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Introduzione

La Trombosi non-neoplastica della Vena Porta (PVT) nel paziente cirrotico risulta ad oggi uno
degli aspetti meno noti e chiari della patologia epatica.

A partire dalle modalita di insorgenza, fino alla risposta alla terapia, questa entita clinica si
presenta estremamente eterogenea in assenza di chiari punti fermi descritti in letteratura o
emergenti dalla pratica clinical-7. Tale complicanza infatti puo manifestarsi in forma acuta e
massiva, occludendo completamente il vaso, con conseguenze immediate ed importanti sul
compenso epatico del paziente, come pure esprimersi con trombi di parete solo parzialmente
occludenti che cronicizzano, si sviluppano probabilmente lentamente risultando dunque di
difficile datazione e non hanno ripercussioni a breve terminel2. Ugualmente, un regime
terapeutico anticoagulante standardizzato e ottimale non é ancora stato stabilito soprattutto
per le differenti risposte anche nell’lambito di uno stesso farmaco con alte percentuali di
recidive dopo sospensione e mancate rispostel27:8,

In letteratura inoltre sono presenti dati discordanti sulla sua eziologia non chiaramente
attribuibile a precisi disordini della coagulazionel27.9-12, Inoltre, la correlazione tra PVT e la
presenza ed il valore di ipertensione portale non sono € univocamente descritta e, per quanto
la sua presenza si correli ad una peggiore prognosi dopo trapiantol”.13-15 nemmeno il suo
impatto sulla storia naturale della malattia epatica sembra raccogliere pareri

concordi%7.13.1516,

La Cirrosi come substrato ideale per le complicanze trombotiche

L’unico concetto cardine su cui convergono tutte le teorie sul meccanismo fisiopatologico alla
base della PVT e fondato sulla citatissima triade di Virchow che comprende I'alterazione del
flusso, il danno endoteliale ed una generica condizione di ipercoagulabilital?’.

La trasformazione cirrotica del fegato determina una profonda alterazione dei flussi ematici
conseguente alla vasodilatazione splancnica e alla stasi venosa secondaria all'ipertensione
portale. Nella cirrosi infatti la disfunzione endoteliale € alla base dell’alterazione del tono della
parete sinusoidale da cui, in ultima analisi, deriva 'aumento delle resistenze vascolari
epatiche. Questo & uno dei meccanismi patogenetici fondamentali dell’ipertensione portale e
contribuisce all'ipossia responsabile del peggioramento della funzione epatica in corso di

cirrosilé18, Infine, nonostante i pareri contrastantiz?7.19.20, e ritenuto cruciale lo sbilanciamento



tra fattori procoagulanti ed anticoagulanti®17.21-25, Lo sviluppo di trombosi, inoltre, puo essere
ulteriormente favorito da differenti fattori che possono sovrapporsi, il cui meccanismo
fisiopatologico € comunque inquadrabile in uno degli elementi della triade di Virchow
(processi infiammatori/infettivi, interventi chirurgici, sindromi trombofiliche ereditarie o
acquisite, neoplasie, ecc..). Ad esempio sono stati pubblicati alcuni dati in merito alla
trombosi portale post splenectomia. In particolare da uno studio di Yu Zhang et al?6, é
emerso che, in pazienti affetti da cirrosi HBV-relata con ipertensione portale, la ratio della
velocita del flusso portale e del diametro della vena porta € il piu accurato fattore predittivo di
PVT dopo splenectomia con devascolarizzazione esofagogastrica. Va pero sottolineato che i
risultati ottenuti in questo studio, per quanto basati su parametri utilizzati in generale per lo
studio dell'ipertensione portale in tutte le tipologie di pazienti27.28, non sono stati validati e
non € pertanto possibile utilizzarli per individuare concretamente una popolazione a rischio

ed eventualmente impostare un regime profilattico.

Epidemiologia della Trombosi Portale

La PVT viene descritta come reperto comune nei pazienti affetti da cirrosi indipendentemente
dall’eziologia, con una prevalenza che pare aumentare con la severita della malattia epatica
andando da meno dell’1% nella popolazione cirrotica generale??, fino all'8%-26% nei pazienti
candidati a trapianto di fegato30-41,

Alcuni studi, tuttavia, riportano una prevalenza sovrapponibile tra pazienti valutati per trapianto e
controlli non valutati*2-44 con elevate percentuali, fino al 50%, di diagnosi di PVT ex-novo
direttamente in sede operatoria3z40.41,

Yerdel*Y, in particolare, mostra una prevalenza dell’'8% presentando uno studio retrospettivo con
conferma diagnostica di trombosi in sede operatoria. In questo studio le variabili risultate associate
a PVT sono il sesso maschile, il trattamento per I'ipertensione portale, I'eziologia alcolica della cirrosi
e la classe C di Child-Pugh. Lo stesso autore tuttavia segnala l'alta percentuale di falsi negativi
risultati dalla diagnostica ultrasonografica in caso di trombosi parziale minima.

Da evidenziare comunque che gli studi che mostrano le piu elevate prevalenze di PVT, essendo stati
condotti in ambito chirurgico, hanno consentito una conferma anatomica della presenza della
trombosi, senza quindi prendere in considerazione la maggior parte della popolazione di pazienti

cirrotici non candidata a trapianto, popolazione nella quale, essendo presente una miglior funzione



d’organo, la PVT potrebbe non essere stata rilevata dalla diagnostica radiologica e piu spesso solo
ecografica.

A riprova di questo, I'unico studio che riporta una prevalenza del 26%, si & occupato esclusivamente
di pazienti candidati al trapianto, mostrando come non ci siano significative differenze di Child-Pugh
score né di UNOS status3® tra pazienti PVT positivi e PVT negativi.

