ¢ pero
assai grossolano e poco sensibile nel predire il rischio di recidiva e quindi anche nell'indicare il
corretto atteggiamento clinico e terapeutico nei diversi pazienti.

Le lesioni che permangono solo “radiologicamente” evidenti potrebbero rappresentare
tessuto sclerotico/cicatriziale o essere sede di tessuto infiammatorio ancora in fase attiva: nel
primo caso il paziente andrebbe probabilmente definito in remissione completa, nella seconda
situazione sarebbe forse piu opportuno definirlo in remissione parziale ed andrebbe pertanto
considerato a maggior rischio di recidiva. Giudicare un paziente a maggior rischio di recidiva o
comunque non in remissione completa implica una modifica dell'atteggiamento clinico e
terapeutico (con controlli piu ravvicinati e maggior cautela nell'alleggerimento della terapia
immunosoppressiva).

Una distinzione fra fibrosi ed infiammazione richiederebbe una valutazione istologica che
spesso il clinico non ha a disposizione, percido in questi pazienti la definizione di remissione
completa o parziale dovrebbe essere un giudizio a posteriori, fatto cioe dopo un adeguato periodo
di follow-up clinico e strumentale. I pazienti che permangono in remissione a lungo senza
aumento dimensionale o con regressione delle lesioni granulomatose sono probabilmente quelli
in remissione completa. E' difficile definire quale sia il periodo adeguato oltre il quale le lesioni
possono essere considerate inattive.

In letteratura non vi ¢ completo accordo nel definire la remissione ed il tempo oltre il quale
il paziente puo essere definito in remissione: la maggior parte degli autori si sono limitati a far

coincidere il concetto di remissione con un punteggio BVAS di 0 (52-54, 59-62, 64).
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Brihaye ha considerato come remissioni solamente parziali le situazioni di due pazienti che
presentavano un BVAS di 0 ma senza una completa risoluzione radiologica dei noduli polmonari
ritenendoli, secondo la sua esperienza, a maggior rischio di recidiva. Successivamente un
paziente ha ottenuto una risoluzione radiologica completa a distanza di 15 mesi dal trattamento
con RTX, l'altro ha evidenziato una netta riduzione dell'unico nodulo residuo a 24 mesi,
suggerendo che la risposta radiologica delle forme granulomatose puo richiedere anche parecchi
mesi (58). Lo stesso autore ha considerato fallimenti i casi di due pazienti trattati per granulomi
retro-orbitari senza risoluzione radiologica completa delle lesioni dopo RTX, pur avendo
ottenuto un miglioramento clinico (scomparsa del dolore e riduzione della proptosi).

Una casistica in particolare (57) riporta dei risultati negativi in controtendenza rispetto al
resto della letteratura ed evidenzia molte delle variabili che possono rendere difficile una
valutazione dello stato di attivita di malattia e dell'efficacia del trattamento. L'autore ha trattato
con RTX otto pazienti con GW refrattari sia alla CYC che a farmaci bloccanti il TNFa che
presentavano manifestazioni prevalentemente granulomatose (tutti avevano un interessamento
delle alte vie respiratorie, cinque un granuloma retro-orbitario, due una stenosi subglottica ed
uno dei noduli polmonari). Ad un mese dalla fine del ciclo solo 2/8 (25%) erano in remissione
(BVAS=0) e 5/8 (63%) non avevano risposto. Questi risultati negativi si prestano a diverse
possibili interpretazioni:

- T’autore aveva adottato uno schema diverso di somministrazione del RTX (una dose ogni 4
settimane anziché ogni settimana). La somministrazione mensile invece che settimanale del
RTX puo aver determinato un sotto-trattamento di alcuni pazienti che erano tutti veri
refrattari sia alla CYC che a molti altri immunosoppressori utilizzati senza successo
precedentemente.

- Quattro settimane di follow-up dall'ultima dose di RTX sono probabilmente un periodo
troppo breve per poter valutare 'effetto del RTX verso le manifestazioni granulomatose che

puo richiedere anche mesi (58).
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- Alcuni dei pazienti definiti refrattari al RTX hanno successivamente risposto a boli
endovenosi di AZA suggerendo un possibile effetto sinergico del RTX nell'ottenimento della
remissione.