Per quanta riguarda i dati sull’'incidenza invece, gli studi riportati sono molto meno numerosi.

Uno studio prospettico che ha raccolto 1234 pazienti cirrotici in classe A e B di Child ha descritto
un’incidenza cumulativa dopo 1 e 5 anni rispettivamente del 4,6% e del 10,7%1%, mentre un
secondo studio, limitato a 73 pazienti con un valore medio di MELD score di 15,1, riporta
un’incidenza annua del 16%%45. Francoz32 riporta un valore del 7% riferendosi perd esclusivamente
alla trombosi della vena splenica in 251 pazienti in lista d’attesa per trapianto, calcolando un periodo
medio di 12 mesi. Maruyama*® invece ha seguito 150 pazienti affetti da cirrosi ad eziologia virale
senza trombosi al baseline, registrando, dopo lo stesso arco di tempo, un’incidenza cumulativa del
12.8% e globale, per un arco di tempo di 63 mesi, del 28%. In nessuno dei due studi é risultato
significativo il legame tra PVT ed un elevato grado di scompenso epatico. Un valore molto inferiore
giunge in fine da uno studio giapponese. In questo lavoro Okuda*” descrive un’incidenza di PVT dello
0,573% complessivamente su una popolazione costituita da 708 pazienti cirrotici sottoposti ad
angiografia. L’Autore cita inoltre uno studio statistico basato su 247.728 reperti autoptici dal quale
risulta un’incidenza dello 0,055% di PVT e del 6,589% di cirrosi complessivamente, suggerendo che
questa non sia una complicanza cosi comune della patologia epatica in Giappone#’. In questo lavoro
la popolazione non € stata pero stratificata.

Appare dunque evidente, alla luce di questi dati, che neppure per quanto riguarda la diffusione di

questa complicanza nella popolazione vi sia un dato certo.

Fattori di rischio associati a PVT

[ fattori associati alla PVT noti in letteratura sono molti, fondamentalmente inquadrabili in due
macro aree distinte in fattori esogeni ed endogeni. Al primo gruppo appartengono eventi come
interventi di chirurgia maggiore quali splenectomia e altri stimoli flogistici importanti che in ultimo
alterano I'anatomia del paziente. Storicamente, sono considerati fattori di rischio per PVT in pazienti
cirrotici il trattamento endoscopico delle varici e gli shunt chirurgici per il trattamento delle

complicanze dell'ipertensione portalel. Il legame con tali eventi e stato piu volte dimostrato in



letteratura e non é strettamente legato alla patologia cirrotica in quanto questi provvedimenti
terapeutici risultano intrinsecamente trombogenici, facendo rientrare la PVT tra le complicanze
previste. E’ tuttavia ragionevole pensare che la presenza di cirrosi incrementi questo rischio.

Per quanto riguarda invece i fattori di rischio endogeni, essi possono a loro volta distinguersi in
quelli legati alla patologia epatica di base, quelli legati alla condizione cirrotica, ed in fine in quelli
legati alle caratteristiche proprie del paziente.

Molti autori hanno rilevato una correlazione con diversi tipi di eziologie. Ad esempio e stata
riportata una maggior insorgenza di PVT in pazienti con cirrosi criptogenetica e malattia di
Laennec38; sono stati indicati alcuni virus epatotropi (EBV e CMV) come fattori di rischio minore*8;
dati non confermati suggeriscono che ’'HCV possa essere un fattore di rischio per il disequilibrio dei
fattori della coagulazione associato all'infezione stessa*®; sono stati citati inoltre NASH, cirrosi
alcolica e patologie colestatiche, ma i dati non sono concordi e nella maggior parte dei lavori
'eziologia non risulta significativa.

Per quanto concerne le alterazioni proprie legate alla degenerazione cirrotica del fegato, sappiamo
che questa condizione prevede un aumento delle resistenze vascolari intraepatiche ed un ridotto
flusso portalel49. Quest'ultimo dunque e stato spesso indicato come fattore indipendente associato a
PVT in diverse condizioni?#445, Tuttavia, da tali studi non e chiaro se questa riduzione sia causa o
conseguenza della presenza di trombosi. Infatti e stato dimostrato che la terapia profilattica delle
emorragie digestive da rottura di varici esofagee a base di propanololo, pur rallentando il flusso
portale>?, non aumenta il rischio d’ insorgenza di PVT651-53,

In merito alle caratteristiche proprie del paziente, infine, l'assetto emocoagulativo e lo
sbilanciamento dei fattori anti e pro - coagulanti hanno rappresentato in assoluto I'ambito piu
indagato. In particolare il Fattore VIII, importane fattore pro-coagulante coinvolto nella sintesi della
trombina, ¢ stato dimostrato che aumenta progressivamente col peggiorare della condizione
cirrotica®4. Comportamento contrario invece ha dimostrato la proteina C, importante anticoagulante
endogeno, che si riduce progressivamente col progredire della patologia epaticas. La combinazione
di questi due effetti e stata indicata piu volte come importante fattore di rischio di TVP nei quadri di
cirrosi avanzata®5%. Pertanto grande attenzione hanno ricevuto alcune mutazioni coinvolte proprio
in questo meccanismo come per esempio la mutazione G1691A per il fattore V Leiden, la mutazione
C677T per la metilenetetraidrofolato reduttasi (MTHFR) o la mutazione G20210A per la trombina,
riscontrate con grande frequenza nella popolazione cirrotica>¢-58. Tuttavia, anche in questo caso, i
dati sono stati smentiti da studi successivi che hanno approfondito 'associazione di PVT anche con

altri fattori quali anticorpi IgG e IgM anticardiolipina, livelli di anticorpi IgG e IgM antifosfolipidi, e



livelli di anticorpi IgG e IgM anti-2glicoproteina senza per altro trovare alcun legame
significativol®1l, Molti autori parlano di aumentata resistenza alla trombomodulina®5°. Dunque
I'orientamento corrente e quello di definire la patologia cirrotica come una condizione
protrombotica acquisita: concetto nuovo che meglio si adatta e spiega la tendenza alla formazione di

eventi trombotici in presenza di altri, non specificati, fattori di rischioll.

Razionale della ricerca

Alla luce di questi dati e sulla base della nostra pratica clinica, ci e sembrato opportuno e di
grande interesse cercare di capire che cosa, in effetti, esista alla base del meccanismo
trombogenico nel paziente cirrotico, tale da generare una simile eterogeneita di quadri sotto
tutti i diversi punti di vista.

La nostra ipotesi di partenza € stata che I'insorgenza di TVP sottintenda un unico reale fattore
di rischio che, in una condizione predisponente quale la cirrosi epatica, si manifesti
verosimilmente con fenotipi eterogenei.

Le evidenze di base infatti inducono a ritenere che tale complicanza insorga nell’'ambito di un
parenchima degenerato indipendentemente dalla patologia epatica sottostante, indicando la
natura quasi certamente endogena del suddetto fattore.

L’elevata frequenza di falsi negativi in fase diagnostica e i dati non univoci circa la
correlazione con gli score di gravita della malattia epatica, € inducono a pensare che
probabilmente non si tratti di qualcosa unicamente o strettamente legato alle alterazioni
indotte dalla cirrosi. Ad avvalorare questa ipotesi ricordiamo che non sono state descritte
differenze tra i valori medi di MELD e CHILD tra i pazienti che sviluppano trombosi e quelli
che non la sviluppano, mentre nella popolazione che la sviluppa, I'incidenza relativa di PVT
aumenta al crescere degli score, indicando che le alterazioni epatiche proprie dello
scompenso, pur partecipando al processo trombogenico non sono sufficienti ad indurre tale
complicanza.

Certamente le alterazioni della fisiologica cascata coagulativa giocano un ruolo fondamentale,
ma la relazione diretta con PVT non e stata dimostrata in maniera univoca nemmeno in

combinazione con le alterazioni di flusso legate all'ipertensione portale, inducendo cosi la



comunita scientifica a ricercare precise mutazioni all'interno di questo delicato processo
soprattutto in senso pro-coagulante.

Infatti, poiché il disequilibrio coagulativo e le alterazioni al flusso sono proprie della patologia
cirrotica, il discrimine tra pazienti PVT+ e PVT- deve necessariamente essere qualcosa legato
al paziente stesso e dunque ad alta variabilita inter individuale. In questo senso dunque sono
stati approfonditi studi su alterazioni dei medesimi fattori della coagulazione ma in senso
genetico, con la ricerca di precisi genotipi potenzialmente patologici causati da mutazioni a
livello di proteine chiave con funzione procoagulante e autoanticorpi.

Purtroppo finora neppure questa ipotesi ha riportato dati certi lasciando aperte ancora molte
strade da esplorare e domande senza risposta.

Su questo si basa la ricerca perseguita in questo triennio. Questo studio sperimentale & stato
infatti disegnato in maniera prospettica con popolazione reclutata in real life dalle strutture
assistenziali coinvolte, ritenendo indispensabile una selezione coerente ma non eccessiva
della popolazione di partenza da stratificare successivamente in fase di analisi. L’esclusione a
priori di alcune categorie di pazienti potrebbe infatti precludere lo studio di alcuni fattori
fondamentali e soprattutto potrebbe sminuire il valore clinico dei risultati ottenuti.

[ quesiti aperti in merito alla TVP, ad oggi, non riguardano un ristretto target di pazienti e la
necessita di un fattore chiaramente individuabile per selezionare la popolazione a rischio &

indispensabile.

Disegno dello studio

[ risultati presentati in questa sede sono stati estratti dal Database del Protocollo
Osservazionale “TromboCir”, che e uno studio prospettico di coorte avente come scopo
primario l'identificazione di possibili fattori predisponenti alla trombosi portale non
neoplastica nei pazienti con cirrosi epatica. Scopi secondari sono la valutazione della
prevalenza di PVT in tutti i pazienti cirrotici afferenti consecutivamente alle strutture affiliate,
la sua incidenza, la valutazione della comparsa di complicanze, la mortalita e fattori predittivi
di mortalita nei casi prevalenti ed in fine la valutazione della frequenza dei ricoveri
ospedalieri per scompenso dell’epatopatia.

Si tratta di uno studio monocentrico, osservazionale, prospettico, di coorte articolato in due

fasi.



. fase 1: reclutamento dei pazienti cirrotici

Sono stati valutati tutti i pazienti affetti da cirrosi epatica giunti consecutivamente
all’osservazione nei reparti di degenza e negli ambulatori delle Unita Operative coinvolte, in
un periodo di tempo di 12 mesi.
Il calcolo della numerosita del campione € risultato pari a 256 casi da valutare per ottenere un
campione di 192 pazienti arruolabili tenuto conto di una percentuale di drop-out pari al 20%
durante il follow-up.
Lo studio prevedeva la raccolta dei seguenti dati/campioni al momento dell’arruolamento:
0 raccolta dei dati anamnestici e dei parametri clinici;
0 prelievo per esame ematochimico di routine e specifico per fattori coagulativi
significativi ai fini dello studio (conservazione di un campione di plasma e di un campione di
siero);
0 ecografia addome superiore con ecocolordoppler del distretto portale per verificare la
presenza di PVT, 'emodinamica e I’evoluzione della cirrosi;
0 HVPG per rilevare la presenza e l'evoluzione di ipertensione portale al momento
dell’arruolamento;
0 EGDS per 'inquadramento clinico dell'ipertensione portale;
0 TC o RM per la stadiazione della condizione trombotica e lo studio del quadro vascolare

(solo nei pazienti con PVT).