E' anche ipotizzabile come sostiene lo stesso autore che alcune manifestazioni granulomatose ed

in particolare i granulomi retro-orbitari, in virtu della loro struttura costitutiva (linfociti T,

macrofagi, cellule giganti, neutrofili e follicoli linfoidi “protetti”), possano essere naturalmente

resistenti al RTX. Da esperimenti su modelli murini ed in vitro (12, 24) ¢ infatti evidente la
differenza di sensibilita dei diversi pool di linfociti B nell'organismo: le diverse interazioni
cellula-cellula e cellula matrice-extracellulare, influenzando la sensibilita dei linfociti B CD20+,
potrebbero spiegare la resistenza al farmaco di alcune manifestazioni granulomatose.

Complessivamente le principali casistiche riportate in letteratura evidenziano una risposta al

RTX in circa il 64% dei granulomi retro-orbitari, ma variabili erano i criteri adottati per la

definizione di remissione. In accordo con i nostri risultati una delle piu recenti ed ampie

casistiche ha riportato una remissione completa dopo RTX in tutti e 10 i pazienti che

presentavano una recidiva granulomatosa a livello orbitario (65).

Nella nostra casistica 40 pazienti (40/44, 91%) presentavano una positivita degli ANCA
prima del trattamento ed in sedici successivamente si negativizzavano (16/40, 40%). Si
osservava quindi una riduzione significativa del livello degli ANCA (p<0,01) dopo RTX. Anche
la maggior parte delle casistiche presenti in letteratura segnalano un calo uniforme degli ANCA
dopo RTX coincidente con la riduzione del BVAS nella gran parte dei pazienti trattati (52, 53,
60, 85). Alcune casistiche comprendenti forme prevalentemente granulomatose non hanno
evidenziato una risposta sierologica significativa (54, 57). Sono state inoltre segnalate recidive
non precedute da un aumento degli ANCA (59, 64).

Le cellule produttrici degli ANCA potrebbero essere plasmacellule a breve emivita
strettamente dipendenti dal pool CD20+ (in assenza di co-stimolazione T cellulare) e/o

plasmacellule a lunga emivita prodotte dopo co-stimolazione T cellulare in grado di sintetizzare
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anticorpi per mesi o anni senza dipendere dal ricambio fornito dal pool CD20+ (74-77). Le due
possibilita non si autoescludono e potrebbero spiegare il differente comportamento degli ANCA
dopo trattamento con RTX riscontrato nelle diverse casistiche.

Se gli ANCA fossero prodotti da plasmacellule a breve emivita ci si dovrebbe aspettare
dopo RTX una deplezione degli ANCA con una velocita proporzionale all'emivita delle IgG (21
giorni), se fossero invece prodotti da plasmacellule a lunga emivita non si dovrebbe osservare
una riduzione dei valori degli ANCA (cosi come non frequentemente si osserva una riduzione
significativa dei livelli delle altre immunoglobuline).

Attualmente non vi € consenso generale nel considerare il livello degli ANCA isolato e la
ricomparsa dei linfociti B CD20+ su sangue periferico criteri sufficienti per modificare la
strategia terapeutica in assenza di un corrispettivo clinico o strumentale indicativo di recidiva: il
significato del monitoraggio degli ANCA e dei linfociti B CD20+ dovrebbe probabilmente
essere quello di un'informazione da integrare nel contesto clinico del singolo paziente.

Nella nostra casistica solo in una minoranza di pazienti veniva eseguita la tipizzazione
linfocitaria su sangue periferico per monitorizzare i livelli di linfociti B CD20+ post RTX, ed in
tutti 1 testati si osservava una completa deplezione dei linfociti B CD20+.

Il livello della PCR ¢ significativamente (p<0,01) e rapidamente calato in tutti i pazienti

dopo RTX. Abbiamo osservato una concordanza fra andamento della PCR e del BVAS 2003.
La PCR ¢ un indice laboratoristico sensibile ma aspecifico e per questo di non facile
interpretazione nel follow-up dei pazienti. L'atteggiamento terapeutico verso una recidiva di
malattia ¢ diametralmente opposto rispetto a quello verso un'infezione e la PCR da sola non
consente una distinzione fra le due possibilita (che possono anche essere concomitanti).