. fase 2: follow-up programmato (2 anni) degli eventi trombotici, dell'insorgenza di altre
complicanze correlate alla cirrosi e della mortalita nella coorte di pazienti arruolati.
Il monitoraggio dei pazienti inseriti nello studio & avvenuto attraverso:

0 Controlli ambulatoriali clinici e laboratoristici ogni 6 mesi;

0 Ecografia addome superiore con eco-color doppler del distretto portale eseguita ogni 6
mesi come da abituale gestione clinica del paziente cirrotico per verificare sia la presenza di

PVT e monitorarne I'’eventuale progressione, sia 'emodinamica e I’evoluzione della cirrosi;

0 TC o RM alla fine dello studio (a 24 mesi) per la stadiazione della condizione trombotica
e lo studio del quadro vascolare. La TC o RM sono state previste anche in occasione di un

eventuale riscontro di trombosi di nuova insorgenza in corso di follow-up;



0 HVPG, alla fine dello studio (a 24 mesi) per rilevare la presenza e '’evoluzione di
ipertensione portale e prevista anche in occasione di un eventuale riscontro di trombosi di

nuova insorgenza in corso di follow-up;

o EGDS alla fine dello studio (a 24 mesi) per 'inquadramento clinico dell'ipertensione
portale. Nei pazienti con PVT all’arruolamento e nei casi di PVT di nuova incidenza durante il
follow-up tale metodica € stata prevista anche alle valutazioni semestrali come da abituale

gestione clinica.

Durante tutto il follow-up e stato previsto il report di tutti gli eventi clinici di rilievo e dei
trattamenti ricevuti nel corso dello studio, cosi come delle cause di morte riportate in
dettaglio per ogni paziente.

La comparsa di tumore intra o extraepatico, I'inizio di trattamento anticoagulante durante il

follow-up ed il trapianto epatico, sono stati considerati come cause di drop-out.

Materiali e metodi

by

La selezione per l'arruolamento della popolazione in studio & stata effettuata a partire da
Gennaio 2013 e si € conclusa ad Ottobre 2015 al fine di raggiungere un numero di casi
adeguato al calcolo del campione eseguito in fase di progettazione dello studio e dichiarato in
protocollo. Sono stati considerati criteri di inclusione la presenza di cirrosi epatica accertata,
la maggior eta ed il consenso informato scritto firmato. Sono invece stati esclusi pazienti con
anamnesi positiva per neoplasie intra- ed extra-epatiche e/o malattia ematologica, terapia
anticoagulante orale o terapia antiaggregante assunta per altre motivazioni, gravidanza in
corso, eta inferiore ai 18 anni o superiore ai 75.

Per limiti temporali dunque non é stato ancora possibile effettuare analisi complete in merito
al follow up, mentre sono stati indagati come possibili fattori predisponenti i due maggiori
indici di gravita della malattia epatica di base, il MELD ed il Child-Pugh score, piu volte citati in

letteratura in tal senso, ed é stato eseguito lo studio della prevalenza della trombosi.



Analis Statistica

Per quanto riguarda la descrizione della popolazione in studio e dei relativi sottogruppi, sono
state usate le principali statistiche descrittive, cioé la media e la deviazione standard (DS) con
i valori minimi e massimi, per le variabili continue (eta, parametri laboratoristici, MELD,
Child-Pugh score) e le frequenze (assolute e relative) per quanto riguarda le variabili
dicotomiche ed ordinali (sesso, eziologia, criteri di esclusione, Child-Pugh class, presenza di
trombosi portale). I valori di INR e MELD sono stati inoltre dicotomizzati considerando come
patologici i valori di INR superiori a 1,25 (limite superiore di riferimento) e valori di MELD
uguali o superiori a 10.

Come statistiche inferenziali sono state usate I'analisi del Chi-quadro secondo Pearson per le
variabili nominali, il test di Fisher per le variabili dicotomiche ed il test non parametrico di
Kruskal-Wallis per le variabili continue. Sono stati considerati significativi valori di P a due
code inferiori a 0,050.

Le regressioni logistiche univariate e multivariate sono state applicate per valutare i fattori
associati alla presenza di trombosi portale. Sono stati calcolati gli “odds ratio” (OR) insieme ai

limiti di confidenza al 95% (95% CI).

Descrizione della Popolazione

In 33 mesi sono stati studiati 418 pazienti cirrotici, di cui 260 maschi (62,2%), afferenti agli
ambulatori epatologici, ai Day Hospital ed ai reparti di degenza delle Unita Operative
coinvolte. L’eta media (£DS) al momento della valutazione e stata di 61,1 + 12,2 anni (range:
17,8 - 89,6 anni) e I'eziologia della malattia epatica € risultata cosi suddivisa: virale in 203
casi (48,6%); multifattoriale in 108 (25,8%); alcolica in 40 (9,6%); criptogenetica in 18
(4,3%); colestatica in 17 casi (4,1%); dismetabolica in 15 (3,6%); autoimmune in 4 (1,0%) ed
imputabile ad altre cause in 13 (3,1%). La trombosi portale al momento dello screening e
risultata presente in 64 casi (15.3%).

Da questa popolazione iniziale sono stati esclusi 104 pazienti (24,9%) per la presenza di
epatocarcinoma (HCC); 31 (7,4%) per limite di eta; 18 (4,3%) per la presenza di neoplasia
extraepatica e 12 (2,9%) per la presenza di concomitante malattia ematologica per un totale
di 165 pazienti esclusi. 1 pazienti considerati eleggibili sono risultati 253 (60,5% della

popolazione sottoposta a screening).



[ 253 pazienti eleggibili sono pertanto pazienti cirrotici in diversi stadi di malattia, liberi da
neoplasie intra- od extra-epatiche, di eta compresa trai 18 ed i 75 anni di eta, in assenza di
malattia ematologica concomitante. In particolare si tratta di 157 maschi (62,1%) e 96
femmine (37,9%), di eta media 56,8 * 10,3 anni (range: 23 - 75 anni compiuti), che sono
risultati affetti da cirrosi epatica secondaria ad infezione da virus epatotropi in 107 casi
(42,3%), ad eziologia multifattoriale in 79 casi (31,2%), alcool-relata in 26 casi (10,3%), di
natura criptogenetica in 10 casi (4,0%), derivante da dismetabolismo in 7 casi (2,.8%),
secondaria a condizioni autoimmuni in 3 casi (1,2%) ed imputabile ad altre cause in 8 casi
(3.2%). 1l dato di trombosi portale ¢ stato rilevato in 33 casi (13,0%). Per il confronto fra i casi
esclusi e quelli eleggibili si veda la Tabella 1. Dal confronto dei pazienti sottoposti a screening
e emerso che quelli considerati eleggibili sono stati significativamente piu giovani rispetto al
gruppo di pazienti esclusi (P < 0,001) per i limiti anagrafici imposti dai criteri di esclusione

)

che consideravano non idonei allo studio pazienti con eta > 75 anni. E’ risultata
significativamente differente anche la distribuzione delle differenti eziologie alla base della
malattia epatica. Il gruppo di pazienti esclusi ha infatti una maggior prevalenza di infezioni
virali (HBV e HCV) e di malattia dismetabolica che favoriscono l'insorgenza di neoplasia
epatica indicata come ulteriore criterio di esclusione. Il sesso e la presenza di trombosi

portale sono distribuiti in maniera non significativamente diversa tra i due sottogruppi.

Risultati

La popolazione rispondente ai criteri di inclusione e stata successivamente valutata per
I'inquadramento clinico della patologia cirrotica analizzando gli indici di funzionalita epatica e
renale ed e stata classificata secondo i piu utilizzati score di funzionalita predittori di
sopravvivenza a breve termine. In particolare il valore medio di ematocrito & risultato essere
35,4 + 5,4% (range: 22,7 - 46.2); piastrine 115,9 + 66,4 x 103/uL (range: 25 - 480); INR 1,237
+ 0,234 (range: 0,75 - 2,33) in particolare 58 pazienti(22.9%) presentavano un valore di INR
> 1,25; bilirubina totale 1,579 + 1,489 mg/dL (range: 0,25 - 10,31); AST 57+ 48 U/L (range:
13 - 295); ALT 55 + 51 U/L (range: 8 - 271); albumina 3,8 + 0,6 g/dL (range: 2,4 - 7);
creatinina 1,04 + 1,38 mg/dL (range: 0,40 - 14,11).



Il valore medio di MELD é risultato 11,2 + 4,7 (range: 6 — 35) ed in particolare in 116 (45,8%)
casi e risultato >10, con un Child-Pugh score di 6,2 + 1,716 (range: 5 - 12) di cui 140 (69,7%)
pazienti in classe A, 46 (22,9%) in classe B e 15 (7,5%) in classe C.

Trentatré pazienti della popolazione eleggibile hanno presentato trombosi portale; pertanto
la prevalenza e risultata del 13,0%.

Per il confronto tra le caratteristiche dei pazienti positivi per PVT, rispetto ai controlli cirrotici
negativi per trombosi, si rimanda alla Tabella 2. All'analisi univariata i controlli cirrotici
trombosi-negativi sono risultati significativamente piu anziani (P = 0,004) con un miglior
assetto coagulativo in termini di conta piastrinica ed INR (rispettivamente P < 0,001 e P =
0,024 ) ed un MELD inferiore (P = 0,001). Sesso, eziologia, valori di ematocrito, bilirubina
totale, AST, ALT, albumina e creatinina sono risultati sovrapponibili tra i due gruppi, cosi
come i valori medi di Child-Pugh score e le relative classi. All’analisi multivariata solo la conta
piastrinica e risultata come fattore indipendentemente associato alla presenza di trombosi

portale (OR=0.97, 95%CI: 0.96-0.99; P <0.001).

Discussione

Dalle analisi effettuate risulta che la Trombosi portale non neoplastica nella popolazione
osservata ha una prevalenza del 13,0%, in linea con i dati descritti in letteratura. Si sottolinea
inoltre che tra la popolazione esclusa, nonostante l'alta percentuale di neoplasia epatica, la
prevalenza e sovrapponibile mentre in letteratura la presenza di tumore epatico in assenza di
invasione microvascolare € stata descritta come fattore di rischio per trombosi portale non-
neoplastica33.

Per quanto riguarda il legame tra presenza di trombosi portale e classi di rischio funzionale di
epatopatia, si conferma quanto detto in letteratura. Infatti non vi & correlazione tra MELD e
Child-Pugh score o classi e l'insorgenza di PVT, mentre dall’analisi della variabile MELD
dicotomizzata e dalla descrizione delle classi di Child-Pugh, emerge come nei pazienti che
sviluppano trombosi, questa aumenti al peggiorare della funzione epatica. A conforto di
questo risultato, neppure le singole variabili che rientrano nel calcolo degli score hanno
dimostrato qualche signficativita cosi come gli indici di funzionalita renale, indicando che
probabilmente non é il grado di compromissione dell'organo che induce TVP né che la

presenza della stessa trombosi induca un peggioramento della funzione epatica o una



progressione dello scompenso. Fa eccezione I'INR che, rientrando nel computo del MELD
score, risulta un fattore di confondimento e porta una significativita alla variabile
dicotomizzata che tuttavia si perde all’analisi multivariata da cui entrambi i fattori escono.