E' importante poi considerare che non tutti 1 pazienti con forme granulomatose localizzate
attive presentano un aumento degli indici infiammatori, come evidenziato nella nostra casistica
da otto pazienti (8/51, 16%) con manifestazioni granulomatose che non presentavano un

aumento della PCR in corso di recidiva.
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Utilizzare farmaci immunosoppressori selettivi significa limitare I'entita degli effetti
collaterali che sono uno dei maggiori limiti delle terapie attuali, in particolare della CYC.

La GW ¢ una patologia recidivante che nel suo corso richiede ripetuti trattamenti con rischio di
tossicita farmacologica cumulativa (2, 6, 7).

Nella nostra casistica tutti i pazienti trattati con RTX per recidiva avevano avuto recidive
precedenti e molti erano stati esposti a dosi cumulative elevate di CYC. Cinque pazienti (5/51,
10%) erano anche risultati resistenti alla CYC. E evidente che la disponibilita di un farmaco
alternativo alla CYC risulta particolarmente utile in questi pazienti refrattari al trattamento
convenzionale e nei pazienti giovani a rischio di numerose recidive e quindi maggiormente
esposti agli effetti collaterali a lungo termine della CYC (infertilita, rischio cancerogeno).

La complicanza piu grave associata al RTX ¢ lo sviluppo della leucoencefalopatia

multifocale progressive (PML), riportata in pazienti con LES ed AR trattati con RTX (86) ed in
pazienti con AAV trattati con CYC. Non sono riportati ad oggi casi di PML in pazienti con AAV
trattati con il solo RTX.
Il rischio infettivo associato all’utilizzo del RTX anche per piu cicli non sembra essere
significativamente diverso da quello degli altri immunosoppressori comunemente utilizzati. Sia
nel RAVE che nel RITUXVAS non si ¢ rilevata una differenza significativa nelle complicanze
infettive fra i due bracci (RTX vs CYC).

Nella nostra casistica solo 4 pazienti (4/51, 8%) hanno dovuto sospendere il ciclo di
trattamento con RTX per complicanze infettive che si sono successivamente risolte. In letteratura
sono segnalati pochi casi di gravi infezioni insorte post-RTX che spesso era stato associato ad
altri farmaci citotossici nel trattamento di forme linfomatose (64).

“Late-onset” neutropenia ¢ un effetto collaterale riportato in circa il 5% dei pazienti con malattie
autoimmuni trattati con RTX. Spesso questo fenomeno si autolimita ma puo favorire infezioni e
richiedere il trattamento con GM-CSF. In un centro ¢ stata segnalata una frequenza maggiore nei

pazienti con GW, LES ed AR (86).
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Nella nostra casistica abbiamo osservato un solo caso di “late-onset” neutropenia in una
giovane donna con GW tre mesi dopo un ciclo di RTX per GNRP. La neutropenia si risolveva
rapidamente dopo la somministrazione di GM-CSF senza complicanze infettive.

In conclusione nella nostra casistica il RTX si ¢ dimostrato efficace e sicuro nel trattamento
delle forme severe vasculitiche e granulomatose di AAV sia all’esordio di malattia che in corso
di recidiva. Le manifestazioni vasculitiche (microematuria, febbre, calo ponderale, artromialgie,
porpora cutanea) si sono risolte tutte entro il primo mese; al contrario alcune manifestazioni
granulomatose hanno richiesto piti tempo per migliorare, in particolare una parte dei pazienti con
ROG, stenosi subglottica e noduli polmonari hanno richiesto fino a 6 mesi per ottenere una
remissione completa. Il RTX si ¢ dimostrato efficace anche nei 5 pazienti refrattari alla CYC.

Considerato ’elevato rischio di recidiva osservato nei pazienti con GW, probabilmente
sarebbe opportuno proseguire una terapia immunosoppressiva di mantenimento post-RTX in

questi pazienti.
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