Anche i valori medi di questa ultima variabile infatti risultano sovrapponibili tra i pazienti positivi
per trombosi e i controlli negativi, pur a fronte di una maggior frequenza di valori patologici nei
primi. Questo risultato si puod spiegare perché I’ INR viene calcolato sulla base degli antagonisti della
vitamina K, che nel paziente cirrotico sono ridotti, sovrastimando dunque il grado di
compromissione della cascata coagulativas+.

Di fatto pero i livelli di entrambi i tipi di proteine, pro- and anti-coagulanti, sono ridotti nella cirrosi
per una alterata funzione sintetica globale, con conseguente mantenimento del bilancio emostatico e
senza tendenza alla trombosi o al sanguinamento®. A riprova di questo, numerosi studi di
popolazione hanno dimostrato che I'incidenza di tromboembolismo venoso, espresso come trombosi
venosa profonda o tromboembolia polmonare, & la stessa tra pazienti cirrotici e soggetti senza
patologia epatica®1-64,

Questo delicato equilibrio verte in ultima analisi sulla sintesi della trombina, che sposta la cascata in
favore dei fattori pro-coagulanti>4>5: 'unico fattore che € stato dimostrato alterare la generazione
della trombina nel paziente cirrotico ¢ la presenza di severa trombocitopenia®%.6>,

Nel nostro studio una piu bassa conta piastrinica e anche l'unico fattore indipendentemente
correlato alla presenza di trombosi portale non-neoplastica.

Questo dato e confermato da molti autori in letteratura ed in particolare Francoz32 sostiene che sono
fattori indipendenti di rischio per trombosi della vena splenica la conta piastrinica ed un precedente
sanguinamento da varici esofagee.

In oltre Molmenti, in uno studio sulla trombectomia chirurgica in pazienti sottoposti a trapianto
epatico, riporta come significativamente piu basso il valore di piastrine nel post-trapianto
monitorato fino a 7 giorni dopo l'intervento3® nei pazienti PVT+ al trapianto rispetto ai controlli
PVT-. In aggiunta, Manzanet descrive 391 pazienti sottoposti a trapianto epatico con conferma
chirurgica di PVT e sottolinea come la frequenza di recidiva dopo trapianto sia dell’1% nei pazienti
con trombosi parziale e del 14.4% in pazienti con trombosi completa3’. Il dato di una maggior
insorgenza di TVP post-trapianto in pazienti portatori di trombosi portale al momento
dell'intervento rispetto ai controlli trombosi negativi e riportato anche da altri autori3?.

Mettendo insieme queste informazioni, e possibile ipotizzare un ruolo centrale della conta

piastrinica come fattore di rischio cruciale per I'insorgenza di PVT.



Tuttavia, pur sapendo che il sequestro splenico secondario all'ipertensione portale e la scarsa sintesi
secondaria all'insufficienza d’organo sono fattori che con l'avanzare della patologia riducono il
numero di piastrine circolanti, i dati sul post-trapianto ci inducono a pensare che tale parametro non
sia primariamente legato alla cirrosi.

Infine, anche I'eta media significativamente piu bassa nei pazienti con TVP rilevata nel nostro studio
e precedentemente descritta in letteratura, oltre alla nota correlazione tra trombosi portale ed
emorragie digestive, unitamente all’eterogeneita dei quadri clinici sopracitata, ci suggeriscono

un’ipotesi alternativa ancora non citata in letteratura.

Ipotesi Alternativa

Le Trombocitopenie Ereditarie (ITs) sono un gruppo eterogeneo di disordini con differenti
gradi di complessita e severita, causate dalla mutazione di diversi geni e caratterizzate da un
ridotto numero di piastrine associato o meno ad una tendenza al sanguinamento che varia da
assente a estremamente severa con rischio per la vita stessa del paziente®6.67,

Per alcune di esse il difetto e stato identificato in uno dei molti geni che partecipano al
complesso processo di megacariocitopoiesi e produzione di piastrine, in altri casi il
progenitore e integro ma le alterazioni agiscono su di un deterioramento precoce o in altri
casi ancora sulla struttura stessa delle piastrine alterandone la funzione®8-72. Ad oggi infatti,
sono state identificate 30 forme differenti’® con almeno 25 geni responsabili per questo
gruppo di patologie’l73; tuttavia quasi il 40% dei pazienti con una forma ereditaria di
trombocitopenia rimangono senza una diagnosi definitiva, perché la loro condizione non e
mai stata descritta o non e stata riconosciuta come appartenente ad un disturbo noto®674,

Dal punto di vista molecolare, le ITs possono essere secondarie a mutazioni presenti in ogni
fase della biogenesi piastrinica: dalla differenziazione e maturazione del megacariocita, alla
produzione stessa di piastrine, fino al loro rilascio nel torrente circolatorio (Figura 1)7>.
Quando il difetto interessa le prime fasi della megacariocitopoiesi, la proliferazione delle
cellule interessate € alterata con conseguente assenza o riduzione di megacariociti nel midollo
osseo’>. In caso di alterata maturazione invece, i megacariociti sono normali o addirittura piu
numerosi ma immaturi, piccoli e con un nucleo ipolobulato e/o con un numero ridotto di alfa-
granuli, i principali organelli contenuti nelle piastrine e deputati all’accumulo di mRNA e

proteine implicati nei processi di adesione, emostasi e cicatrizzazione’¢.



La trombocitopenia associata a normale produzione di megariociti e stata considerata un
marcatore di produzione di precursori piastrinici difettosi, anche se in questo caso la
trombocitopenia potrebbe essere accentuata dalla rimozione delle piastrine alterate?>.

La maggior parte delle ITs, tuttavia, non & associato ad alterazioni della megacariocitopoiesi,
quanto piuttosto a mutazioni che interessano difetti della formazione delle piastrine stesse o
il loro rilascio, comprendendo una riorganizzazione dinamica del citoscheletro, alterazioni
delle vie di segnalazione extracellulare ed alterazione dei meccanismi di apoptosi’>. Anche in
questo caso, un’alterata clearance piastrinica dal torrente circolatorio potrebbe contribuire
alla trombocitopenia.

Lo spettro delle manifestazioni cliniche ¢ amplissimo ed assolutamente eterogeneo, variando
da sindromi complesse associate a malformazioni e gravi complicanze emorragiche o
ematologiche, a pazienti completamente asintomatici in cui il riscontro di valori borderline di
piastrinopenia sono del tutto casuali. Questo comporta purtroppo quasi sempre una erronea o
addirittura mancata diagnosi, esponendo i pazienti a cure non necessarie o deleterie come
terapie cortisoniche e splenectomia o a gravi rischi per la vita, soprattutto in caso di
trasmissione alla progenie®7.77,

In tal senso, dal punto di vista clinico/fenotipico, la classificazione di base divide le ITs
primariamente in sindromiche e non sindromiche e successivamente, per quanto concerne le
forme non sindromiche, in base alla morfologia piastrinica, in altre tre sottocategorie: a
ridotto, normale o aumentato volume?8. Su tali basi, per facilitare il processo diagnostico, €
stato validato un algoritmo decisionale volto all'individuazione di precise patologie gia note o
una patologia di nuovo riscontro portando alla diagnosi di ITs con una sensibilita del 100%
(Figura 2). Esso si bassa su una prima fase di investigazione clinica e test semplici di
laboratorio eseguibili in qualsiasi centro al fine di formulare I'ipotesi’?. Una volta rilevato il
dato di piastrinopenia, i pazienti sono categorizzati in base alla presenza o assenza di altri
segni clinici oltre a quelli secondari ai difetti piastrinici facendo una prima selezione tra forme
sindromiche e non sindromiche. Nelle prime, I'anamnesi e ’esame obiettivo devono indurre il
sospetto diagnostico’?. Per le forme non sindromiche invece, la fase successiva richiede
I'approfondimento della morfologia e della funzionalita piastriniche attraverso l'esame
morfologico ed immuno-morfologico su striscio di sangue periferico, lo studio
dell’aggregazione piastrinica in vitro, la citometria a flusso, e la sintesi della catena della

globina. Una volta raccolti tali dati e raggiunto anche in questo caso il sospetto diagnostico,



I'ultima fase dell’algoritmo, finalizzata alla diagnosi definitiva, viene effettuata con indagini
specialistiche in base ai risultati precedentemente otenuti’®.

In tal senso lo sviluppo di tecniche di “next generation sequencing” stanno fornendo un
grande apporto nell'individuazione di nuove forme di ITs nei casi di malattia non ancora
descritta e genotipi non ancora catalogati, contribuendo a migliorare la gestione di questi

pazienti’s.

Conclusioni

La TVP e una complicanza relativamente frequente nei pazienti cirrotici, indipendentemente
dall’eziologia della malattia epatica e dal grado di insufficienza d’organo. La prevalenza risulta
maggiore nei pazienti candidati a trapianto epatico per la possibilita del riscontro diretto in sede
operatoria: sembra infatti che esistano alte percentuali di falsi negativi all'imaging in particolare per
quanto riguarda le trombosi parziali con scarsa invasione endoluminale.

Tra i dati ricorrenti osserviamo l'assenza di legame causale con i fattori della coagulazione finora
indagati e, invece, il legame con un pregresso sanguinamento da varici esofagee e quello con una piu
bassa conta piastrinica rispetto ai controlli anche dopo trapianto, seguito per altro da una maggior
frequenza di recidive in pazienti con pregressa trombosi rispetto a trombosi de novo in pazienti
negativi al momento dell'intervento3137.

Anche dai nostri dati I'unico fattore indipendente legato alla presenza di TVP risulta il valore minore
di piastrine rispetto ai controlli negativi superando gli score di rischio, la funzione patica, il piu
utilizzato indice di coagulazione ed i diversi tipi di eziologia. Anche l'insorgenza in pazienti
notevolmente piu giovani suggerisce la presenza di un substrato genetico.

In particolare si ipotizza la presenza di trombocitopenie ereditarie sottostanti non diagnosticate.
Tale gruppo di patologie, nel contesto di un substrato estremamente favorevole come la
degenerazione cirrotica, spiegherebbe l'eterogeneita dei quadri e delle risposte alla terapia
anticoagulante. E’ stato elaborato un algoritmo per l'individuazione di tali patologie, anche in
assenza di elaborati test genetici’4, finalizzato alla formulazione di ipotesi diagnostiche di ITs basato
inizialmente sulla morfologia e funzionalita piastrinica. Pertanto, per quanto la patologia cirrotica
preveda una piastrinopenia secondaria al sequestro splenico e agli effetti dell’ipertensione portale,

sarebbe comunque possibile tentare una sua applicazione in tale contesto.



Se questa ipotesi venisse verificata, consentirebbe l'utilizzo di una terapia profilattica®® mirata
riducendo il rischio di TVP nel paziente cirrotico e delle complicanze ad essa legate. Inoltre, se
utilizzato in pazienti con stati non avanzati di epatopatia, potrebbe modificare in maniera
sostanziale I'approccio al trattamento e probabilmente all’intera gestione del paziente pre-cirrotico.

A questo scopo ¢ in fase di preparazione uno studio pilota volto all'individuazione di ITs nella

popolazione epatopatica.



Tabelle ed immagini

Tabella 1 - Confronto tra pazienti esclusi e popolazione eleggibile al momento dello screening

Pazienti esclusi Pazienti eleggibili P
(n=165, 39,5%) (n=253, 60,5%)
Sesso: 1,000°b
- Maschi 103 (62,4%) 157 (62,1%)
- Femmine 62 (37,6%) 96 (37,9%)
Eta (anni compiuti) 67,6 +17,6 (17-89) 58,8+ 10,3 (23-75) <0,001¢
Eziologia: 0,0234
- Virale 96 (58,2%) 107 (42,3%)
- Multifattoriale 29 (17,6%) 79 (31,2 %)
- Alcolica 14 (8,5%) 26 (10,3%)
- Dismetabolica 8 (4,8%) 7 (2,8%)
- Criptogenetica 8 (4,8%) 10 (4%)
- Colestatica 4 (2,4%) 13 (5,1)
- Autoimmune 1 (0,6%) 3 (1,2%)
- Altroa 5(3,0%) 8 (3,2%)
Trombosi portale 31 (18,8%) 33 (13,0%) 0,127°

aAltre eziologie: Sindrome di Budd-Chiari (1 - 0); Emocromatosi (0 - 1); Cirrosi esotossica non alcool-relata (1 -

0); FNH (0-2); JEK2 positivita (1 - 0); Malattia vascolare di natura da diagnosticare (2 - 3); NASH (0 - 1);

Policistosi (0 - 1); Schistosomiasi (0 - 1).

b Test esatto di Fisher

¢ Test di Kruskal-Wallis

d Test del chi-quadro secondo Perason




Policistosi

Tabella 2 - Confronto tra popolazione TVP positivi e controlli cirrotici TVP negativi.

TVP + Controlli TVP - Analisi univariata Analisi multivariata
(n=33,13,0%) (n=220, 87,0%) OR (95% CI) OR (95% CI)

Sesso:

- Maschi 21 (63,6%) 136 (61,8%) Riferimento NS

- Femmine 12 (36,4%) 84 (38,2%) 0,93 (0,43-1,98) P=0,841
Eta (anni compiuti) 51,9+13,2(23-75) 57,5+9,6 (23-75) 10,95 (0,92-0,98) P=0,004 NS
Eziologia: P=0,467

- Virale 12 (36,4 %) 95 (43,2%) Riferimento

- Multifattoriale 10 (30,3 %) 69 (31,4 %) 2,38 (0,57-9,86) P=0,234

- Alcolica 2 (6,1 %) 24 (10,9 %) 1,32 (0,15-11,9) P=0,805

- Dismetabolica 1 (3,0 %) 6 (2,7 %) 3,96 (0,33-47,0) P=0,276 NS

- Criptogenetica 1(3,0 %) 9 (41 %) 0,66 (0,14-3,15) P=0,602

- Colestatica 3(9.1%) 10 (4,5 %) 1,15 (0,47-2,81) P=0,763

- Autoimmune 1(3,0 %) 0 (0,0 %) 0,88 (0,10-7,56) P=0,907

- Altroa 3(9,1%) 5(2,3 %) 4,75 (1,01-22,4) P=0,049
Ematocrito (%) 33,6+2,5(29,7-369)| 35,7 +£5,8(22,7 - 46,2) 0,93 (0,80-1,08) P=0,340 NS

Piastrine (x 103/microL)

73,1+ 48,1 (25 - 174)

122,1 + 66,6 (35 - 482)

0,98 (0,97-0,99) P=0,001]

0.97 (0.96-0.99) P <0.001)

INR 1,33 £0,22 (0,96 - 1,78)| 1,22 + 0,23 (0,75 - 2,33) 4,64 (0,94-23,0) P=0,060
INR > 1.25 12/22 (54,5%) 46/155 (29,7%) 2,84 (1,15-7,04) P=0,024 NS
Bilirubina totale (mg/dL) 1,59 + 0,81 (0,50 - 3,72)|1,58 + 1,56 (0,25 - 10,31)[1,01 (0,74-1,37) P=0,965 NS
AST (U/L) 44,6 + 27,9 (22-131) | 58,3+53,3(13-295) (0,99 (0,98-1,01) P=0,252 NS
ALT (U/L) 33,2+17,9(11-66) 57,7+ 53,4(8-271) (0,98 (0,97-1,00) P=0,074 NS
IAlbumina (g/dL) 3,66 + 0,44 (2,60 - 4,30)(3,77 £ 0,61 (2,40 - 7,00) 0,70 (0,31-1,61) P=0,407| NS
Creatinina (mg/dL) 0,87 + 0,28 (0,60 - 1,59)1,07 + 1,47 (0,40 - 14,11)0,81 (0,37-1,78) P=0,604| NS
MELD 11,8 £2,6 (6 - 20) 11,1+5,0(6-35) |1,03(0,95-1,11) P=0,473
MELD => 10 25/29 (86,2%) 91/179 (50,8%) 6,04 (2,02-18,1) P=0,001] NS
Child-Pugh Score 6,62+1,77 (5-11) 6,13+1,71(5-12) |1,16 (0,93-1,43) P=0,184

- A 15 (57,7%) 127 (71,4%) Riferimento

- B 8(30,8%) 38 (21,7%) 1,75 (0,69-4,45) P=0,237| NS

- C 3(11,5%) 12 (6,9%) 2,08 (0,53-8,23) P=0,295

ajAltre eziologie: Emocromatosi (0 - 1); FNH (1-1); Malattia vascolare di natura da diagnosticare (2 - 1); NASH (0 - 1);
(0 - 1); Schistosomiasi (1 - 0).




Figura 1- Rappresentazione schematica della megacariocitopoiesi e della produzione piastrinica’>.
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Figura 2 - Algoritmo diagnostico per le Trompocitopenie ereditarie preparato dal Gruppo Italiano di
Studio delle Piastrine e modificato da Noris74
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